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Cwiczenie 2: Analiza suplementéw diety - oznaczanie zelaza
Cel ¢wiczenia

Celem c¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci zelaza w wybranym suplemencie diety metoda
ptomieniowej atomowe] spektrometrii absorpcyjnej (FAAS) po zastosowaniu dwdch sposobdw
przygotowania prébki: ekstrakcji w Srodowisku HCl oraz roztwarzania w HNOs/H,0,. W ramach
¢wiczenia zostang przygotowane roztwory wzorcowe i krzywa kalibracyjna, wykonane oznaczenia dla
prébek przygotowanych obiema procedurami oraz oceniona wzgledna wydajnosc ekstrakcji zelaza w
HCI w odniesieniu do wyniku uzyskanego po roztwarzaniu probki. Otrzymane wyniki zostang
przeliczone na mg Fe/g preparatu oraz mg Fe/tabletke i poréwnane z zawartoscig deklarowang przez
producenta.

Wprowadzenie

Zelazo jest pierwiastkiem niezbednym do prawidtowego funkcjonowania organizmu cztowieka.
Wchodzi w sktad hemoglobiny i mioglobiny oraz licznych enzymdéw uczestniczacych w procesach
oksydoredukcyjnych i oddychaniu komodrkowym. Odgrywa kluczowg role w transporcie
i magazynowaniu tlenu oraz w procesach krwiotwdrczych. W organizmie cztowieka znajduje sie
przecietnie kilka graméw zelaza [1, 2].

Zapotrzebowanie na zelazo zalezy od wieku, ptci oraz stanu fizjologicznego organizmu. Niedobér
zelaza moze prowadzi¢ do zaburzen erytropoezy i rozwoju niedokrwistosci, natomiast nadmierna
podaz tego pierwiastka, zwtaszcza z suplementédw lub preparatéw farmaceutycznych, moze
powodowac dziatania niepozadane. Aktualne polskie normy zywienia okreslajg wartosci sredniego
zapotrzebowania (EAR) oraz zalecanego spozycia (RDA) dla poszczegdlnych grup ludnosci [1].

Suplementy diety sg $rodkami spozywczymi przeznaczonymi do uzupetniania normalnej diety.
Stanowig skoncentrowane Zrédto witamin, sktadnikdw mineralnych lub innych substancji
wykazujacych efekt odzywczy lub fizjologiczny i s wprowadzane do obrotu w postaciach
umozliwiajgcych ich dawkowanie, np. jako tabletki, kapsutki, drazetki, saszetki z proszkiem lub
amputki z ptynem [3]. Formy chemiczne witamin i sktadnikdbw mineralnych dopuszczone do
stosowania w suplementach diety okreslajg obowigzujgce przepisy unijne i krajowe, podlegajgce
okresowym aktualizacjom [3, 4].

W suplementach diety zelazo moze wystepowaé w réznych dopuszczonych formach chemicznych,
obejmujacych zwigzki zelaza na rdéinych stopniach utlenienia. Forma chemiczna wptywa m.in.
na rozpuszczalnosé i biodostepnos¢ zelaza. Zastosowana w ¢wiczeniu metoda FAAS nie umozliwia
rozréznienia Fe(ll) i Fe(lll), poniewaz oznaczana jest catkowita ilos¢ Fe znajdujgcego sie w roztworze
pomiarowym.

W ¢wiczeniu zastosowane zostang dwa sposoby przygotowania probki. Ekstrakcja w nieutleniajgcym
srodowisku HCl umozliwia oznaczenie frakcji zelaza przechodzacej do roztworu w przyjetych
warunkach ekstrakcji. Roztwarzanie w uktadzie HNOs/H,0, powoduje bardziej zaawansowany
rozktad matrycy organicznej prébki i bedzie traktowane jako procedura odniesienia przy ocenie
wydajnosci ekstrakcji HCl. Wyniku po ekstrakcji HCl nie nalezy utozsamia¢ z selektywnym
oznaczeniem Fe(ll), poniewaz HCl moze rozpuszcza¢ rowniez zwigzki Fe(lll), a FAAS nie jest metoda
specjacyjna.



Poréwnanie wynikow uzyskanych po obu sposobach przygotowania prébki pozwala oceni¢, jaka
cze$¢ zelaza oznaczonego po roztwarzaniu zostata wyekstrahowana w warunkach zastosowanej
procedury HCl. W praktyce analitycznej kontrola zawartosci sktadnikéw mineralnych
w suplementach diety pozwala rowniez zweryfikowac zgodnos¢ rzeczywistej zawartosci pierwiastka
z wartoscig deklarowang przez producenta.

Tabela 1. Normy na zelazo dla wybranych grup populacji wedtug ,,Norm zywienia dla populacji Polski
-2024”7 [1]

. - . Srednie zapotrzebowanie Zalecane spozycie (RDA)
Grupa Wiek / stan fizjologiczny (EAR) [mg/dobe] [mg/dobe]
Chtopcy 10-12 lat 7 10
Chtopcy 13-18 lat 8 12
Dziewczeta 10-12 lat* 7/8 10/ 15
Dziewczeta 13-18 lat* 8 15
Mezczyzni >19 lat 6 10
Kobiety 19-50 lat 8 18
Kobiety 251 lat 6 10
Kobiety w cigzy niezaleznie od wieku 23 27
Kobiety karmigce piersig niezaleznie od wieku 7 10

* Pierwsza wartos¢ dotyczy dziewczqt przed wystgpieniem miesigczki, druga — po jej wystgpieniu. [1].
PROBKI

Przedmiot badan stanowig preparaty witaminowo-mineralne powszechnie dostepne w aptekach
i handlu detalicznym. W tabeli 2 zestawiono przyktadowe dane pozwalajace na identyfikacje
badanych preparatéw. Na podstawie etykiety rzeczywiscie analizowanego suplementu nalezy
zanotowaé nazwe preparatu, producenta, deklarowang zawartos¢ zelaza w jednej tabletce oraz
zalecang porcje dobowg. Dane te bedg wykorzystane do oceny zgodnos$ci wyniku oznaczenia
z deklaracjg producenta.

Tabela 2. Sktad analizowanych preparatéw witaminowo-mineralnych.

Preparat Zastosowanie /przeznaczenie Zawartosc zelaza Zalecana porcja
producent P w 1 tabletce [mg] dobowa
Cent Sil Lutei t Itiwitami
entrum Si ver@z uteing prepara, multiwi aml.nO\.Ny 35 1 tabletka
Wyeth dla os6b po 50 roku zycia
Duovit reparat dla dzieci powyzej
uovi prep o POWYz€] 10 1 tabletka
KRKA 10 roku zycia i dorostych
Falvit® M dla kobiet ciezarnych
. . L 26 1 tabletka
Jelfa i karmigcych piersia
Multisal®
y dla dorostych 9,0 ! tablet.ka .
Polfa S.A. 1-3 razy dziennie
Vigor® complete
55 Pharchia suplement diety dla dorostych 14 1 tabletka
Vita-miner luteina
! : utel dla dorostych 9,92 1 tabletka
Aflofarm
Vitaral®
! dla dorostych 6,15 1 tabletka
Jelfa




Wyznaczenie sredniej masy tabletki

Przed rozpoczeciem przygotowania prébek nalezy wyznaczy¢ sredniag mase tabletki badanego
preparatu. W tym celu zwazyé co najmniej 10 tabletek wybranych losowo z opakowania.
Na podstawie uzyskanych wynikdéw obliczy¢ Srednig arytmetyczng oraz odchylenie standardowe.

0Ogoblny schemat wykonania ¢wiczenia

1. Wyznaczy¢ srednig mase tabletki badanego suplementu.

2. Przygotowac co najmniej trzy réwnolegte probki badanego preparatu oraz odpowiednie
préby slepe dla obu sposobdéw przygotowania probki.

3. Przygotowac roztwér wzorcowy podstawowy i roztwory kalibracyjne zelaza.
Sporzadzi¢ krzywa kalibracyjng dla Fe metodg FAAS oraz sprawdzi¢ wptyw matrycy
kwasowej HCI.

5. Dobraé rozciericzenie probek tak, aby stezenie zelaza miescito sie w zakresie krzywej
kalibracyjnej.

6. Wykonaé oznaczenie zelaza metodg FAAS dla ekstraktéw HCl oraz roztworéw po
roztwarzaniu HNO3z/H-0,.

7. Obliczy¢ zawartos¢ zelaza w mg Fe/g i mg Fe/tabletke dla obu sposobdw przygotowania
probki.

8. Obliczy¢ wzgledng wydajnosc¢ ekstrakcji zelaza w HCl w odniesieniu do wyniku uzyskanego
po roztwarzaniu HNOs/H,0, i poréwnac wyniki z deklaracjg producenta.

Odczynniki - do przygotowania w czasie zajec:

1. Woda destylowana lub demineralizowana do przygotowania roztworéw i rozcienczen.

2. Stezony kwas solny HCl, cz.d.a. - do przygotowania roztworu HCl o stezeniu 6,0 mol/dm?3 oraz

do zakwaszania roztworéw wzorcowych kontrolnych odpowiadajgcych matrycy ekstraktéw HCI.

3. Stezony kwas azotowy(V) HNOs, cz.d.a. - do roztwarzania probek oraz przygotowania roztworow
wzorcowych.

4, Nadtlenek wodoru H,0,, roztwor 30%.

5. SAl zelaza dostepna na pracowni - do przygotowania roztworu wzorcowego podstawowego Fe.
Przed przygotowaniem roztworu wzorcowego nalezy sprawdzi¢, jaka sol zelaza jest dostepna
na pracowni, zanotowac jej wzér chemiczny i stopien uwodnienia oraz obliczy¢é mase odwazki
potrzebng do przygotowania roztworu wzorcowego podstawowego o stezeniu Fe 1000 mg/dm?3.
W obliczeniach nalezy uwzglednié udziat masowy Fe w stosowanej soli.

PRZYGOTOWANIE PROBEK DO OZNACZENIA

W ¢éwiczeniu zastosowane zostang dwa sposoby przygotowania probki suplementu do oznaczenia
zelaza: ekstrakcja w srodowisku HCl oraz roztwarzanie w HNOs/H,0,. Dla kazdego sposobu nalezy
przygotowac co najmniej trzy réwnolegte prébki oraz odpowiednig prdobe slepa. Wynik uzyskany
po roztwarzaniu HNOs/H,0, bedzie traktowany jako wartos¢ odniesienia do oceny wzglednej
wydajnosci ekstrakeji HCI.

Ekstrakcja zelaza w Srodowisku HCI

Do zlewki o pojemnosci 150-250 cm® odwazy¢ doktadnie okoto 0,5 g rozdrobnionego preparatu
i dodaé pod wyciggiem 10,0 cm? roztworu HCl o stezeniu 6,0 mol/dm3. Na podstawie stezenia oraz



gestosci dostepnego stezonego HCl nalezy wczesniej obliczy¢ objetos¢ potrzebng do przygotowania
roztworu HCl o stezeniu 6,0 mol/dm3.

Prébki wymieszaé i pozostawic¢ na 2—3 min do przereagowania. Nastepnie zlewki wraz z zawartoscia
przenies¢ do tazini piaskowej i, po przykryciu szkietkiem zegarkowym, ogrzewa¢ do zagotowania.
Od momentu zagotowania utrzymywac tagodne wrzenie przez 15 min. W przypadku wyraznego
ubytku objetosci spowodowanego parowaniem uzupetnia¢ niewielkimi porcjami wody
destylowanej.

Po uptywie 15 min proébki zdjgc z fazni piaskowej. Ciepte, ale nie gorgce roztwory przeniesc iloSciowo
do kolb miarowych o pojemnosci 50,0 cm3. Do przemywania zlewek uzy¢ matych ilosci gorgcej wody
destylowanej. Roztwory schtodzi¢ do temperatury pokojowej, uzupetni¢ woda destylowang do kreski
i doktadnie wymieszac. Jezeli w kolbach znajduje sie osad, oddzieli¢ go przez sgczenie na twardym,
suchym sgczku bezposrednio do czystych plastikowych pojemnikow.

UWAGA: Do sgczenia nalezy uzywaé suchego sgczka. W sprawozdaniu uzasadni¢, dlaczego
zwilzenie sgczka wodg mogtoby wptyngé na wynik oznaczenia.

Roztwarzanie probki w HNOs/H,0,

Do zlewki o pojemnosci okoto 150 cm?® odwazy¢ doktadnie okoto 0,5 g rozdrobnionego preparatu
i pod wyciggiem doda¢ 10,0 cm?® stezonego HNOs. Zlewke przykry¢ szkietkiem zegarkowym
i ogrzewac w fazni piaskowej przez okoto 1 h, unikajac odparowania prébki do sucha.

Jezeli po tym czasie roztwér pozostaje barwny, przerwaé ogrzewanie i pozostawi¢ probke
do czesciowego ochtodzenia. Nastepnie ostroznie, pod wyciggiem, doda¢ matymi porcjami okoto
5 ¢cm3 roztworu H,0; o stezeniu 30%. Po ustaniu intensywnej reakcji ponownie ogrzewa¢ probke
do uzyskania bezbarwnego lub wyraznie rozjasnionego roztworu. W razie potrzeby mozna dodawac
kolejne niewielkie porcje H,0,, kazdorazowo po cze$ciowym ochtodzeniu probki.

Roztwory schtodzi¢ do temperatury pokojowej, przenies¢ ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci
50,0 cm?® i uzupetni¢ wodg destylowang do kreski. Jezeli w kolbach znajduje sie osad, oddzieli¢
g0 przez sgczenie na twardym sgczku.

Przed pomiarem roztwory probek rozciericzyé tak, aby stezenie Fe miescito sie w zakresie stosowanej
krzywej kalibracyjnej, tj. 1-5 mg/dm3. Podczas przygotowywania roztworéw do pomiaru nalezy
zachowad wtasciwe srodowisko kwasowe prébek oraz kontrolowaé wptyw réznic matrycy kwasowej
zgodnie z procedurg opisang w czesci dotyczacej kalibracji.

WYZNACZENIE ZAWARTOSCI ZELAZA W BADANEJ PROBCE

1. Przygotowanie roztworow wzorcowych i kalibracja

Przed przygotowaniem roztwordw wzorcowych nalezy metodg wagowg sprawdzié¢ rzeczywistg
objetos¢ kilku losowo wybranych kolb miarowych i pipet z zestawu uzywanego podczas ¢wiczenia.
Z dostepnej na pracowni soli zelaza przygotowacé roztwdr wzorcowy podstawowy o stezeniu Fe
1000 mg/dm3. Przed wykonaniem odwazki sprawdzié¢ wzér chemiczny i stopief uwodnienia soli oraz
obliczy¢ mase potrzebng do przygotowania wybranej objetosci roztworu.

Do kolby miarowej wprowadzié obliczong i doktadnie odwazong ilo$¢é soli, doda¢ niewielky ilo$¢é wody
oraz odpowiednig ilo$¢ HNOs, tak aby koncowe stezenie kwasu w roztworze wzorcowym byto zgodne
z warunkami przyjetymi na pracowni (okoto 4-5 % (v/v)). Uzupetni¢ woda destylowang do kreski
i doktadnie wymieszac.



Z roztworu podstawowego przygotowaé, w razie potrzeby poprzez roztwdr posredni (np. 50 lub
100 mg/dm?3 Fe), co najmniej pie¢ roztwordw kalibracyjnych w zakresie stezeri: 1-5 mg/dm3 Fe.
Roztwory kalibracyjne powinny byé zakwaszone HNOs; w sposéb zapewniajgcy porownywalng
matryce kwasowa.

Dodatkowo przygotowaé co najmniej dwa roztwory kontrolne Fe o stezeniach mieszczacych sie
w zakresie kalibracji, zakwaszone HCl w stopniu zblizonym do matrycy ekstraktéw HCI. Na podstawie
ich wynikéw oceni¢ wptyw réznicy matrycy kwasowej HCI/HNO; na odpowiedZ aparatu. Za wynik
akceptowalny przyja¢ zgodnos¢ wyniku z wartoscig nominalng mieszczacy sie w zakresie 85-115%
wartos$ci nominalnej. Jezeli co najmniej jeden z roztwordw kontrolnych nie spetnia tego kryterium,
oznaczenia ekstraktéw HCl nalezy wykonac z zastosowaniem kalibracji przygotowanej w srodowisku
HCI.

W warunkach pomiarowych stosowanych w tym ¢wiczeniu zakres roboczy roztwordw kalibracyjnych
Fe wynosi 1-5 mg/dm?3

2. Biezgca kontrola jakosci oznaczenia

Dla kazdego wariantu przygotowania probki nalezy wykonac prébe slepa obejmujacg wszystkie
odczynniki i etapy procedury, z pominieciem badanego preparatu. Wartos¢ sygnatu préby Slepej
nalezy uwzglednic¢ podczas opracowania wynikéw.

Oznaczenie nalezy wykonac dla co najmniej trzech réwnolegle przygotowanych prébek.

3. Oznaczenie zelaza

Zasada oznaczenia metodg FAAS

W ptomieniowej atomowej spektrometrii absorpcyjnej oznaczany pierwiastek zostaje przeksztatcony
w wolne atomy w ptomieniu. Atomy zelaza absorbujg promieniowanie o charakterystycznej dtugosci
fali, a absorbancja w okreslonym zakresie stezen jest zalezna od stezenia zelaza w roztworze.
Zaleznos$¢ te wyznacza sie doswiadczalnie na podstawie roztwordw kalibracyjnych.

Na podstawie deklarowanej przez producenta zawartosci zelaza oraz zakresu krzywej kalibracyjnej
zaproponowac¢ odpowiednie rozcienczenie kazdej probki. Koricowe stezenie Fe w roztworze
przeznaczonym do pomiaru powinno miesci¢ sie w zakresie 1-5 mg/dm3. Wszystkie zastosowane
wspotczynniki rozciericzenia nalezy zapisa¢ i uwzgledni¢ w obliczeniach koncowych.

Podczas rozcieficzania zachowa¢ wfasciwe srodowisko kwasowe: HCI dla prébek po ekstrakcji HCI
oraz HNOs dla prébek po roztwarzaniu HNOs/H,0,. Oznaczenia zawartosci zelaza wykonaé¢ metodg
FAAS z atomizacjg w ptomieniu.

Z rownania krzywej kalibracyjnej, wyznaczonej na podstawie zaleznosci absorbancji od stezenia Fe,
obliczy¢ stezenie Fe w mierzonych roztworach. Nastepnie, z uwzglednieniem masy odwazki,
objetosci roztworu po przygotowaniu probki, wszystkich zastosowanych rozcieficzen oraz wyniku
proby slepej, obliczyé zawarto$¢ zelaza w mg Fe/g preparatu oraz mg Fe/tabletke osobno dla
ekstrakcji HCl i roztwarzania HNO3/H,0..

4. Ocena wzglednej wydajnosci ekstrakcji Zzelaza

Wynik uzyskany po roztwarzaniu prébki w HNOs/H,0, przyja¢ jako warto$¢ odniesienia
odpowiadajgcy zawartosci Fe oznaczonej po bardziej catkowitym rozktadzie matrycy prébki. Nie
nalezy traktowac jej jako wartosci prawdziwej w sensie metrologicznym bez dodatkowego
potwierdzenia kompletnosci roztwarzania.



Wzgledng wydajnos¢ ekstrakeji zelaza w HCl obliczy¢ ze wzoru:

E-= <ﬂ> .100%
Feyno, H,0,

Feyc; - Srednia zawartosc¢ zelaza oznaczona po ekstrakeji prébki w HCI [mg Fe/g lub mg

Fe/tabletke],

Feyno, n,0, - Srednia zawarto$¢ zelaza oznaczona po roztwarzaniu probki w HNOs/H,0,, wyrazona

w tych samych jednostkach.

Na podstawie uzyskanej wartosci ocenié, jaka czes¢ zelaza oznaczonego po roztwarzaniu zostatfa
wyekstrahowana w warunkach zastosowanej procedury HCl. Wynik przekraczajacy 100% powinien
sktoni¢ do analizy mozliwych przyczyn, m.in. wptywu matrycy, réznic kalibracji, btedéw rozcienczen
lub niepewnosci wynikéw.

SPRAWOZDANIE
Sprawozdanie powinno zawierac:

1. kroétki opis celu éwiczenia i zasady oznaczenia zelaza metodg FAAS;

2. wyniki wyznaczenia $redniej masy tabletki;

3. opis obu sposobdw przygotowania prébek oraz przygotowania préb Slepych;

4. obliczenia zwigzane z przygotowaniem roztworu wzorcowego podstawowego i roztworow
kalibracyjnych;

5. krzywa kalibracyjng wraz z réwnaniem prostej i wartoscig R?;

6. schemat wszystkich rozcieficzen prébek;

7. obliczenia zawartosci Fe w mg/g i mg/tabletke osobno dla prébek po ekstrakcji HCl i po
roztwarzaniu HNOz/H,0;;

8. srednie wartosci wynikow i odchylenia standardowe dla obu sposobdw przygotowania prébki;
9. obliczong wzgledng wydajnosé ekstrakcji Fe w HCl w odniesieniu do wyniku po roztwarzaniu
HNO3/H,0;

10. poréwnanie uzyskanych wynikéw z zawartoscig deklarowang przez producenta oraz ocene
wptywu sposobu przygotowania prébki na wynik oznaczenia;

11. wnioski, w tym ocene jakosci uzyskanych wynikdw i znaczenia zastosowanych dziatan
kontrolnych.

ZAKRES ZAGADNIEN OBOWIAZUJACYCH DO CWICZENIA

1. Rola zelaza w organizmie i znaczenie jego prawidtowej podazy.

2. Suplementy diety jako zrédto sktadnikdw mineralnych.

3. Podstawy atomowej spektrometrii absorpcyjne;j.

4. Atomizacja w ptomieniu i zasada pomiaru absorbancji atomowe;j.

5. Krzywa kalibracyjna i zakres liniowosci.

6. Przygotowanie prébek statych do analizy instrumentalne;.

7. Ekstrakcja i roztwarzanie jako sposoby przygotowania probki — rdznice, cel i wptyw na wynik
analizy.



8. Znaczenie Srodowiska HCl i HNOs/H,0, w przygotowaniu prébek; ograniczenia interpretacji
wyniku po ekstrakcji HCl jako zawartosci Fe(ll) oraz wyniku po roztwarzaniu jako zawartosci Fe
ogotem.

9. Préba slepa i jej znaczenie w kontroli jakosci oznaczenia.

10. Wptyw matrycy i zakwaszenia na oznaczenie metodg FAAS.

11. Rozcienczenia i przeliczanie stezenia Fe na mg/g i mg/tabletke.

12. Srednia arytmetyczna, odchylenie standardowe, wzgledna wydajnos¢ ekstrakcji i ocena
zgodnosci wyniku z deklaracjg producenta.
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