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ABSTRAKT

Tato bakalaiska prace se zabyva stanovenim dusi¢nand v zeleniné metodou kapilarni
izotachoforézy. V teoretické casti se prace vénuje vyskytu dusi¢nanl v zelening, jejich
zdravotnim rizikim, vlivu zpracovani, bézné pouzivanym metodam stanoveni, kapilarni
izotachoforéze a jejimu praktickému vyuziti. V praktické &asti jsou uvedeny podminky pro
stanoveni dusi¢nanl kapilarni izotachoforézou a pouzité chemikalie. Zelenina s vy$Sim
obsahem dusi¢nanl je srovnana se zeleninou v bio kvalité. Dusi¢nany v zeleniné jsou
soucasné stanoveny pomoci diagnostickych papirkd.

ABSTRACT

This bachelor thesis deals with determination of nitrates in vegetables employing the
capillary isotachophoresis technique. The literature review is devoted to occurrence of
nitrates in vegetables, their health risks, the influence of food processing onto nitrate content,
commonly used methods of determination as well as the capillary isotachophoresis and its
practical application. Experimental part focuses on the application of capillary
isotachophoresis for determination of nitrate content in vegetables obtained from
conventional agriculture and organic farming.
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1 UVOD

Dusi¢nany (NO3) se bézné vyskytuji v pfirodé, hlavné v pudach, vodach a potravinach.
Za hlavni zdroj pfijmu dusi¢nan(i pro clovéka je povazovana zelenina. Protoze nékteré
predchozi vyzkumy nasvédCovaly tomu, ze zelenina s vysokym obsahem NO3 ve stravé

mUze zpUsobit vys$sSi riziko rakoviny v travicim traktu ¢i methemoglobinemii, je snaha
minimalizovat jejich akumulaci v zeleniné [1]. Podle vyhlasky 252/2004 Sb. je maximalni
pfipustné mnozstvi dusiénand v pitné vodé 50 mg - I”" [2]. Pfijatelna denni davka dusiénan(
ze zeleniny byla stanovena Evropskou komisi na 3,7 mg NO5 na jeden kilogram hmotnosti
Clovéka [3].

Od poloviny 19. stoleti je znamo, ze se nabité castice vroztoku pohybuji vlivem
elektrického pole. Rychlost migrace téchto ¢astic zavisi na rlznych parametrech, proto byl
tento jev dlouhou dobu pouzivan pro charakterizaci a separaci rliznych ¢astic pro analytické
a preparativni ucely. Konstrukce elektroforetickych pristrojii byla vyreSena az s rozvojem
chromatografickych separacnich technik, které vyzadoval chemicky primysl po druhé
svétové valce a kdy byly objeveny izolaéni materialy a detekéni systémy vhodné pravé
pro tyto pfistroje.

Izotachoforéza patfi mezi elektroforetické techniky, které jsou zalozené na migraci
nabitych Eastic v elektrickém poli. Specifikem izotachoforézy je pfitomnost ostrych zénovych
rozhrani oddélujicich separované zény jednotlivych slozek vzorku, které migruji za sebou
stejnou rychlosti. K rychlému rozvoji izotachoforézy dos$lo v Sedesatych letech, kdy se také
zacal vyrabét komeréni izotachoforegraf.

V sedmdesatych letech nalezla izotachoforéza uplatnéni v analyze potravin zejména
pro stanoveni organickych kyselin ve viné a konzervaénich latek. Pozdéji se rozsifila
i na dali analyty (glutamova kyselina, anorganické anionty apod.) a stala se tak vyznamnou
analytickou separacni metodou [4].

V této praci je kapilarni izotachoforéza vyuzivana pro stanoveni dusi¢nan( v rliznych
druzich zeleniny.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Zelenina

Zakladni slozkou rostlin je voda, ktera je potifebna k udrzeni struktury zeleniny a jeji funkci.
Voda je rozpoustédlem, v némz je uskutecnovan pfijem, transport a metabolismus latek, ma
vysokou tepelnou stabilitu a soudrznost molekul. Listy obsahuji vodu z 85 — 95 %, duznaté
plody z 90 — 99 % a dfevnaté ¢asti maximalné z 50 % [5]. Zelenina obsahuje nenahraditelné
slozky, jako jsou minerdly, sacharidy, vitaminy, chutové latky a silice (esencialni oleje) [6].

Pojmem ¢erstva zelenina se rozumi jedlé ¢asti rostliny, zejména koreny, bulvy, listy, nat,
kvétenstvi a plody v syrovém stavu. Podle toho, jaka ¢ast zeleniny je konzumovana, se déli
na zeleninu:

e Kostélovou — vyuziva nadzemni €asti rostlin. Patfi sem napriklad zeli, kapusta,
kedlubna, kvétak, brokolice.
¢ Kofenovou — zahrnuje fadu Celedi:
- mrkvovita — mrkev, celer, petrzel, pastinak,
- brukvovita — redkev, redkvicka, tufin, kren,
- mecikovita — Cervena fepa,
- hvézdicovita — ¢erny koren.
e Listovou — déli se na:
- salatovou — salat hlavkovy, fimsky, feficha zahradni,
- §penatovou — Spenat, Cinska horcice,
- fapikovou — rebarbora, rapikovy celer, sladky fenykl.
e Luskovou zeleninu — hrachové lusky a fazolové lusky.
e Plodovou — déli se na dvé skupiny:
- lilkovita — rajce, paprika, lilek,
- tykvovita — tykev, okurka, meloun.
e Cibulovou — patfi do celedi liliovitych. Vyznacuji se vysokym obsahem silic brzdici
rGst bakterii. Patii sem cibule, Cesnek, pér, pazitka [7].

Vroce 2012 byla provedena inspektory Statni zemédélské a potravinarské inspekce
kontrola zamérena na dodrzovani jakostnich pozadavk( a spravnosti oznacovani Cerstvé
zeleniny u 252 kontrolovanych dodavatelt. Situace byla obdobna jako v predchazejicich
letech. V ramci toho bylo kontrolovano 1633 Sarzi Cerstvé zeleniny, z ¢ehoz 453 Sarzi
nevyhovélo pozadavkim na jakost a oznacovani. U vice nez tfetiny nevyhovujicich vzorki
byl ptvod z Ceské republiky, a to hlavné u kofenové zeleniny, zejména mrkve, celeru
a petrzele, dale u cibulové zeleniny (cibule a cesnek) a plodové zeleniny, pfedevsim u rajcat
a papriky. U této zeleniny byla zjisténa pfitomnosti plisni a hnilob na plodech, cibulova
zelenina byla nakli€ena, necelistva a vyschla, u listové zeleniny byly hlavky silné povadié
a necisté. Nevyhovujici oznaceni bylo nalezeno u 122 pfipadd, kdy nejcastéji na obalu
chybél udaj o zemi puvodu a nedeklarovana trida jakosti. VV roce 2013 nevyhovovala jakost
zeleniny u 28,6 % pochazejici z Evropské unie (EU) a u 74,0 % nevyhovuijici zeleniny nebyla
uvedena zemé plvodu.



Celkova produkce zeleniny v EU dosahla v roce 2012 61,2 mil. tun. Meziro¢ni pokles byl
priblizné o 1 %, coz bylo zplsobeno zejména nizsi sklizni cibule a hlavkového zeli. Vice
nez polovina celkového objemu produkce se podileli rajcata, cibule, mrkev a hlavkové zeli.
Nejvétsimi producenty zeleniny v ramci EU je Spanélsko, Itélie, Francie a Polsko. Naopak
k poklesu sklizné doslo zejména v Némecku, Nizozemsku a také v Polsku.

Rok 2013 byl z hlediska pocasi velmi riznorody. Nizké teploty a vydatné srazky zpozdily
vysadbu az na zacatek dubna. Vegetace déale probihala bez problémi az do pfichodu
povodni, které zplsobily Skody za 1,6 mil. korun. Dal$i negativni dopad meéli skddci
a razantni zvy$eni teplot spojené se suchem.

Spotreba zeleniny v roce 2011 vyrazné vzrostla vlivem narUstu spotfeby rajcat, cibule
a hlavkového zeli. Obecné lze Fici, ze stoupa spotieba zeleniny, kterd je malo naro¢na
na kuchyriskou upravu. Jedna se tedy o salat, kedlubnu, fedkvi€ky, papriku, chiest a cherry
rajéata. Naopak se snizuje spotieba hlavkového zeli, celeru, hlavkové kapusty, péru
a Cervené repy [8].

2.1.1 Vyskyt dusiénanu v zeleniné

Dusi€nany jsou pfirozenou slozkou zivotniho prostfedi a podileji se na kolobéhu dusiku
v pfirodé. Na pocatku jsou atmosférické vyboje v ovzdusi, které vedou ke vzniku oxid(
dusiku. Dulezitou roli hraji také bakterie, které funguji tak, ze bud umoznuji biochemickou
oxidaci sloucenin (nitrifikacni bakterie) anebo naopak zpUsobuiji jejich redukci (denitrifikacni
bakterie). Rostliny zabudovavaji dusi¢nany do svych bunék jako organicky dusik, ¢imz se
kolobéh uzavird. Organicky dusik se do pudy dostava zejména z poskliziiovych zbytki
a hnojenim. Rozkladem odumrelych rostlin a zivoc¢ichl vznikaji amonné ionty, které jsou
oxidovany nitrifikaCnimi bakteriemi na dusitany a dale na dusiénany. Na rozdil od amonnych
iontll, které se v pudé dobre sorbuji, dusicnany se mohou z pudy lehce uvolnovat do vody
arostlin [9, 10].

V rostlinach jsou dusiénany redukovany na amonné soli potfebné pro asimilaci
aminokyselin a nasledné bilkovin. Za nepfiznivych teplotnich, vihkostnich a svételnych
podminek, kdy v rostlinach neni dostatek uhlikatych slouenin nezbytnych pro asimilaci,
dochazi k akumulaci dusi¢nand.

Podle schopnosti akumulovat dusiCnany se zelenina a okopaniny déli na tfi skupiny:

e \ysoky obsah NO; (nad 1 000 mg ° kg™), napf.: salat, $penat, cinské zeli, fedkev,
fedkvicka, celer, kukurice cukrova.

e Stfedni obsah NOj (250 -1 000 mg - kg“), napr.: zeli, kapusta, kvétak, petrzel,
mrkev, brokolice, Cesnek, brambory.

e Nizky obsah NO; (pod 250 mg - kg™"), napi.: rizitkova kapusta, cibule, rajcata,
hrach, okurky.

Obsah NOj3 v jednotlivych plodinach kolisa v Sirokém rozmezi v zavislosti na intenzité
hnojeni, osvétleni a mnozstvi srdzek béhem vegetace [10].



2.2 Dusi¢nany

Dusic¢nany jsou pfirozenou soucasti pld, a tim také rostlin, které jsou schopné je pfijimat
svymi koreny pfimo z pady. Diky dusi¢nanim je rostlina schopna rlistu. Z tohoto dlvodu
se Casto pouzivaji hnojiva obsahujici praveé dusik, ktery podporuje rist rostliny. Pokud ma
ale rostlina vice dusic¢nan(, nez spotiebuje pro svij rlist, zacnou se v ni shromazdovat.
MnozZstvi NO; vyskytujici se v zeleniné muze byt v rozmezi od 1 do 10 000 mg - kg™ [11].

Se vzrlstajicim  pouzivanim dusikatych hnojiv obsahuje zelenina vice dusi¢nan(
nez v minulosti. V Cerstvé zeleniné je obsah dusitand nepatrny. Pokud je ale zelenina $patné
skladovana, mulze se mnozstvi dusitan(i zvysit pfeménou z dusi¢nanl bakteriemi [12].
Uméni zemédélce proto spocliva v tom, ze dochazi k mineralizaci organickych latek tak,
Zze vznika potfebné mnozstvi dusi¢nant pro vyzivu rostlin, aniz by dochazelo k jejich
nadbytku. Mnozstvi dusi¢nan( zavisi také na druhu plidy, zda se jedna o piscitou, hlinitou
Ci jilovitou. Piscité pldy maji vysoky podil hrubych pérl, které jsou zaplnény vzduchem.
Ten podporuje pfeménu organické hmoty na dusic¢nany [13].

Nékteré studie dokladaji, ze dusi€énany mohou byt lidskému télu prospésné, napfiklad
chranénim strfeva pred bakterialnimi infekcemi. Navic, po jejich redukci na oxid dusnaty je
tato molekula schopna regulovat nékteré fyziologické funkce v téle nebo slouzi jako ochrana
proti patogen(im [1].

2.2.1 Dusiénany jako aditivni latky

Potravinova aditiva neboli pridatné latky jsou slouéeniny nebo jejich smési, které
se zamérné pfidavaji k potravinam pfi vyrobé, zpracovani, skladovani nebo baleni za uéelem
zvySeni jejich kvality. Mohou byt i pfirozenou soucasti potravin. Jako potravina
se nepouzivaji samostatné, ale mohou mit urcitou vyzivovou hodnotu.

Pritomnost pridatnych latek musi byt vzdy uvedena na obalu nazvem nebo &islem (kédem
E systému Evropské unie), v nékterych pripadech i s udaji o moznosti nepfiznivého ovlivnéni
zdravi Clovéka.

Druh a mnozstvi aditivnich latek, které se mohou v potraviné vyskytovat, stanovuji
prislusné legislativni materialy.

Podle u€elu pouzivani se aditivni latky déli do Sesti skupin:

e Latky prodluzujici udrznost.

e Latky upravujici aroma.

e Latky upravuyjici barvu.

e Latky upravujici texturu.

e Latky zvysujici biologickou hodnotu.
e Dalsi aditivni latky.

U latek prodluzujici udrznost se rozliSuji 2 z&kladni druhy: antioxidanty, které chrani
nékteré slozky potravin pied oxidaci, a antimikrobni latky neboli konzervanty. Konzervanty
jsou slouéeniny prodluzujici udrznost potravin tim, ze je chrani pred nezadoucimi
mikroorganismy. Tyto uc¢inky méa velké mnozstvi potravinarskych materiall, z anorganickych
latek jsou to napriklad dusitany a dusi¢nany, viz Tabulka 1.



Tabulka 1: Seznam dusitant a dusi¢nant pouzivanych jako konzervanty [14]

Cislo E Nazev

E249 dusitan draselny (KNO, )
E250 dusitan sodny (NaNO, )
E251 dusi¢nan sodny (NaNO; )
E252 dusi¢nan draselny (KNO; )

Dusitany jako stabilizatory masa maji také antimikrobni ucinky, a to zvlasté pfi pouziti
spolu se soli. U nesterilizovanych masnych vyrobkd inhibuji rast bakterii Clostridium
botulinum. Ug&innost, ktera je umérna koncentraci kyseliny dusité, zavisi na pH prostredi.
Jako stabilizatory se pouzivaji také dusic¢nany [14].

Clostridium botulinum jsou bakterie, které produkuji toxin zplsobujici botulismus. Tento toxin
blokuje prlichod nervového vzruchu na nervova zakonceni a zpUsobuje nervosvalovou
slabost. Obvyklou pfi€inou smrti je respiracni selhani [15].

potraviny. Pouzivani konzervantll je prevenci intoxikaci bakteridlniho a plisfiového pavodu.
Pouzivani antioxidantll zabranuje vzniku potencidlné toxickych produktl autooxidace
avzniku pfipachl a pachuti. Pouzivani konzervantl, nahradnich sladidel, stabilizator(i
a emulgatord, barviv a aromatickych latek umoznuje vyrabét nizkoenergetické potraviny
se snizenym obsahem cukrd a tukll, nahrazky mléénych a masovych vyrobk( a trvanlivé
nealkoholické napoje.

Pridatné latky vSak mohou pfinaset i néktera rizika. Kratkodobé akutni ucinky téchto latek
se mohou projevovat u vice citlivych jedincl dermatitidami nebo alergiemi. Rizika spojena
s dlouhodobym pouzivanim aditivnich latek nejsou dolozena, pfesto je pouzivani nékterych
aditiv potencialné problematické a hledaji se zpUsoby jejich nahrady.
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2.2.2 Dusiénany v potravinach rostlinného ptivodu

Obsah dusi¢nanl v rostlinach je silné ovliviiovan prostiedim. Dusi¢nany jsou v rostlinach
akumulovany v dobé, kdy dusik nemlze byt rostlinou vyuzivan, tedy za nepfiznivych
teplotnich, vlhkostnich a svételnych podminek, kdy rostlina neredukuje dusi¢nany
na amonné soli. Pri€¢inou téchto podminek je nedostatek uhlikatych slouéenin nezbytnych
pro pfeménu nahromadénych dusi¢nanl na aminokyseliny a bilkoviny [14]. Limity pro obsah
dusi¢nanl v nékterych béznych druzich zeleniny sumarizuje Tabulka 2.

Tabulka 2: Limity pro obsah dusi¢nant v zeleniné [14]

Obsah NO; vmg - kg™

Zelenina
minimalni maximaini

brambory 0 2795
celer 0 3 640
cibule 0 1435
cesnek 44 2400
hrach 10 58
kapusta rGzickova 0 2500
kedlubna 80 4 380
kvétak 0 2685
mrkev 0 3 337
okurka 0 490
paprika 4 330
petrzel 0 5400
rajCata 0 136
redkev 300 3770
redkvicka 390 5200
salat hlavkovy 60 6 600
Spenat 20 4 500

zeli hlavkové 0 3230
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2.3 Zdravotni rizika dusiénanut

Dusi¢nany jsou primarné pro ¢lovéka malo zavadné. Sekundarné, po bakterialni redukci
v gastrointestinalnim traktu jako dusitany, mohou byt pfi¢inou dusi¢nanové alimentarni
methemoglobinémie [16]. Toto onemocnéni se nejcastéji objevuje u kojencl s umélou
vyzivou a v 8 — 10 % kon&i smrti [17]. Dusitany reaguji s hemoglobinem na methemoglobin,
ktery nema schopnost prenaset kyslik. Krev kojencll obsahuje také tzv. fetalni hemoglobin
(hemoglobin F), ktery se pfeméruje snadnéji na methemoglobin nez hemoglobin A. Také
enzymovy oxidaéné-redukéni systém katalyzujici zpétnou redukci na hemoglobin ma
u kojencl mensi aktivitu. Pfirozena hladina methemoglobinu v krvi nepresahuje 1 %
z celkového mnozstvi krevniho barviva. Pfi zvy$eni jeho obsahu (do mnozstvi 20 %) vznika
lehka klinicka forma onemocnéni, ktera se projevuje cyanézou a tachykardii. Pfi cyandze se
kize kolem uUst a koneccich prstl zbarvuje $edomodre. Tachykardie se projevuje zrychlenou
srde€ni €innosti. Pfi obsahu methemoglobinu (MHb) nad 20 % jsou tyto nemoci doprovazené
prijmem a kreCemi, muze se pfipojit i poskozeni myokardu. Obsah methemoglobinu
nad 50 % muze byt letalni [18]. Tabulka 3 uvadi pfiznaky spojené s koncentraci MHb v Kkrvi
dospélého Clovéka.

Tabulka 3: Pfiznaky spojené s koncentraci MHb v krvi [19]

Koncentrace Celkovy MHb Priznaky
methemoglobinu
<1,5¢g-d’ <10 % zadné
1,5-3,0g-d 10-20 % cyanoticka zména barvy kiize
30-45g-d 20-30 % Uzkost, zavraté, bolest hlavy,
tachykardie
45-759" dr' 30-50 % unava, zmatenost, nevolnost,
zrychlené dychani, zvy$ena
tachykardie
7,05-10,5¢9" dr 50-70 % kéma, kre€e, srdeéni arytmie,
acidéza
>10,5¢g - dI™’ >70 % smrt

Vroce 2010 probéhla studie, jejimz cilem bylo stanovit hladiny methemoglobinu
a zkoumat, jak ruzné faktory ovliviuji tyto hladiny béhem téhotenstvi. Déle se zkoumalo,
zda existuje rozdil mezi vlastni vodou ze studny a vodou dodavanou. V zavéru
publikovanych vysledk( bylo uvedeno, Zze u Zen, které pily vodu s niz§im mnozstvim
dusiénanll, nez je jejich mezni hodnota pro pitnou vodu (50 mg - I™"), byly zjistény vyssi

hladiny methemoglobinu ve srovnani s pfirozenou hladinou. Nicméné s pokrogilejSim
téhotenstvim klesa hladina methemoglobinu v krvi a obsahuje méné nez 3 % [20].
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Pfipady methemoglobinémie zaznamenané ve Spanélsku a Ciné u kojencti ve véku 7 — 13
mésicll byly zpUsobeny konzumaci zeleniny. Je také znamo nékolik pfipadd onemocnéni
u dospélého Clovéka v dusledku konzumace velkého mnozstvi zeleniny bohaté na dusi¢nany
[12].

Dal$im negativnim rysem dusi¢nanti je jejich nepfima toxicita spocivajici v reakci vzniklych
dusitan(i s aminy za vzniku N-nitrosoamin(, z nichz jsou nékteré povazovany za karcinogeny
[18]. Nejvétsi obava je tedy z rakoviny zaludku, kde zvySeni pH zaludecnich stav (>5,5) vede
k rozmnozovani bakterii, které nasledné preménuji dusi¢nany na dusitany. NO; jsou
nestabilni a mohou se snadno pifeménit na N-nitroso slouceniny. Vys$s$i mnozstvi dusitan(i
zvySuje pravdépodobnost vyskytu rakoviny [11].

Na druhou stranu se v poslednich letech zacinaji objevovat odborné ¢lanky, ve kterych se
uvadi, ze konzumace zeleniny obsahujici vitaminy, mineraly, vlakninu a sekundarni
metabolity rostlin, jako jsou fenoly, polyfenoly a taniny, prospiva kardiovaskularnimu
systému. Zejména listova zelenina je spojovana s ochranou proti koronarnimu srdeénimu
onemocnéni a mozkové mrtvici. Strava bohata na zeleninu (8 — 10 porci denné) a nizkotu¢né
mlécné vyrobky snizuji krevni tlak do takové miry, jako se dosahne s hypotenznimi Iéky.
Bylo prokazano, ze dusiCnany obsazené v nékterych druzich zeleniny se mohou redukovat
na dusitany a nasledné na oxid dusnaty, nitrosothioly a mastné kyseliny obsahujici nitro
skupinu, souhrnné nazyvané ,NOx“ [21]. Po pozfeni zeleniny se NOj rychle absorbuji

do tenkého stfeva a nasledné jsou rozeslany po celém téle diky cirkulaci.
Zatim z neznamych dlvodl se asi 25 % dusi¢nanll z krve vylucuje slinami. Z toho je znacna
cast dale redukovana na dusitany pomoci bakterii pfitomnych v ustni dutiné. Bez cirkulace
a mikrofléfe obsazené v ustech by byly dusi€nany vylouéeny ztéla beze zmény jako
chemicky stabilni anion [22].

2.4 Faktory ovliviiujici obsah dusi¢nant v zeleniné

Smazeni, peceni, vafeni a zamrazeni zeleniny muze také ovlivnit mnozstvi dusi¢nand.
S. Prasad se zabyval stanovenim dusi¢nanu v listové zeleniné, jak Cerstvé, tak uvarené,
usmazené, upetené a zamrazené. Zelenina byla upravena nasledné:

e Vareni - zelenina prosla 10 minut varem
e Peceni — pfi 180 °C po dobu 25 minut
Smazeni — na sojovém oleji 12 minut

e Mrazeni - pfi — 20 °C po dobu 7 dni

Po nasledném stanoveni obsahu dusi¢nani bylo zjisténo, Ze varenim zeleniny se
mnozstvi dusi¢nan(l snizilo priblizné o 50 %, pecenim zlistalo mnozstvi dusi¢nanu relativné
nezménéné a smazenim se mnozstvi dusi¢nanl zvysilo 1,6 — 3 krat. Velky narust dusi¢nani
byl zpUsoben pravé olejem, ktery byl pouzit pfi smazeni. Soja obsahuje specidlni bakterie,
které jsou schopné preménit elementarni dusik na amonny ion. Ten je dale nitrifikaci
pfeménén na dusi¢nanovy ion. Vyrazné zvySeni mnozstvi dusi¢nanu lze pfiradit této
skute¢nosti, avSak jsou potrebné jesté dalsi vyzkumy v této oblasti.

Pokud je zelenina uchovavana v chladni¢ce, dochazi k mikrobiologické redukci dusi¢nan(
na dusitany. Pfi uchovavani zeleniny v mrazaku k redukci nedochazi. Z tohoto divodu se
mnozstvi dusi¢nan(l po stanoveni jen nepatrné lisilo (< 11 %) od jejich obsahu v Cerstvé
zeleniné [11].
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2.5 Stanoveni dusi¢nanu

Pro stanoveni dusiénan( existuji desitky metod. Zadnou zmetod nelze oznadit
za nejspravnéjsi a univerzalni. U kazdé metody se uplatiuji rdzné rusivé slozky. Nejvétsi
skupinou pouzivanych metod stanoveni dusi¢nan( tvoii spektrofotometrické metody.

Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nant kyselinou sulfosalicylovou

Principem stanoveni je spektrometrické stanoveni Zluté zbarvenych nitroderivata kyseliny
salicylové, které se vybarvuji po zalkalizovani roztoku. Kyselina dusi¢na uvolnéna kyselinou
sirovou z dusi¢nant obsazenych v roztoku nitruje kyselinou salicylovou dle rovnice 1.
Intenzita zbarveni roztoku vzniklych produktl je umérna obsahu dusi¢nanll ve vzorku [23].
Hlavni rusivé slozky jsou chloridy, fosforeCnany, hoi€ik a dvojmocny mangan [24]. Obrazek 1
ukazuje priklad spektrofotometru pro stanoveni dusi¢nan(i touto metodou.

M
O

s

Obrazek 1: Spektrofotometr RD 3900 od firmy HACH LANGE [25]
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Spektrofotometrické stanoveni dusi¢nanu s 2,6-dimethylfenolem

Dusi€nany reaguji s 2,6-dimethylfenolem v pfitomnosti kyseliny sirové a kyseliny
fosfore€né za vzniku cihlové Cerveného 2,6-dimethyl-4-nitrofenolu. Tato metoda vyuziva
zkumavek. Dusiénany Ize stanovit do koncentrace 50 mg - I”'. Mezi rusivé vlivy patfi chloridy,
nerozpusténé latky, vlastni zbarveni vzorku. Pozitivni chybu zpUsobuji dusitany, které tvori
s 2,6-dimethylfenolem &erveny produkt 2,6-dimethyl-4-nitrosofenol. Eliminace této chyby se
zajistuje amidosirovou kyselinou [26].

Stanoveni dusitanového dusiku a dusi¢nanového dusiku a sumy obou pritokovou analyzou
(CFA a FIA) se spektrometrickou detekci

V pratokové injekéni analyze (FIA) je vzorek privadén do plynule protékajiciho tlumivého
roztoku vstiikovacim ventilem. V kontinualni pratokové analyze (CFA) je vzorek nepretrzité
smésovan s tlumivym roztokem. Dusi¢nany jsou v roztoku redukovany na dusitany kovovym
kadmiem. Nato se pfimichava rovnéz plynule protékajici roztok Cinidla v kyseliné fosfore¢né.
Plvodné pfitomné dusitany a dusitany, vzniklé po redukci dusi¢nan(, diazotuji sulfanilamid
v kyselém roztoku na diazoniovou sll, ktera je nasledné kopulovana s N-(1-
naftyl)ethylendiaminem za vzniku cerveného barviva. Dusitanovy dusik se stanovi
s vynechanim redukce kadmiem. Hmotnostni koncentrace dusiénanového dusiku je dana
rozdilem dusitanového a dusi¢nanového (N) minus dusitanovy (N). RuSivymi vlivy jsou
nerozpusténé latky a organické matrice. pH vzorku po smiseni s tlumivym roztokem musi byt
v rozmezi 6,5 - 7,5 [27].

Stanoveni rozpus$ténych aniontii metodou kapalinové chromatografie iontt

Vzorek se upravi tak, aby se odstranily nerozpusténé latky a ionty kovl. Sledované ionty
jsou separovany kapalinovou chromatografii. Jako stacionarni faze se pouziva ménic¢ aniont(
a jako mobilni faze pro izokratickou nebo gradientovou eluci se pouzivaji vodné roztoky soli
slabych jedno- nebo dvojsytnych kyselin (hydrogenuhli¢itany, uhli¢itany) a roztoky hydroxidu.
K detekci se pouziva vodivostni detektor. Rusivymi vlivy jsou organické kyseliny a kovy [28].

Stanoveni dusi¢nan(i spektrofotometrii v ultrafialové oblasti spektra

Stanoveni je zalozeno na pfimém méreni absorbance dusi¢nanl v ultrafialové oblasti
spektra pfi vinové délce A = 220 nm. Mezi rusivé vlivy patfi zakal, barva vzorku, organické
latky, chrom [16].

Neprimé stanoveni dusi¢nant po redukci na amoniakalni dusik Devarovou slitinou

Stanoveni je zaloZzeno na redukci dusi¢énani na amoniakalni dusik vodikem ve stavu
zrodu, ktery vznika pfi reakci Devarovy slitiny (slitina Cu-Zn-Al) s hydroxidem sodnym.
Amoniak se oddestiluje z reakéni smési a stanovi se spektrofotometricky nebo odmérné.
Rusivy vliv ma amoniakalni dusik, organické latky a dusitany, které zpUsobuji pozitivni chybu
stanoveni [16].
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Stanoveni dusi¢nandi polarograficky

Tato metoda je zaloZzena na redukci dusicnanl na oxid dusnaty. Ten dale v roztoku
reaguje s dvojmocnym kobaltem a thiokyanatany za vzniku elektroaktivnino komplexu.
Vznikly komplex je redukovan na rtutové kapkové elektrodé pfi napéti 0,5 V [29].

Stanoveni dusi¢nanti iontové selektivni elektrodou

Membrana elektrody je tvofena inertni polyvinylchloridovym (PVC) rozpoustédiem
s dusiénanovym iontoménicem. lontové selektivni elektroda (Obrazek 2) obsahuje ve
vnitfnim roztoku srovnavaci argentochloridovou elektrodu, kterd ma staly potencial. Na
iontové selektivni membrané dochazi k zachyceni dusi¢nanovych iontll ze vzorku, coz
vytvari potencial, ktery je dan rozdilnymi potencialy na vnitfni a vnéjsi strané membrany.
Potencial je pfimo umérny koncentraci dusi¢nan(i ve vzorku. Rusivy vliv maji chloristany,
jodidy, dusitany, bromidy a chloridy [30].

Obrazek 2: Dusi¢nanova iontové selektivni elektroda od firmy METTLER TOLEDO [31]
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Diagnostické papirky

Diagnostické papirky (Obrazek 3) se pouzivaji k rychlému a orientaénimu stanoveni
dusi¢nand.

Testovaci prouzek se ponofi na 3 sekundy do méfeného vzorku rozmixované zeleniny,
vytdhne se, odstrani se prebyte€né mnozstvi zeleniny ulpéné na prouzku a da se
na podlozku testovacim polem nahoru. Po uplynuti 2 minut se porovna zbarveni testovaciho
pole s barevnou stupnici na lahvicce [32].

—

—

Obrazek 3: Diagnostické papirky pro stanoveni dusi¢nant
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2.6 Stanoveni dusi¢nani metodou kapilarni izotachoforézy

Kapilarni izotachoforéza (CITP) je jednou z nejstarSich kapilarnich elektromigracnich
metod. Je zalozena na migraci iontll v elektrickém poli. Umoziiuje ziskat v kratké dobé
snadno vyhodnotitelné udaje o kvalitativnim i kvantitativnim slozeni vzorku. CITP pouziva
dva separaéni elektrolyty, které se nazyvaji vedouci (leading) a koncovy (terminating).
V jednom izotachoforetickém experimentu mohou byt separovany pouze ionty jediného
znaménka, budto anionty nebo kationty. Metoda tedy neni pouzitelna pro separaci
neutralnich molekul. Analyzovany vzorek se davkuje mezi vedouci a koncovy elektrolyt
a vytvarfi mezi nimi rozhrani. Vedouci elektrolyt obsahuje ion daného naboje s nejvétsi
pohyblivosti. Naopak koncovy elektrolyt obsahuje ion s nejmensi pohyblivosti. Po spusténi
separac¢niho napéni, za¢nou putovat analyty ze vzorku i ionty z vedouciho a koncového
elektrolytu stejnou elektroforetickou rychlosti separaéni kapilarou smérem k detektoru.
Béhem tohoto migraéniho pohybu se ionty ze vzorku za€nou fadit za iontem vedouciho
elektrolytu podle klesajici elektroforetické pohyblivosti a vytvari tak oddélené, na sebe
navazujici zény [33, 34, 35, 36]. Zaznam CITP separace (izotachoforeogram) ma
charakteristicky stupnovity priibéh, ve kterém vyska stupné odpovida kvalité separované
latky a délka stupné je pfimo umérna jeji kvantité [37].

Zafizeni, ve kterém probiha déleni, je rozdéleno na tfi ¢asti, a to separacni, katodovy
a anodovy prostor (Obrazek 4). Pfi separaci je anodovy a separaéni prostor vyplnén
vedoucim elektrolytem, ktery kromé vedouciho aniontu obsahuje i kation, tzv. protiion,
(counterion) a vytvareji spolu pH tlumici smés. Katodova &ast je vyplnéna roztokem
zakonc€ujiciho elektrolytu [4].

+ -

Separacni prostor

\ /

\

anodovy prostor katodovy prostor

Obrazek 4: Obecné schéma zafizeni pro izotachoforetickou separaci [4]

Kapilarni izotachoforéza pouziva separac¢ni kapilary, které negeneruji osmoticky tok.
Separace se provadi vkapilarach o vnitfim priméru nékolik desitek mikrometrq,
zhotovenych zpravidla z taveného kfemene nebo polytetrafluorethylenu (PTFE). PTFE-
kapilary nenesou na svém vnitinim povrchu zadné disociovatelné funkéni skupiny. U
kfemennych kapilar je vnitini sténa pokryta napf. vrstvickou hydroxyethylcelulosy [34]. Konce
kapilar jsou spojeny elektrodovymi komurkami, které obsahuji odpovidajici elektrolyty
a platinové elektrody ke spojeni se zdrojem vysokého napéti. Mezi komlrkou s vedoucim
elektrolytem a kapilarou je umisténa semipermeabilni membrana, ktera zabranuje
hydrodynamickému toku elektrolytu [38].
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VSechny kapilarni elektromigraéni metody vynikaji predev§im malou spotfebou vzorku
a Cinidel potrebnych pro separaci, velkou ucinnosti separace, vysokou rychlosti analyzy
a kratkou dobou potiebnou na optimalizaci separacnich podminek. Naopak hlavni
nevyhodou této separaéni techniky je mensi reprodukovatelnost a nizsi citlivost [34].

2.6.1 Elektroforeticka pohyblivost

Aby byly ionty uspésné separovany, je potfeba znat iontovou pohyblivost latek. Pokud
nelze hodnotu iontové pohyblivosti ziskat z literarnich zdrojd, Ize ji odhadnout ze srovnani
se znamymi pohyblivostmi podobnych iontll. Pohyblivost iontu roste umérné jeho naboji
a klesa s jeho hmotnosti [35].

Elektroforeticka pohyblivost (mobilita), x, je definovana jako rychlost pohybu nabitych
¢astic v kapalném prostredi ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité:

2
v m
- 2
K= [V‘sj ()
kde v je rychlost pohybu v elektrickém poli o intenzité E. Hodnoté pohyblivosti se pfisuzuje
znaménko odpovidajici naboji prislusného iontu.

Nabita ¢astice se vlivem elektrického pole pohybuje ve sméru daném znaménkem naboje
a orientaci elektrického pole. Proti této elektrické sile pUsobi frikéni odpor kladeny
rozpou$tédlem, ktery je pfimo umérny viskozité rozpoustédla. lon je v klidové poloze
obklopen opacéné nabitymi ionty. PFfi pohybu se ion snazi tahnout opaéné nabité ionty
s sebou. Ty se ale vlivem setrva¢nosti nemohou pfizplsobit nové poloze stiedového iontu.
Za iontem se vytvari prebytek opacného naboje, ktery zplsobuje elektrostatické brzdéni,
a zpomaluje tak pohyb ve sméru elektrického pole. Tento efekt se nazyva asymetricky a
znazorfuje jej Obrazek 5. Cim vy$si je koncentrace iontll, tim vice se uplatiuje. Dalsi efekt
snizujici pohyblivost se nazyva elektrostaticky. lonty obklopujici stfedovy ion se také
pohybuji, a to opaénym smérem. Jsou solvatovany, takze se snazi unaset molekuly
rozpous$tédla s sebou, a tim dochazi k toku rozpoustédla v opacném sméru.

@ / _ % /] .
)
©©®©© OO,

Obrazek 5: Asymetricky efekt; () ion v klidové poloze; (Il) ion pohybujici se v elektrickém poli

19



Efektivni pohyblivost

U slabych elektrolyt(l, které obsahuiji jak ionty, tak neionizované molekuly, se zavadi pojem
efektivni pohyblivost. Latka pfitomna v roztoku ve vice formach, které jsou v dynamické
rovnovaze, migruje elektrickym polem jako jedina latka o urcité efektivni pohyblivosti:

N 1 k k
/UA::ZCi'ﬂi :in'/ui 3)

Cp i=0 i=0
kde c;jsou koncentrace jednotlivé formy latky A v roztoku o celkové koncentraci a a Xx; jsou
molarni zlomky jednotlivych forem latky A.

Rozdily v efektivnich pohyblivostech zplsobuji rozdily v rychlosti pohybu, diky némuz jsou
nabité ¢astice separovany [4].

2.6.2 Systém izotachoforetickych zén a jeho vlastnosti
Vedle rovnice 2 musi byt v kazdém misté separacniho prostoru splnény &tyfi podminky:

1. OhmuUv zakon
i=FE-x (4)
kde x je specificka vodivost elektrolytu a i proudova hustota, ktera je konstantni
pro dany separacni prostor o priifezu S a hnacim proudu /.

2. Podminka elektroneutrality
> z-¢, =0 (5)
i=1

Tato podminka fikd, Ze soucet nabojll kationtd a aniontd musi byt v kazdém
makroskopickém objemu stejny.

3. Rovnice kontinuity

aC- ac.

_l = si n- Z . L. E . _l 6

o, e b B (6)
popisujici ¢asové zmény koncentrace jednotlivych iontl v daném misté separacni

trasy.

4. Kohlrauschova regulaéni o-funkce
o=y ) ”
- M
Rovnice je platna pro silné jedno- i vicesytné elektrolyty a pro slabé jednomocné
elektrolyty. Vyjadiuje, ze v kazdé ¢asti zafizeni naplnéné danym elektrolytem ma -
funkce v zavislosti na slozeni a koncentraci konstantni hodnotu v misté souradnice x.
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Na pocatku izotachoforetické analyzy jsou pritomny tfi zény s rliznou hodnotou regulaéni
funkce (zéna vedouciho elektrolytu, vzorku a zakoncujiciho elektrolytu). V prabéhu separace
se musi migrujici zony vzorku a zakoncujiciho elektrolytu koncentracné prizpusobit plvodni
hodnoté w-funkce v zoné vedouciho elektrolytu. Po urcité dobé se dosahne tzv. ustaleného
stavu, kdy dojde k rozdéleni zén, které jdou tésné za sebou a pohybuji se stejnou rychlosti.
Pro tento stav je charakteristické, ze:

> Kazda ze zdén obsahuje pouze jeden druh iontd.

» Ve vsech z6nach je pfitomen stejny protion shodny s protiiontem vedouciho
elektrolytu.

» Koncentrace pfislusného iontu je podél zény konstantni a mimo ni nulova.

» Z6ny jsou usporadany podle klesajici efektivni pohyblivosti od vedouciho
k zakon€ujicimu iontu

» Fyzikalni vlastnosti (koncentrace, elektricka vodivost, intenzita elektrického pole, pH,
teplota) se méni od zény k zéné skokem. Diky tomu mizeme pouzit fyzikalné-
chemickych metod detekce pro vyhodnoceni separace.

2.6.3 Jevy provadeéjici separaci
Elektroosméza

Pfi naplnéni kapilary roztokem dochazi v zavislosti na pH tohoto roztoku k ionizaci
funkénich skupin, které jsou vazany na vnitini sténu kapilary. Kapilara tak ziska naboj
a elektrostaticky pfitahuje opaéné ionty v roztoku ke sténé za vzniku elektrické dvojvrstvy.
Ta se sklada z tzv. Sternovy vrstvy a pohyblivé vrstvy. Sternova vrstva je tvofena ionty, které
jsou pevnéji elektrostaticky vazané na sténu kapilary. Pohybliva neboli difuzni vrstva je vnéjsi
cast tvorena ionty, které jsou jiz slabéji vazané a difuzné vyménované s roztokem.
Po vlozeni napéti na kapilaru zacne roztokem prochazet elektricky proud a dochéazet
k hydrodynamickému toku kapaliny.

Rychlost toku kapaliny v kapilare v, |ze ur€it pomoci tzv. Smoluchowského rovnice:

=—£-E (8)

n

Veor

kde ¢ je permitivita roztoku, { elektrokineticky potencial (zeta-potencial) a n je viskozita
roztoku.

V CITP je elektroosmbza potlaCovana, protoze jejim vlivem dochazi k deformaci
izotachoforetickych zén (Obrazek 6), a tim k jejich rozostfeni. Obrazek 6 ukazuje, Zze tento
negativni vliv je markantnéjsi pfi aniontové analyze. Elektroosmézu Ize redukovat
budto zvySenim viskozity roztoku pridanim vhodného aditiva (rdzné druhy celuldz),
nebo snizenim elektrokinetického potencidlu pfidavkem neionogenniho sméacedla
(poly(vinylalkohol), poly(ethylenglykol), Triton), ¢i modifikaci vnitfniho povrchu kapilary [4].
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Obrazek 6: Deformace rozhrani mezi zdnami vlivem elektroosmoézy pfi aniontové (1) a kationtové (2)
ITP analyze (L je vedouci ion, T je zakoncujici ion a A je ion analytu) [4]

Joulovo teplo

Prichodem elektrického proudu roztokem v kapilare dochazi k ohfevu roztoku, a tim
ke vzniku Joulova tepla. Joulovo teplo P produkované jednotkovym objemem za sekundu
se vyjadfuje jako

_EI_r
S «ks?

P 9)
Zvysuijici se teplota uvniti kapilary zpusobuje zmény veli¢in zavislych na teploté (aktualni
pohyblivost, ionizacni rovnovahy). MUze také zpUsobit destrukci termolabilnich latek. Vliv
ohfevu je omezovan odvadénim vzniklého tepla termostatovanim ¢&i upravou tlakovych
podminek [4]. Teplota uvniti kapilary je rozdilna s teplotou na vnitfni sténé. Ztrata tepla
v kapilare zavisi na celkovém teplu transportovaném skrz sténu kapilary. Toto teplo se m{ize
liSit v riznych castech kapilary kvuli rozdilnym tepelnym vodivostem a souciniteli prestupu
tepla. Také rozdina elektrickd vodivost v rlznych mistech roztoku zplsobuje rozdilné
Joulovo teplo a tim rizné teploty v zonach. Pokud putuje mezi vedouci a koncovou zénou
kratka zéna analytu, bude jeji teplota ovlivnéna teplotami vedouci a koncové zény a nebude
odpovidat ustalené hodnoté, jakou by méla dostatec¢né dlouha z6na analytu [4,39].
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Gravitace

Vlivem neidealniho chlazeni se objevuji v zonach rozdilné hustoty a vlivem gravitaéniho
pUsobeni dochazi k proudéni kapaliny, které vede k deformaci rozhrani zén. Separacni
kapildra muze byt orientovana jak horizontalné, tak vertikalné. Jestlize méa analyzovany
vzorek pfi vertikalnim usporadani kapilary vétsi hustotu nez vedouci elektrolyt, dochazi
vlivem gravitace k ,propadavani® vzorku kapilarou, a tim k jeho znehodnoceni. Gravitaci Ize
potladit separaci vzorku v inertnich nosicich a gelech, v tenké kapilare, v hustotnim gradientu
neionogenni latky, v podminkach nulové gravitace, stabilizaci zén rotaci.

Difuze

Na rozhrani mezi izotachoforetickymi zénami se koncentrace latek méni skokem. Ve svych
vlastnich zénach maji latky adjustované koncentrace a v sousednich zénach maji
koncentraci nulovou. Vysledkem je difuzni tok ve sméru klesajici koncentrace. Proti tomuto
toku plisobi samozaostrovaci efekt. Kdyz ion difunduje do predchazejici zény, poklesne jeho
migrace se ion vrati do pfislusné zony. Vysledkem téchto protichldnych déju ma rozhrani
mezi izotachoforetickymi zonami realny podélny rozmér nazyvany Sifka rozhrani [35].

2.6.4 Kvalitativni analyza

Pfi kvalitativni analyze se urCuje relativni poloha neboli vySka schodu (Obrazek 7)
vzhledem Kk poloze vedouciho a koncového elektrolytu. Tato poloha se vypocita
dle rovnice 10.

hrel hL _hl (10)
hL _hT
' IEEmiEREERE = i I‘-'I|_

-

Obrazek 7: Znazornéni izotachoforeogramu
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Tato relativni vy$ka je nasledné porovnavana s relativnimi vySkami zén latek, jejichz
pfitomnost se ve vzorku predpoklada. Potvrzeni stanovované latky je mozné pridavkem
standardu do vzorku a dal$i méreni. Délka zény stanovované latky se vzhledem k ostatnim
zénam prodlouzi [36].

2.6.5 Kuvantitativni analyza

Délka z6n se po dosazeni ustaleného stavu s €asem neméni a je umérna mnozstvi latky
v analyzovaném vzorku. Koncentrace latky je uréena koncentraci vedouciho iontu a je
konstantni po celé délce zoény podle Kohlrauschovy regulaéni w-funkce. Diky konstantni
rychlosti zény je €as, po ktery je zéna v detektoru, umérny jeji délce [4].

Nejjednodussi zpusob pri kvantitativni analyze je sestrojeni kalibracni primky, kdy se ziska
graficka zavislost délky zény na koncentraci latky. Tento zplsob se pouziva hlavné
u sériovych analyz. U jednotlivych analyz se také pouziva metoda standardniho pfidavku,
kdy se délka zony puvodniho vzorku srovnava s délkou zony vzorku s pfidavkem standardu
[36].

2.7 Praktické vyuziti kapilarni izotachoforézy

Jako jedna z moznosti vyuziti kapilarni izotachoforézy je stanoveni organickych
i anorganickych polutantl ve vSech typech vod. Stanovuji se napfiklad organické kyseliny,
fenoly, nitrofenoly, aldehydy, kvartérni amoniové slou€eniny, herbicidy a insekticidy [40].
Anorganické ionty se mohou stanovit nejen ve vodé, ale i v potravinach a krmivech [41].
Dal$i moznosti je stanoveni dusi¢nanl a dusitan( v mastnych vyrobcich, kam se tyto ionty
pfidavaji jako inhibitory rstu bakterii [42]. Kluska nedavno publikoval novy postup
uspésného stanoveni rtutnatych iontl ve vodnim prostredi kapilarni izotachoforézou [43].

V poslednich letech se stale vice vyuziva kapilarni izotachoforézy na &ipu. Tésnici deska
mikro€ipu je z polymethylmethakrylatu (PMMA) a obsahuje vodivostni detektor. Tato deska
obsahuje 2 pary platinovych elektrod, oba v kontaktu s vodivostnim detektorem a napajenim.
Kanalovy systém je vybaven dvéma davkovacimi smyckami rliznych objemi a dvéma
separacnimi  kapilarami, které umoznuji dvojdimenzionalni (ITP-ITP) stanoveni.
Po testovani tohoto =zafizeni se ukazalo, Ze tento Cipovy navrh muaze byt velmi
reprodukovatelné provozovan za predpokladu, ze systém je hydrodynamicky uzavien
a elektroosmoticky tok je potlacovan pritomnosti vhodné povrchové aktivni latky. ITP v mikro
méritku je moderni alternativa, ktera nabizi mnohem vétsi flexibilitu v nastaveni, nez je
mozné u klasickych kapilarnich systém(. Nevyhodou naopak je nizsi citlivost a vykon.
Tato technika se vyuziva napfiklad ve farmaceutickém pramyslu, v analyze potravin,
lipoproteinl a nukleovych kyselin [44, 45, 46, 47].
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3 EXPERIMENTALNi CAST
Pro izotachoforetické stanoveni dusi¢nani v zeleniné je mozno vyuzit postupu
doporuc¢eného v Aplikaénim listu (Priloha 1).

Pro analyzu je tfeba nejprve vzorek upravit. Jednou z moznosti je homogenizovani vzorku
nastrouhanim ¢&i rozmixovanim. Do 100 ml Sirokohrdlé odmérné banky se odvazi 10 g
zhomogenizovaného vzorku. K navazce se pfida asi 50 ml destilované vody a smés se
extrahuje 5 minut na ultrazvukové lazni. Po doplnéni odmérné banky po znacku destilovanou
vodou a filtraci se roztok analyzuje.

Stanoveni probiha v systému vedouciho elektrolytu, kterym je smés 10 mmol - I”' kyseliny
chlorovodikové, 55 mmol-I"" 1,3-bistris(hydroxymethyl)methylaminolpropan  (BTP)
a 0,1% (hydroxypropyl)methyl celulosa (HPMC), a koncového elektrolytu — 10 mmol - I’
mraven¢anu amonného.

Predpokladana doba analyzy je 15 minut [48].

3.1 Seznam chemikalii

Bylo potfeba pfipravit roztoky vedouciho a koncového elektrolytu, na které byly pouzity
nize vypsané latky. Na vytvoreni kalibra¢ni kfivky byl pouzit roztok dusiénanu draselného
(KNO3).

¢ Vedouci elektrolyt
- 10 mmol - I"! kyselina chlorovodikovéa (HCI); p.a., PENTA
- 5,5mmol - I" BTP; >99%, Fluka
- 0,1% HPMC; n.a., ALDRICH

¢ Koncovy elektrolyt

- 10 mmol - I"! kyselina citrénova monohydrat; p.a., PENTA
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3.2 Seznam pristroja

Pri pfipravé roztokd byly vSechny latky v pevném skupenstvi zvazeny na analytickych
vahach SCALTEC (max 210 g, d = 0,1 mg). Béhem upravy zeleniny byly na odvazeni pouzity
predvazky DENVER INSTRUMENTS (max 2 000g, d=0,5¢g). Smés byla extrahovana
v ultrazvukové lazni TESLA Teson 4. Stanoveni mnozstvi dusi¢nan(i bylo provedeno
elektroforetickym analyzatorem Villa Labeco 100 (Obrazek 8).

Zasobnik koncového
elektrolytu

Davkovaci kohout

Analyticka kolona
0,8 mm; 160 mm

Vodivostni detektor
Zasobnik vedouciho

elektrolytu 1 Tlumici blok
Plnici rozvod
Zasobnik vedouciho Odpad

elektrolytu 2

Obrazek 8: Elektroforeticky analyzator Villa Labeco 100
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3.3 Vybér vhodného koncového elektrolytu

Podle aplikacniho listu pro stanoveni dusi¢nand v zeleniné by mél byt pouzit jako koncovy

elektrolyt 10 mmol - I mravenéan amonny. Odezva tohoto koncového elektrolytu nebyla
dle o&ekavani, proto bylo rozhodnuto o vyméné elektrolytu za 10 mmol - I' kyselinu
$tavelovou. Odezva jiz byla vyssi. Nakonec byla vyzkousena 10 mmol- I~ kyselina

citrénova. Ta méla nejvétsi odezvu, proto byla vybrana jako nejvhodnéjsi koncovy elektrolyt.
Obrazek 9 uvadi odezvy véech koncovych elektrolyt.

2481 \bi

Kyselina citronova \\
2,186

2087

Mraven¢an amonny

19

Kyselina Stavelova

1.400 sec
60.00 144 06 2811 31217 306.22 480.28 66433 84338 73244 816.50 000 .55

Obrazek 9: Odezvy koncovych elektrolyti

Méreni bylo rozdéleno do dvou krok(l (viz Tabulka 4). V prvnim kroku byl nastaven proud
250 uA po dobu 400 sekund. Poté byl az do konce analyzy proud 80 pA. Pfi téchto
podminkach byly méfeny v§echny roztoky vzork( zeleniny i kalibracni roztoky.

Tabulka 4: Parametry metody pro stanoveni dusi¢nant

Pocet krokl Cas [s] Proud [pA] Kolona Detektor
1 400 250 horni -
2 3000 80 horni vodivostni
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3.4 Kalibraéni krivka dusi¢nanu

Pro stanoveni dusi¢nan( v zeleniné bylo nejprve potieba vytvorit kalibracni krivku.
Byly pfipraveny roztoky o koncentracich 20, 40, 60, 80, 100 a 150 mg - I"". Vysledné grafické
zpracovani je uvadi Obrazek 10.

100 ~

90 -
80 4 y = 0,6654x - 10,393
R2=0,996

70 A
60 A
50 A
40 A
30 A
20 A
10 -

délka zény [s]

0 20 40 60 80 100 120 140 160
c[mg - I]

Obrazek 10: Kalibra¢ni kfivka dusi¢nant

3.5 Mez detekce a kvantifikace

Mez detekce (Limit Of Detection — LOD) a mez kvantifikace (Limit Of Quantification — LOQ)
byly vypocitany pomoci rovnice 11 a rovnice 12.

3-h,
a
10-h,
a

LOD = (11)

LOQ = (12)

kde h,je Sum na z&kladni linii a a je smérnice kalibracni pfimky. Vysledné hodnoty LOD
a LOQ zobrazuje Tabulka 5.

Tabulka 5: Hodnoty LOD a LOQ pro dusiCnanovy anion
Anion LOD [mg - I'] LOQ [mg - I
NO3 17,98 59,93
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4 VYSLEDKY A DISKUZE

4.1 Priprava vzorku

Zelenina byla oloupana a najemno nastrouhana do kadinky. Bylo pfidano tolik destilované
vody, aby zelenina byla desetkrat zfedéna. Zelenina v bio kvalité a zelenina z MY FOOD
byla zfedéna pouze dvakrat, protoze u této zeleniny je predpokladan nizsi obsah dusi¢nand.
Poté byl roztok ponechan 5 minut v ultrazvukové lazni. Nakonec byl roztok prefiltrovan
a zbaven tak kousku zeleniny (Obrazek 11).

Obrazek 11: Pfiprava vzorkl pro analyzu

4.2 Stanoveni obsahu dusiénant v zeleniné

Zelenina byla nakoupena jak ze supermarkett, kde byl bran ohled na zemi plivodu, tak
z lokalnich trha (viz nize). VSechny hodnoty koncentrace dusi¢nanl stanovené kapilarni
izotachoforézou se vesly do limitnich hodnot az na hlavkovy salat z Ceské republiky, ktery
presahl hodnotu dusi¢nant o 11 %. U tohoto salatu byly uz na prvni pohled viditelné bilé
skvrnky, takze se predpokladalo vy$si mnozstvi NO;3. Pfi stanoveni obsahu dusi¢nant

v celeru, ledovém salatu a kvétaku nebyla nalezena zadna CITP odezva pfi analyze vyluhu.
U brambor, cervené fepy a redkvicek bylo mnozstvi dusi¢nanl pod limitem kvantifikace.
Mnozstvi dusi¢nanli obsazenych v zeleniné zavisi na plvodu rostliny. Napfiklad u mrkve,
ktera byla dovezena z Belgie a Velké Britanie, se mnozstvi dusi¢nan lisilo o 57 %. U kazdé
zeleniny bylo také provedeno orientaéni stanoveni dusi¢nan(i pomoci diagnostickych
papirkl. Vysledky stanoveni znazorriuje Tabulka 6.
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Tabulka 6: Obsah dusi¢nantli v supermarketech

Orientacni
Délka Koncentrace stanoveni
Zelenina Zemé plivodu . S z diagnostickych
zony [s]  [mg-kg™] papirki
[mg - kg™]
brambory y ] _
Ceska republika <LOQ - -
(BILLA —18. 3. 2015)
celer y ] _
Ceska republika <LOD - -
(LIDL —9. 3. 2015)
cervena fepa . ] _
Ceska republika <LOQ - -
(BILLA —18. 3. 2015)
kedluben .
Italie 73,6 1262,3 1 000
(BILLA —18. 3. 2015)
kvétak . ;
Spanélsko <LOD - -
(LIDL —15. 3. 2015)
salat hlavkovy . ] _
. ) Ceska republika 477,83 7 337,4 1 000
(Zidlochovice — 22. 3. 2015)
salat hlavkovy _
Belgie 149,68 2 405,7 1 000
(BILLA —5.5.2015)
salat ledovy . .
Spanélsko <LOD - -
(LIDL —15. 3. 2015)
mrkev _
Belgie 186,06 29524 1 000
(LIDL —15. 3. 2015)
mrkev o
Velka Britanie 73,53 1261,3 1 000
(TESCO —24. 3. 2015)
etrzel :
P Slovenska 90,17 15113 1000
(BILLA — 18. 3. 2015 republika
petrzel . ] _
Ceska republika 49,10 8941 1 000
(LIDL —9. 3. 2015)
redkev bila
Italie 114,37 1 875,0 1 000
(BILLA-4.5. 2015
redkvicky o
Italie <LOQ - -

(LIDL —15. 3. 2015)

30



Dale byla vybrana zelenina z trhu na Moravském nameésti v Brné od soukromych zemédélci
(Tabulka 7). Brambory, celer a fedkviCky byly vypéstovany zemédélci, u kterych byla
zelenina nakoupena. Kedlubna jiz byla dovozem z Némecka a jako jedina obsahovala nizsi
mnozstvi dusi¢nand, nez kedlubna zakoupena v supermarketu. U brambor, celeru
a kedlubné& bylo mnozstvi dusiénand pod limitem kvantifikace. Redkvicky mély ve srovnani
se zeleninou zakoupenou v supermarketech vyssi obsah NO7 .

Tabulka 7: Obsah dusiénanu v zeleniné z Moravského namésti ze dne 23. 3. 2015

Orientaéni stanoveni

Zelenina Délka zény [s] Koncentrace [mg - kg™] z diagnostickych papirk
[mg - kg™]
brambory <LOQ - -
celer <LOQ - -
kedluben <LOQ - -
redkvicky 140,31 22649 1000
redkvicky 121,37 1980,2 1000

Zelenina s oznaenim bio byla nalezena pouze ve farmarské prodejné Sklizeno v Brné.
Zde byla vybrana mrkev a Cervend rfepa. Vysledna koncentrace byla u obou druh(i vyrazné
niz§i nez u zeleniny ze supermarket(. Dal$i zelenina byla ziskana z prodejny MY FOOD, kde
zelenina nebyla oznacena jako bio, ale dle strategie prodejny by méla byt ve velmi vysoké
kvalité. Kedlubna a petrzel obsahovaly nizs$i koncentraci dusi¢nan(, ktera byla pod limitem
detekce. U celeru bylo mnozstvi dusi¢nan(i pod limitem kvantifikace. Vysledné hodnoty
dusi¢nanl znazornuji Tabulka 8 a Tabulka 9.

Tabulka 8: Bio zelenina z prodejny Sklizeno ze dne 23. 3. 2015

Orientaéni stanoveni

BIO zelenina Délka zony [s] Koncentrace [mg - kg™'] z diagnostickych
papirkli [mg - kg™]
cervena fepa 93,61 312,6 500
mrkev 61,11 214,9 200
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Tabulka 9: Obsah dusiénant v zeleniné z MY FOOD ze dne 29. 3. 2015

Orientaéni stanoveni

Zelenina Délka zény [s] K[?: C?Trgﬁe z diagnostickych
919 papirkl [mg - kg™]
Brambory (Egypt) 154,92 496,9 500
celer (Rakousko) <LOQ - -
kedluben (Ceska republika) <LOD - -
ledovy salat (Ceska republika) 84,05 283,9 500
petrzel (Ceska republika) <LOD - -
Salotka (Francie) 143,42 462,3 500
Obrazek 12 predstavuje izotachoforeogram pfi stanoveni fedkviéky zakoupené

na Moravském namésti.

2.006 \bk

1.8 TE

ey
Sk
1.856 1
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/‘J
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1408 No?:ﬂ/‘

131 i P Sl

1256 sec

400.00 e 644,96 M4 88092 101249 113488 1257.3% 137984 150232 162480

Obrazek 12: Analyza vzorku redkviCky
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5 ZAVER

Cilem této bakalarské prace bylo stanovit mnozstvi dusi¢nant v bézné dostupnych druzich
zeleniny metodou kapilarni izotachoforézy a srovnat vysledky s orientaénim stanovenim
pomoci diagnostickych papirk(. Téméf vSechna zelenina vybrana pro stanoveni splfiovala
povolené mnozstvi dusi¢nant jim stanovené normou. Pouze u jednoho vzorku, hlavkového
salatu ze Zidlochovic, byl limit pfekroéen o 11 %. Pfi stanoveni v celeru, ledovém salatu,
kedlubné, petrzeli a kvétaku byl obsah dusi¢nan(i pod limitem detekce. U brambor, celeru,
cervené fepy, kedlubné a redkvicek byl obsah dusi¢nanl pod limitem kvantifikace. V§echna
zelenina zakoupena v bio kvalité méla v porovnani se zeleninou v bézné dostupnych
supermarketech nizs§i mnozstvi pritomnych dusi¢nan(l. | vSechna zelenina zakoupena
na Moravském nameésti v Brné od soukromych zemédélcl splfiovala legislativné povolené
mnozstvi dusi¢nanu.

Stanoveni dusi¢nanl kapilarni izotachoforézou je z hlediska ¢asové narocnosti relativné
rychla metoda. Samotné stanoveni trva pfiblizné 20 az 25 minut. Také pfiprava vzorku trva
Fadové minuty. Uprava zahrnuje oloupéani a nastrouhani zeleniny, pfidani uréitého mnozstvi
destilované vody, extrakci v ultrazvukové lazni po dobu 5 minut a nasledné filtrace
na odstranéni kouskl zeleniny v roztoku. Tato technika je nenaro¢na na provoz a relativné
levna.

Orientacni stanoveni diagnostickymi papirky hodné zalezi na subjektivnim vnimani barev.
Zejména v rozhodovani, zda se jedna o obsah 500 mg - kg™ & 1 000 mg - kg™ dusiénanti byl
jen nepatrny rozdil barev. Stanoveni bylo vzdy provedeno ihned po nastrouhani zeleniny.
Diagnosticky papirek byl ponofen do vzorku po dobu 3 sekund a nasledné bylo porovnano
zbarveni na barevné stupnici. Toto stanoveni je pouze orientacni a s porovnanim vysledkd
ziskanych izotachoforézou Ize fici, Zze priblizné odpovidalo skute¢nému mnozstvi dusi¢nand.
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7 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AD
BTP
CFA
CITP
EU
FIA
HCI
HPLC
HPMC
KNOs
LOD
LOQ
MHb
NO;
PMMA
PTFE
PVC

Acceptable Daily Intake
1,3-bis[tris(hydroxymethyl)methylamino]propan
Kontinualni pritokova analyza

Capillary izotachophoresis

Evropska unie

Pritokové injekéni analyza

Kyselina chlorovodikovéa

High Performance Liquid Chromatography
(Hydroxypropyl)methyl celulosa

Dusi¢nan draselny

Limit of detection

Limit of quantification

Methemoglobin

Dusiénany

Poly(methylmethakrylat)
Poly(tetrafluorethylen)
Poly(vinylchlorid)
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8 PRILOHY

Stanoveni dusi¢nanu v zeleniné

Aplikacéni lisr é. 27 .t i bechinlka
Obsah dusiénamm v zeleniné je limitovan normou. Vhodnouw metodou pro jejichk stanoveni je
isotachoforesa.

Predkliadana metoda stanoveni je vhodna pro viechny dmby zelemmny.

Lprava viorkn:

Do 100m] Srokohrdlé cdmémé baiky se odvazi 10 g zhomogenizovaného vzorku (nastrouhaneho nebo
rommixovaného). K navazee se piida asi 50 ml destilovang vody a smés se extrahuje 5 minut na
ultrazvukove lazma Po doplnénd po znacku a filtraci se roztok analyzuje. pfipadné se pred analyzou jesté
fedi

Detekénd it pro stanovent nefedéneho roztoku je 10 mgke.

Podminky analyzy:

Vedouci elektrofyt: 10 mM HCI + 5.5 mM BTP! + 0,1% HPMC? (pH 6,2)
Eoncovy elefarolyt: 10 mM mravenéan amonny

Hnaci proud: poéateéni 80 pA koncovy 30 pA

Doba analyzy: 15 numut

Analvza modelové smési (a) a vzorkn redkvicky (b)

al T B T

B SO
__L__/ )
L chlomid 1 dusifnan 2 siran T mravenan

1 1,3 bis[mis(hydroxymathyljmethylamine jpropan, bis-mis-propan
2 hydroxypropyimethyl celnlosa

Priloha 1: Aplikacni list pro stanoveni dusi¢nant v zeleniné
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Priloha 2: Davkovani vzorku
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