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PRZEDMOWA

W ostatnich latach obserwuje si¢ szybkie wprowadzanie nowych oraz udo-
skonalanie istniejacych technologii wytwarzania srodkow spozywczych. Proces
ten wymaga monitorowania i kontroli surowcow, potproduktow i otrzymanych
produktow spozywczych, co wigze si¢ z koniecznos$cia opracowywania i wdra-
zania bardziej czutych, specyficznych i zréznicowanych metod analitycznych.
Potrzeby w zakresie instrumentalnej analizy sktadnikéw sladowych w zywnosci,
czesto o dziataniu toksycznym, rosng w zwigzku z zanieczyszczeniem $rodowi-
ska, w szczegodlnosci gleby, wod, i w konsekwencji zywnosci. Wigze si¢ z tym
konieczno$¢ unowocze$niania programow nauczania, uwzgledniajacych postep
w zakresie metod analizy.

Dobor ¢wiczen jest zwigzany z aktualnymi potrzebami nowoczesnego
ksztalcenia inzyniera, podejmujgcego po ukonczeniu studidow prace technologa
zywnoéci lub specjalisty analityka w laboratorium. Cwiczenia zawarte w ni-
niejszym skrypcie uwzgledniaja wszystkie etapy analizy, zaczynajac od pobrania
probki do badan, przez przygotowanie probki do analizy, usuwanie sktadnikow
przeszkadzajacych, pomiar, a konczac na opracowaniu wynikow.

Mamy nadziej¢, ze opracowany skrypt pomoze studentom poglebi¢ znajo-
mos$¢ wspolczesnej analityki zywnosci.



CWICZENIE 1

Mineralizacja mikrofalowa jako sposéb przygotowania probek
produktow spozywczych do oznaczania jonow metali metodami
instrumentalnymi

1. WSTEP

Nieliczne metody pomiarowe umozliwiajg badanie probek w stanie natyw-

nym, bez przygotowania. Wigkszos¢ fizykochemicznych metod analitycznych
stosowanych do oznaczania pierwiastkow sladowych w probkach organicznych
i nieorganicznych wymaga przygotowania badanych probek w postaci roztworow.

Metody w ktorych probka powinna byé w roztworze:
grawimetria;

miareczkowanie;

spektrofotometria UV-Vis;

spektrofluorymetria;

fotometria plomieniowa;

emisyjna spektrometria atomowa ze wzbudzaniem plazmowym;
absorpcyjna spektrometria atomowa;

potencjometria;

polarografia i metody woltamperometryczne;
elektrograwimetria i kulometria;

konduktometria.

Metody, w ktorych probka moze by¢ w postaci statej lub w roztworze:
spektrofotometria IR;

analiza aktywacyjna;

spektroskopia fluorescencji rentgenowskiej;

spektrometria masowa;

spektrometria magnetycznego rezonansu jadrowego.

Najczesciej stosowanymi metodami przeprowadzania do roztworu probek

stalych sa:

rozpuszczanie probki w odpowiednio dobranym rozpuszczalniku;

tugowanie sktadnikow mineralnych z probki odpowiednimi odczynnikami;
stapianie probki z odpowiednio dobranymi topnikami i nastgpnie rozpusz-
czanie oraz lugowanie sktadnikéw mineralnych z otrzymanego stopu;
mineralizacja probki w odpowiednio dobranych warunkach.



Przed wyborem sposobu roztwarzania nalezy ustali¢, czy:
odczynnik roztworzy probke catkowicie;
szybko$¢ roztwarzania jest wystarczajaca;
uzyty odczynnik nie bedzie przeszkadzal w dalszym toku analizy;
odczynnik jest wystarczajaco czysty, aby nie zanieczyscit probki;
straty spowodowane lotno$cig powstajacych zwigzkéw mozna zaniedbacd;
odczynnik nie reaguje z naczyniem, w ktorym przebiega reakcja.

1.1. MINERALIZACJA

Mineralizacja jest najczesciej stosowanym sposobem roztwarzania probek
produktow spozywczych i materiatow pokrewnych. Proces ten stosuje si¢ zwy-
kle przed oznaczeniem jonéw metali ciezkich jako zanieczyszczen w produktach
spozywczych. Mineralizacja jest to proces calkowitego rozktadu badanej probki
za pomocg silnych utleniaczy, najczeSciej mieszaniny stezonych kwasow Iub
poprzez spalenie i prazenie probki w wysokiej temperaturze. Procesy te prze-
prowadza si¢ w celu wykonania oznaczenia sktadnikow mineralnych w otrzy-
manych roztworach mineralizatow.

Gltownie sposoby mineralizacji to mineralizacja ,,na sucho” i mineralizacja
,,na mokro”.

Mineralizacja ,,na sucho” polega na zniszczeniu struktury organicznej przez
spopielenie probki w wysokiej temperaturze (najczesciej okoto 5S00°C). W tych
warunkach substancja organiczna ulega calkowitemu rozktadowi, nastepuje jej
zweglenie i1 utlenienie tlenem atmosferycznym do CO, i H,O. Azot zawarty
w potaczeniach organicznych przechodzi w lotne tlenki lub NH;. Czesciowemu
ulotnieniu w czasie spalania ulega rowniez siarka. Pozostate sktadniki mineralne
substancji pochodzenia ro$linnego, takie jak: P, K, Ca, Mg, Fe, Si, Mn, B, Zn,
Cu, Mo 1 inne przechodzg w forme nielotnych tlenkéw lub soli, takich jak: we-
glany, fosforany itp. Tworza one pozostato$¢ po spaleniu substancji roslinnej,
tzw. popiot surowy. Z popiotu surowego po roztozeniu weglanéw kwasem sol-
nym lub kwasem azotowym (V) i oddzieleniu krzemionki otrzymuje si¢ popiof
czysty, ktory poddaje sie analizie ilosciowe;.

W przypadku mineralizacji ,,na mokro” zniszczenie struktury substancji or-
ganicznej nastepuje w wyniku jej utlenienia w ptynnym $rodowisku stezonych
kwasow. Do spalenia ,,na mokro” stosuje si¢ najczeg$ciej mocne, tlenowe kwasy:
siarkowy, azotowy i nadchlorowy. Kwasy te rozkladaja si¢ z wydzieleniem
tlenu.

2H2804 — 2H20 + 2802 + Oz
4HNO3 — 2H20 + 4N02 + Oz
4HC|O4 — 2H20 + ZCIZ + 702



Powstajacy tlen powoduje utlenienie materialu pochodzenia roslinnego,
wydzielajg si¢ przy tym lotne produkty rozktadu, takie jak: CO,, H,0, SO..
W kwasnym roztworze po spaleniu pozostaja w formie soli sktadniki mineralne
(w tym azot). Proces mineralizacji ,,na mokro” przeprowadza si¢ w podwyzsz0-
nej temperaturze, co znacznie zwigksza zdolnos$¢ reagowania tlenu z substancja
organiczng. Ze wzgledu na szkodliwe opary kwasow powstajace w czasie spala-
nia, mineralizacj¢ nalezy prowadzi¢ pod wyciagiem.

Techniki rozktadu prébek ,,na mokro”:

z zastosowaniem konwencjonalnego ogrzewania;

z wykorzystaniem ultradzwigkow;

promieniami UV;

z wykorzystaniem energii mikrofalowej;

w systemach otwartych Iub w systemach zamknigtych (ci$nieniowa);

w systemach stacjonarnych, w systemach przeptywowych lub w fazie gazowej.

1.1.1. MINERALIZACJA CISNIENIOWA Z WYKORZYSTANIEM
ENERGII MIKROFALOWEJ

Jest to najczeSciej polaczenie trzech technik mineralizacji: mineralizacji
z zastosowaniem kwasu(6w) i innych substancji mineralizujgcych, w ukladzie
zamknigtym-ci$nieniowym w tzw. ,,bombie teflonowej” oraz z zastosowaniem
energii mikrofalowej. Poniewaz ta metoda bedzie wykorzystana w niniejszym
¢wiczeniu, przedstawiono jej szerszg charakterystyke.

Podczas gdy rozklad probki przez trawienie w kwasach lub tez stapianie
z solami metali alkalicznych jest oparty na zastosowaniu reakcji chemicznej
i energii cieplnej, to w przypadku mineralizacji mikrofalowej procesy rozktadu
sa dodatkowo wspomagane oddziatywaniem promieniowania elektromagnetycz-
nego o czestotliwosci 2450 MHz. Energia promieniowania mikrofalowego jest
bezposrednio absorbowana przez polarne czasteczki (wode, kwasy nieorganicz-
ne, itd.), co stanowi w tych przypadkach znacznie szybsze i skuteczniejsze
zrodto energii niz klasyczne ogrzewanie oparte o konwekcje i przewodnictwo
cieplne. Ponadto, zlokalizowane, wewngtrzne ogrzewanie pojedynczych czaste-
czek probki najczesciej powoduje ich rozpad, zwickszajac tym sposobem
powierzchni¢ kontaktu z reagentami i szybkos$¢ rozktadu.

Mineralizacja ci$nieniowa polega na reakcji analizowanej probki z kwasami
mineralnymi w podwyzszonej temperaturze w zamknigtym naczyniu z teflonu,
zwanym bombg teflonowa. Powstajace w wyniku wydzielania gazow ci$nienie
umozliwia stosowanie wyzszych temperatur niz temperatury wrzenia kwasow
w ukladach otwartych, a zatem skraca czas reakcji.

10



Naczynia stosowane w mineralizacji mikrofalowej muszg by¢ wykonane
z odpowiedniego materiatu przepuszczalnego dla promieniowania mikrofalowe-
go, ktory jednoczes$nie jest odporny chemicznie w stosunku do stezonych kwa-
sow (teflon, kwarc — nieodporny na dziatanie kwasu fluorowodorowego).

Mineralizacja substancji organicznych powinna by¢ catkowita w celu wye-
liminowania oddziatywan matrycy, czyli skladnika probki, ktory wystepuje
w duzym nadmiarze w stosunku do innych. Wiele substancji organicznych
pod wpltywem kwaséw siarkowego i azotowego ulega sulfonowaniu i nitrowaniu
1 w tej postaci wytrzymuje nawet dlugotrwale ogrzewanie. Pochodne sulfonowe
i nitrowe mogg wykazywac¢ zdolno$¢ kompleksowania i utrudnia¢ dalsze ozna-
czanie Sladow.

Zywnos$é stanowi niekiedy trudny material analityczny ze wzgledu na
skomplikowany sktad, duzg zawarto$¢ substancji organicznych, w tym cukrow,
biatek i ttuszczow, ktore trudno ulegaja procesom mineralizacji.

Glownymi przyczynami btedow systematycznych w procedurach przygoto-
wania roztworu badanego przed oznaczeniem analitycznym sg straty pierwiast-
kéw spowodowane ich lotnoScig, adsorpcja oraz kontaminacjg pochodzaca
gtdwnie z trzech zrodet: z naczyn, odczynnikow i pylow zawartych w powietrzu.

Naczynia laboratoryjne oraz sprzet stosowany w laboratorium powinny by¢
wykonane z materiatlu obojetnego chemicznie, termicznie odpornego i pozba-
wionego zanieczyszczen. Stgzenie pierwiastkow w bardzo rozcienczonych roz-
tworach moze szybko ulega¢ zmianom w wyniku zjawisk adsorpcji i desorpcji
zachodzacych na powierzchni naczyn. Aby zminimalizowaé straty i mozliwo$é
zanieczyszczenia roztworu nalezy:

e uzywaé naczyn z kwarcu, teflonu, tarflenu lub wegla szklistego (zwykte
szkto nie jest materiatem odpowiednim);

e mycie i kondycjonowanie naczyn prowadzi¢ za pomocg goracych oparow
kwaséw i pary wodnej;

e pomocniczy sprzet laboratoryjny (np. do ciecia, rozdrabniania, suszenia)
powinien by¢ wykonany ze stali szlachetnej lub tworzyw syntetycznych,
niebarwionych, tatwych do mycia.

W zasadzie nie mozna unikng¢ wprowadzania zanieczyszczen do badanego
roztworu z odczynnikami, stosowanymi w procesie chemicznego przygotowania
probek. Stanowig one gtowne zrodlo zanieczyszczen. Kwasy mineralne i od-
czynniki stosowane do mineralizacji, a takze woda do rozcienczania powinny
by¢ o wysokiej czystosci. Ponadto, nalezy stosowac jak najmniejsze objetosci
kwasow.

Ochrong przed pylem unoszacym si¢ w powietrzu laboratoryjnym mozna
osiggnaé, stosujac zamknigte naczynia oraz komory z laminarnym nawiewem
0CZyszCczonego powietrza.
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Straty niektérych pierwiastkow (np. Hg, As, Se, Cd, Zn), jak réwniez nie-
ktorych zwigzkow (np. tlenki, halogenki, wodorki niektérych metali) spowodo-
wane ich lotnoscig wystepuja gtownie w wysokich temperaturach. Jednak straty
np. rteei i jej zwigzkéw zachodzg juz w temperaturze pokojowej, podczas zbie-
rania i przechowywania probek. Chlor w probkach organicznych moze powo-
dowac¢ powstawanie lotnego chlorku oznaczanego sktadnika; wegiel substancji
organicznej moze redukowa¢ zwiazki metali do postaci metalicznej, wykazuja-
cej znaczng prezno$¢ par w temperaturze mineralizacji. Bledy systematyczne
spowodowane lotno$cig sktadnikdw mogg by¢ wyeliminowane przez stosowanie
systemow zamknietych albo przez stosowanie procedur niskotemperaturowego
roztwarzania probek.

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest poznanie sposobu mineralizacji mikrofalowej w sys-
temie zamknigtym probek produktéw spozywcezych.

2.2. APARATURA

Reaktor/mineralizator mikrofalowy Ertec MAGNUM II skiada si¢ z obu-
dowy metalowej, wewnatrz ktdrej umieszczony jest zespot zasilajacy z generato-
rem mikrofal w postaci magnetronu synchronicznego z falowodem. Na falowo-
dzie zamocowana jest glowica ci$nieniowa reaktora. Glowica przykryta jest
ostong z tworzywa sztucznego zatrzymujaca opary rozpuszczalnikow (rys. 1).
Naczynie reakcyjne z pokrywka wykonane jest z teflonu, a na nim umieszczono
metalowa membrang bezpieczenstwa (rys. 2), ktora ulega zniszczeniu w wypad-
ku gwaltownego wzrostu cisnienia i pozwala na rozpr¢zenie gazéw otworami
w korpusie gornym glowicy mineralizacyjnej. Ttumik-tapacz oparéw chroni
przed nieprzyjemnymi wrazeniami akustycznymi podczas gwattownego rozpre-
zania gazOw. Mineralizator wyposazony jest w system kontroli mocy odbite;.
Duze poziomy mocy odbitej moga wystapi¢ w nastepstwie braku probki w na-
czyniu reakcyjnym i mogg stanowi¢ zagrozenie dla trwatosci naczynia teflono-
wego. Reaktor jest sterowany z komputera typu PC.
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Rys. 1. Budowa mikrofalowego mineralizatora ci$nieniowego Magnum II
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Rys. 2. Budowa teflonowego naczynia mineralizacyjnego
i umieszczenie probki
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3. WYKONANIE CWICZENIA

10.
11.

12.

13.

14.

15.

Na wadze analitycznej odwazy¢ z dokladnoscig 0,0001 g kaszke i rybe
(patrz: tabela 1), mleko odmierzy¢ za pomoca pipety.

Osadzi¢ pierscien stalowy we wnece korpusu dolnego.

Probke umiesci¢ w naczyniu teflonowym i zala¢ odpowiednig iloScig kwasu
lub mieszaniny kwasow. Jesli po wprowadzeniu nastgpi gwattowna reakcja,
odczeka¢, az do jej ustania.

Naczynko teflonowe przykry¢ pokrywka teflonowsg z umieszczong na jej
wierzchu metalowg membrang bezpiecznika cisnieniowego.

Zamknigte naczynko ostroznie umie$ci¢ we wnece korpusu dolnego glowicy
reaktora.

Na korpus dolny natozy¢ korpus goérny glowicy i przekreci¢ w prawo az
do oporu (zamknigcie bagnetowe).

Recznie, a nastgpnie za pomocg klucza nasadowego dokreci¢ nakretke
dociskowa zaworu ci$nieniowego korpusu gtowicy.

Na glowice natozy¢ ostong z tworzywa.

Odkreci¢ zawor wodny.

Wilaczy¢ zasilanie wlacznikiem na przedniej Scianie reaktora.

Ustawi¢ wymagang liczbe cykli i odpowiednie czasy za pomocg programu
komputerowego i uruchomic procedureg.

Po zakonczeniu procesu chlodzenia mozna otworzy¢ glowice reakcyjng. Nie
Sciggajac oslony z tworzywa, przytrzymacé kluczem glowice reka, a druga
reka za pomoca klucza nasadowego odkreci¢ nakretke dociskowa.

Powoli przekreci¢ ostone w lewo do oporu i odczekaé, az zostang usunicte
opary. Zdja¢ ostonke i korpus gorny glowicy.

Wyja¢ naczynko teflonowe, podwazajac kluczem metalowy pierscien
pod kotnierzem naczynia. Odlozy¢ pierScien metalowy. Oczy$ci¢ wneke
korpusu dolnego.

Otworzy¢ naczynie teflonowe, przela¢ probke do kolby miarowej i dopetnié
wodg.

Ad. 11. Po uruchomieniu programu sterujacego przechodzimy do zaktadki

,»Automat” i ustawiamy kolejno:

czas chtodzenia koncowego na 20 min,

liczbe cykli grzanie-chtodzenie (patrz tabela 1).
Dla kazdego cyklu ustawiamy:

czas grzania,

czas pauzy,

ci$nienie procesu,

temperature¢ procesu,

poziom mocy mikrofalowej dla cyklu.



Tabela 1. Parametry mineralizacji probek zywnosci

Probka I mleko 2% Il kaszka 111 ryba
Wielkose¢ 1ml 1g 1g
probki
Parametry 1 cykl: 4 cykle: 4 cykle:
procesu 7 min./100%, | a. 1 min/50%, 20-17at | a. 2 min/80%, 20-17 at,
45-42 atm. b. 1 min/60%, 30-27 at, | b. 1 min/60%, 30-27 at,
30 sek/0% 30 sek/0%
c. 2min/70%, 35-52 at.,| ¢. 2 min/70%, 35-52 at,
30 sek/0% 30 sek/0%
d. 2min/80%, 45-42 at | d. 2 min/80%, 45-42 at.
Chtodzenie 20 min 20 min 20 min
Rozpuszczalniki| 7 ml HNO3 7 ml HNO3+ 3 ml H,O, | 7 ml HNO;

Pytania kontrolne

1. Jakie znasz sposoby mineralizacji probek zywnosci?

2. Glowne korzysci zastosowania mineralizacji mikrofalowe;.

3. W jakich metodach analitycznych jest korzystne przeprowadzenie probki
do roztworu za pomoca mineralizacji mikrofalowej?

4. Jaki jest mechanizm grzania mikrofalowego?

5. Jakie sg najczestsze przyczyny bledow systematycznych w procesie mine-
ralizacji mikrofalowej?

6. W jaki sposob prowadzi si¢ mineralizacj¢ ,,na mokro”?

7. Budowa przyrzadu do mineralizacji mikrofalowe;j.

8. Srodki ostrozno$ci jakich nalezy przestrzegaé podczas mineralizacji mikro-
falowej.

9. Przewidywane stgzenie potasu w badanej probce wynosi 40-100 pg-dm™,
Zakres stezen w oznaczeniu za pomoca spektrometru do absorpcji atomo-
wej wynosi 0,4-2,4 pg-dm™. Jakie rozcieficzenie probki najlepiej przygo-
towac?
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CWICZENIE 2

Oznaczanie niklu
1. WSTEP

1.1. PROCES PRODUKCYJNY JAKO ZRODLO SKAZENIA
ZYWNOSCI NIKLEM

Wigkszos¢ maszyn produkcyjnych wykonanych z nierdzewne;j stali zawiera
w swoim sktadzie domieszke niklu. Uwalnia si¢ on jako efekt korozji bezpo-
srednio wskutek reakcji z obrabianym produktem w ekstremalnych warunkach
fizycznych i chemicznych (np. soki owocowe — wysoka kwasowos¢, pasteryza-
cja — w wysokich temperaturach, czyszczenie maszyn — z wykorzystaniem
preparatow chlorowych) [1].

1|o 1|1 2 13 1ja 1ls 16 1‘7 .o Lo . .
ilbbbbdsbbbdabbbalolnl - Na zdjeciu widac wzery korozyjne w postaci plam na

kawatku pompy uzywanej w produkcji keczupu. Zbu-
dowana jest ona ze stali nierdzewnej typu AISI 316.
Wystawiona byla na nastepujgce warunki fizyko-
chemiczne:

pH=35

chlorek sodu 3,8%

temperatura 90°C

1.2. PRODUKTY NATURALNE BOGATE W NIKIEL
ORAZ PRODUKTY ,SKAZONE” NIKLEM

Nikiel wystepuje w sposob naturalny w przyrodzie — w wodzie, powietrzu
i glebie. Zakres stezen niklu w poszczeg6lnych jego zrodlach prezentuje si¢ na-
stepujaco (podane warto$ci moga si¢ waha¢ z uwagi na czesty wysoki stopien
kontaminacji): [2]
Woda 5-100 pg-dm™
Gleba 5-500 ug'g’
Rosliny 0,5-5 png'g™
Zwierzeta 0,1-5 pgg™

W niektorych surowcach obserwujemy wysokie stezenie niklu, niezalezne
od stopnia zanieczyszczenia gleby. Surowce nieprzetworzone o wysokiej zawar-
tosci tego pierwiastka to m.in. pszenica, Zyto, groch zielony, ziarna soi, owies,
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ryz, orzechy ziemne. Wsrod produktéw przetworzonych wyr6zni¢ mozna herba-
te suszong, czekoladg, suszone lub konserwowane nasiona roslin stragczkowych,
suszone lub puszkowane owoce [2]. Fizjologiczna $ladowa obecno$¢ niklu
w organizmach zywych jest czym$ naturalnym i pozgdanym, niezbednym do
prawidtowego rozwoju i funkcjonowania. Jest on sktadnikiem grup prostetycz-
nych metaloenzymow (np. pewne glioksalazy, deformylazy peptydow, reduktaza
metylokoenzymu M, ureaza). Jednakze, w dawkach minimalnie wigkszych niz
wymagane staje si¢ on toksykantem. Dla roslin o przecigtnej tolerancji niklu jest
to granica >50 mg-kg” suchej masy. W roslinach nadmiar niklu powoduje m.in.
wypieranie innych metali z elementow funkcjonalnych organizmu (tj. enzy-
moéw), zaktoca proces mitozy i fotosyntezy oraz indukuje powstawanie reaktyw-
nych form tlenu zaburzajacych cigglo$¢ czasteczek DNA [3].

Dziennie dorosty mieszkaniec rozwinigtego kraju europejskiego narazony
jest na spozycie $rednio 1,49-1,63 pug'kg™ masy ciata dziennie. Najwicksza $red-
nia ekspozycja w badaniu UK Total Diet Studies wskazana zostata dla grupy
wiekowej 1,5-4,5 lat. Wsrdd przebadanych 20 typow zywnoS$ci, najwieksze ste-
zenia niklu zawarte byty w orzechach, konfiturach i puszkowanych warzywach.
Gdy jednak analizowa¢ wyniki w kontekScie codziennej diety, wigkszo$¢ endo-
gennego niklu pochodzi z napojow (21%) i1 produktow zbozowych (16%).
Zauwazono jednak, ze dawka ekspozycji na nikiel w uj¢ciu populacyjnym sys-
tematycznie malata przez okres ostatnich 30 lat [4].

1.3. SZKODLIWOSC I KONSEKWENCJE ZDROWOTNE

Ekspozycja na nikiel w postaci pylistej jest bardzo szkodliwa dla cztowieka,
jednak w warunkach codziennych nie ma ryzyka kontaktu ze zbyt wysokim
stezeniem niklu. Dziennie wdychamy 0,1-1 pg niklu, wylaczajac z tego dym
papierosowy [5]. Na terenach miejskich stezenie niklu w powietrzu wg roznych
zrédet moze wynosié od 5 x 10 do nawet 170 x 10 pg'm™ [6-7]. Przy stezeniu
1 pg'm™ niklu z pyléw rafineryjnych w powietrzu prawdopodobienstwo zacho-
rowania na nowotwor w wyniku nieprzerwanej ekspozycji na ten czynnik kance-
rogenny przez okres 70 lat wynosi 2,4 x 10 [8].

Akumulacja zaabsorbowanego w organizmie toksycznego niklu skutkuje
rozwojem chorob phuc, nerek, choroby wiencowej [7], jednak ponad 90% endo-
gennego niklu nie jest adsorbowane i ulega sekrecji. Miarg zdolnosci metabo-
licznych szkodliwych metali jest ich biologiczny czas pottrwania czyli okres,
w jakim organizm pozbywa si¢ polowy ilosci, jaka si¢ do niego dostata [9].

Nikiel jest tez kancerogenem, lecz z racji wysokiego wydalania rozpusz-
czalne formy niklu (chlorek, siarczan, azotan) stanowia zagrozenie tylko przy
chronicznym poborze. Rakotworcze wlasnosci sa znacznie wigkszym zagroze-
niem ze strony zwiazkow nierozpuszczalnych (gtownie siarczki). Zwiazki takie
wnikaja do wnetrza komorki, gdzie oddziatujg z biatkami natywnymi, a poprzez
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deregulacj¢ funkcji enzymatycznych posrednio wywotujg zaburzenia w ekspresji
genetycznej. Procz wspomnianej zdolnosci indukcji stresu oksydacyjnego,
wplywaja negatywnie na przebieg proceséw epigenetycznych (funkcja proteoli-
tyczna wobec histonu H2A), poczatkujg hipermetylacje niektorych gendéw
i oslabiajg dzialanie enzymow zaangazowanych w procesy naprawy DNA (tzw.
nucleotide excision repair) [7, 10-11].

1.4. ALERGENNOSC

Nikiel jest silnym alergenem skornym. Szacuje sig, ze alergia dotykowa na
nikiel to problem 4-13,1% populacji. Jedng z przyczyn uwrazliwienia na nikiel
jest czgsty kontakt skorny z wyrobami zawierajacymi ten pierwiastek. Stad
problem alergii skornej dotyczy gtéwnie kobiet (noszenie metalowej bizuterii)
i pewnych grup zawodowych (fryzjerzy, mechanicy samochodowi). Poza nara-
zeniem na kontakt z niklem, wptyw na rozwini¢cie odpowiedzi immunologicz-
nej majg takze czynniki genetyczne oraz klimat (wicksza potliwo$¢ oznacza
czestsze wymywanie niklu z produktow codziennego uzytku) [2, 12].

Istnieje poglad iz nikiel to takze alergen pokarmowy, cho¢ aktualnie jest to
jeszcze teza nie w pelni zbadana i kontrowersyjna [13]. Szacowana podaz do-
bowa tego pierwiastka wynosi 109-222 ug [14-15]. W przeciwienstwie do efektu
kancerogennego, bedagcego skutkiem powolnego odktadania sie jonow w organi-
zmie, w przypadku nadwrazliwo$ci immunologicznej, nawet najmniejsze ilosci
niklu mogg wywotywa¢ efekty podobne do tych towarzyszacych alergii skornej
i znane sg kliniczne przypadki ludzi wrazliwych na nikiel dostarczany drogg
pokarmowg [16].

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. CEL PRACY

Zadanie polega na oznaczeniu zawartosci niklu w probkach organicznych.
Z mineralizatu nikiel ekstrahowany jest do roztworu wodnego, a nastepnie pod-
dawany analizie ilosciowe;.

2.2. MINERALIZACJA PROBEK

Mineralizacj¢ prowadzi si¢ w celu rozktadu zwiazkéw organicznych do pro-
stych, stabilnych zwigzkoéw nieorganicznych i usunigciu z parg wodng takich
pierwiastkow jak wodor, wegiel, siarka i azot. Mineralizacja probek odbywa si¢
poprzez ogrzewanie analitu poddanego dziataniu silnego kwasu utleniajgcego
(HNO,).
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z

3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

20% roztworu cytrynianu sodowego C¢HsO;Naz*2H,0

10% roztwor chlorowodorku hydroksyloaminy NH,OH*HCI
1% roztwor dimetyloglioksymu w metanolu

Amoniak — stezony

Chloroform — stezony

Amoniak — rozcienczenie 1:50

0,5 mol-dm™ kwas solny HCI

WYKONANIE OZNACZENIA
1. EKSTRAKCJA NIKLU

Protoké! postepowania

Do badanego roztworu dodaj:

a) 5 ml 20% roztworu cytrynianu,

b) 2 ml 10% roztworu chlorowodorku hydroksyloaminy NH,OH*HCI,

c) 2 ml roztworu dimetyloglioksymu,

d) stezonego amoniaku do osiagni¢cia pH ok. 9,

e) wytrzasa¢ 1 min w rozdzielaczu z 10 cm® chloroformu CHCl,

f) ekstrakt chloroformowy (dolna faza) wytrzasaé z 50 cm® porcja amoniaku
1:50,

g) reekstrahowa¢ poprzez wytrzasanie roztworu chloroformowego (dolna faza)
z 10 cm® 0,5 mol-dm™ HCl,

h) zebra¢ fazg nieorganiczng (gorng).

Chemiczny opis procesu

Zastosowana metoda opiera si¢ na barwnej reakcji kompleksowania niklu
dimetyloglioksymem, w wyniku ktorej tworzy si¢ brunatno-czerwony osad

Ni(Hdmg), rozpuszczalny w wodzie. Reakcja zachodzi w $rodowisku zasado-
wym, w obecnosci substancji utleniajgcej. Obecno$¢ cytrynianu zapobiega
hydrolizie niektorych metali. Obecnos$¢ reduktora (chlorowodorku hydroksylo-
aminy) zapewnia ilosciowe wyekstrahowanie niklu w postaci dimetyloglioksy-
mianu.
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Dimetyloglioksymian niklu rozpuszcza si¢ w chloroformie dajac zotte
zabarwienie, ale zbyt subtelne by moglo podlega¢ analizie kolorymetryczne;.
Ekstrakcja pozwala oddzieli¢ nikiel od innych metali, takich jak miedz, kobalt,
zelazo, chrom, glin, mangan [17].

3.2. ANALIZA ILOSCIOWA METODA ASA

Absorpcyjna spektrometria atomowa (ASA)/(Atomic absorption
spectroscopy) (AAS)

Instrumentalna technika analizy iloSciowej wykorzystujaca absorpcje pro-
mieniowania przez atomy w stanie gazowym. PrzejScie atomow analitu z fazy
stalej lub ciektej do fazy gazowej zachodzi bezposrednio w ptomieniu badz
w kuwecie grafitowej pod wptywem wysokiej temperatury. Wolne atomy absor-
buja ultrafiolet lub Swiatlo widzialne o $cisle okreslonej czestotliwosci. Uzyska-
ny pomiar interpretuje si¢ w oparciu o krzywa wzorcowa [18].

Pytania kontrolne

1. W jakim celu wykonuje si¢ pomiar poziomu niklu w produktach spozyw-
czych? Jakie ma to znaczenie dla konsumentdéw i producentdw zywnosci?

2. Pomiar poziomu niklu w probkach spozywczych poprzedzali$my ekstrakcja

chemiczng. Dlaczego?

Podaj przyktad zwiazku chelatujacego jony niklu.

4. Czy producent zywno$ci ma wpltyw na zawarto$¢ niklu w wytwarzanych
przez siebie produktach? Czy konsument ma mozliwos$¢ catkowicie wyeli-
minowac¢ nikiel ze swojej diety?

w
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CWICZENIE 3

Oznaczanie zawartosci Cu (II) w sSrodkach spozywczych
1. WSTEP

1.1. WYSTEPOWANIE MIEDZI W GLEBACH I ORGANIZMACH
ROSLIN I ZWIERZAT

Miedz o liczbie atomowej Z = 29 i konfiguracji elektronowej 3d™ 4s* nalezy
do pierwiastkow sladowych o bardzo duzym znaczeniu przemystowym i biolo-
gicznym.

W glebach miedz jest silnie wigzana przez substancj¢ organiczng oraz mine-
raly ilaste, a takze wytrgca si¢ w postaci siarczanow, siarczkow, weglanow,
dajac w efekcie mato mobilne formy. Tylko niewielka czes¢ miedzi w glebach
wystepuje w formach tatwo rozpuszczalnych i wymiennych. Mechanizm wigza-
nia miedzi w glebach polega na procesach adsorpcji, okluzji i wytrgcania,
chelatowania i powstawania zwigzkow kompleksowych oraz wigzaniu przez
mikroflore. Bioprzyswajalno$¢ miedzi zwigzanej z substancjg organiczng zalezy
od cigzaru czasteczkowego. Zwigzki organiczne o niskim cig¢zarze czasteczko-
wym, ktére sg uwalniane podczas rozktadu substancji organicznej lub wprowa-
dzane z organicznymi odpadami zwigkszaja mobilno$¢ miedzi, natomiast
torfowa substancja organiczna i kwasy huminowe unieruchamiajg miedz. Do
czynnikdéw, ktore wplywaja na rozpuszczalnosé, migracje i przyswajalnosé
miedzi w glebach naleza: odczyn gleby, substancja organiczna, bezpostaciowe
wodorotlenki metali, ilo$¢ i rodzaj mineratéw ilastych oraz interakcje z innymi
pierwiastkami. Zawarto$¢ miedzi w naturalnych roztworach glebowych jest
bardzo zréznicowana i mieéci si¢ w granicach 3-135 pg/dm’. Zawarto$é miedzi
w roznych rodzajach gleb polskich (ppm s.m.) podano w tabeli 2.

Tabela 2. Zawarto$¢ miedzi w réznych rodzajach gleb polskich (pmm s.m.)

Rodzaj lub typ gleby Zakres Srednia
Piaszczyste 1-26 8
Pytowe 8-54 19
Gliniaste 15-60 20
Aluwialne 16-28 22
Redziny 7-54 16
Brunatne 4-36 16
Czarnoziemy 6-53 19
Organiczne 1-110 6
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Wedlug najnowszych badan $rednia zawarto$¢ miedzi w glebach krajowych
wynosi 6,5 ppm, przy zakresie od 0,2 do 725 ppm.

Gleby sg narazone na zanieczyszczenie miedzig z réznych zrodet. Poza
wplywem emisji przemystowych miedz dostaje si¢ do gleb facznie z niektérymi
nawozami mineralnymi i organicznymi, a takze z preparatami ochrony roslin
i z odpadami komunalnymi. Zawarto$¢ miedzi w zanieczyszczonych glebach
(ppm s.m.) podano w tabeli 3.

Tabela 3. Zawarto$¢ miedzi w zanieczyszczonych glebach (ppm s.m.)

Lokalizacja lub Zrodto Kraj Zawarto$¢
Gornictwo 1 hutnictwo Wielka Brytania 13-2000
Belgia 16-1089
Polska 72-620
Ogrody dziatkowe, sady, Australia 210
parki Kanada 11-130
Polska 12-240
Odpady i $cieki komunalne, | Wielka Brytania 40-800
nawozenie, nawadnianie Niemcy 187-280
Polska 80-1600
Fungicydy Wielka Brytania 60-380
Kenia 833
Niemcy 273-522

Najczgsciej przyjmowana granica dopuszczalnej zawartosci miedzi w gle-
bach wynosi 100 ppm i jest ona przekraczana wielokrotnie w niektorych glebach
zanieczyszczonych.

Miedz jest biopierwiastkiem niezb¢dnym do prawidtowego rozwoju i funk-
cjonowania organizméw roslin. Wchodzi w sklad réznych biatek i enzymow.
Jej biochemiczne funkcje i whasciwosci to:

- udziat w procesach fotosyntezy, oddychania, przemian zwigzkdéw azotowych
i powstawania biatek, transportu weglowodanéw oraz metabolizmu bton
komérkowych poprzez wplywanie na ich przepuszczalnose,

- regulacja procesow powstawania DNA i RNA,

- udziat w mechanizmach odporno$ciowych na choroby.

Na pokrycie fizjologicznych potrzeb wigkszosci roslin wystarczaja mate
stezenia miedzi powyzej 2 ppm s.m. Przecigtna zawarto$¢ miedzi w czes$ciach
nadziemnych roslin wynosi 5-20 ppm.

Miedz jest tez najwazniejszym biometalem dla cztowieka, a jej zawartosé
W organizmie waha si¢ w granicach 80-120 mg. Dzienne zapotrzebowanie na ten
pierwiastek wynosi 1,5-4,0 mg. Stopien przyswajania miedzi przez organizmy
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zalezy od jej formy w pozywieniu 1 wynosi $rednio dla cztowieka 5-20% catko-
witej dawki. Jest tatwo przyswajalna z mleka oraz mtodych warzyw.

Podstawowa rola miedzi w organizmach zwierzecych wigze si¢ z jej Wy-
stepowaniem w réznych enzymach biorgcych udziat w procesach oksydacyjno-
redukcyjnych. Jest aktywnym sktadnikiem hemocyjaniny (barwnik krwi nie-
ktorych bezkregowcow) oraz oksydazy cytochromowej c, ktora bierze udziat
w transporcie elektronow w tancuchu oddechowym.

Do waznych bialek zawierajacych miedz nalezy ceruloplazmina. Jest to
bardzo ztozony zwiazek koordynacyjny zawierajagcy 8 atomoéw miedzi w czg-
steczce. Jej funkcja to transport i przechowywanie miedzi. Przede wszystkim za$
bierze ona udziat w wigzaniu zelaza (III) z apotransferyng. Utworzona w ten
Sposéb transferyna przenosi zelazo do uktadow krwiotwérczych. Miedz bierze
tez udziat w procesach utwardzania kolagenu, keratynizacji wloséw oraz syntezy
melaniny (barwnika skory), a takze wplywa na biosyntez¢ hemoglobiny, meta-
bolizm lipidéw i whasciwosci mielinowej ostonki wtokien nerwowych. Niedobor
miedzi powoduje zaburzenia w wyzej wymienionych procesach, ktore objawiajg
si¢ réznymi zespotami chorobowymi, takimi jak: anemie, ograniczenia wzrostu
i plodnosci, zaburzenia systemu nerwowego i choroby uktadu krazenia.

Miedz w formie polgczenia koordynacyjnego zwanego dysmutazg ponad-
tlenkowg (Cu, Zn — SOD) wystepuje tez w cytoplazmie kazdej komorki u Euca-
riota. Jest to jeden z najwazniejszych naturalnych antyutleniaczy w komorce
zywej, zapobiegajacy wielu chorobom w tym i nowotworowym. Warto zazna-
czy¢, ze tylko miedZz zwigzana z bioligandami moze by¢ biologicznie wykorzy-
stana. Inna jej forma stanowi zagrozenie dla czlowieka, powodujac wicle
chorob, w tym zespot Menkesa. Jest to choroba powodujaca uposledzenie fizyczne
i umystowe (choroba stalowych wlosow). Kolejnym schorzeniem spowodowa-
nym nadmiarem niezwigzanej miedzi jest zespot Wilsona (zwyrodnienie
watrobowo-soczewkowe). Objawia si¢ on marskoscig watroby, uszkodzeniem
osrodkowego uktadu nerwowego i galki ocznej. Te choroby prowadza do nieu-
niknionej $mierci pomigdzy 5 a 50 rokiem zycia.

Miedz tatwo tworzy potaczenia z r6znymi biatkami. Jednym z takich biatek
jest metalotioneina. Proteina ta zawiera grupy sulfhydrylowe wigzace miedz
i odpowiada za zwigkszong zawarto$¢ tego metalu w watrobie. Nadmiar miedzi
w diecie czlowieka wigze si¢ przede wszystkim ze zmianami w watrobie,
a nastgpnie z uszkodzeniem nerek, tkanki moézgowej oraz naczyn wiencowych
i mig$nia sercowego.

Najwieksze powinowactwo do tionein wykazuja jony metali przejsciowych
na drugim stopniu utlenienia i maleje ono w nast¢pujacej kolejnosci:

Hg > Cu>Cd>Zn>Co > Ni
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Jon o wigkszym powinowactwie wypiera z polaczenia biatkowego jon
0 mnigjszym powinowactwie. Wigkszo$¢ tych jonow metali indukuje synteze
tionein de novo (na nowo). Na przyktadzie Cd (II) wykazano, ze jon ten w kom-
pleksie z tioneing jest znacznie mniej toksyczny niz wolne jony Cd**. Wykazano
rowniez, ze kompleks Cu (II) z ceruloplazming silniej kumuluje si¢ w tkankach
niz kompleks Cu (II) z albuming.

1.2. METODY OZNACZANIA Cu (1)

Do ilo$ciowego oznaczania Cu (IT) mozna wykorzysta¢ wiele metod anali-
tycznych takich, jak np. grawimetryczne, elektrochemiczne, chromatograficzne
i spektrofotometryczne. Przedstawiona ponizej metoda spektrofotometrycznego
oznaczania Cu (Il) w postaci kompleksu z DDTK jest rowniez przydatna do
oznaczania wielu innych pierwiastkow (tabela 4).

Dietyloditiokarbaminian sodu (DDTK) jest biatym krystalicznym proszkiem.
Bardzo dobrze rozpuszcza si¢ w wodzie. Rozpuszcza si¢ takze w etanolu. Jest
praktycznie nierozpuszczalny w eterze oraz w chloroformie. DDTK tworzy
kompleksy z wieloma pierwiastkami. Zgodnie z Marczenko [4] reakcja z Cu (I1)
przedstawiona jest rownaniem (1):

H5CZ\ S HC S S
2 N Cu N N
Hct _<S' T nod _<s} \S>_ A

DDTK™

CoHs

(1)
C,Hs

Rys. 3. Reakcja powstawania kompleksu dietyloditiokarbaminianu
Z miedzig [4]

Kompleksy metali z DDTK dobrze rozpuszczaja si¢ w rozpuszczalnikach
organicznych, co umozliwia ich ekstrakcje z roztwordw wodnych. W tabeli 4
przedstawiono jony metali, ktore mozna oznaczaé za pomocag DDTK z wykorzy-
staniem ekstrakcji kompleksu do warstwy CCl4 lub CHCl..

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest poznanie bardzo dokladnej i wygodnej metody
spektralnej oznaczania $ladowych ilosci Cu (II) w probkach z wykorzystaniem

barwnego kompleksu chelatowego Cu (Il) z dietyloditiokarbaminianem sodu
(DDTK).
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2.2. ZASADA METODY OZNACZANIA Cu (1)

Metoda oznaczania Cu (II) polega na powstawaniu zoéttego kompleksu
Cu(ll) z DDTK. Kompleks ten jest wewngtrznym chelatem rozpuszczalnym
w rozpuszczalnikach organicznych, takich jak np. alkohol izoamylowy, tetra-
chlorek wegla i chloroform, co wykorzystuje si¢ szeroko w analizie. Ekstrakcja
znacznie zwigksza wykrywalno$¢, gdyz stezenie chelatu w rozpuszczalniku jest
wyzsze niz w roztworze wodnym.

Podczas oznaczania Cu (II) przeszkadzaja nastepujace jony metali: Fe (I11),
Bi (I1I), Mn (II), Ni (II), Co (1), Cr (III), Mo (VI) i U (VI), ktére takze tworza
kompleksy z DDTK. Do zamaskowania ich obecnosci stosuje si¢ EDTA w $ro-
dowisku zawierajagcym winian (pH 8-9). EDTA nie maskuje obecno$ci Bi (IIT)
i TI (IIT). Redukcja T1 (IIT) do TI (I) umozliwia jednak wykonanie oznaczania.
Kation Bi (III) nalezy oddzieli¢ z ekstraktu zawierajacego kompleksy metali
z DDTK za pomocg HCI o stezeniu 5 mol-dm™.

Tabela 4. Warunki dla powstawania i ekstrakcji kompleksow metali z DDTK

Zakres pH Maksimum
Ekstrakcji kompleksu do absorpcji
Pierwiastek | Powsta- CHCl; CCly CCl, w CCl,
wania kom- W obecnosci [nm]
pleksu EDTA*
Ag () 2-14 2,6-5 4-11 4-11 340
As (I11) 2-6 3-6 4-5.8 4-5,8 440
Cd (1) 2-14 2-14 4-11 4-6 (+) 340
Co (1) 2-14 2-14 4-11 4-6 (+) 650, 480,
367, 323
Cr (1) 2-6 2-6 4-11 (-) — —
Cu (11 2-14 2-14 4-11 4-11 436
Fe (111) 2-9 2-9 4-9,8 4-6 (+) 600
Hg (1) 2-14 2-14 4-11 4-11 340
Mn (I1) 2-9 2-9 6-9 4-11 (-) 505, 355
Mo (VI) 2-9 2-9 4 (+) — —
5-11 (1) — —
Ni (1) 2-14 2-14 4-11 4-55 (+) 393, 326
5,5-11 (-)
Pb (1) 2-14 3-9,5 4-11 4-5 340
Pd (I1) 2-14 4-11 4-11 348, 305
TI(I) 2-14 2-14 4-11 4-6,5 410
TI(HT) 2-14 2-14 4-11 4-11 426

(+) ulega czesciowej ekstrakeji; (-) nie ulega ekstrakcji.

*EDTA nazwany kompleksonem Il — jest to s6l sodowa kwasu etylenodiaminote-
traoctowego (NaOOCH,C),NCH,CH,N(CH,COONa),; EDTA tworzy kompleksy z jo-
nami metali bez wzgledu na ich stopier: utlenienia w stosunku Me "": EDTA=1: 1.
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2.3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

—  roztwér wzorcowy Cu (II) zawierajacy 0,1 mg miedzi w 1 cm?;

—  roztwér wzorcowy Cu (IT) zawierajacy 1 pg miedzi w 1 cm?®;

—  kwas siarkowy H,S0, cz.d.a. o stezeniu 5 mol-dm;

—  kwas azotowy HNO; cz.d.a. 0 stezeniu 15 mol'dm™;

- 0,1% roztwér DDTK doprowadzony roztworem amoniaku do pH 8,0 —
(jego trwalos¢ maleje ze spadkiem pH, nalezy go przechowywaé w ciemnej
butelce!);

— CClycz.d.a., $wiezo przedestylowany (temp. wrzenia 350,6 K);

—  20% roztwor winianu sodowo-potasowego KNaC,H,Og, 0czyszczony eks-
trakcyjnie od $ladow Cu (II) za pomoca DDTK;

— stezony roztwor amoniaku NH;  H,O cz.d.a. (ok. 18%);

— woda redestylowana o przewodnictwie nizszym niz 0,1 pS.

2.4. APARATURA I SPRZET LABORATORYINY

—  rozdzielacz o pojemnosci 20 cm®;

— mikrobiureta na 10-25 cm?,

= kolby miarowe 1000, 100, 20 i 10 cm®;

— mineralizator mikrofalowy MAGNUM Il (ERTEC, Polska);

— waga analityczna;

— spektrofotometr UV-VIS, firmy Hewlett-Packard (Niemcy), komplet kuwet.

Roztwér wzorcowy Cu (II) zawierajacy 0,1 mg miedzi w 1 cm®

Odwazy¢ 393 mg CuSO,  SH,0 cz.d.a. i przenies¢ do kolby miarowej o po-
jemnosci 1 dm®. Doda¢ niewielka ilos¢ wody redestylowanej i 2 cm® H,SO,
cz.d.a. o gestosci 1,3 grem™ do pelnego rozpuszczenia soli. Uzupelni¢ kolbe
woda redestylowang do kreski oraz wymieszac.

Roztwér wzorcowy Cu (1I) zawierajacy 1 ug miedzi w 1 cm®

Do kolby miarowej o pojemnosci 100 cm® odmierzyé 1 cm® roztworu wzor-
cowego zawierajacego 0,1 mg miedzi w 1 cm® i uzupehi¢ woda redestylowana
do kreski oraz wymieszac.
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3. WYKONANIE OZNACZENIA
3.1. PRZYGOTOWANIE PROBEK DO ANALIZY

Probki do analizy przygotowuje si¢ poprzez poddanie ich ci$nieniowej mi-
neralizacji mikrofalowej metodg ,,na mokro”. Probke o masie 0,5-1,0 g odwazo-
nej z doktadnoscia + 0,0001 g lub o znanej objetosci (1-3 cm®) umiesci¢ w teflo-
NOWym naczyniu mineralizacyjnym, zala¢ 6-8 cm® HNOjs o stezeniu 5 mol-dm™
i ogrzewa¢ zgodnie z ustalonym wcze$niej programem mineralizacji. Po
ostudzeniu do temperatury pokojowej mineralizat przenie$¢ do kolbki miarowe;j
0 pojemnosci 10 cm® i uzupehi¢ woda redestylowana do kreski oraz wymieszaé.

3.2. SPOSOB PRZYGOTOWANIA KRZYWEJ WZORCOWEJ SLUZACE]
DO OZNACZANIA Cu (1)

Do 8 kolb miarowych o pojemnosci 10 cm® odmierzy¢ za pomoca mikrobiu-
rety kolejno: 0 ($lepa préba); 0,6; 1,2; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 i 50 cm® roztworu
wzorcowego zawierajacego 1 pgrem™Cu (II) i do kazdej dodaé po 1 cm® H,SO,.
Nastgpnie wszystkie kolbki dopetni¢ do kreski woda redestylowang i wymie-
sza¢. Otrzymane roztwory zawieraja odpowiednio 0; 0,6; 1,2; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0
i 5,0 ng Cuw 10 cm®.

Tabela 5. Zestawienie wyznaczonych warto$ci absorbcji roztworow
wzorcowych zawierajacych Cu (I1); A = 440 nm

Zawarto$é Cu (IT) [ug] | Absorbancja
0,0
0,6
1,2
1,5
2,0
3,0
4,0
5,0

ON[OOB|W NI
i=]

Kazdy z otrzymanych roztworow do krzywej wzorcowej podda¢ postepo-
waniu opisanemu w punkcie 3.3 (w miejsce mineralizatu pobra¢ 10 cm®
odpowiedniego roztworu). Zmierzy¢ absorbancj¢ barwnych roztworéw w 1 cm
kuwecie wzgledem CCly przy dhugosci fali A = 440 nm. Uzyskane wyniki
pomiardéw zapisa¢ w tabeli 5 i wykona¢ wykres przedstawiajacy krzywa wzor-
cowa w ukladzie wspotrzednych absorbancja w funkcji stezenia Cu (I1): A = f(c ¢).
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3.3. WYKONANIE OZNACZENIA Cu (II) W PROBCE BADANEGO
MINERALIZATU

Objetosé 10 cm® badanego mineralizatu umiesci¢ w rozdzielaczu o pojem-
nosci 20 cm®. Dodaé ostroznie, po kropli 4 cm® NHy H,0. Dodaé 2 cm® roztwo-
ru KNaC,H4Oq, 5 ¢cm® 0,1% roztworu DDTK oraz 2 cm® CCl, i wytrzasa¢
w ciggu 3 minut. Po oddzieleniu warstw oddzieli¢ faz¢ organiczng (dolng) do
kolbki miarowej o pojemnosci 10 cm®. Powtorzyé ekstrakcje jeszeze dwukrot-
nie. Potgczone ekstrakty w kolbie miarowej uzupetic¢ do kreski za pomocg CCly
i wymiesza¢. Zmierzy¢ absorbancje barwnego roztworu przy dlugosci fali
A =440 nm, stosujac jako odnosnik CCl,. Zawartos¢ Cu (1) w badanym roztwo-
rze odczytaé z krzywej wzorcowe;j.

3.4. SPOSOB PRZYGOTOWANIA SPRAWOZDANIA

Sprawozdanie powinno zawiera¢ krdtki wstep teoretyczny dotyczacy wy-
branej metody oznaczania Cu (II) i opis wykonanych czynnos$ci. Nalezy podac
takze sposob przygotowania roztworéw odczynnika kompleksujacego oraz
winianu sodowo-potasowego, jezeli je przygotowywano w trakcie ¢wiczenia.
Ponadto nalezy zamiesci¢ tabele wynikow uzyskanych podczas sporzadzania
krzywej wzorcowej oraz wynikow oznaczania Cu (IT) w probkach badanych.
W sprawozdaniu nalezy zamiesci¢ wykonang krzywa wzorcows.

Pytania kontrolne

1. Podaj zawarto$¢ miedzi w roznych rodzajach gleb. Jak ksztattuje si¢ ilo§¢
miedzi w glebach zanieczyszczonych?

Jak zachowuje si¢ miedz w glebach?

Jaka jest rola miedzi w organizmach roslinnych?

Jakie funkcje spetnia miedz w organizmie ludzkim?

Na czym polega sposob mineralizacji probek metoda ,,na mokro™?

Jakich zasad nalezy przestrzega¢ podczas wykonywania oznaczen metoda
spektrofotometryczng?

Jak przygotowuje si¢ krzywa wzorcowa?

8. Na czym polega zasada oznaczania Cu (II) w tym ¢wiczeniu?

ocoakwd

~
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CWICZENIE 4

Oznaczanie azotandow (V) i azotanow ( 11I) w probkach
warzyw

1. WSTEP
1.1. ZNACZENIE BIOLOGICZNE

W przyrodzie azotany (III) i azotany (V) wystepuja po pierwsze w postaci
naturalnych poktadéw oraz jako produkty rozktadu organicznych substancji azo-
towych. Po drugie moga pochodzi¢ z gleby nawozonej nawozami mineralnymi
albo ze Sciekow przemystowych. Poza tym azotany (III) i azotany (V) sa stoso-
wane do peklowania migs [1].

Warzywa i ich przetwory sa glownym zrodtem azotanow (III) i azotanow (V).
Polskie zrodta podaja, ze okoto 75% spozywanych azotandéw pochodzi z warzyw
[2]. Typowymi warzywami zawierajacymi azotany sa: buraki, salata, rzodkiewka,
szpinak, pietruszka, marchew.

Azotany w organizmie wchlaniajg si¢ tatwo. Czynnikiem dzialajacym jest
jon azotanowy (IIT). Azotany (V) natomiast sg redukowane do azotanow (IlI)
poprzez enzym wytwarzany przez pateczke okreznicy (Escherichia coli), bakte-
rie z grupy coli i inne wchodzgce w sktad mikroflory uktadu pokarmowego [3].

W zalezno$ci od warunkdéw panujacych w przewodzie pokarmowym, tj. pH
i sktadu mikroflory a takze skladu pozywienia i jego mikroflory redukcja poste-
puje od azotandéw (V), przez azotan (III), tlenek azotu (V), hydroksyaming
do amoniaku [3].

Azotany (III) sa wchtaniane z zotadka, a wydalanie azotanéw (II1) w moczu
wynosi w ciagu 8 godzin 90% dawki. Pomimo, iz ilo§¢ wydalanych azotanow
(IIT) zalezy od wielkosci dawki to nie stwierdza si¢ ich obecno$ci w moczu.
Wynika z tego, ze azotany (III) po wchionieciu sg utleniane do azotynow (V)
[4].

Obecnos¢ azotanéw w §linie jest wynikiem dziatania mikroflory obecnej
w jamie ustnej. Azotany (V) sa redukowane do azotynéw (I1I) poprzez dziatanie
reduktazy azotanowej i mikroflory [4].

llos¢ azotanow (III) w $linie zalezy od aktywnosci reduktazy azotanowej
jak i od ilo$ci spozytej zywnosci, ktora zawiera duza ilos¢ azotandw (V).

Spozywanie ich przez ludzi dorostych, przy racjonalnym zywieniu nie
nasuwa zastrzezen. Inaczej jest w przypadku dzieci, a zwlaszcza niemowlat.
Powodem zatru¢ jest przemiana azotandéw (V) do azotanow (III) i nastepnie
hemoglobiny w methemoglobing (zaburzenia w wymianie tlenowej krwi).
Szczegolnie grozne jest to we wczesnym okresie zycia poniewaz we krwi
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niemowlat wystgpuje hemoglobina ptodowa. Latwo ulega ona przemianie,
ale znacznie trudniej redukuje si¢ z powrotem do hemoglobiny w tym okresie
zycia [5].

Zawarto$¢ hemoglobiny ptodowej u dorostych ludzi wynosi do 0,4% przy
czy u niemowlat jest to 60-80%. Hemoglobina ptodowa rézni si¢ od hemoglobi-
ny migdzy innymi kolejno$cia aminokwasow [5].

Pierwsze objawy zatrucia azotanami mozna zauwazy¢ po przyjeciu dawki
1g azotandéw (I1I). Zatrucie charakteryzuje si¢ zaczerwienieniem twarzy, powtok
skornych. Wystepuje rozszerzenie obwodowych naczyn tetniczych i spadek ci-
$nienia tetniczego krwi. Czesto obserwuje si¢ wymioty, biegunke, bole glowy,
drgawki. W cigzkich przypadkach wystepuje sinica spowodowana porazeniem
uktadu krazenia i obecnoscig methemoglobiny we krwi. Dawka $miertelng dla
dorostego cztowieka jest przyjecie dawki 4g azotanow (I11).

Azotany (V) ogdlnie nie stanowig zagrozenia dla zdrowia cztowieka. Zatru-
cia azotanami (V) sg rzadkie, a skutki ich dziatania prowadza do podraznienia
btony sluzowej przewodu pokarmowego [6].

Nie ma jednak jednoznacznego potwierdzenia, iz azotany sg odpowiedzial-
ne za powstawanie raka zoladka. Mogg si¢ jednak przyczynia¢ do latwiejszego
powstawania toksycznych i rakotworczych N-nitrozoamin [7].

ADI dla azotanéw (V) wynosi od 0 do 5 mg'kg™ ciata cztowieka, a dla azo-
tanow (I1T) od 0 do 0,2 mg'kg™ [6].

Zawarto$¢ azotu (N) azotandw w wodzie powyzej 10 mg w 11 (okoto 50 mg
NOz3’) stanowi duze niebezpieczenstwo zatru¢ dla dzieci.

Jest to tym wazniejsze, ze azotany (III) sg wytwarzane w organizmie wsku-
tek odwodornienia amoniaku przy udziale dehydrogenaz wskutek czego naste-
puje nitryfikacja grupy NH, przez bakterie [4].

Badania dotychczasowe wskazuja na to, ze naturalng droga wchianiania sie
azotanow (IIT) i (V) jest odcinek Zzotadkowo-jelitowy. Wykorzystuja one ten sam
system transportu co jony jodkowe, chlorkowe, nadchloranowe czy rodankowe
(tiocyjanianowe). Po wchionieciu do krwioobiegu cata ilos¢ azotanow (III)
i azotanow (V) wedruje do watroby. Tam nastepuje ich utlenianie (azotanow
(IIT) do azotanow (V)), a nastepnie sa wydalane z organizmu.

Mechanizmy dziatania azotanow (III) na funkcje trawienne, wydzielnicze
oraz absorpcyjne blony §luzowej jelita cienkiego sa przedmiotem intensywnych
badan [8].

Azotany (IIT) i azotany (V) podlegaja wieloetapowej redukcji w przewodzie
pokarmowym i nalezy si¢ liczy¢ z tym, ze istnieje duze prawdopodobienstwo
oddzialywania hydroksyloaminy oraz jonow amoniowych na $luzowke jelita.
Tworzenie si¢ nitrozoamin w §rodowisku kwasnym daje mozliwos¢ oddziaty-
wania ich z kwasami nukleinowymi [8].

Dobowe spozycie azotanéw (III) z zywno$cig moze wynie$¢ okoto 11 mg,
a azotanow (V) moze wynie$¢ okoto 100 mg (z czego 86% pochodzi z jarzyn).
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Woda i warzywa nie sa jedynym zrodlem azotanow. Znaczna ilo$¢ pocho-
dzi¢ moze z peklowanego migsa [9].

Azotany nadajg migsu odpowiednie wlasciwosci sensoryczne oraz hamuja
rozwoj niepozadanej patogennej mikroflory przede wszystkim Clostridium botu-
linum, ktéra wytwarza silng toksyng zwang jadem kietbasianym czy Clostridium
perfringens (laseczka zgorzeli gazowej). Im $rodowisko bardziej kwasne tym
skutecznos$¢ antybakteryjna wigksza.

Aby nie przekroczy¢ dopuszczalnej dawki azotanow (II1) przy wytwarzaniu
kietbas i wedlin stosuje si¢ obecnie mieszank¢ z NaCl. Zawiera ona 0,5-0,6%
NaNO,. Azotany (V) stosuje si¢ tylko i wytacznie do produkcji kietbas typu
salami. Dopuszczalna zawarto$¢ azotanoéw (III) wedtug polskiej normy wynosi
60 mgkg™ produktu. Natomiast suma azotanow (III) i azotanéw (V) nie moze
przekraczaé 600 mg-kg™ produktu.

W innego rodzaju wedlinach czy wyrobach garmazeryjnych ich suma nie
moze przekraczaé 125 mg-kg™ produktu.

1.2. METODY OZNACZANIA
1.2.1. AZOTANY (Il

Zwigzki te mozna oznaczy¢ w dwojaki sposob.

Po pierwsze stosujac metode kolorymetryczna, najbardziej znang pod nazwa
metody Griessa. W $rodowisku kwasnym azotany (ITI) reagujg z pierwszorze-
dowa aming aromatyczng tworzac sol diazoniowa. W nastepstwie sprzegniecia
si¢ tej soli z zwigzkiem aromatycznym, ktory zawiera grupe — NH, lub —OH;
powoduje powstanie barwnika azowego, ktory jest podstawa oznaczenia [10].

Metoda Griessa jest bardzo czula, specyficzna, ale badany roztwor nie moze
zawiera¢ substancji utleniajaco-redukujacych, barwnych ani takich ktore reago-
watyby z azotanami, obnizajac wynik [10, 11, 12, 13, 14].

Drugim sposobem oznaczenia jest oznaczenie redoksymetryczne.

Oznaczenie polega na miareczkowaniu roztworu o znanej ilo§ci nadmanga-
nianu potasu lub siarczanu cerowego roztworem oznaczanego azotanu (l1I).
Nastgpnie odmiareczkowuje si¢ nieprzereagowang ilos¢ KMnO, mianowanym
roztworem kwasu szczawiowego lub jodometrycznie. Unika si¢ w ten sp0sob
strat z powodu czg$ciowego rozktadu azotanow (III) do tlenkéw (NO, N,Oy)
lub tez braku reakcji nadmanganianu potasu w srodowisku obojetnym lub zasa-
dowym [11, 12].
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1.2.2. AZOTANY (V)

I WAGOWO. Oznacza si¢ jako Cyo H 15N4 - HNO;3
Wiytraca si¢ za pomocg nitronu jony azotanowe. Osad suszy si¢ w tempera-
turze 110°C. W oznaczeniu mogg przeszkadza¢ HBr, HI, HNO,, HSCN, HCIQO,,
H.CrQO,, [11, 12].

Il ALKACYMETRYCZNIE
Redukuje si¢ azotan (V) stopem Devardy w Srodowisku zasadowym do
amoniaku. Nastepnie oddestylowuje si¢ amoniak do kwasu [10].

Il REDOKSYMETRYCZNIE
Za pomocg mianowanego roztworu FeSO, redukuje si¢ nadmiarem na goraco
azotan (V), w roztworze zakwaszonym. Po odpg¢dzeniu tlenkow azotu odmia-
reczkowuje si¢ pozostaly siarczan (VI) zelaza (II) mianowanym roztworem
nadmanganianu potasu [13].

IV GAZOMETRYCZNE
Oparta jest na odtlenieniu azotanow do NO, a nastepnie odmierzeniu objg-
to$ci powstatego wskutek odtlenienia NO.
a) jako NO po redukcji rtecig w obecno$ci kwasu siarkowego w nitrome-
trze Lungego [14].
b) Jako NO po redukeji FeCl i HC1 metoda Schloesinga i Grandeou [14].

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. CEL CWICZENIA

Celem c¢wiczenia jest sprawdzenie stopnia zanieczyszczenia wybranych
probek warzyw azotanami (I11) i azotanami (V). Rozwdj gospodarczy oraz
rosngca urbanizacja powoduje wzrost degradacji otaczajacego nas $rodowiska
naturalnego. Ma to duzy wplyw na zanieczyszczenie powietrza, wody i gleby;
a co za tym idzie i zanieczyszczenie ptodéw rolnych.

2.2. METODA GRIESSA

Zawarto$¢ azotanow (III) i azotanow (V) oznaczono metodg opartg na reak-
cji Griessa zgodnie z norma Panstwowego Zaktadu Higieny z roku 1977 zaktua-
lizowang zgodnie z norma europejska EN 12014-7.

Oznaczenie azotanow (III) i azotanow (V) opiera si¢ na pomiarze natgzenia
powstatej barwy w wyniku reakcji azotanow (III) z kwasem sulfanilowym
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i chlorowodorkiem N-(1-naftylo) etylenodiaminy w srodowisku kwasu octowe-
go. Azotany (V) natomiast oznacza si¢ po uprzedniej redukcji do azotanow (I11)
na kolumnie kadmowej. Natezenie barwy oznaczono przy dlugosci fali 520 nm
na spektrofotometrze.

2.3. APARATURA
Spektrofotometr
Laznia wodna
Kolumna kadmowa

2.4. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Roztwoér roboczy Griessa — to rowne objetosci roztworu 11 11

ROZTWOR | — rozpuszczamy na azni wodnej 1,59 g kwasu sulfanilowego
w 50 cm?® kwasu octowego lodowatego i 100 cm® wody. Nastepnie do catosci
dodaje si¢ 50 cm? roztworu NaCl i uzupetniamy kolbe do 250 cm®.

ROZTWOR 1II — rozpuszczamy na lazni wodnej 0,03 g chlorowodorku
a-naftyloaminy w 10 cm® wody. Nastepnie do catoéci dodajemy 20 cm® kwasu

octowego lodowatego i kolbe dopetniam woda do 100 cm®.

Roztwory odbialczajace

a) octan cynku Zn(CH3COOH), - 2H,0
220,0 g octanu cynku rozpuszczono w wodzie, dodano 30 cm® kwasu octo-
wego lodowatego i dopetniono woda do 1000 cm’,

b) heksacyjanozelazian (IT) potasu K4;Fe(CN)g'3H,0
106,0 g K4Fe(CN)g 3H,0 rozpuszczono w wodzie i dopetniono do 1000 cm’.

Roztwoér wzorcowy azotanu (I1I) sodu NaNO,

Rozpuszczamy 1g NaNO, w wodzie i uzupetniamy do 1000 cm?. Pobieram
5 cm® powstatego roztworu do kolby na 1000 cm® i uzupetniamy woda do
kreski. Z drugiej kolby pobieramy kolejno po 2; 5; 10; 20; 30 cm® do kolb o po-
jemnosci 100 cm®. Dopetniamy je do 100 cm® woda. Przygotowane roztwory
zawieraly odpowiednio 0,1; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5 ug NaNO,cm™,

Roztwoér wzorcowy azotanu (V) sodu NaNOs

Rozpuszczamy w wodzie 1,2736 g NaNOs i dopelniamy woda do 1000 cm®.
Pobieramy 5 cm® tego roztworu do drugiej kolby miarowej o pojemnosci 1000
cm® i dopelniamy woda.
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Bufor amonowy o pH 9,6-9,7
Rozpuszczono 20 cm® stezonego kwasu solnego w 500 cm® wody, nastepnie
dodano 50 cm® stezonego amoniaku i dopeliono woda do 1000 cm®,

Chlorek sodu NaCl
Rozpuszczono 10 g w 100 cm®.

Wegiel aktywowany

Kwas solny HC1 0.1 mol-dm™
Rozcieficzono 8,8 cm® stezonego HC1 woda do 1000 cm®,

2.5. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

Prébke do badan nalezy zhomogenizowa¢. Nastepnie odwazy¢ 5 g homoge-
nizatu badanego warzywa. Odwazony material przenosimy ilo$ciowo do kolby
stozkowej, przy uzyciu wody 0 temperaturze 70-80°C i dodaniu 1 g wegla akty-
wowanego. Zawarto$¢ kolby ogrzewamy na !azni wodnej przez 15 min. Po
ochtodzeniu roztworu doda¢ odczynniki odbialczajace. Po czym cato$é wymie-
sza¢ i odstawi¢ na 30 min. Po tym czasie probke przesgczy¢ do kolby 0 pojem-
nosci 100 cm?® i uzupetni¢ woda do kreski.

3. WYKONANIE OZNACZENIA
3.1. OZNACZENIE AZOTANOW (III)

Pobiera¢ 1 cm® przesaczu do probowki i dodaé 1 ecm® roztworu roboczego
Griessa, wymiesza¢ i odstawi¢ na 15 minut w ciemne miejsce. Zmierzy¢ absor-
bancje przy dtugosci fali A = 520 nm.

Reakcja zachodzaca podczas oznaczania azotanow (III) metoda Griessa.

H033—©—NH2 + NO, + 2 H+ —>H033v<\j/)_N*EN + 2H,0
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Zawarto$¢ azotanow (II1) w probkach warzyw w pg NaNO; na 1 g warzywa
obliczamy na podstawie wzoru:

Obliczenie zawartos$ci azotanow (III) w warzywach

XNaNOZ =C-100 cm3/m

gdzie: C — stezenie azotanow (II) odczytane z krzywej wzorcowej, odpowiada-
jace absorbancji badanego roztworu,
m — masa probki w g.

3.2. OZNACZENIE AZOTANOW (V)

Na wierzchotek kolumny nanie$é¢ 5 cm® przesaczu i natychmiast dodaé bu-
foru amonowego w ilosci 2,5 cm®. Plyn sptywajacy z kolumny jest zbierany do
kolby miarowej o pojemnosci 100 cm®. Uzupehi¢ woda do kreski. Nastepnie
pobieraé¢ 1 cm® roztworu i dodaé¢ odezynnika roboczego Griessa w ilosci 1 cm®.
Wymieszaé i odstawi¢ w ciemne miejsce na 15 min. Zmierzy¢ absorbancj¢ przy
dhugosci fali A = 520 nm.

Obliczenie zawartosci azotanow (V) w probkach warzyw

Zawarto$¢ azotanow (V) w warzywach w ug NaNO3 na 1 g warzywa obli-
CZ0Nno Ze Wzoru:
Ynanos = C - 1000 cm® m

gdzie: C — stezenie NaNO; w pg/cm® odczytane z krzywej wzorcowej odpowia-
dajace absorbancji badanego roztworu,
M — masa probki w g.

Obliczenie azotanéw (III) i azotandow (V) w warzywach w pg NaNO;, na 1 g su-
chej masy warzywa obliczamy wedtug wzoru:

X nanoz = C-100/ m
m’ =m - %s.m.
%S.M. = Myys/ My

gdzie: C — stezenie NaNO, w pg'em™ odczytane z krzywej wzorcowej odpo-
wiadajace absorbancji badanej probki,
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m’ — masa probki w przeliczeniu na suchg mase w g,

%s.m. — procentowy udzial suchej masy w %,

Myys — masa probki po wysuszeniu w g,
My — masa probki przed wysuszeniem w g.

Y’NaNO3: C- 1000/ m’
m' =m - %s.m.
%S.M. = Myys/ Mo

gdzie: C — stezenie NaNO; w pg'em™ odczytane z krzywej wzorcowej odpo-

wiadajace absorbancji badanego roztworu,
m’ — masa probki w przeliczeniu na suchg mas¢ w g,

%s.m. — procentowy udzial suchej masy w %,

Myys — masa probki po wysuszeniu w g,
My — masa probki przed wysuszeniem w g.

Tabela 6. Dopuszczalne zawartosci azotanow W warzywach [6, 15]

ZAWARTOSC
Lp. WARZYWO AZOTANOW
[mg NaNO,'kg™]
1 | rzodkiewka, burak, szpinak, rzepa, kalarepa, koper 2000
2 | kapusta, szczypior 1000
3 | kalafior, ogérek, por, seler, czosnek, marchew, 500
pietruszka
4 | fasola, cebula, papryka, ziemniak, pomidor 250

Pytania kontrolne

1. Jakie sg zrodta azotanow (III) i azotanow (V) w Srodowisku?

2. Gtoéwne niebezpieczenstwo zwigzane z nadmiernym spozyciem azotandw
(IIT) 1 azotandw (V) przez niemowleta.

3. Jaka drogg si¢ dostaja, jakim przemianom ulegaja i na co wptywaja azotany
(1) w organizmie ludzkim?

4. Metody oznaczania azotanow (III).

5. Metody oznaczania azotandéw (V).
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CWICZENIE 5

Spektrofluorymetryczna metoda oznaczania histaminy
w produktach spozywczych (PN-90A-86786)

1. WSTEP

Luminescencja to emisja §wiatla przez ciala zimne. Wyrézniamy rézne
rodzaje luminescencji, w zaleznosci od czynnika, ktory je wywoluje:
o fotoluminescencja wywotana jest promieniowaniem UV-VIS,
e chemiluminescencja, w ktorej wzbudzenie czasteczki jest wynikiem reakcji
chemicznej,
bioluminescencja — wzbudzenie jest wynikiem proceséw biochemicznych,
e elektroluminescencja — wzbudzenie czasteczek w polu elektrycznym.
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Rys. 4. Schemat przejs¢ energetycznych zwigzanych z absorpcja promieniowania,
fluorescencja i fosforescencja
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Spektrofluorymetria jest jednym z dziatow analizy spektralnej, w ktorym
wykorzystuje si¢ oddzialywanie energii z materig. Fluorescencja i fosforescencja
(zaliczane do fotoluminescencji) to mechanizm umozliwiajacy utrat¢ energii
czasteczce znajdujacej si¢ w elektronowym stanie wzbudzonym. Jesli elektron
przejdzie ze wzbudzonego stanu singletowego do podstawowego stanu single-
towego, wypromieniowujac energi¢, to mamy do czynienia z fluorescencja. Jesli
przejscie nastgpi ze stanu trypletowego na singletowy zjawisko to nazwiemy
fosforescencja (rys. 4).
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Rys. 5. Widma tryptofanu: A —absorpcja, F — fluorescencja, P — fosforescencja

Do obserwacji promieniowania stosuje si¢ zasadniczo trzy rodzaje uktadow
geometrycznych (rys. 6):
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Rys. 6. Schematy uktadow optycznych stosowanych w fluorymetrii

Fluoryzuja w zasadzie czasteczki planarne, ktore majg uklad skoniu-
gowanych wigzan podwdjnych np. pochodne zwiazkéw arylowych. Spektro-
fluorymetria ma zastosowania w analizie:

e zwiazkéw biologicznie czynnych (witaminy, hormony, aminokwasy,
alkaloidy, proteiny i in.),

e $rodkow farmaceutycznych (antybiotyki, barbiturany),

e substancji toksycznych w $rodowisku (wielopierscieniowe weglowodory
aromatyczne).

Te metode wykorzystuje si¢ rowniez do oznaczania wielu jondw nieorga-
nicznych i zwigzkéw organicznych. W celu oznaczenia zwiazkoéw niefluo-
ryzujacych stosuje si¢ zabiegi zmieniajace czasteczki we fluoryzujace (mody-
fikacje fizyczne i chemiczne). Przyklady oznaczen ukazane sa w tabeli 7.
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Tabela 7. Przyklady odczynnikow stosowanych do fluorymetrycznego
oznaczania metali

Ozna-
Ly . czany Warunki Barwa Czuloséc
Nazwa i wzor odczynnika pier- . .. T3
Wia- oznaczania fluorescenciji [pngem™]
stek
Salicylo-o0-aminofenol Al |pH=5,8-6,0 |zielona 0,0005
Ga |pH=4,0-50 |zielonozobtta 0,15
OH HO Ge |pH=71 Zielonozolta 04
In |pH=5,6 zielonozotta 0,2
CH=N Sc |pH=5,0-80 |zobtta 5,0
Sb [pH=6,2 zielona 0,2
Semikarbazon aldehydu salicylowego Zn |[pH=6,2-6,4 |niebieska 0,2
OH Sc |[pH=5,6 niebieskobtekitna | 0,01
o Ca |pH=3,0-40 |niebieskobtekitna | 0,02
Il
CH=N—C—NH,
Lumonomagnezon IREA Mg |pH=10,0-12,0 |rézowa 0,002
HSO, OH HO
NH
N—N / >:o
NH
cl o]
Moryna (3,5,7,2’,4’-pentahydroksyflawon) | Al |[pH =3,0-45 |Zottozielona 0,0005
B z0ttozielona 0,06
Be |pH =11,3-13,0 | z6ttozielona 0,001
Ca [pH~6,0 z0ttozielona 0,17
Zr | r-r HCI z0tozielona 0,001
2mol/dm®
Ge |rrHCI1:1 z0ttozielona 1,5
Fe |pH=49 zo6ltozielona 0,001
Th |r-ralkaliczny |zottozielona 0,0004
pH=2,5-5,0
Sc [pH=7,0 zielona 0,02
Sb |HCI + z0ttozielona 1,0
C,HsOH
Pb [pH=7,0 z0ttozielona 0,5
Sn |r-r HCI, zielona 0,05
0,04-0,06
mol/dm?

Fluorymetria jest stosowana ze wzgledu na swa czutos¢, 100-10000 razy
wigkszg niz w technikach spektralnych oraz lepsza selektywnos¢.
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2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. CEL CWICZENIA

Cel ¢wiczenia to zapoznanie studentow z jedng ze spektrofluorymetry-
cznych metod analizy. Zawarto$¢ histaminy jest oznaczana fluorymetrycznie
metodg rekomendowana przez AOAC z pomiarem fluorescencji na spektro-
fluorymetrze Hitachi 2000. Istota metody jest reakcja migdzy histaming
a aldehydem ortoftalowym. Zaleta metody jest szybko$¢, powtarzalnosé
i czuto$¢é (granica oznaczalnosci 0,1 pg-em™).

Histamina jest jedng z amin biogennych, ktore sg naturalnie obecne
w zywnosci. Jesli stezenie amin przekracza normalny poziom, czgsto z powodu
mikrobiologicznych zanieczyszczen, wplywa to niekorzystnie na organizm.
Zatrucie histaming moze spowodowaé wystapienie tzw. reakcji pseudoaler-
gicznej, czyli nastgpujacych objawow klinicznych: skurczu oskrzeli, zwezenia
naczyn, obrzekoéw, boli brzucha, biegunki, spadku ci$nienia tgtniczego,
swedzenia skory itp. Zawartos¢ histaminy jest kryterium jakos$ci zywnoS$ci.
Nawet, je§li bakterie sg juz zabite, pozostaje aktywno$¢ enzymow katalizujgcych
powstawanie histaminy. Histamina jest produkowana przez dekarboksylacje
histydyny. Produkty bogate w biatka (ryby, mieso, ser — wszystkie bogate
w histydyne), jak rowniez takie, jak wina, zwlaszcza musujace, piwo, fermen-
towane produkty mleczarskie moga zawiera¢ podwyzszony poziom histaminy.

Histamina tworzy z aldehydem ortoftalowym stabilny fluoryzujacy zwigzek,
bedacy podstawa jego oznaczenia.

CHO /CHZ—CHZ—NHZ >
@ +

HNV/N /+v/N
CHO

1 2 3
Rys. 7. 1 —aldehyd ortoftalowy, 2 — histamina, 3 — zwigzek fluoryzujacy

2.2. APARATURA

Do oznaczenia zawarto$ci histaminy wykorzystuje si¢ spektrofluorymetr
F-2000 firmy Hitachi.

2.3. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

e kwas solny 0,1 mol-dm™,
e zasada sodowa 1 mol-dm™,
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e kwas fosforowy 1,2 mol'dm™ (rozcienczy¢ 12,2 cm® 85% kwasu w kolbie
na 100 cm®),

o 1% roztwor aldehydu ortoftalowego w metanolu,

e roztwor histaminy 1 mg'em™ (rozpusci¢ 167,4 mg chlorowodorku histaminy
i uzupemié 0,1 mol-dm™ HCI w kolbce o pojemnosci 100 cm?).

2.4. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

Nawazke 1g probki utrzeé w mozdzierzu, zhomogenizowé z 5 cm® metanolu
w ciggu 2 minut. Homogenat przenies¢ do kolby na 10 cm® i inkubowaé¢ w tazni
wodnej w temperaturze 60°C. Po ochlodzeniu do temperatury 25°C, uzupetnié
alkoholem metylowym do 10 cm?® i odwirowaé przy 3500 obr./min. Otrzymany
roztwor przechowywac¢ w lodowce.

Przygotowanie kolumny z wypehiaczem

Odwazy¢ 2 g wypeliacza jonowego Dowex 1X8, 50-100mesh i przepro-
wadzi¢ w forme wodorotlenkowa, uzywajac 30 cm® wodorotlenku sodu o steze-
niu 2 mol-dm™ na 1g zelu. Po wymieszaniu odstawi¢ na pol godziny. Zdekanto-
wac tug bez straty zelu, odmy¢ woda destylowang, przenies¢ na bibute karbowa-
na i dalej ptuka¢ do uzyskania obojetnego przesaczu. Tak przygotowany wypet-
niacz moze by¢ przechowywany pod woda nie wigcej niz 7 dni. Kolumng chro-
matograficzng napetni¢ na wysoko$¢ 8 cm i zabezpieczy¢ przed wyschnigciem.
Przed naniesieniem ekstraktu przemy¢ 10 cm® wody destylowane;.

Pod kolumna umieéci¢ kolbe o pojemnosci 50 cm® zawierajaca 5 cm® roz-
tworu kwasu solnego o stezeniu 1 mol-dm™. Na kolumne nanie$é¢ 5 cm® wody,
a nastepnie 1cm? ekstraktu i 4 cm® wody. Gdy roztwor przejdzie przez kolumne
do wysokosci ok. 2 mm nad zelem, doda¢ 5 cm® wody i eluowaé. Dodawanie
wody powtarza¢ az do uzyskania 50 cm® eluatu. Uzyskany eluat wymiesza¢
i przechowywaé¢ w lodowce do czasu wykonania oznaczenia.

2.5. WYKONANIE OZNACZENIA

Przygotowac rozcienczenia podstawowego roztworu histaminy w zakresie
0d 0,1 do 10 pg-em™. Do 0,5 cm® roztworu histaminy dodaé 1,0 cm® 0,1mol-dm’™
HCIi 0,3 cm® 1 mol-dm™ roztworu NaOH i 0,1 cm® aldehydu ortoftalowego. Po
4 minutach doda¢ 0,3 ¢cm® H3PO,, zmierzy¢ emisj¢ promieniowania nie pozniej
niz po 30 minutach, przy dlugosciach fal Agx = 350 nm i Agy = 444 nm. Nary-
sowac krzywa wzorcowg i obliczy¢ zawarto$¢ histaminy w probce wg wzoru:

m=c-v-r
gdzie: ¢ — zawarto$¢ histaminy odczytanej z krzywej,
V — objetos¢ probki,
I — rozcienczenie.
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Rys. 8. Przyktadowa krzywa wzorcowa zawarto$ci histaminy w probce

Pytania kontrolne

Co to jest fotoluminescencja?

Czym rézni si¢ fluorescencja od fosforescencji?

Prosze¢ poda¢ zasadg fluorymetrycznego oznaczania histaminy.
Na czym polega pomiar fluorymetryczny?

W jaki sposdb mozna oznacza¢ zwiazki niefluoryzujace?

agrwbdE
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CWICZENIE 6

Oznaczanie 5-hydroksymetylofurfuralu (HMF)
w sokach owocowych

1. WSTEP

Pod wptywem nadmiernego ogrzewania lub dlugotrwatego przechowywania
zywnos$ci zawierajacej weglowodany i biatka dochodzi do nieenzymatycznego
brunatnienia w wyniku zachodzacych reakeji Maillarda. Produktami posrednimi
powstajagcymi w tych reakcjach sg zwigzki furfuralowe: furfural, 5-metylo-
furfural 1 wystepujacy w najwigkszej ilosci hydroksymetylofurfural.

Hydroksymetylofurfural (HMF) — 5(hydroksymetylo)-2-furaldehyd, w po-
staci czystej wystepuje jako igietki Iub platki o zapachu kwiatow rumianku
lub w postaci bezbarwnego syropu, podrazniajacego oczy. HMF jest bardzo
stabo lotny, rozpuszczalny bardzo dobrze w wodzie, alkoholach, acetonie, octa-
nie metylu i DMF, rozpuszcza si¢ takze w eterze i chloroformie.

[ 1
HOCH3 0~ CHo

HMF w wysokich stgzeniach jest cytotoksyczny, powoduje podraznienia
oczu, gornych drég oddechowych, skory i blon §luzowych. Zwigzek ten jest
znany rowniez jako genotoksyczny i rakotworczy, ale mechanizmy jego tok-
sycznego dzialania nadal pozostaja niejasne. Dawka doustna LDs; 3,1 g'kg™ cia-
fa zostala ustalona dla szczuréw. Dodatkowo badania tych zwierzat wykazaty,
ze 1% HMF w diecie spowodowat wzrost komorek rakowych okreznicy [1].
Jednoznaczne powigzanie HMF z karcenogeneza uzyskano w badaniach myszy
i szczurow. W cytozolu watroby w obecnosci siarczanow jest on konwertowany
do estru kwasu siarkowego (5-sulfooksymetylofurfuralu) o wtasciwosciach mu-
tagennych [2].

HMF tworzy si¢ z heksoz w trakcie ogrzewania i przechowywania zywno$ci
bogatej w cukry, przy czym sa znane dwie glowne drogi jego powstawania.
W pierwszej z nich HMF powstaje w wyniku karmelizacji cukrow w tem-
peraturze ponad 150°C. Karmelizacji najlatwiej ulegaja cukry redukujace
(glukoza, fruktoza, ksyloza, ryboza), a proces ten jest katalizowany poprzez
srodowisko kwasowe. Rysunek 9 przedstawia schemat tworzenia HMF podczas
karmelizaciji.

Druga droga powstawania HMF jest zwigzana z reakcjami nieenzymatycz-
nego brunatnienia, jak potocznie zwane sa reakcje Maillarda. Grupa aldehydowa
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weglowodanu reaguje z grupg aminowg aminokwasu lub biatka, co w wyniku
daje bezbarwne produkty posrednie, zwigzki Amadori, z ktérych podczas
ogrzewania powstaje HMF (rys. 10). W wyniku dalszych reakcji powstaje sze-
reg barwnych zwiazkéw, pozadanych w technologii zywnosci wybranych pro-
duktow (np. wypieki) lub niepozadanych w pozostalych. Tworzenie produktow
reakcji Maillarda obniza bowiem warto$¢ zywieniowa produktu poprzez bloko-
wanie lub destrukcj¢ niektorych reszt aminokwasow (lizyna, cysteina, metioni-
na, tryptofan) oraz ograniczenie ich biodostgpnosci.

H
\
c£o\
C—OH D-glukoza
HO—C—H
H—(ID—OH 3-deoksy-D-glukozuloza
H—0—OH \ H—?[@—H H—g=0 H—0=0
CH,OH C—OH ("3—®—H c=0
H-07—C—H C—H H—C—H
| ~ e H—C—OH
H—C—OH > H—C—OH —
H C—OH | [\
n H—(|3—OH H—(ll—OH H—(|3—OH
O_U / CH,OH CH,OH CH,OH
Ho—b—F .
1,2-endiol 2,3-endiol
H—C—CH e
H—C—OH
H—C=0
CH,OH |
H 7—°
D-fruktoza H\C=C Y L
NGV L ¥ [
/C\ ﬁ—CHO H—C
HOH,C OH
% o H—C—OH
cis- trans-  CH,OH

3,4-didecksy-D-glicero-heksanuloza

K< e
2
HOH,C CHO
HOH, o OH 2 ‘@

5-hydroksymetylo-furfural

Rys. 9. Schemat powstawania HMF w procesie karmelizacji cukrow
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HMF jest wykorzystywany jako zwigzek wskaznikowy powstawania zmian
nieenzymatycznych zywno$ci podczas obrobki technologicznej (ogrzewanie)
oraz w trakcie przechowywania. Jego obecno$c¢ jest wskaznikiem zachodzacego
pierwszego etapu reakcji Maillarda, przed pojawieniem si¢ niekorzystnych
z punktu widzenia organoleptycznego i zywieniowego barwnych polimerow.
Swiatowa Organizacja Zdrowia (WHO) rekomenduje maksymalne stezenie
HMF w sokach owocowych na poziomie 5-10 mg HMF-dm™® w zaleznosci od
rodzaju owocow.

W przypadku miodow HMF moze shizy¢ takze do oceny zafalszowan
dodatkiem cukru inwertowanego. Dopuszczalna zawarto$¢ hydroksymetylo-
furfuralu wedhug Polskich Norm zostata ustalona tylko dla miodu i wynosi 3 mg
HMF na 100 g miodu (30 mg HMF kg™ miodu) [3].

(IJHZ—NH—R h)Hz—NH—R CH=N—R
C=0 C—OH (Ilg—oH
HO—C—H HO—C—H H+ C—H
_ —» |
H—C—OH H—C—OH -HLO H—C—OH
H—C—OH H—C—OH H—C—OH
CHz—CH CH—CH CHz—CH
fruktozyloglicyna
H,QO | - NH.,R
(|3HO (l:Ho CHO
h) (|;=o I(IZ—OH
C—H - H,0 C—H -H,0 G—H
I @] <_2 ” 4;
ﬁ—H C—H H—C—OH
(ID H—C—OH H—C—OH
CH—OH CHz—OH CH—CH

5-hydroksymetylofurfural

Rys. 10. Schemat powstawania HMF w reakcji Maillarda
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METODY OZNACZANIA HMF

W literaturze opisywane sa metody oznaczania 5-hydroksymetylofurfuralu
w dwoch postaciach: wolnej i zwigzanej. Forma zwigzana HMF opisywana jest
jako potencjalny 5-hydroksyfurfural zwigzany z biatkami jako produkt Amadori,
a uwalniana zostaje w wyniku ogrzewania z kwasem szczawiowym w tempera-
turze 100°C w ciggu 25 minut. Zawarto$¢ zwigzanego HMF w probce wyznacza
si¢ jako roznice pomigdzy iloscia wolnego HMF, a ilodcig catkowita okreslong
po hydrolizie kwasem szczawiowym.

NajczeSciej stosowane sg metody spektrofotometryczne (Winklera, TBA).
Po przeprowadzeniu reakcji HMF z wybranym zwigzkiem powstaje produkt,
ktorego absorpcja promieniowania (w zakresie §wiatta widzialnego lub UV) jest
wprost proporcjonalna do st¢zenia zwiazku w roztworze. Sam HMF absorbuje
promieniowanie jedynie w zakresie UV, jednakze nie stosuje si¢ tej wlasciwosci
do oznaczenia spektrofotometrycznego, ze wzgledu na absorpcje w tym zakresie
przez wiele innych zwigzkoéw obecnych w probkach.

Metoda Winklera (kolorymetryczna) [4]

W wyniku reakcji HMF z kwasem barbiturowym i p-toluidyng w $rodowi-
sku kwasnym, najcze$ciej w obecno$ci kwasu octowego, powstaje produkt
o barwie czerwonej, ktorego stezenie jest oznaczane kolorymetrycznie przy dtu-
gosci fali 550 nm. Metoda jest mato selektywna, obok HMF reaguja takze inne
pochodne furfuralu.

Metoda TBA (kolorymetryczna) [5]

HMF reaguje z kwasem tiobarbiturowym (TBA) w $rodowisku kwasnym:;
powstaje barwny produkt o maksimum absorpcji 443 nm, ktorego ilos¢ wyzna-
cza si¢ kolorymetrycznie. Metoda ta nadal jest szeroko stosowana w analizie
produktow mlecznych, mimo wielu wad. Do najwazniejszych zaliczy¢ mozna
brak specyficznosci (zamiast HMF oznacza si¢ zwiagzki furfurowe) oraz ograni-
czong stabilno$¢ barwnego kompleksu w czasie analizy.

Metoda spektrofotometrii pochodnych [6]

W metodzie tej wykorzystuje si¢ jedng z powyzszych metod kolory-
metrycznych do uzyskania barwnej pochodnej. Zamiast pomiaru absorpcji
przy jednej dlugosci fali mierzy si¢ absorbancje w szerszym zakresie, np. z TBA
jest to zakres 300-550 nm.
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Rys. 11. Widma absorpcji produktow reakcji z TBA z furfuralem (F),
5-hydroksymetylofurfuralem (HMF), metylofurfuralem (MF) i mieszaning

powyzszych zwigzkow (M) [6]

Na podstawie widm roztworéw wzorcowych i ich pierwszych pochodnych
wyznacza si¢ dtugosci fal, dla ktorych pochodna absorbancji jest proporcjonalna
do zawartos$ci poszczegdlnych sktadnikow obecnych w mieszaninie, a nastgpnie

matematycznie oznacza si¢ zawarto$¢ poszczegdlnych zwigzkow z widm
absorpcji probki badane;.

Metoda wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) [7]

Metoda HPLC jest metoda pozwalajaca na oznaczenie HMF w obecnosci
innych zwigzkow furfuralowych. Najcze$ciej stosowana jest metoda w uktadzie
odwroconych faz (RP) na kolumnie z grupami funkcyjnymi C;3 w ukfadzie

statego przeptywu fazy ruchomej (metanol-woda lub acetonitryl-woda) przy
spektrofotometrycznej detekcji przy dlugosci fali 283 nm.
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Rys. 12. Chromatogram mieszaniny standardéw: 5-hydroksymetylofurfural (HMF),
furfural (F), furylometyloketon (FMC) i metylofurfural (MF) [8]

Oprocz wymienionych metod zostaly takze opisane do oznaczania HMF
inne metody: spektrofotometryczna metoda White’a (wykorzystujaca rozktad
grupy chromoforowej HMF przy uzyciu 0,1% NaHSO,) [9], metoda analizy
wstrzykowej (oparta o metode Winklera) [10] oraz elektroforeza kapilarna [11],
ale metody te nie znalazly szerokiego zastosowania.

WYSOKOSPRAWNA CHROMATOGRAFIA CIECZOWA (HPLC)

Metody chromatograficzne sa metodami rozdziatu mieszanin, w ktorych
rozdzielane sktadniki ulegaja podzialowi pomiedzy dwie niemieszajace si¢ fazy:
faza nieruchomg (stacjonarna) oraz faza ruchoma. W metodzie wysokocis$nie-
niowej chromatografii cieczowej (ang. high pressure liquid chromatography —
HPLC), zwanej takze wysokosprawng chromatografia cieczowa (ang. High
performance liquid chromatography) faza nieruchomag stanowi wypehienie
kolumny chromatograficznej, a fazg¢ ruchoma ciecz wprowadzana do kolumny
pod wysokim ci$nieniem (50-100 MPa) ze stalg szybkoScig przeptywu. Wypet-
nieniem kolumny sg najczg$ciej porowate ziarna krzemionkowe 0 matej srednicy
(3-10 um) z chemicznie przytaczonymi zwigzkami chemicznymi, decydujacymi
o rozdziale sktadnikéw mieszanin. Ze wzgledu na roznice polarnosci grup funk-
cyjnych fazy stacjonarnej rozréznia si¢ chromatografie: w uktadzie faz normal-
nych (NP), gdy faza stacjonarna jest bardziej polarna niz faza ruchoma oraz
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w ukfadzie faz odwroconych (RP), gdy faza stacjonarna posiada jako grupy
funkcyjne niepolarne grupy alkilowe, a faza ruchoma jest polarna (np. woda).

T-O—

Rys. 13. Schemat chromatografu cieczowego: 1 — zbiornik fazy ruchomej, 2 — pompa,
3 — manometr, 4 — dozownik probek, 5 —kolumna, 6 — termostat, 7 — detektor,
8 — rejestrator

Sktadniki mieszaniny po rozdzieleniu na kolumnie i po jej opuszczeniu sg
wykrywane przez detektor, ktory moze by¢ detektorem spektrofotometrycznym,
elektrochemicznym i in. Efekt rozdziatu chromatograficznego zapisywany jako
zaleznos$¢ sygnatu z detektora w funkcji czasu lub objetosci fazy ruchomej nosi
nazwe chromatogramu i jest podstawa analizy jakoSciowej i iloSciowej analizo-
wanej mieszaniny. Czas liczony od momentu wprowadzenia probki do kolumny
do pojawienia si¢ na chromatogramie maksimum piku, to znaczy maksymalnego
stezenia sktadnika probki, nazywa si¢ czasem retencji. Uzyskane czasy retencji
substancji po porownaniu z czasami retencji analizowanych roztworéow wzorco-
wych pozwalaja na identyfikacj¢ zwigzkéw chemicznych, natomiast powierzch-
nie otrzymanych na chromatogramach pikéw sa proporcjonalne do ilosci wpro-
wadzonej do kolumny substancji.

2. CZESC EKSPERYMENYTALNA

Cwiczenie polega na oznaczaniu HMF w sokach owocowych. Oznaczenia
wykonuje si¢ metoda RP HPLC z detektorem spektrofotometrycznym.
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2.1. APARATURA

Wtlasciwe pomiary wykonuje si¢ za pomoca zestawu do wysokocisnienio-
wej chromatografii cieczowej firmy Dionex (USA). Zestaw sktada si¢ z nastepu-
jacych elementéw: degazera membranowego DG-1310, dwusktadnikowej
pompy gradientowej wysokoci$nieniowej P S80A HPG, autosamplera Gina 50T,
kolumny Hypersil ODS (250 x 4,6 mm; 5u) firmy ThermoQuest, pieca termosta-
towego do kolumny STH 585 z mozliwo$cig regulacji temperatury + 0,5°C,
detektora UV/VIS UVD 170S z mozliwo$cig rownoczesnego pomiaru spektro-
fotometrycznego przy czterech dowolnie wybranych dtugosciach fal w zakresie
200-595 nm oraz programu komputerowego Chromeleon wersja 6.00, zbieraja-
cego 1 przetwarzajacego uzyskiwane dane eksperymentalne.

2.2. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Do wykonania ¢wiczenia beda wykorzystane nastepujace odczynniki
i roztwory:
— woda destylowana,
— metanol do chromatografii,
—  HMF (wzorzec),
— roztwor Carrez I (15% wodny roztwor heksacyjanozelazianu(Il) potasu),
— roztwor Carrez I ( 30% wodny roztwér siarczanu(VI) cynku).

2.3. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

Probki 5,1 cm® soku przeniesé do probowki, doda¢ 0,9 cm® metanolu. Po
dokladnym wymieszaniu roztwor przesaczy¢ przez saczek lub filtr celulozowy
i przenie$é do fiolek na 1,5 cm®. Fiolki umiesci¢ w podajniku autosamplera.

Jezeli przesacz jest metny, probke przed saczeniem nalezy sklarowac.
W tym celu 10 cm® badanego soku przenies¢ do kolbki na 25 cm®, doda¢ po
1 cm® roztworéw Carrez 11 11, 2,5 cm® metanolu i uzupelni¢ woda destylowana
do kreski. Po dokltadnym wymieszaniu roztwor przesaczy¢ przez saczek lub filtr
celulozowy i przeniesé do fiolek na 1,5 cm®. Fiolki umiesci¢ w podajniku auto-
samplera.

3. WYKONANIE OZNACZENIA

3.1. ROZDZIAL CHROMATOGRAFICZNY Z POMIAREM
SPEKTROFOTOMETRYCZNYM

Ustali¢ przeptyw fazy ruchomej w chromatografie. Faz¢ ruchoma stanowi
mieszanina wody i metanolu w proporcji 90:10 (v/v) przy szybkosci przeptywu
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1 ml/min. Ustali¢ dlugos¢ fali detektora spektrofotometrycznego na 283 nm.
Probki nastrzykiwa¢ w ilosci 20 pl z poszczegolnych fiolek umieszczonych
w autosamplerze, poczawszy od fiolki zawierajacej roztwdr wzorcowy HMF.
Wykonaé co najmniej 3 powtdrzenia analizy kazdego roztworu. Czas pojedyn-
czej analizy ustali¢ na 10 min.

3.2. ANALIZA WYNIKOW

Na podstawie powierzchni uzyskanych pikow z analizy roztworéow wzor-
cowych wykresli¢ krzywa kalibracyjna A = f (c), gdzie A — powierzchnia piku,
¢ — stezenie HMF wyrazone jako mg HMF na 10 cm® soku. Uzyskany wynik
przeliczyé na 1 dm® soku i poréwnaé z wartosciami zalecanymi zawartosci
5-hydroksymetylofurfuralu w sokach owocowych.

Pytania kontrolne

1. W jakich warunkach tworzy si¢ HMF w zywnosci?

2. Dlaczego HMF jest wykorzystywany jako zwigzek wskaznikowy w zywno0sci?

3. Biologiczne dziatanie HMF na organizm ludzki.

4. Na czym polega rdznica oznaczania HMF metoda spektrofotometryczng
a metodg HPLC z detekcjg spektrofotometryczng?
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CWICZENIE 7
Oznaczanie B-laktoglobuliny za pomocg techniki ELISA

1. WSTEP

Alergia pokarmowa jest uznawana przez WHO jako 4 najwazniejszy
problem zdrowotny w uprzemystowionych krajach na $§wiecie. Szacuje si¢, ze
schorzenia te dotykaja 2% populacji 0osob dorostych i okoto 4-8% dzieci. Spozy-
cie alergennej zywnosci przez osobe¢ uczulong moze wywotac¢ objawy ze strony
skory, uktadu pokarmowego, oddechowego, krazenia, takie jak: pokrzywka,
obrzek naczynioruchowy, atopowe zapalenie skory/egzema, astma, niezyt nosa,
wymioty, biegunka, skurcze, podci$nienie, obrzek tacznie z zagrazajacym zyciu
wstrzgsem anafilaktycznym. W przeciggu ostatnich kilku dekad czgsto$¢ wyste-
powania alergii wzrosta, stwarzajagc wazne wyzwanie dla alergologii klinicznej
i przemystu spozywczego.

Dyrektywa 2003/89/EC Parlamentu Europejskiego i Rady z 10 listopada
2003 r. wymaga, aby kazdy z alergennych sktadnikow wymienionych na liscie
byt etykietowany nawet jesli stanowi mniej niz 25% produktu zywnoSciowego.
Lista ta obejmuje 14 nastepujacych produktéw: mleko krowie, jaja, ryby, skoru-
piaki, zboza zawierajace gluten (pszenica, owies, jgczmien, zyto), orzechy
drzewne (laskowe, wloskie, nerkowca, makadamia, pekan, pistacjowe, brazy-
lijskie, migdaty), orzechy ziemne, soja, seler zwyczajny, sezam, gorczyca
i produkty pochodne, tubin, migczaki oraz siarczyny (w stezeniu przynajmnie;j
10 mgkg™).

Przyczyna pojawienia si¢ objawdéw klinicznych moze by¢ kazdy alergen
pokarmowy, w wieku niemowlgcym dominujagcym alergenem jest mleko krowie,
w starszych grupach wiekowych objawy kliniczne uwarunkowane nadwrazliwo-
$cig alergiczna najczeSciej wystepuja po spozyciu mleka krowiego, jaj kurzych,
orzechow drzewnych i ziemnych, soi, pszenicy, ryb. Alergeny to antygeny
wywotujace nadwrazliwo$¢ mediowang przez mechanizmy immunologiczne.
Pod wzgledem chemicznym sg to glikoproteiny o masie czasteczkowej od 10
do 70 kDa.

Alergia na krowie mleko (Cow’s Milk Allergy — CMA) wystepuje po-
wszechnie w dziecinstwie, z tego typu alergii zazwyczaj wyrasta si¢ w ciagu 1 roku
zycia, jednakze 15% dzieci pozostaje alergikami na cate zycie. Krowie mleko
zawiera 3-3,5% biatek, ktore mozna podzieli¢c na 2 klasy: kazeiny (80%)
i biatka serwatki (20%). Serwatka to odciek pozostajacy po straceniu kazein
z chudego mleka, jest mieszaning czterech gtownych sktadnikéw stanowigcych
okoto 80% frakcji (a-laktoglobuliny, B-laktoglobuliny, immunoglobulin i albu-
min osocza) oraz wielu innych wystepujacych w matych ilo§ciach, w tym duze;j
liczby enzyméw. Badania duzych populacji alergikow wykazaty, ze to wilasnie
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biatka wystepujace najobficiej w krowim mleku, takie jak: laktoglobuliny
(B-LG), kazeiny (CN) i a-laktoalbuminy (ALA) sa glownymi alergenami; row-
niez biatka obecne w mleku w mniejszych ilosciach, takie jak albumina bydlgca
(BSA), laktoferyna (LF) i immunoglobuliny (Ig) takze odgrywaja wazna role
w wywolywaniu alergii na mleko. Podczas gdy nadwrazliwo$¢ na CNs, B-LG
i ALA sa ze sobg powigzane, to alergia na BSA wystepuje catkowicie niezaleznie.

W wyniku wielu badan udato si¢ scharakteryzowac i opisa¢ 2 gtowne aler-
geny zaangazowane w CMA: kazeing (as1-CN) i B-laktoglobuline.

B-laktoglobulina (B-LG) nalezy do biatek serwatkowych, jest globularng
albuming o masie czgsteczkowej 18,4 kDa, stanowi ok. 50% biatek serwatko-
wych. Stezenie p-LG w mleku krowim wynosi ok. 3,2-3,5 g-dm™.

B-LG nalezy do nadrodziny lipokalin, jest jednym z najlepiej scharaktery-
zowanych biatek wigzacych lipidy i jest zdolne do wigzania szerokiego zakresu
czasteczek wilaczajac retinol, B-karoten, nasycone i nienasycone kwasy thusz-
czowe i weglowodory alifatyczne. Posiada 3 mostki dwusiarczkowe i jest
obecne w kilku odmianach, przy czym najbardziej powszechne sg warianty A i B
minimalnie r6znigce si¢ sktadem aminokwasow, natomiast wariant C odkryto
w rasie, chowie Jersey. B-LG wystepuje naturalnie jako mieszanka monomerow
i dimer6éw, przy czym proporcja monomerow wzrasta po ogrzewaniu do 70°C.
Jej pojedynczy tancuch peptydowy jest zbudowany ze 162 aminokwasow, spo-
srod ktorych nalezy wymieni¢ metioning, nieodzowny sktadnik racjonalnego
zywienia.

B-LG uczula do 80% chorych z CMA, prowokacja doustna dzieci z CMA
wypadata dodatnio u 62% badanych. Istotng rol¢ w uczulajacych wiasnosciach
tego biatka odgrywa laktoza (ogélny odsetek weglowodanoéw w B-LG wynosi
0,1%). Ogolnie B-LG posiada wiele (co najmniej 8) epitopow. Trzy z nich sg
uwazane za wicksze. W B-LG mozemy wyrdzni¢ nastepujace fragmenty pepty-
dow, pierwsze z nich sa rozpoznawane przez 97, 92 i 89% ludzkich surowic:
AA102-124, AA41-60 i AA149-162. Druga grupe peptydow stanowig AA1-8,
AA25-40, AA92-100 rozpoznawane przez 58-72% ludzkich surowic, ostatnia
grupa obejmuje peptydy AA9-14, AA84-91 i AA92-100 rozpoznawane przez
40% ludzkich surowic.

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. ODCZYNNIKI | ROZTWORY

— odczynnik WR (working agent) do oznaczenia biatka, w sklad ktorego
wchodza:
e BCA (bicinchoninic acid) Protein Assay Reagent A,
o BCA Protein Assay Reagent B,
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—  bufor fosforanowy (pluczacy) PBS (2 dm®) o nastgpujacym sktadzie:

o KH;PO4(0,754 g), Na,HPO,(11,464 g), NaCl (18 g), Tween 20 (polyet-
hylene glycol sorbitan monolaurate — detergent niejonowy) (2 cm?),
dopetni¢ woda destylowang do 2 dm®,

—  bufor weglanowy o pH 9,6 otrzymany po rozpuszczeniu 1 kapsutki odczyn-
nika firmy Sigma w 100 cm® H,0 destylowanej,

— 1,5% r-r zelatyny w PBS do blokowania ptytki,

— r-r handlowy substratu dla enzymu: TMB (3,3’,5,5’-tetrametylobenzydyna
firmy Sigma do oznaczania aktywnoS$ci peroksydazy chrzanowej lub pNPP
(fosforan p-nitriofenolu) do oznaczania aktywnosci fosfatazy alkaliczne;j,

— 1 mol'dm™ H,SO, lub 3 mol‘dm™® NaOH do zatrzymania reakcji enzyma-
tycznej.

2.2. APARATURA I SPRZET

mikroptytki polistyrenowe 96-studzienkowe,

— inkubator do mikroptytek Solo firmy ThermoLabsystem,

— pluczka automatyczna BIO-TEK EL 40108 Wellwash firmy ThermoLabsystem,

— mikroptytkowy czytnik do testow Multiskan RC firmy ThermoLabsystem
z oprogramowaniem komputerowym (program Genesis),

—  pipety automatyczne nastawne na 100 pm?®, 200 um®, jedno- i wielokanatowe,

— probowki polipropylenowe z korkiem,

— probowki typu ependorf.

2.3. MATERIAL DO BADAN

— probka badana (mleko, produkty fermentowane),

— monoklonalne przeciwciata ludzkie — IgE — skierowane przeciwko [B-lakto-
globulinie,

— monoklonalne przeciwciata mysie skierowane przeciwko ludzkiej immuno-
globulinie IgE skoniugowane z peroksydaza chrzanowa lub fosfataza alka-
liczng firmy Sigma.

2.4. METODYKA

Metoda Pierce’a — oznaczanie biatka przebiega w dwoch etapach, w pierw-
szym nastepuje chelatowanie (redukcja) jonéw miedzi Cu®* do Cu* przez biatko
(zasadowe $rodowisko), w wyniku reakcji tworzy si¢ barwny (jasnoniebieski)
kompleks biatkowo-miedziowy (reakcja biuretowa). W drugim etapie z powsta-
tym wczeéniej jonem miedziawym (Cu®) reaguje kwas bicinochinowy (BCA),
w wyniku chelatowania 2 molekut BCA z 1 jonem Cu” tworzy si¢ barwny (fiole-
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towy) produkt, ktorego absorbancja jest proporcjonalna do stezenia biatka
w probce.

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) jest testem immunoenzyma-
tycznym wykorzystujacym reakcje barwng enzymu sprz¢zonego z przeciwcia-
tem do jako$ciowego i ilo$ciowego oznaczania antygenow. Reakcja z enzymem
tworzy barwny produkt, ktérego stezenie moze by¢ oznaczone spektrofotome-
trycznie. Ilo§¢ powstatego produktu odpowiadajaca stezeniu kompleksu prze-
ciwciato-antygen jest proporcjonalna (ELISA posredni, bezposredni, sandwich)
lub odwrotnie proporcjonalna (kompetycyjna ELISA) do ilosci alergenu w prob-
ce zywnosci. Stezenie kompleksu przeciwciato-antygen jest wyznaczone w opar-
ciu o krzywg wzorcowa wyznaczong przy uzyciu wiasciwych standardow.
W tym ¢wiczeniu zastosowano posredni test ELISA. Ten schemat reakcji ELISA
jest najczesciej stosowany i stuzy do wykrywania ilo$ci badanego biatka w pro-
bie (homogenaty tkankowe) oraz w badaniach diagnostycznych np. do ustalenia
miana przeciwciat we krwi.

3. WYKONANIE OZNACZENIA

3.1. OZNACZENIE BIALKA

=

Przygotowanie 10-krotnych rozcienczen probki badanej w H,O destylowanej.
2. Naniesienie 25 pm® przygotowanych rozcienczen probki w 3 powtérzeniach
na plytke (proba kontrolna — 25 um?® H,0).

Przygotowanie odczynnika WR przez zmieszanie odczynnika A i B
w stosunku 1:50.

Dodanie do wszystkich studzienek 200 pm?® odczynnika WR.

Inkubacja ptytki w temp 37°C przez 0,5 h w inkubatorze.

Pomiar absorbancji przy dlugosci fali A = 540 nm.

Obliczenie zawartosci biatka na podstawie krzywej wzorcowej dla albuminy
(BSA).

w

No ok

3.2. TEST ELISA

1. Przygotowanie x-krotnych rozcienczen probek w buforze weglanowym tak,
aby uzyskac 1-5 pg biatka na studzienke.

2. Oplaszczenie plytki poprzez naniesienie do studzienki 100 pum® roztworu
probki badanej w 3 powtdrzeniach i inkubacja przez noc w 4°C.

3. Usunigcie roztwordw ze studzienek i przeplukanie studzienek buforem PBS
przy uzyciu ptuczki automatycznej (4 razy).
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4. Blokowanie miejsc niezajetych przez antygen za pomocg zelatyny, inkuba-
cja 1 h. Etap ten zapobiega nieselektywnemu przylaczaniu si¢ badanych
biatek do fazy statej podczas nastgpnych etapow testu.

5. Usunigcie roztwordow ze studzienek i przeptukanie plytki buforem PBS
(4 razy).

6. Dodanie do wszystkich studzienek (poza kontrolnymi) 100 pm?® rozcien-
CzOnego roztworu surowicy wzorcowej zawierajacej IgE specyficzne dla
B-laktoglobuliny, inkubacja 1 h. Probki kontrolne nie zawierajg surowicy
WZOrcowe;j.

7. Usunigcie roztworow ze studzienek i przeplukanie ptytki buforem PBS
(4 razy).

8. Dodanie do wszystkich studzienek 100 pm? rozcienczonego (1000x) roztwo-
ru drugorzedowego przeciwciata skierowanego przeciwko IgE ludzkiej
znakowanego enzymem (peroksydaza chrzanowa lub fosfatazg alkaliczng),
inkubacja 1 h.

9. Usunigcie roztworow ze studzienek i przeptukanie ptytki buforem PBS
(4 razy).

10. Dodanie 100 pm?® substratu odpowiedniego dla danego enzymu TMB lub
PNPP, inkubacja odpowiednio 1 h lub 0,5 h. Pojawi si¢ reakcja barwna a jej
intensywno$¢ §wiadczy o ilosci badanego biatka w probie.

11. Dodanie 100 um® 1 mol-dm™ H,SO, lub 3 mol‘dm™ NaOH w celu zatrzy-
mania reakcji enzymatycznej.

12. Pomiar absorbancji przy dtugosci fali A = 450 lub 405 nm.

oo AbA ARR

_ reakcjn barwna

przeciwcialo drugorzedowe

. praeciwcialo pierwszorzgdowe

LA

—_— phytka
1. oplaszczenie 2 inkubacja z 3 inkubacja z 4 inkubacja 7
phviki antygenem przeciwcialem przeciwcialem odpowiednim
plerwszorzgdowym drugorzedowym substratem

4. ANALIZA WYNIKOW
4.1. ZAWARTOSC BIALKA

W oparciu o zalezno$¢ absorbancji od st¢zenia biatka obliczono:
a) w przypadku probki ptynnej:
zawarto$¢ biatka w probce = x[mg-em™] - rozcieficzenie probki,
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b) w przypadku probki statej przygotowujemy ekstrakt z probki i oznaczamy:
zawarto$¢é biatka w ekstrakcie = x[pug'cm™] - rozcienczenie ekstraktu
zawarto$¢ biatka w probee = (x[pg'em™] - rozcienczenie - V)/m,

gdzie: m — nawazka,
V — objetos¢ ekstraktu,
X — liczymy z réwnania y = ax + b z krzywej wzorcowej dla albuminy.

Krzywa wzorcowa sporzadzona dla albuminy:

1. Immunoreaktywno$¢ ogodlna:
I 0g.= (A-AK)- rozc. ELISA - V ekstraktu,

gdzie: A - $rednia warto$¢ absorbancji probki badanej,
Ay — $rednia wartos¢ absorbancji proby kontrolnej,

2. Immunoreaktywno$¢ wilasciwa — immunoreaktywnos¢ w przeliczeniu
na biatko:

I=10g./B,

gdzie: | og — immunoreaktywno$¢ ogdlna,
B — zawartosc¢ biatka w badanych probkach.

Pytania kontrolne

1. Jakie wymagania narzuca Dyrektywa Parlamentu Europejskiego w stosunku
do produktéow zywnosciowych?

2. Wskaz objawy wystepujace po spozyciu alergennej zywnosci oraz zdefiniuj
pojecie alergenu.

3. Jakie dwa podstawowe klasy biatek zawiera mleko krowie, okresl udziat
procentowy kazdej z nich?

4. Ktore biatka krowiego mleka uczestnicza w wywotywaniu alergii pokarmo-
wej?

5. Przedstaw budowe i funkcje B-laktoglobuliny.
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CWICZENIE 8

Oznaczanie polichlorowanych bifenyli (PCB) w olejach
spozywczych metoda chromatografii gazowej

1. WSTEP
TOKSYCZNE WEASCIWOSCI PCB

Polichlorowane bifenyle (PCB) to organiczne zwiazki syntetyczne powsta-
jace w wyniku chlorowania czgsteczek bifenyli, rysunek 14. W zaleznoSci
od liczby atomoéw chloru 1 miejsca ich podstawienia istnieje mozliwos$¢ syntezy
209 izomeréw PCB zwanych kongenerami.

bifenyl 2,2’,4 4’ -tetrachlorobifenyl

Rys. 14. Schemat reakcji powstawania tetrachlorobifenylu

W latach 1930-1976 ponad 600 min ton tych zwigzkoéw uzyto jako:

e podstawowe komponenty cieczy izolacyjnych (olejow) do napetniania trans-
formatorow i kondensatorow,

dodatki do ptynéw hydraulicznych,

dodatki do farb i lakierow,

sktadniki plastyfikatorow tworzyw sztucznych.

W latach 60. stwierdzono, ze PCB sg zwigzkami toksycznymi dla organi-
zméw zywych. Wnioski te zostatly wyciagniete na podstawie badan prowa-
dzonych u pacjentéw z choroba Yusho i Yu-Cheng, ktora wystapita masowo
w Japonii w 1968 roku oraz na Tajwanie w 1979 roku. Choroba ta, spowodowa-
na zostata spozyciem oleju ryzowego skazonego PCB przez kilka tysiecy osob.
Skazenie nastgpito na skutek wycieku olejéw mineralnych z urzadzen technicz-
nych do oleju jadalnego podczas procesu produkcji [1, 2].

Toksyczne efekty wptywu PCB na organizm ludzki zaobserwowano row-
niez u os6b pracujacych przy produkcji urzadzen elektrotechnicznych wypehia-
nych olejami zawierajacymi PCB [3-5]. Badania prowadzono takze u dzieci
osob zatrutych PCB. Zwigkszone stezenie polichlorowanych bifenyli w organi-
zmach matek powodowato zmiany rozwoju psychicznego i fizycznego u potom-
stwa [6, 7].
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Toksycznos¢ PCB jest $cisle zwigzana ze strukturg kongenerow. Na naj-
wigksza uwage, ze wzgledu na poziom toksycznosci, zasluguja kongenery nie
zawierajace atomow chloru w pozycji orto lub izomery z jednym atomem chloru
W pozycji orto jednego z dwodch pierscieni bifenylu. Kongenery te wykazujg
koplanarng konfiguracj¢ z dioksynami, a doktadnie z 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-
p-dioksyna (2,3,7,8-TCDD), uznang za najbardziej toksyczng w grupie dioksyn [8].

cl P cl |
c;lCI @ Io| Cl @ @ cl

3,3.4,4,5,5-heksachlor chifenyl 3,3' 4 4'tetrachlorobife nyl

Cl 0 : \'C
CI: ;o Cl
2,3,7 8 tetrachlorodibenzo-p-dioksyna

Rys. 15. 2,3,7,8,-TCDD oraz przyktady koplanarnych kongeneréw PCB

Toksyczno$¢ poszczegdlnych zwiazkéw wykazujacych podobienstwo do
dioksyn, migdzy innymi PCB, jest zroznicowana. Sposrod dioksyn i pochodnych
furanu do najbardziej toksycznych naleza izomery zawierajace cztery atomy
chloru w czasteczce [9].

Toksycznos¢ PCDD, PCDF i PCB ustalono w stosunku do najbardziej tok-
sycznej dioksyny, 2,3,7,8-TCDD, ktorej wartos¢ wspotczynnika LDsy dla swinek
morskich wynosi 0,6 pg na kilogram masy ciata. Wyznaczono wspotczynnik
rownowaznika toksyczno$ci (TEF), ktorego wartos¢ dla 2,3,7,8-TCDD réwna
jest 1. Innym zwigzkom przypisano wartosci od 0 do 1. Tabela 8 zestawia warto-
$ci TEF dla niektorych kongenerow PCB [10] wedlug danych opublikowanych
przez Safe’a [11], Smith’a [12] i Swiatowej Organizacji Zdrowia (WHO) [13].

PCB wptywa na organizm ludzki podobnie jak 2,3,7,8-TCDD, ktora, dziata-
jac na jadro komérkowe powoduje zmiany zapisu kodu genetycznego, jak row-
niez wptywa na pracg hormondw sterydowych, estrogenu i testosteronu [14].
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Tabela 8. Zestawienie wartosci TEF dla wybranych kongenerow PCB

Lp. | Kongener PCB Nr IUPAC | TEF wg Safe’a | TEF wg Smith’a | TEF wg
WHO

1 3,3°,4,4’-CB 77 0,01 0,0027 0,0005

2 3,4,4’5-CB 81 - 0,0000086 -

3 3,3’4,4’-CB 126 0,1 0,4 0,1

4 3,3°4,4°,5,5°-CB 169 0,05 0,0016 0,01

5 2,3,44’-CB 60 - 0,0000085 0,0001

6 2,3,3°,4,4-CB 105 0,001 0,0011 0,0005

7 2,3,4,4’,5-CB 114 0,0002 0,000095 0,0001

8 2,3°4,4’,5-CB 118 0,0001 0,0000083 0,0001

9 2’,3,4,4,5-CB 123 0,00005 0,00024 0,0001

10 [2,3,3°4,4’,5-CB 156 0,0004 0,000046 0,0005

11 |2,3°,44°,55-CB |167 - 0,0000072 0,00001

12 12,3,3°4,4°,5,5°-CB | 189 - 0,0000085 0,0001

13 [2,2°,3,3°,44-CB | 128 - <0,0000072 -

14 12,2°3,44,5-CB |138 - <0,0000072 -

15 [2,3,3°4,4°,6-CB 158 - <0,0000072 -

16 |2,3,4,4,5,6-CB 166 - <0,0000072 -

17 (2,2°,3,3°,4,4°,5-CB | 170 - 0,000016 0,0001

18 [2,2°,44°5,5°-CB 180 - - 0,00001

Metabolizm ksenobiotykéw, do ktorych zaliczane sg dioksyny i polichloro-
wane bifenyle przebiega na ogot w dwoch fazach, w ktorych pierwsza zwigzana
jest z reakcjami redoks druga za$§ z substancjami hydrofilowymi obecnymi
w organizmie [15]. Na rysunku 16 zaproponowano schemat przemian ksenobio-
tykoOw w organizmie cztowieka.

| FAZA

KSENOBIOTYK PIERWSZY PRODUKT DRUGI PRODUKT
(LIPOFILOWY) REDOKS BOSYN'EZA  LIvDROFILOWY)

Rys. 16. Schemat przemian ksenobiotykow w organizmie cztowieka

W fazie pierwszej gtowna reakcja jest hydroksylacja katalizowana przez je-
den z enzymow zaliczanych do monooksygenaz lub cytochroméow P-450. Inny-
mi reakcjami zachodzacymi w fazie pierwszej sa redukcja i hydroliza. W fazie
drugiej hydroksylowane lub zmienione w inny sposob w fazie pierwszej kseno-
biotyki ulegajg przeksztatceniu do roznych metabolitow polarnych poprzez sprze-
ganie z kwasem glukuronowym, siarkowym, octowym, glutationem albo niekto-
rymi aminokwasami lub poprzez metylacje. Gléwnym celem obu faz przemian
ksenobiotykoéw jest zwigkszenie ich rozpuszczalnosci w wodzie, dzieki czemu
utatwione jest ich wydalenie z organizmu. Bardzo silnie hydrofobowe ksenobioty-
ki, w tym PCB, moga dtugi czas przebywa¢ w tkance tluszczowej organizmu.
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Badania Kkliniczne prowadzone przez James’a i wspotpracownikow [16]
sugeruja, ze PCB wywoluje rozne schorzenia skory (wysypke, podraznienia).
Zjawiska te zaobserwowano gldwnie u 0sob mieszkajacych w poblizu terenow
skazonych PCB, spozywajacych ryby zakazone tymi zwigzkami oraz u osob
pracujacych przy obstudze urzadzen wypetionych olejami zawierajacymi PCB.

Badania prowadzone pod kierunkiem Hayes’a [17] wykazaly, ze efekty
kancerogenne PCB ujawniaja si¢ u osob narazonych na dlugotrwaly kontakt
z tymi zwigzkami, powodujac zwigkszone ryzyko zachorowalnosci na nowotwor
watroby lub woreczka zdtciowego.

ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA PCB

Ze wzgledu na dokltadno$¢ i jakos¢ otrzymywanych wynikow do analiz
polichlorowanych bifenyli wykorzystywane sg techniki chromatografii gazowej
(GC) oraz chromatografii gazowej sprzezonej ze spektrografem masowym
(GC/MS). W analizie PCB najczesciej stosowany jest detektor wychwytu
elektronow (ECD) oraz detektor plomieniowy (FID). Gazami no$nymi,
uzywanymi podczas analiz, sg wysokiej czystosci azot lub hel.

2. CZESC EKSPERYMENTALNA

2.1. CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest zapoznanie studentéw z oznaczaniem polichlorowa-
nych bifenyli (PCB) w olejach jadalnych przy uzyciu technik AAS.

2.2. APARATURA

Do analiz polichlorowanych bifenyli uzyto chromatograf gazowy SRI 8610,
(SRI INSTRUMENTS, CA, USA), dla ktérego granica wykrywalno$ci wynosi
1 bpm. Chromatograf zawiera detektor wychwytu elektronéw (ECD) i kolumneg
kapilarng DB-5 o dlugo$ci 30 m. Gazem no$nym jest azot, ktdrego ci$nienie
wstepne wynosi 1.5 psi (okoto 0,1 atm). W oznaczeniach wykorzystywane jest
oprogramowani Peak Simple 11 wersja 3.86.

2.2. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

Podczas wykonywania ¢wiczenia do analiz wykorzystano rézne oleje zawie-
rajace PCB:
— olej mineralny,
— olej rzepakowy,
— olej winogronowy,
— olej stonecznikowy.
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Odczynniki chemiczne potrzebne do wykonania ¢wiczenia:

— izooktan cz.d.a.,

— stezony kwas siarkowy,

— wzorzec PCB Mix 1 firmy Supelco zawierajacy 6 kongenerow PCB w ilo$ci
10 ppm kazdy:
- 2,6-dichlorobifenyl (2-CB),
-2,4,4’-trichlorobifenyl (3-CB),
-2,2°,4,4’-tetrachlorobifenyl (4-CB),
-2,2°,3,4,4°,5,5’-heptachlorobifenyl (7-CB),
-2,2’,4,4°,5,5’-heksachlorobifenyl (6-CB),
-2,2°,3.4,4°,5’-heksachlorobifenyl (6*-CB).

2.3. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

1 cm® oleju zanieczyszczonego PCB nalezy odpowiednio rozcieficzy¢
w izooktanie, tak by koncowy roztwor nie przekraczat stezenia 50 ppm ozna-
czanych zwiazkéw. 0,5 um® przygotowanego roztworu nalezy nanie$¢ na
kolumne chromatograficzng. Analiza powinna by¢ prowadzona w odpowiednim
programie temperaturowym.

3. ANALIZA WYNIKOW

Po przeprowadzonych analizach nalezy okresli¢ stgzenie wybranych
kongeneré6w PCB w skazonym oleju. Otrzymane wyniki (chromatogram) nalezy
porownac¢ z wynikami wzorca PCB Mix 1 firmy Supelco.

Otrzymane wyniki nalezy poréwna¢ z obowigzujagcymi normami europej-
skimi i okresli¢ czy i jaka zawarto$¢ PCB jest dopuszczalna w olejach mineral-
nych.

Z chromatogramu otrzymanego dla wzorca, ktorym jest mieszanina konge-
nerow PCB Mix 1 nalezy odczyta¢ powierzchnie pod pikami wybranych konge-
nerow. Powierzchniom tym odpowiada stezenie kongeneru PCB 10 ppm.

Z chromatogramu otrzymanego dla analizowanej proby oleju skazonego
PCB nalezy odczyta¢ powierzchnie pikéw dla wybranych kongenerow PCB.
Zawarto$¢ poszczeg6lnych kongeneréw PCB nalezy obliczy¢ ze wzoru:

10+ B oom]
C="A

gdzie: C — stgzenie wybranego kongeneru PCB wyrazone w ppm,

A — powierzchnia piku wybranego kongeneru PCB odczytana z chroma-
togramu wzorca,
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B — powierzchnia piku wybranego kongeneru PCB odczytana z chroma-
togramu analizowanej probki oleju,
10 —stezenie wybranego kongeneru PCB ze wzorca Mix 1 wyrazone
W ppm.

Wyniki nalezy zestawi¢ w tabeli:

Nr Oznaczany Powierzchnia Stezenie
proby

Rodzaj proby kongener piku [Ppm]

Wzorzec PCB Mix 1

Olej stonecznikowy

Olej rzepakowy

Norma

Pytania kontrolne

1. Omoéwi¢ budowe i zastosowanie polichlorowanych bifenyli (PCB).

2. Omoéwic wihasciwosci toksyczne PCB i dioksyn.

3. Omoéwi¢ metabolizm ksenobiotykéw w organizmie czlowieka.

4. Omoéwic przygotowanie 1 analizg probek olejowych zawierajacych PCB.
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CWICZENIE 9

Oznaczenie alergenéw metodg immunoblottingu

1. WSTEP

Immunoblotting, zwany takze Western blotting, to technika analityczna
stosowana do wykrywania i analizowania biatek w probkach tkanek lub ich
ekstraktach. Sktada si¢ z trzech cze$ci: rozdziatu elektroforetycznego biatek,
transferu na membrang i reakcji immunologicznej specyficznych przeciwciat
z analizowanymi biatkami. Nazwa metody (Western blotting) zostata uzyta jako
zart 1 nawigzanie do wczesniej opracowanej metody (Southern blotting), elektro-
foretycznej analizie DNA, opracowanej przez Edwina Southerna.

1.1. ROZDZIAL ELEKTROFORETYCZNY BIALEK

Elektroforeza to metoda analityczna, oparta na ruchu natadowanej elek-
trycznie czastki w zewngtrznym polu elektrycznym. W zaleznos$ci od ruchliwo-
Sci elektroforetycznej czastek, ich rozmiaru, ksztaltu, masy czgsteczkowej
oraz wielkosci fadunku elektrycznego poczatkowa mieszanina rozdziela si¢ na
poszczegolne sktadniki, rozdzielone przestrzennie na matrycy elektroforegramu.

start

+ S - -

Ry

Rys. 17. Schemat dziatania elektroforezy; start — miejsce naniesienia probki,
R¢ — droga migracji (wspotczynnik retencji frakcji)
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Do rozdziatu biatek stosuje si¢ elektroforeze zelowa na zelu poliakrylami-
dowym (PolyAcrylamide Gel Electrophoresis, PAGE). Matryca takiego no$nika
jest spolimeryzowany akrylamid, charakteryzujacy si¢ porami o ro6znej wielko-
sci, zaleznej od stezenia akrylamidu i bis-akrylamidu (N,N’-metyleno-bis-
akrylamidu) podczas sieciowania. Gg¢stos¢ zelu zalezy od catkowitego stgzenia
obu skladnikoéw, natomiast stopien usieciowienia zalezy od stezenia bis-
akryloamidu. Reakcj¢ polimeryzacji inicjuja wolne rodniki dodawane przez
N,N,N’,N’-tetrametylo-etylenodiaming (TEMED) i stabilizowane przez nadsiar-
czan amonu. Reakcja zachodzi bez dostegpu tlenu, ktdéry jest inhibitorem tego
procesu.

Najczesciej metoda PAGE stuzy do rozdzialu biatek w zakresie od 5 do
2 000 kDa. W zalezno$ci od mas rozdzielanych biatek stosuje si¢ rozne st¢zenia
akrylamidow, mate biatka (ok. 2 kDa) rozdziela si¢ na zelu z zawarto$cia
20-30% akrylamidow, do rozdzialu duzych biatek (ok. 100 kDa) stosuje si¢ zele
0 bardzo niskim stezeniu, np. 2,5%. Zel jest w rozdziale elektroforetycznym nie
tylko no$nikiem, peini takze funkcje ochronng dla biatek przed nadmiernym
przegrzewaniem zwigzanym z przylozonym napieciem elektrycznym, a takze
sita molekularnego, w zaleznosci od rozmiaru poréw wptywa na rozdziat biatek,
zwalniajgc ruch wigekszych molekutl, oraz ostatecznie utrzymuje rozdzielone
biatka po zakonczeniu rozdziatu w formie umozliwiajacej ich dalsza obrobke,
np. transfer lub barwienie.

Zel poliakrylamidowy najcze$ciej jest stosowany w postaci zelu ptytowego
o grubosci warstwy 0,75+1,5 mm, umozliwiajgc roOwnoczesny rozdziat wielu
probek. Dodatkowo stosuje si¢ proces w tzw. zelu niecigglym. Taki zel jest
przygotowywany bezposrednio przed rozdziatem w formie dwdch polimerow
réznigcych sie usieciowieniem. Podstawowym zelem jest zel rozdzielajacy
(o matych porach), ktory jako pierwszy jest polimeryzowany pomigdzy dwoma
ptytkami szklanymi. To wtasnie w tym zelu nastepuje rozdzielenie elektrofore-
tyczne mieszanin. Drugim zelem jest zel zageszczajacy (o duzych porach),
o wysokos$ci warstwy 1,5-2 cm (w zaleznosci od objgtosci probki), wprowadza-
ny nad spolimeryzowany zel rozdzielajacy. W tej technice bufory: elektrodowy
i bufory wchodzace w sktad zeli r6znig si¢ sktadem i pH. Podczas migracji przez
zel zaggszczajacy mieszanina biatek w probcee ulega koncentracji, dzigki czemu
niezaleznie od objetosci probki badanej wszystkie biatka wchodza w zel rozdzie-
lajacy w postaci waskiego pasma.

Probki badane sg umieszczane w studzienkach zelu, formowanych mecha-
nicznie podczas polimeryzacji zelu zaggszczajacego. Podczas rozdziatu, biatka
z kazdej probki migruja pionowo w dot zelu, tworzac $ciezke, indywidualng dla
kazdej studzienki. Po zakonczeniu elektroforezy poszczegolne biatka sa rozdzie-
lone na $ciezce w postaci prazkow (widoczne dopiero po wybarwieniu).
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Rys. 18. Schemat migracji biatek w zelu podczas elektrolizy
(A — zel zageszczajacy, B — Zel rozdzielajacy, o — poziom naniesienia probki,
¢ — granica zeli)

Waznym elementem w metodzie PAGE jest zastosowanie odpowiednich
buforéw, bedacych gtowng faza, w ktoérej umieszczone sg biatka. Bufory nie
tylko utrzymuja state pH podczas procesu, ale takze przenoszg odpowiednie jony
w polu elektrycznym. Sktadniki buforu nie mogg modyfikowaé Iub reagowac ze
sktadnikami mieszaniny rozdzielanej. Wybor buforéw ma wplyw na rozdziel-
czo$¢ metody, jest stosowany podczas rozdzialu jeden bufor lub dwa — katodo-
wy i anodowy.

Bialka sg nanoszone na zel w postaci natywnej (niezmienionej chemicznie)
lub w postaci zdenaturowanej. Rozdziat biatek nastepuje w zaleznosci od ich
rozmiaru i/lub tadunku. Mniejsze fragmenty lub czastki tatwiej migruja poprzez
pory zelu.

Najczesciej stosowang technika PAGE do rozdziatlu biatek jest wykorzysta-
nie dodecylosiarczanu sodu (SDS). Dodatek tego detergentu powoduje nieod-
wracalng denaturacje bialek i nadaje czasteczkom negatywny tadunek elektrycz-
ny, przy czym fadunek otrzymanych polimeréw jest proporcjonalny do ich masy
czasteczkowej. Ogrzewanie bialek z detergentem do 60°C przyspiesza przyla-
czanie SDS, utrwalajac denaturacj¢. Dodatkowo do probek dodaje si¢ inne silne
srodki redukujace, takie jak 2-merkaptoetanol lub ditiotreitiol (DTT), redukujace
mostki disiarczkowe w biatkach. Przylaczanie SDS zachodzi przy statym sto-
sunku 1,4 g SDS g™ polipeptydu. Utrata przestrzennej struktury biatek utatwia
ich ruch w zelu, co u biatek natywnych jest utrudnione przez ich ksztalt. Analize
otrzymanych elektroforegraméw utatwia dodatek tzw. markeré6w masowych,
handlowej mieszaniny kilku biatek o wybranych masach czasteczkowych. Po-
rownujac droge przebyta przez analizowane biatka i biatka z markera, mozna
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wyznaczy¢ masy czasteczkowe poszczegodlnych protein (zaleznos¢ potlogaryt-
miczna).

Dodatkowo do probki badanej jest dodawany roztwor barwnika np. biekit
bromofenolowy. Ten niskoczgsteczkowy zwigzek posiada najwyzsza ruchliwosé
elektroforetyczng w przygotowanej mieszaninie, przemieszcza si¢ podczas pro-
cesu elektrolizy najszybciej, a co za tym idzie wskazuje eksperymentatorowi
przebieg rozdzialu w zelu (biatka sg bezbarwne). Dotarcie barwnika do anodo-
wego (dolnego) konca zelu oznacza zakonczenie rozdziatu elektroforetycznego.

Obok rozdziatu jednokierunkowego (1D) sg stosowane rozdziaty 2D, u kto-
rych proces elektrolizy jest dwuczesciowy. Pierwszy etap rozdzialu pojedynczej
probki przebiega w zelu formowanym w rurce, najczesciej jest to elektroogni-
skowanie (IEF). Rozdziat biatek w zelu nastepuje na skutek gradientu pH
immobilizowanego w zelu. W zewngtrznym polu elektrycznym biatko migruje
w zaleznosci od wiasnego tadunku do miejsca o pH odpowiadajacego jego punk-
towi izoelektrycznemu (pl), w ktoérym biatko traci tadunek i konczy migracje.
W drugim etapie rozdziatu zel z rurki umieszcza si¢ na gornej krawedzi zelu
ptytowego i1 prowadzi drugi rozdziat w kierunku obroconym o 90° w stosunku
do pierwszego rozdziatu, np. w oparciu o masy czasteczkowe. Rozdziat 2D daje
wiecej informacji o mieszaninie biatek w probce badanej, pojawiajacych sie
na zelu w postaci plamek (spotow), jednakze jednorazowo na zZelu moze by¢
analizowana tylko jedna probka, podczas gdy w rozdziale 1D w zaleznosci od
rozmiaréw zelu analiza dotyczy od kilku do kilkunastu probek.

1.2. TRANSFER BIALEK Z ZELU NA MEMBRANE

Po rozdziale elektroforetycznym biatka znajdujg si¢ wewnatrz zelu i w ta-
kiej formie sa niedostgpne dla swoistych przeciwcial. Drugim etapem immuno-
blottingu jest przeniesienie ich z zelu na membrang wykonang z nitrocelulozy
lub difluorku poliwinylidenu (PVDF). Transfer jest wykonywany przy uzyciu
przytozenia zewngtrznego napigcia elektrycznego, w Srodowisku buforu transfe-
rowego. Potwierdzenie procesu transferu bialek mozna uzyska¢ przez niespecy-
ficzne barwienie barwnikami (Blgkit brylantowy Coomassie lub Ponceau S).

1.3. REAKCJA IMMUNOLOGICZNA ANALIZOWANYCH BIALEK

Umieszczone na powierzchni membrany biatka sg dostgpne dla swoistych
przeciwciat. Jednak przed ich dodaniem jest wymagany etap blokowania. Polega
on na uniemozliwieniu przypadkowego przylaczania (adhezji) przeciwciat do
samej membrany, poprzez naniesienie na nig w miejsca wolne roztworu biatek
nie reagujacych z wybranymi przeciwciatami. Najczesciej stosuje si¢ roztwory
albuminy surowicy wotowej lub odtluszczonego mleka w buforze. Blokowanie
jest niezbednym etapem przed reakcja, redukuje zaktocenia pomiaru i eliminuje

72



falszywe pozytywne wyniki. Nadmiar biatek blokujacych, niezwigzanych
z membrang, jest usuwany przez przeplukanie membrany buforem przemywa-

jacym.
1 0////‘///’//////////////é////////‘/////fm
A VAVAY VAV A
JITIITITI 77T T TITITIII 7 TS 777777777

x_
7 =
X Z

s INE A\ A\

”//II//II///I/////////III//I//II////II‘I’/;

A
Y,

AAY. O VAWAY VAY 'A

ASLL LSS S/SLSSLLSS LSS LSS LSS LSS SS9

W

!
7

5 LNS A/ N/ \ 4/ \ 4 4
77277077 77772777770 22177777 277 T 7

Rys. 19. Schemat reakcji immunoenzymatycznej na membranie
(1 — przeniesione biatka na powierzchni membrany, 2 — blokowanie miejsc pustych membrany
przy uzyciu biatek mleka krowiego, 3 — dodatek swoistych przeciwciat, 4 — dodanie koniugatu
drugich przeciwcial z enzymem, 5 — wywolanie reakcji barwnej)

Zanurzenie membrany w roztworze swoistych przeciwciat pozwala na swo-
bodny dostep przeciwcial do biatek, przeciw ktorym byty wytworzone. Przeciw-
ciata przylaczaja si¢ do antygendéw (i tylko do nich), a ich nadmiar jest po upty-
wie czasu inkubacji usuwany w trakcie przemywania. Ze wzgledu na stosowanie
roznych przeciwciat swoistych skierowanych przeciw réznym antygenom, nie
stosuje si¢ znakowania przeciwcial swoistych, a zamiast tego wykorzystuje si¢
drugie przeciwciata, znakowane poprzez przytgczenie innej czasteczki, np. bio-
tyny, enzymu lub radioaktywnego izotopu. Przeciwciala drugiego rodzaju sg
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produkowane przeciw biatkom pochodzacym od gatunku osobnika, od ktérego
pochodza swoiste przeciwciata, a roznego niz producent przeciwcial drugich,
np. kozie przeciwko kréliczym. Niezwigzane przeciwciata, tak jak wczes$niej,
s3 usuwane podczas przemywania membrany.

W zalezno$ci od sposobu znakowania drugich przeciwciat sg stosowane
rozne rodzaje wizualizacji immunoreaktywnych biatek. Najczgéciej do znako-
wania, sg stosowane enzymy, ktore pod wplywem dodanego, odpowiednio
dobranego, bezbarwnego substratu tworzg barwne zwigzki lub zwigzki charakte-
ryzujace si¢ luminescencjg. Ostatnim etapem jest zeskanowanie membrany do
pliku i jego obrobka matematyczna.

2. CZESC EKSPERYMENTALNA
2.1. CEL CWICZENIA

Celem c¢wiczenia jest zapoznanie si¢ z immunologicznymi metodami
oznaczania sktadnikow w zywno$ci, a szczegodlnie poznanie metody immuno-
blottingu oznaczania alergenéw w zywnosci.

2.2. ODCZYNNIKI I ROZTWORY

— woda destylowana,

— etanol 60% 195 % roztwor wodny (v/v),
— methanol,

— n-butanol,

— glicerol,

— akrylamid,

— bis-akrylamid,

— tris,

— dodecylosiarczan sodu (SDS),
— nadsiarczan amonu (APS),

— TEMED,

— merkaptoetanol,

— bromofenoal,

— glicyna,

— kwas trichlorooctowy (TCA),
— biekit brylantowy Coomassie,
— NacCl,

- KCI,

—  Nay,HPO, - 2H,0,
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—  KH3PO,,

— Tween 20,

— BCIP/NBT,

—  1mol-dm™ HClI,

—  Odtluszczone mleko w proszku.

2.3. APARATURA I SPRZET

— aparat do elektroforezy z przystawka do immunoblottingu,

— waga analityczna typ AP 250 Ohaus,

—  wirdowka,

— mikrostrzykawki nastawne jednokanalowe z tipsami jednorazowymi wyko-
nanymi z PP,

— fiolki polipropylenowe z korkiem PP 7 cm?®, fiolki Eppendorffa PP 1,5 cm?,

— pojemniki PP.

2.4. PRZYGOTOWANIE EKSTRAKTOW PROBEK BADANYCH

Nawazke 1,0 g maki przenie$é¢ do fiolki o pojemnosci 7 cm®, dodaé 5,0 cm®
60% etanolu i wytrzasa¢ na wytrzasarce 10 minut. Po tym czasie odwirowac,
ciecz znad osadu przeniesé¢ do probowki, do osadu dodaé ponownie 5,0 cm®
60% etanolu i wytrzagsa¢ na wytrzgsarce 10 minut. Odwirowac, a roztwoér pola-

czy¢ Z Supernatantem otrzymanym wczesnie;j.

3. WYKONANIE OZNACZENIA

3.1. ROZDZIAL BIALEK METODA SDS-PAGE
3.1.1. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW

UWAGA! Akrylamid jest neurotoksyng — zachowa¢ odpowiednie bezpie-
czenstwo w kontakcie z tym zwiazkiem i jego roztworami.

Roztwér A:  akrylamid 58,4 g
bis-akrylamid 169
uzupetni¢ woda destylowana do 200 cm®.
Roztwér B:  tris 36,3 ¢
SDS 0,89
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Rozpusci¢ w H,0, ustali¢ pH 8,8 (1 mol:dm™ HCI); uzupetnié¢ woda destylo-
wana do 200 cm®,

Roztwor C:  tris 3,025¢
SDS 0,2¢g
uzupetnié¢ woda destylowana do 50 cm®; pH 6,8

Roztwér D:  nadsiarczanamonu 0,1 g
uzupetni¢ woda destylowana do 1 cm®; przygotowaé bezposrednio
przed uzyciem

Roztwér E:  roztwor C 25 cm®
glicerol 5cm’
merkaptoetanol 10 cm®
bromofenol 01g

uzupehié¢ woda destylowana do 100 cm®.

Roztwor F:  tris 30,29 ¢
glicyna 144,14 g
SDS 1,09

uzupehi¢ woda destylowana do 1000 cm® pH 8,3; przed uzy-
ciem rozcienczy¢ woda 10x

Roztwér G:  n-butanol 25 cm®
woda 2,5cm’

Roztwoér H: - kwas trichlorooctowy (TCA) 48 ¢
woda 152 cm?

Roztwor I blekit brylantowy Coomassie 0,5 g
rozpuscié w 100 cm® 95% wodnego roztworu etanolu (V/v).

3.1.2. PRZYGOTOWANIE PROBKI DO ROZDZIALU

Do 250 pm® ekstraktu badanego dodaé 125 um?® roztworu E, 300 um? glice-
rolu i gotowa¢ 10 minut. Odwirowac.

3.1.3. PZYGOTOWANIE I NANIESIENIE ZELU
Przygotowa¢ roztwor zelu rozdzielajacego 10%: do 6,65 cm® roztworu A

doda¢ 5,0 cm® roztworu B oraz 8,85 cm® wody destylowanej. Roztwor doktadnie
wymieszac.
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Przygotowaé roztwor zelu zageszezajacego: Do 1,33 cm® roztworu A dodaé
2,5 cm® roztworu C i 6,2 cm® wody destylowanej. Doktadnie wymieszaé.

Po przygotowaniu roztworu zelu rozdzielajacego pobraé 1 cm® tego roztworu
(na korek) i doda¢ 3 pm® TEMED-u i 5 pm® roztworu D (nadsiarczanu amonu).
Wila¢ przygotowang porcje zelu pomiedzy dwie ptytki szklane i poczekaé, az
zel ulegnie zestaleniu tworzac korek. Do pozostatej ilosci zelu rozdzielajacego
doda¢ 20 pm® TEMED-u i 75 um® roztworu D i przenies¢ do przestrzeni mie-
dzyptytkowej. Wierzch fazy zelujacej nawarstwi¢ 1 cm® butanolu (roztworu G)
i pozostawi¢ w celu polimeryzacji na 45-60 min.

Po uzyskaniu zelu rozdzielajagcego wyla¢ warstwe butanolu i przeptukaé
kilkakrotnie wierzch zelu wodg destylowana i osuszy¢ bibula. Przygotowac zel
zageszezajacy: do wezesniej otrzymanego roztworu zelu doda¢ 20 pm® TEMED-u
i 75 um?® roztworu D, dokladnie wymieszaé i przenies¢ do przestrzeni migdzy-
ptytkowej. Wiozy¢ grzebien do zelu, zostawi¢ na 20 minut do spolimeryzowania.

ooz butanel 7el zageszcrajacy
rozdzelajacy

:EA -

Po zastygnieciu zelu rozdzielajacego wyja¢ grzebien, przeptukaé¢ otrzymane
studzienki roztworem F (buforem elektroforetycznym), zwracajac uwage na
usunigcie powietrza nad zelem. Ptytki z Zelem pomiedzy nimi przenies¢ do
komory elektroforetycznej, z komorami anodowa i katodowa wypetionymi
roztworem F.

3.1.4. ELEKTROFOREZA BIALEK W ZELU

Do studzienek zelu nanie$¢ odpowiednio: 3 pm® roztworu markera maso-
wego i po 10-15 pm? probki w zaleznosci od sposobu dalszego postegpowania po
elektroforezie (barwienie lub transfer). Podtaczy¢ przewody elektrod do odpo-
wiednich przylaczy potencjostatu. Prowadzi¢ elektrolizg przy stalym napigciu
pradu 145 V. Koniec elektroforezy wyznacza migracja barwnika do dolnego
konca zelu (ok. 2 godz.).
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3.1.5. WIZUALIZACJA ROZDZIELONYCH BIALEK (BARWIENIE ZELU)

Przy oznaczaniu bialek metoda immunoblottingu nie stosuje si¢ barwienia
zelu po rozdziale elektroforetycznym. W ¢wiczeniu ponizszy fragment pojawia
si¢ ze wzgledow dydaktycznych.

Po zakonczeniu elektroforezy wylaczy¢ zasilanie potencjostatu, wyjaé ptyt-
ki z zelem i wyja¢ zel. Zel przeniesé¢ do pojemnika. 5,0 cm® roztworu | (barwnik)
zmieszaé z 95,0 cm® roztworu H (roztwor TCA), zalaé zel przygotowanym
roztworem i inkubowa¢ w temperaturze pokojowej przez 12 godzin. Po tym
czasie roztwor barwiagcy wylaé, zel kilkakrotnie przeptuka¢ woda destylowana
w celu usunigcia nadmiaru barwnika. Zel przenie$¢ na folie bezbarwng i zeska-
nowac.

3.2. IMMUNOBLOTTING ANALIZOWANYCH BIALEK
3.2.1. PRZYGOTOWANIE ROZTWOROW

Roztwoér J (transferowy): pH 8,3
tris 0,525¢
glicyna 14,4¢
metanol 100 cm®
uzupetnié¢ woda destylowana do 1 dm®.

Roztwér K (PBS):  NaCl 8,01¢g
KClI 0,20 g
Na,HPO, 2H,0 1,78 g
KH,PO, 0,27 g
Tween 20 1,0 cm®

uzupeti¢ woda destylowang do 1 dm®pH 7,4

Roztwér L: odttuszczone mleko w proszku 3,0 ¢
Rozpuscié i uzupetnié roztworem K do 100 cm?.

Roztwér M:  surowica pacjenta z przeciwciatami IgG antygliadynowymi
Rozcienczy¢ 100x przy uzyciu roztworu K.

Roztwér N:  koniugat mysich przeciwciat przeciwko ludzkim IgG z fosfataza

alkaliczna.
Rozcienczy¢ 1000x przy uzyciu roztworu K.

78



3.2.2. TRANSFER BIALEK NA MEMBRANE

I, - (o

| gqbka

hrzeplyw - : _
przeply : - :| bibula
pracu ' ' _
zel
membrana
: bibula
EEEEmeeeeeeeeeeeeew gbla

I + anoda

Zel przenie$¢ do pojemnika, przemyé roztworem J (transferowym), w osob-
nych pojemnikach umiesci¢ w roztworze J warstwy gabki, arkusze bibuty (wiek-
sze od zelu) oraz membrane odpowiadajacg rozmiarem zelowi. Na plycie anody
(dolna) umiesci¢c w kolejnosci: gabke nasaczong roztworem J, dwie warstwy
bibuly (réwniez nasaczone), membrane, zel, dwie warstwy bibuty (nasgczone),
gabke (nasaczong), przykry¢ katodg (patrz rys. powyzej). Podlaczyé przewody
elektrod do odpowiadajacych im przytagczom potencjostatu, prowadzi¢ transfer
przy napigciu 20 V i natezeniu pradu 500 mA w ciggu 12 godzin.

Po zakonczeniu transferu wylaczy¢ zasilanie potencjostatu, przenies¢ mem-
brane do pojemnika i doda¢ roztwor L (mleko w PBS), inkubowa¢ 2 godz.
w temperaturze pokojowej lub 12 godz. w temperaturze 4°C. Nastepnie usunaé
roztwor blokujacy i1 przepluka¢ membrane roztworem K.

3.2.3. REAKCJA IMMUNOLOGICZNA Z BIALKAMI

Do pojemnika z membrang doda¢ roztworu M (swoiste przeciwciata), inku-
bowac¢ w temperaturze pokojowej z rownoczesnym fagodnym mieszaniem przez
1 godz., po tym czasie roztwor usuna¢, membrang przemy¢ roztworem K. Dodac
roztwor N (drugie przeciwciala z enzymem), inkubowa¢ 1 godz., roztwor usu-
naé, membrang przemy¢ roztworem K. Dodaé roztwor BCIP/NBT, inkubowad
1 godz. i roztwor substratu usunagé. Membrang przenies¢ na bibule, zostawi¢ do
wysuszenia i zeskanowac.

4. ANALIZA WYNIKOW

Pliki zawierajace skany komputerowe zelu SDS-PAGE i membrany immu-
noblottingu opracowaé przy uzyciu programu GelSkan, mierzac densytome-
trycznie stopien zaciemnienia $ciezek, podawany w jednostkach zaciemnienia
I0D.
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Poréwna¢ wyniki uzyskane obiema metodami, napisa¢ wnioski wynikajace
z przeprowadzonego ¢wiczenia.

Pytania kontrolne

1. Jakie wiasciwosci biatka wykorzystuje si¢ podczas rozdzialu elektrofore-
tycznego?

Wymien sposoby przeprowadzenie elektroforezy.

Co to jest immunoblotting?

Jakie przeciwciata mogg by¢ wykorzystane w immunoblottingu?
Zastosowanie immunoblottingu.

gk~ own
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CWICZENIE 10

Oznaczanie zawartosci Hg(II) w probkach zywnosci
metodg CV-AAS

1. WSTEP
1.1. RTEC W SRODOWISKU

Znaczenie rteci jako substancji skazajacej srodowisko naturalne wynika ze
specyficznej natury tego metalu, zdeterminowanej mnogoscig zrddet zanie-
czyszczenia, lotno$cig, ruchliwoscig, trwaloscig 1 duza toksycznoscig jej
poszczegodlnych form chemicznych — gléwnie metylorteci i rteci pierwiastkowej.

Rteé jest metalem cigzkim wystepujagcym w przyrodzie w niewielkich ilo-
$ciach. Uwazana jest za osobliwy pierwiastek chemiczny, gdyz przejawia szcze-
golnie silng aktywno$¢ biologiczng i chemiczng oraz zmienno$¢ form wystepo-
wania. Zwigzki rtgci o bardzo zréznicowanych wilasciwosciach chemicznych
i fizycznych wilaczane sa w rézne cykle obiegu przyrodniczego. Rtec, ktora
dostanie si¢ do srodowiska naturalnego, nie ulega degradaciji, stale w nim zalega,
zmieniajac jedynie miejsce depozytu. Metal ten krgzy w atmosferze, wodach
powierzchniowych, osadach wodnych, glebach, skad jest pobierany przez
ro$liny i dostaje sie¢ do tancucha troficznego, ktérego ostatnim ogniwem jest
cztowiek.

Biogeochemiczny obieg rteci zalezy w duzym stopniu od st¢zenia oraz
fizyczno-chemicznych reakcji, okreslajacych formy wystegpowania tego pier-
wiastka w §rodowisku. W odpowiednich warunkach $rodowiskowych rte¢ moze
wystepowa¢ w postaci: zwiazkow lotnych (Hg’, CHsHgCH3); zwiazkow
rozpuszczalnych w wodzie (ng+, HgX,, HgX5 oraz HgX42', gdzie X = OH', CI,
Br); a takze w postaci nierozpuszczalnych komplekséw (CH3HgS", CHsHg" oraz
w postaci Hg** zwiazanej z siarka, wystepujaca w kwasach humusowych).

W warunkach naturalnych mozna mowi¢ o globalnym i lokalnym obiegu
rteci. Globalny cykl krazenia rteci jest zwigzany z cyrkulacja w atmosferze rteci
metalicznej (Hg®) i jest najczesciej wynikiem wystepowania tego metalu w zro-
dlach naturalnych (gleby, wody). Obieg lokalny, o znacznie mniejszym zasiggu,
jest zwigzany gtownie z krgzeniem dimetylorteci i jest wynikiem dziatalno$ci
cztowieka.

Rte¢ dostaje sie do powietrza w postaci pary lub czastek roznych zwiazkow.
Metal ten najintensywniej paruje ze swojej formy elementarnej oraz ze zwiaz-
kow alkilowych. Pary rteci sa szybko wigzane przez pyl atmosferyczny,
z ktérym opadaja na ziemi¢ lub ulegaja rozpuszczeniu w wodach opadowych.
W powietrzu atmosferycznym dominuje lotna rteé elementarna (Hg®) oraz dime-
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tylorte¢ (CHs),Hg. Obie formy moga powstawac i podlegac¢ dalszej transforma-
cji w wyniku proces6w biochemicznych i fotochemicznych.

Okoto 50-95% rteci wystgpujacej w powietrzu to rte¢ lotna (HgO), ktoéra
moze utrzymywac si¢ w tym srodowisku przez dtugi okres czasu i jest najcze-
$ciej przenoszona na znaczne odleglosci, przyczyniajac si¢ do globalnego obiegu
tego metalu. Rte¢ elementarna jest stabo rozpuszczalna w wodzie, dlatego opady
atmosferyczne nie wptywajg znaczaco na jej transport do innych czgéci sSrodowi-
ska. Rte¢ metaliczna jest utleniana w atmosferze przez ozon, nadtlenek wodoru,
podchloryny oraz organiczne zwigzki tlenowe. Hg na +1 i +2 stopniu utlenienia
wystepuje w atmosferze w znacznie mniejszych ilosciach niz rte¢ metaliczna
i stanowi okoto 3% ogodlnego stezenia tego metalu w atmosferze. Te formy rteci,
w przeciwienstwie do rteci metalicznej, sg tatwo rozpuszczalne w wodzie i cz¢-
sto przedostajg si¢ z opadami atmosferycznymi do wod powierzchniowych
i gleb, powodujac ich zanieczyszczenie.

W wodach rtg¢ wystepuje zwykle w duzym rozproszeniu. Metal ten dostaje
si¢ do wod zardéwno z opadem atmosferycznym, jak i ze sptywem wod grunto-
wych 1 powierzchniowych. Udzial rteci transportowanej z gleb jest niewielki.
Szczegoblnie duza rolg w obiegu rteci odgrywaja opady atmosferyczne. Stezenie
tego pierwiastka w wodzie deszczowej zalezy w duzym stopniu od rozpuszczal-
nosci zwigzkow i form w powietrzu atmosferycznym.

Zwigzki rteci w §rodowiskach wodnych zalezg w duzym stopniu od warun-
kow oksydacyjno-redukcyjnych. W wodach o wlasciwosciach oksydacyjnych
dominuja formy HgCl> i HgOH", a w redukcyjnych $rodowiskach: CHsHgS
i HgS,, natomiast w wodach o warunkach zmiennych przewaza rte¢ w postaci
CHsHgCl i HC3Hg™. Aktywno$¢ mikroorganizméw w $rodowisku wodnym
przyczynia si¢ w znacznym stopniu do transformacji zwiazkow rteci, powodujac
W nastegpstwie jej parowanie z powierzchni wod.

Pomimo flatwego przechodzenia rteci z formy zasorbowanej do wody
zachodzi staly proces nagromadzenia si¢ jej w osadach. Zmiany zawartosci rtegci
w osadach sg czulym wskaznikiem jej doptywu do ekosystemow wodnych.

1.2. TOKSYCZNOSC

W toksykologii potaczen rteci rozréznia si¢ toksyczne oddziatywanie par
rteci, nieorganicznych soli rteci i organicznych potaczen tego pierwiastka,
z uwagi na zrdznicowany mechanizm dziatania tych zwigzkow. Wszystkie jed-
nak odznaczaja si¢ wysoka toksyczno$ciag w stosunku do organizméw zywych.

Obecno$¢ rteci w organizmach zywych, m.in. w organizmach ludzi, zwie-
rzat i roslin, ma znaczenie toksykologiczne, gdyz nie sg znane jakiekolwiek
funkcje metaboliczne rteci w tych organizmach. Istota toksycznego dziatania
tego pierwiastka na organizmy zywe jest powinowactwo jonu rteciowego do
grup sulthydrylowych biatek i enzymoéw, co moze powodowac zakldcenia
w funkcjonowaniu uktadow enzymatycznych oraz w mechanizmie syntez. Efek-
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tem tego moze by¢ dysfunkcja aparatu genetycznego komorki, uposledzenie
funkcji immunologicznych organizmu, uszkodzenie uktadu nerwowego (efekt
neurotoksyczny) i sercowo-naczyniowego oraz zaburzenia funkcjonowania
nerek 1 watroby (u ludzi i zwierzat). Rte¢ moze by¢ wchlaniana przez organizm
w postaci metalicznej (pary rteci), zwigzkoOw nieorganicznych oraz potaczen
organicznych. Za najbardziej niebezpieczne uznaje si¢ pary rteci metalicznej
oraz zwigzki organiczne o krotkim tancuchu weglowym.

Rtec jest stwierdzana we wszystkich tkankach zwierzecych, przy czym naj-
wigksze jej iloSci wystepuja w tkankach organizméw morskich. Metal ten
akumuluje si¢ zwykle w narzadach miazszowych oraz w tkankach twardych.
Zawartos¢ rteci w migzszowych organach zwierzat, w plynach ustrojowych,
w mleku oraz we wlosach, sier§ci i piorach ptakow jest dobrym wskaznikiem
skazenia srodowiska.

Wchianianie rteci przez organizmy ludzi i zwierzat oraz mechanizm tok-
sycznego dziatania tego pierwiastka jest uzaleznione od postaci rteci. Zwigzki
rteci wydalane sg z organizmu cztowieka przede wszystkim z moczem i katem,
a takze ze §ling, mlekiem i wlosami oraz — przez skore — z potem. Okres pottr-
wania rteci w organizmie czlowieka miesci si¢ $rednio w granicach od 20 do
80 dni, w zalezno$ci od formy tego metalu oraz tkanki lub organu, w ktorych
metal ulegt akumulacji.

Oddziatywanie rteci na organizmy zywe jest bardzo specyficzne. Szkodliwy
wplyw rteci na organizmy zwierzece i cztowieka ulega zmianom pod wplywem
roznych czynnikoéw, np. selen ma wplyw na zdrowotne skutki zatrucia rtecig.
Podejrzewa sig, ze selen tworzy kompleksy z rtecia, ktore raczej opozniajg nega-
tywne skutki zdrowotne niz je ostabiaja. W innych badaniach stwierdzono,
ze ludzie konsumujacy ryby skazone jednoczes$nie rtgcia i PCB s3 narazeni
na dziatanie obydwu tych substancji niezaleznie (nie ma synergizmu).

1.3. RTEC W ZYWNOSCI

Bezpieczenstwo i jakos¢ zdrowotna zywnosci wzbudzaja obecnie szerokie
zainteresowanie konsumentow. Obok czystosci mikrobiologicznej zawarto$¢
zanieczyszczen chemicznych stanowi kryterium bezpieczenstwa zdrowotnego
produktow spozywczych. Podstawowym aktem prawnym okre§lajacym wyma-
gania i procedury niezbedne dla zapewnienia bezpieczenstwa zywnos$ci i zywie-
nia jest Ustawa o bezpieczenstwie zywno$ci i zywienia z dn. 25.08.2006 .
(Dz.U. nr 171, poz. 1225).

Zasadniczym aktem UE ustalajagcym maksymalne dopuszczalne poziomy
zanieczyszczen w Srodkach spozywczych jest Rozporzadzenie Komisji (WE)
nr 420/2011 z dn. 30.04.2011 (Dz.U.UE, L 111). W przypadku rteci rozporza-
dzenie to podaje maksymalne poziomy zanieczyszczen dla produktéw rybotow-
stwa 1 niektorych gatunkow ryb, ktore wynosi 0,50 mg/kg §wiezej masy.
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2. CZESC DOSWIADCZALNA
2.1. CEL CWICZENIA

Celem ¢wiczenia jest oznaczenie zawartosci rteci w probkach zywnosci
oraz poréwnanie otrzymanych wynikow z obowigzujagcymi normami.

Zasada metody AAS oznaczania rteci

Do oznaczenia rteci w probkach zywnosci stosowana bedzie technika zim-
nych par absorpcyjnej spekrtometrii atomowej (CV-AAS) (PN-EN 13806:2003).
Oznaczenie rteci metodg CV-AAS polega na wprowadzeniu par rteci do specjal-
nej kuwety absorpcyjnej, przez ktéra zostaje przepuszczone promieniowanie
ultrafioletowe pochodzace z katodowej lampy rteciowej o diugosci fali 253,7 nm.
Zwigzkiem redukujacym rtec jest bromowodorek sodu.

2.2. PRZYGOTOWANIE PROB DO OZNACZEN

W celu oznaczenia zawartosci rtgci w probkach zywnosciowych, probki te
nalezy rozetrze¢ w mozdzierzu do uzyskania homogenicznej masy i poddaé
mineralizacji ciSnieniowej. Sposdb prowadzenia mineralizacji jest zalezny od
rodzaju probki zywnosci. Mineralizacje dla probek: mleka 2%, kaszki i ryby
nalezy prowadzi¢ zgodnie z parametrami przedstawionymi w ¢wiczeniu 1
(,,Mineralizacja mikrofalowa jako sposéb przygotowania produktéw spozyw-
czych do oznaczania jonéw metali metodami instrumentalnymi”), tabela 1.

3. WYNIKI I SPRAWOZDANIE

Wyniki pomiaréw nalezy przedstawi¢ w jednostkach [mg/kg swiezej masy].

Sprawozdanie powinno zawiera¢: krotki wstep teoretyczny, cel ¢wiczenia,
zwiezly opis metody przygotowania prob oraz techniki oznaczenia jondéw rteci
oraz wnioski, z odniesieniem do przepiséw prawnych, dotyczacych koncentracji
rteci w produktach zywnos$ciowych.

Pytania kontrolne

1. Rte¢ w srodowisku.

2. Toksycznos¢ rteci i jej zwigzkow.

3. Akty prawne dotyczace zanieczyszczen chemicznych zywnos$ci.
4. Metoda CV-AAS oznaczania rteci.
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