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Cwiczenie 5. Specjacja - oznaczanie jonéw Fe?* i Fe3*

1. Zelazo w przyrodzie i organizmie ludzkim

Zelazo jest jednym z gtéwnych sktadnikéw skorupy ziemskiej. Jego $rednia
zawartos¢ wynosi 5 %. Wystepuje gtownie w ultra- i zasadowych skatach magmowych
oraz metamorficznych i osadowych Zazwyczaj w postaci rud takich jak hematyt, magnetyt,
piryt czy syderyt.

Zawartos¢ zelaza w glebach i jego rozmieszczenie jest bardzo zr6znicowane. llos¢
zelaza w polskich glebach miesci sie w zakresie od 0,8 do 1,8 %. Gleby ciezkie mogg
zawiera¢ niekiedy dwukrotnie wiecej tego sktadnika niz gleby piaszczyste. Zelazo
w glebach wystepuje w postaci krzemiandw, siarczanéw i weglanow, a przede wszystkim
w postaci tlenow i wodorotlenkow krystalicznych i amorficznych. Pierwiastek ten jest
bardzo ruchliwy i w warunkach niesprzyjajgcych szybko migruje w gtab profilu glebowego
powodujgc obnizenie ilosci form tatwo przyswajalnych dla roslin.

W wodzach naturalnych zelazo wystepuje w zwigzkach na Il i lll stopniu utlenienia
w formie rozpuszczonej, koloidalnej i zawiesin. Zwigzki zelaza(ll) stanowig najczesciej
rozpuszczony kwasny weglan zelaza(ll) lub siarczan(lV) zelaza(ll) (w wodach torfowisk).
Zwigzki zelaza(lll) tatwo wytrgcajg sie w wodzie, powodujgc stopniowe zmetnienie
i brunatnienie wéd zawierajgcych znaczne ilosci zwigzkéw zelaza. Zrodtem zwigzkow
zelaza w wodach naturalnych sg, przede wszystkim, gleba i skaty, z ktorych te zwigzki
Sg wymywane, zanieczyszczenia, gtdwnie $ciekami przemystowymi z kopalni,
galwanizerni, zakladow metalurgicznych i farbiarskich oraz korozja rur i zbiornikéw
zelaznych i stalowych, z ktérymi woda miata kontakt.

Fizjologiczna funkcja zwigzkow zelaza w roslinach polega gtéwnie na udziale w réznych
reakcjach oksydacyjno-redukcyjnych, zwigzanych z wieloma waznymi procesami
metabolicznymi, jak oddychanie, fotosynteza, przemiany zwigzkow azotowych. Zawartos¢
zelaza zmienia sie znacznie w poszczegolnych organach - jego stezenie w tkankach
ro$lin waha sie w granicach od 50 do 300 ppm. Zelazo pobierane jest przez rosliny
w formie jonowej Fe?* w formie zwigzkéw chylatowych. W przypadku tego mikroelementu,
jego niedobory wynikajg najczesciej nie tyle z jego braku w glebie, gdyz wystepuje
on w polskich glebach stosunkowo powszechnie ale z faktu, ze w okreslonych warunkach,
czyli przy pH powyzej 6 i przy wystepowaniu w duzych iloSciach innych makro-
i mikroelementéw nie moze by¢ on wykorzystywany przez rosliny.

W organizmie ludzkim znajduje sie 3,5 - 4,5 g zelaza. Rola zelaza w organizmie jest
prawie wytgcznie zwigzana z procesami oddychania komérkowego. Jest ono sktadnikiem
wielu waznych biatek, np. hemoglobiny czy mioglobiny, wystepuje rowniez w centrach
aktywnych licznych enzymoéw takich jak: katalaza, peroksydazy oraz cytochromy. Zelazo
jest niezbedne dla organizmu jako skftadnik krwiotworczy oraz do transportu
i magazynowania tlenu. Zapotrzebowanie na zelazo jest zmienne i zalezy miedzy innymi
od wieku, pftci i stanu organizmu. Norma dobowego spozycia waha sie w dos¢ duzych
granicach. U osob dorostych: od 10 mg/dobe u mezczyzn, do 20 mg u Kkobiet,
z zastrzezeniem ze w okresie cigzy i karmienia powinno to by¢ ok. 30 mg/dobe. Niedobor
spotyka sie w stanach zwiekszonego zapotrzebowania, zaburzen wchtaniania lub
zwiekszonej utraty zelaza. W takim przypadku moze wystgpi¢ niedokrwistosc.



W przypadku potwierdzonego niedoboru zelaza nalezy wprowadzi¢ suplementacje
preparatami zelaza.

Nadmierne spozycie zelaza moze prowadzi¢ do zmniejszenia wchtaniania innych
sktadnikbw mineralnych (cynku, miedzi), zwiekszenia ryzyka wystgpienia infekcji,
nadmiernego gromadzenia zelaza w tkankach i ich uszkodzenie oraz zwiekszenia
wystgpienia chorob nowotworowych. Sole zelaza(lll-VI) sg nieszkodliwe, poniewaz sie nie
wchtaniaja.

2. Specjacja, analiza specjacyjna

Wedtug definicji Miedzynarodowej Unii Chemii Czystej i Stosowanej (International
Union of Pure and Applied Chemistry, w skrécie IUPAC) z 2000 roku specjacja (ang.
speciation) [2] jest to wystepowanie roznych fizycznych i chemicznych form danego
pierwiastka, indywiduow (ang. species) w badanym materiale Natomiast analiza
specjacyjna (ang. speciation analysis) to identyfikacja form fizycznych i chemicznych
pierwiastka i ich iloSciowe oznaczanie w badanym obiekcie. Z kolei terminem
frakcjonowanie (ang. fracionation) w ramach badania specjacji okresla sie jedynie grupy
zwigzkow danego pierwiastka lub pierwiastkow o okreslonych wtasciwosciach.

Pojecie specjacja w chemii obejmuje zatem wystepowanie danego pierwiastka
w postaci jonéw, zwigzkéw chemicznych, na réznych stopniach utlenienia, w potgczeniu
z roznymi ligandami itp. w badanym materiale, ktory moze stanowi¢ np.: zywnos¢, tkanki
zwierzece, probkach srodowiskowych, katalizatorach. Formy, w jakich wystepuje dany
pierwiastek roznig sie wlasnosciami fizykochemicznymi i dziataniem fizjologicznym.
Analiza specjacyjna, czyli identyfikacja i oznaczenie ilosciowe poszczegolnych form
chemicznych pierwiastka ma coraz wieksze znaczenie m.in. w medycynie i ekologii,
W rozwigzywaniu zagadnien wymagajacych nie tylko oznaczenia catkowitej zawartosci
pierwiastkow, lecz réwniez uwzglednienia roli zwigzkow chemicznych, w ktorych one
wystepuja.

Istniejg rézne rodzaje specjacji, w zaleznosci od celu analizy. Gdy mamy na celu

identyfikacje i oznaczenie poszczegolnych indywiduow chemicznych mamy do czynienia
ze specjacjg szczegotowg lub wilasciwg. Specjacja chemiczna polega na oznaczeniu
jednego, scisle okreSlonego skfadnika, natomiast specjacja grupowa prowadzi
do oszacowania zawartosci pewnej grupy zwigzkow danego pierwiastka, np. sumy
zwigzkow, w ktorych pierwiastek wystepuje na danym stopniu utlenienia.
Procedure majgcg na celu wyodrebnienie pierwiastkbw o okreslonej aktywnosci
chemicznej lub biologicznej, np. biodostepnosS¢ czy bioprzyswajalnos¢, nazywamy
specjacjg funkcjonalng. Poniewaz w czasie tego procesu nie ustalana jest chemiczna
natura oznaczanych indywiduéw poprawnie jest okresla¢ takg procedure analityczng jako
frakcjonowanie. Jednym z rodzajow frakcjonowania jest specjacja operacyjna polegajgca
na przeprowadzeniu operacji analitycznych powodujgcych wydzielenie okreslonej grupy
zwigzkow danego pierwiastka. Mozliwe jest tez oddzielenie indywiduow wystepujgcych
w roznych postaciach fizycznych, takich jak na przyktad stan skupienia, czyli
przeprowadzenie specjacji fizyczne;.

3. Spektrofotometryczne oznaczanie zelaza
- metoda 1,10-fenantrolinowa

Fenantrolina, wiasciwie  o-fenantrolina (1,10-diazofenantren, C12HsN>2)
to substancja krystaliczna, rozpuszczalna w wodzie, alkoholu etylowym, acetonie,
benzenie, temperaturze topnienia 98°C.


http://portalwiedzy.onet.pl/40224,,,,woda,haslo.html

Jony zelaza dwuwartosciowego tworzg dla pH w zakresie 2-9 czerwony kompleks
z 1,10-fenantroling. Dla promieniowania o dtugosci fali Amax=5 12 nm, jego molowy
wspotczynnik absorpcji ma wartosé € = 1,11x10* (absorbancja wiasciwa 0,2). Roztwory
kompleksu Fe (ll) z fen sg trwate w czasie, a zelazo (Il) w tym kompleksie jest odporne
na utlenianie. Intensywnos¢ zabarwienia jest proporcjonalna do stezenia zelaza w probce
i oznaczana jest spektrofotometrycznie. W przypadku niedomiaru odczynnika tworzg sie
kompleksy o stosunku Fe?* do 1,10-fenantroliny 1:1 o barwie zéttej.

Reakcje tworzenia kompleksu 1,10-fenantroliny z Fe (ll) przeprowadza sie w Srodowisku
octanowym lub cytrynianowym, co zapobiega strgcaniu sie kationéw, ktérych sole
hydrolizujg w stabo kwasnym srodowisku, np. Ti, Al czy Bi.

Cynk i kadm, jezeli wystepujg w duzym nadmiarze, mozna maskowac¢ wprowadzajgc
do badanego roztworu wersenian disodu (EDTA). MiedZ mozna maskowaC kwasem
tioglikolowym.

Zelazo Fe® tworzy rowniez kompleks z 1,10-fenantroling o barwie zielono niebieskiej
przechodzgcy po pewnym czasie w kompleks o barwie zoéttej. W celu oznaczenia zelaza
w roztworze zawierajgcym zarowno Fe?* jak i Fe3* dokonuje sie redukcji zelaza
trojwartosciowego stosujgc hydroksyloamine. Optymalne warunki dla redukcji zelaza
na trzecim stopniu utleniania przy stosowaniu hydroksyloaminy wystepujg w zakresie
wartosci pH od 6 do 8.

Kompleks o-fenantroliny z zelazem o nazwie ferroina ([C12HsN2) sFe]*?) jest wskaznikiem
redoks, ktory przechodzi z formy niebieskiej (w srodowisku utleniajgcym) do czerwonej
(w srodowisku redukujgcym).

W C¢wiczeniu zostata wykorzystana metoda miareczkowania kompleksometrycznego
do oznaczenia jondéw Fe?* i Fe3* oraz metoda fenantrolinowa do spektrofotometrycznego
oznaczania catkowitej ilosci zelaza po uprzedniej redukcji Fe(lll) do Fe (Il).

4. Wykonanie éwiczenia

A. Kompleksometryczne oznaczanie jonéw Fe?* i Fe3*

UWAGA: Otrzymang w kolbie miarowej probke do analizy nalezy rozcienczy¢
do kreski wodg destylowang i starannie wymieszac.

Kompleksometryczne oznaczenie jonéw zelaza polega na miareczkowaniu zelaza
roztworem EDTA, przy pH okoto 2, wobec kwasu sulfosalicylowego. W tej metodzie
wykorzystuje sie wiekszg trwatos¢ bezbarwnego kompleksu Zzelaza z wersenianem
w poréwnaniu z trwatoscig jego kompleksu z kwasem sulfosalicylowym o zabarwieniu
czerwono-filetowym (buraczkowym). W punkcie koncowym miareczkowania nastepuje
zmiana barwy z czerwono-fioletowej na z6ttg (stomkowag).

Do starannie umytej kolby stozkowej o pojemnosci 200 cm® wprowadzi¢ 20,00 cm?
analizowanego roztworu, okoto 20 cm® wody destylowanej i 2 cm® wskaznika (jezeli
w roztworze sg obecne jony Fe®* powinien si¢ on zabarwi¢ na kolor czerwono-
fioletowy). Nastepnie roztwor miareczkowa¢ mianowanym roztworem roztworem EDTA
do zmiany barwy 2z koloru czerwono-fioletowego na zotty. Pod koniec nalezy
miareczkowac bardzo ostroznie. Zanotowac objetos¢ zuzytego 0,0100 M roztworu EDTA.
Nastepnie do kolby dodac¢ nadsiarczanu amonu do zmiany barwy na czerwono-fioletowg
i powtdrnie miareczkowa¢ mianowanym roztworem EDTA do zmiany barwy z czerwono-
fioletowej na stomkowozottg. Ponownie odczyta¢ objetos¢ zuzytego roztworu titranta.
llos¢é nadsiarczanu amonu powinna by¢ tak dobrana, zeby po zakonczonym
miareczkowania i wprowadzeniu niewielkiej ilosci utleniacza barwa roztworu nie
ulegta zmianie.




Oznaczenie nalezy powtorzy¢ sie przynajmniej dwukrotnie. Na podstawie uzyskanych
wynikéw nalezy obliczy¢ srednig zawarto$¢ jonow zelaza - jonow Fe?* i Fe®* - w probce
otrzymanej do analizy.

B. Spektrofotometryczne oznaczenie zelaza (Il)

Przygotowanie __roztworow _wzorcowych i pomiar _zaleznosci __absorbancji
od stezenia zelaza — wykonanie krzywej wzorcowej

Do 6 starannie umytych kolb miarowych o pojemnosci 50 cm?® wprowadzi¢ kolejno:
0; 50; 100; 150; 200 i 250 ul wzorcowego roztworu soli Zzelaza (Il) o stezeniu 500 ppm.
Nastepnie do kazdej kolby doda¢ doda¢ 2,0 cm® 10 % roztworu chlorowodorku
hydroksloaminy, oraz 5,0 cm?10% cytrynianu sodu. Pézniej doda¢ 5,0 cm?® roztworu 1,10-
fenantroliny (0,25% roztwér 1,10-fenantroliny w 0,1M HCI). Uzupeti¢ kolby wodag
destylowang do kreski i doktadnie wymieszaé. Po uptywie 5 minut zmierzy¢ absorbancje
roztworu przy dtugosci fali 500 nm (po ustawieniu absorbancji = 0 dla roztworu nie
zawierajgcego zelaza).

Wyznaczenie zawartosci zelaza w badanej préobce
UWAGA: Przed przystgpieniem do wykonania oznaczenia roztwor

otrzymany do analizy nalezy rozcienczy¢ 20-krotnie. W tym celu nalezy pobra¢ pipetg
miarowg 5,00 cm?® roztworu i umiescic go w czystej kolbie miarowej o pojemnosci
100,0 cm?. Kolbe uzupetni¢ do kreski wodg destylowang. Zawarto$¢ starannie wymieszac.

Porcje badanego roztworu (rozcienczonego!) o objetosci 10,00 cm® wprowadzié
do kolby o pojemnosci 50,00 cm3. Do kolby doda¢ 2,0 cm® 10 % roztworu chlorowodorku
hydroksloaminy oraz 5,0 cm® 10% cytrynianu sodu. Nastepnie dodaé¢ 5,0 cm?® roztworu
1,10-fenantroliny (0,25% roztwor 1,10-fenantroliny w 0,1M HCI). Uzupetni¢ kolby woda
do kreski i doktadnie wymieszaé. Po uptywie 5 minut zmierzy¢ absorbancje roztworu przy
dtugosci fali 500 nm (po ustawieniu absorbancji = 0 dla roztworu nie zawierajgcego
zelaza).
Z krzywej zaleznosci absorbancji od stezenia wyznaczy¢ wartos¢ stezenia jondw zelaza
w badanej probce. Obliczy¢ zawarto$¢ zelaza w roztworze badanym.

C. Sprawozdanie

Sprawozdanie powinno zawieraC krétki opis stosowanych metod, dokfadny opis
przeprowadzonych doswiadczeh (w tym procedur przygotowania probek do pomiaru),
wyznaczong krzywg wzorcowg oraz wyniki obliczen zawartosci jonow zelaza Fe?* i Fe®*
oraz catkowitej ilosci zelaza w otrzymanej do analizy probce w mg (masa jonow zelaza
w analizowanej probce) i w ppm (stezenie poszczegolnych jondw a probce do analizy).
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6. Zagadnienia do kolokwium

1.
2.

Specjacja, analiza specjacyjna, frakcjonowanie.

Miareczkowanie kompleksometryczne — warunkowe state trwatosci kompleksow
metali z EDTA, wptyw pH roztworu, na procesy kompleksowania, wskazniki, typy
miareczkowan kompleksonometrycznch, kompleksonometryczne oznaczanie jonow
Fe?*iFe’".

Zasada oznaczehn spektrofotometrycznych - prawa absorpcji, aparatura
spektrofotometryczna, metoda krzywej wzorcowe;j.

Oznaczanie zelaza metodg o fenantrolinowg - zasada oznaczenia, stosowane
odczynniki i roztwory, sposob wykonania pomiaréw.

Obliczanie stezen pierwiastkéw, przeliczanie stezen (ppm, ppb).



