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SAZETAK

Zeljezo je metal dobro poznat i koristan ¢ovjeku, kako u tehnickom smislu tako i u
nutritivnom. Jedan je od vaznih bioelemenata naseg organizma. Zasluzan je za opskrbu
kisikom i normalno funkcioniranje organizma. Njegov nedostatak u organizmu uzrokuje
slabokrvnost ili anemiju, koja se moze lijeciti prehranom ili farmaceutskim pripravcima.
U ovom eksperimentalnom radu je opisano spektrofotometrijsko odredivanje Zeljeza u
lijeku Tardyferonu namijenjenom za lijeCenje anemije, koji je prethodno rascinjen u
mikrovalnoj pe¢i. UV/VIS spektroskopija je metoda koja se primjenjuje za odredivanje
nepoznate koncentracije uzorka pomoc¢u Beerovog zakona. Mjerenje se vrSilo u

vidljivom podrucju pri valnoj duljini 506 nm i Kiseloj sredini pri pH=1.

Kljuéne rije€i: zeljezo, Tardyferon, mikrovalno ras¢injavanje, spektroskopija, Beerov

zakon



SUMMARY

Iron is well known and useful metal for human, as in technical way and in nutritional
way. It is one of important bioelement of our system. It is responsible for the oxygen
supply and for the normal fuctioning of the organism. Its lack in organism causes
anemia which can be treated with food or pharmaceutical preparations.
Spectrophotometric determination of iron in pharmaceutical Tardyferon which is
intended to treat anemia, is described in this experimental work. Preparation is
previously dissolved in microwave oven. UV/VIS spectroscopy is method which is used
to determine an unknow sample concentration using Beer law. The measurement was
performed in the visible range at the wavelength of 506 nm and acidic enviroment at
pH=1.

Keywords: iron, Tardyeron, microwave dissolution, spectroscopy, Beer's law
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UuvoD

Zeljezo je kako tehni¢ki najvazniji metal ¢ovjeku, tako i nutritivno vaZan element u
naSem organizmu. Spada u grupu esencijalnih elemenata kojem je najvaznija uloga
prijenos kisika te je odgovoran za normalno funkcioniranje organizma. Najcesca bolest
vezana za zeljezo je slabokrvnost ili anemija koja se moze tretirati ili ishranom ili
farmaceutskim pripravcima. Jedan od pripravaka je Tardyferon ¢ijim konzumiranjem tri
do Sest mjeseci se uspjesno lijeci anemija, te se koristi u ovom eksperimentalnom radu.
Da bi se odredila koncentracija zeljeza u Tardeyferonu koja je potrebna za lijeCenje
anemije koristi se spektrofotometrijska metoda odredivanja zeljeza koja se obraduje u
ovom radu. Lijek je pripravljen mikrovalnom digestijom kako bi se mogla provoditi
daljnja spektrofotometrijska analiza koja koristi informacije o interakciji izmedu tvari i
zraCenja. Dobivene koncentracije otopina odredene su preko Beerovog zakona
mjerenjem apsorpcije energije zraenja pri odredenoj valnoj duljini ispitivane otopine sa
serijom standardnih otopina. UV/VIS spektroskopija se koristi za odredivanje
koncentracije komfora i prisutnosti konformacijskih promjena molekula ako uslijed toga
dolazi do promjene u apsorpcijskom spektru molekule. Koriste¢i spektroskopske
metode analize u koje ubrajamo i UV/VIS dobivamo Zeljene informacije o molekulama

i njihovim svojstvima.



1.  OPCIDIO

1.1 Zeljezo

1.1.1. Zeljezo kao kemijski element

Zeljezo je prijelazni metal koji uz nikal i kobalt pripada 8. skupini PSE, takozvanoj
zeljeznoj trijadi. Za tu skupinu posebno je znacajna pojava feromagnetizma koja se
odnosi na uoCavanje magnetizma Cak i nakon prestanka djelovanja magnetskog polja.

Razlog tomu je §to atomi elemenata posjeduju jedan ili viSe nesparenih elektrona.t

Zeljezo je metal koji je od davnina poznat Govjeku te je postao najvazniji tehnicki metal
bez kojeg je danasnji Zivot nezamisliv. Elementarno zeljezo je mekano, srebreno-bijele
boje i vrlo reaktivno. Upravo zbog velike reaktivnosti ga u prirodi ne nalazimo u

elementarnom stanju jer vrlo lako oksidira i reagira sa sumporom.?

U prirodi se pojavljuje u obliku oksidnih, silikatnih, karbonatnih i sulfatnih ruda. Danas
se za dobivanje Zeljeza koriste samo oksidne (magnetit, hematit) i karbonatne (siderit)

rude. Najpoznatija Zeljezna legura je Gelik.!

Neplemeniti je metal zbog negativhog elektrodnog potencijala. Posljedica toga je
netopljivost u oksidirajuéim kiselinama tvore¢i zaStitni oksidni sloj. Zbog svog
elektrodnog potencijala se otapa u otopinama metalnih iona kao zlata, srebra, platine,

zive i drugih. Dobro je topljiv u neoksidiraju¢im kiselinama.?

U vlaznom zraku i vodi Zeljezo je nestabilno. U tim uvjetima se odvija elektrokemijski
proces hrdanja pri kojem se zeljezov(l11) oksid hidratizira u Fe;O3-nH,0. No, ukoliko u

vodi nema otopljenog kisika ili je zrak suh proces hrde se ne odvija.

Poznato je da zeljezo pravi spojeve stupnja oksidacije +2, +3 i +6. Ipak, najvazniji i
najprisutniji spojevi su stupnja oksidacije +2, ionskog karaktera, i +3, kovalentnog
karaktera. Stupnjevi oksidacije +2, +3 i +4 tvore mnoge kompleksne spojeve. Zeljezov
(1) hidroksid nije topljiv u vodi i nestabilan je na zraku, zbog toga vrlo brzo oksidira
do Zeljezova(lll) hidroksida. Fe** nema izraZena redukcijska svojstva, te se njegove
kisele otopine mogu skladistiti jako dugo vrijeme. S druge strane, Fe** ion je jako

oksidacijsko sredstvo i u vodenim otopinama tvori akva-komplekse. No, u luzinama



obje vrste iona daju netopljive spojeve, bijeli talog Fe(OH); i hidratizirani Fe(OH)3 koji
ima amfoterna svojstva. Zeljezov(II) oksid nema stehiometrijski odnos, jer uvijek sadrzi

ponesto Fe* iona zato jer lako oksidira.*

1.1.2. Zeljezo kao bioelement

Zeljezo je jako bitan element u nagem organizmu. Osnovna mu je uloga transport kisika.
Sastavni je dio hemoglobina, tvari koja daje boju crvenim krvnim stanicama.’®
Hemoglobin je bjelancevina koja sadrzi dvovalentno zeljezo. Prolaskom kroz pluca
dvovalentno zeljezo na sebe veze kisik i na taj nacin crvene krvne stanice donose
tkivima i organima kisik, a odvodi ugljikov(lV) oksid. Takoder je vazan u mi$i¢nim
stanicama, u kojim mioglobin prenosi kisik kako bi omoguc¢io miSi¢ne kontrakcije.
Zeljezo pronalazimo i u nekim enzimima vaznim za metabolizam bjelanéevina kao $to
je DNK. Slobodni dvovalentni oblik moze oksidirati u trovalentni oblik. Slobodan

trovalentni oblik stvara slobodne radikale $tetne za tkiva i organe.*

Potrebe organizma za Zeljezom ovise o dobi i razvoju. Stoga je muskarcima potrebna
manja koli¢ina Zeljeza od Zena koje su u reproduktivnoj dobi. U protivnom ako nije

zadovoljena koli¢ina Zeljeza smanjuje se sinteza hemoglobina i eritrocita.”

Apsorpcija se odvija u tankom crijevu kroz ¢etiri sata nakon konzumacije. U organizmu
se zeljezo pohranjuje u slezeni i jetri te Cuva za ponovnu upotrebu. | pri tome se
trovalentno zeljezo enzimima reducira u dvovalentno. Jedino se gubitkom krvi moze
izgubiti zna¢ajna koli¢ina Zeljeza iz organizma. Cak 70% Zeljeza pohranjeno je u
hemoglobinu, a ostatak Zeljeza potrebnog za sintezu eritrocita unosimo hranom. S
obzirom da se samo 10% Zeljeza apsorbira iz hrane, potrebe muskaraca za zeljezom su

10 mg, a Zena 18 mg.?

Toksi¢ni u€inci Zeljeza se javljaju zbog njegovog prekomjernog nakupljanja u jetri,
gusteraci, srcu i drugim organima, te moze uzrokovati prestanak rada tih organa §to
dovodi do smrti. To je rezultat poremecaja u genomu metabolizma zbog kojih probavni
sustav. nema  moguénost  uklanjanja  viska  Zeljeza iz  organizma.’

Poremecaj se naziva hemokromatoza.?



Anemija ili slabokrvnost je najcesc¢a bolest uzrokovana nedostatkom Zzeljeza. Manjak
zeljeza u organizmu smanjuje koli¢inu hemoglobina u eritrocitima i koli¢inu kisika u
stanicama. Kao posljedica dolazi do nakuplja ugljikova(IV) oksida. Zbog manjka kisika
u mozgu dolazi do vrtoglavice, umora, gubitka teka i bljedoce. Bolest se javlja zbog
neadekvatnog unosa ili apsorpcije iz hrane, ogromnim gubitcima krvi i cCestim
infekcijama. Postoji vise oblika anemije od kojih su neki nasljedni i ako se ne lijece
mogu biti smrtni.* Cesto se javlja kod djece, Zena u reproduktivnoj dobi i tijekom

trudnoée.®

Moze se lijeciti konzumacijom farmaceutskih pripravaka ili hranom bogatom zeljezom.
Hrana zivotinjskog podrijetla, meso, je bogat izvor Zeljeza u obliku hema. Hem se jako
dobro apsorbira za razliku od Zeljeza anorganskog podrijetla koje je najceSce
trovalentno. Trovalentno Zeljezo je netopljivo u kiseloj sredini i teze se apsorbira, dok

dvovalentnom pogoduje kisela sredina Zeludca za otapanje:.3

Oralni farmaceutski pripravci su Siroke 1 jednostavne primjene te su jeftin nacin za
lije¢enje anemije. Najcesc¢e se koriste dvovalentne soli jer je dvovalentni oblik dobro
topljiv i lako se apsorbira. Pozitivni u¢inak imaju zeljezov(ll) fumarat, zeljezov(ll)
sulfat, Zeljezov(ll) glukanat i druge soli. Svaka od tih soli sadrzi odredenu koli¢inu
zeljeza od toga se 25% apsorbira. Najbolju bioraspolozivost i apsorpciju ima
zeljezov(Il) sulfat, dok se trovalentni oblik teZe otapa te se s toga mora reducirati u

dvovalentni. Takoder je poznato da vitamin C poboljSava topljivost 2eljeza.3

1.1.3. Tardyferon

Tardyferon je farmaceutski lijek protiv anemije. Koriste ga osobe koje su izgubile
velike koli¢ine krvi, sa slabom apsorpcijom zeljeza iz probavnog trakta. Takoder ga
mogu konzumirati i trudnice. Svaka tableta sadrzi 80 mg Zeljeza u obliku Zeljezova(ll)
sulfata uz dodatak askorbinske kiseline koja pospjeSuje asimilaciju i bioraspoloZivost U
tankom crijevu. Ima produzeno djelovanje, gdje se Zeljezo postupno oslobada te na taj
na¢in olakSava podnosljivost samog lijeka i dugotrajno apsorbiranje. S druge strane
apsorpciju usporavaju crni ¢aj, mlije¢ni proizvodi, Zumanjak jajeta, pripravci sa

fosfatima, karbonatima, solima aluminija, magnezija kalcija i drugi. Konzumira se tri



do Sest mjeseci. Preporucena doza ne smije se prekoraciti, u protivnom dolazi do

predoziranja koje ima $tetne posljedice.’



1.2. Spektroskopija

Spektroskopija je znanost koja proucava interakciju elektromagnetskog zracenja i
materije. Te interakcije ukljucuju rasprSenje, emisiju i apsorpciju zracenja. Izvori
zraenja mogu biti vanjski i njih sustav izmjenjuje te sam sustav moze biti izvor

v - 6
zracenja.

kvantitativnoj analitickoj kemiji. Njome se mjeri koliina zracenja u ovisnosti o valnoj
duljini, energiji, koli¢ini gibanja ili frekvenciji. Stoga se na temelju apsorbiranog ili
emitiranog zraCenja koje je jedinstveno za svaki atom ili molekulu materije, dobiva

informacija o toj tvari, njenoj gradi i sastavu u obliku spektra.’

Do danas se, osim svjetla i drugih oblika elektromagnetskog zracenja od radio valova
do vy-zraka, znacenje spektroskopske metode prosirilo na elektronsku i masenu

spektroskopiju koje ne ukljucuju elektromagnetsko zradenje.

Spektar predstavlja raspodjelu energije zraenja po valnim duljinama. Ovisno o vrsti
spektra spektroskopija se dijeli na dvije osnovne podjele: emisijska i apsorpcijska.
Elektromagnetski spektar obuhvaca valne duljine od nekoliko kilometara pa sve do

10~12 metara.’

1.2.1. Elektromagnetsko zracenje

Elektromagnetsko zracenje predstavlja energiju koja se $iri prostorom velikom brzinom
pri ¢emu dolazi do Sirenja magnetskih i elektri¢nih valova. Odnosno javlja se titranje
magnetskog 1 elektricnog polja okomito na smjer Sirenja, jer sva uZarena tijela zrace
elektromagnetske valove. Zagrijanoj tvari se povecava energija Sto uzrokuje titranje
atoma Cije jezgre nose naboje. Oko naboja je uvijek prisutno elektricno polje, a s
obzirom da titrira javlja se i magnetno polje. Stoga je naboj koji oscilira zapravo izvor

elektromagnetnog vala.’

Energija zracenja simbolizira struju sitnih ¢estica kvanta energija poznatih kao fotoni, a

ima i svojstva valova. Time se uzima u obzir dvojna priroda zradenja.’



Fotoni su cCestice elektromagnetskog zracenja koje nemaju masu i ¢ija energija ovisi o

frekvenciji zracenja:
E=hv

Clan h je Planckova konstanta (6,63x1073% Js), a ¢lan v frekvencija zradenja koja
simbolizira broj titraja u jednoj sekundi. Odredena je izvorom zrafenja te ne ovisi o

mediju kroz koji se val $iri.

Vezu izmedu brzine svjetlosti i frekvencije opisujemo jednadzbom: ¢ =Av
Brzina Sirenja vala ovisi 0 sredstvu. U vakuumu brzina Sirenja elektromagnetskog vala
je najbrza i jednaka je brzini svjetlosti (c=3-10% ms~1). Dok u opti¢ki gusé¢em sredstvu
dolazi do interakcije elektromagnetskog zracenja i atoma ili molekula sredstva te je
brzina zracenja kao i valna duljina manja. Valna duljina opisuje udaljenost izmedu dva

valna maksimuma ili minimuma.

Ako energiju opis§emo valnim brojem i valnom duljinom dobit ¢emo izraz:

E—hc—h _
= = cv

gdje je valni broj (recipro¢an valnoj duljini) kao i frekvencija proporcionalna energiji.?

THE ELECTRO MAGNETIC SPECTRUM
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Slika 1. Elektromagnetski spektar™




Elektromagnetski spektar pokriva veliki raspon energije i valnih duljina. Najveéu
energiju 1 najkracu valnu duljinu posjeduje gama zracCenje, dok radiovalovi imaju

najmanju energiju i valne duljine do nekoliko kilometara.

Dio spektra koji obuhvac¢a UV, Vis i IR zracenje Cesto nazivamo opti¢kim tj. svjetlom
iako se taj pojam odnosi samo na vidljivi dio spektra. Ultraljubi¢asto zracenje ili krace
UV obuhvaca valne duljine od 200 nm do 400 nm, a infracrveno od 800 nm pa preko
105 nm. Vidljivi dio spektra obuhvaéa valne duljine od 400 nm do 800 nm, te je
pomocu staklene prizme ili opticke reSetke moguée rastaviti na svjetla svih valnih
duljina u tom rasponu. Na taj nacin postizemo vidljivi dio spektra sadrzanog od

s . . . . 9
ljubicaste boje, plave, zelene, Zute, narancaste i1 crvene.

Interakcija zracenja i atoma ili molekule materije dovodi do prijelaza atoma i molekula
koji sluze za identifikaciju njihove strukture. Navedeni prijelazi uzrokuju emisiju ili

apsorpciju zradenja.



1.2.2. Podjela spektroskopije

Osnovna podjela spektroskopije je na emisijsku i apsorpcijsku.

1. Emisijska spektroskopija

Dovodenjem odredene koli¢ine energije pobudujemo ion, atom ili molekulu. lIzvori
energije, toCnije pobude su razliciti: plamen, elektricni luk, elektricna iskra, izvor
elektromagnetskog zrac¢enja, bombardiranje elektronima i sli¢no. Pri tome atom prelazi
iz osnovnog stacionarnog stanja u pobudeno u kojem bude relativno kratko (1076 —
10795s). Prilikom vradanja na niZe ili osnovno stanje atom otpuSta visak energije
odnosno zraci je kao svjetlost. Energija zracenja se transmitira, spektrometar opaza
samo onaj dio transmitiranog svjetla koji dolazi na pukotinu duz opticke osi. Zracenje
se prikazuje emisijskim spektrima koji se dijele na kontinuirane, vrpCaste i linijske.

Kontinuirane emisijske spektre daju uZarena &vrsta tijela, dok linijske stvaraju plinovi.?

2. Apsorpcijska spektroskopija

Apsorpcija je proces pri kojem se nekoj kemijskoj tvari u propusnoj okolini smanjuje
frekvencija elektromagnetskog zracenja. U analiti¢koj kemiji apsorpcijske karakteristike
tvari se prikazuju apsorpcijskim spektrom. Funkcije slabljenja osnovnog snopa zracenja

u ovisnosti promjene valne duljine, valnog broja ili frekvencije se prikazuju graﬁéki.8

Tijekom apsorpcije elektromagnetskog zracenja ion, atom ili molekula dobivaju kvant
energije zraCenja, tocnije foton, 1 pri tome prelazi iz stanja niZe energije u stanje vise
energije takozvano pobudeno stanje. Emisijom zracenja relaksira iz viSeg stanja u nize

ili osnovno stanje energije pri Gemu otpusta kvant energije.’

Apsorpcijski spektar vodika

Emisljski spektar vodika

| I |
656.1 nm 434.1 nm 410.2 nm
486.1 nm

Slika 2. Apsorpcijski i emisijski spektri vodika™



1.2.3. UV/VIS spektroskopija

Propustanjem svjetla kroz otopinu koju ispitujemo dolazi do interakcije molekula

. . v . . . .. .. . .12
otopine i zrac¢enja Sto dovodi do loma svjetlosti i apsorpcije zracenja.

Poznato je da apsorpcijom zracenja dolazi do energijskih promjena u strukturi ispitivane
materije, stoga apsorpcija u vidljivom i ultraljubi¢astom zracenju uzrokuje elektronske
prijelaze u atomima ispitivane otopine. Zahvaljuju¢i tim promjenama moze se
kvalitativno i kvantitativno ispitati struktura analizirane otopine.
Pracenje apsorbancije u ovisnosti o valnoj duljini zracenja koje prolazi kroz ispitivanu
otopinu je cilj apsorpcijske spektrofotometrije. Apsorpcijska spektroskopija vidljivog i
ultraljubicastog zracenja najkoriStenija je spektrofotometrijska tehnika zbog svoje
tocnosti, prakti¢nosti, jednostavnosti i brzini izvedbe. Pomo¢u Beerovog zakona se
odreduje koncentracija obojenih otopina. Zakon opisuje odnos izmedu koncentracije

uzorka i intenziteta transmitiranog zradenja koji prolazi kroz polupropusni uzorak.*®

U UV/VIS podrucju elektromagnetskog zraCenja apsorpcija se provodi s teku¢im ili
plinovitim uzorcima. NajceS¢e se koriste razrijedene otopine s polupropusnim

otapalom.**

Analiziranom uzorku skok elektrona iz popunjene orbitale niZze energije u nepopunjenu
orbitalu viSe energije omogucava energija koju uzorak apsorbira iz vidljivog i
ultraljubicastog zraCenja. S obzirom da je raspon valnih duljina u ultraljubi¢astom
zracenju od 200 do 400 nm, a u vidljivom od 400 do 800 nm ispitivani spoj ¢e
apsorbirati ili propustati svjetlost u tom rasponu. Svaki spoj ima specifi¢an apsorpcijski
spektar u obliku Sirokih pikova koji se javljaju zbog struktura u molekuli spoja.

Kromofor je dio molekule odgovoran za apsorpciju.®™®

Da bi atom ili molekula apsorbirala energiju zraCenja ili svjetla, energija fotona mora
odgovarati razlici energija izmedu osnovnog i pobudenog stanja, viSeg energijskog

stanja, Cestice. Stoga razlikujemo atomsku i molekulsku apsorpciju.®

10



1.2.4. Atomska apsorpcijska spektroskopija

AAS je metoda kojom se dobivaju informacije 0 atomima na osnovi mjerenja apsorpcije
vidljivog 1 ultraljubicastog zracenja koju apsorbiraju atomi neovisno o molekulama
prisutnim u analiziranom uzorku. Primjenjuje se za odredivanje koncentracija metalnih
iona. Nepobudeni atomi se plamenom ili ugrijanoj grafitnoj cijevi atomiziraju kako bi se
pospjesila apsorpcija energije zracenja. Zrake odredene valne duljine se propustaju kroz
atomizirani uzorak, odnosno oblak atoma koji apsorbira dio energije upadne zrake.
Apsorbirana energija uzrokuje pobudu elektrona iz vanjskih orbitala na vise energijske
nivoe, te se mjeri razlika upadne i izlazne zrake prije i poslije prolaska kroz uzorak,

rezultat je spektar karakteristidan za svaki element.'®

Energijske razine elektrona u atomu uvjetuju Sirinu apsorpcijskih linija. Najéescée je
izvor zracenja Suplja katoda, koji daje linijske spektre specificne za odredeni element.

AAS se koristi za kvantitativno odredivanje metala u razli¢itim materijalima."

Pri snimanju AAS obi¢no se spektrofotometri moraju prethodno izmijeniti. Razlog je
Sto je Sirina atomskih apsorpcijskih linija znatno manja, ¢ak za nekoliko redova
veli¢ine, od Sirine molekulskih apsorpcijskih linija. Stoga kada se  koristi snop
polikromatskog UV/VIS zra¢enja upotrebljavaju se spektrometri visoke razlu¢ivosti u
cilju dobivanja spektra vrlo uskih atomskih apsorpcijskih linija. Radi jednostavnosti

atomska apsorpcija se mjeri pri jednoj valnoj duljini, monokromatskog izvora Zraéenja.9

Apsorpcija Emisija

Foton apsorhira Emitirani foton

atom & DB vece energije
Jezgra ('( ' o Elektron
(! / stanje
b NiZi energijski
nivo
(W o
Elektron 4 ¢ ¢ ’
Najnizi energijski Jezgra

Foton apsorbira nivo Emitirani foton
atom manje energije

Slika 3. Atomska apsorpcija i emisija*®

11



1.2.5. Molekulska apsorpcijska spektroskopija

Molekulska spektroskopija istrazuje energijske promjene unutar molekula tijekom
interakcije sa elektromagnetskim zracenjem uslijed apsorpcije ili emisije zraCenja,
rezultat je spektar svojstven svakoj molekuli. Svaka molekula posjeduje specifican
sustav energijskih razina ovisno o njenoj strukturi. Dobiveni je spektar jedinstven te

izvor informacija o strukturi i energijskim razinama molekule.**

Kod pobudivanja molekula vidljivim ili ultraljubiastim zraenjem dolazi do
elektronskog, vibracijskog i rotacijskog prijelaza. Kod elektronskog prijelaza elektron
iz atomske odnosno molekulske orbitale niZe energije prelazi u orbitalu viSe energije pri
¢emu je dovedena energija fotona jednaka razlici tih dviju orbitala. Vibracijski prijelazi,
ovisno 0 vezama unutar molekule, predstavljaju periodi¢no kretanje ravnoteznog
polozaja jezgre. Vibracije molekula su kvantizirane. One vibriraju u odredenim
vibracijskim energijskim razinama, ukoliko je energija fotona jednaka razlici dviju
vibracijskih energijskim razina dolazi do spektroskopskog prijelaza. Medutim, ukoliko
dode do promjene dipolnog momenta zbog vibracija molekula elektromagnetsko
zraCenje Ce se apsorbirati. Rotacijski prijelazi su posljedica velikog broja kvantiziranih
rotacijskih stanja molekule oko njenog gravitacijskog centra.® Atomi i molekule sadrze
uz elektronsko kretanje i translaciju, ako se uzme u obzir ostala dva kretanja molekule

onda je ukupna energija molekule:
E: Eelektronska + Evibracijska + Erotacijska"‘ Etranslacijska

Pri ¢emu Ewansiacije predstavlja translacijsku energiju molekule, Erociisca €nergija jednaka
rotacijama molekule oko gravitacijskog sredista, Evibraciska 00N0OSi Se na gibanja jezgri
koje uzrokuju promjene u duljini kemijske veze i Eeexronska €nergija elektrona u
razli¢itim vanjskim molekulskim orbitalama. Gibanja jezgri i elektrona se promatraju
zasebno i opisuju se neovisnim valnim funkcijama. Vibracijska energija znatno je manja
od elektronske zbog sporog gibanja jezgri dok se elektroni oko nje gibaju. Odnosno
prijelaz elektrona je toliko brz da ne moze do¢i do promjene polozaja jezgre koja je
znatno teza od elektrona. Razlike u rotacijskim energijama su manje od onih u
vibracijskim, koje su manje od elektronskih energetskih razlika. Rotacijska i vibracijska
struktura su sadrzane u pikovima koji predstavljaju apsorpcijske linije na spektru.

Takoder treba voditi racuna o vrsti otapala. Otapalo u kojem je otopljen uzorak ne smije

12



apsorbirati UV/VIS zraenje u istom podrucju kao i uzorak kako bi se izbjegli Kkrivi

rezultati na spektru.

Spektroskopija bazirana na UV/VIS se nerijetko primjenjuje u kemijskim laboratorijima
za kvantitativnu analizu organskih i anorganskih spojeva. Medutim, Kkoristi se i za
odredivanje metala prisutnim u otopinama u anionskom obliku ili kompleksnom spoju

metalnog iona i organskog ili anorganskog liganda.**
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Slika 4. Dijagram energijskih razina koji prikazuje energijske promjene molekule pri

apsorpciji'’

13



1.2.6. Beerov zakon

Djelovanjem energije u obliku zracenja ili svjetla na odredenoj valnoj duljini na analit u
osnovnom stanju, on apsorbira zracenje i prelazi u pobudeno stanje vise energije. Kao
Sto je ve¢ spomenuto odredena molekula ¢e apsorbirati zraCenje pri onim valnim
duljinama koje sadrze energiju jednakoj razlici energije koju ima molekula pri prijelazu
iz osnovnog u pobudeno stanje. Mjerenjem emitiranog zracenja pri vra¢anju u 0Snovno
stanje ili mjerenjem apsorbiranog elektromagnetskog zra¢enja kao rezultat pobude
molekule dobivaju se informacije o analitu. Valna duljina pri kojoj ispitivana tvar
najbolje apsorbira zraenje se moze ocitati iz snimljenog spektra, a iz izmjerene

apsorbancije se moze odrediti koncentracija tvari iz ispitivane otopine.

Propustanjem snopa zraka na uzorak ovisno o strukturi molekula i frekvenciji zracenja,
zrake mogu biti apsorbirane, transmitirane ili rasprSene. Energija apsorbiranog svjetla
zadrzana je u volumenu uzorka, izlazno transmitirano svjetlo ima isti smjer kao i

upadno, dok se rasprseno svjetlo Siri u smjeru drugacijem od smjera upadnog.

Transmitancija ili propusnost, T, opisuje koli¢inu neapsorbiranog zra¢enja, odnosno dio

upadnog zracenja koji je prosao kroz otopinu. IzraGunava se prema izrazu:

gdje je Po snaga snopa na pocetku koja se smanjila na P nakon §to molekule apsorbiraju
zralenje. lzrazava se U postotcima. Sto je veéi broj molekula i njihova uéinkovitost
apsorbiranja to je veca i sama apsorpcija. Iz toga proizlazi Beerov zakon da je

apsorbancija proporcionalna koncentraciji apsorbirajuce vrste. '8

Apsorbancija A otopine se priguSenjem osnovnog snopa povecava. Opisuje koli¢inu

apsorbiranog zracenja.
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Slika 5. Prigusivanje snopa zradenja kao rezultat apsorpcije u otopini®

Po
A= log?

Pri ¢emu je Po snaga upadnog zracenja, a P snaga zraCenja koje prolazi kroz otopinu.
Eksperimentalno se ne mjeri Po ve¢ Potapala kao snaga upadnog zracenja koje prolazi
kroz kivetu s otopinom, onda se eksperimentalna apsorbancija opisuje izrazom:

Potapalo Po

A = —_— l —
°9 Potopina °9

P

Beerov zakon onda predstavlja funkcijski odnos izmedu veli¢ine mjerene apsorpcijskom

metodom, apsorbancija, i veli¢ine koja se odreduje, koncentracije:
A=1 —PO b
= = a
095 c

gdje a predstavlja konstantu proporcionalnosti, apsorptivnost, a b duljinu puta zracenja
(debljina kivete) i ¢ koncentraciju otopine izraZenu u mol L™, Uzimajuéi u obzir da se b
izrazava u cm onda je konstanta proporcionalnosti izrazena u L cm™ mol™ jer je

aprorbancija bezdimenzijska veli¢ina. Tada je izraz za Beerov zakon:
A=ebc

Molarna apsorptivnost, & govori kolika je vjerojatnost apsorpcije pri odredenoj valnoj
duljini za odredenu koncentraciju ispitivane otopine. Ovisnost ¢ 0 valnoj duljini

prikazuje se graficki apsorpcijskim spektrom.
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Na izgled spektra utjeCe otapalo, interakcije izmedu otapala i molekula i konjugacije u
molekuli. Sto otopina ima intenzivniju boju tj. veéu koncentraciju to ¢e apsorpcija
analita biti veca jer velik broj molekula dolazi u interakciju sa svjetlom te je pik na
spektru veéi. Medutim u razrijedenim otopinama boja je slabija do skoro prozirna, tada

je i apsorbancija niska.'®

Beerov zakon vrijedi i za smjese. Kada se otopina sastoji od vise komponenti koje

apsorbiraju ukupna apsorbancija smjese je®:

A=A1 + A+ Az + ... + 4, = gbics + brcr + gbaCs + ... + &bnch

Ograni¢enja Beerova zakona

Beerov zakon vrijedi samo za razrijedene otopine gdje je koncentracija manja od 0,01
M i za monokromatska svjetla. U otopinama visokih koncentracija Cestice koje
apsorbiraju su blize jedna drugoj i tako svaka Cestica utjeCe na raspodjelu naboja
susjedne Cestice. Pri tome se mijenjaju svojstva apsorspcije pri odredenoj valnoj duljini
S§to uzrokuje odstupanje od linearnog odnosa apsorbancije o koncentraciji. Promjena
koncentracije uzrokuje promjene molarne apsorptivnosti. Takoder prisutnost visoke
koncentracije elektrolita u razrijedenim otopinama uzrokuje promjenu molarne
apsorptivnosti. Odstupanja od zakona se javljaju i zbog promjene indeksa loma otopine

jer apsorptivnost ovisi o indeksu loma otopine.

Kemijska odstupanja se javljaju zbog asocijacije, disocijacije ili reagiranja vrste koja

apsorbira sa otapalom.

Instrumentalna odstupanja posljedica su primjene polikromatskog zracenja i1 zalutalog

zracenj al
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1.3. UV/VIS molekulska apsorpcijska spektroskopija

Apsorpcijskom spektroskopijom se odreduju vrste molekula koje apsorbiraju vidljivo ili
ultraljubiCasto zraCenje. Apsorpcija UV/VIS zrafenja se prikazuje elektronskim
apsorpcijskim vrpcama. Svaka vrpca sadrzi ogroman broj vrlo bliskih rotacijskih i
vibracijskih linija koje su posljedica prijelaza elektrona iz osnovnog stanja u rotacijska i
vibracijska energijska stanja koja su povezana s pobudenim energijskim stanjem

elektrona.®

Apsorpcija organskih spojeva

U organskim molekulama elektroni koji sudjeluju u kemijskim vezama takozvani
podijeljeni elektroni i vanjski nepodijeljeni elektroni koji se nalaze oko atoma (kisik,
dusik, sumpor i halogeni elementi) su zasluzni za apsorpciju zracenja. Ovisno o jacini
kojom su vezani elektroni organske molekule ovise valne duljine pri kojim ona
apsorbira. Primjerice spektri s jednostrukim vezama uzrokuju probleme pri mjerenju jer
su elektroni u tim vezama toliko ¢vrsto vezani zbog ¢ega je potrebno mnogo energije za
njihovo pobudivanje. Spojevi s nezasi¢enim dvostrukim i trostrukim vezama imaju
elektrone koji su slabije vezani pa se lako pobuduju. Spektri takvih spojeva imaju
korisne aprospcijske maksimume u dostupnom UV zrafenju. Kromoforima se nazivaju
organske funkcionalne, nezasi¢ene, skupine koje apsorbiraju u UV/VIS podrucju.
Medutim organski spojevi sa jodom, bromom i sumporom takoder apsorbiraju u tom
podrucju jer navedeni elementi posjeduju slabo vezane nepodijeljene elektrone koji se

mogu lakSe pobuditi od podijeljenih u zasi¢enim vezama.?

Apsorpcija anorganskih spojeva

Apsorpcijski spektri anorganskih molekula 1 kompleksnih iona sli¢ni su spektrima
organskih molekula, jedina znacajnija iznimka su aktinidi i lantanidi. Njihovi elementi
imaju elektrone koji apsorbiraju i koji su zasjenjeni vanjskim utjecajima elektrona u
orbitalama veceg glavnog kvantnog broja. Stoga se javljaju uze apsorpcijske vrpce na

koje priroda vrsta vezanih pomocu vanjskih elektrona nema utjecaja.
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Spojevi elemenata 18. skupine prvih dvaju prijelaznih nivoa su u svim, vise-manje,
oksidacijskim stupnjevima obojani. Apsorpcija u vidljivom podruc¢ju zraenja uzrokuje
elektronske prijelaze izmedu popunjene i nepopunjene d-orbitale. Te dvije d-orbitale
energijski se razlikuju zbog vezanja liganda na ion metala. O mjestu elementa u PSE,
njegovom stupnju oksidacije i vrsti liganda koji je vezan na metalni ion ovise opisane

energijske razlike i mjesto apsorpcijskog maksimuma.®

Apsorpcija prijenosa naboja

Apsorpcija prijenosa naboja od velike je koristi za kvantitativne analize zbog ogromne
vrijednosti molarne apsorptivnosti (emax > 10 000) koja uzrokuje visoku osjetljivost
odredivanja. Kompleksi s prijenosom naboja se nazivaju organski i anorganski
kompleksni spojevi koji podlijezu apsorpciji prijenosa naboja. Oni imaju grupu donor
elektrona vezanu na akceptor elektrona, njihov produkt apsorbira zracenje pri ¢emu
elektron iz donorske grupe prelazi u orbitalu vezanu za akceptorsku skupinu. Unutarnji
redoks proces uzrokuje pobudeno stanje. Zbog toga su drugaciji od organskih
kromofora u kojim su pobudeni elektroni u molekulskoj orbitali podijeljeni izmedu dva
ili viSe atoma. Kompleksi prijenosa naboja koji sadrZze metalni ion, metal ima ulogu

akceptora elektrona.

Spektri ove vrste se dobivaju apsorpcijom fotona pri ¢emu kompleksima prijelaznih

metala elektron putuje s metala na ligand ili obrnuto.?

18



1.4. Instrumenti u opti¢koj spektroskopiji

Svaki spektroskopski uredaj se sastoji od pet osnovnih dijelova:

1- stabilnog izvora zracenja,

2- selektora valnih duljina koji omoguéuje izdvajanje odredenog valnog podrucja,
3- jednog ili viSe spremnika za uzorak,

4- detektora zracenja ili pretvornika energije zra¢enja u mjerljivi signal,

5- procesora signala i uredaj za njegovo ocitanje.

Izvori zracenja apsorpcijske i1 fluorescencijske spektroskopije su vanjski izvori koji su
konstantan izvor snaznog zracenja. Ovisno o vrsti zracenja postoje razli¢iti izvori
zracenja. Kod spektroskopije u ultraljubi¢astom zra¢enju izvor je vodikova ili
deuterijeva zarulja koje elektriénim pobudivanjem deuterija ili vodika pri niskom tlaku
daju upotrebljiv kontinuirani spektar. Zarulja sa volframovom niti je izvor vidljivog
zratenja i u bliskom infracrvenom podrugju. Cesto se koriste i Zarulje volfram/halogen
zbog duljeg vijeka trajanja, veceg intenziteta i valnog podruéja. Dok se s druge strane

kontinuirano infracrveno zracenje dobiva koriste¢i uzarene inertne krutine.

Uloga selektora valnih duljina je da suzava mjerno zracenje do uskih vrpca koje uzorak
emitira ili apsorbira. Uske vrpce omogucavaju vecu podudarnost s Beerovim zakonom.
Selektor ne moze izdvojiti zraenje jedne valne duljine, ve¢ skupinu susjednih valnih
duljina zvanih vrpcom. Razlikujemo dvije vrste selektora valnih duljina: filtri i
monokromatori. Monokromatori se sastoje od pukotina, le¢a, zrcala, disperznog

sredstva (refleksijska resetka i prizma).?

Pomocu prizme ili opticke reSetke se izvor svjetlosti razdvaja prema valnim duljinama.
O S$irini 1zlazne pukotine ovisi raspon valnih duljina, a o Sirini pukotine izmedu izvora 1
prizme ovisi mo¢ razlu¢ivanja. Rad filtra se temelji na apsorpciji svih valnih duljina

kontinuiranog izvora osim jedne ogranic¢ene Vrpce.13

Uredaj koji ukazuje na postojanje neke fizicke veliine naziva se detektor. Posebna su
vrsta detektora koji pretvaraju signale kao S§to su pH, temperatura, masa u elektri¢ni
signal. Elektri¢ni signal se pretvara u broj koji oznacava veli¢inu pocetnog signala.

Elektricni signal iz detektora pojaCava procesor signala. U uredaje za ocitavanje se
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ubraja uredaj za digitalno ocitanje, pisala, potenciometrijske ljestvice, monitori

mikroracunala i cijevi s katodnim zrakama.

Spremnici za uzorke su kivete ili celije. One moraju biti nacinjene od prozirnog
materijala. Za rad u ultraljubicastom podrucju se koristi kvarc ili silikatno staklo, a u
vidljivom dijelu spektra se mogu koristiti i plasti¢ne kivete. Za podrucje infracrvenog

dijela spektra se koristi kristali¢ni natrijev klorid.®

Sirina kivete odreduje duljinu put svjetlosti kroz uzorak. Najéeiée to iznosi 1 cm.
Intenzitet zrake prije i nakon prolaska kroz uzorak mjeri se jednosnopnim ili
dvosnopnim spektrofotometrom. U slucaju rada s otopinama kao referentni uzorak
uzima se Cisto otapalo. Kiveta referentnog uzorka mora biti iste debljine i materijala kao
i kiveta za uzorke. To vrijedi za jednosnopne spektrofotometre. Kod dvosnopnih se
zraka monokromatske svjetlosti dijeli na dva snopa. Jedan snop, istodobno ili
naizmjenice, prolazi kroz ispitivani uzorak, a drugi kroz referentni uzorak te se njihovi
intenziteti na kraju usporeduju. Upadni kut zrake je 90° ¢ime se izbjegava lom zrake.
Kod izbora materijala kivete i otapala treba voditi ra¢una jer i otapalo i stijenke kivete

mogu apsorbirati zratenje u odredenom dijelu spektra.™

1.4.1. Vrste spektroskopskih instrumenata

Spektroskop je uredaj koji ima modificirani monokromator s pokretnom leCom koja
osigurava vizualnu detekciju emisijskih linija. Mjerenjem kuta izmedu upadnog snopa i
puta linije do lece odredi se valna duljina linije. Koristi se za ustanoviti elemente u

uzorku koji se u zagrijanoj okolini pobuduje.

Kolorimetar je naprava u kojoj ljudsko oko djeluje kao detektor za apsorpcijska
mjerenja. Medutim, pri svakom KkoriStenju uredaja potrebni su standardi za

usporedivanje.

Fotometar je instrument koji sluzi za mjerenje apsorpcije, emisije 1 fluorescencije
pomocu infracrvenog, vidljivog ili ultraljubicastog zracenja. Sastoji se od fotoelektri¢ne
naprave za mjerenje snage zracenja i apsorpcijskim ili interferencijskim filtrima za
selektiranje valnih duljina. Fotometar koji se koristi za fluorescencijska mjerenja zove

se fluorimetar, a onaj za apsorpcijska mjerenja s vidljivim zra¢enjem kolorimetrom.
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Spektrograf se koristi za kvalitativnu analizu elementa. Na fotografsku plocu ili film,
postavljen uz zariSnu ravninu monokromatora, snima spektre. Spektri se uocavaju kao

niz crnih slika ulazne pukotine.

Spektrometar ima u ZzariSnoj ravnini priévr§¢en monokromator s pukotinom.
Spektrometar s fotopretvornikom naziva se spektrofotometar i koristi se za apsorpcijska,

emisijska i fluorescencijska mjerenja.

Spektrofotometar za vidljivo i ultraljubicasto zracenje se sastoji od deuterijske lampe za

UV podrugje, volframove lampe za vidljivo podrucje, refleksijske opticke reSetke kao
monokromatora, nosa¢a uzorka i fotomultiplikatora kao detektor zragenja.®

1.5. Primjena UV/VIS spektroskopije
UV/VIS spektroskopija se primjenjuje za odredivanje koncentracija i dokazivanje

pojedinih tvari u otopini. Takoder za dobivanje informacija o strukturi i gradi spojeva,

najcesce organskih.

Kvalitativna primjena

Vazna je za otkrivanje kromofornih skupina, identifikaciju i otkrivanje strukture analita.
No, ultraljubiasti spektri zbog jednostavnosti nemaju suvise fine strukture za
dokazivanje analita. Stoga je potrebno dobivene podatke nadopuniti uz pomo¢ IR-a,
NMR-a i spektrometrije masa. Ali, ipak se mogu dobiti informacije o prisutnosti
kromofora u molekuli. Npr. pojava jednog ili vise maksimuma izmedu 200 i 400 nm

govori o prisutnosti nezasi¢enih skupina.

Za kvalitativnu analizu se koriste razrijedene otopine i prozirno otapalo koje osigurava
dovoljnu koli¢inu otopljenog uzorka za dobivanje Sto boljeg maksimuma. lzuzetno je
vazno paziti na interakciju s tvarima koje apsorbiraju, jer polarnost otapala djeluje na
polozaj apsorpcijskog maksimuma. Takoder Sirina pukotine kao 1 rasprSeno zracenje

utjecu na kvalitativnu primjenu spek‘[ra.8
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Kvantitativna primjena

UV/VIS apsorpcijska spektroskopija najprimjenjivija je tehnika u kvantitativnoj
analitickoj kemiji zbog svoje to¢nosti, preciznosti, osjetljivosti i jednostavnosti. Koristi
se za izravno odredivanje organskih, anorganskih i biokemijskih vrsta, koje se mogu
to¢no identificirati i pri niskim koncentracijama (10 — 10° M, ¢ak i niZe). Osim velike
osjetljivosti vazna znacajka je i velika selektivnost, te se moze pronaci valna duljina pri
kojoj samo uzorak apsorbira. Druga vazna znacajka kvantitativne primjene je
odredivanje onih analita koje ne apsorbiraju u UV/VIS podrucju. To se postize
reakcijom s kromofornim reagensom koja daje produkt koji apsorbira u UV/VIS dijelu
spektra. Takoder se moze izravnim fotometrijskim ili spektrofotometrijskim postupkom
kvantitativno odrediti organski spojevi sa jednom ili vise kromofornih skupina i

anorganske vrste koje apsorbiraju vidljivo ili ultraljubiasto zradenje.®

Pojedinosti mjernog postupka

Pri spektrofotometrijskom ili fotometrijskom postupku cilj je posti¢i ako je moguce
linearan odnos izmedu apsorbancije i koncentracije. Treba voditi ra¢una o odabiru valne
duljine. Stoga se mjerenja apsorbancije vrse pri valnoj duljini koja odgovara nekom
apsorpcijskom maksimumu, jer je u toj tofki promjena apsorbancije po jedinici
koncentracije najveéa. Tada se postize najveca osjetljivost i dobra linearnost. Kod
mjerenja fotometrom uzima se filtar boje koja je komplementarna boji otopine uzorka. S
druge strane treba uzeti i obzir parametre koji utjecu na apsorbanciju. Na apsorbnciju
otopine utjecu razni faktori: priroda otapala, koncentracija elektrolita, temperatura, pH,
vrijeme trajanja reakcije i prisutnost tvari koje interferiraju. Potrebno je redovito Cistiti
kivete kako bi se postigla visoka to¢nost odredivanja koriste se sparene kivete visoke
kakvoce. Treba ih redovno medusobno bazdariti kako bi se otklonile razlike koje mogu
biti posljedica raznih o$te¢enja. Za odredivanje odnosa izmedu apsorbancije i
koncentracije koriste se standardne bazdarne otopine. One po svom sastavu moraju biti
Sto sli¢nije uzorcima i pokrivati §to vece podruc¢je koncentracija uzoraka kako bi se

odredila molarna apsorptivnost.®

22



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Aparatura i kemikalije

Kemikalije i otopine koristene prilikom eksperimentalnog rada:

e zeljezov(l) nitrat nonahidrat ( Fe(NO3)3-9H,0),
e sulfosalicilna kiselina (C;HgOsS),

e Koncentrirana dusi¢na kiselina (HNO3),

e vodikov peroksid (H205),

e Tardyferon tablete ( aktivna tvar FeSQy).

Aparatura i pribor koristen prilikom eksperimenta:

e staklene tikvice i CaSe,
e mikropipete,
e mikrovalna pe¢,

e UV/VIS spektrofotometar.

Slika 6. Uzorak tablete Tardyferon

2.2. Mikrovalna digestija

Digestija ili raspadanje je proces gdje se razara matica uzorka kako bi analit bio
slobodan i topljiv te se nalazio u obliku pogodnom za odredivanje odabranom

analitickom metodom. Vecina postupaka ras¢injavanja uzorka za analizu temelji se na

23



otapanju jakim kiselinama pri visokim temperaturama. Da bi se zeljezo iz tablete
Tardyferon analiziralo molekulskom apsorpcijom tabletu treba prevesti iz Cvrste faze u

otopinu jer se spektrometar temelji na analizi otopina.”

U ovom eksperimentu se provodila mokra digestija pomoc¢u mikrovalnog zracenja uz
oksidiraju¢a sredstva za utvrdivanje sadrzaja Fe*" i u zatvorenom sustavu radi lakSeg
kontroliranja tlaka i temperature. U posebne Kkivete stavljena je 1 tableta Tardyferona,
9 ml koncentrirane dusi¢ne kiseline i 1ml vodikovog peroksida. Na mikrovalnoj peci
postavljen je odgovarajuéi program predviden za ras¢injavanje tablete, pri temperaturi
200° C u vremenu od 15 minuta. Aktivna tvar u tabletama Tardyferon je Zeljezov(ll)
sulfat 1 njegovim bombardiranjem mikrovalovima i visokim temperaturama se
poboljsava topljivost Zeljeza u otopini. Prisutan vodikov peroksid u otopini oksidira
otopljeni Fe?* ion u Fe** ion. Na kraju mikrovalne digestije uz dobivenu otopinu u
tikvici su zaostali najvjerojatnije silikati, koje samo enzimi iz naSeg probavnog sustava

mogu razgraditi.

Slika

raSéir

Slika 7. Mikrovalna pe¢ za digestiju
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2.3. Priprema otopina za rad

Prvo je napravljena krivulja umjeravanja. Prethodno su pripremljene serije otopina
odredivanog sastojka poznatih koncentracija (Cy, C2, C3) tj. standardne otopine za izradu
krivulje umjeravanja. Potom se izmjere njihove pripadajuée apsorbancije (A1, Az, As) U
odnosu za slijepu probu. Konstruira se krivulja umjeravanja tako da se odredi valna
duljina pri kojoj je apsorbancija najveca (Amax). Nakon napravljene krivulje umjeravanja
napravljeni su uzorci Tardyferona. Pripremljene su Cetiri otopine razli¢itih koncentracija
kompleksa za apsorpcijsko mjerenje. Za pripremu tih otopina Koristila se otopina
eljeza (Fe**) dobivena mikrovalnom digestijom tj. realni uzorak i sulfosalicilna
kiselina. Pri njihovoj reakciji nastaje kompleks ljubicastog obojenja. Stehiometrijski

odnos zeljeza i sulfosalicilne kiseline u dobivenom kompleksu je 1:4.
Koncentracija kompleksa su: ¢; = 5-10°mol L™

c=5-10"mol L™*

c3=2,5-10" mol L™

c,=1.10*mol L

za pripravu tih koncentracija koristile su se kemikalije:

c(Fe* / realni uzorak 3) = 0,02865 mol L™

c(sulfosalicilne kiseline) = 0,4 mol L™
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Slika 9. Otopine zeljeza (realni uzorak 3) i sulfosalicilne kiseline za pripremu
kompleksa
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ePriprema i proracun za prvu koncentraciju kompleksa, c;
c1(Fe**/ realni uzorak 3) = 0,02865 mol L™

c1(sulfosalicilna kiselina) = 0,4 mol L™

co(Fe**) =5.10° mol L

V,(Fe**) = 25 ml = 0,025 L

co(sulfosalicilne kiseline) = 4-(5-10° mol/L) = 2-10 mol L™

V;(sulfosalicilne kiseline) = 25 ml = 0,025 ml

c2V2
cl

ciVi=coV, — Vi=

5-10~3 mol/L-0,025L
0,02865mol/L

V1(Fe**/ realni uzorak 3) = = 4,36 ml

2:10"2mol/L-0,025L
0,4mol/L

Vi(sulfosalicilna kiselina) = =1,25ml

U tikvicu od 25 ml mikropipetom je stavljeno 4,36 ml realnog uzorka i 1,25 ml
sulfosalicilne kiseline koncentracije 0,4 mol L™ i paZljivo do oznake nadopunjeno s
koncentriranom HNOs pri pH=1. Nastao je ljubiGasti kompleks &ija je c(Fe**) = 5.107
M i c(sulfosalicilna kiselina) = 2:10% M.

Dobivena otopina dalje je razrijedena kako bi se dobila koncentracija kompleksa c; =
5.10 mol L™.
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e Proracun pripreme kompleksa koncentracije c;
¢1=510° mol L
c2=5-10" mol L*

V,=50ml=0,05L

_ 510"*mol/L:0,05L _

\Y =5ml
! 5-10~3mol/L

U tikvicu od 50 ml je mikropipetom dodano 5 ml kompleksa koncentracije c; i do
oznake napunjeno koncentriranom duSi¢énom kiselinom pri pH=1. Nastao je kompleks
koncentracije ¢, =5-10" mol L™, ali je ljubidasta boja manje intenzivnija. Ova otopina

dalje je razrijedena kako bi se dobio kompleks koncentracije cs.

e Proracun pripreme otopine kompleksa koncentracije c3
c1=5-10" mol L
€2=2,5-10" mol L™

V,=25ml=0,025 L

_2,5:10"*mol/L-0,025L
- 5:10~% mol/L

\ =125ml

U tikvicu od 25 ml mikropiretom je dodano 12,5 ml otopine kompleksa koncentracije ¢,
te dusi¢nom kiselinom oprezno nadopunjeno do oznake. Dobivena otopina sadrzi
koncentraciju kompleksa c3 = 2,5-10 mol L™, boja nastalog kompleksa je jo§ svjetlija
od prethodno pripremljene otopine. Razrjedenjem nastale otopine dobiva se Cetvrta

otopina kompleksa koncentracije cs.
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e Proracun pripreme otopine kompleksa koncentracije Cs

¢;=2,510" mol L*
¢, =1.10*mol L*

V,=25ml=0,025L

_ 1-10"*mol/L-0,025L

=10 ml
2,5:10*mol/L 0

\1

U tikvicu od 25 ml mikropipetom dodano je 10 ml prethodno napravljene otopine te
potom do oznake nadopunjeno koncentriranom dusi¢nom kiselinom pri pH= 1. Nastali
kompleks sadrzi koncentraciju Zeljeza c4(Fe*) = 1.10* mol L™ Intenzitet boje
kompleksa proporcionalan je koncentraciji. Tako je boja ove otopine prozirno

ljubicasta.

Sve Cetiri pripravljene otopine ostavljene su 30 minuta zbog kinetike kompleksa.

Slika 10. Prikaz boja pripravljenih otopina
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2.4. UV/IVIS mjerenje spektra

Koristen je The Agilent Cary 60 UV/VIS spektrofotometar. Sadrzi dvostruki snop i
Czerny- Turner monokromator. Sluzi za transmisijsko i apsorpcijsko mjerenje otopina i
krutina u vidljivom i u UV dijelu spektra. Uredaj mjeri apsorpciju otopina u mjernom
podrucju od 190 do 1100 nm. Kao izvor svjetlosti koristi ksenonsku zarulju. Upravljan
je putem racunala s operativnim sustavom Microsoft Windows koji biljezi rezultate

brojéano za odredeni raspon valnih duljina i putem krivulja.

Slika 11. Spektrofotometar The Agilent Cary 60

Postupak mjerenja

Prije samog mjerenja spektara uzorka vrsi se slijepa proba gdje se koristi otapalo, jer se
od svih spektara izmjerenih za otopine oduzima apsorpcijski spektar otapala. U ovom
eksperimentu kao otapalo koristila se koncentrirana dusic¢na kiselina.

Kiveta od kvarcnog stakla se nadopuni do 3/4 pripremljenim otopinama ljubicastog
kompleksa. Potom se stavi u drza¢ namijenjen za to, zrake svjetlosti dolaze do uzorka,
jedan dio svjetlosti se apsorbira, a drugi dio transmitira. Instrument mjeri apsorbanciju

po Beerovom zakonu.
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3. REZULTATI

U tablici 1. prikazane su koncentracija i izmjerena apsorbancija otopina. Na osnovu

podataka iz tablice konstruirana je krivulja umjeravanja prikazana na slici 12.

Tablica 1. Koncentracija (c) i izmjerena apsorbancija (A) standardnih otopina za

krivulju umjeravanja

oznaka c(Fe*)/molL™ Anm A
R3 1-107 507,0 1,640
R4 5.10* 507,0 0,757
R5 1.10* 507,0 0,093
1,8
16 y =1720,8x-0,0875
! R?=0,9997
1,4
1,2
1
<L
0,8
0,6
0,4
0,2
0
0 0,0002 0,0004 0,0006 0,0008 0,001 0,0012
c(Fe3*)/(mol/L)

Slika 12. Graf krivulje umjeravanja

Rezultati mjerenja UV/VIS apsorpcije otopina ljubiastog Zeljezovog kompleksa:

Spektroskopijska mjerenja apsorbancije izvode se pri valnoj duljini koja odgovara
nekom apsorpcijskom maksimumu, jer je u toj tocki promjena apsorbancije po jedinici
koncentracije najveca. Stoga je na istoj valnoj duljini ocitan apsorpcijski maksimum za

svaku koncentraciju.
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Tablica 2. Izmjerene apsorbancije (A) za razli¢ite koncentracije Fe** kompleksa

oznaka c(Fe*®)/molL™ Anm A
T, 1-10* 506,0 0,074
Ts 2,510 506,0 0,228
T, 5.10" 506,0 0,463
T 5.10° 506,0 1,746

Stvarne koncentracije Zeljeza (Fe®") iz pripremljenih uzoraka ogitaju se iz krivulje ili

odrede jednadzbom pravca opisanom Beerovim zakonom.

Koristenjem sljede¢ih izraza izraunate su koncentracije Zeljeza (Fe**) u uzorcima

farmaceutskog pripravka Tardyferon:

A=y

o
Il
>

A=1720,8x - 0,0875

_ A+0,0875
T 17208
_ 1,746+0,0875 ) )
za otopinu Ty; ¢ = ————=1,07-10°mol L™
1720,8
_ 0,463+0,0875 ] )
za otopinu Ty ¢ = ————=3,2.10" mol L™
1720,8
. 0,228+0,0875 ] .
za otopinu T3: ¢ = ————=1,83-10"* mol L™
1720,8
. 0,074+0,0875 i ]
Za otopinu T4: c= ~ 17208 = 9,39-10 5 mol L 1
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4. RASPRAVA

U ovom radu cilj je bio odrediti koncentraciju zeljezovih(lll) iona u farmaceutskom
pripravku Tardyferon, koji se koristi u lijeCenju anemije. Mjerenje apsorbancije
zeljezovih iona u kompleksu sa sulfosalicilnom kiselinom vrsilo se UV/VIS metodom,
a za izradun koncentracije preko Beerovog zakona. Cetiri uzorka (T1-T4) pripravljeni su
mikrovalnom razgradnjom. Iz eksperimentalnih podataka ocitan je maksimum
apsorbancije ljubi¢astog kompleksa zeljezovih(I11) iona i sulfosalicilne kiseline pri 506
nm. Pretpostavljene pripravljene koncentracije iz Cetiriju pripravljenih otopina
usporedene su s stvarnim, izraCunatim Beerovim zakonom iz eksperimentalnih

podataka. 1z prilozenog grafa se vidi njihov odnos.

0.006
0.005
0.004
0.003

0.002

0.001 l
0 - I I — —
T2

1 3 I

B c(pretpostavljena) M c(stvarna)

Slika 13. Usporedba koncentracija Fe** iona u pripravljenim otopinama s onim stvarnim

dobivenim u eksperimentu

Pretpostavljeno je da je u Tardyferonu T; koncentracija Zeljezovih iona 5.10° mol L?,
Sto je 1 prema deklaraciji tableta (80 mg u tableti). S obzirom na apsorbanciju na T;
prema Krivulji umjeravanja Beerovim zakonom, tj. prema jednadzbi pravca izraunata

je znatno manja koncentracija zeljeza od pretpostavljene u iznosu od 1,07-10° mol L™.
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Razrjedenjem otopine T; dobivena je otopina T, pretpostavljene koncentracije 5-10™
mol L™, no u eksperimentu je prema krivulji umjeravanja dobiveno 3,2-10* mol L™
nesto manja koncentracija od o¢ekivane. U otopini Tardyferona T3 je pretpostavljena
koncentracija od 2,5-10* mol L™, a eksperimentalno je utvrdeno da se u otopini nalazi
1,83-10* mol L* zeljezovih iona, Sto je neznatno manje od ocekivane. Daljnjim
razrjedenjem pripremljena je otopina T4 koncentracije 1-10™ mol L, eksperimentalnim
mjerenjem odredeno je da otopina sadrzi skoro pa jednaku koli¢inu Zeljezovih iona,

9,39-10° mol L
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5. ZAKLJUCAK

Na osnovu izvrSenih mjerenja i dobivenih rezultata u ovom radu mogu se donijeti

sljedeci zakljucci:

Sulfosalicilna kiselina gradi stabilan kompleks sa Zeljezovim(lll) ionima pri
pH=1it=25°C

Nastali kompleks ljubicastog obojenja moze se koristiti za kvantitativno
odredivanje zeljezovih(l1l) iona analizom spektra pri valnoj duljini 506 nm
Spektrofotometrijsko odredivanje zeljeza moze se koristiti za mjerenje ukupne
koli¢ine zeljeza u farmaceutskom pripravku Tardyferon prethodno ras¢injen u
mikrovalnoj peénici

Dobivena koncentracija u prvoj otopini, Ty, ne podudara se sa koncentracijom
proizvodaca, to¢nije nema toliko Zeljeza u tableti kao S$to piSe na deklaraciji.
Razlog tome moze biti da se svo zeljezo nije otopilo mikrovalnom digestijom ili
lijek stvarno ne sadrzi koli¢inu zeljeza navedenu na deklaraciji. Ostale otopine
dobivene su razrjedenjem otopine T1 i kod njih nema znacajnijeg odstupanja kao

u slucaju prve otopine.

36



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

LITERATURA

S. Lipanovi¢, I Filipovié, Opéa i anorganska kemija, Skolska knjiga, Zagreb,
1995.-1

https://tehnika.lzmk.hr/tehnickaenciklopedija/zeljezo.pdf (5.8.2020)

Lavon J. Dunne, Sve o zdravoj prehrani, MATE, Zagreb, Hrvatska, 1996.
Brozovi¢ M., Suvremeni farmaceutski oblici Zeljeza za oralnu i parenteralnu
primjenu, specijalisticki rad, Farmaceutsko-biokemijski fakultet, Zagreb, 2018.
https://repozitorij.pharma.unizg.hr/islandora/object/pharma%3A1056/datastream
/PDF/view (5.8.2020)
4https://hr.iliveok.com/health/tardiferon_127590i15828.html(6.8.2020)

V. Martinez, UV/VIS i IR spektroskopija organskih molekula, zavrs$ni rad,

Prirodoslovno- matematicki fakultet, Zagreb, 2017.

. M. Tomljanovi¢, Instrumentalne kemijske metode, I. dio, U. G. HIJATUS,

Zenica, 2000.

D. A. Skoog, D. M. West, F. J. Holler, Osnove analiticke kemije, $esto
izdanje(englesko), prvo izdanje (hrvatsko), Skolska knjiga, Zagreb, 1999.

M. Radeti¢, Spektrofotometrijsko odredivanje bakra i salicildoksima u uzorcima
caja od mente, zavrsni rad, Kemijsko-tehnoloski fakultet, Split, 2012.
http://butane.chem.uiuc.edu/pshapley/GenChem2/A3/3.html (7.8.2020)
http://eskola.chem.pmf.hr/udzbenik/u102/index.html (8.8.2020)

P. W. Atkins & M. J. Clugston , Nacela fizikalne kemije, Skolska knjiga, Zagreb,
1989.

P. Bajt, Lambert-Beerov zakon, zavr$ni rad, Sveuciliste J.J Strossmayera u
Osijeku, Osijek, hrvatska, 2018.

B. Brbora, Spektrofotometrijsko odredivanje konstante stabilnosti kompleksa
bakra i salicilaldoksima u kiselom mediju, zavrs$ni rad, Kemijsko-tehnoloski
fakultet, Split, Hrvatska, 2012.
https://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?1D=4486 (8.82020)

I. Golubi¢, Atomska apsorpcijska spektroskopija u analizi uzorka vode, zavrsni
rad, Geotehnicki fakultet, SveuciliSte u Zagrebu, Varazdin, Hrvatska, 2017
https://docplayer.rs/146672379-2_predavanje-kim-km-asperger-danijela-
compatibility-mode.html (9.8.2020.)

37


https://www.enciklopedija.hr/natuknica.aspx?ID=4486

18. https://www.fkit.unizg.hr/_download/repository/Nastavni_tekst Molekulska sp
ektroskopija.pdf (9.8.2020.)

19. https://files.mtstatic.com/site_4334/8477/0/webview?Expires=1597001108&Sig
nature=AkbN3ENTrIxSuzR0e5whf2465n0f0h4BnycSE2lbtay T7kS5woHOD TwZ
ghKCoKXxEOcYCR3MZ4Qbp~MdIhIPLGVBTW2WK:iiR6idwsaeUPdb9xXCiC
bkSKECc~FFjRTHIskM243gvDXMM4Cdxyt7negVdrVgLzZBHYCHY CbeSXs
DmI_&Key-Pair-1d=APKAJ5Y6AV4GI7A555NA (9.8.2020)

20. A M. Dizdar, Mikrovalna i ultrazvucna digestija pepela i krutih goriva,

diplomski rad, Fakultet kemijskog inZenjerstva i tehnologije, Zagreb, Hrvatska ,
2012.

38



