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MATERIAŁ I METODYKA

Do badań wykorzystano treść żołądkową przygotowaną wg instrukcji Kfyszejko-Stefanowicz
[10] o następującym składzie: płatki owsiane 30 g; NaCl 3 g; a-amylaza 0,1 g; pepsyna 0,1 g; 
IN HCL w zależności od pH.

Do 500 cm3 przygotowanej treści żołądkowej (ilość przyjęta w badaniach za średnie wypeł
nienie żołądka dorosłego człowieka w ciągu jednego posiłku) o zróżnicowanym pH -  1,5; 2,5;
3,5 dodawano kwas askorbinowy na trzech poziomach: 60 mg (zalecana ilość dziennego spożycia 
dla mężczyzn i kobiet); 120 mg (200% w/w) oraz 180 mg (300% w/w) a także azotyn sodowy 
w ilości 12 mg, co odpowiada ADI dorosłego człowieka o masie ciała 60 kg.

Do próbek kontrolnych nie dodawano kwasu askorbinowego. Następnie próbki inkubowano 
w temperaturze 37°C, przez 10, 20, 30, 40, 50 i 60 minut a następnie oznaczano zawartości 
azotynu sodowego metodą kolorymetryczną wg PN-92/A- 75112, polegającą na pomiarze inten
sywności zabarwienia jakie dają jony azotynowe z odczynnikiem Griessa.

W próbkach z dodatkiem kwasu askorbinowego na poziomie 120 mg i o pH 2,5 (warunki 
pośrednie doświadczenia) w czasie po 30 i 60 minutach określano spadek zawartości sumy kwasu 
askorbinowego i dehydroaskorbinowego pod wpływem azotynu sodowego. Do próbek kontrol
nych w tym doświadczeniu nie dodawano azotynu sodowego. Oznaczanie zawartości witaminy 
С wykonywano metodą Tillmansa z modyfikacją Pijanowskiego [6].

W prowadzonych badaniach ze względów praktycznych wszystkie przyjęte ilości (objętość 
treści żołądkowej, ilość kwasu askorbinowego oraz azotynu sodowego) zostały zmniejszone 
10-krotnie.

Wszystkie badania wykonano w trzech seriach analizując każdą z próbek w trzech powtórze
niach.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosując test t-Studenta do porównania 
wartości średnich poszczególnych grup. Za statystycznie znamienną różnicę przyjęto wartość 
p<0.05.

WYNIKI BADAŃ I ICH OMÓWIENIE

W pierwszym etapie pracy oceniono wpływ zmieniającego się pH  (od 1,5 do 3,5) 
oraz czas inkubowania (od 0 do 60 m inut) na zawartość azotynu sodowego w próbach 
kontrolnych (tab. I).

Stwierdzono, że wraz ze wzrostem kwasowości (obniżającym się pH ) oraz przedłu
żeniem  czasu wzrastało tem po spadku ilości azotynu sodowego. Przy pH  1,5 po 1 
godzinie odnotow ano pozostałość azotynu sodowego na poziomie 79%, natom iast przy 
pH  2,5 i 3,5 poziom azotynu sodowego nie ulegał tak widocznym w czasie zmianom i 
obniżył się odpowiednio o 18,9% i 16,4%. Tem po spadku azotynu sodowego 
w próbach było najwyższe w ciągu pierwszych 20 m inut a następnie ulegało spowol
nieniu. Przy pH  1,5 w ciągu pierwszych 20 m inut poziom azotynu sodowego obniżył 
się o 10,5%, natom iast w ciągu następnych 40 m inut o dodatkowe 9,6%. Przy pH  2,5 
w ciągu pierwszych 20 m inut nastąpił spadek zawartości azotynu sodowego wynoszący 
5,2%, a w czasie od 20 do 60 m inut zwiększył się o dodatkowe 13,7%, przy pH  3,5 
wartości te wynosiły odpowiednio 4% i 13% (tabela I).

Podsumowując wpływ samego pH  na obniżenie zawartości azotynu sodowego 
w próbach należy podkreślić, że pH  wyraźnie oddziaływało na ten proces. Najwyższy 
spadek był przy pH  1,5, a najniższy przy pH  3,5. Wszystkie różnice były istotne 
statystycznie przy poziomie istotności p<0,05.
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T a b e l a  I . Wpływ kwasu askorbinowego w zależności od czasu inkubowania na zawartość 
azotynu sodowego w próbach przy pH 1,5 -  3,5.
Effect of ascorbic acid on content of sodium nitrite according to time of 
incubation at pH 1.5 -  3.5

Dawka wyjściowa NaNCh 12 mg

W drugim  etapie badano, czy dodatek kwasu askorbinowego w ilości 60, 120, 180 
rog wpływał na obniżenie zawartości azotynu sodowego dodanego do prób przy różnym 
PH (rye. 1, 2, 3).
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Stwierdzono, że wraz ze wzrostem dawki kwasu askorbinowego następow ało wyższe 
obniżenie zawartości azotynu sodowego. Zwiększenie dawki kwasu askorbinowego z 60 
mg do 180 mg powodowało zwiększenie spadku zawartości azotynu sodowego 
w próbach odpowiednio od 30,6% do 62,4% (tj. o 31,8%) po godzinie przy pH  1,5.

Rye. 1. Wpływ kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego przy pH 1,5. 
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 1,5

Rye. 2. Wpływ kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego w próbkach przy pH 2,5 
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 2,5



Natomiast takie samo zwiększenie dawki kwasu askorbinowego przy pH  2,5 i 3,5 
powodowało analogiczne zwiększenie spadku zawartości azotynu sodowego wynoszące 
odpowiednio od 2,7% do 43,6% (tj. o 40,9%) przy pH  2,5 i od 4,2% do 10,1% (tj. o 
5,9%) przy pH  3,5 w tym samym czasie. Wszystkie różnice były istotne statystycznie 
przy poziomie istotności p<0,05.

Stwierdzono również najszybsze tem po spadku azotynu sodowego w próbach w ciągu 
pierwszych 20 m inut niezależnie od pH.

Przy pH  1,5 i dawce kwasu askorbinowego 180 mg po 20 m inutach następowało 
obniżenie zawartości azotynu sodowego o 55,0%, natom iast w ciągu następnych 40 
minut spadek ten zwiększył się jedynie o dodatkowe 7%. Przy tym samym pH  i daw
kach kwasu askorbinowego 120 mg i 60 mg po 20 minutach ilość azotynu sodowego 
zmniejszyła się odpowiednio o 37,5% i 24,5%, natom iast w czasie od 20 do 60 m inut 
spadła o dodatkowe 6,1% dla dawki kwasu askorbinowego dodanego w ilości 60 mg, 
a dla dawki 120 mg nie zmniejszyła się (rycina 1).

Rozpatrując wpływ kwasu askorbinowego na obniżenie zawartości azotynu sodowego 
w czasie przy pH  2,5 zaobserwowano podobne tendencje, jak  opisano wyżej. Przy 
dawce kwasu askorbinowego 180 mg spadek zawartości azotynu sodowego był najwię
kszy i po 20 minutach kształtował się na poziomie 23,7%, a po następnych 40 m inutach 
ilość azotynu sodowego zmniejszyła się dodatkowo o 19%. Przy dawkach kwasu askor
binowego 120 mg i 60 mg zawartość azotynu sodowego spadła po 20 minutach 
odpowiednio o 13,0% i 6,7%, natom iast w czasie do 1 godziny spadek ten wzrósł 
dodatkowo o 11,9% przy dawce kwasu askorbinowego 120 mg i obniżył się 4%  przy 
dawce kwasu askorbinowego 60 mg (rycina 2).

Omawiając wpływ kwasu askorbinowego przy pH  3,5 stwierdzono, że średnie spadki 
zawartości azotynu sodowego są o wiele niższe niż przy pH  1,5 i 2,5. Przy pH  3,5 
i najwyższej dawce kwasu askorbinowego 180 mg po 20 m inutach obserwowano obni
żenie ilości azotynu sodowego jedynie o 6,3%, a w czasie do jednej godziny spadek 
ten pogłębił się o dodatkow e 4%. Przy tym samym pH  i niższych dawkach kwasu 
askorbinowego 120 mg i 60 mg po 20 m inutach zawartość azotynu sodowego spadła 
odpowiednio o 4,7% i 1,8%, a po następnych 40 minutach spadek ten zwiększył się
0 1,0% i 2,4% w zależności od dawki (rycina 3).

Wszystkie om awiane wyniki różniły się statystycznie przy poziomie istotności p<0,05.
Rozpatrując tem po spadku zawartości azotynu sodowego przy wybranym pH , a przy 

różnych dawkach kwasu askorbinowego stwierdzono, że im wyższa dawka, tym skute
czniejsze było działanie kwasu askorbinowego.

Analizując z kolei otrzym ane wyniki przy wybranej dawce kwasu askorbinowego
1 przy różnym pH  modelowej treści żołądkowej należy stwierdzić, że przy najwyższej 
dawce 180 mg, kwas askorbinowy obniżał zawartość azotynu sodowego 3,7-krotnie 
skuteczniej przy pH  2,5 niż 3,5 oraz 2,3-krotnie skuteczniej przy pH  1,5 niż 2,5. Przy 
dawce 120 mg kwas askorbinowy działał na obniżenie zawartości azotynu sodowego
0 2,7 razy skuteczniej przy pH  2,5 niż przy pH  3,5 oraz o 3 razy skuteczniej przy pH
1,5 niż przy pH  2,5. Przy dawce 60 mg kwas askorbinowy działał na obniżenie zawartości 
azotynu sodowego o 3,7 razy skuteczniej przy pH  2,5 niż przy 3,5 oraz o 3,6 razy 
skuteczniej przy pH  1,5 niż przy 2,5. Wszystkie omawiane wyniki różniły się statysty
cznie przy poziomie istotności p <  0,05.
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Ryc. 3. Wpływ kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego w próbkach przy pH 3,5 
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 3,5.

W ybierając warunki pośrednie doświadczenia (pH  2,5 i 120 mg kwasu askorbino
wego) wykazano, że suma witaminy С w formie zredukowanej i utlenionej pozostawała 
zawsze stała niezależnie od ilości rozłożonego azotynu sodowego w próbach (tab. II). 
Odzysk w stosunku do ilości kwasu askorbinowego dodanego wynosił średnio 95% 
(tabela II).

T a b e l a  I I .  Zawartość witaminy С w próbach o pH 2,5
The content of vitamin С in samples at pH 2.5

Pomiędzy otrzymanymi wynikami nie stwierdzono różnic istotnych statystycznie przy 
poziomie istotności p<0,05.

Reasum ując wyniki i obserwacje uzyskane w niniejszych badaniach można stwier
dzić, że kwas askorbinowy wpływał pozytywnie na obniżenie zawartości azotynu sodo
wego w badanej treści żołądkowej.

WNIOSKI

1. Tem po obniżania się poziomu azotynu sodowego in vitro w modelowej treści 
żołądkowej prób kontrolnych zależne było od pH. Przy pH  1,5 po 1 godzinie odnoto
wano pozostałość azotynu sodowego na poziomie 79%, natom iast przy pH  3,5 pozo
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stałość azotynu sodowego nie ulegała tak widocznym w czasie zmianom i po godzinie 
wynosiła 83%.

2. Szybkość rozkładu azotynu sodowego wzrastała wraz ze wzrostem ilości dodaw a
nego kwasu askorbinowego oraz obniżającym się pH. Maksymalne obniżenie około 
60% zawartości azotynu sodowego zaobserwowano przy dawce kwasu askorbinowego 
180 mg i przy pH  1,5. M inim alne obniżenie około 1,8% zawartości azotynu sodowego 
zaobserwowano przy dawce kwasu askorbinowego 60 mg i przy pH  3,5.

3. Tem po spadku zawartości azotynu sodowego w próbkach było na ogół najwyższe 
w ciągu pierwszych 20 m inut, niezależnie od pH  i dawki kwasu askorbinowego.

4. Obecność azotynu sodowego nie wpływała na całkowitą zawartość kwasu askor
binowego w próbach, a zm ianom  ulegały jedynie proporcje pomiędzy form ą utlenioną 
a zredukowaną.

A . W a w r z y n i a k ,  R .  K i e r e s ,  A .  G r o n o w s k a - S e n g e r

IN  VITRO EFFECT OF ASCORBIC ACID ON SODIUM NITRITE INTOXICATION

Summary

The in vitro effect of ascorbic acid on the content of sodium nitrite in relation to pH and 
time of incubation and also effect of sodium nitrite on the total content of vitamin С as a sum 
of both reduced and oxidized forms was demonstrated.

Ascorbic acid in respective quantities of 60 mg, 120 mg, 180 mg and sodium nitrite in quantity 
of 12 mg were added to the in vitro simulated stomach content at pH 1,5, 2,5, 3,5. The control 
samples were tested without addition of ascorbic acid.

The Griess method for determination of nitrite and the Tillmans method with Pijanowski’s 
modification were used for the determination of vitamin C.

It was found that the choice of lower pH significantly decreased the level of nitrite in the 
control samples produced the disappearance of nitrite increased depending on the quantity of 
ascorbic acid added to the sample and on pH.

The total content of vitamin С did not change after adding of sodium nitrite to the samples.
The performed studies suggested a positive effect of ascorbic acid decreasing of the nitrite 

level.
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