BROMAT. CHEM. TOKSYKOL. — XLII, 2009, 3, str. 503-507

llona Oledzka, Lucyna Konieczna

OPRACOWANIE METODY OZNACZANIA ZAWARTOSCI
AZOTANOW (III) I (V) W PRZETWORACH MIESNYCH
Z ZASTOSOWANIEM KAPILARNEJ ELEKTROFOREZY

STREFOWEJ

Katedra i Zaktad Chemii Farmaceutycznej Akademii Medycznej w Gdansku
Kierownik: dr P. Kowalski

Opracowano elektroforetycznq metode oznaczania azotanéw (I1l) i (V) oraz
okreslono stopien ich obecnosci w wybranych wyrobach wedliniarskich. Opra-
cowanq metode poddano analizie statystycznej, ktora obejmowata wyznaczenie
liniowosci dla obydwu jonow w zakresie od 10 do 200 mg/kg, czutosci, specyficz-
nosci, dokladnosci i precyzji. Wydajnos¢ procesu ekstrakcji wynosita odpowied-
nio dla azotanu (II) 82,7%, a dla azotanu (V) 86,5%. Przedstawiona metoda
Jjest mniej pracochionna i kosztowna od opisanych w literaturze i nadaje sie do
oznaczen seryjnych.
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Temat konserwowania zywnosci przez wielu konsumentow kojarzony jest ze
szkodliwymi substancjami chemicznymi stosowanymi wspdtczesnie w Zywnosci.
Pomimo obaw, $rodki konserwujace staly si¢ obecnie nieodzowng czgscia spozy-
wanej przez nas zywnosci. Jednym z powoddow, dla ktorych sie je stosuje, sa ros-
ngce wymagania wlasnie ze strony konsumentéw dotyczace wysokiego standardu
bezpieczenstwa zywnos$ci poprzez wyeliminowanie wpltywu dziatania czynnikow
biologicznych. Najwigkszym niebezpieczenstwem jest zywnos¢, ktora ulegla ze-
psuciu na skutek rozwoju mikroorganizméw i wytwarzanych przez nie substancji
toksycznych. Bezpieczenstwo ich stosowania w artykutach zywnos$ciowych jest za-
gwarantowane $cistymi przepisami krajowymi i migdzynarodowymi. Prowadzony
jest takze systematyczny monitoring wystepowania tych zwiazkéw w zywnosci.

Azotan (V) sodu i potasu (saletra sodowa E251 lub potasowa E252) oraz azotan
(IIT) sodu (nitryt E250) sg stosowane jako dodatki w przetworstwie migsnym i sero-
warstwie. Azotany (V) nadaja przetworom migesnym pozadane wlasciwosci senso-
ryczne: charakterystyczng rozowa barwe, aromat i peklowniczy smak. Azotany (I11)
dziataja przeciwutleniajaco, zmniejszajg opornos¢ cieplna przetrwalnikdéw bakteryj-
nych oraz hamuja rozwdj patogennych drobnoustrojow szczegdlnie Clostridium bo-
tulinum i Clostridium perfringens, ktore wytwarzaja silnie trujaca toksyng — botuling
(tzw. jad kielbasiany) (1, 2). Azotan (III) sodu E250 jest potencjalnie rakotworczy,
a w polaczeniu z innymi zwiazkami chemicznymi w warunkach panujacych w Zo-
fadku moze tworzy¢ rakotwdrcze nitrozoaminy. Zasadniczym toksycznym dziata-
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niem azotanow (III) jest wywotywanie methemoglobinemii a dzienne spozycie nie
powinno przekroczy¢ 0,06 mg/kg masy ciata. W wielu krajach dodawanie go do
zywnosci jest zabronione. Szczegdlnie wrazliwe na azotany (V) i azotany (III) po-
brane z woda pitna i Zzywnoscig sa niemowleta. Natomiast azotany (V) sg zwigzkami
malo toksycznymi i nie stanowig bezposredniego zagrozenia dla zdrowia. Pobrane
z zywnoscia s szybko wchtaniane z przewodu pokarmowego i wydalane z moczem
W postaci niezmienione;j. Jednak cz¢s¢ moze by¢ redukowana w przewodzie pokar-
mowym przez mikroflore do azotandw (III), tlenkow azotu i amoniaku (3).

Obecnos¢ zardwno zwiazkow azotowych jak i1 innych dodatkéw do zywnosci
moze skutkowa¢ wystepowaniem alergii, rozwojem choréb nowotworowych, nie-
prawidtowym przebiegiem cigzy, kancerogennym i mutagennym wptywem na emb-
rion. Producenci zywnosci maja obowiazek znakowania substancji dodatkowych
dodawanych do zywnos$ci co umozliwia konsumentom dokonywanie §wiadomych
wyborow. Dodatki te powinny by¢ wyszczegdlnione na etykietach srodkdéw spozyw-
czych wedtug ich funkcji technologicznych (np. konserwant, barwnik, przeciwutle-
niacz). Ma to szczegolne znaczenie w przypadku wystepowania alergii. W zwiazku
z powyzszym celowym wydaje si¢ podjecie tematyki i opracowanie szybkiej i odpo-
wiednio czutej metody, pozwalajacej monitorowaé poziom zawartos$ci omawianych
zwiazkow w zywnosci.

Jak wynika z literatury do oznaczania azotanoéw (I1I) 1 (V) w zywnosci najczesciej
stosowano metody chromatograficzne (2, 4, 5). Czgsto stosowano takze technike
elektroforetyczng w dwdch odmianach: kapilarna elektroforeza strefowa (6, 7) 1 izo-
tachoforeza (8, 9). Jedno z najnowszych opracowan dotyczy oznaczania azotanow
w zywnosci z zastosowaniem woltamperometrycznej techniki pomiaru (10).

MATERIAL I METODY

Materiat badawczy. Badania obecnosci azotanéw (III) i (V) w przetworach
migsnych wykonano w préobach wyrobow z lokalnych marketow.

Procedura ekstrakcyjna. Pobrane tkanki wyrobéw wedliniarskich homoge-
nizowano i odwazano po trzy odwazki kazdej badanej proby w ilosci ok. 3 g. Do
kazdej z prob dodano wzorzec wewnetrzny (50 pg/g tiocyjanianu amonu) oraz 5 ml
wody dejonizowanej. Mieszanine wytrzasano, a nastgpnie ogrzewano na fazni wod-
nej w temp. 60°C przez 20 minut. Zawiesing odwirowano, roztwor znad osadu od-
parowano do sucha na tazni wodnej w temperaturze 60°C i rozpuszczono w buforze
separacyjnym. Proby przechowywano do czasu analizy elektroforetycznej w stanie
zamrozenia w temp. —20°C.

W badaniach zastosowano aparat do elektroforezy kapilarnej —P/ACE 2100 firmy
Beckman (Fullerton, USA), wyposazony w detektor ze zmienng dlugoscia fali oraz
system akwizycji danych Gold. W celu zoptymalizowania warunkow analizy elek-
troforetycznej dobrano parametry majace wplyw na separacj¢: stosowano niemo-
dyfikowana kapilar¢ krzemionkowa o dlugosci 57 cm i przekroju wewngtrznym 75
um; dhugos¢ fali detektora ustawiono na 214 nm, czas nastrzyku 5 sek., do kapilary
przytozono napigcie rzedu 15 kV, a catkowity czas analizy ustawiono na 10 minut.
Zastosowano odwrocona polaryzacje elektrod z katoda przy wlocie i anoda przy
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wylocie z kapilary, aby oznaczane aniony migrowaly przed kationami obecnymi
w probach. Jako bufor separacyjny zastosowano 25 mM dwuwodorofosforan sodu
doprowadzony do pH 6,8 za pomoca 0,1 M NaOH.

Ocena statystyczna. Dla obydwu oznaczanych anionéw stwierdzono do-
$wiadczalnie liniowa zalezno$¢ przyrostu wysokosci pikdw oznaczanych zwiazkow
od ich stgzenia w zakresie 10-200 mg/kg na podstawie szesciu serii pomiarowych
a nastegpnie przystapiono do oznaczen stgzenia azotanow (I1) i (V) w poszczegdl-
nych prébach. Granica wykrywalno$ci dla oznaczanych jonow wynosi 1mg/kg wy-
robu. Granica oznaczalnosci wynosi 10 mg/kg i jest pierwszym punktem zakresu
liniowos$ci metody. Zbadano powtarzalno$¢ oznaczen wykonujac seri¢ pomiaréw
analogicznie jak przy krzywej kalibracji. Specyficzno$¢ metody oceniono w obrazie
elektroferograficznym, w ktérym wykazano brak interferencji pikéw sktadnikow
matrycy z pikami badanych substancji i wzorca wewnetrznego. W tabeli I umiesz-
czono wyniki precyzji oznaczen serii jednoczesnej (SD) oraz wspdtczynniki zmien-
nosci (WZ). Doktadno$¢ mierzona stosunkiem stgzenia oznaczonego do nominalne-
go zawiera si¢ w granicach 88,7-105,2% dla azotanu (III) i 98,0-102,4% dla azota-
nu (V). Srednia wydajno$é procesu ekstrakcji dla azotanu (IIT) wynosi 82,7%, a dla
azotanu (V) 86,5%.

Tabela I. Ocena statystyczna metody oznaczania azotanéw (lll) i (V)
Table . Validation of nitrates and nitrites determination metod

Stezenie teoretyczne | Stezenie oznaczone sD Wz Odzysk
(mg/kg) (n=6) (mg/kg) (%) (%)

Azotany (Ill)

10 8,87 0,65 7,43 88,7

20 18,7 0,82 4,38 93,5

50 52,6 5,12 9,73 105,2

100 103,8 7,48 7,2 103,8

150 147,9 4,17 2,81 98,6

200 199,8 7,63 3,82 99,9
Azotany (V)

10 10,13 0,87 8,59 101,3

20 19,6 0,78 3,99 98,0

50 51,2 3,96 7,74 102,4

100 98,6 7,07 7,18 98,6

150 150,1 9,82 6,54 100,1

200 200,6 5,17 2,57 100,3

WYNIKI I WNIOSKI

Zgodnie z Rozporzadzeniem Ministra Zdrowia z 19 grudnia 2002 (Dz.U. Nr 21
z 8 lutego 2003, poz. 21) polskie normy dopuszczaja stosowanie azotanow (III)
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wylacznie w postaci mieszanki z NaCl zawierajacej 0,5-0,6% NaNO, oraz azo-
tanow (V) tylko w produkcji kietbas typu salami, w ktorych zawartos¢ azotanow
(ITI) wynosi ponizej 60 mg/kg produktu, a suma zawartosci azotandw (II1) i (V) nie
moze przekracza¢ 600 mg/kg. W pozostalych wedlinach, wyrobach garmazeryjnych
i pasteryzowanych konserwach migsnych taczna zawartos¢ azotanow (I1I) i (V) nie
moze by¢ wigksza od 125 mg/kg wyrobu. Dopuszczalne dzienne pobranie (ang. ADI
Aceptable Daily Intake) rekomendowane przez WHO wynosi w przypadku azota-
néw dla osoby dorostej 220 mg, dla azotynow 8 mg (11). Jest to warto$¢ ustalana
z uwzglednieniem tzw. marginesu bezpieczenstwa i wyraza taka ilos¢ badanej sub-
stancji, ktéra pobierana codziennie z zywnoscia, wedtug aktualnego stanu wiedzy,
nie przedstawia zagrozenia dla zdrowia cztowieka.

W zwigzku z koniecznoscia monitorowania obecnos$ci substancji konserwujacych
w zywno$ci wydaje si¢ niezbgdne wdrazanie prostych, szybkich i odpowiednio
czutych metod ich oznaczania. Opracowana metoda z zastosowaniem elektrofore-
zy kapilarnej pozwala na oznaczanie zawarto$ci azotanéw (I11) i (V) w produktach
wedliniarskich w zakresie od 10-200 mg/kg. Jednym z wazniejszych parametrow
wplywajacych na rozdziat elektroforetyczny jest odpowiednio dobrany bufor se-
paracyjny. W przedstawionej pracy zastosowano 25 mM dwuwodorofosforan sodu
o pH 6,8. W wysokim pH obydwa oznaczane jony wykazuja podobng ruchliwos¢
elektroforetyczng. W niskim pH azotany przyjmuja ,,staby” tadunek ujemny, a poni-
zej pH 2,5 migruja w czasie ponad 25 minut. Wzrost wartosci pH buforu powoduje
zwigkszenie ruchliwo$ci azotynow w stosunku do azotandéw (9, 12). Optymalne pH
dla obydwu oznaczanych zwiazkéw wynosi okoto 6,8. Azotany i azotyny wykazuja
dobra absorpcj¢ UV w zakresie 190-225. W zwiazku z tym, iz chlorki i siarczany,
ktére pojawiaja si¢ w bezposrednim sasiedztwie pikow azotandow, wykazuja maksy-
malng absorbancje ponizej 200 nm, dlatego do oznaczen wybrano dlugos¢ fali de-
tektora 214 nm. Jako wzorzec wewnetrzny zastosowano rodanek amonu (NH,SCN),
ktoérego pik nie interferuje z oznaczanymi zwiazkami.

Tabela Il. Zawarto$¢ zwigzkow azotowych w badanych prébach produktow wedliniarskich ( mg/kg)
Table Il. Content of nitrosamine in cold meat samples (mg/kg)

Gatunek wedliny Azotany (Ill) Azotany (V)
Szynka wiejska 38,5+0,95 43,96+3,58
Szynka z indyka 35,4+2,8 53,7+3,93
Schab peklowany 12,7+2,76 32,9+2,87
Poledwica sopocka 22,96+2,13 40,4+1,92
Szynka delikatesowa drobiowa 29,6+2,08 48,0+5,04
Szynka wieprzowa z czosnkiem 20,8+3,7 52,6+4,25

Opracowana metode¢ zastosowano do oznaczenia zawarto$ci azotandw (II1) 1 (V)
w wybranych produktach wedliniarskich pochodzacych z lokalnych marketow. Prze-
analizowano 18 préb reprezentujacych 6 gatunkow wedlin. Wyniki zaprezentowano
w tabeli II. W Zadnej z analizowanych prob nie zostaly przekroczone dopuszczalne
wartosci dla obydwu analizowanych jonéw. Odnotowano nieco wyzsza zawartos¢
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azotandw (V) niz azotanow (III) w analizowanych wedlinach. Dla azotanow (I1I)
wartoS$ci te zawieraty si¢ w granicach od 12,7 mg/kg wyrobu dla schabu peklowane-
go do 37,5 mg/kg dla szynki wiejskiej, natomiast dla azotandow (V) od 32,9 mg/kg,
takze dla schabu peklowanego, do 53,7 mg/kg dla szynki z indyka. L.aczna wartos¢
azotandw (III) i (V) nie przekroczyta dopuszczalnej wartosci 125 mg/kg w zadnej
z analizowanych wedlin.

Prosta procedura ekstrakcyjna i krétki czas analizy pozwalaja stwierdzi¢, ze przed-
stawiona metoda nadaje si¢ do oznaczen seryjnych i moze by¢ z powodzeniem sto-
sowana do monitorowania st¢zen azotanow (III) i (V) w wyrobach wedliniarskich.

I. Ol¢dzka, L. Konieczna

DETERMINATION OF NITRATES(III) AND (V) IN MEAT PRODUCTS BY CAPILLARY ZONE
ELECTROPHORESIS

Summary

A-rapid and simple CE metod for the determining of nitrite and nitrate in cold meats has been developed
and validated. Nitrate and nitrite ions are widely used as preservatives in meat products. Due to these toxic
effects, it is important to develop new analysis methods for the simultaneous determination of two anions.
The anions were extracted from samples by mixing and diluting the samples with water at 60°C. All
described analyses were performerd on a Beckman P/ACE 2100 electrophoresis system, equipped with
unmodified silica capillary, UV detektor and Gold software for data acquisition. The proposed method are
linear in described range (Table 1) and have an acceptable precision and accurancy for determination of
nitrates and nitrites in food.
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