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55.Nitrit i vand og spyt

Formalet med dette eksperiment er at bestemme indholdet af nitrit i vand og
spyt.

Drikkevand og visse fodevarer (iser frugt og gronsager) indeholder nitrat
(NO;7), som formentlig er helt uskadelig i sig selv. Men nitrat kan omdannes til
nitrit (NO,"), som anses for at vaere sundhedsskadelig.

Efter indtagelsen af nitratholdig mad og vand optages nitraten i blodet og
fores rundt i organismen. Blodet afgiver noget af sit nitratindhold til spyt. |
mundhulen sker der en bakteriel reduktion af nitrat til nitrit.

Dertil kommer, at vi indtager lidt nitrit med feden. Nitrit anvendes nemlig
som konserveringsmiddel i visse kod- og pélaegsvarer, og nogle fedevarer inde-
holder lidt nitrit dannet ved bakteriel reduktion af nitrat.

Man mener, at den sundhedsskadelige virkning af nitrit skyldes, at nitrit kan
reagere med sekundaere aminer og danne nitrosaminer:

R’ R
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N-H +H"+NO, — N-N=0O + H,0
R? R?
sekundeer amin nitrosamin

Reaktionen kan foregd i surt miljg, fx i maven. En raekke nitrosaminer har i dyre-
forsgg vist sig at veere kraftfremkaldende.

Nar man skal male en oplgsnings nitritkoncentration, udnytter man, at
NO, i sur oplgsning reagerer med aromatiske primzare aminer og danner dia-
zonium-ioner. Vi anvender aminen sulfanilamid:

NH, *N=N
+ 2H* + NO,” — + 2H,0
SO,NH, SO,NH,
sulfanilamid diazonium-ion

Diazonium-ioner bringes herefter til at reagere med et stof, som kaldes kob-
lingsreagenset. Derved dannes der et redligt sdkaldt azofarvestof:
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‘N =N NHCH,CH,NH,
+
NHCH,CH,NH,

SOZN H, koblingsreagens

N =N

— + H*
SO,NH,
azofarvestof

Hvis den aktuelle stofmangdekoncentration af azofarvestof ikke er for hgj, geel-
der Lambert-Beers lov:

A =g, - |- [azofarvestof]

hvor A er absorbansen ved en given bolgelengde, &, er den molare ekstinktions-
koefficientved den pagzldende bglgelengde, / er lysvejens lengde, og [azofarvestof |
er den aktuelle stofmaengdekoncentration af azofarvestof i oplgsningen.

Nitrit omdannes kvantitativt (fuldstendigt) til azofarvestoffet. Jo sterre
koncentration af NO,", desto mere intens bliver oplgsningens farve.

Forst méles et absorptionsspektum for en oplasning, der indeholder azo-
farvestoffet. Ud fra absorptionspektret bestemmes den bglgeleengde, hvor der
er maksimal absorbans, og ved denne méles absorbansen i seks standardoples-
ninger med kendte aktuelle stofmangdekoncentrationer af azofarvestoffet.

Da absorbansen males ved én bestemt bolgelzengde og lysvejen holdes kon-
stant, kan Lambert-Beers |ov skrives pa formen:

A=k-[NO,]

P& grundlag af malinger af standardoplasningerne tegnes en standardkurve,
som viser A som funktion af [NO,7].

Ved at male absorbansen for en oplgsning med et ukendt indhold af nitrit,
kan man ved hjalp af standardkurven bestemme indholdet af nitrit i oplasnin-

gen.
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APPARATUR

KEMIKALIER

RISICI

e 9 koniske kolber, 100 mL e Reagensglasstativ
e Maerkater e Tragt

e Maleglas, 100 mL e Tragt, lille

e Pipette, 1,00 mL e Filtrerpapir

e Pipettesuger e Spektrofotometer
e Maerkater e Kuvetter

e Reagensglas

e Fzlles buretter med 5,00 - 1075 m natriumnitrit, NaNO,
e Falles buretter med sulfanilamidoplgsning
e Felles buretter med koblingsreagens

e 5,00 - 107 m natriumnitrit er farlig ved indtagelse.
e Sulfanilamidoplgsningen og koblingsreagenset er sundhedsskadelige.

EKSPERIMENTELT

i

Figur 55.1. Spektrofotometer og
kuvetter.

Del 1: Nitrit i vand

Der skal anvendes syv 100 mL koniske kolber, som markes med tallene fra
1 til 7. Haeld vaeske i kolberne som angivet i skemaet pd naste side. NaNO,-
oplesningen aftappes fra burette, demineraliseret vand og drikkevand afmales
med maleglas.

Tilseet 2 mL sulfanilamidoplasning til hver af kolberne og derefter 2 mL kob-
lingsreagens. Ryst kolberne, s& indholdet blandes. Lad oplgsningerne sta i ca.
10 minutter inden maling i spektrofotometeret.

Teend for spektrofotometeret. Folg noje vejledningen for det anvendte ap-
parat, nar det indstilles og kalibreres - kalibreringen skal ske med oplgsningen
i kolbe 1.

Fyld en kuvette med oplesning 6. Optag et absorptionsspektrum, og be-
stem den belgelzengde, hvor absorbansen er maksimal. Ved de folgende absor-
bansmalinger méles der ved denne bglgelaengde.

Bolgelengde 4, hvor
absorbansen er
maximal/nm

Mal absorbanserne for oplasningerne 1 til 6 samt for drikkevandspreven. Notér

resultaterne i skemaet pa nzste side.
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Volumen Volumen
Nr. 5,00-10° ™ demineraliseret [NO, /M
NaNO,/mL vand/mL
0 50 0
2 2,0 48 2,0-10°
3 4,0 46 4,0-10°°
4 6,0 44 6,0-10°
5 8,0 42 8,0-10°°
6 10,0 40 10,0-107°
7 50 mL drikkevand

Del 2: Nitrit i spyt

Spyttets aktuelle stofmangdekoncentration af NO,™ males efter metoden i
del 1. Selv efter filtrering er en spytoplesning uklar. For at undgd, at dette ge-
nerer mélingen i spektrofotometeret, nulstilles apparatet pa en spytoplgsning,
blot uden koblingsreagens.

Der méles pa to forskellige fortyndinger af spyt. Overfor med maleglas hen-
holdsvis 19 mL og 99 mL demineraliseret vand til to rene 100 mL koniske kol-
ber. Rens munden med vandhanevand, og spyt ud, s& munden er tomt. Beveaeg
derefter spyt frem og tilbage i munden i 5 minutter. Spyt ud i en tragt (uden
filtrerpapir), som star i et reagensglas.

Overfor med pipette 1,00 mL spyt til hver af de to kolber vand, og omryst
grundigt. Mark overst fire kuvetter med markater med paskriften »20«, »20b,
»100« 0og »100b«. De to kuvetter market »b« skal anvendes som blindpraver til
nulstilling af spektrofotometeret.

Brug en lille tragt til at filtrere det 100 gange fortyndede spyt, forst over i
kuvetten market »100b«, derefter i »100«. Fyld de to kuvetter ca. 2/3 op. Filtrér
det 20 gange fortyndede spyt over i »20b« og »20« i naevnte rekkefolge.

Tilseet 4 draber sulfanilamidoplesning til hver af de fire kuvetter. To af kuvet-
terne, »100« og »20«, tilsattes dernast 4 draber koblingsreagens. Ror forsigtigt
rundt med skaftet af en ren spatel (undgd at ridse kuvetten). Efter ca. 10 minut-
ter males absorbansen, idet apparatet forinden nulstilles p& den tilsvarende
blindpreve. Notér resultaterne i skemaet.

Oplgsning meaerket 20 100

A
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EFTERBEHANDLING

Del 1

1.

Vis, hvorledes [NO,™] beregnes for standardoplasningerne 1 til 6. Ved alle ma-
linger anvendes 50 mL oplgsning og i alt 4 mL reagens. Bemark, at koncentra-
tionsangivelserne refererer til oplesningerne inden reagenstilsetningen.

. Afbild i et koordinatsystem absorbansen A som funktion af [NO,™] for stan-

dardoplgsningerne 1 til 6.

. Kommentér grafens udseende og argumentér for, at maleresultaterne er i

overensstemmelse med Lambert-Beers lov.

. Anvend standardkurven til at finde [NO,] i drikkevandet. Resultatet omreg-

nes til mg NO,™ pr. liter.

[NO,7] Nitritindhold i mg/L

Drikkevand

Del 2
5. Mindst en af de fortyndede spytoplasninger har forhabentlig en passende

absorbans. Beregn for denne [NO,™] ved hjelp af standardkurven.

Beregn [NO, ] i ufortyndet spyt, og omregn resultatet til mg NO,™ pr. liter spyt.
En fastende voksen angives at have en nitritkoncentration i spyttet pa ca. 7
mg NO,™ pr. liter, men der kan vere ret store forskelle fra person til person.
En hgj veerdi kan skyldes, at forsegspersonen har spist grensager mindre
end 24 timer for forsgget. Kommentér forsggsresultaterne.

8. Antag, at en voksen person producerer 1,2 liter spyt pr. dogn, og at nitrit-

koncentrationen i spyttet svarer til maleresultatet. Hvor mange mg NO,~
produceres der i s fald i mundhulen pr. degn?



