Cwiczenie 1

Roztwarzanie materialu roslinnego do okreslenia zawartoSci magnezu

w materiale ros§linnym metoda spektrofotometrii UV-Vis

1.1. Wprowadzenie

Probki biologiczne, do ktérych naleza materiaty roslinne, stanowig zrdznicowang grupe
substancji chemicznych o bardzo réznorodnych wiasnosciach. Sa to najczesciej uklady
heterogeniczne charakteryzujace si¢ ogromng zmiennoscig sktadu w czasie, zalezng w duzej
mierze od wplywu otoczenia (Srodowiska). Tylko nieliczne techniki analityczne umozliwiaja
badanie makro- i mikrosktadnikéw w materiatach biologicznych bez uprzedniego ich
przygotowania. Metody analizy wymagaja przewaznie rozktadu (mineralizacji, roztworzenia)
badanego materialu i przygotowania probki w postaci roztworu. Roztwarzanie definiowane
jest zwykle jako prosty proces rozpuszczania substancji w odpowiedniej cieczy, w niskiej
temperaturze z udziatem lub bez reakcji chemicznej, podczas gdy mineralizacja oznacza
bardziej ztozony proces, dokonywany zwykle w wyzszej temperaturze/lub pod zwigkszonym
ci$nieniem, przy pomocy odczynnikdw i specjalnej aparatury. Rézne techniki oznaczania
pierwiastkOw wymagaja innego stopnia zniszczenia matrycy organicznej. Gdy okresla sig
catkowitg zawarto$¢ pierwiastka, nalezy wybra¢ procedure calkowitego roztwarzania, z
uwzglednieniem takich czynnikow jak metoda oznaczania, sktad matrycy, mozliwe
interferencje, ryzyko strat lub zanieczyszczen. Do najbardziej popularnych metod
roztwarzania probek biologicznych nalezg: mineralizacja z uzyciem kwasow (na mokro) Iub

spopielanie (mineralizacja sucha).

1.1.1. Techniki rozkladu prébek na sucho
Do podstawowych technik mineralizacji na sucho nalezg:

e Spopielanie - polega ono na powolnym rozkladzie materii organicznej w piecu w

temperaturze pomigdzy 400 - 600°C. W trakcie rozktadu powstaje popiol, ztozony



glownie z weglandw 1 tlenkow, ktory nastepnie roztwarza si¢ w odpowiednim kwasie lub
mieszaninie kwasow.

Mineralizacja niskotemperaturowa w plazmie tlenowej - strumien bardzo czystego
tlenu wzbudzonego w polu generatora wysokiej czestotliwosci (ponad 27 MHz) czyli tzw.
strumien plazmy tlenowej o temperaturze 80-200° C kieruje si¢ na analizowang probke
powodujac jej spalenie (utlenienie). Zamkniety uktad i brak koniecznos$ci stosowania
dodatkowych odczynnikdéw ogranicza mozliwos$¢ zanieczyszczania probki. Wada metody
jest dhugi czas przebiegu procesu (0d kilku do kilkunastu godzin).

Mineralizacja probki w bombie tlenowej- probke umieszcza si¢ w kwarcowej todeczce
w zamknigtym hermetycznie naczyniu ci$nieniowym, tzw. bombie tlenowej. Naczynie
napenia si¢ tlenem pod cisnieniem 0,2 do 6,0 MPa i elektrycznie inicjuje zapton. Stosuje
si¢ ja do rozktadu probek biologicznych i zywnosci.

Rozklad prébki w butli Schénigera - probke poddaje si¢ spaleniu w atmosferze tlenu
pod cisnieniem atmosferycznym w kolbie szklanej lub kwarcowej. Powstate gazowe
produkty rozktadu absorbowane sa w roztworze pochtaniajacym (kwas siarkowy(V1) lub
nadtlenek wodoru). Technikg te stosuje si¢ czesto do oznaczania pierwiastkow glownych
w materiale ro§linnym.

Mineralizacja prébki w ukladzie dynamicznym — stosowana najczesciej w organicznej
analizie elementarnej. Polega na umieszczeniu probki w tédeczce znajdujacej si¢ w rurze
kwarcowej ogrzewanej do temp. 800-1000°C, przez ktorg przeptywa najczesciej strumien
czystego tlenu. Gazowe produkty rozpadu materii organicznej zatrzymywane sg przez
absorbenty wypelione odpowiednio dobranymi substancjami. Udzial poszczegélnych
pierwiastkow (C, H, N, O, S) w probce wyznacza si¢ na podstawie przyrostu masy
odpowiednich absorbentow.

Stapianie - polega na stapianiu sproszkowanej probki z topnikami takimi jak weglany
alkaliczne, boraks, w tyglu grafitowym umieszczonym w piecu. Po ochtodzeniu
otrzymany stop rozpuszcza si¢ w kwasach. Metoda stosowana jest przewaznie dla probek
trudno poddajacych si¢ roztwarzaniu w bezposredniej reakcji z kwasami. W analityce
srodowiska metode te¢ wykorzystuje si¢ sporadyczne z powodu wysokiego poziomu tta
(duze ilo$ci topnika oraz kontakt w podwyzszonej temperaturze z materialem naczynia)

oraz strat lotnych sktadnikow probki.



1.1.2. Techniki mineralizacji na mokro
Rozktad matrycy odbywa si¢ za pomoca jednego lub kilku mocnych kwaséw mineralnych z
dodatkiem lub bez innych zwigzkéw o wiasciwosciach utleniajgcych. Utleniaczami sg

zazwyczaj HNO3, H 2SO 2 HCIO , oraz H 202. Rozktad probki odbywa si¢ pod wpltywem tlenu

uwalnianego z tych kwaséw w podwyzszonej temperaturze. Do podstawowych technik

rozktadu probek na mokro zaliczamy:

e Rozpuszczanie w kwasach na goraco — do destrukcji materii organicznej stosuje si¢
najczesciej kwas azotowy(V).

e Mineralizacja z wykorzystaniem ultradzwiekow - naczynko reakcyjne z probka i
dodang mieszaning utleniajgca umieszcza si¢ w tazni ultradzwickowej. Energia
ultradzwickowa znacznie przyspiesza proces rozktadu. Technika ta stosowana jest do
roztwarzania statych probek srodowiskowych.

e Mineralizacja za pomocg promieniowania UV - polega na naswietlaniu
mineralizowanego roztworu w kwarcowym naczyniu reakcyjnym nisko- lub
wysokoci$nieniowg lampa ultrafioletowa. Technika ta stosowana jest do mineralizacji
probek wod, $ciekow, ptyndw ustrojowych czy napojow.

e Mineralizacja ci$nieniowa z wykorzystaniem energii mikrofalowej - jest to najczesciej
polaczenie trzech technik mineralizacji: mineralizacji z zastosowaniem kwasu(éw) i
innych substancji mineralizujagcych, w uktadzie zamknigtym-ci$nieniowym w tzw.
,bombie teflonowe]'" oraz z zastosowaniem energii mikrofalowej. Podczas gdy rozklad
probki przez trawienie w kwasach, badz tez stapianie z solami metali alkalicznych jest
oparty na zastosowaniu energii chemicznej i energii cieplnej, mineralizacja mikrofalowa
zachodzi w wyniku dziatania promieniowania elektromagnetycznego o czg¢stotliwosci
2450 MHz, co powoduje wytworzenie ciepla wzmagajacego reakcje chemiczne

prowadzace do rozktadu probki.

1.1.3. Magnez jako jeden z najwazniejszych biopierwiastkow

Magnez zostat odkryty w 1775 roku przez Josepha Blacka. Jest on jednym z najwazniejszych
biopierwiastkow, niezbednym do przeprowadzania ponad stu reakcji biochemicznych, w
ktorych dziata jako aktywator enzymow. Pierwiastek ten bierze udzial w procesie fotosyntezy,
w konstrukcji bton komérkowych. Odpowiada za wydolno$¢ uktadu nerwowego, kostnego,
pokarmowego czy tez krazenia. Hamuje procesy starzenia oraz miazdzyce. 60 % magnezu

znajduje si¢ w kosciach, 39 % w tkankach mie$niowych, natomiast 1 % wystepuje w ptynach
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migdzykomoérkowych. Niedobér magnezu prowadzi do nadpobudliwosci psychoruchowej,
zaburzen koncentracji, nadmiernej nerwowos$ci, skurczoOw migéni, drzenia powiek,
bezsennos$ci oraz osteoporozy.

Pomimo, iz znaczne iloSci magnezu wystepujg w produktach zbozowych (nasionach,
makach z pelnego przemiatu, soi, kaszach nie oczyszczonych), orzechach, suszonych i
$wiezych owocach, pierwiastek ten stabo wchtania si¢ z pozywienia — zaledwie 15 - 40%.
Jest to zwigzane z obecnoscig niektorych zwigzkow, ktore tworzg kompleksy z magnezem i
uniemozliwiajg tagczenie aminokwaséw z jonami magnezowymi. Takimi zwigzkami sg np.:
np. kwas fitynowy, szczawiowy (jarzyny i otreby zboz), fosforowy (ryby) oraz wolne

nasycone kwasy thuszczowe (ttuste migsa i thusty nabiat).

1.2. Cel ¢wiczenia
Celem ¢wiczenia jest przygotowanie probki materialu roslinnego do oznaczenia zawartosci

magnezu metoda spektrofotometrii UV-Vis.

1.3. Wykonanie ¢wiczenia

1.3.1. Roztwarzanie materialu roslinnego (mineralizacja na mokro)

Odwazy¢ nie wigcej niz 0,2 g lisci borowki brusznicy, przenies¢ ilosciowo do kolby
okragtodennej poj. 250 ml i doda¢ 10 ml stezonego kwasu azotowego(V). Kolbe umiesci¢ w
plaszczu grzejnym, potaczy¢ z chtodnica zwrotna, wlaczy¢ zasilanie wody chtodzacej 1
rozpocza¢ ogrzewanie do momentu catkowitego roztworzenia probki i zaniku wydzielania si¢
tlenkow azotu. W miare¢ potrzeby doda¢ kilka ml stezonego roztworu HNOj, lecz nie
ogrzewac dtuzej niz 2 godziny. Po ochtodzeniu roztworu wprowadzi¢ 10 ml 30% nadtlenek
wodoru i kontynuowaé¢ ogrzewanie do catkowitego odbarwienia roztworu (w razie
konieczno$ci wprowadzi¢ dodatkowa 5 ml porcje wody utlenionej). Wytaczy¢ ogrzewanie
plaszcza grzejnego 1 poczeka¢ do ostudzenia roztworu. Zawartos¢ kolby przenies¢ ilosciowo
przez saczek do kolby miarowej poj. 50 ml i uzupeti¢ woda destylowang do kreski. Tak
sporzadzony roztwdr roztworzonego materiatu roslinnego moze zosta¢ wykorzystany do

oznaczania zawarto$ci magnezu w materiale roslinnym metoda spektrofotometrii UV-Vis.

1.3.2 Oznaczenie zawartosci magnezu w materiale roslinnym metoda spektrofotometrii
UV-Vis
a. Przygotowanie roztworow wzorcowych

Do 6 kolb miarowych o pojemnosci 50 mL wprowadzi¢ kolejno: 0; 50; 100; 150; 200 i 250 ul
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wzorcowego roztworu soli magnezu o stgzeniu 1000 ppm. Nastepnie do kazdej kolby doda¢
5,0 mL roztworu zdtcieni tytanowej, 1,0 mL 1 % roztworu alkoholu poliwinylowego i 25 mL
wody. Wymieszac, a nastgpnie mieszajac dodawac kroplami do kazdej kolby 5,0 mL 1,0 M
roztworu NaOH. Uzupehi¢ kolby woda do kreski i doktadnie wymiesza¢. Po uptywie 15 min.

zmierzy¢ absorbancje¢ roztworow przy A=545 nm.

b. Oznaczanie zawartosci magnezu w badanej probce

Pobra¢ 10 mL roztworu uzyskanego po roztworzeniu probki i wprowadzi¢ do kolby 0
pojemnosci 50,0 mL. Nastgpnie do kolby doda¢ 5,0 mL roztworu zétcieni tytanowej, 1,0 mL
1 % roztworu alkoholu poliwinylowego i 10 mL wody. Wymiesza¢, a nastepnie mieszajac
dodawa¢ kroplami do kolby 6,0 M roztwor NaOH do zmiany zabarwienia oraz 5,0 mL 1,0 M
roztworu NaOH. Uzupetni¢ kolby woda do kreski i doktadnie wymiesza¢. Po uptywie 15 min.

zmierzy¢ absorbancje roztworow przy A=545 nm.

1.4. Odczynniki i sprzet laboratoryjny

Roztwarzanie materiatu roslinnego (mineralizacja na mokro)

e Zestaw do mineralizacji na mokro — plaszcz grzejny, regulator napigcia, chtodnica
zwrotna, kolba okragtodenna poj. 250 ml,

e Waga analityczna 1 szt.,

e  Wysuszone liscie boréwki brusznicy,

e Stezony kwas azotowy(V),

e 30% nadtlenek wodoru (w butelce zakrgcanej 200 ml)

e  kolba miarowa poj. 50 ml z korkiem,

e cylindry miarowe poj. 10 cm®- 2 szt.,

o lejek szklany maty 2 szt, lejek szklany $redni — 1 szt.,

e lyzeczka metalowa Iszt.,

e naczynko wagowe 1 szt.,

e Dbagietka szklana 1 szt.,

e saczki.



Oznaczenie zawartoSci magnezu w materiale roslinnym metodq spektrofotometrii UV-Vis

kolba miarowa poj. 50 mL 7 szt.,

100 mL wodnego roztworu wzorcowego magnezu o stezeniu 1000 ppm
(kolba stozkowa),

1000 mL wodnego roztworu zo6lcieni tytanowej o stezeniu 0,05%,

1000 mL wodnego roztworu alkoholu poliwinylowego o st¢zeniu 1%,

500 mL wodnego roztworu 1M NaOH,

100 mL wodnego roztworu 6 M NaOH,

strzykawka 250 pL 1 szt.,

pipeta 1 mL 1 szt.,

pipeta 2 mL 7 szt.,

pipeta 5 mL 2 szt.,

cylinder 10 mL 2 szt.,

pipeta Pasteura 5 szt.,

cenki

Opracowanie wynikow

1. W sprawozdaniu nalezy doktadnie opisa¢ czg¢s¢ doswiadczalna.

2. Metoda krzywej kalibracyjnej obliczy¢ zawarto$¢ magnezu w badanej probce.

3. Skomentowa¢ uzyskane wyniki.
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