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Badania metodyczne nad mozliwoScig zastosowania chlorku zelazowego
do iloSciowego oznaczania cytrynianéw

MeTtozuueckme McCAEeNOBaHUA BO3MOIKHOCTM IPUMMEHEHMA XJOPMCTOTO KeJje3a Jiud
KOJIMYECTBEHHOrO NPMMEHEHUA LUTPATOB

Methodical Research on the Possibility of Applying Ferric Chloride for the Quanti-
tative Indication of Citrates

Podstawg wiekszo§ci obecnie stosowanych metod iloSciowego oznaczania cytry-
nianéw w materiale biologicznym jest reakcja utleniania i bromowania kwasu cy-
trynowego do pieciobromoacetonu opisana przez Cohoursa (1); Stahre (9) za-
stosowat te reakcje do wykrywania jako§ciowego, Kunz (4) przystosowal jg do
ilo$ciowej analizy cytrynianéow. Pucher i wsp. (8) pierwsi opisali mikrofotomet-
ryczng metode ilo§ciowego oznaczania cytryniandéw. Istmieje szereg metod kolory-
metrycznego ozmaczania cytrynianow, ktdére sg w zasadzie réznymi modyfikacjami
tej klasycznej metody. Johnson (3), Dickens (2), Taylor (10) i inni wy-
wolywali barwng reakcje pieciobromoacetonu przy pomocy siarczku sodowego.
Taussky i Shorr (11), postugiwali sie do tego celu jodkiem sodowym, a N a-
telson i wsp, (7) tiomocznikiem., Natomiast Lindenhein i wsp. (6—5) wpro-
wadzili wywolywanie barwnej reakcji pirydyng w §rodowisku alkalicznym.

W przedstawionej pracy podjeto metodyczne badania nad mozliwo§ciami za-
stosowania chlorku Zelazowego do iloSciowego oznaczania cytrynianéw. Punktem
wyjScia badan bylo spostrzeZenie, ze cytryniany tworzg z chlorkiem Zelazowym
w obecnoéci kwasu solnego barwny cytrynowopomaraficzowy zwigzek. Przeprowa-
dzono badania optymalnych warunkéw reakeji cytryniané6w z chlorkiem zelazowym,
jak np. wplywu kwasu solnego, stezenia chlorku zelazowego, promieni §wietlnych
na intensywno$§é zabarwienia tworzacego sie polgczenia. Okre§lono réwniez wplyw
diugobci fali Swietlnej na warto§é absorpeji barwnego produktu reakeji jonéw cy-
trynianowych z chlorkiem zelazowym,
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MATERIALY I METODYKA

W pracy stosowano: 5% roztwér FeCl; i rozeienczony HCl (0,In) oraz wzorcowe
roztwory cytrynianu sodowego o stezeniach 0,5%—2%. Wszystkie stosowane roztwory
przygotowywano z odczynnikéw cz. d. a. Absorpeje barwnych produktéw reakceji ey-
trynianéw z chlorkiem zelazowym mierzono spektrofotometrycanie stosujgc Spek-
tromom ,,201” typ F 31 MOM Budapest w kuwetach kwarcowych o drodze optycznej
1 ecm przy réznych dlugo$ciach fali §wietinej 380—460 nanometréw.

1. Wplyw kwasu solnego na intensywno$¢ zabarwienia produktu
reakceji cytrynianéw z chlorkiem zelazowym.

Do 8 probek zawierajacych po 1 ml 0,5% wzorcowego roztworu cytry-
nianu sodowego i 1 ml chlorku zelazowego dodawano wzrastajace ilosci
rozcienczonego kwasu solnego 0, 1, 2, 3,4, 5, 6, i 9 ml, a nastepnie uzupel-
niano wodg redestylowang do lgcznej objetosci 10 ml. Réwnolegle przy-
gotowywano dla kazdej probki odpowiedni odnosénik bez cytrynianu sodo-
wego. Ekstynkcje badanych prébek wobec odnosnikéw oznaczano spek-
trofotometrycznie przy réznych zakresach dlugosci fali od 380 do 460 na-
nometrow. Wyniki doswiadczen przedstawia tab. 1.

Tab. 1. Wplyw stezenia kwasu solnego na intensywno$é zabarwienia (na ekstynkcje
E) badanych prébek
The effect of hydrochloric acid concentration upon the colour intensity (upon
extinctions E) examined material

Ilo§é ml rozcieniczonego kwasu solnego

na

nanomole 0 1 2 3 4 5 6 9
380 0,065 0,135 0,135 0,140 0,110 0,095 0,065 0,085
390 0,080 0,185 0,160 0,165 0,125 0,110 0,080 0,095
400 0,227 0,465 0,460 0,455 0,380 0,335 0,265 0,195
405 — 0,530 0,600 0,620 0,560 0,490 0,415 0,260
410 0.255 0,525 0,640 0,685 0,630 0,550 0,470 0,285
415 0,200 0,435 0,610 0,660 0,615 0,530 0,460 0,275
420 0,230 0,490 0,550 0,600 0,560 0,490 0,420 0,255
430 0,150 0,335 0,420 0,460 0,430 0,375 0,330 0,200
440 0,105 0,255 0,315 0,340 0,310 0,270 0,225 0,155
450 0,065 0,185 0,220 0,240 0,215 0,190 0,160 0,120
460 0,030 0,130 0,145 0,160 0,125 0,125 0,100 0,090

Badana prébka: 1 ml 0,5% cytrynianu+1 ml FeCly+x ml HCl+x ml H,O do-
petniono do objetoéci 10 ml. Odnoénik: 1 ml FeCl;+x HCl+x H,O dopelniono do
objetoéei 10 mil.

Examined material: 1 ml 0.5% citratet+1 ml FeCl;+x ml HCl+x ml H,O ad
10 ml. Footnote: 1 ml FeCly+x ml HCl+x H,O ad 10 ml.

2. Wplyw stezenia chlorku zelazowego na intensywno$¢ zabarwienia

Do 6 prébek zawierajgcych po 1,0 ml 0,5% wzorcowego roztworu cytry-
nianu sodowego i 3,0 ml rozcienczonego kwasu solnego dodano wzrastajgce
ilosei chlorku zelazowego (0,1, 0,25, 0,5, 1,0, 1,5 i 2,0 ml) i uzupelniono
wodg do objetosci 10,0 ml. Jednoczesnie przygotowano dla kazdej probki-:
odpowiedni odnoénik o analogicznym skladzie bez cytrynianu sodowego.
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Nastepnie przy pomocy spektrofotometru oznaczono ekstynkcje badanych
probek wobec odnosnikéw przy roznych diugosciach fali $wietlnej w za-
kresie 360—450 nm i wykreslono krzywe absorpcyjne. Wyniki do$wiad-
czen przedstawiono w tab. 2.

Tab. 2, Wplyw stezenia chlorku Zelazowego na intensywno$§é zabarwienia (absorpcie)
The effect of ferric chloride concentration upon colour intensity (absorption)

Ilo§¢ ml roztworu chlorku zelazowego

mn

0,1 0,25 0,5 1,0 15 2,0
360 0,690 0,240 0,150 0.120 0,100 0,065
370 0,845 0,465 - 0,160 0,125 0,100 0,065
380 0,930 0,820 0,250 0,130 0,105 0,065
385 0,940 0,940 0.415 0,140 — —
390 0,900 0,980 0,620 0,170 0,120 0,070
395 — 0,960 0,790 0,290 —_ —
400 0,800 0,920 0,860 0,500 0,195 0,075
405 — 0,860 0,820 0,660 0,360 0,115
410 0,660 0,770 0,775 0,710 0,550 0,235
415 — 0,700 — 0,680 0.640 0,410
420 0,510 0,610 0,620 0,620 0,620 0,475
430 0,380 0,470 0,470 0,470 0.475 0,450
440 0,280 0,340 0,345 0,345 0,350 0,330
450 0,180 0,230 0,235 0,245 0,250 0,225

Badana probka: 1 ml 0,5% cytrynianu+x ml FeCly3+3 ml HC1+H,0 dopelniano
do objetoéci 10 ml. Odno$nik: x ml FeCl;+3 ml HC1+H,0 dopelniano do objetofci
10 ml.

Examined semple: 1 ml 0.5% citrate+x ml FeClg+3 ml HCI+H;O ad 10 ml
Footnote: x ml FeCly+3 ml HC1+H,0 ad 10 ml.

Tab. 3. Wplyw promieni §wietlnych na trwatosé odczynu barwnego (absorpcie)
The effect of light rays upon the durability of colour reaction

i f ien S
Swiatlo sztuczne lub dzienne Promienie stoneczne

- rozZproszone

0 min 30 min. 60 min. 5 min. 60 min.
360 —_ —_ —_ —_ 0,135
370 —_ — — — 0,135
380 —_ — — — 0,135
390 0,135 0,140 0,145 2,270 l1j4 &1
400 0,410 0,400 0,410 0,390 0,080
405 0,580 0,570 0,580 0,500 0,000
410 0,650 0,640 0,650 0,550 —
415 0,630 0,630 0,630 0,540 0,050
420 0,580 0,575 0,580 0,510 —
430 0,445 0,440 0,440 0.430 0,100
440 0,325 0,325 0,325 0,365 0,125
460 — — — —_ —

Badana probka: 1 ml 0,5% cytrynianu+1 ml FeCl;+4 ml HCl1+H,0O dopeiniano-
do objetosci 10 ml. Odnoénik: 1 ml FeCl;+4 ml HClI+H,O dopelniano do objetosci
10 ml.

Examined sample: 1 ml 0.5% citrate+1 ml FeCl3+4 ml HCI+H,O ad 10 ml.
Footnote: 1 ml 0.5% citrate+1 ml FeCl,-+4 ml HC1+H,0 ad 10 ml.
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3. Wplyw promieni swietlnych na trwalos¢ barwy barwnego produktu
reakcji cytrynianéw z chlorkiem zelazowym

Celem sprawdzenia trwalosci barwnego produktu reakcji cytrynianow
z chlorkiem zelazowym w S$rodowisku kwasnym i jego wrazliwosci na
Swiatlo wykonano nastepujgce doswiadczenie. Do 3 prébek zawierajgcych
po 1,0 ml 0,5% wzorcowego roztworu cytrynianu sodowego dodano po
1,0 ml roztworu FeCl; oraz 4,0 ml rozcienczonego HCI i uzupelniono woda
do objetosci 10,0 ml. Jednoczesnie przygotowano odpowiednie odnosniki
o analogicznym skladzie bez cytrynianu sodowego. Pierwszg probke pod-
dano dzialaniu promieni stonecznych, probke drugg — dzialaniu $wiatla
dziennego rozproszonego, probke trzecia — dzialaniu S$wiatla
sztucznego rozproszonego. W okreslonych odstepach czasu (0—60 min.)
oznaczano ekstynkcje badanych prébek przy roznych dilugosciach fali
Swietlnej w zakresie 360—450 nm. Wyniki oznaczen przedstawiono w
tab. 3.

OMOWIENIE WYNIKOW — DYSKUSJA I WNIOSKI

Z przedstawionej tab. 1 wynika, ze intensywno$¢ barwy produktu
reakeji jonéw cytrynianowych z chlorkiem zelazowym zalezy od stezenia
kwasu solnego. Istnieje pewne optimum stezenia kwasu, przy ktoérym
tworzacy sie zwigzek wykazuje najwyzszg ekstynkcje. Zaré6wno nizsze, jak
i wyisze od optymalnego stezenie kwasu solnego obniza wielkos¢ eks-
tynkeji barwnego produktu reakeji.

Tab. 2 Swiadczy o zaleznosci intensywnosci zabarwienia badanej probki
od stezenia dodanego do analizy chlorku zelazowego. Wartos¢ ekstynkcji
badanych préb byla z reguly tym wyzsza, im nizsze bylo stezenie doda-
nego do analizy chlorku zelazowego. Spostrzezenie to jest istotne dla
doboru optymalnego a zarazem wystarczajgcego stezenia chlorku zelazo-
wego dla prawidlowego przebiegu reakcji z jonami cytrynianowymi
i uzyskania maksymalnego natezenia barwy powstajacego zwigzku. Na
podstawie przeprowadzonych do$wiadczen ustalono, ze ekstynkcje pro-
duktu reakecji cytrynianéw z chlorkiem zelazowym najkorzystniej jest
okresla¢c przy dlugosci fali §wietlnej w zakresie 410—420 nanometrow.

Tab. 3 wskazuje na wyrazny wplyw $wiatla na barwny produkt reakeji
cytrynianéw z chlorkiem zelazowym. Pod wplywem promieni stonecznych
zachodzi wizualna zmiana zabarwienia badanych probek z koloru zélto-
pomaranczowego nha brunatny. Jednocze$nie zmienia sie wartosé eks-
tynkeji, ktora przy 400 nm spada prawie do zera. Przeprowadzajgc reakcje
cytrynianow z chlorkiem zelazowym oraz pomiary ekstynkcji przy swietle
sztucznym lub dziennym rozproszonym zabarwienie jest stabilne co naj-
mniej przez okres 1 godziny. Przeprowadzone badania $wiadczg o mozli-
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wosci zastosowania chlorku zelazowego jako regenta do ilosciowej ana-
lizy cytrynianow.
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PE3IIOME

IIpoBOAUAUCH METOAMYECKME MCCIAEAOBAHMUA HaJ BO3MOKHOCTDHIO IIDMMEHEHMUS XJIO-
PMCTOrO KeJjie3a [ KOJIMYECTBEHHOTO ONPEeAEJeHMsI IUTPATOB. XJOPUCTOE IKeje3o
ofpasyer ¢ MOHAMM LMTPATOB COEIMHEHME IKEITO-OPaHXKEBOTO I[BETAa M 5TA peaKIusd
MCMOJIL30BaNach AJs KOJIMYECTBEHHOrO OIIPEAEesIeHMA (UTPATOB.

M3yuasock TakKXKe BIMAHME KOHLEHTPALMU COJAHOM KMCJIOTHI, XJIOPUCTOro xKe-
Jle3a Ha MHTEHCUMBHOCTb OKPACKM IIPOAYKTa PEAKIMM LMTPATOB C XJIOPUCTBIM 3Keje-
30M. KpoMe TOro, ucciefoBajioch BJMSHME CBETOBBLIX Jy4el Ha [IPOYHOCTHL IBETA
obpa3syloimeroca coeaunennsa. IIposesennble MCCAEAOBAHUA JOKA3bIBAIOT BO3MOIKHOCTH
MPUMEHeHMA XJOPMCTOTO 3Kejle3a B KayecTsBe PeareHTa AAs KOJIMYECTBEHHOrO OIpe-
NEJIeHUA LUTPATOB.

SUMMARY

Methodical research on the possibility of applying ferric chloride for the
quantitative indication of citrates has been carried out. Ferric chloride with citrate
ions constitutes a yellowish orange compound and this reaction has proved useful
in the quantitative indication of citrates.

Another investigation has been carried out to test the influence of hydrochlo-
ric acid ferric chloride concentration on the intensity of tinting in the reaction
product of citrates with ferric chloride, Besides; the influence of light rays on the
colour durability which forms the combination was also investigated.

The carried out research proves the possibility of applying ferric chloride, as
a (reagent) for the quantitative indication of citrates.






