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Cwiczenie 2: Analiza suplementow diety - oznaczanie zelaza

W organizmie ludzkim znajduje si¢ 3,5 - 4,5 g zelaza. Rola zelaza w organizmie jest prawie

wylacznie zwigzana z procesami oddychania komdrkowego. Jest ono sktadnikiem wielu waznych
biatek, np. hemoglobiny czy mioglobiny, wystepuje réwniez w centrach aktywnych licznych
enzymow takich jak: katalaza, peroksydazy oraz cytochromy. Zelazo jest niezbedne dla organizmu
jako sktadnik krwiotwoérczy oraz do transportu i magazynowania tlenu. Zapotrzebowanie na zelazo
jest zmienne 1 zalezy miedzy innymi od wieku, ptci i stanu organizmu. Norma dobowego spozycia
waha si¢ w dos¢ duzych granicach. U oso6b dorostych: od 10 mg/dob¢ u mezczyzn, do 20 mg
u kobiet, z zastrzezeniem ze w okresie cigzy i karmienia powinno to by¢ ok. 30 mg/dobg. Niedobor
spotyka si¢ w stanach zwigkszonego zapotrzebowania, zaburzen wchtaniania lub zwigkszonej utraty
zelaza. W takim przypadku moze wystapi¢ niedokrwisto§¢. W przypadku potwierdzonego
niedoboru zelaza nalezy wprowadzi¢ suplementacj¢ preparatami zelaza.
Nadmierne spozycie zelaza moze prowadzi¢ do zmniejszenia wchlaniania innych sktadnikéw
mineralnych (cynku, miedzi), zwigkszenia ryzyka wystgpienia infekcji, nadmiernego gromadzenia
zelaza w tkankach i ich uszkodzenie oraz zwigkszenia wystgpienia choréb nowotworowych. Sole
zelaza(II1-VT) sg nieszkodliwe, poniewaz si¢ nie wchianiajg. [1]

Swiatowa Organizacja Zdrowia — WHO, oraz Instytut Zywnosci i Zywienia — 1ZZ
sg organizacjami majacymi na celu ochron¢ zdrowia, zwalczanie epidemii, jak i ustaja normy
dotyczace sktadu lekarstw i jakosci produktow spozywczych. 1ZZ jest polskim odpowiednikiem
WHO. Obie te instytucje Scisle ze soba wspotpracuja, wraz z Komisja Europejska 1 Organizacja
do Spraw Wyzywienia i Rolnictwa — FAO. Na postawie wieloletnich badan i obserwacji ustalono
normy dotyczace dawek pierwiastkow, potrzebnych do prawidlowego funkcjonowania ludzkiego
organizmu, jak i dawek pierwiastkoOw toksycznych, mutagennych czy $Smiertelnych. Dane zwigzane
z zapotrzebowaniem na zelazo zostaty zebrane w Tabelach 1 i 2, zamieszczonych ponize;.

Tabela 1. Zapotrzebowanie na Zelazo - dane WHO i I1ZZ.

Zalecane racje Najwyiszy . S yoi
L tolerowany poziom | Dzienne spoZycie | Dawka toksyczna
wywieniowe spoZycia UL [mg/dzien] [mg]
RDA [mg/dzien] [mg/dzien]
Kobi 8- 27 40 - 45
obiety 8,1-227 nie oznaczona
Mezczyini 8-11 40

Tabela 2. Zalecane dzienne dawki spozycia zelaza dla poszczegélnych grup wiekowych
z uwzglednieniem pfci [2].

Grupa wiekowa Zalecana dzienna dawka Zelaza
[ma]
Mezczyzni w wieku:
11-18 lat 18
powyzej 19 lat 10
Kobiety w wieku:
11 - 50 lat 18
powyzej 51 lat 10
w czasie cigzy i podczas laktacji 18




Suplementy diety, to, zgodnie z ustawg o warunkach zdrowotnych zywnosci i zywienia [3],
srodki spozywcze, ktore maja na celu uzupelnienie normalnej diety. Powinny by¢
skoncentrowanym zrédtem witamin, sktadnikow mineralnych lub innych substancji wykazujacych
efekt odzywczy lub inny fizjologiczny. Wprowadzane sg do obrotu w opakowaniach
umozliwiajgcych tatwe dawkowanie, w postaci np. kapsulek, tabletek, drazetek, saszetek
z proszkiem, amputek z ptynem itp., ktdre przeznaczone sa do spozywania W jak najmniejszych,
odmierzonych ilosciach [4, 5]. Suplementy diety, jako $rodki spozywcze, powinny charakteryzowac
si¢ odpowiednimi cechami zarowno pod wzgledem jakosci sensorycznej i wartosci odzywczej,
a takze bezpieczenstwa dla zdrowia konsumenta. Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia
o sktadzie i oznakowaniu suplementow diety preparaty te powinny w swoim skladzie zawierac
witaminy 1 sktadniki mineralne, ktore wystepuja naturalnie w zywnosci i sg spozywane jako jej
czes$¢ [6]. Rozporzadzenie Ministra Zdrowia w sprawie skladu oraz oznakowania suplementéw
diety z dnia 9 pazdziernika 2007 roku (Dz. U. z dnia 24 pazdziernika 2007 r.) [7] zawiera, miedzy
innymi, wykaz witamin i sktadnikow mineralnych oraz ich formy chemiczne, ktére moga by¢
stosowane w produkcji suplementow diety. W przypadku zelaza moga to by¢, jedynie: weglan
zelazawy, cytrynian zelazawy, cytrynian amonowo-zelazowy, glukonian zelazawy, fumaran
zelazawy, dwufosforan sodowo-zelazowy, mleczan zelazawy, siarczan zelazawy, dwufosforan
zelazowy (pirofosforan zelazowy), cukrzan zelazowy, zelazo elementarne (karbonyl + zelazo
elektrolityczne + zredukowany wodor) oraz dwuglicynian Zelaza. Rozporzadzenie to precyzuje
réwniez zalecang ilo$¢ zelaza jako 800 mg na dzien.

PROBKI

Przedmiot badan stanowig preparaty witaminowo-mineralne dla dorostych powszechnie
dostepne w aptekach i supermarketach. W tabeli numer 3, zamieszczonej ponizej, zestawiono dane
pozwalajace na identyfikacj¢ badanego preparatu i weryfikacje danych pomiarowych, tj. nazwe
preparatu, jego przeznaczenie, zawarto$¢ zelaza w jednej tabletce preparatu, zalecang dobowg
dawke preparatu oraz nazwe producenta.

Tabela 3. Sktad analizowanych preparatow witaminowo-mineralnych.

Zawartosé
Preparat Zastosowanie Zelaza w 1 | Zalecana dawka
producent /przeznaczenie tabletce dobowa
[ma]
Centrum Silver z Luteing | preparat multiwitaminowy dla
Wyeth® 0s6b po 50 roku zycia 3,5 1 tabletka
Duovit preparat dla dzieci powyzej
KRKA 10 roku zycia i dorostych 10 1 tabletka
- ® . . .
Falvit® M d}a kob}et 01qzamth 26 1 tabletka
Jelfa i karmigcych piersia
Multisal® 1 tabletka
Polfa S.A. dla dorostych 9,0 1-3 razy dziennie
Vigor® complete .
US Pharmacia suplement diety dla dorostych 14 1 tabletka
Vita-miner luteina dla dorostych 9,92 1 tabletka
Aflofarm
i ®
vitaral dla dorostych 6,15 1 tabletka
Jelfa




UWAGA:

Przed przystapieniem do wykonania ¢wiczenia powinna zostaé wyznaczona §rednia masa
tabletek preparatu wybranego przez grupe wspolpracujacych studentéw. Sredniag mase tabletek
analizowanego preparatu wyznacza si¢ jako Srednig arytmetyczng (i odchylenie standardowe)
z wynikdOw pomiar6w masy co najmniej réznych 10 tabletek wybranych losowo z kazdego
opakowania kazdej z serii analizowanych preparatow multiwitaminowych.

Odczynniki - do przygotowania w czasie zajec:

(A) Roztwor podstawowy wzorca Fe zakwaszony HNOs: roztwor przygotowany z azotanu
zelaza(lll) o stezeniu Fe wynoszacym 1000 ppm, zakwaszony kwasem azotowym (stezenie HNO3
w roztworze powinno wynosi¢ ok 4-5%).

(B) Roztwor podstawowy wzorca Fe zakwaszony HCI: roztwor przygotowany z azotanu zelaza(lll)
o stezeniu Fe wynoszacym 1000 ppm, zakwaszony kwasem azotowym (st¢zenie HCI w roztworze
powinno wynosi¢ ok 4-5%).

EKSTRAKCJA ZELAZA

Nalezy przygotowaé¢ minimum trzy rownolegle probki analizowanego materiatu oraz tzw.
slepa probe.

Do zlewki o pojemnosci 150 - 250 cm® (w zaleznoéci od dostepnosci) odwazyé doktadnie

okoto 0,5 g rozdrobnionego preparatu i dodaé (pod wyciagiem) 10 cm® 6M kwasu solnego HCI
(uwaga: prosze sprawdzi¢ jakie stgzenie molowe ma 35-37 % kwas solny, dostgpny na pracowni,
a nastgpnie przygotowac¢ 6M roztwor kwasu solnego).
Probki wymiesza¢ i pozostawi¢ na 2-3 minuty do przereagowania. Nastepnie zlewki wraz
z zawarto$cig przenies¢ do tazni piaskowej i, przykryte szkietkiem zegarkowym, ogrzewaé
do zagotowania. W tym stanie roztwory utrzymywac przez 15 minut. W razie odparowania probek
dodawa¢ wode¢ destylowang. Po uptywie 15 minut od momentu zagotowania si¢ roztwordw probki
zdja¢ z tazni piaskowej (ogrzewanie wylaczyc¢). Ciepte (ale nie gorgce) roztwory przeniesé
ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 50,0 cm®. Do przemywania zlewek uzyé matych ilosci
gorgcej wody destylowanej. Roztwory schtodzi¢ do temperatury pokojowej i uzupetni¢ kolby woda
destylowang do kreski. Znajdujacy si¢ w kolbach osad oddzieli¢ od roztworu przez sgczenie
na twardym saczku (roztwory nalezy przesaczaé przez suchy saczek - dlaczego? — bezposrednio do
plastikowych pojemnikéw o pojemnosci 30 cm®).

ROZTWARZANIE

Nalezy przygotowa¢ minimum trzy rownolegte probki analizowanego materiatu oraz tzw.
slepa probe.

W zlewce o pojemnosci 150 cm® umiesci¢ ok. 0,5 g (doktadnie odwazone) probki preparatu,
doda¢ 10 cm?® stezonego kwasu azotowego (V) HNOs. Zlewki z zawartoscig ogrzewaé w lazni
piaskowej przez ok. 1 godzing, jezeli roztwor po zakonczeniu roztwarzania jest barwny dodac¢ ok. 5
cm?® 30 % nadtlenku wodoru i ogrzewaé ponownie do uzyskania bezbarwnego roztworu probki (w
razie potrzeby dodawac nastepne porcje wody utlenionej). Roztwory o temperaturze pokojowej
przenie$¢ ilosciowo do kolb miarowych o pojemnosci 50,0 cm® i uzupetni¢ woda destylowana do
kreski. Jezeli w kolbach znajduje si¢ osad, nalezy go oddzieli¢ od roztworu przez saczenic na
twardym saczku.



Przed wykonaniem pomiaréw roztwory probek nalezy rozcienczy¢ tak, by stezenie zelaza
w roztworach miescito si¢ w zakresie prostoliniowosci krzywej wzorcowej — czyli od 1 do 5 ppm.
Stezenie kwasu solnego w probkach rozcienczonych powinno by¢ takie samo jak w prébkach
wyjsciowych (podczas rozcienczania probek nalezy doda¢ odpowiednig ilo$¢ stezonego HCI).

WYZNACZENIE ZAWARTOSCI ZELAZA W BADANEJ PROBCE

1. Przygotowanie roztworow wzorcowych

Przed przystapieniem do przygotowania roztworéw wzorcowych nalezy sprawdzi¢ (metoda
wazenia) pojemnos¢ kilku, losowo wybranych catego zestawu, kolb miarowych i pipet.

Majac do dyspozycji azotan zelaza(lll) przygotowaé podstawowy roztwér wzorca
o stezeniu zelaza rownym 1000 ppm.

W tym celu do kolby miarowej o pojemnosci 250,0 cm® (lub mniejszej) wprowadzié
odpowiednig ilo$¢ soli (weze$niej obliczona i dokladnie odwazona). Nastepnie dodaé ok. 25 cm?®
wody i potrzebng ilo$¢ stezonego kwasu azotowego — tak by stezenie koncowe wynosito 4-5%.
Wymiesza¢ ruchem okreznym zawarto$¢ kolby. Uzupeli¢ kolbe woda destylowang do Kkreski
1 doktadnie wymieszac.

Postugujac si¢ jednomiarowymi pipetami o pojemnosci 1, 2, 5, 10 i 20 cm? oraz kolbkami
o pojemnosci 50,00 cm® przygotowaé roztwory wzorcowe zelaza do sporzadzenia Krzywej
wzorowej (czyli do wyznaczenia zaleznosci pomiedzy stezenia zelaza w roztworze a mierzong
absorbancja) rozcienczajac odpowiednio roztwor podstawowy wzorca Fe (roztwor o stezeniu zelaza
wynoszacym 1000 ppm). Jezeli to bgdzie konieczne prosz¢ wczesniej sporzadzi¢ roztwor wzorca
o stezeniu posrednim pomig¢dzy stezeniem wzorca podstawowego a stezeniami roztworow
do krzywej kalibracji — np.: 50 czy 100 ppm.

UWAGA: zakres prostoliniowosci krzywej wzorcowej dla zelaza w przypadku pomiarow
dokonywanych przy zastosowaniu atomowej spektrometrii absorpcyjnej wynosi: 1-5 ppm.

Roztwory wzorcowe stuzace do przygotowania krzywej kalibracji powinny by¢ zakwaszone
kwasem azotowym. W przypadku tego ¢wiczenia nalezy rowniez sporzadzi¢ dwa roztwory wzorca
o stezeniach z zakresu prostoliniowo$ci krzywej wzorcowej zakwaszone kwasem solnym —
o stezeniu HCI zblizonym do stezenia tego kwasu w probkach.

2. Oznaczenie Zelaza

UWAGA: znajac deklarowang przez producenta zawarto$¢ zelaza w analizowanym suplemencie
i zakres pomiarowy prostoliniowego odcinka krzywej wzorcowej prosze zaproponowaé sposob
rozcienczenia probki umozliwiajacy pomiar oznaczanego pierwiastka — tj. rozcienczenie roztwordw
probek do stezenia mieszczacego si¢ w zakresie prostoliniowosci krzywej wzorcowe;.
Rozcienczajac probki nalezy pamigta¢ o zakwaszeniu roztworéw kwasem solnym.

Oznaczenia zawarto$ci zelaza wykona¢ z zastosowaniem atomowej spektrometrii
absorpcyjnej z atomizacjg w ptomieniu.

Z rownania Krzywej wyznaczonego na podstawie zaleznosci mierzonych absorbancji
wczesniej przygotowanych roztworow wzorcowych od stezenia zelaza wyznaczy¢ wartoS¢ stezenia
jonéw zelaza w badanej probcee. Obliczy¢ zawarto$¢ zelaza w preparacie w mg/g oraz odchylenie
standardowe przeprowadzonego oznaczenia.

Obliczy¢ zawarto$¢ zelaza(ll) w analizowanym preparacie witaminowo-mineralnym
(w przeliczeniu na $rednig masg tabletki).



SPRAWOZDANIE

Sprawozdanie moze zawiera¢ bardzo krotki opis zastosowanej procedury i stosowanych
metod pomiarowych, natomiast powinno zawiera¢ doktadny opis przygotowania probek suplementu
diety do pomiaru, opis przygotowania roztworé6w wzorcOw, oraz wyniki obliczen zawartoScCi
zelaza(ll) w tym preparacie. Prosz¢ poréwnac¢ wyznaczong zawarto$¢ z danymi podawanymi przez
producentéw preparatow na opakowaniu suplementu oraz z dobowym zapotrzebowaniem 0soOb
dorostych na zelazo.

UWAGA:
Bardzo prosze w obliczeniach uwzgledni¢ dane dotyczace $lepych prob, a koncowe wyniki
podac jako $rednie arytmetyczne obliczone z danych dla wszystkich przygotowanych prob.
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