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MATERIAL | METODYKA

Do badan wykorzystano tre$¢ zotgdkowa przygotowang wg instrukcji Kfyszejko-Stefanowicz
[10] o nastepujacym skiadzie: ptatki owsiane 30 g; NaCl 3 g; a-amylaza 0,1 g; pepsyna 0,1 g;
IN HCL w zaleznosci od pH.

Do 500 cm3 przygotowanej tresci zotadkowej (ilos¢ przyjeta w badaniach za $rednie wypel-
nienie zotgdka dorostego cztowieka w ciggu jednego positku) o zr6znicowanym pH - 15; 25;
3,5 dodawano kwas askorbinowy na trzech poziomach: 60 mg (zalecana ilo$¢ dziennego spozycia
dla mezczyzn i kobiet); 120 mg (200% w/w) oraz 180 mg (300% wi/w) a takze azotyn sodowy
w ilosci 12 mg, co odpowiada ADI dorostego cztowieka o masie ciata 60 kg.

Do probek kontrolnych nie dodawano kwasu askorbinowego. Nastepnie prébki inkubowano
w temperaturze 37°C, przez 10, 20, 30, 40, 50 i 60 minut a nastepnie oznaczano zawartosci
azotynu sodowego metoda kolorymetryczng wg PN-92/A- 75112, polegajaca na pomiarze inten-
sywnosci zabarwienia jakie dajg jony azotynowe z odczynnikiem Griessa.

W probkach z dodatkiem kwasu askorbinowego na poziomie 120 mg i o pH 2,5 (warunki
posrednie doswiadczenia) w czasie po 30 i 60 minutach okreslano spadek zawartosci sumy kwasu
askorbinowego i dehydroaskorbinowego pod wptywem azotynu sodowego. Do prébek kontrol-
nych w tym dos$wiadczeniu nie dodawano azotynu sodowego. Oznaczanie zawarto$ci witaminy
C wykonywano metodg Tillmansa z modyfikacjg Pijanowskiego [6].

W prowadzonych badaniach ze wzgledéw praktycznych wszystkie przyjete ilosci (objetos¢
tresci zotagdkowej, ilo$¢ kwasu askorbinowego oraz azotynu sodowego) zostaly zmniejszone
10-krotnie.

Wszystkie badania wykonano w trzech seriach analizujac kazdg z prébek w trzech powtdrze-
niach.

Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej stosujgc test t-Studenta do poréwnania
wartosci $rednich poszczegdlnych grup. Za statystycznie znamienng rdéznice przyjeto wartosé
p<0.05.

WYNIKI BADAN | ICH OMOWIENIE

W pierwszym etapie pracy oceniono wpltyw zmieniajgcego sie pH (od 1,5 do 3,5)
oraz czas inkubowania (od 0 do 60 minut) na zawarto$¢ azotynu sodowego w prébach
kontrolnych (tab. I).

Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem kwasowosci (obnizajgcym sie pH) oraz przedtu-
zeniem czasu wzrastalo tempo spadku ilosci azotynu sodowego. Przy pH 15 po 1
godzinie odnotowano pozostato$¢ azotynu sodowego na poziomie 79%, natomiast przy
pH 2,5 i 3,5 poziom azotynu sodowego nie ulegat tak widocznym w czasie zmianom i
obnizyt sie odpowiednio o 18,9% i 16,4%. Tempo spadku azotynu sodowego
w probach bylo najwyzsze w ciggu pierwszych 20 minut a nastepnie ulegato spowol-
nieniu. Przy pH 1,5 w ciggu pierwszych 20 minut poziom azotynu sodowego obnizyt
sie 0 10,5%, natomiast w ciggu nastepnych 40 minut o dodatkowe 9,6%. Przy pH 2,5
w ciggu pierwszych 20 minut nastapit spadek zawartosci azotynu sodowego wynoszacy
5,2%, a w czasie od 20 do 60 minut zwiekszyt sie o dodatkowe 13,7%, przy pH 3,5
warto$ci te wynosity odpowiednio 4% i 13% (tabela 1).

Podsumowujgc wplyw samego pH na obnizenie zawarto$ci azotynu sodowego
w probach nalezy podkresli¢, ze pH wyraznie oddziatywato na ten proces. Najwyzszy
spadek byt przy pH 155, a najnizszy przy pH 3,5. Wszystkie rdznice byly istotne
statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05.
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Tabela 1. Wplyw kwasu askorbinowego w zaleznosci od czasu inkubowania na zawarto$¢

azotynu sodowego w prébach przy pH 15 - 3,5.

Effect of ascorbic acid on content of sodium nitrite according to time of
incubation at pH 15 - 35

Dawka wyjsciowa NaNCh 12 mg

W drugim etapie badano, czy dodatek kwasu askorbinowego w ilosci 60, 120, 180

rog wptywat na obnizenie zawarto$ci azotynu sodowego dodanego do préb przy r6znym
PH (rye. 1, 2, 3).
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Stwierdzono, ze wraz ze wzrostem dawki kwasu askorbinowego nastepowato wyzsze
obnizenie zawarto$ci azotynu sodowego. Zwiekszenie dawki kwasu askorbinowego z 60
mg do 180 mg powodowalo zwiekszenie spadku zawartosci azotynu sodowego
w prébach odpowiednio od 30,6% do 62,4% (tj. o 31,8%) po godzinie przy pH 15.

Rye. 1 Wplyw kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego przy pH 1,5.
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 15

Rye. 2. Wplyw kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego w probkach przy pH 2,5
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 2,5
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Natomiast takie samo zwiekszenie dawki kwasu askorbinowego przy pH 2,5 i 3,5
powodowato analogiczne zwiekszenie spadku zawartos$ci azotynu sodowego wynoszace
odpowiednio od 2,7% do 43,6% (tj. 0 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 réznice byly istotne statystycznie
przy poziomie istotnosci p<0,05.

Stwierdzono réwniez najszybsze tempo spadku azotynu sodowego w probach w ciggu
pierwszych 20 minut niezaleznie od pH.

Przy pH 1,5 i dawce kwasu askorbinowego 180 mg po 20 minutach nastepowato
obnizenie zawarto$ci azotynu sodowego o 55,0%, natomiast w ciggu nastepnych 40
minut spadek ten zwiekszyt sie jedynie o dodatkowe 7%. Przy tym samym pH i daw-
kach kwasu askorbinowego 120 mg i 60 mg po 20 minutach ilo$¢ azotynu sodowego
zmniejszyfa sie odpowiednio o 37,5% i 24,5%, natomiast w czasie od 20 do 60 minut
spadfa o dodatkowe 6,1% dla dawki kwasu askorbinowego dodanego w ilosci 60 mg,
a dla dawki 120 mg nie zmniejszyta sie (rycina 1).

Rozpatrujac wptyw kwasu askorbinowego na obnizenie zawartosci azotynu sodowego
w czasie przy pH 2,5 zaobserwowano podobne tendencje, jak opisano wyzej. Przy
dawce kwasu askorbinowego 180 mg spadek zawarto$ci azotynu sodowego byt najwie-
kszy i po 20 minutach ksztattowat sie na poziomie 23,7%, a po nastepnych 40 minutach
ilo$¢ azotynu sodowego zmniejszyta sie dodatkowo o 19%. Przy dawkach kwasu askor-
binowego 120 mg i 60 mg zawarto$¢ azotynu sodowego spadia po 20 minutach
odpowiednio o 13,0% i 6,7%, natomiast w czasie do 1 godziny spadek ten wzrdst
dodatkowo o 11,9% przy dawce kwasu askorbinowego 120 mg i obnizyt sie 4% przy
dawce kwasu askorbinowego 60 mg (rycina 2).

Omawiajac wptyw kwasu askorbinowego przy pH 3,5 stwierdzono, ze $rednie spadki
zawartosci azotynu sodowego sg o wiele nizsze niz przy pH 15 i 2,5. Przy pH 3,5
i najwyzszej dawce kwasu askorbinowego 180 mg po 20 minutach obserwowano obni-
zenie ilosci azotynu sodowego jedynie o 6,3%, a w czasie do jednej godziny spadek
ten pogiebit sie o dodatkowe 4%. Przy tym samym pH i nizszych dawkach kwasu
askorbinowego 120 mg i 60 mg po 20 minutach zawarto$¢ azotynu sodowego spadita
odpowiednio o 4,7% i 1,8%, a po nastepnych 40 minutach spadek ten zwiekszyt sie
0 1,0% i 2,4% w zaleznosci od dawki (rycina 3).

Wszystkie omawiane wyniki réznity sie statystycznie przy poziomie istotnosci p<0,05.

Rozpatrujac tempo spadku zawartosci azotynu sodowego przy wybranym pH, a przy
roznych dawkach kwasu askorbinowego stwierdzono, ze im wyzsza dawka, tym skute-
czniejsze byto dziatanie kwasu askorbinowego.

Analizujagc z kolei otrzymane wyniki przy wybranej dawce kwasu askorbinowego
lprzy ré6znym pH modelowej treSci zotgdkowej nalezy stwierdzié, ze przy najwyzszej
dawce 180 mg, kwas askorbinowy obnizat zawarto$¢ azotynu sodowego 3,7-krotnie
skuteczniej przy pH 2,5 niz 3,5 oraz 2,3-krotnie skuteczniej przy pH 1,5 niz 2,5. Przy
dawce 120 mg kwas askorbinowy dziatat na obnizenie zawarto$ci azotynu sodowego
02,7 razy skuteczniej przy pH 2,5 niz przy pH 3,5 oraz o 3 razy skuteczniej przy pH
15 niz przy pH 2,5. Przy dawce 60 mg kwas askorbinowy dziatat na obnizenie zawartos$ci
azotynu sodowego o 3,7 razy skuteczniej przy pH 2,5 niz przy 3,5 oraz o 3,6 razy
skuteczniej przy pH 1,5 niz przy 2,5. Wszystkie omawiane wyniki réznity sie statysty-
cznie przy poziomie istotnosci p< 0,05.
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Ryc. 3. Wplyw kwasu askorbinowego na poziom azotynu sodowego w prébkach przy pH 35
The effect of ascorbic acid on sodium nitrite content at pH 3,5.

Wybierajagc warunki posrednie doSwiadczenia (pH 2,5 i 120 mg kwasu askorbino-
wego) wykazano, ze suma witaminy C w formie zredukowanej i utlenionej pozostawata
zawsze stala niezaleznie od ilosci roztozonego azotynu sodowego w probach (tab. II).
Odzysk w stosunku do iloSci kwasu askorbinowego dodanego wynosit Srednio 95%
(tabela 11).

Tabela Il. Zawarto$¢ witaminy C w prébach o pH 2,5
The content of vitamin C in samples at pH 2.5

Pomiedzy otrzymanymi wynikami nie stwierdzono rdznic istotnych statystycznie przy
poziomie istotnosci p<0,05.

Reasumujac wyniki i obserwacje uzyskane w niniejszych badaniach mozna stwier-
dzi¢, ze kwas askorbinowy wptywat pozytywnie na obnizenie zawartos$ci azotynu sodo-
wego w badanej tresci zotgdkowej.

WNIOSKI

1 Tempo obnizania sie poziomu azotynu sodowego in vitro w modelowej tresci
zotadkowej préb kontrolnych zalezne byto od pH. Przy pH 1,5 po 1 godzinie odnoto-
wano pozostato$¢ azotynu sodowego na poziomie 79%, natomiast przy pH 3,5 pozo-
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statos¢ azotynu sodowego nie ulegata tak widocznym w czasie zmianom i po godzinie
wynosita 83%.

2. Szybkos¢ rozktadu azotynu sodowego wzrastata wraz ze wzrostem iloSci dodawa-
nego kwasu askorbinowego oraz obnizajagcym sie pH. Maksymalne obnizenie okoto
60% zawartosci azotynu sodowego zaobserwowano przy dawce kwasu askorbinowego
180 mg i przy pH 1,5. Minimalne obnizenie okoto 1,8% zawartosci azotynu sodowego
zaobserwowano przy dawce kwasu askorbinowego 60 mg i przy pH 3,5.

3. Tempo spadku zawarto$ci azotynu sodowego w prébkach byto na ogo6t najwyzsze
w ciggu pierwszych 20 minut, niezaleznie od pH i dawki kwasu askorbinowego.

4. Obecno$¢ azotynu sodowego nie wplywata na catkowita zawarto$¢ kwasu askor-
binowego w prébach, a zmianom ulegaty jedynie proporcje pomiedzy formg utleniong
a zredukowana.

A. Wawrzyniak, R. Kieres, A. Gronowska-Senger

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 C 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 15, 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 Pijanowskis
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 C 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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