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Wybrane metody oznaczania azotanow (V) i
(IIT) w wodzie i produktach spozywczych cz.I

Azotany i azotyny w podwyzszonych stezeniach wykazuja negatywny wplyw na stan zdrowia
czlowieka. Zwiazki te zmniejszaja wartos¢ odzywcza zywnosci poprzez destrukcje witamin
z grupy A i B oraz obnizaja przyswajanie bialka z pozywienia. Niektore skladniki pozywienia
maja zdolnos¢ zapobiegania niekorzystnemu dzialaniu azotynow jako prekursory zwiazkow
N-nitrozowych, a wsrod nich wymienia sie biatka, witamine C i wapn [1].

Azotany (III) i azotany (V) sa solami kwasow azotowych. Ich obecnos$¢ stwierdza sie w znacznych
ilosciach w srodkach spozywczych oraz w wodzie, dlatego tez jest to gtdwne zrédlo narazenia na te
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zwiazki dla cztowieka. Obecnos$¢ azotanoéw (V) w zywnosci (a szczegdlnie pochodzenia roslinnego)
zwiazane jest ze stosowaniem nawozdéw mineralnych (obecnosé¢ w warzywach azotanow (V) jest
wynikiem nadmiernego stosowania nawozéw). Zawartos¢ azotanow (III) w swiezych warzywach
wynosi ok. kilku mg/kg, ale moze ona wzrosnac¢. Podczas przechowywania warzyw poprzez
ograniczenie dostepu tlenu dochodzi do mikrobiologicznej redukcji azotanéw (V) do azotandéw (III).
Ponadto azotany (V) i azotany (III) stosowane sa w przetwdrstwie miesnym i serowarstwie, gdzie
odpowiadaja za nadawanie pozadanych wtasciwosci sensorycznych tym produktom [11].

Obieg azotu w przyrodzie

Wolny azot krazacy w atmosferze wiazany jest przez bakterie azotowe (bakterie symbiotyczne lub
wolno zyjace). W wyniku ich dziatalnosci dochodzi do redukcji azotu do jonu amonowego.
W zachodzacym w glebie procesie nitryfikacji jony amonowe ulegaja utlenieniu do jondéw
azotynowych,a dalej azotyny przeksztalcane sa do azotandéw. Azotany absorbowane sa przez rosliny
i wbudowywane w ich biatka. Poprzez tancuchy pokarmowe azot dostaje sie na wszystkie poziomy
troficzne. Martwa materia organiczna tacznie z wydalanymi produktami przemiany materii
rozkladane sa w procesie amonifikacji, w wyniku czego powstaje amoniak. Amoniak znajdujacy sie
w wodzie tworzy tzw. sole amonowe, a takze jest pobierany przez rosliny i bakterie nitryfikacyjne.
Proces przemiany wolnego azotu w azotany zostaje odwrocony w procesie denitryfikacji, dzieki
czemu cykl krazenia azotu w przyrodzie zostaje zamkniety [5].

Wplywa azotandw i azotynéw na organizm

W wyniku przeprowadzonych badan nad wplywem azotynow i azotan6w na organizm ssakéw
stwierdzono, ze toksyczno$¢ samych azotanéw dla zwierzat jednozoladkowych oraz czlowieka jest
niewielka. Bardziej niekorzystny wplyw na organizm wywieraja azotyny, ktére w poréwnaniu do
azotanow wykazuja od 6-10 razy wieksza toksycznos¢ [5].

Badanie wplywu azotanow i azotynéw na organizm zywy koncentruje sie gtéwnie wokot zagadnien
toksycznos$ci ostrej. Nadmierne pobieranie z dieta zwigzkéw azotandéw i azotyndéw badz tez
zachodzaca redukcja azotandéw do azotynow w organizmie czlowieka moze prowadzi¢ do tzw.
methemoglobinemii, tj. utlenienia dwuwartosciowego zelaza hemoglobiny (Hb) do formy
trojwartosciowej. Forma ta nie ma zdolnosci odwracalnego wigzania tlenu. Wsrod gtéwnych objawow
methemoglobinemii wyrdznia sie m.in. sinice, béle brzucha, wymioty, biegunki, bdle i zawroty gtowy,
rozszerzenie obwodowych naczyn tetniczych czy spadek cisnienia krwi [5],[10].

Toksyczne dziatanie azotynow i azotandw moze rowniez powodowaé niedokrwistos¢ wywotana
uszkadzajacym dziataniem tych zwigzkoéw na krwinki czerwone, unieczynnienie witaminy B, ktorej
niedoboér jest pierwotng przyczyna niedokrwistosci. Ponadto wsrdd ich negatywnego wplywu
wymienia sie tez zahamowanie przyrostu masy ciala, ktére spowodowane jest zmniejszonym
laknieniem,a takze wplyw na witamine A, ktoérej obecnos¢ w organizmie jest niezbedna do
prawidtowej budowy struktur komérkowych oraz syntezy bialka. Azotany i azotyny sa takze
prekursorami nitrozoamin, zwiazkéw wykazujacych dzialanie rakotworcze i mutagenne [5].

Metoda riwanolowa do znaczanie matych ilosci azotanéw (III) i azotanoéw (V)

Rivanol (Riwanol, 6,9-diamino-2-etoksyakrydyna, Lactoacridine) znany rowniez jako mleczan
etakrydyny jest organicznym zwiazkiem chemicznym nalezacym do grupy barwnikéw akrydynowych.
Tworzy pomaranczowo-zotte krysztatki o charakterystycznym zapachu [8]. Rivanol jest zo6tta
substancja tatwo rozpuszczalna w wodzie, o pH w zakresie 5,5 - 7,5. Reaguje z mocnymi srodkami
utleniajacymi, a stabilnos¢ wykazuje w normalnych warunkach otoczenia [7]. Zwiazek ten wykazuje
silne wtasciwosci antyseptyczne, dlatego tez w medycynie stosowany jest do niszczenia



paciorkowcéw, gronkowcoéw, grzybow i pierwotniakow. Ma zastosowanie doustne i zewnetrzne
(ptukanki, oktady, przemywanie). Przeciwwirusowe i przeciwbakteryjne dziatanie riwanolu
spowodowane jest przytaczaniem etakrydyny do kwasow nukleinowych (DNA), przez co nastepuja
letalne mutacje [6].
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Zdjecie: wzor riwanolu (mleczan etakrydyny), C,;H,,N,O,
http://zwiazki-chemiczne.rolnicy.com/component/content/article/68-zwiazek/3607-rywanol.html

Zasada metody riwanolowej polega nareakcji azotynéw (III) z sola etakrydyny. W wyniku reakcji
powstaje barwny zwigzek. Zawartos¢ azotynow (III) w probce okresla sie spektrofotometrycznie
metoda krzywej wzorcowej. W tym celu mierzy sie absorbancje probki badanej w zakresie dtugosci
fali od 580 do 600 nm. Metoda pozwala na oznaczanie zawartosci azotanéw (III) lub sumy azotandéw
(IIT) i azotanow (V) po wczesniejszej redukcji azotanéw (V) do azotanow (III) kadmem metalicznym
[2], [3], [4].

Wykonanie:
Jako materiat badawczy nalezy wykorzystac¢ np. probke shomogenizowanego miesa o masie 50 g.

Prébke badana nalezy przenies¢ do zlewki o poj. 500 cm?,po czym dodac ok. 300 cm?® wody wraz
z 3 cm?® 25% roztworu Na,CO,. Prébke inkubowac przez 30 minut (czesto mieszajac). Po wymieszaniu
zawartosci zlewki nalezy przesaczy¢ przez saczek karbowany, zbierajac przesacz do kolby miarowe;j
0 pojemnosci 500 cm’. Otrzymana prébke dopeini¢ woda destylowana do kreski, doktadnie
wymieszac i przenies¢ 50 cm® do suchej zlewki (o poj. 100 cm?). Przeprowadzié¢ redukcje azotanéw
(V) do azotandw (III) poprzez dodanie kadmu metalicznego (roztwor mozna réwniez przepusci¢ przez
kolumne z kadmem). Otrzymany przesacz doktadnie wymieszac i przesaczy¢. Tak otrzymany roztwor
nalezy przenies¢ do kolby miarowej (o pojemnosci 100 cm? ) i uzupetnié¢ woda destylowana do kreski.
W przypadku oznaczania zawartosci azotanow (III) caly etap redukcji préobki kadmem metalicznym
mozna pominac.

Otrzymany powyzszym sposobem przesacz powinien by¢ klarowny i bezbarwny. 20 cm® przesaczu
przenies¢ do kolby miarowej o pojemnosci 50 cm?, doda¢ 1 cm?® 10% roztworu kwasu solnego (HCI)
oraz 5 cm® 0,1% roztworu soli etakrydyny. Catos¢ prébki nalezy uzupetni¢ woda destylowana do
kreski i doktadnie wymieszaé. Ostatnim etapem jest pomiar absorbancji przygotowanego roztworu
przy dtugosci fali w zakresie 580 - 600 nm (mierzy¢ po 5 minutach) [2], [3], [4].

Przygotowanie krzywej wzorcowej do oznaczenia

Korzystajac ze wzorca zaw. 100 ppm NO, nalezy sporzadzi¢ roztwory wzorcowe, w taki sposob by
stezenie koncowe azotanu (III) znajdowato sie w zakresie od 0 do 10 ppm (4-5 roztworow
wzorcowych wraz z prébe kontrolna- slepa proba).



W tym celu do kolbki miarowej o poj. 50 cm? nalezy doda¢ wczesniej wyliczona ilo$¢ wzorca, 1 cm?
10% roztworu kwasu solnego oraz 5 cm® 0,1% roztworu etrakrydyny. Catos¢ uzupetni¢ woda
destylowana do kreski i doktadnie wymieszac¢. Zmierzy¢ absorbancje probek po 5 minutach przy
dtugosci fali A= 580-600 nm wobec proby Slepej (nie zawierajacej jondw NO,) [2], [3], [4].

Oznaczanie azotynow (V) w srodowisku kwasnym [5].

Azotyny w silnie kwasnym srodowisku (pH= 2.0 - 2.5) wchodza w reakcje z kwasem sulfanilowym
w wyniku czego tworzone sa zwigzki azoniowe:

HO;3S - CéHy —NH; + NO;y +2H » HO3S - CgH; - N =N + 2H:0

Zwiazki azoniowe ulegaja reakcji z 1-naftyloamina w wyniku czego powstaje dwufazowy fioletowy
barwnik. Natezenie barwy jest wprost proporcjonalna do stezenia azotu azotynowego w probce.
Ograniczeniem zastosowania tej metody jest oznaczanie probki, w ktorej obecne sa czynniki
przeszkadzajace takie jak: aminy alifatyczne, chlor wolny i chlor zwigzany. Opisana reakcja zachodzi
wg zasady:

HO;S - CiH; - N =N+CyyH;,-NH, »HO;S - C¢H; - N=N-C;yH; - NH, +H"

Pomiar absorbancji wykonuje sie przy dtugosci fali réwnej A=520 nm. Zawartos$¢ azotu azotynowego
w proébce odczytuje sie z krzywej wzorcowej, a otrzymane danie podstawia sie do odpowiedniego
wzoru [5].

Metody kolorymetryczne opieraja sie na zdolnosci jonéw NO, oraz NO, do tworzenia barwnych
zwiazkow z réznymi odczynnikami. Zasada wykonywania metod spektrofotometrycznych opiera sie
na pomiarze absorbancji przy okreslonej dtugosci fali Swiatta widzialnego w badanym roztworze.
W wyniku reakcji z kwasem sulfanilowym i N-(1-naftylo)etylenodiamina powstaje barwnik diazoniowy.
Intensywnos¢ powstatej w wyniku reakcji czerwono-rézowej barwy mierzy sie przy dtugosci fali
rownej A=538 nm. Oznaczenie zawartosci azotandéw(V) przeprowadza sie w podobny sposdb, jednak
wczesniej nalezy przeprowadzi¢ redukcje metalicznym kadmem jonow NO, do NO, [11].

Zastosowanie metody kolorymetrycznej do oznaczania azotanow (V) w wodzie z salicylanem
sodu

Metoda oparta jest na reakcji azotanéw (V) z salicylanem sodu, ktéra zachodzi w Srodowisku
stezonego kwasu siarkowego (VI). W wyniku reakcji nitrowania powstaje kwas nitrosalicylowy, ktory
po zalkalizowaniu przechodzi w posta¢ zdysocjowana, wykazujac intensywne zdtte zabarwienie.
Zawartos¢ w probce azotanoéw(V) okresla sie spektrofotometrycznie przy przy diugosci fali rowne;j
A= 410 nm. Metoda ma zastosowanie w oznaczaniu azotanéw(V) w wodzie oraz S$ciekach przy
stezeniu wiekszym niz 0,1mg NO,/dm? [9].

Wykonanie:

1) Do parownicy nalezy odmierzy¢ 10 cm® badanej wody. Do prébki dodac 2-3 krople 0,5% roztworu
NaOH i 1 cm?® 0,5% roztworu salicylanu sodu (C,H,O,Na).

2) Na wrzacej tazni wodnej nalezy odparowac zawarto$¢ parownicy, po czym do suchej pozostatosci
dodac 1 cm?® stezonego kwasu siarkowego (kwas rozprowadzi¢ po $ciankach parownicy z widocznym
bialym osadem).



3) Po ok. 10 min.inkubacji do prébki dodaé¢ 20 cm?® wody destylowanej, catos¢ doktadnie wymieszaé
i przeniesé roztwor ilosciowo do cylindra Nesslera.

4) Do proby doda¢ 7 cm?® alkalicznego roztworu winianu sodowo-potasowego (tj. rozpusci¢ 400 g
wodorotlenku sodu w 500 cm® wody destylowanej (roztwdr a) oraz rozpusci¢ 60 g winianu
sodowo-potasowego NaK(C,H,O;) » 4H,0 w ok. 200 cm® wody destylowanej (roztwdr b), nastepnie
zmiesza¢ oba roztwory (a i b) w kolbie miarowej o pojemnosci 1 dm?® i uzupetni¢ woda destylowana
do kreski).

5) Rozpusci¢ i uzupeli¢ woda destylowana do objetosci 50 cm?.

6)Zmierzy¢ absorbancje barwnego roztworu przy dlugosci fali A=410 nm, stosujac roztwor proby
zerowej jako odnosnik [9].

Przygotowanie wzorcowego roztworu roboczego i podstawowego azotanu potasu (KNO,)
a) Roztwor wzorcowy podstawowy

W kolbie miarowej o pojemnosci 1 dm?® (wysuszonej do statej masy w temp. 105°C) nalezy rozpuscic¢
w wodzie destylowanej 0,7216 g azotanu (V) potasu, probke uzupeini¢ woda destylowana do kreski .
Catos¢ doktadnie wymieszac. 1 cm?® przygotowanego roztworu zawiera 0,1 mg azotu azotanowego
[9].

b) Roztwor wzorcowy roboczy

Do parownicy nalezy odmierzy¢ 10 cm?® roztworu wzorcowego podstawowego, dodac¢ 2-3 krople
0,5% roztworu wodorotlenku sodu oraz 20 cm?® roztworu salicylanu sodu. Na wrzacej tazni wodnej
odparowa¢ zawartos¢ parownicy do sucha, po czym parownice wystudzi¢. Do suchej pozostatosci
doda¢ 1 cm?® stezonego kwasu siarkowego (kwas rozprowadzi¢ po sciankach parownicy z widocznym
biatym osadem). Po ok. 10-minutowej inkubacji do prébki doda¢ 30 cm® wody destylowanej
i dokladnie wymieszac. Przygotowany roztwdr przenies¢ ilosciowo do kolby miarowej o poj. 100 cm?,
dopetni¢ woda do kreski i wymiesza¢. 1 cm?® przygotowanego w ten sposéb roztworu zawiera 0,01 mg
azotu azotanowego [9].

Przygotowanie krzywej wzorcowej (krzywa wzorcowa zaleznosci mierzonej wartosci
absorbancji barwnego kompleksu w funkcji stezenia azotanéw w mg NO,)

Przygotowac 7 cylindréw Nesslera o p0j.50 cm?, do ktérych kolejno wprowadzic¢ : 0,0 (proba zerowa);
0,3; 0,5; 0,7; 1,0; 2,0 oraz 4,0 cm® roztworu wzorcowego roboczego azotanu potasu. Do kazdego
wzorca roboczego dodac¢ po 7cm?® alkalicznego roztworu winianu sodowo-potasowego,po czym
uzupeinié¢ woda destylowang do kreski i doktadnie wymieszac. Przygotowane w ten sposéb roztwory
zawieraja odpowiednio: 0,00; 0,003; 0,005; 0,007; 0,01; 0,02 oraz 0,04 mg azotu azotanowego.
Zmierzy¢ absorbancje barwnego roztworu przy ditugosci fali rownej A=410 nm, stosujac roztwor
proby zerowej jako odnosnik [9].

Obliczenie azotu azotanowego (V)

Zawaros¢ azotu azotanowego (V) oblicza sie w mg/dm?*wg wzoru:



X= (m*1000)/ V
Gdzie:
m - zawartos¢ azotu azotanowego (V) w badanej probce (mg)

V- objetos¢ probki uzyta do oznaczania (cm?) [9].

Oznaczanie zawartosci azotanow (V) i azotanow (III) w tkankach miesa metodaqg
kolorymetryczng z odczynnikiem Griessa

Odczynnik Griessa to roztwdr kwasu sulfanilowego i a-naftyloaminy w kwasie octowym. Roztwor ten
stosowany jest w kolorymetrycznej analizie azotynow (jonow NO,). W wyniku reakcji z odczynnikiem
powstaje barwnik azowy, ktéry nadaje probce rézowy kolor (lub przy wiekszym stezeniu azotynow-
kolor czerwony).

Wykonanie:

Odwazy¢ 12,5 g dobrze zhomogenizowanej probki badanej (np. probki miesa) na wadze analitycznej
z doktadnoscia (£0,01 g). Probke przenies¢ do kolby miarowej o poj. 250 ml, dodaé¢ 5 ml nasyconego
roztworu tetraboranu sodu (Na,B,0, -10 H,0) i ok. 150 ml goracej wody destylowanej. Catos¢ dobrze
wymieszaé, po czym ogrzac na tazni wodnej (temp. ok. 90-100°C) przez 15 minut. Po zakonczeniu
ogrzewania do probki doda¢ kroplami 1 ml roztworu Carreza II (tj. 300 g siarczanu (VI) cynku w 1
dm?® wody) energicznie mieszajac. Ochtodzi¢ zawartosé kolby i doda¢ wody destylowanej do kreski
miarowej. Zimny roztwoér nalezy przesaczy¢ do szklanej zlewki, po czym za pomoca pipety przenies
20 ml tego roztworu do kolby miarowej o pojemnosci 100 ml. Na koniec do prébki dodac¢ 25 ml
rozcienczonego roztworu amoniaku (25% NH, rozcienczony w stosunku 1:4 woda destylowana) oraz
10 ml roztworu kwasu solnego (0,1 mol/dm?),dopeic¢ zawartos¢ kolby miarowej do kreski za pomoca
wody destylowanej [11].

Oznaczanie azotynow (III)

Nalezy przygotowac roztwory do pomiaréw bezposrednio w kuwetach pomiarowych wg tabeli:

Wpetkti | WMump Wamdy Virisani Vi i A
LT (" Y I . O 1 L

Gzhwar - E 1111} 250 250

L)
dm™] |

Sazhwar all 5l 250

Saztwar . 1nn Hon 250 250 2
| kaitracirg2 | | | | | |

Fazbwdr X 150 350 50 250 El
| kaiibracyimg 3 | | | | | |

Reabwlr - o 00 Z50 250 4
| kb acyging 4 |

Festwar | | 300 | 200 | 50 | 350 | [
azwdr | - | 350 | 10 | 250 | 25¢ |

Roziwar - £00 100 250 250
1 kxibrpeving 3 | | | | |
Razbwar . 451 50 Z50 230
balbeasyingd | | | | | [
Raztwar - ai 1] E50 pisi] L
| kalbracgny 10 | | | | |
Prebbs badara | 500 - - 250

Zdjecie: Kolejno$¢ dodawania odczynnikéw do pomiaru absorbancji w oznaczaniu azotandéw (III)



metoda kolorymetryczna, [11].

Po dodaniu odczynnikéw do poszczegdlnych kuwet (roztwor odniesienia- proba kontrolna, kuwety
1-10 oraz probka badana) nalezy ich zawartos¢ delikatnie wymieszac pipeta i pozostawi¢ na 15
minut. Po uplywie czasu inkubacji zmierzy¢ absorbancje roztworéw przy dtugosci fali A=538 nm za
pomoca spektrofotometru. Na podstawie uzyskanych wynikdéw nalezy wykresli¢ krzywa kalibracyjna
przedstawiajaca zaleznosc absorbancji od stezenia NaNO,. Z wykreslonej krzywej odczytac stezenie
jonoéw azotanowych (III) w probce i obliczy¢ zawartos¢ azotandow (III) w wyjSciowej probce produktu
miesnego. Otrzymane wartosci porownuje sie z obowiazujacymi normami [11].

Autor: Lidia Koperwas
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Informacje dnia: Stypendia ministra nauki za znaczace osiggniecia Doktor z TikToka: fajnie by
byto, gdyby w sieci to jednak naukowcy méwili o nauce Kierownik wyprawy polarnej Mikrolasery
moga wykrywaé pojedyncze czasteczki Duze teleskopy sfotografowaty dwie formujace sie planety
Bakteriofagi moga chroni¢ zywnosé przed salmonella Stypendia ministra nauki za znaczace
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