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Oznaczano molibden w suszu lucerny, ziarnie grochu, fasoli i soi oraz prepa
racie witaminowo-mineralnym Multi-tabs. Zastosowano metodę spektrofotome- 
tryczną wykorzystującą reakcję z 2,3,7-trihydroksyfenylofluoronemw obecności ka
tionowego surfaktanta -  bromku benzylododecylodimetyloamoniowcgo.

WSTĘP

M olibden je st p ierw iastkiem  niezbędnym  dla właściwego rozw oju roślin, zw ierząt 
i ludzi [3, 4]. U roślin w chodzi w skład enzymów, m iędzy innym i reduktazy  azotanow ej 
i n itrogenazow ej, k tó re  b iorą udział w procesach w iązania azotu  i redukcji azotanów . 
Jest rów nież składnikiem  enzym ów  -  oksydaz będących kata liza to ram i innych procesów  
zachodzących w roślinach. M olibden  je st pobierany  przez rośliny w sposób bierny; jego  
przysw ajalność rośnie w raz ze w zrostem  pH  gleby, co tłum aczy się zw iększeniem  
stężen ia rozpuszczalnych form  tego pierw iastka.

Fizjologiczne zapo trzebow anie  na m olibden  je st różne dla różnych gatunków  roślin. 
Wyższe zapo trzebow an ie  w ykazują rośliny z rodziny motylkowych i krzyżowych o raz 
rośliny rosnące na podłożu o dużej zaw artości azotanów . B rak  m olibdenu  prow adzi 
w konsekw encji do zam ieran ia  stożków  w zrostu, nekrozy liści i zaniku kwiatów. U zu 
pełn ien ie zaw artości tego p ierw iastka przez w prow adzenie go jak o  składnika nawozów 
m ineralnych, często stosow ane w naw ozach dla roślin ozdobnych, pow inno być o strożne 
w przypadku upraw  rolniczych, gdyż nadm iar m olibdenu  jest szkodliwy dla ludzi i 
zwierząt.

Rośliny są w różny sposób o d p o rn e  na zbyt wysoką zaw artość m obilnego m olibdenu  
w glebie. M otylkow e m ogą przyswoić do około  350 ppm  M o, przy średniej około  0,5 
PPm, bez objawów  toksyczności [4]. Z boża są znacznie bardziej wrażliwe na wysokie 
stężenie m olibdenu  w glebie, a jego  nadm iar m olibdenu  pow oduje w osta tecznej fazie 
zaham ow anie rozw oju i w zrostu roślin.
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M olibden pochodzący z odpadów  przem ysłowych i kom unalnych  je st n iebezpieczny 
dla środow iska, gdyż je st rozpuszczalny a za tem  łatw o dostępny  dla roślin. N a te ren ach  
zanieczyszczonych stw ierdzono jego  zaw artość w traw ach w ynoszącą do  200 ppm  [4].

Jako  biopierw iastek , m olibden jest rów nież n iezbędny d la właściwego rozw oju ludzi 
i zw ierząt. D zienna daw ka w pożywieniu dorosłego  człow ieka wynosi 2,7 -  3,7 n g  M o
[4].

W  organizm ie człowieka m olibden jest składnikiem  m etaloenzym ów , w tym  enzym u 
flaw oproteinow ego, który uczestniczy w procesach  redoks i katalizu je m etabo lizm  pu- 
ryn.

W w arunkach  naturalnych nie w ystępuje n ied o b ó r tego m ik roe lem en tu . N atom iast 
w rejonach  o podwyższonej zaw artości M o w glebach, roślinach i w odzie obserw uje się 
toksyczność tego m etalu  w stosunku do człowieka. N ad m iar m olibdenu  pow oduje 
defo rm ację kości, są to  zm iany zbliżone do gośćca, także p o d atn o ść  na p róchn icę  zębów  
o raz  zaburzen ia w przysw ajaniu białek i tłuszczów. T o negatyw ne, toksyczne działan ie 
m olibdenu  w ystępuje często w stosunku do zw ierząt. W  sposób  najbardzie j szczególny 
dotyczy to  przeżuwaczy, krów i owiec, m niej odnosi się do  koni i trzody chlew nej. 
Z aw arto ść  m olibdenu  20 -  100 ppm  pow oduje objawy za trucia , którym i m ogą być 
anem ia , spadek  ciężaru, zaburzen ia  ruchow e o raz  ogran iczen ie p łodności i laktacji. 
F izjologiczne działanie m olibdenu zależy od interakcji z innym i p ierw iastkam i. D la 
zw ierząt w ażna jest właściwa p roporc ja  miedzi do m olibdenu , k tó ra  z kolei zależy od 
ich zaw artości a także od poziom u siarki w paszy [4].

Z e względu na toksyczność m olibdenu dla ludzi i zw ierząt w ażna jest kon tro la  jego  
zaw artości w próbkach pochodzenia roślinnego, w odach i żywności. S tosow ane do tego 
celu m etody analityczne pow inny cechow ać się wysoką czułością, gdyż oznacza się 
s tężenia rzędu  ppm  i niższe. P ożądaną cechą jest rów nież selektyw ność danej m etody, 
co zm niejsza problem  usuw ania wpływu substancji przeszkadzających. W śród  innych 
technik , takich jak  A SA  i IC P -A E S  znaczące m iejsce zajm ują m etody  sp e k tro fo to 
m etryczne [1, 2, 6 -8 , 10, 11]. Ich zale tą  jest niższa niż dla w ym ienionych w cześniej 
techn ik  gran ica oznaczalności, natom iast ogólnie jako  m etody  o p a rte  na reakcjach  
chem icznych są mniej selektywne.

W  naszej pracy, do  oznaczania m olibdenu zastosow ano m e to d ę  sp ek tro fo to - 
m etryczną, o p artą  na reakcji z fenylofluoronem  w obecności kationow ego su rfak tan ta : 
b rom ku  benzylododecylodim etyloam oniow ego [6].

C elem  pracy było w ykazanie możliwości zastosow ania wyżej w ym ienionej m etody  do 
oznaczania M o w p rep a ra tach  o zróżnicow anej zaw artości oznaczanego  sk ładn ika i o 
różnym  składzie chem icznym .

MATERIAŁY I METODYKA

Aparatura

Pomiary spektrofotometryczne wykonano na spektrofotometrze SPEKOL 11 produkcji
C.Zeiss. Używano kuwet o grubości warstwy absorbującej 5 cm.

Materiał roślinny rozdrabniano w wysokoobrotowym młynku wirnikowym firmy FRITSCH
z sitem o średnicy otworów 1 mm.
Próbki preparatu Multi-tabs mineralizowano w kolumnie mineralizacyjnej firmy HACH.
Materiał roślinny spalano w piecu muflowym.
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Odczynniki

Roztwór molibdenu (VI) o stężeniu 1 mg /ml przygotowano przez rozpuszczenie 0,7500 g 
tritlenku molibdenu M0 O3 cz.d.a. (Merck) w 12,5 ml 2 mol /1 roztworu NaOH. Roztwór lekko 
zakwaszono kwasem solnym i rozcieńczono wodą redestylowaną w kolbie miarowej na 500 ml.

Roztwór fenylofluoronu (PF) o stężeniu 5*10' mol /1 otrzymano przez rozpuszczenie odważki
0,0800 g 2,3,7-trihydroksy-9-fenylo-6-fluoronu cz.d.a. (POCH) w metanolu z dodatkiem 1,0 ml 
stężonego HC1 i rozcieńczenie do 500 ml metanolem.

Roztwór bromku benzylododecylodimetyloamo (ST) o stężeniu 0,1 mol/l otrzymano przez 
rozcieńczenie 185 ml preparatu Sterinol ( POLFA ) wodą redestylowaną do objętości 500 ml. 
Preparat Sterinol jest 10%, wodnym roztworem bromku benzylododecylodimetyloamoniowego; 
jego gęstość wynosi 1,06 g/ml.

Wszystkie pozostałe odczynniki używane do mineralizacji i oznaczania miały stopień czystości 
cz.d.a. Do przygotowywania roztworów używano wody redestylowanej.

Wykreślenie krzywej wzorcowej spektrofotometrycznego oznaczania molibdenu

Krzywą wzorcową spektrofotometrycznego oznaczania molibdenu wykreślono zgodnie z me
todyką zamieszczoną w pracy [6 ].

Do kolbek miarowych o pojemności 25 ml wprowadzono od 0.5 -  4.5 ng Mo. Do każdej 
kolbki dodano 5 ml 0.1 mol/l ST, 0.6 ml 5*10' 4 PF, 2.5 ml 1 mol/l HC1 i uzupełniono do kreski 
wodą redestylowaną. Absorbancję prób zmierzono przy 526 nm, w kuwetach 5 cm, względem 
ślepej próby.

Wyliczone współczynniki równania regresji krzywej wzorcowej: у = ax + b,
gdzie x jest zmienną niezależną c m o  [|ig/25ml], у zmienną zależną A, wynoszą:
a = 0,2176 i b = 0,0083 a współczynnik korelacji r ma wartość 0,9998.

Przygotowanie próbek, mineralizacja i oznaczanie molibdenu

a) Materiał roślinny i próbki żywności
Łodygi i liście lucerny pocięto na drobne kawałki, suszono na powietrzu a następnie w su

szarce w temperaturze nie przekraczającej 60°C. Ziarno grochu, fasoli i soi suszono w suszarce 
w takiej samej temperaturze. Próbki rozdrobniono w młynku wirnikowym, uzyskując ziarno
o średnicy lmm. Zmielone próbki przechowywano w zamkniętych naczyniach szklanych.

Do oznaczania molibdenu odważano po 5,0000 g analizowanego materiału. Próbki umieszcza
no w tyglach platynowych i spalano w temperaturze 150 -  200°C w otwartym piecu muflowym. 
Po zakończeniu wstępnego spalania zamykano drzwiczki pieca i stopniowo przez 2 h podnoszono 
temperaturę ogrzewania do 450°C. W tej temperaturze prażono próbki przez 2 h. Po upływie 
tego czasu tygle wyjęto z pieca, ochłodzono i przykryto szkiełkami zegarkowym. Popiół zwilżono
3 ml wody redestylowanej uchylając szkiełka, dodano 1 ml stężonego kwasu solnego, ogrzano 
do wrzenia i oddzielono osad od przesączu na miękkim sączku. Przesącz zachowano a sączki 
z osadem umieszczono ponownie w tyglach, spopielono i prażono w temperaturze 500°C przez 
30 minut. Do popiołu dodano 1 ml stęż. HF i odparowano powstały SiF4 na elektrycznej płycie 
grzewczej. Suchą pozostałość zwilżono 3 ml wody redestylowanej, 1 ml stężonego HCI i oddzie
lono osad od przesączu na miękkim sączku. Połączone przesącze zebrano do kolbki o pojemności 
50 ml, uzupełniono do kreski wodą redestylowaną i oznaczono molibden metodą fenylofluoro- 
nową w obecności bromku benzylododecylodimetylo-amoniowego. W tym celu do kolbek mia
rowych na 25 ml odmierzono po 5 ml mineralizatu i dalej postępowano tak jak podczas 
wykreślania krzywej wzorcowej.

Próbki z dodatkiem wzorca przygotowano wprowadzając 10 |ig Mo w postaci roztworu 
wzorcowego do odważki analizowanej substancji. Następnie przeprowadzono mineralizację i o- 
znaczenie molibdenu w sposób opisany powyżej.

b) Preparat witaminowo -  mineralny Multi -  tabs
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Tabletki preparatu rozdrabniano i zmielono w moździerzu porcelanowym na jednolity pro
szek. Do mineralizacji odważano po 0,1000 g masy tabletkowej i umieszczano w kolbie minera- 
lizatora HACH. Do próbki dodawano 5 ml stężonego H 2SO4 i ogrzewano w temperaturze około 
190°C. Aby uzyskać klarowny, bezbarwny roztwór, podczas mineralizacji dodawano czterokrotnie 
po 3 ml perhydrolu. Czas mineralizacji wynosił 30 minut. Po zakończeniu ogrzewania roztwór 
ochłodzono, przeniesiono do kolbki miarowej na 100  ml, uzupełniono wodą redestylowaną do 
kreski i wymieszano.

Aby oznaczyć molibden, 2 ml analizowanego roztworu umieszczano w kolbce miarowej na 
25 ml i dalej postępowano tak jak podczas wykreślania krzywej wzorcowej.

WYNIKI I ICH OMÓW IENIE

P odobn ie  jak  w przypadku innych m ikroelem entów , m olibden  w ykazuje pozytywne 
działan ie na organizm y żywe w określonym  zakresie stężeń. N atom iast przy p rze k ro 
czeniu dopuszczalnego, bezpiecznego  stężen ia, m oże być przyczyną za tru ć  u ludzi 
i zw ierząt. D latego  w ażne je st oznaczanie jego  zaw artości w p róbkach  p o chodzen ia  
na tu ra lnego .

D o tego celu m oże być w ykorzystana, stosow ana w niniejszej pracy m e to d a  spek- 
tro fo tom etryczna . P olega on a  na u tw orzeniu  barw nego  kom pleksu M o (V I) z 2,3,7-tri- 
hydroksyfenylofluoronem  w obecności b rom ku  benzylododecylodim ety loam o-niow ego 
[6]. M etoda  charak teryzu je  się wysoką czułością; e =  1,05* 105, a m ożliwość 
p rzeprow adze-n ia  reakcji w kwaśnym środow isku pozw ala w yelim inow ać wpływ innych 
jonów  i w konsekw encji przeprow adzić oznaczenie m olibdenu  bez w stępnego  w ydzie
lania.

A nalizow any m a teria ł zaw ierał zróżnicow ane ilości m olibdenu . Z aw arto ść  o zn acza
nego  sk ładnika de term in u je  w ielkość odważki i w dużym  stopn iu  stosow any sposób 
m ineralizacji. M ateria ł roślinny i z iarna  grochu fasoli i soi, gdzie spodziew ano się 
zaw artości m olibdenu  rzędu  ppm , m ineralizow ano m e to d ą  suchą. D o analizy odw ażano  
5 g próbki; a przy tak  dużej odw ażce korzystniejszy je s t ten  sposób  m ineralizacji [9]. 
M ineralizacja dużej próby na m okro  je st k łopotliw a technicznie. W ym aga użycia dużych 
ilości kwasów, których n ad m iar należy usunąć z próbki. W iąże się to  z długotrw ałym  
odparow yw aniem . Istn ie je  rów nież n iebezpieczeństw o w prow adzenia razem  z kw asam i 
zanieczyszczeń do analizow anej próbki. S tosow ana m ineralizacja sucha nie stw arza tego 
rodzaju  problem ów . W  tym przypadku isto tna  je s t te m p e ra tu ra  p rażen ia , k tó ra  musi 
być d o b ran a  tak, aby un iknąć s tra t oznaczanego  składnika.

A nalizow ane próbki m ateria łu  roślinnego i żywności p rażono  w te m p era tu rz e  nie 
przekraczającej 500°C, co zabezpiecza przed  stra tam i m olibdenu . Po spop ie len iu

i w yprażeniu, rozpuszczano  suchą pozostałość w HC1 (1 + 3 )  i od p aro w an o  k rze 
m ionkę w postaci S iF4 po  dodan iu  do  próbki stężonego  H F  [8]. Czynność ta  jest 
konieczna, gdyż wyniki otrzym yw ane bez usunięcia S i0 2 nie są pow tarzalne .

O znaczen ie m olibdenu  w suszu lucerny, ziarnach  grochu , fasoli i soi p rzep ro w ad zo 
no w sposób opisany w części eksperym entalnej. A nalizow ano rów nież próbki z d o d a t
kiem  w zorca m olibdenu . W yniki zam ieszczono w tabeli 1. N a ich podstaw ie m ożna 
stw ierdzić, że stosow ana m etoda  spek tro fo tom etryczna pozw ala oznaczać m ikrogram o- 
we zaw artości m olibdenu  z dużą precyzją. W zględne odchylenie s tandardow e nie 
p rzekracza 1%. W  próbkach  z dodatk iem  w zorca oznaczono m olibden  z b łędem  nie 
przekraczającym  4% .
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T a b e l a  I . Wyniki oznaczania molibdenu w materiale roślinnym, żywności i preparacie 
witaminowo -  mineralnym
Results of the determination of molybdenum in vegetable material, food and 
pharmaceutical compound

* Dodawano 10 ng molibdenu do 5 g próbki

P reparat witaminowo -  mineralny M ulti-tabs jest produkowany przez duńską firmę 
Ferrgsan. W ystępuje między innymi w postaci tabletek o masie 0,5 g. Zawiera zestaw 
witamin i m ikroelementy, w tym molibden w ilości 250 pg. Ze względu na tak znaczną 
zawartość m olibdenu nie analizowano całych tabletek, lecz je rozdrabniano i odważano
0,1000g otrzymanego, jednorodnego proszku. W tym przypadku zastosowano m inera
lizację na m okro za pom ocą stężonego H 2 S O 4  i perhydrolu, którą przeprowadzono 
w kolum nie mineralizacyjnej firmy Hach. Ogrzewając próbkę przez 30 m inut w tem 
peraturze około 190°C uzyskano klarowny, bezbarwny roztwór, w którym oznaczono 
m olibden w sposób opisany w części eksperymentalnej. Wyniki oznaczania molibdenu 
w preparacie Multi -  tabs zamieszczono w tabeli I. Błąd oznaczania, obliczony w sto
sunku do zawartości deklarowanej przez producenta nie przekracza 2%, a względne 
odchylenie standardowe wynosi 2,4% (Tab. I).

WNIOSKI

Zastosow ana m etoda oznaczania molibdenu w m ateriale roślinnym, żywności i p re 
paracie witaminowo -  mineralnym charakteryzuje się dobrą precyzją i dokładnością, 
co przedstawiono za pom ocą odchylenia standardowego, procentu odzysku wzorca i 
błędu względnego w stosunku do wartości deklarowanej. Pozwala również oznaczać 
zawartości m olibdenu rzędu ppm bez wstępnego oddzielania.
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SPECTROPHOTOM ETRIC DETERM INATION OF MOLYBDENUM IN VEGETABLE 
MATERIAL, FOOD AND PHARM ACEUTICAL COMPOUND

Summary

A spectrophotometric method was applied for determination of molybdemun in dried lucer
ne, grains of soya, peas and bean and vitamin-mineral compound -  Multi-tabs. The method is 
based on the reaction between molybdenum (VI) and 2,3,7-trihydroxyphenylfluorone in the 
presence of benzyldodecyldimethylammonium bromide. In all samples it was possible to deter
mine molybdenum content directly, after mineralization without its preliminary separation. 
Accuracy of the determination of molybdenum were checked by the method of standard addition, 
or by comparison with producer data.To establish the precision of the method, the standard 
deviation and relative standard deviation were calculate.
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