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Kolik Zeleza spolykame

Cile

Sezndmeni se s teoretickym a praktickym zakladem spektrofotometrickych metod na prikladu
stanoveni koncentrace iontti Zeleza v tableté a v pitné vodé.

Zadani nilohy

Zjistéte, jaka je koncentrace iontti Zeleza v multivitaminové tableté s obsahem Fe a v bézné
, kohoutkové vodé”.

Technicka uskali, tipy a triky

Pouzita komplexotvorna reakce je velice citliva pro stanoveni pfitomnosti iontt Fe®, nikoli vSak

pro ionty Fe?*, které mohou byt v roztoku také obsazeny (Casté napt. v pfipadé podzemnich vod
obohacenych o ionty Zeleza). Je proto nezbytné pfed provedenim barevné reakce ionty Fe?* zoxidovat
na Fe3*. Postup v této tlloze zahrnuje i krok vedouci praveé k oxidaci iont(i Fe?* na Fe3*.

Pomiicky

spektrofotometr PASCO Amadeus s piisluSenstvim (SE-7183), PASCO SPARK, popf. pocita¢ se SW
SPARKvue ¢i Xplorer GLX (s instalovanym kli¢em pro pouziti s PASCO Amadeus, odmérna barika
25ml (6x), odmérna barika 50 ml (2x), odmérna barka 100 ml, kddinka 50 ml, kadinka 400 ml, pipeta
1-5ml, navazovaci lodicka, vahy (rozliseni alespon 0,001 g), tfeci miska s tlouc¢kem, laboratorni 1zicka,
stficka s destilovanou vodou, roztoky a chemikalie (dest. voda, 20% roztok NH,SCN, 10% roztok
HNO;, 2% roztok K,S,05, FeNH,(SO,), 12 H,0), vzorek multivitamimového/mineralniho pfipravku

s uvedenym obsahem iontti Fe, vzorek ,kohoutkové vody*, popisovac (lihovy fix), pracovni navod,
pracovni list

Teoreticky ivod

Jisté jste si vsimli, Ze koncentrace barevnych latek rozpusténych ve vodé se da odhadnout podle
intenzity zbarveni. Pohledem do salku caje tak mtizeme odhadnout, zda bude ¢aj ,silny” ¢i

»slaby”. Co se v 8alku caje odehrava? Prochézejici svétlo interaguje s rozpusténou latkou a urdcita

¢ast svétla (o konkrétnich vlnovych délkach) je pohlcena neboli absorbovana. Zbylé vinové délky,
které ¢ajem projdou, pak ve vysledku odpovidaji za barvu ¢aje, kterou vidime. Cim vice je barevné
latky rozpusténo, tim intenzivnénsi zbarveni roztoku vnimame. Tohoto faktu vyuzijeme pfi nasem
laboratornim badani - ptijde o tzv. spektrofotometrické stanoveni koncentrace urcité latky.

Pouzita spektrofotometricka metoda je zaloZena na Lambertové-Beerové zakonu, ktery definuje vztah
mezi absorpci svétla a vlastnostmi urcité latky, kterou svétlo prochazi. Tato zavislost je vyjadiena
matematicky nasledujicim vztahem:

A,=E,-l-¢cy, (1)

kde AA je absorbance svétla, EA absorpcni koeficient dané latky, [ je draha svétla urazena v roztoku
(délka drahy), cM je koncentrace latky v roztoku. Absorp¢ni koeficient EA nabyva rtiznych hodnot a je
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specificky pro danou rozpusténou latku. Jeho stanoventi je vétsinou provedeno experimentalné.

Z tohoto zdkona je patrna pfima zavislost absorbance svétla latkou na jeji koncentraci (cM) v roztoku
a na tloustce prostfedi (I), ve kterém je roztok latky umistén (kyveta). Zname-li tedy / a EA, mtiZeme
stanovit koncentraci latky v roztoku na zadkladé mnozstvi absorbovaného svétla (absorbance).

kyveta s roztokem

zdroj svétla ]0 I analyzator
«
E, ¢y,
puvodni intenzita intenzita po
I prachodu roztokem
T, — transmitance T=1/1, (2)
A —absorbance A, =-log(T)=E, lc, (3)

Obr. 1: Schéma priichodu svétla kyvetou. Transmitance vyjadfuje ubytek svétla
(vzorec ¢. 2), vzajemny vztah transmitance a absorbance je ve vzorci ¢. 3.

Namisto pfimého vypoctu se v praxi ¢astéji vyuziva urceni koncentrace s vyuzitim kalibracni kfivky,
pri kterém neni tfeba znat konstantu EA ani tloustku kyvety [. Experimentalni postup je v takovém
pripadé nasledujici:
® Experimentator stanovi absorbance nékolika roztokii o zndmé koncentraci stanovované latky.
® Tyto absorbance jsou brany jako tzv. absorbance kalibracnich roztok (standardt) a jsou pouzity
pro stanoveni kalibra¢ni kfivky (graf zavislosti absorbance na koncentraci, obr. 2).
® Pomoci sestrojené kalibracni kfivky je ndsledné mozné urcit nezndmou koncentraci (viz graf

na obr. 2).
Principem naseho stanoveni je komplexotvorna reakce iontti Fe3*
A 4 D s ionty SCN~. Vznika tak intenzivné cerveny komplex, ktery, je-li
rovnice linedrni regrese /", dostatecné koncentrovany, barvou pfipomind krev:
- ‘
| AT /S Fe*' +2SCN- —— [Fe(SCN),I*
| Zelezo je v podobé zeleznatych a elezitych jontii béznd
P w pritomno ve vodé. Mnozstvi téchto iontli ovSem znacné kolisa.
1777 Lo 1 1 V povrchovych vodach se u nas pohybuje koncentrace iontti Fe
1 | 1 1 vétsinou v rozmezi 0,01-0,4 mg/l. Najdeme ale prameny, kde obsah
T35 L 1 Zeleza dosahuje zna¢nych koncentraci. Pokud je obsah iontt1 Zeleza
12, 55 '3 14 vyssi nez 10 mg/l, zafazujeme takovou vodu mezi mineralni
“ i ¥‘ ‘ _ vody se zvySenym obsahem Zeleza (Zeleznaté i Zelezité). V pitné
0 ¢ [mol/1] vodeé se jako mezni pfipustna hodnota uvadi koncentrace 0,2
mg/l. Zhruba od koncentrace 0,5 mg/l se jiz pfitomnost iontti Fe
Obr. 2: Uréeni koncentrace dané projevuje chutové jako tzv. , Zelezita prichut vody”. Pokud si
latky v nezndamem vzorku pomoci zajedete do Marianskych 14zni a ochutnéte vodu z Rudolfova

sestrojené kalibra¢ni pfimky. U roztokt
se znamou koncentraci (1-4) je
stanovena absorbance a ze ziskanych

pramene, ucitite ,zelezitou” chuf velice intenzivné — koncentrace
ionttl Zeleza je zde kolem 16 mg/1! V bezkyslikatych podzemnich

bodi sestavena kalibraéni kiivka. vodach (popft. u dna hlubsich nadrzi) se zelezo vyskytuje ve formé
U roztoku s nezndmou koncentraci Fe?" iontd a az na povrchu je vzdusnym kyslikem oxidovano
(5) je na zakladé zjiténé absorbance na ionty Fe*. Oxidaci iontti Fe?* mohou takeé jako zdroj energie

obracené stanovena koncentrace.
V praxi se vyuziva linedrni regrese
(prolozeni primky kalibracnimi body)

vyuzivat nékteré bakterie (Zelezité bakterie). Pfeména Fe?* iontti
na Fe3* vede v obou pfipadech ke tvorbé zelezitych sloucenin, napf.

a nasledné dopoéitani koncentrace Fe(OH);, které tvoti typické rezavé-hnédé srazeniny. To je také
z rovnice linearni regrese. nejcastéjsim indikatorem zvysené koncentrace Zeleza ve vodé.
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Zelezo je vyznamnym
biogennim prvkem, ktery

je nedilnou soucasti napt.
hemoglobinu (¢erveného
krevniho barviva), myoglobinu,
enzymu (cytochromoxidazy,
peroxidazy atd.), zasobnich
proteinti (ferritinu) — obr. 3.
Celkové mnozstvi ,,zeleza”

v téle clovéka je néco kolem
3—4 g. Doporucena denni
davka ,zeleza” ¢ini 20 mg,
pficemz hlavnim zdrojem je
maso, vnitrnosti, ale také tfeba

hemoglobin ferritin myoglobin ludténiny. Dlohodoby p¥fjem
(komplex ze ¢tyt (jedna podjednotka) kvch k t [ el “
podiednotek) vysokych koncentraci , Zeleza
ve formé Fe3* iontti ve vodé
Obr. 3: Molekuly obsahujici Fe: hemoglobin, ferritin, myoglobin neni pokladan za optimalni.
Bezpecnost price

Pracujte peclivé a v souladu s pracovnim navodem. Vétsina chemikdlii v tomto praktickém cviceni je
vysoce hoflava. Dbejte zvySené opatrnosti a s chemikaliemi zachazejte vzdy v souladu s instrukcemi na
obalu. Nikdy nepipetujte tsty. V laboratofi pouZivejte ochranné bryle, plast, a piipadné dalsi pomiicky
v souladu se spravnou laboratorni praxi.

NH,SCN (Xn, R 20/21/22-32-52/53, S 13-61)

HNO; (O, C, R 8-35, S 23-26-36-45)

K,5,04 (O, Xn, R 8-22-36/37/38-42/43, S 22-24-26-37)

Ptiprava iilohy

Spektrofotometr je citlivé zatizeni vyzadujici odpovidajici zachazeni. Je nezbytné chovat se k nému
Setrné — vyvarovat se zbytecnych otfest, ptiliSného ohybani svétlovodica (nebezpeci zlomeni
sklenéného vlakna), zneciSténi méfici cely (napf. vyteklym roztokem, krystalky latky atd.).

Uloha umoztiuje pracovat paralelné na nékolika ¢astech. Idedlni jsou tfiélenné pracovni skupiny. Prvni
zak pracuje na bodu ¢. 4 — Pfiprava HW a nastaveni SW. Druhy Zzak pfipravuje standardni roztoku
Fe* —bod ¢. 1, a nasledné pokracuje bodem ¢. 2 — P¥iprava kalibra¢nich roztoka. Treti student pak
pracuje na bodu ¢. 3 — Pfiprava vzorku. Dva nasledujici body (tedy 5-6) pak fesi vSichni spolecné.

Postup prdce

Ulohu mtizeme rozdélit do nékolika krok:
1) Ptiprava standardniho roztoku Fe3*

a) Pripravte standardni roztok, ktery bude obsahovat 25 mg Fe na 11. (Tento roztok
pripravte nejlépe z dodekahydratu siranu Zelezito-amonného FeNH,(SO,),-12 H,O, ktery
se pro svou stalost pouziva jako standardni sloucenina zeleza.

Mr(FeNH,(SO,),-12 H,0) = 482,19; Ar(Fe) = 55,85
Pro piipravu 100 ml roztoku Fe** o obsahu 0,025 mg/ml Fe je tfeba navazit pfesné
piiblizné 21,58 mg FeNH,(SO,), 12 H,0.)

b) Navazené mnozstvi rozpustte s vyuzitim 100 ml odmérné bariky a dopocitejte

skutecnou koncentraci pripraveného roztoku.
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c) Vznikly roztok pouzijte v dalsim kroku pro pripravu kalibrac¢nich roztok.

Obr. 4: Pracovni misto pied zahdjenim piipravy kalibracnich roztokii

2) Piiprava kalibrac¢nich roztoku

a) Do Sesti 25 ml odmérnych banék odpipetujte 0, 1, 2, 3, 4 a 5 ml standardniho roztoku Fe®".

b) Pfidejte 5 ml zfedéné HNO; (10%), 1 ml roztoku K,S,04 a 3 ml 20% roztoku NH,SCN.

c) KaZdou odmérnou bariku dopliite destilovanou vodou po rysku a promichejte
nékolikanasobnym otocenim barnky.

d) Pokud jste pfi ptipravé standardniho roztoku Fe®" navazili presné 21,58 mg
FeNH,(SO,),-12 H,O, ziskate jeho fedénim roztoky o koncentraci 0,001; 0,002 ... 0,005
mg/ml. (Prvni roztok, ktery neobsahuje Fe®", je srovnavaci.) Pokud jste pfesné navazili
jiné mnoZstvi standardu, musite koncentrace vzniklé nafedénim standardniho roztoku

dopoditat!
¢islo kalibra¢niho roztoku
pipetovano [ml]
(zasobni roztoky) 1 2 3 4 5 6
® FeNH,(SO,), | 0 | 1 2 3 4 5
® HNO, 5 | 5 5 5 5 5
®KS,0, 1 1 1 1 1 1
® NH,SCN 3 | 3 3 3 3 3
vysledna
koncentrace Fe Lo 0,001 | 0,002 | 0,003 | 0,004 0,005)
[mg/ml] v
HZO doplnit dest. vodou do 25 ml I

&

a) Ve tfeci misce rozettete tabletu, ve které budete stanovovat obsah Fe. V pfipadé, Ze je
tableta pfimo urcena k rozpusténi, muzete tento krok vynechat.

Obr. 5: Schéma ptipravy kalibra¢nich roztokt

3) Piiprava vzorku

b) Z tablety pfipravte v odmérné barice 100 ml roztoku.
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c) Do 25 ml odmérné bariky odpipetujte 10 ml vaseho vzorku.
d) Ptidejte 5 ml zfedéné HNO; (10%), 1 ml roztoku K,S,0g a 3 ml 20% roztoku NH,SCN.

e) Odmérnou bariku dopliite destilovanou vodou po rysku a promichejte
nékolikanasobnym otocenim barnky.
f) Stejnym zptisobem zpracujte také vzorek vody ,z kohoutku”.

4) Nastaveni HW a SW
o Tato ¢ast predchdzi vlastnimu méfeni a je popsana v nasledujicich samostatnych kapitolach
»Nastaveni HW a SW” a ,, Pfiprava méfeni”.
5) Spektrofotometricka méfeni
o Tato cast je popsana v nasledujici kapitole ,Vlastni méfeni”.
6) Sestrojeni kalibra¢ni pfimky a stanoveni neznamé koncentrace
o Tato ¢ast je popsana v kapitole ,,Analyza naméfenych dat”.

Nastaveni HW a SW

1) Pro vSechna nasledujici méfeni je tieba pfipravit spektrofotometr AMADEUS. Zapojeni
a nastaveni provedte dle obrazku ¢. 6 na nasledujici strané.

2) Ke svému pocitaci (netbooku) pfipojte USB kabel (konektor A) dodavany se spektrofotometrem
Amadeus. Druhou stranu kabelu pfipojte ke spektrofotometru (konektor B).

3) Dale propojte svétlovodicem analyzator se zdrojem s méfici celou. Dbejte na to, abyste
propojovaci mista neznecistili.

4) Pomoci ptilozeného adaptéru pripojte zdroj elektrického napéti k méfici cele se svételnym
zdrojem. Pokud je vSe v pofadku, je Sachtou méfici cely vidét rozsvicené svétlo.

Obr. 6: Fotografie zapojeni spektrofotometru

Ptiprava méreni

1) V prvni ¢asti musite zjistit, jaké je absorp¢ni maximum vaseho barevného komplexu. K tomu
budete potfebovat soubor ch14-spektrofotometrie_Fe-sablona_max.spk. (Soubor je dostupny
na portalu www.expoz.cz.)

2) V dalsi ¢asti budete proméfovat absorbance kalibracnich roztokt. K tomu vyuZzijete soubor
chl14-spektrofotometrie_Fe-sablona-kalibrace+vzorky.spk (dostupny na portalu www.expoz.cz.)

3) V ramci vyse uvedeného souboru provedete také proméreni absorbanci vasich neznamych

3
vzork.
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Vlastni méreni a zaznam dat

1) Promeéfeni absorpcniho maxima komplexu Fe
a) Zkontrolujte, zda je spektrofotometr PASCO Amadeus korektné zapojen.
b) Otevfete si soubor ch14-spektrofotometrie_Fe-sablona_max.spk.
¢) Na datalogetu PASCO SPARK kliknéte na tlacitko Ndstroje experimentu. (Nachazi se
vpravo dole.)
d) Kliknéte na tlacitko Konfiqurace senzorii a pokracujte tlac¢itkem Upravit vlastnosti
Spectrometru.

e) Znabidky vyberte Referencni éiry. Do méfici cely zasurite cerny hranolek, ktery zabrani
priichodu svétla k detektoru. Kliknéte na tlacitko UloZit tmavou. Tim jste si ulozili tzv.
,temné spektrum”.

f) Vyjméte cerny hranolek a vlozte kyvetu s destilovanou vodou. Kliknéte na tlacitko UloZit
referenci.

g) Kliknéte na tlacitka UloZit a nasledné Hotovo.

h) Nyni kyvetu napliite prostfednim kalibra¢nim roztokem a vloZte ji do méfici cely.

i) Stisknéte tlacitko Start a vyckejte zobrazeni absorpcniho spektra. Poté stisknéte tlacitko Stop.

j) Zobrazte Ndstroje grafu a pomoci Vybéru datové oblasti (Sipka) vyberte bod s nejvyssi
hodnotou absorbance na kfivce v rozmezi 450—-700 nm.

k) Hodnotu zobrazenou nahofte jako x: --- si poznamenejte v pravé spodni ¢asti (nastroj
Kldvesnice) jako absorpéni maximum.

1) Soubor si uloZte pod jinym nazvem pro ptipadny pozdéjsi tisk protokolu.

2) Zjisténi absorbanci kalibra¢nich roztoki

a) Zkontrolujte, zda je spektrofotometr PASCO Amadeus korektné zapojen.

b) Otevrete si soubor ch14-spektrofotometrie_Fe-sablona-kalibrace+vzorky.spk.

c) Provedte nastaveni spektrofotometru stejné jako v predchozich bodech c)-f) v ¢asti
,Proméfeni absorpéniho maxima komplexu Fe”.

d) Z nabidky dale vyberte Akvizice ¢asu a zménte hodnotu Vinovd délka na hodnotu
zjisténého absorpéniho maxima.

e) Kliknéte na tlacitka Ulozit a nasledné Hotovo.

f) Nyni kyvetu naplnte nejméné koncentrovanym kalibra¢nim roztokem a vlozte ji
do méfici cely. Stisknéte tlacitko Start. Po ustaleni hodnoty stisknéte tlacitko Stop. Postup
opakujte se vSemi kalibra¢nimi roztoky.

g) Kliknéte na tlacitko Dalsi stranka. Pokud jste pracovali spravné, uvidite sestrojenou
kalibra¢ni kiivku.

3) Zjisténi absorbanci roztokii neznamych vzorka

a) Méfenim vzorkii s neznamou koncentraci iontti Fe navazte ihned na predchozi c¢ast.

b) Kliknéte na tlacitko Dalsi stranka. Zobrazi se tfeti stranka, kterou pouzijete pro odecteni
hodnot absorbanci vzorki.

c) Naplnte kyvetu vzorkem a stisknéte tlacitko Start. Po ustaleni hodnoty stisknéte tlacitko
Stop. Postup opakujte se vSemi nezndmymi vzorky.

d) Hodnota absorbance neznamého vzorku by méla leZet zhruba uprostfed kalibra¢ni kivky.
Pokud tomu tak neni a absorbance vzorku je piilis velkd, je tfeba vzorek naredit.

e) Vysledny soubor si uloZte pod jinym nazvem pro pfipadny pozdéjsi tisk protokolu.

Analyza naméfenych dat

Sestrojeni kalibra¢ni pfimky a stanoveni neznamé koncentrace

1) Z naméfenych absorbanci kalibra¢nich roztoku vytvorte kalibra¢ni kfivku, tzn. zavislost
absorbance na obsahu/koncentraci iont zeleza.
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2) Jednotlivé body kalibracni kfivky prolozte pfimkou linearni regrese, jejiz rovnici spolu s grafem
zaznamenejte do protokolu.

3) Zhodnot absorbance neznamych vzorka pomoci kalibracni kfivky zpétné urcete obsah Zeleza
v téchto vzorcich. VyuZijte k tomu rovnici regresni pfimky. (Pouzit mizZete pfimo kfivku
z dataloggeru SPARK <druha strana> — u této kfivky jsou schvalné prohozeny osy x a y, ¢imz
ziskate rovnici regresni pfimky v takovém stavu, Ze pouze dosadite naméfenou absorbanci
za x.)

4) Vypocitejte, jaké koncentrace Fe jsou v ptivodnich vzorcich — vitaminovém/mineralnim
pfipravku a , kohoutkové vodé”. Nezapomerite korektné zapocitat vSechna pripadna fedénti,
kterd jste pfi zpracovani vzorku provedli.

Informacni zdroje

® http://cs.wikipedia.org/wiki/Spektrofotometrie

® Educational Spectrometer system: Software and Application Guide (PDF manual,
http://www.spectroscopy101.com)

® http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDelezo

e GREENWOOD, N a Alan EARNSHAW. Chemie prvkii. 1. vyd. Praha: Informatorium, 1993.
ISBN 80-85427-38-9.

e Vyhlaska ¢. 252/2004 Sb
(dostupna napft. na adrese http://www.tzb-info.cz/pravni-predpisy/vyhlaska-c-252-2004-sb-kterou-
se-stanovi-hygienicke-pozadavky-na-pitnou-a-teplou-vodu-a-cetnost-a-rozsah-kontroly-pitne-
vody)
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U ADEZ konkurenceschopnost

fondvCR EVROPSKA UNIE  MLADEZE A TELOVYCHOVY  pro

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

Tyto materidly vznikly v ramci OP Vzdéldavini pro konkurenceschopnost ¢. CZ.1.07/1.3.12/04.0020.



