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Z Zaktadu Zywienia Instytutu Medycyny Pracy i Higieny Wsi w Lublinie
Kierownik: dr L. Szponar

Zbadano wplyw azotynu sodu ma szczury, w dawkach 20 mglkg
ciezaru ciala, 80 mg/kg ciezaru ciala i 250 mg/kg ciezaru ciata na dobe
przez okres 2 miesiecy. U wszystkich zwierzqt stwierdzono obnienie
ciezaru ciata, spadek poziomu hemoglobiny, wzrost poziomu metahemo-
globiny oraz obnizenie poziomu witaminy A w waqtrobie, Nasilenie zmian
byto proporcjonalne do ilo$ci azotynu sodu w diecie.

WSTEP

Intensywny wzrost stosowania w rolnictwie nawozéw mineralnych
powoduje — poza podniesieniem produkeji rolnej — zanieczyszczenia
Srodowiska przyrodniczego glownie azotanami i azotynami. Nagroma-
dzenie w glebie duzych ilo$ci azotanéw i azotynéw jest miedzy innymi,
przyczyng nadmiernej kumulacji tych zwigzkéw w roslinach [21].

Wysokie poziomy azotynéw 1 azotandow stwierdzane sg rowniez
w miesie ze wzgledu na stosowanie do jego konserwacji azotandow.
Woda rowniez zanieczyszczona jest wysokimi stezeniami azotanow,
ktore pochodzg z gleby, gnijgcych roslin, nawozéw mineralnych i prze-
mian azotowych zachodzgcych pod wplywem dzialania mikroorganiz-
mow [20].

Spozywane z dietg i wodg wysokie dawki azotandéw dzialaja toksycz-
nie na organizm czlowieka a przede wszystkim dzieci i os6b w wieku
podeszitym [7, 19]. Azotany sg niebezpieczne dla zdrowia szczegOlnie
dlatego, ze nastepuje ich redukcja do azotynéw wykazujgcych 5—7-
-krotnie wyzszg toksycznosé.

Wydawalo sie wiec celowe dokonanie ustalen jakie zmiany wywoluje
w organizmie szczura, przedtuzone podawanie azotynéw w dawkach
zblizonych do spozywanych przez ludzi.

MATERIAL I METODA

Doswiadczenie prowadzono na szczurach samcach szezepu Wistar, rozpoczynajac
doSwiadczenia w 30 dniu ich zycia. Zwierzeta Zywione byly dieta izokaloryczng
o zawartoSci biatka 20 Kecal%, Dieta ta byla podstawowa dla wszystkich grup
eksperymentalnych, Do picia szczury otrzymywaty wode destylowana. Wode i diete
podawano ad libitum.

Dzialanie azotyn6w na organizm badano w dwu kolejnych eksperymentach.
W pierwszym do$wiadczeniu wydzielono 4 grupy szczuréw po 14 zwierzat w kaz-
dej. Pierwszym frzem grupom — przez okres trwania doswiadczenia — podawanc
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w diecie azotyn sodu w nastepujacych dawkach: w grupie pierwszej 20 mg
NaNOy/kg ciezaru ciata/dobe, w drugiej 80 mg NaNOykg ciezaru ciala/dobe i trze-
ciej 250 mg NaNOs/kg ciezaru ciata/dobe.

Wysokoéci dawek ustalono w oparciu o toksyczno§é ostrg azotynu sodu dla
szezuréw, Stwierdzono, ze dawka 20 mg NaNO,/kg ciezaru ciata/dobe podawana
sondg jest maksymalng, jaka nie daje fizykalnych objawoéw zatrucia, natomiast
dawka 80 mg NaNOy/kg ciezaru ciala/dobe jest najwyzsza dawka, ktéra nie powo-
duje zgonu zwierzat. Zastosowana w pierwszym doSwiadczeniu dawka 250 mg
NaNOy/kg ciezaru ciala/dobe podawana w diecie i przekraczajaca 2,5 raza dawke
$miertelng nie powoduje zgonu zwierzat dlatego, ze zawarty w diecie azotyn
wchianial sie w przewodzie pokarmowym stopniowo wraz ze spozyta dieta. Wy-
soko$é tej dawki w przyblizeniu odpowiada ilo§ci azotanéw i azotynéw spozywa-
nych przez ludzi. Wielko§é dawki obliczono z przecietnej racji zywnoSciowe]j
uwzgledniajac stwierdzane przez rdéznych autoréw zawartodci azotanéw i azotynéw
w produktach spozywczych.

Grupa czwarta otrzymywala diete podstawowsa i stanowita kontrole.

W czasie trwania doéwiadczenia w odstepach 14-dniowych kontrolowano przy-
rosty cigzaru ciala, okre§lano spozycie diety oraz oznaczano poziom hemoglobiny
metodg cyjanohemiglobulinowa wg Drabkina [3], poziom methemoglobiny metoda
Evelyna i Malloya {10] i poziom azotynéw w surowicy krwi metodg Schneidera [17].

W 86 dniu zycia szczury u$piono i u kazdego okre§lono ciezary narzadéw we-
wnetrznych, oznaczono poziom witaminy A w watrobie metodg Amesa [1], oraz
poziom witaminy E. Witaming E oznaczano kolorymetrycznie po rozdzieleniu na
chromatografii cienkowarstwowej w oparciu o reakcje Emmerie-Engla [8].

W eksperymencie drugim wydzielono trzy grupy zwierzat po 10 szczuréw
w kazdej. Wszystkie zwierzeta przez czas trwania do§wiadczenia zywione byly
dietg podstawowa, a do picia podawano wode destylowana.

Szczurom z dwu grup podawano codziennie sondg azotyn sodu w nastepujgcych
jednorazowych dawkach: grupa pierwsza otrzymywala 20 mg NaNOykg cigzaru
ciala/dobe, grupa druga 80 mg NaNOykg ciezaru ciata/dobe, Grupa trzecia stano-
wila kontole i ofrzymywalta codziennie sonda zamiast azotynu sodu wodeg desty-
lowana.

U wszystkich zwierzat co 7 dni oznaczano poziom hemoglobiny i methemoglo-
biny, a co 14 dni kontrolowano spozycie diety i okre§lano przyrosty ciezaru ciala.
Material do oznaczen chemicznych pobierano zawsze w godzinach porannych —
pomiedzy godz. 8—9.

WYNIKI

W przeprowadzonych badaniach wplywu przediluzonego podawania
azotynu sodu na organizm zwierzecia, stwierdzono ze spozycie diety
wyrazone w g/szczura/dobe jest nizsze u szczuréw otrzymujgcych azo-
tyn sodu w poréwnaniu ze spozyciem zwierzat grupy kontrolnej. Po
przeliczeniu jednak ilosci spozytej diety na 100 g ciezaru ciala nie
stwierdzono istotnych zmian w ilosci spozytej diety.

Ciezar ciata szczuréw otrzymujacych azotyn sodu by} nizszy od cigzaru
ciata zwierzat grupy kontrolnej.

Roéznice w ciezarze ciala poglebialy sie wraz z przedluzeniem czasu
podawania azotynu sodu. W 86 dniu zZycia ciezar ciala szczuréw otrzy-
mujgcych 20; 80; 250 mg NaNO,/kg ciezaru ciala/dcbe byl nizszy w po-
réwnaniu z ciezarem ciala zwierzat grupy kontrolnej odpowiednio o 4,1%;
75% i 17,2%.
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Stwierdzono réwniez zmiany ciezaréw narzadow wewnetrznych w sto-
sunku do calkowitego ciezaru ciala. Istotne zmiany {(p=0,05) zaobserwo-
wano w cigzarach $ledziony i nadnerczy u szczuréw na najwyzszej
dawce azotynu sodu.
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Ryc. 1. Sredni ciezar ciala (cc) badanych szczuréw.

Ciezar $ledziony podwyzszal sie wraz ze wzrostem dawki azotynu
sodu w diecie, za$ ciezar nadnerczy ulegal obnizeniu.

W prowadzonych badaniach stwierdzono, 7e wraz ze wzrostem azo-
tynu sodu w diecie nastepowalo obnizenie poziomu witaminy A w wag-
trobie.

W okresie 56 dni podawania azotynu sodu poziom witaminy A u szczu-
réw otrzymujacych dawki 20 mg NaNOy/kg cc/dobe, 80 mg NaNO,/kg
cc/dobe i 250 mg NaNO,kg cc/dobe ulegal obnizeniu w poréwnaniu
z poziomem witaminy A u zwierzat grupy kontrolnej odpowiednio
o 16,5%, 43,7%, i 66,4%.

Natomiast oznaczony w watrobie poziom witaminy E u szczuréw
spozywajgcych azotyn sodu w diecie nie réznit sie od poziomu tej
witaminy u zwierzat grupy kontrolne;j.

Kontrolujac w czasie trwania doéwiadczenia poziom hemoglobiny
u szezurow otrzymujacych azotyn sodu, stwierdzono jej spadek w po-
réwnaniu z poziomem hemoglobiny zwierzat grupy kontrolnej. Obni-
zenie poziomu hemoglobiny bylo tym wyzsze im wyzsza byla dawka
azotynu.
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Glownym objawem toksycznego dzialania azotynow na organizm jest
powstawanie methemoglobiny. Tymeczasem u szczuréw otrzymujgcych
azotyn sodu w diecie nie wykrywano azotynéw ani methemoglobiny
we krwi. Sklonilo to do przeprowadzenia do$wiadczenia II, w ktérym
podawano szczurom codziennie sonda azotyn sodu.
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Ryc. 2. Sredni poziom hemoglobiny u ba- Ryc. 3. Sredni poziom hemoglobiny
danych szczuréw. u szczuréw otrzymujgcych rézne

dawki azotynu sodu.

Poziom methemoglobiny oznaczono po 1/2, 1, 2 i 3 godz. od chwili
podania azotynu sodu. Stwierdzono, ze methemoglobina osigga najwyz-
szg warto§¢ w godz. po podaniu azotynu sodu, co zgodne jest z danymi
piSmiennictwa [13].

Roéwnolegle oznaczono w surowicy poziom azotynu i stwierdzono, ze
osigga on najwyzsza warto$é w pol godziny od chwili podania sondg
a nastepnie ulega obnizeniu. U szezuréw otrzymujgcych 20 mg NaNO,/kg
cc/dobe poziom NO, w poél godz. po podaniu wynosit 0,36 ug/cms3,
a u zwierzat otrzymujgcych 80 mg NaNO,/kg cc/dobe 11,0 ug/cms3.

Oznaczona w godzine po podaniu azotynu sodu methemoglobina wy-
kazywala Scisty zwigzek z wysoko$cig podanej dawki.

U wszystkich szczuréw otrzymujacych azotyn sodu obserwowano staty
wzrost poziomu methemoglobiny do 65 dnia ich zycia. W dalszym
okresie methemoglobina utrzymywala sie na tym samym poziomie,

U szczuréw grupy kontrolnej nie stwierdzano methemoglobiny we
krwi. Spozycie diety oraz obnizenie cigzaru ciala przebiegalo analo-
gicznie jak u szczuréw w doswiadczeniu pierwszym.,

OMOWIENIE WYNIKOW

W oparciu o przeprowadzone do$wiadczenia u zwierzgt otrzymujgcych
azotyn sodu stwierdzono obnizenie ciezaru ciala. Obnizenie to jest
prawdopodobnie spowodowane badZz ograniczeniem przyswajania bialka
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[9], badZz tez zaburzeniami metabolicznymi wywolanymi obnizeniem
poziomu witaminy A w watrobie a przede wszystkim wzajemnym
wspbéloddziatywaniem witaminy A i biatka. Brown i Morgan [2] w ba-
daniach przeprowadzonych na szczurach stwierdzili, ze zwierzgta z nie-
doborem witaminy A — w poréwnaniu z kontrolg — mniej przybywaja
na wadze i wiecej wydalajg azotu w moczu. Ponadto zaobserwowali, ze
wraz ze wzrostem niedoboru witaminy A ilo§¢ wydalanego z moczem
i kalem azotu wzrasta.

Niedobér witaminy A wplywa na zmiane syntezy bialtka poprzez
ograniczenie wbudowywania aminokwaséw w bialka. Zmiany te dotycza
wezesnego niedoboru witaminy A i prowadzg do zahamowania wzrostu
zwierzat [4, 12, 15].

W badaniach wlasnych pod wplywem podawania azotynu sodu stwier-
dzono zmiany ciezaru $ledzicny i nadnerczy. ObniZenie ciezaru nadner-
czy jest prawdopodobnie réwniez spowodowane spadkiem poziomu wi-
taminy A. Grangaud cyt. [14] w swych badaniach stwierdzil, Ze niedobor
witaminy A powoduje u szczuréw atrofie nadnerczy. Rowniez Natanson
[14] wykazal, ze dla normalnej funkcji kory nadnerczy niezbedny jest
odpowiedni poziom witaminy A, a szczegélnie jej formy alkoholowej.

Wzrost ciezaru $ledziony jest prawdopodobnie wynikiem nadmiernego
rozpadu w ustroju krwinek czerwonych spowodowanego dzialaniem
azotynu sodu [5].

Obnizenie poziomu witaminy A u szczuréw spozywajacych azotyn
sodu zachodzi, jak udowodnil Philips [16], na skutek oksydacyjnego
dzialania azotynéw na witamine A w przewodzie pokarmowym jeszcze
przed jej absorbcja z diety.

W licznych badaniach wspolzaleznosei w organizmie witaminy A i E
stwierdzono, ze witamina E dziala oslaniajgco na witamine A, zapobie-
gajac jej utlenianiu.

Biorgc pod uwage znaczny spadek poziomu witaminy A u szczuréw
spozywajacych azotyn sodu oraz ogélne antyoksydacyjne dziatanie wi-
taminy E [6], interesujgce bylo badanie zmian poziomu witaminy E.
W Dbadaniach wlasnych nie stwierdzono réznic poziomu witaminy E
u szezuréw spozywajgcych azotyn sodu. Obnizenie wiec poziomu wita-
miny A w watrobie nie bylo zwigzane ze zmiana poziomu witaminy E.

Nizszy poziom hemoglobiny u szczuréw otrzymujacych azotyn sodu
moze wynikaé¢ wedlug Erhmana [5] z obnizenia badz zahamowania przez
jony azotynowe procesow redukcyjnych NAD i NADP w erytrocytach,
zaburzenia w nich oddychania komérkowego, lizy czerwonych ciatek
krwi i rozpadu w watrobie hemoglobiny do bilirubiny.

U szczuréw spozywajgcych azotyn sodu w diecie nie stwierdzono
methemoglobiny we krwi. Spowodowane bylo to tym, Ze szczury sa
zwierzetami Zerujgcymi nocg, a badania dynamiki rozpadu methemoglo-
biny wykazaly, ze jej 50% jest redukowane jak udowodnil Sunderman
[18], w ciggu 90 min. Dlatego tez we krwi pobranej do oznaczen w go-
dzinach rannych nie stwierdzano juz methemoglobiny. Systematyczny
wzrost poziomu methemoglobiny do 65 dnia zycia stwierdzany u szczu-
réw w godzine po podaniu azotynu sodu sondg moze by¢ wynikiem, jak
mozna sadzié na podstawie badan Lee i wsp. [11] zmniejszonej aktyw-
no$ci NADH, — reduktazy methemoglobiny. Po 65 dniu zycia reduktaza
methemoglobiny utrzymuje sie¢ prawdopodobnie na stalym poziomie.

W surowicy szezuréw otrzymujgcych w diecie azotyn sodu, jak row-
niez u zwierzat grupy kontrolnej nie wykrywano azotynow. Spowodo-
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wane to bylo tym — podobnie jak w przypadku methemoglobiny — ze
czas jaki uplynagl od chwili spozycia azotynéw przez szczury do mo-
mentu ich oznaczania w surowicy byl wystarczajacy, by nastgpila re-
dukcja azotynéow i ich wydalanie z organizmu.

Na podstawie uzyskanych wynikow nalezy sadzié, ze okreslenie stopnia
zagrozenia azotynami i azotanami w oparciu o wysoko§é poziomu methe-
moglobiny we krwi jest niepelne, poniewaz oznaczana ilo§é methemo-
globiny zalezna jest od czasu jaki upltynal od chwili spozycia azotynéw.

WNIOSKI

1. Przedluzone podawanie podwyzszonych dawek azotynu sodu w die-
cie powoduje:

— zahamowanie przyrostu ciala;

— podwyzszenie ciezaru Sledziony oraz obnizenie cigzaru nadnerczy;

— obnizenie poziomu witaminy A w watrobie przy niezmienionym
poziomie witaminy E;

— spadek poziomu hemoglobiny;

~— wzrost iloSci methemoglobiny.

2. Wzrastajgce dawki azotynu sodu w diecie powodujg nasilenie sie
niekorzystnych zmian w organizmie szczura.

J.Buasuyx
BIMAHUE HUTPUTA HATPUS HA OPTAHU3M KPBICEI

Ha xpricax camiax poza Buerap nposemenn: MCCNEROBAHMS, LEJbI0 KOTOPBLIX
Ob10 ompenenenye M3IMeHeHMt B Oprany3Me MXKMBOTHBIX II0CJIE SKCIEPMMEHTANLHOML
ANUTENILHONM IIOJaYM HUTPUTA HATPUA B A03aX, NpUOIMKEHHBIX K KOJIMYECTBAM
norpebnaemMsM aw0AbMu. IIpuMenwmn TPM CHELYIOUIMX JOZbI HUTPHTA HATPMA: 20 MT
NaNO,/kr Beca Tena B cyrkyu, 80 mMr NaNO, u 250 mr. Bo BpeMs ONbITA, KaxkIble
14 nHelt KOHTDOJMpPOBAMM npMpocT Beca Tesa, noTpebienus Kopma, OIpEeIeNanmn
YPOBEHb IeMOTJIOOMHA, METTEMOrIOBMHA U YPOBE€Hb HUTPUTOB B CLIBOPOTKE KPOBMU.

Ha 86 gmeur musumM XUBOTHBIX YCBILIANM M Yy KaX10Ml KDPBICHI ONpenelisiy BeC
BHYTPEHHMX ODPIaHOB, YPOBEHb BUTaMMHA A U BuTamuua E B IIeYeH.

O6rapyXeHo, 4TO ZIMTeIbHOEe IOTpebJIeHe NOBBLIUEHEBIX H03 HUTPUTA HATPUS
BBI3BIBAET: TOPMOXKEHME IIPMPOCTa Beca Teda, yBeJuueHue Beca CeNe3EHKY, IOHM-
eHJe BeCa HAANOYEYHMKOB, NOHMKEHME YDOBHA BUTAMUHA A B IIeYeHM IIpH
NpexRHeM ypOBHE BuTaMuua E, yMeHnbluenye COJZlepKaHMA reMOrJIOOMHA M yBenMIeHme
COZIep2KaHMa MeTreMoriaobuua.

Haupprcmmsi ypoBeHb MeTreMorIoGuHa onpezennnu 4depes 1 wac mocie nomauy
30HAOM HNUTPUTA HATPMA, B TO BpPeMA KaK HAMBLICIIMIL YPOBeHb HUTPUTOB -—
uepe3 1/ waca mocne mux nojavy. YBEJIMUEHME 103 HUTPUTA HATPHUA BLI3LIBAIOT
yriyOnenne HeGMaTONMPUATHLIX M3MEHEHMIt B OpTaHM3Me KPbICHL

L. Bilczuk
THE EFFECT OF SODIUM NITRITE ON THE ORGANISM OF RAT

In order to determine changes evoked in the organism of experimental animals
by long-term administration of sodium nitrite in doses approaching those ingested
by humans experiments were carried out on male Wistar rats. Three doses of
sodium nitrite were used: 20 mg/kg/24 hrs, 80 mg/kg/24 hrs, and 250 mg/kg/24 hrs.
During the experiment weight gain was checked at intervals of 14 days, diet intake



276 L. Bilczuk Nr 3

was measured and the levels of haemoglobin, methaemoglobin and sodium nitrites
were determined.

The animals were killed at the age of 86 days and the weight of internal organs
as well as the liver levels of vitamin A and vitamin E were determined.

In these investigations it was found that long-term administration of high doses
of sodium nitrites caused: inhibition of weight gain, increased the weight of the
spleen and decreased that of adrenals, reduced the content of vitamin A in the
liver without changing that of vitamin E, decreased the haemoglobin level and
increased that of methaemoglobin.

The highest level of methaemoglobin was observed one hour after administration
of sodium nitrite into the stomach, while the level of nitrites was highest 30 min.
after their administration. Increasing doses of sodium nitrite raised the intensity
of unfavourable changes in rat organism.
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