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Oznaczanie azotanow i azotynow w wybranych
probkach biologicznych

Azotany i azotyny sa zwiazkami chemicznymi powszechnie stosowanymi np. w nawozach czy
w konserwacji zywnosci. Po wyschnieciu oba zwiazki maja postac¢ bialego zwiazku. Azotany
(NO;” i azotyny (NO,) wystepuja rowniez naturalnie, poniewaz sa produktami przemiany
metabolicznej drobnoustrojow, ktore rozkladaja odpady zawierajace w swoim skladzie azot
np. odchody zwierzat, nawozy azotowe. Azotan sodu i potasu uzywane sa jako fumiganty

(Srodki ochrony roslin), zas sam azotyn sodu stanowi dodatek do zywnosci, ktory stosowany
jest jako srodek konserwujacy [7].
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W ostatnich latach problem nadmiernej zawartosci azotanéw w surowcach roslinnych oraz ich
negatywny wplyw na organizm cztowieka stat sie przedmiotem wielu badan. Uwaza sie, ze
nadmierna akumulacja azotanow charakteryzuja sie te gatunki roslin, ktére maja krotszy okres
wegetacji i sa odmianami wczesnymi [1]. Maksymalne dopuszczalne dzienne pobranie (ADI) azotand
(V) przez cztowieka nie powinno przekracza¢ 3,7 mg NO,/kg masy ciata. Dla zwierzat wartosc ta jest
mniejsza i wynosi 0,07 mg NO,/kg masy ciata [3].

Niebezpieczenstwo wynikajace z duzej zawartosci azotanéw (V) zwiazane jest z faktem, ze zwiazki te
sa prekursorami silnie toksycznych azotandw (III), powstajacych na skutek redukcji azotanow (V).
Azotany (III) wywoluja m. in. methemoglobinemie czy niedobory witaminy A. Co wiecej,
przeprowadzone badania epidemiologiczne wykazaly silna korelacje pomiedzy Smiertelnoscia
spowodowana nowotworami zotadka, a dlugotrwatym spozyciem nadmiernej ilosci azotanow.
Redukcji azotandw (V) do azotanow (I1I) sprzyja dtugi transport warzyw jeszcze przed ich spozyciem
lub ich sktadowanie w temperaturze wyzszej niz zalecana. Proces nasila takze brak dostepu tlenu [1].

Oznaczanie azotandw i azotynow w supernatantach komorek srédbtonka z wykorzystaniem
metody kolorymetrycznej opartej na reakcji Griessa (wg Boncler M., i wsp. 2010)

Generowany przez komdrki srédbtonka tlene azotu (NO) jest waznym markerem funkcji srédbtonka.
Srédbtonek naczyniowy bierze udziat w regulacji napiecia $ciany naczyniowej, biorac réwniez udzial
w procesach zapalnych i immunologicznych. Za utrzymanie prawidtowej wazomotoryki naczyn
krwionosnych jest gldéwnym zadaniem komorek srédbtonka, za ktére odpowiada tlenek azotu.
Ponadto tlenek azotu hamuje aktywacje i reaktywnos¢ plytek krwi, zapobiega aktywacji leukocytéow
i proliferacji komdrek miesniowych co potwierdza waznos¢ przeprowadzania oceny funkcjonowania
komorek srdédbtonka. Oznaczanie tlenku azotu w ptynach biologicznych przysparza wiele trudnosci,
poniewaz zwigzek ten wystepuje w niewielkim stezeniu (rzedu kilku mikromoli), a dodatkowo
ma krotki czas péttrwania [2].

Mimo rozwoju wielu wysoce specyficznych metod stuzacych do oznaczania tlenku azotu w materiale
biologicznym, metoda kolorymetryczna nadal jest chetnie wykorzystywana do oznaczania produkcji
NO przez komorki w warunkach in vivo i in vitro. Metoda pomiaru NO jest metoda posrednia, ktora
umozliwia oznaczanie powstajacych w reakcji Griessa metabolitow NO (tj. azotanoéw i azotynow)
wystepujacych w mikromolowym zakresie czutosci [2].

W swoich badaniach (Boncler M., i wsp. 2010) sprawdzali uzytecznos¢ kolorymetrycznej metody
detekcji azotandw i azotyndéw w supernatantach komoérek srodbtonka, ktdre wczesniej stymulowano
przez 1 lub 2 doby wybranymi agonistami [2].

Wykonanie:
a) Hodowla komorek srodbtonka

Komoérki sréddbtonka pochodzace z ludzkiej zyly pepowinowej hodowano w medium
suplementowanym surowica plodéw cielecych (2%), z dodatkiem ludzkiego srdédbtonkowego
czynnika wzrostu (w stezeniu 10 ng/ml), hydrokortyzonem (1ug/ml), podstawowym czynnikiem
wzrostu fibroblastéw (3 ng/ml), heparyna (10 ng/ml), penicyling, amfoterycyna i solami mineralnymi.
Komoérki poddawano pasazowi co 7 dni, wysiewajac 250 tys. komoérek do butelki hodowlanej
(o powierzchni 75 cm?). Hodowle komoérkowa prowadzono do 8-go pasazu w temperaturze 37°C



(w wilgotnej atmosferze, wzbogaconej dodatkowo o 5% CQ). Eksperyment prowadzono na
komorkach od 3-8 pasazu. W celach eksperymentalnych komérki przesiewano na 6-dotkowe ptytki
hodowlane w ilosci 100 tys. kom/ml na dotek. Po uplywie czasu jaki jest niezbedny dla adhezji
komorek do podtoza (tj. 48 godz.) zuzyte medium usuwano z hodowli i zastepowano je swiezym
poditozem (dodatek 1 lub 0,5 ml medium dla uzyskania miana 200 lub 400 tys. komdrek/ ml).
Komérki hodowano z dodatkiem do medium 100 uM L-argininy oraz czynnika stymulujacego
srédbtonek do produkcji tlenku azotu [2].

b) Oznaczanie stezenia tlenku azotu w supernatantach komorek srédbtonka (wg Boncler M., i wsp.
2010)

Hodowle komérek srodbtonka stymulowano odpowiednio: 10 uM bradykining, 100 pM acetylocholina
lub 500 nM PMA. Jednoczesnie przygotowano prébe kontrolna negatywna, ktora stanowit
supernatant z hodowli komorek niestymulowanych powyzszymi czynnikami. Podtoze hodowli
stymulowanych, jak i niestymulowanych zbierano po uptywie 24 i 48-godzinnej inkubacji,a nastepnie
probki odwirowywano (10 000 rpm przez 5 min.). Odwirowane prébki poddawano
natychmiastowemu zamrazaniu.

Stezenie metabolitow tlenku azotu w uzyskanych supernatantach (w probach filtrowanych
i niefiltrowanych) oznaczano z wykorzystaniem komercyjnego testu (Total NO/Nitrite/Nitrate
Parameter Assay Kit). Nastepnie badane supernatanty rozcienczano 2x i mierzono absorbancje przy
dtugosci fali réwnej A=560 nm. Uzyskane stezenie NO,/NO, obliczano na podstawie krzywej
kalibracyjnej sporzadzonej w zakresie stezen od OpM do 200 pM (oznaczenie wykonywano w 2
powtorzeniach, zgodnie z zaleceniami producenta kitu) [2].

O

L] ]
N~ N

0] O O

-Mitrate ion- -Nitrite ion-

Zdjecie: Struktura NO;,
http://www.differencebetween.com/difference-between-nitrate-and-vs-nitrite/

Badania nad wplywem pakowania i przechowywania warzyw na zawartos¢ azotanéw (V)
i (IIT)

W badaniach (Radziejewska-Kubzdela E., i wsp. (2008)) okreslano wplyw pakowania w atmosferze
modyfikowanej z zastosowaniem folii o réznej przepuszczalnosci tlenu, na zawarto$¢ azotanéw (V)
i (IIT). Badano réwniez cechy sensoryczne i fizykochemiczne w satatce warzywnej typu coleslaw,
ktéra przechowywano przez 12 dni w temperaturze 4°C. Jako materiat do badan uzyto mieszanke
warzywna typu coleslaw o nastepujacym sktadzie: 80 % kapusty gtowiastej biatej (Brassica oleracea)
oraz 20 % marchwi (Daucus carota) [1].

Przygotowanie probek:

Surowiec umyto, obierano recznie, ponownie umyto w wodzie i osuszano na bibule. Nastepnie
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rozdrabniano mechanicznie w Robocie-Coupe (Vincennes, Francja). Przygotowana satatke z 80%
udziatem kapusty biatej i 20% marchwi pakowano po 100 g i umieszczano na tackach
styropianowych, po czym zamykano w woreczkach (o wymiarach 20 x 25 cm) w atmosferze
powietrza i w atmosferze modyfikowanej (o sktadzie: 2 % O,, 10 % CO,, 88 % N,; 10 % O,, 10 % CO,,
80 % N,i20 % 0O,, 25 % CO,, 55 % N,). Do pakowania uzyto folie rézniaca sie przepuszczalnoscia
tlenu, tj.: 3000 cm?®*/m?3/24 h-bar oraz 1900 cm?®/m?3/24 h-bar.

Wykonanie oznaczenia:

Oznaczenie zawartosci azotanéw (V) i (III) oraz ekstraktu, pomiar pH i ocene sensoryczna
przeprowadzano po uptywie: 1, 6 i 12 dniach przechowywania préobek w temp. 4°C [1].

Zawartos$c¢ azotanow (V) i (IIT) oznaczano z wykorzystaniem metody kolorymetrycznej z odczynnikiem
Griessa. Absorbancje probek mierzono przy dlugos¢ fali rownej A= 538 nm. W oznaczeniu
wykorzystano bezposrednia redukcje azotanow (V) do azotanow(III) kadmem metalicznym (zgodnie
z norma PN-92/A-75112 odpowiadajacej normie ISO 6635-1984). Wszystkie proby poddano analizie
w dwoch réwnoleglych powtérzeniach [1].

W wyniku przeprowadzonych badan (Radziejewska-Kubzdela E., i wsp. (2008)) stwierdzono,
ze zawartos$¢ azotanow (V) w badanych prébkach nie przekraczata dopuszczalnego dziennego
pobrania (ADI) wg FAO/WHO, ktére wynosi 350 mg NaNO./ dzien (dla osoby o masie 70 kg) [1].

Azotany (V) i azotany (III): metoda oznaczania stezenia w wodzie wodociagowej [3]

a) Przygotowanie proby: probke wody nalezy przesaczy¢ przez saczek ilosciowy o Sredniej gestosci
w celu usuniecia ewentualnej zawiesiny. Pierwsze 30 cm?® otrzymanego przesaczu nalezy odrzucié,
a kolejne 100 cm * przesaczonej wody przenies¢ do cylindra Nesslera, po czym cylinder umiescic¢
w Srodkowym otworze komparatora. W bocznych otworach powinny znajdowac¢ sie wzorce skali,
ktére sa najbardziej zblizone do intensywnosci barwy badanej prébki. Trzymajac komparator na
biatym tle nalezy okresli¢ barwe probki (patrzac z géry na stup cieczy).

b) Przygotowanie platynowo-kobaltowego roztworu wzorcowego o barwie 500 mg Pt/dm?®: 1,245 g
chloroplatynianu potasowego z 1,01 g chlorku kobaltu (II) rozpusci¢ w wodzie destylowanej. Do
probki doda¢ 100 cm® kwasu solnego, po czym cato$¢ dopetni¢ do 100 cm?)

c¢) Oznaczanie barwy (przygotowanie proby): polega na wizualnym poréwnaniu barwy badanej probki
wody w swietle bialym z odpowiednio przygotowanymi wzorcami. Wzorce sporzadzane sa wedtug
skali platynowo-kobaltowej lub dwuchromianowo-kobaltowej. Intensywnos¢ zabarwienia okreslana
jest w miligramach Pt/dm® [3].

Wyniki: w przypadku, gdy badana probka wody ma barwe wyzsza niz 70 mg Pt/dm® oznaczenie
nalezy powtorzy¢ na probce rozcienczonej za pomoca wody destylowanej do 100 cm®. Rozcienczenie
dobra tak, by barwa probki miescila sie w zakresie skali wzorcow. Barwa wody przeznaczonej do
picia i na potrzeby gospodarcze nie powinna przekracza¢ 20 mg Pt/dm?, jezeli jest zabarwiona
wymaga odbarwienia. W tym celu mozna wykorzysta¢ wegiel aktywny lub wodorotlenek glinu [4].

d) Oznaczanie azotanow (V) w wodzie: metoda opiera sie na reakcji kwasu fenolodisulfonowego
z azotanami (V), w wyniku czego powstaja nitrozopochodne fenolu, wykazujace w roztworze
alkalicznym zo6lte zabarwienie.

Przygotowanie krzywej wzorcowej: do kolbek miarowych o pojemnosci 50 cm?® odmierzy¢ kolejno: 0,0
cm? (proba slepa); 0,1; 0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 3,0; 5,0 10,0 cm?® wzorcowego roztworu azotanu (V) potasu
(tj.: 0,7216 g azotanu potasowego w 1000 cm?® wody, gdzie 1 cm?® zawiera 0,1 mg azotu azotanowego)



o stezeniu 0,01 mg azotu azotanowego lub 0,04427 mg NO,/cm®. Podane wartosci odpowiadaja
kolejno: 0,0; 0,002; 0,006;0,010; 0,014; 0,02; 0,06; 0,10 i 0,2 mg azotu azotanowego na 100 cm?
wody. Do kazdej kolby doda¢ 1 cm® kwasu fenolodisulfonowego, po czym zawartos¢ kolbek
rozcienczy¢ woda destylowana do potowy, a dalej doda¢ po 3 cm?® 12 N roztworu wodorotlenku
potasu (tj.: 170 g KOH w 250 cm® wody), dopeini¢ woda destylowana do kreski i doktadnie
wymieszac.

Zmierzy¢ absorbancje w kuwetach pomiarowych o dtugosci drogi optycznej rownej 1 cm przy fali
rownej A= 410 nm (pomiaru dokona¢ wobec préby sSlepej). Na podstawie otrzymanych wynikow
nalezy sporzadzi¢ wykres zaleznosci absorbancji od stezenia azotanow w roztworze.

e) Wykonanie oznaczenia azotandéw (V) w wodzie: 50 cm® odbarwionej i pozbawionej chlorkéw wody
nalezy wla¢ do parowniczki i odparowac¢ do sucha na tazni wodnej. Otrzymana po odparowaniu
pozostatos¢ zalaé¢ 1 cm?® kwasu fenolodisulfonowego, a nastepnie rozcienczy¢ woda destylowana do
objetosci 20 cm?®. Roztwor przeniesc ilosciowo do kolbki miarowej o poj. 50 cm * (ewentualna
pozostatos¢ na $ciankach przeptukac 15-20 cm?® wody destylowanej). Zawartos¢ kolbki wymieszac, po
czym zmierzy¢ absorbancje przy A= 410 nm wedtug préby slepej. Z wykreslonej krzywej wzorcowej
odczyta¢ zawartos¢ azotandéw , a wynik poda¢ w miligramach azotu azotanowego w dn? badanej
wody [4].

Alfanaftyloamina

Alfanaftyloamina (a-naftyloamina) jest organicznym zwigzkiem chemicznym nalezacym do grupy
amin aromatycznych, ktéry otrzymuje sie w reakcji redukcji alfanitronaftalenu. Wzér sumaryczny
alfanaftyloaminy to: C,,H,N [6].

NH,

Zdjecie: wzor alfanaftyloamina, http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.8319.html

W srodowisku kwasnym azotany (III) w reakcji z kwasem sulfanilowym potaczonym z a -naftyloaminag
daja fioletowy diazowy barwnik.

a) Przygotowanie krzywej wzorcowej do oznaczania azotanow (III): do kolbek miarowych (o
pojemnosci 50 cm?®) kolejno odmierzy¢: 0,0 (proba slepa); 0,4; 0,8; 1,6; 2,4; 3,2 i 4,0 cm’®
mianowanego roztworu azotanu (III) sodu (zawierajacego w 1 cm® 0,0005 mg azotu). Cato$¢ dopetnié¢
woda destylowana do kreski. Przygotowane wzorce odpowiadaja kolejno: 0,000; 0,004; 0,008; 0,016;
0,024; 0,032 i 0,040 mg azotu azotynowego (w przeliczeniu na 1 dm?®). Do wszystkich kolbek doda¢
po 0,5 cm’roztworu kwasu sulfanilowego, doktadnie wymieszac¢ i inkubowac¢ prébki przez 5 minut.


http://www.chemspider.com/Chemical-Structure.8319.html

PO uptywie czasu inkubacji doda¢ po 0,5 cm® roztworu a-naftyloaminy. Roztwory wymieszaé
i odstawié¢ na 10-minutowa inkubacje. Nastepnie zmierzy¢ wartos¢ absorbancji przy dtugosci fali A=
520 nm (wobec proby slepej). Na podstawie otrzymanych wynikéw wykresli¢ krzywa wzorcowa
(zaleznos¢ absorbancji od stezenia azotandw (III) w roztworach wzorcowych) [4].

b) Oznaczanie azotanow (III) w wodzie: do kolby stozkowej odmierzy¢ 50 cm® badanej probki wody,
do ktérej dodac 0,5 cm?® roztworu a-naftyloaminy. Probke wymieszac¢, inkubowac¢ 10 minut, po czym
zmierzy¢ warto$s¢ absorbancji (A= 520 nm). Na podstawie przygotowanej wczesniej krzywej
wzorcowej odczyta¢ zawarto$¢ azotandw (III) (mg azotu azotynowego/ dm?® wody) [4].

Autor: Lidia Koperwas
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