Spektrofotometrické stanoveni celkového Fe a jeho oxidacnich forem

Spektrofotometrické stanoveni celkového Fe a jeho oxida¢nich forem
v pripravcich dopliikkové vyzivy

Princip stanoveni:

Spektrofotometrické metody patii v soudobé chemické analyze mezi nejrozsifencjsi metody,
coz je dano jejich specifi¢nosti, citlivosti a zejména experimentéalni a ¢asovou nenaroc¢nosti.
Velka ¢ast praktickych aplikaci téchto metod spada do oblasti stanoveni anorganickych latek,
zejména kovil. To je dano tim, ze v téchto piipadech je k dispozici dostateCny vybér Cinidel,
poskytujicich se stanovovanou latkou barevny produkt s vysokou hodnotou absorpcniho
koeficientu, nutnou pro citlivé stanoveni ptisluSného analytu. Spektrofotometrické stanoveni
koncentrace je zaloZzeno na platnosti Lambert-Beerova zdkona, ktery fika, Ze intenzita
zabarveni roztoku (méfena jako absorbance A) dané slouCeniny je pii konstantni tloust’ce
vrstvy méfeného roztoku d (rozmér kyvety) a konstantni vinové délce zareni pfimo iimérna
molarni koncentraci ¢ barevné slouceniny v roztoku:
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kde & v jednotkach mol'dm’cm™ je tzv. molarni absorpéni koeficient, vyjadiujici
absorbanci (rel. vyjadfeni mnozstvi pohlcené¢ho svétla) roztoku o molarni koncentraci
1 mol"dm™ vkyveté otloustce 1 cm pii konstantni vinové délce dopadajiciho
monochromatického zéteni.

Jednim z nejrozsitenéjSich a technicky nejvyuzivanégjSich kovil je zelezo, které je zaroven
dilezitym biogennim prvkem. Stanoveni jeho obsahu jak v materidlech tak v jednotlivych
slozkach zivotniho prostifedi ¢i doplncich vyzivy pfedstavuje jednu z nejcastéjSich tloh
v analytickém vyuziti spektrofotometrie. lonty Fe reaguji s mnoha anorganickymi
i organickymi latkami za vzniku intenzivné zabarvenych sloucenin, uspésné pouzitelnych ve
spektrofotometrii ke stanoveni jejich koncentrace. Asi nejznaméjsi je reakce Fe’*
s thodanidovym aniontem za vzniku intenzivné Cervené zabarveného komplexniho iontu
[Fe(SCN)]*" s maximem absorbance pii 495 nm ve vod€. Vzhledem k malé stabilité¢ tohoto
komplexu jsou ovSem v praxi pouzivany jiné, organické ligandy - zejména heterocyklické
slouCeniny typu 1,10-fenanthrolinu (phen) nebo 2,2'-bipyridylu (bipy). Protoze barevny
(intenzivnd &erveny) komplex [Fe(phen);]*" resp. [Fe(bipy)s]* vznika v tomto piipadé pouze
s iontem Fe®", je pi stanoveni celkového obsahu Fe ve vzorku nutno nejprve provést redukei
Fe’" iontd na dvojmocné,. Nejdast&ji se k této redukci pouziva hydroxylamin v kyselém
prostiedi. Komplexni ion [Fe(phen);]*" méa ve vodé absorpéni maximum u vlnové délky 512
nm a molarni absorpéni koeficient okolo hodnoty 1,1-10* mol'dm’cm™, takze jej lze ve
spektrofotometrii vyuzit k vysoce citlivému stanoveni zeleza. Diky tomu, Ze v kyselém
prostiedi 1,10-fenanthrolin netvofi barevné komplexni slouceniny s vétSinou iontli dalSich
kovl, je toto stanoveni i1 dostatecné specifické. Vyuzitim ligandi reagujicich s rtzné
oxidovanymi formami Fe pak lze urcit podil jednotlivych forem ve vzorku.

Pomiicky a chemikalie:

Spektrofotometr Helios €, polystyrenové kyvety o tlouStce 1 cm, vahy s pfesnosti na 1 mg,
2 ks kéadinka 100-150 ml, 3 ks kadinka 50 ml, 3 ks pipeta 5 ml délena, 1 ks pipeta 10 ml
nedélend, 8 ks odmérné banka 50 ml, 1 ks odmérna baiika 250 ml, nalevka, sklenéna tycinka,
pipetovaci balonek.

20 %ni roztok KSCN, 0,25 %ni roztok 1,10-fenanthrolinu v 0,1 M-HCI, 10%ni roztok
hydroxylamin hydrochloridu, acetatovy pufr pH=4, 0,1 M-HCl, 1 mM-HCI, 30% peroxid
vodiku, vzorek doplitkové vyzivy s vyrobcem udanym obsahem Zeleza, standardni roztok
zeleza o koncentraci 50 pg Fe/l ml.
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Pracovni postup:

Kalibrace:

Kalibrace pro stanoveni Fe*": Do kadinek o objemu 50 ml si odmétime pipetou 0; 1; 2; 3;4 a
5 ml standardniho roztoku Fe a poté ptidame 10 ml 0,1 M-HCI. Poté do kadinek pfidame po 2
kapkach 30 %niho roztoku peroxidu vodiku (oxidace Fe*" na Fe’") a obsah kadinek kratce
povatime (1-3 min). Obsah kadinek kvantitativné pfevedeme do 50 ml odmérnych ban€k a
pfiddme 10 ml roztoku KSCN. Baiky doplnime po znacku 0,1 M-HCI a uzavieme. Po
dikladném promichani obsahu banék je nechdme 5 min stat. Poté pomoci roztoku s nulovym
obsahem zeleza - tzv. "slepy" ¢i referentni roztok - nastavime nulovou hodnotu absorbance
spektrofotometru a pak métime absorbanci ptipravenych kalibrac¢nich roztokt, vSe pfti vinové
délce 495 nm (s nejkoncentrovangjSim roztokem prométime celé spektrum v rozsahu 400 -
700 nm).

Kalibrace pro stanoveni Fe*": Do odmé&rych ban&k o objemu 50 ml si odmé&kime pipetou 0;
0,5; 1, 1,5; 2 a 2,5 ml standardniho roztoku Fe a poté¢ do kazdé banky piidame ptiblizné 10 ml
acetatového pufru. Poté do banck ptidame po 2 ml roztoku hydroxylaminu a 5 ml roztoku
1,10-fenathrolinu. Banky doplnime po znacku acetdtovym pufrem a banky uzavieme. Po
diikkladném promichani obsahu ban€k je nechame 5 min stat. Poté pomoci roztoku s nulovym
obsahem Zeleza - tzv. "slepy" ¢i referentni roztok - nastavime nulovou hodnotu absorbance
spektrofotometru a pak métime absorbanci pfipravenych kalibra¢nich roztokl, vS§e pfi vlnové
délce 512 nm (s nejkoncentrovanéj$Sim roztokem opét prométime celé¢ spektrum v rozsahu
400 - 700 nm).

Z hodnot namétfenych absorbanci a spoctenych hodnot koncentrace kalibracnich roztoka
setrojime kalibra¢ni pfimky a podle Lambert-Beerova zdkona spocteme absorpcni koeficienty
v jednotkach mg”'em?. Ty posléze pouzijeme pro vypodet mnoZstvi Zeleza ve stanovovaném
vzorku.

Vlastni stanoveni:

Na vahach odvazime v kadince 100-150 ml takové mnozstvi vyzivového dopliiku, aby po
jeho ptfevedeni do 250 ml odmérné bailky obsahoval pfiblizné 10-15 pg Zeleza na 1 ml
vzniklého roztoku. Po odvazeni vhodného mnozstvi rozmichdme vzorek v kadince s ptiblizné
50 ml 1 mM roztoku HCI a kvantitativné pfevedeme do odmérné bainky o objemu 250 ml.
Roztok v bance doplnime po rysku 1 mM-HCI a po uzavieni obsah banky promichame.

Z odmérné banky nejprve odebereme 5 ml roztoku do odmérné baiky 50 ml, ptidime 10 ml
roztoku KSCN a doplnime po znacku roztokem 0,1 M-HCI. Po promichani obsahu bainky a
5 min stani odlijeme méteny vzorek do kyvety a po nastaveni nuly pfistroje na slepy vzorek
(slepy vzorek pouzijeme z kalibrace) zmétime pii vinové délce 495 nm absorbanci méfeného
roztoku vzorku. Z této hodnoty se urci obsah Fe’" na zakladé Lambert-Beerova zakona.

Déle z odmérné banky se zasobnim roztokem vzorku odebereme 10 ml vzorku do odmérné
baniky o objemu 50 ml. Do této banky ptiddme 2 ml roztoku hydroxylaminu a 5 ml roztoku
1,10-fenathrolinu. Doplnime po znacku acetatovym pufrem. Po promichani obsahu banky a
5 min stani odlijeme méteny vzorek do kyvety a po nastaveni nuly pfistroje na slepy vzorek
(slepy vzorek opét pouzijeme z kalibrace) zméfime pii vinové délce 512 nm absorbanci
méteného roztoku vzorku. Za pomoci zjisténé hodnoty molarniho absorpéniho koeficientu z
vlastni kalibrace pak podle Lambert-Beerova zdkona spocteme koncentraci celkového Fe
v méfeném vzorku. Tento vysledek pfepocteme na skuteény obsah Fe ve vyzivovém dopliiku
v jednotkdch uddvanym vyrobcem dopliikku. V zavéru porovname udaj vyrobce
s experimentalné stanovenou hodnotou a uvedeme i obsah jednotlivych oxida¢nich forem Fe.
Na zavér prace zasobni roztok i slepy vzorek vcetné dalSich vodnych roztokl zbylych po
stanoveni zeleza ptidame do 2 1 kddinky obsahujici 1 I pitné vody. Vzniklou odpadni vodu
zlikvidujeme splachnutim vét§im mnozstvim vody ve vylevce.




