ANALISI del MEDICINALI I

Analisi Chimica Quantitativa

DETERMINAZIONE DELLA QUANTITA' DEGLI ELEMENTI O DELLE
SOSTANZE CONTENUTE IN UN CAMPIONE

| “QUANTO?”

Obiettivo del corso:

Lo scopo del corso e quello di far acquisire allo studente i principali aspetti
teorici e pratici che stanno alla base dell'Analisi Chimica Quantitativa, in
modo che lo studente abbia le competenze e la manualita necessarie per
poter effettuare in sicurezza e autonomia la determinazione della quantita
Incognita di una sostanza di interesse farmaceutico contenuta in un
campione.

Sviluppare qualita intrinsecamente importanti come |'abitudine ad un
lavoro pulito, ordinato, sistematico, corretto e sicuro.



PROGRAMMA aa 2014-2015

Introduzione
Obiettivi del corso - Il procedimento analitico - Classificazione dei

metodi analitici — Materiali — Bilancia analitica - Introduzione alla
statistica: errore, cifre significative e arrotondamento, accuratezza
e precisione, deviazione standard e Ilimiti di confidenza -
Valutazione statistica dei dati analitici — Unita di concentrazione.

Analisi volumetrica
Indroduzione agli acidi e alle basi, equilibri acido-base, titolazioni

di neutralizzazione, calcolo del pH durante la titolazione, titolazioni
acido-base in ambiente non acquoso - Introduzione ai complessi,
titolazioni complessometriche, titolazioni con EDTA - Introduzione
alle reazioni di ossido-riduzione, potenziali standard, equazione di
Nernst, fattori che modificano il potenziale standard: potenziali
condizionali, titolazioni di ossidoriduzione - Titolazioni per
precipitazione, argentometria: Metodo Mohr, Volhard e Fajans -
Teoria degli Indicatori.



Analisi gravimetrica
Introduzione ai composti poco solubili, prodotto di solubilita,

solubilita e fattori che influenzano la solubilita. Precipitazione
frazionata. Gravimetria: reagenti di precipitazione, calcoli in analisi
gravimetrica: fattore analitico gravimetrico (f.a.g.).

Acqua

Metodiche per la determinazione del contenuto di acqua: Metodo
gravimetrico (diretto e indiretto), Distillazione azeotropica,
Reattivo di Karl Fischer.

Metodi cromatografici e spettroscopici
Principi di cromatografia - cromatografia liquida, HPLC - gas

cromatografia — separazione di principi attivi e loro determinazione
quantitativa.



Laboratorio
Calcoli in analisi volumetrica - Fattore di correzione - Soluzioni

titolate di idrossidi alcalini — Standardizzazione di una soluzione
0,1 N di idrossido di sodio con acido ossalico biidrato e ftalato
acido di potassio — Determinazione della purezza di una sostanza
(acido citrico, acido tartarico, acido borico, acido nicotinico) -
Soluzioni titolate di acidi: preparazione di una soluzione normale
di acido cloridrico e acido solforico - Standardizzazione di una
soluzione 0,1 N di HClI con una soluzione 0,1 N di NaOH
(indicatori diversi), con carbonato di sodio o potassio carbonato
acido - Dosaggio dell'aspirina - Preparazione di una soluzione a
titolo noto di EDTA e controllo del titolo con carbonato di calcio -
Dosaggio con EDTA di zinco, magnesio, calcio- Determinazione
della durezza di un campione di acqua- Preparazione e
standardizzazione di una soluzione di KMnO, con acido ossalico
biidrato — Dosaggio acqua ossigenata - Dosaggio ferro (II).



Testi consigliati

1- “"Chimica Analitica e Analisi Quantitativa”
David S. Hage - James D. Carr, Ed. Piccin

2- "Chimica Analitica Quantitativa” Daniel C. Harris, Ed. Zanichelli.
3- “Chimica Analitica” Skoog-West, Ed. SES Societa Editrice
Scientifica.

Modalita esame

d Prova pratica finale (ultima prova in itinere)
d Orale:

- test scritto

- esame orale



Lezioni teoriche

Analisi in Laboratorio

Quaderno di laboratorio: cartaceo o elettronico

Data

. Titolo dell’esperienza

Materiali e metodi

Riportare cio che si e fatto
Riportare cio che si e osservato
Calcoli, risultati e conclusioni

oUW P

Indice, abbreviazioni, bibliografia, tabelle, grafici ecc....

Comprensibilita verso operatori diversi



Buone Pratiche di Laboratorio
- “Good Laboratory Practices” GLP -

/

Risultati finali valida ﬁ
rappresentazione del

campione

|

Lavoro sia regolamentato
da protocolli ben definiti

SOP
Standard Operating
Procedure
Insieme di istruzioni che

descrivono come dovrebbe essere
eseguito un dato compito
(procedura di sintesi di un
composto, protocollo sicurezza,
metodo di taratura strumenti)

N\

Esecuzione degli esperimenti in
condizioni di sicurezza

SOP utilizzate per favorire la sicurezza in
laboratorio = CHP Piano di Igiene Chimica

l
Conoscenza del tipo di rischio
Schede di sicurezza
Corretto impiego
Corretta conservazione
Corretto distruzione e smaltimento

Uso degli appositi dispositivi di
sicurezza (guanti, occhiali, camice)



Termini utilizzati per descrivere sostanze chimiche (rischi fisici o per la salute)

Termine Definizione Esempi

Rischi fisici

Inflammabile Materiale che prende fuoco facilmente Etere dietilico
Esplosivo Una sostanza in grado di provocare | TNT, nitroglicerina

un’improvvisa e violenta reazione
chimica con rilascio di gas e calore

Ossidante Una sostanza che rilascia prontamente | Potassio
ossigeno favorendo la combustione o | permanganato,
I'ossidazione di altre sostanze perossidi organici

ldroreattivo Una sostanza che reagisce violentemente | Metalli (K, Na)
con l'acqua

Gas Compresso |Un gas conservato all’interno di un |Idrogeno e ossigeno
contenitore chiuso a pressione elevata gassosi




Termini utilizzati per descrivere sostanze chimiche (rischi fisici o per la salute)

Termine Definizione Esempi
Rischi per la salute
Radioattivo Materiale che emette radiazioni ionizzanti Gas radon

Tossina acuta

Sostanza che provoca un effetto nocivo anche
dopo una singola esposizione

Cianuro di sodio

Tossina cronica

Sostanza che provoca un effetto nocivo dopo
un’esposizione a lungo termine

Benzo[a]pirene
(cancerogeno)

Veleno Sostanza che puo uccidere, menomare o | Composti Arsenico
danneggiare un organismo vivente

Irritante Sostanza non  corrosiva che provoca | Acido 1-propenilsulfenico
un’inflammazione reversibile (bruciore e | (presente nelle cipolle)
rossore) a contatto con i tessuti

Corrosivo Sostanza che causa la distruzione dei tessuti | Acidi e basi forti
nel punto di contatto

Cancerogeno Sostanza che provocail cancro Benzene, piridina,

tetracloruro di carbonio

Asfissiante Sostanza che interferisce con il trasporto [ Monossido di carbonio
dell’ossigeno nel corpo

Tossine del Agente che provoca danni al sistema | Etanolo, mercurio,

sistema riproduttivo o modificando il DNA (mutagene) o | composti del piombo

riproduttivo

difetti congeniti non ereditari (teratogeno)




PROCEDIMENTO ANALITICO

L'Analisi e un requisito fondamentale per tutti coloro che si
occupano o si interessano a) della produzione, b) del controllo e c)
della dispensazione dei farmaci.

‘ Biotecnologie I |Sdenze a]imentaril

Ricerca di base I

Scienze Scienze
forensi / ambientali

Agrochimica I

Chimica Chimica Analisi dei processi
clinica analitica industriali
Chimica Controllo della
dei polimeri qualita dei prodotti
Scienze

Scienze dei materiali I

farmaceutiche

Petrolchimica I | Analisi di superficie |

FIGURA 1.4 Applicazioni comuni della chimica analitica nel mondo moderno.’
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ANALISI: procedimento difficile e complesso che porta alla

conoscenza, quasi sempre sia qualitativa sia quantitativa, di tutti |
costituenti un campione.

DETERMINAZIONE: ricerca di un determinato componente,

preceduta o no da operazioni di preparazione del campione in
esame.

CAMPIONE: porzione di materiale prelevato per I'analisi

jl> Matrice: Pinsieme delle sostanze presenti in un campione

Analita: specifica sostanza che si intende determinare o
studiare.




TAPPE di un PROCEDIMENTO ANALITICO

Scelta del metodo

Determinazione o
Misurazione

Definizione del problema

1L

Selezionare il campione

1l

.
Campionamento

Eseguire I’analisi

Espressione dei dati |

1l

Analizzare i dati

1l

Soluzione del problema

\ Preparazione del
campione



CAMPIONE

Origine, Complessita, Quantita disponibile

A\

y

|

Quantita assoluta e

relativa dei singoli Sensibilita della metodica

componenti

A\

y

Precisione, Accuratezza, Velocita

Tempo ed Investimenti per I’Analisi



CAMPIONAMENTO

Operazione che permette di selezionare una porzione

rappresentativa di tutto il materiale

Il materiale puo presentarsi:
- Omogeneo: es. soluzione
- Eterogeneo: es. droga vegetale

- Unita discrete: es. fiale, supposte, compresse,
capsule



Stessa probabilita di essere selezionato

Tavole dei numeri casuali
CAMPIONAMENTO

CASUALE 39 61 09 51 68 81 26 30 52 20 61 41 25
89354861 721084341044 729477
20 55 68 05 53 73 60 28 96 48 91 81 18

RANDOMIZZAZIONE
SEMPLICE

popolazione

campione

CAMPIONAMENTO Selezione dei campioni con un certo periodo
SISTEMATICO Grandi produzioni — Copertura di tutto il lotto



Merci sfuse Merci impacchettate
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FIGURA 5.10 Piano di campionamento per la misurazione di materie prime in un processo industriale. Dopo avere svolto le operazioni di
campionamento, il campione di prova sara consegnato ad un laboratorio dove potra essere pesato, messo in soluzione, trattato e suddiviso
in aliqguote prima dell’analisi. (Adattato su autorizzazione da R. E. Majors, “Nomenclature for Sampling in Analytical Chemistry” LC-GC, 10

[1992] 500-506.)



Filtrazione
Pesata

PREPARAZIONE i

Evaporazione

Ageiunta di standard interni

del CAMPIONE s
Centrifugazione

Cromatografia su colonna

SPE-SPME

Tu tte q u eI I e Estrazione liquido-liquido
Ageiunta di reagenti

Essiccamento

l l Miscelazione
operazioni che Dacrabamsos
SPE

. . Agitazione su vortex
rendono || Camp|0ne Riscaldamento
Precipitazione

, . . Digestione

pronto per I'analisi oy oo ditesta
ogeneizzazione

. . Macinazione
OmogenlzzaZIOne, Ricostituzione
Estrazione con Soxhlet

solubilizzazione, purificazione,  Cambiamentodisolvente
Raffreddamento
Miscelazione
Liofilizzazione

Dialisi

Ultrafiltrazione

Rottura delle cellule
SPME

SFE

Arricchimento delle tracce
Sonicazione

derivatizzazione, ecc....

20 40 60
Percentuali di rispondenti



ESECUZIONE del’ANALISI
Scelta del Metodo

ASSOLUTI: determinazione di massa, analisi ai raggi X

RELATIVI: confronto dell’analita con un riferimento noto

In base alla quantita di campione a disposizione:
- Macro > 100 mg (> 100 puL)
- Semi-micro 10-100 mg ( 50-100 pL)
- Micro 1-10 mg (<50 L)
- Ultra-micro <1 mg
In base alla natura della misura finale:
- Metodi Chimici o Classici

- Metodi Strumentali



Metodi
strumentali

Analisi PR Tecniche Tecniche Altre
\ gravimetrica | ‘ Doac | ‘ separative | spettroscopiche elettrochmudie | tecniche |
ComAzg;?na:tiicm Spettroscopia molecolare Spettrometria di massa
: Redox Spettroscopia atomica Mgt_odg termici
di precipitazione Spettroscopia NMR Analisi di superficie
Estrazioni _ )
Gas cromatografia l’&t)elattlzlon;ztga
Cromatografia liquida C RS
Elettroforesi oulombometria

FIGURA 1.6 Classificazione generale delle tecniche analitiche.




ESPRESSIONE del DATI

In termini relativi e piu spesso in percentuale (%)
- peso/peso (p/p)
- peso/volume (p/v)
- volume/volume (v/v)
- volume/peso (v/p)

- parti per mille (ppt), parti per milione (ppm), parti per bilione (ppb)

Componente principale (1-100%) — Componente minore o secondario
(0.01-1%) — Componente in traccia (< 0.01%)

Concentrazione di elettroliti in soluzione
- milliequivalenti/millilitro (meg/mL)

- milliequivalenti/litro (meqg/L)



Misure di Massa e di Volume

Massa: e una delle proprieta fondamentali della materia e
rappresenta la quantita di materia in un oggetto.

E’ una grandezza scalare, indipendente dalla posizione che un dato
oggetto occupa nello spazio, la cui unita di misura nel Sl e il
chilogrammo (Kqg).

Peso: e una misura della forza esercitata su un oggetto ed € una
guantita vettoriale e la sua unita di misura nel Sl e in newton (N).

BILANCIA

E’ lo strumento attraverso cui si effettua
la determinazione della massa

Bilance meccaniche — Bilance Elettroniche
Bilance Tecniche Sensibilita 1-10 mg

Bilance Analitiche Sensibilita 0.1-0.01 mg
Bilance Microanalitiche Sensibilita 0.1-5 pg



giogo

Galleggiabilita Galleggiabilita

Gravita

Gravita

piattelli piattelli
Forza netta = Forza netta
sull’ oggetto sul riterimento

FIGURA 2.2 Forze agenti su un oggetto e sul peso di riferimento quando questi vengono collocati sui
lati opposti di una bilancia a bracci uguali. Quando i due lati della bilancia si trovano allo stesso livello,

la forza netta agente sull’oggetto misurato e sul riferimento devono essere identiche, anche

se | contributi dovuti alla gravita e alla galleggiabilita potrebbero non essere gli stessi per ciascun lato.



Bilancia di precisione

Bilancia analitica

FIGURA 3.4 Esempi di bilancia elettronica. La bilancia dotata di uno scomparto chiuso per la pesatura é definita bilancia analitica, mentre
la bilancia con I"area di pesatura aperta prende il nome di bilancia di predsione, o bilancia con carica dall’alto. (In queste immagini una
bilancia analitica AB-S/FACT e una bilancia con carica dall’alto accuSeries Il, riprodotte su autorizzazione e cortesia della Mettler Toledo e
della Fisher Scientific rispettivamente)



CARATTERISTICHE della BILANCIA
SENSIBILITA’

n° di divisioni della scala di cui ruota il giogo quando si aggiunge ad
uno dei piattelli, inizialmente in equilibrio, una massa unitaria (div/img
— div/g).

Sara tanto piu elevata quanto piu si discosta dalla posizione di zero
per una data differenza di peso.

SENSIBILITA’ RECIPROCA

E’ la massa piu piccola che determina lo spostamento dell’indice di
una divisione della scala.

PORTATA o CAPACITA’

Carico massimo che puo essere sopportato da una bilancia senza
che si modifichino le capacita operative dello strumento (massa piu
grande misurabile in modo attendibile).



Buone Pratiche di Laboratorio
per 'impiego di una bilancia

v Posizione al riparo da correnti d’aria o fonti di calore/freddo o
circuiti elettrici.
v Collocata su una superficie rigida e robusta (no vibrazioni).
v" Mantenere I'ambiente circostante pulito e libero.
v" Verificare che la bilancia si trovi “in bolla”.
v Verificare la posizione di zero a sportelli chiusi

v Pesare i campioni in appositi recipienti e mai direttamente sui
piattelli.

v Durante la pesata mantere gli sportelli chiusi
v Gli oggetti e le sostanze devono essere a temperatura ambiente
v Non introdurre pesi e/o oggetti con le mani (teoricamente)

v Riposizionare tutto a zero una volta terminata l'operazione di
pesata.



COME EFFETTUARE LA PESATA

Due ipotesi di lavoro:

A. Metodo della TARA: viene prima pesato il contenitore e poi
aggiunta la sostanza, facendo una seconda lettura; la differenza
trale due pesate mi indica la quantita di sostanza che ho pesato.

[Vuoto + sostanza] — vuoto = sostanza

Una volta introdotto il contenitore si puo procedere all’operazione
di taratura, azzerando la scala e leggendo direttamente la quantita

di sostanza introdotta.
B. Metodo della DOPPIA PESATA: consiste nell’eseguire comunque
una pesata per differenza. Infatti la prima lettura sara data dal

contenitore piu la sostanza aggiunta; una volta trasferita la
sostanza, il contenitore sara ripesato (seconda lettura). Con

guesta metodica si e sicuri della quantita di sostanza trasferita.

[vuoto + sostanza] — [vuoto + residuo] = sostanza realmente prelevata




Si misura di base del volume e il m3

Litro (L = 1000 cm3)

Densita = massa/Volume

rappresenta il peso (in grammi) per unita di volume (millilitro) ad una
determinata temperatura. g/mL a 20 °C.

La densita dell'acqua é pari a 1.0000 g/mL a 4 °C e 0.99823 g/mL a 20 °C.

Vetro borosilicato, Teflon, polimetilpentene, polipropilene
MATRACCI - PIPETTE GRADUATE - BURETTE

- Tappo

" rimovibile
:

Linea di riferimento
del volume dichiarato __

Indicazione che il matraccio
& progettato “per contenere”
il volume dichiarato _
.

‘\\ :\/ - \

1c 8 =020
ac SO0 mnlREE

\ N

. Classe e volume
del matraccio

// > 3 N
Temperatura Massimo errore
di taratura ammissibile sul volume

Classe A

TABELLA 3.3 Caratteristiche del matraccl tarati di classe A*

Tipodi Massimo errore
matraccio (mL) ammissibile (mL)

1 + 0.01

2 + 0.015
5 + 0.02
10 + 0.02
25 + 0.03
50 + 0.05
B0 + 0.05
100 + 0.08
110 + 0.08
200 + 0.10
250 + 0.12
500 + 0.20
1000 + 0.30
2000 + 0.50

*Le proprieta riportate in questa tabella sono quelle specificate dalla
American Society for Testing Materials. Il termine “tolleranza” viene
spesso impiegato al posto di “massimo errore ammissibile” nel
descrivere le proprieta di questi dispositivi.
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Fipetta sierologica

A0 mlin 1/10 ml

| Pipetta di Ostwald-Folin

=+ 0.04 ml 20°C

5 ml

5 m

FIGURA 2.9 Esempi di buretta, pipetta di Mohr, pipetta sierologica e pipetta di Ostwald-Folin.

Temperatura Classe della pipetta
di taratura ~__ Indicazione che la pipetta
2 & progettata “per trasferire”
g il volume dichiarato
g
B
E Massimo errore
Linea di riferimento ammissibile
del volume dichlaratnx sul volume
Volume della pipetta
(in mL) 2%
Punta affusolata per
l\r/ il rilascio del liquido



Lo spessore di una tacca
nella buretta da 50,00 mL
vale 0,02 mL

Una goccia vale 0,05 mL

25mL
+04
20°C

lettura
troppo alta

Buretta

portata: 25 mL

sensibilita:

0,1 mL

temperatura di esercizio: 20°C

lettura
corretta

lettura
troppo bassa

Lettura del MENISCO @

13
14
15
S _ _  menisco superiore
SR - - lettura corretta
SRR TS =™~  menisco inferiore
17
18
Errore di PARALLASSE
13
1 4 :‘.l:’n’t:a d;clbts:ervazione
<7
\ 15 /
punto d’osservazione
corretto
i e
/ 18 \ 4
punto d’osservazione

troppo basso



TABELLA 3.5 Buone pratiche di laboratorio per I'implego della vetreria volumetrica

Scelta della vetreria

Condizioni della
vetreria

Pulizia della vetrerfa

Taratura della
vetreria

Manipolazione delle
apparecchlature

Registrazione
del risultat!

Avere familiarita con le proprieta delle attrezzature volumetriche, ad esempio sapere se si lavora con un
dispositivo di Classe A o di Classe B, se & progettato ”“per erogare”, "per contenere” o “per erogare/con
soffiaggio”. Prendere nota della temperatura alla quale & stata eseguita la taratura e se questa differisce
dalla temperatura al momento della misurazione.

Ispezionare sempre |a vetreria prima di utilizzarla. Non usare vetreria incrinata o scheggiata. Sporco o grasso
all'interno della vetreria possono ostruire le aperture o rallentare il drenaggio dei liquidi. La vetreria sporca
pud inoltre contaminare con sostanze indesiderate il liquido misurato ed alterare la misura stessa del volume,
facendo si che il volume misurato sia inferiore a quello indicato dal menisco sul vetro.

Pulire la vetreria volumetrica con un detergente non abrasivo, una soluzione acida di dicromato, o una
soluzione alcolica acida. In seguito risciacquare per diverse volte con acqua distillata o deionizzata.
Immediatamente prima dell’'uso, "ambientare” la vetreria con il liquido che si intende misurare o trasferire.

Tutte le apparecchiature volumetriche dovrebbero essere tarate prima del loro primo impiego oppure se si
intende utilizzarle ad una temperatura diversa da quella della taratura originale. Scegliere un dispositivo con
un volume e un livello di affidabilita adatti a cid che & richiesto nel metodo analitico.

Quando si introduce un liquido in un dispositivo volumetrico, lasciare che il liquido si stabilizzi per un breve
periodo di tempo prima di valutare il suo volume. Assicurarsi che non di siano bolle d’aria intrappolate nel
dispositivo, la qual cosa porterebbe ad una misura inferiore del volume. La soluzione dovrebbe inoltre essere
priva di sostanze indisciolte che porterebbero a stime inaccurate del volume e potrebbero ostruire alcuni tipi
di vetreria (come le pipette volumetriche).

Per le apparecchiature dotate di tacche di riferimento per le misure di volume, assicurarsi di osservare il livello
del liquido e le linee di taratura sullo stesso piano dell’occhio. Trascrivere immediatamente i volumi misurati
sul quaderno di laboratorio. Riportare inoltre il tipo di dispositivo utilizzato (per esempio, un matraccio
volumetrico di Classe A da 100.00 mL tarato a 20°C) e la temperatura al momento della misurazione.




UNITA’ di CONCENTRAZIONE

v Mole: quantita di_sostanza contenente un numero di particelle
elementari pari a quelle contenute in 12g esatti di ?C, cioé pari al
valore della costante di Avogadro N (6.022 x 1023). Simbolo mol.

v Peso Molecolare e Peso Formula: somma dei pesi atomici di tutti
gli atomi componenti una molecola (PM) o componenti una unita
formula per le sostanze con legame di tipo ionico (PF).

v Peso Equivalente: il PM o PF diviso il numero di unita reagenti
(equivalenti) della sostanza. Una stessa sostanza puo avere PE
diversi a seconda della reazione in cui e impegnata.

v Molalita: la quantita di sostanza (in moli) di soluto contenuta in un
chilogrammo di solvente. Una soluzione si definisce molale (m)
guando contiene una mole di sostanza per chilogrammo di solvente
(mol/KQ).



O Molarita: la quantita di sostanza (in moli) di soluto contenuta in
un volume (in litri) di soluzione. Una soluzione si definisce molare
(M) guando contiene una mole di sostanza per litro di soluzione
(mol/L). Si prepara pesando una quantita in grammi pari al PM
della sostanza, disciogliendola nel solvente e diluendo fino al
volume finale di un litro.

O Normalita: una soluzione si dice normale (N) qguando contiene
un peso equivalente (PE) per litro (eqg/L).

 Titolo: il valore numerico della concentrazione rappresenta Il
titolo di quella soluzione. Quindi tutte le soluzioni di cui sia nota
esattamente l|la concentrazione del soluto vengono chiamate
soluzioni titolate.

Titolo e anche la quantita di sostanza (in grammi o milligrammi) con cui
qguella soluzione titolata (mL) reagisce.

Titolo per i solidi (farmaci) esprime il grado di purezza della sostanza e
Sl esprime sempre in percentuale.



TABELLA 3.8 Gradl comunl di purezza di sostanze chimiche commerclalmente disponibili

Tipo di sostanza

Significato

Impleghl comuni

Grado ACS
certificato

Grado USP, BF, ER,
MF, o FCC

Grado tecnico
o di laboratorio
Grado biotecnologico

Grado HPLC

Grado metalli traccia

Sostanze reagenti che rispettano o superano le specifiche  Varie applicazioni analitiche
della American Chemical Society (ACS)

Sostanze reagenti che rispettano o superano le specifiche Laboratori di scienze farmaceutiche o
della Farmacopea degli Stati Uniti (USP), della Farmacopea alimentari, test biologici

Britannica (BP), della Farmacopea Europea (EF), del National

Formuiary (NF), o del Food Chemicals Codex (FCC)

Sostanze chimiche di ragionevole purezza per casiin cuinon  Produzione o impieghi generali di laboratorio
esistono standard ufficiali per i livelli di qualita o impurezza

Sostanze e solventi purificati e preparati per le Biologia molecolare, saggi di elettroforesi,

biotecnologie

sequenziamento e sintesi di DNARNA o di peptidi

Sostanze purificate e preparate per essere impiegate nella  Preparazione di reagenti e campioni per HPLC
cromatografia liquida ad alte prestazioni (HPLC)

Sostanze preparate per avere bassi livelli di metalli in Preparazione di reagenti e campioni per I'analisi

tracce

di tracce di metalli

TABELLA 3.9 Tipologle di contaminanti dell’acqua

Tipo di contaminante  Esempl

Solidl inorganic In loni calcio, ioni magnesio, cloruro,

soluzlone fluoruro, ioni ferro(ll) e ferro (),
silicati, fosfati e nitrati

Gas Inorganid In Biossido di carbonio, ossigeno

soluzlone

Sostanze organiche Pesticidi ed erbicidi, animali e

In soluzione vegetali in decomposizione,
carburanti, alcoli, cloroamine

Particolati Sabbia, sedimenti, argilla, particelle

{Materiale particolato) colloidali, detriti di conduttura

Microorganismi Batteri, alghe, amebe, protozoi,

diatomee e rotiferi

Plrogeni Frammenti di parete cellulare e
lipopolisaccaridi di origine batterica

Fonte: Le informazioni in questa tabella sono state ricavate da A Guide
to Laboratory Water Purification, Labconco, Kanszas City, MO, 1998,



Calcolo della Molarita di HCI concentrato (37%)

37g di HCI in 100g di soluzione

d=1,18 g/mL

Quanti g in un litro di soluzione?

1000 mL x 1,18 g/mL =1.180 g in 1L

Di questi quanti sono di HCI?

1.180g x 0,37 = 4379 di HCl in 1L di soluzione
A quante moli corrispondono?

PM HCI = 36,461 (g/mol)

437 (g/L) / 36,461 (g/mol) =12,0 M



Calcolo dei g e del volume di soluzione
contenenti 0,100 moli di HCI

A quanti g corrispondono 0,100 moli?

0,100 mol x 36,461 g/mol = 3,65 g di HCI

A quanti g di soluzione di HCI conc corrispondono?
3,659 /0,37 = 9,85¢g di soluz.

A quanti mL corrispondono?

d=1,18 g/mL

9,85 (g) /1,18 (g/mL) = 8,35 mL di soluz di HCI conc.



Calcolo della Molarita di NH; concentrata (28%)

289 di NH; in 100g di soluzione

d = 0,899 g/mL

Quanti g in un litro di soluzione?

1000 mL x 0,899 g/mL =899 g in 1L

Di questi quanti sono di NH;?

899 g x 0,28 = 251,72 g di NH; in 1L di soluzione
A quante moli corrispondono?

PM NH, = 17,03 (g/mol)

251,72 (g/L) / 17,03 (g/mol) = 14,8 M



Calcolo della Molarita di H,SO, concentrato (96%)

969 di H,SO, in 100g di soluzione

d=1,84g/mL

1000 mL x 1,84 g/mL =1.840g in 1L

1.840 g x 0,96 =1.766,4 g di H,SO, in 1L di soluzione
PM H,S0, = 98,08 (g/mol)

1.766,4 (g/L) / 98,08 (g/mol) = 18,0 M



Soluzione madre - Aliguote — Soluzioni diluite

'~ Diluizione al volume finale y f
Incremento
di volume . J ,
.' (Riduzione della “ J H"'n_.
, COMCENtrazione) F) 3\
“o o¥ o) L @ Q)
S oy s 4
Aliquota iniziale Soluzione finale diluita
Volume =V, quota Volume =V, ..
Miquon = MO AV M snizione = POl AV giyuiciore

FIGURA 2.12 Relazione tra la quantita di una sostanza presente
in un'aliquota e la sua concentrazione finale in una soluzione
diluita. In questo esempio, le moli totali di analita (A) sono le stesse
sia nell’aliquota iniziale che nella soluzione finale. Tuttavia, la
concentrazione di questo analita & piu bassa nella soluzione finale
poiché quest’ultima ha un volume maggiore rispetto all’aliquota
originale.



Quale volume di NH; conc (aliquota) devo prelevare per
preparare 0,500 mL di una soluzione 0,100 M?

Meone V = Myj Vi
conc = 0,100 M x 0,500 mL
= 3,38 mL

conc

14,8 M x V
V

conc

Quale volume di H,SO, conc (aliquota) devo prelevare per
preparare 1,0 L di una soluzione 0,200 M?
M \% = Mgii Vi

conc conc

180 M x Vconc=0,200Mx 10L

V =11,1 mL

conc
Soluzione madre di NaCl 0,100M; wn’aliquota (10,00 mL)
vengono prelevati e trasferiti in un matraccio tarato da 50,00
mL. Qual e la concentrazione finale della nuova soluzione
diluita?



ANALISI CHIMICA QUANTITATIVA

Studio teorico e pratico delle metodiche che permettono la
determinazione della quantita dei vari componenti un campione.

‘A = analita [ ] ?‘
aA + bB . > A_B,

| |

v’ Reazione guantitativa: le due specie devono reagire con una Keq favorevole
(>0) perché questo é garanzia che la quantita di
analita non reagito sia trascurabile.

v" Unico processo significativo deve essere quello scelto ai fini dell'analisi.

v' Reazione con stechiometria esatta e nota: altrimenti non é possibile
stabilire un rapporto di equivalenti tra le due specie.

v' Reazione rapida: anche la cinetica deve essere sufficientemente elevata in
modo che l'equilibrio venga raggiunto in tempi compatibili
con l'analisi.




VOLUMETRIA: consiste nel misurare il volume di
reagente B a concentrazione nota richiesto dalla
reazione con |'analita A.

GRAVIMETRIA: consiste nella separazione e
misurazione della massa (pesata) di un composto che
contiene I'analita in quantita definita e nota.

ANALISI STRUMENTALE: consiste nell'insieme di
tutte quelle metodiche che sfruttano una risposta
fisica o chimico-fisica dell'analita, trasformata in un
segnale elettrico o ottico (contenuti di A molto
piccoli).



ANALISI VOLUMETRICA

Determinazione dell’analita A mediante un volume misurato di
una soluzione a concentrazione nota di un reagente B

La soluzione del reagente é detta "titolante” e il processo & chimato
“titolazione” (analisi “titrimetrica”).

N,V,= N, V, Punto equivalente

> [A] ?: quantita assoluta/quantita relativa (% di A nel
mio campione).

> B: sostanza pura e stabile in modo che la sua massa
diviso il suo PE dia esattamente il n° di equivalenti.



Pinza per buretta
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Lettore di menisco

FIGURA 12.8 Un esempio di un tipico montaggio dell’apparecchiatura per la titolazione

e la foto di un attrezzo utilizzato per facilitare la lettura del menisco del titolante in una
buretta. (Nota: Vedi la Sezione 3.3C per una descrizione piu dettagliata di un menisco e
dell’errore di parallasse.)(La figura a sinistra & riprodotta su concessione di Wikipedia. La foto
sulla destra & riprodotta su concessione della Fisher Scientific.)



= STANDARD PRIMARI 0 SOSTANZE MADRI

- Facile ottenimento e purificazione

- Purezza non inferiore al 99,9%

- Stabile alla temperatura (essiccabile)

- Non igroscopica, non efflorescenti

- Inerte alla CO, e O, dell'aria (alterazione della pesata)
- Elevato PE per diminuire |'errore di pesata

= STANDARD SECONDARI 0 SOSTANZE SEMI-MADRI

- Il loro esatto contenuto é stato determinato per
confronto con una soluzione di uno standard primario
("Standardizzazione” - "Soluzione standard”)

"Solo per sostanze per le quali é possibile parlare di
Standard avra significato effettuare una pesata rigorosa e
solubilizzarle in_un volume esatto”.

Es: sodio carbonato, calcio carbonato, acido ossalico biidrato, ftalato acido di potassio, ecc..



"Le titolazioni possono sfruttare qualsiasi tipo di reazione
chimica (completezza e rapidita)”.

*» ACIDO-BASE

¢ COMPLESSAZIONE

*» OSSIDO-RIDUZIONE
PRECIPITAZIONE

TABELLA 6.1 Tipologle comuni di reazlonl e process| chimicl

Tlpo di reazlone o processo

Esempl

Reazione di precipitazione

Reazione acido-base

Formazione di complessi

Reazione di ossidoriduzione

Transizione di fase

Equilibrio di solubilita

Reazione del carbonato con il Ca%* a dare carbonato di calcio (CaCOs) solido, componente
principale del calcare

Ca’™ + C03%™ == CaCOsls)

Dissociazione dell’acido carbonico (H;CO5) in acqua a dare bicarbonato (HCO3)
HzCO3 + Ha0 === HCO3 ™~ + H30"

Legame dell'ossigeno all’emoglobina (Hb) nel sangue

Hb + O; == Hb—0,

Combustione dell'ottano (CgHqg) contenuto nei carburanti

2 CgHig + 25 0; — 16 CO; + 18 H;0

Sublimazione del ghiaccio secco a dare anidride carbonica gassosa
CO;l5) == CO;(Q)

Dissoluzione dell’anidride carbonica gassosa in acqua

CO3z(air) == COzlag)




v

AB

A

 Diretta A+ B

VOLUMETRIA< Di Ritorno A + Becc +——, AB + Becc + ¢ — BC

\Indiretta A +C— AC— A +C+B*— BC
> Nella metodica diretta si misura direttamente il titolante B che ha
reagito con l'analita A, secondo |'equazione:

nNeqdi A=n"eqdi B

> Sono quelle titolazioni in cui lI'analita A viene fatto reagire con un
eccesso misurato di titolante B. l'eccesso di B viene quindi
retrotitolato direttamente con un secondo titolante C

n° eq di A = n° eq totali di B - n° eq in eccesso di B (= n° eq di C)
- non si dispone di un adatto indicatore per A

- quando la cinetica della reazione tra A e B & sfavorevole



> Sono quelle in cui titolo una specie diversa dall'analita A ma
comunque in relazione stechiometrica con A: cioé posso confrontare
I'analita A con il titolante B indirettamente usando un'altra specie C
che abbia con entrambi una reazione favorevole.

Determinazione solfati
S0,%- + BaCl,ecc +—— BaSO, l
BaSO, + EDTAecc ——Ba[EDTA] + SO,2- + EDTA ——Mg[EDTA]

Prova in bianco: e una titolazione condotta nelle stesse condizioni
sperimentali in cui verra condotta la titolazione vera e propria, ma in
assenza dell'analita. Serve per determinare un eventuale consumo di
titolante da parte di fattori diversi dallo stesso analita e quindi per
conoscere un ventuale errore.




CURVE DI TITOLAZIONE

Riportando in ordinate la variabile osservata (pH, pM, E) e in
ascisse il volume aggiunto, si ottiene una curva di titolazione.
Questa mi permette di conoscere istante per istante il valore della
variabile osservata ([H+], [M].E) e la sua variazione in prossimita

del punto equivalente.
4 Si dice PUNTO

FINALE di una
titolazione quello in

cui  l'analista  si
........................................................................ /[ - accorge del
, raggiungimento del
........................................................................ > Punto > ZONA di PUNTO .
equivalente FINALE Punto Equivalente.

Tanto maggiore é la
pendenza della curva e
tanto minore sara

I'errore %, cioé il punto

\ mL o

Errore in difetto S finale tende al punto
rrore in eccesso ZQUivalenTe

v




METODI per INDIVIDUARE il PUNTO EQUIVALENTE
v STRUMENTALI (potenziometri, conduttimetri, spettrofotometrici)

v CHIMICI o INDICATORI, cioe una sostanza chimica ausiliaria che
permette I'apprezzamento visivo diretto attraverso un cambiamento di
colore nell'ambiente della titolazione.

"Indicatori Chimici” subiscono una modificazione chimica facilmente
apprezzabile (perché visiva) al variare di alcune caratteristiche della
soluzione durante la titolazione. Sono quindi sostanze che possono
esistere in due (o piu) forme visibilmente diverse in equilibrio tra di
loro e a seconda dello stadio della titolazione predominera l'una o
I'altra forma.
InP —In + P

P=H M, e- Keq = [In] [P] / [InP]

[P] = Keq [InP] / [In]
-Log [P] = -log Keq + (-log [InP]/[INn])

pP = pKeq + log [In]/[InP]



pP = pKeq + log [In]/[InP]
Ammettendo che In Giallo e InP Rosso
Se [InP] >>>>[In] soluzione nettamente rossa
Se [In] >>>>[InP] soluzione nettamente gialla

[InP] = [P] allora [In)/[InP] = 1
:> pP = pKeq punto di viraggio colorazione rosa
A

Campo di viraggio \\\ prevale forma In

90%

[In])/[InP] = O,1
soluzione rossa
Zona di viraggio o intervallo
di transizione, in cui l'indicatore

appare come é inrealta, cioe una
miscela dei due colori.

[In])/[InP] = 10
soluzione gialla

500 |- T 1 TT T T =TT In =1nP, pP = pKeq

% forma ln

P = pKeq * 1
pP = pKeq y

10%




Indicatori Acido-base

AH— A~ + H* K, indicatore
Indicatori di Complessazione
ML —M* + L K;,s indicatore

Indicatori Redox

Ox + e- — Rid

E.q indicatore

Indicatore Colore E pH
Fenolftaleina incolore 8,2 rosa 10,0 rosso
Rosso fenolo giallo 6,4 rosa 8,0 rosso

Azzuro di giallo 6,0 verde 7,6 azzurro
bromo-timolo
Rosso metile |rosso 4,2 arancio 6,3 giallo
Metilarancio rosso 2,9 arancio 4,0 giallo




Calcoli in Analisi Volumetrica

Si  basano sull'uguaglianza degli equivalenti tra
soluzione incognita e soluzione standard.

meq = mL N VAN, = VgNg
Per conoscere la quantita in mg di sostanza contenuta

in un dato campione basta moltiplicare i meq di titolante
consumati per il PE della sostanza in esame (analita).

mg analita = meq PE_ .2
mg analita = mL(titol) x N(titol) x PE(anal)



FATTORE di CORREZIONE o di NORMALITA'’ .

Volendo preparare una soluzione a titolo noto, dobbiamo
calcolare |la pesata teorica da fare per preparare quel dato
volume di soluzione a quella data concentrazione; nella
pratica si preferisce fare una pesata esatta nell’intorno del
teorico (0,8-1,2) in modo da rendere piu rapida e piu snella
la procedura di pesata.

Fattore di correzione f. = pesata reale/pesata teorica

Grandezza adimensionale che moltiplicata per la N teorica da il valore della N
reale della soluzione preparata.

0,05N fc =0,996 0,0498N

Il fattore di correzione serve anche ariportare il volume di una soluzione a
precisa normalita.

24,30mL  0,0996N 24,20mL  0,1N



Es: 500 mL soluzione 0,1 N di Na,CO, g da pesare?

0,1[eq/L =g/(PEL)] x0,5[L] x 52,99 [PE] = 2,6495 g pesata teorica

r
x 0,8 =2,1196 g

2,6495 <

| x1,2=3,1797 g

Ammettiamo di aver pesato esattamente 2,6378 g

f. =2,6378/2,6495 = 0,996 0,996 x 0,1 = 0,0996 N



SOLUZIONI TITOLATE DI BASI

Generalmente si usano gli idrossidi di sodio o di
potassio: NaOH e KOH

3 Non sono sostanze madri perché contengono sempre
piccole quantita dei loro carbonati e assorbono
velocemente dall’aria CO..

d L'idrossido di sodio e preferito perché il suo carbonato
e insolubile nelle soluzioni alcaline concentrate.

+ Preparazione soluzione concentrata di NaOH

Disciogliere 50g di NaOH in 50mL di acqua distillata,
lasciando riposare la soluzione ben protetta dall’aria per
almeno 48-72 ore.



Calcolare il volume di NaOH concentrata necessario per
preparare 1L di soluzione 0,1N circa, usando acqua
distillata bollita di fresco e raffreddata.

Anche questa soluzione deve essere ben protetta
dall’anidride carbonica dell’aria.

# In pratica

Per preparare 1L di soluzione 0,1N di NaOH peseremo
velocemente alla bilancia tecnica 49 di NaOH,
sciogliendola in 1L di acqua distillata.

La soluzione deve rimanere ben protetta dall’aria.



SOLUZIONI TITOLATE DI ACIDI

Generalmente si usano l'acido cloridrico e I'acido
solforico: HCl e H,SO,

Non sono sostanze madri quindi occorre preparare
soluzioni di concentrazione approssimata da
standardizzare con standard a natura basica.

+ Preparazione soluzione 0,1N (1L) di HCI

Sapendo che I'acido cloridrico concentrato (37-38%) e circa
12N, per calcolare il volume da prelevare per ottenere 1L di
soluzione 0,1N basta applicare I'uguaglianza:

12N xV =0,1N x 1000

V = 8,33mL di HCI conc



Quindi in un cilindro graduato si prelevano 8-9mL di HCI
concentrato e si trasfericono in una bottiglia da 1L
contenente 800mL circa di acqua distillata; dopo aver
agitato bene il volume della soluzione acida verra portato ad
1L con acqua distillata.

+_Preparazione soluzione 1N (1L) di H,SO,

Sapendo che l'acido solforico concentrato e circa 18M e
quindi 36N, per calcolare il volume da prelevare per
ottenere 1L di soluzione 1N basta applicare I'uguaglianza:

36N xV = 1N x 1000
V =27,7mL di H,SO, conc

Quindi in un cilindro graduato si prelevano 28mL di acido
solforico concentrato e si trasferiscono in una bottiglia da 1L
contenente 800mL circa di acqua distillata; dopo aver
agitato bene, il volume della soluzione acida verra portato
ad 1L con acqua distillata.



Standardizzazione delle soluzioni di
idrossidi alcalini

> Acido Ossalico biidrato (COOH), . 2H,0
> Potassio Ftalato Acido
> Acido Benzoico

»Soluzione standardizzata di HCI (H,SO,)
COOK COOH
©:COOH ©/
Acido ossalico . 2H,0. PM 126,065 PE = PM/2 = 63,03
Sostanza cristallina bianca non igroscopica e non

efflorescente; si conserva in essiccatori in presenza di NaBr

(deliquescente). Acido biprotico, indicatore fenolftaleina.
Ka, = 5,6 102 Ka, = 5,4 10



Ftalato Acido di Potassio. PM 204,221

Sostanza incolore e inodore ad elevato grado di purezza e PE
molto elevato; uno dei migliori standard che si possa usare.
Viene titolato solo il secondo protone per cui e indicata la

fenolftaleina.
Ka, = 1,1 103 Ka, = 3,9 10°

Acido Benzoico. PM 122,121

Sostanza di colore bianco ad elevato grado di purezza ma
poco solubile in acqua; per questo viene sciolto nella minima
quantita di etanolo, previamente neutralizzato con lo stesso
indicatore con cui viene effettuata la standardizzazione,
generalmente la fenolftaleina.

Ka =6,510">



+ Standardizzazione soluz di NaOH 0,1N con acido
ossalico biidrato (COOH), . 2H,0

Calcolare la quantita di acido ossalico biidrato (da pesare
esattamente) che dovrebbe reagire con 25mL di NaOH O,1N.

25mL x 0,1 X PE (. ossalico biidrato) = 157,58mg = 0,1576g
Considerando il nostro intervallo teorico:
x 0,8 =0,1261 g

0,1576 <

X 1,2 =0,1891¢g

Solubilizzare il solido in 25mL circa di acqua distillata,
aggiungere 3-4gc di fenolftaleina e titolare con la soluzione
di NaOH (eseguire almeno tre titolazioni).



+_Preparazione soluzione 0,IN (100mL) di
COOH), . 2H,0

Calcolare la quantita di acido ossalico biidrato necessario a
preparare 100,00mL di una soluzione 0,1N.

100 x 0,1 x 63,033 = 630,33mg = 0.6303g

Considerare l'intervallo 0,8-1,2, effettuare la pesata esatta,
trasferire il solido nel matraccio da 100mL, aggiungere poca
acqua distillata lavando bene l'imbuto e le pareti; solo
quando il solido € completamente disciolto portare a volume
e agitare fino a soluzione omogenea.

La titolazione viene eseguita prelevando esattamente con la
pipetta 20,00mL della soluzione cosi preparata (almeno tre
prelievi).



Standardizzazione delle soluzioni di
Acidi forti

> Sodio Carbonato Na,CO;

> Potassio Bicarbonato KHCO;

> Borace Na,B,0, . 10H,0

> Ossido di Hg(II) HgO

> Soluzione standardizzata di NaOH (KOH)



Sodio carbonato. PM 105,99 PE =PM/2 =52,99
Polvere cristallina di colore bianco di PE non molto elevato;
base bivalente con Kb1l/Kb2 > 104, quindi due punti
equivalenti. Nessuno dei due punti finali € ben netto a causa
del sistema tampone carbonato-bicarbonato-acido carbonico;
indicatore per il primo punto e la fenolftaleina mentre per il
secondo e il metilarancio (o rosso di metile). Si puo scaldare
la soluzione ad ogni aggiunta di acido, oppure titolare fino a
viraggio, poi riscaldare (il colore cambia nuovamente) e finire
la titolazione.

Per non incorrere in errori di pesata, generalmente si
preferisce preparare una soluzione a titolo noto in matraccio
tarato e da questa prelevare delle aliquote.

Kb, = 2,1 10 Kb, = 2,2 108



Carbonato acido di potassio. PM 100,12

Polvere cristallina di colore bianco; base monovalente,
indicatore metilarancio. Anche in questo caso si seguono le
stesse indicazioni date per il sodio carbonato.

Borace. PM 381,37 PE=PM/2 =190,70

Polvere cristallina di colore bianco e di consistenza morbida.
Alto PE. Deve essere conservato in recipienti chiusi altrimenti
tende a perdere l'acqua di cristallizzazione (sfiorire).

In soluzione acquosa si dissocia dando luogo alla reazione:

Na,B,0, . 10H,0 — 2Na* + 2H;BO; + 2H,BO5; + 5H,0
In pratica si ha |la seguente reazione (indicatore rosso di

metile):
H,BO;-+ H;0* — H;BO; + H,O Ka, =5,8 1010



Ossido Mercurico. PM 216,59 PE=PM/2 = 108,30
Polvere cristallina di colore rosso o amorfa di colore giallo. PE
abbastanza elevato, ma data la tossicita e caduto in disuso.
Si ottiene anidro e della purezza desiderata, non €
igroscopico e non si altera nel tempo.

Il suo uso in aci-alcalimetria e legato alla reazione:

HgO + H,O + 4I- HgI,2 + 20H-

<—
R

In pratica si ha la seguente reazione (qualsiasi indicatore nel
range 4 < pH < 8):

OH- + H;0* —— H,0



+ Standardizzazione di una soluz di HCI 0,1N con
Na,CO;

Calcolare la quantita di sodio carbonato (da pesare
esattamente) che dovrebbe reagire con 25mL di HCI| O,1N.

25mL x 0,1 x PE (,,4io carbonate) = 132,47mg = 0,1325¢g

Considerando il nostro intervallo teorico:
"x 0,8 =0,1060 g

0,1325 <

| x1,2=0,1590 g

Solubilizzare il solido in 25mL circa di acqua distillata,
aggiungere 3-4gc di metilarancio e titolare con la soluzione
di HCI (eseguire almeno tre titolazioni).



+_Preparazione soluzione 0,1N (100mL) di Na,CO;

Calcolare la quantita di sodio carbonato necessario a
preparare 100,00mL di una soluzione 0O,1N.

100 x 0,1 x 52,99 = 529,90mg = 0.5299¢g

Considerare l'intervallo 0,8-1,2, effettuare la pesata esatta,
trasferire il solido nel matraccio da 100mL, aggiungere poca
acqua distillata lavando bene l'imbuto e le pareti; solo
quando il solido € completamente disciolto portare a volume
e agitare fino a soluzione omogenea.

La titolazione viene eseguita prelevando esattamente con la
pipetta 20,00mL della soluzione cosi preparata (almeno tre
prelievi).



