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Zelazo jest jednym z podstawowych skladnikéow
niezbednych do regulowania proceséw biochemicznych w organizmach ludzi, zwierzat

i roslin. Wchodzi w sklad wielu hemoprotein, takich jak hemoglobina, mioglobina
i cytochromy. Zelazo dostarczane jest w diecie, a jego wchlanianie jako zelaza
dwu-wartosciowego jest scisle kontrolowane na poziomie blony sluzowej jelita [5].

Zelazo wystepuje w kilku postaciach, jako:
a) Zelazo hemoglobiny (stanowiac ok. 60%-70% catej zawartosci w organizmie),

b) Zelazo zapasowe, ktére zmagazynowane jest w postaci ferrytyny lub hemosyderyny w réznych
narzadach (20%-25%),

c) Zelazo mioglobiny (4%),
d) Zelazo innych chromoprotein jak: cytochromy, peroksydaza, katalaza (0,2%),
e) Zelazo osocza w formie transportowej (0,1% catosci) [1].

Zawarto$¢ zelaza w surowicy szacowana jest na 80-130 png/100 ml, a w pelnej krwi na ok. 50 mg/100
ml. W niedokrwistosci, w chorobie trzewnej, po krwotokach, w zaburzeniach wchtaniania, chorobach
infekcyjnych i nowotworach obserwuje sie zmniejszone stezenie zelaza. Z kolei podwyzszone
stezenie zelaza obserwowane jest przy zapaleniu watroby, a czasami takze w anemii ztosliwej
i hemolitycznej. Male ilosci zelaza wydalane sa z moczem oraz wskutek ztuszczenia komoérek
nabtonkowych (ok. 1-1,5 mg na dobe). Na wchtlanianie zela maja wplyw rézne czynniki m.in.
kwasowos¢ soku zotadkowego oraz stan zapasow zelaza w ustroju. Przy niedoborze zelaza
wchtaniane sa o wiele wieksze jego ilosci niz normalnie [5].

Zelazo jest réwniez pospolicie wystepujacym sktadnikiem skorupy ziemskiej (stanowi ok. 5,08%).
Pierwiastek ten spotykany jest w postaci mineratlow tlenkowych, siarczkowych, a takze jako
izomorficzna domieszka krzemianow. Zwiazek ten wykorzystywany jest w przemysle, gdzie jego
najcenniejszymi rudami sa magnetyt (Fe, O,), hematyt (Fe,0,), limonit (2Fe,0,- 3H,0), syderyt
(FeCO,) i piryt (FeS,) [4]. Pierwiastek ten jest bardzo ruchliwy (w warunkach niesprzyjajacych
szybko migruje w gtab profilu glebowego), powodujac tym samym obnizenie ilosci form tatwo
przyswajalnych dla roslin [4]. Zelazo wystepuje réwniez we wszystkich wodach ladowych i morskich
(stopien utlenienia +2 lub +3). Zwiazki Fe?* naleza do tatwo rozpuszczalnych w wodzie o pH< 7.
W wodach powierzchniowych ulegaja szybko utlenieniu i wytracaja sie w postaci réznych tlenkow.
Zwiazki zelaza wystepujace na III- stopniu utlenienia w fazie rozpuszczonej utrzymuja sie w postaci
potaczen kompleksowych, z kolei tlenki zelaza w stanie koloidalnym odgrywaja wazna role
w procesach sorpcji i koagulacji innych substancji koloidalnych oraz jondéw. Koloidalna zawiesina
tlenkéw zelaza w wodzie katalizuje procesy utleniania. Zaleznos¢ ta wykorzystywana jest



w procesach oczyszczania $ciekéw [4].

Oznaczanie zelaza w probkach

Do oznaczania mikrogramowych ilosci zelaza wykorzystywane sa metody kolorymetryczne,
w ktorych wykorzystywane sa barwne reakcje jakie daja jony Fe** oraz jony Fe®* z niektérymi
odczynnikami. Zazwyczaj w reakcjach wykorzystywane sa zwiazki organiczne, ktére daja barwne
kompleksy z zelazem. Wsrod nich najczesciej wymienia sie : aa’- dipirydyl, o-fenantrolin, kwas
sulfosalicylowy czy tiocyjanian amonu lub potasu czy dwupirydyl [1], [2]. Dwupirydyl odznacza sie
wysoka czuloscia i selektywnoscia, a dodatkowo pozwala na oznaczanie catkowitej zawartosci zelaza
po redukcji Fe** do Fe®*. Powstate w srodowisku kwasnym, obojetnym lub alkalicznym czerwono
zabarwione kompleksowe polaczenia jondéw zelazawych z dwupirydylem podlegaja prawu
Lamberta-Beera (w szerokich granicach stezen), a dodatkowo potaczenia te sg trwate nawet w cigagu
kilku miesiecy [2].

W trakcie oznaczania stezenia zelaza nalezy pamietaé, ze wykorzystywana w badaniach surowica nie
powinna wykazywa¢ nawet sladu hemolizy, a w trakcie ozbaczenia nalezy szczegdlnie przestrzegac
czystosci odczynnikow, wody oraz szkla. Przygotowywane szklo powinno byc umyte w mieszaninie
chromowej (lum mieszaninie kwasu siarkowego z kwasem azotowym). Woda wykorzystywana
w oznaczeniu musi by¢ podwdjnie destylowana) [1].

Oznaczanie Fe(III) metoda rodankowa z wykorzystaniem spektrofotometrii

Jony rodankowe (tiocyjanianowe) w w lekko kwasnym S$rodowisku moga reagowac¢ z Fe(III),
w wyniku czego powstaja czerwono zabarwione kompleksy zelazowo-rodankowe. Maksimum
absorpcji tych kompleksdéw przypada przy A=480 nm. W wyniku stopniowej reakcji tzw.
kompleksowania w roztworze moga powsta¢ kompleksy Fe(SCN)**, Fe(SCN)2* itd., az do powstania
Fe(SCN)6*. To, ktére kompleksy przewazaja w roztworze zalezne jest w duzej mierze od stezenia
reagentdw oraz pH srodowiska [3].

Za pomoca metody rodankowej mozna oznacza¢ zaréwno zawartos¢ jonow Fe(III) w roztworze, jak
i catkowita zawartos¢ zelaza. Mozliwe jest to po wczesniejszym utlenieniu Fe(II). W trakcie
oznaczenia pojawiaja sie zwiazki przeszkadzajace (aniony tworzace z Fe(IIl) trwate kompleksy) takie
jak: fluorki, fosforany, cytryniany, szczawiany, a takze jony metali tworzacych w warunkach reakcji
barwne kompleksy (Co, Mo, Bi, Ti)[3].

Przygotowanie roztworéw wzorcowych do oznaczenia:

a) roboczy roztwdér wzorcowy soli Fe**: roztwor o stezeniu 10 pg Fe®** /mL sporzadzony przez
100-krotne rozcienczenie roztworu podstawowego zelaza(IIl) o stezeniu 1mg Fe** /mL 0,1%-wym
roztworem HCI.

b) roztwdr roboczy: nalezy przygotowa¢ w kolbie o pojemnosci 100 mL po wczesniejszym jej
przeptukaniu 0,1% roztworem kwasu solnego (HCI).

c) przygotowanie serii roztworéw wzorcowych (do przygotowania krzywej kalibracyjnej): 6 kolbek
miarowych o pojemnosci 50 mL nalezy przeptuka¢ za pomoca 0,1M roztworu HCI. Nastepnie do
kazdej z nich nalezy odpipetowa¢ odpowiednie objetosci roboczego roztworu wzorcowego o stezeniu
10 p g/mL: 0 (Slepa préba), 2,00; 4,00; 6,00; 8,00 i 10,00 mL. Do kolbek doda¢ 5 mL 20% roztworu
tiocyjanianu potasu, po czym uzupeini¢ do kreski 0,1 M roztworem HCIl. Roztwory doktadnie
wymieszaé, a dalej kolejno przela¢ do kuwety i zmierzy¢ ich absorbancje przy dtugosci fali réwnej



A=480 nm (stosujac jako odnosnik roztwor Slepej préby). Na podstawie otrzymanych wynikow
wykresli¢ wykres krzywej kalibracyjnej [3].

Wykonanie oznaczenia:

Badany roztwor nalezy przenies¢ ilosciowo do skalibrowanej kolby miarowej o pojemnosci 100 ml.
Prébke dopetni¢ woda destylowana do kreski, catos¢ doktadnie wymieszaé, po czym z otrzymanego
roztworu pobrac trzy 25-ml porcje (do kolbek miarowych o poj. 50 ml). Nastepnie do kazdej kolbki
doda¢ 5 ml 20% roztworu tiocyjanianu potasu, a calo$¢ uzupelni¢ do kreski za pomoca 0,1 M
roztworu kwasu solnego (HCI).

Wszystkie przygotowane w powyzszy sposob roztwory nalezy doktadnie wymieszac, a dalej przelac
kolejno do kuwety spektrofotometrycznej. Zmierzyé¢ absorbancje prébek przy diugosci fali réwnej
A= 480 nm stosujac jako odnosnik roztwdr slepej préby. Na podstawie otrzymanych wynikéw
odczytac stezenie zelaza (III) w barwnym roztworze z krzywej kalibracyjnej i obliczy¢ oznaczana
ilos¢ zelaza (wartos¢ w mg) korzystajac z ponizszego wzoru:

X= ¢ -v/1000 [mg]
gdzie:
c - stezenie zelaza odczytane z krzywej kalibracyjnej (ng/ml),

Vv - objetos¢ badanego roztworu zelaza (w powyzszym przyktadzie = 50 ml) [3].

Oznaczanie zelaza w materiale roslinnym (wg Krauze A., Domska D., 1969)

1) Nalezy odwazy¢ okoto 1-2 g suchej, zmielonej probki roslinnej i po zwegleniu na tazni piaskowej
spala sie przez 3-4 godz w piecu w temperaturze ok. 450-500°C. W celu przyspieszenia spalania do
ostudzonego popiotu zwilzonego woda destylowana dodaje sie 0,5-1 ml wody utlenionej (ok. 33%)
i po odparowaniu na tazni wodnej spala sie jeszcze przez 1 godzine.

2) W przypadku uzyskania ciemnej barwy popiotu do prébki nalezy doda¢ 0,5-1 ml kwasu
nadchlorowego, po czym probke spala¢ na tazni piaskowej do odparowania kwasu i uzyskania
szarobiatej (stoma) lub biatej (ziarno) barwy popiotu.

3) Otrzymany, ostudzony popidt zwilzy¢ 2 ml wody destylowanej i doda¢ 5 ml kwasu solnego
wczesniej rozcienczonego woda w stosunku 1 : 1. Probke przykry¢ szkietkiem zegarkowym, a dalej
podgrzac¢ do wrzenia i rozpuszczenia. Po ostudzeniu do probki doda¢ 5 ml 25% kwasu siarkowego,
a dalej odparowa¢ do momentu usuniecia z probki kwasu solnego.

4) Otrzymany roztwor nalezy rozcienczy¢ za pomoca goracej wody destylowanej, po czym roztwor
przesaczy przez Srednie saczki do kolb miarowych o objetosci 50 ml (saczek nalezy kilkakrotnie
przemywac¢ goraca woda destylowana).

5) Po ostudzeniu i uzupelieniu woda destylowana do kreski oraz po doktadnym wymieszaniu
z przygotowanej probki nalezy pobra¢ 5 ml (co odpowiada 0,1-0,2 g substancji roslinnej i stezeniu



0,5 ml 25-procentowego kwasu siarkowego) do probdwek kalibrowanych na 25 ml. Nastepnie dodaé
1ml p-hydroksyfenyloglicyny( tj.: 0,1 g rozpuszczony w 100 ml 0,4 M kwasu siarkowego), 1 ml
dwupirydylu (tj.: 0,5 g w 100 ml 10% kwasu octowego) oraz 4 ml wodorotlenku sodu w celu
doprowadzenia do pH 4,0.

6) Uzupekiony do kreski woda destylowana i wymieszany barwny roztwdér kolorymetruje sie przy
dtugosci fali réwnej A= 490 nm w kuwetach o grubosci warstwy réwnej 1 cm [2].
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