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A B S T R A K T 

Tato bakalářská práce se zabývá stanovením dusičnanů v zelenině metodou kapilární 
izotachoforézy. V teoret ické části se práce věnuje výskytu dusičnanů v zelenině, jejich 
zdravotním rizikům, vlivu zpracování, běžně používaným metodám stanovení, kapilární 
izotachoforéze a je j ímu prakt ickému využití. V praktické části j sou uvedeny podmínky pro 
stanovení dusičnanů kapilární izotachoforézou a použité chemikál ie. Ze len ina s vyšším 
o b s a h e m dusičnanů je srovnána se ze len inou v bio kvalitě. Dusičnany v zelenině jsou 
současně s tanoveny pomocí diagnost ických papírků. 

A B S T R A C T 

This bachelor thesis dea ls with determinat ion of nitrates in vegetab les employing the 
capil lary isotachophores is technique. T h e literature review is devoted to occur rence of 
nitrates in vegetab les , their health r isks, the inf luence of food process ing onto nitrate content, 
common ly used methods of determination as wel l as the capil lary iso tachophores is and its 
practical appl icat ion. Exper imenta l part f ocuses on the appl icat ion of capi l lary 
isotachophores is for determinat ion of nitrate content in vegetab les obtained from 
convent ional agriculture and organic farming. 

K L I C O V A S L O V A 

kapilární izotachoforéza, dusičnany, ze len ina 

K E Y W O R D S 

capil lary iso tachophores is , nitrate, vegetab les 
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1 Ú V O D 

Dusičnany ( N 0 3 ) se běžně vyskytují v přírodě, hlavně v půdách, vodách a potravinách. 

Z a hlavní zdroj pří jmu dusičnanů pro člověka je považována ze len ina . Protože některé 

předchozí výzkumy nasvědčovaly tomu, že ze len ina s vysokým o b s a h e m NO3 ve stravě 

může způsobit vyšší riziko rakoviny v trávicím traktu či methemoglobinemi i , je snaha 

minimal izovat jejich akumulac i v zelenině [1]. Pod le vyhlášky 252 /2004 S b . je maximální 

přípustné množství dusičnanů v pitné vodě 50 mg • I"1 [2]. Při jatelná denní dávka dusičnanů 

ze ze len iny by la s tanovena Ev ropskou komisí na 3,7 mg NO3 na jeden ki logram hmotnosti 

č lověka [3]. 

O d poloviny 19. století je známo, že se nabité částice v roztoku pohybují v l ivem 
elektr ického pole. Rychlost migrace těchto částic závisí na různých parametrech, proto byl 
tento jev d louhou dobu používán pro charakter izaci a separac i různých částic pro analyt ické 
a preparativní účely. Konst rukce elektroforet ických přístrojů byla vyřešena až s rozvojem 
chromatograf ických separačních technik, které vyžadoval chemický průmysl po druhé 
světové válce a kdy byly objeveny izolační materiály a detekční systémy vhodné právě 
pro tyto přístroje. 

Izotachoforéza patří mez i elektroforet ické techniky, které jsou založené na migraci 
nabitých částic v elektr ickém poli. Spec i f i kem izotachoforézy je pří tomnost ostrých zónových 
rozhraní oddělujících separované zóny jednot l ivých složek vzorku, které migrují z a sebou 
stejnou rychlostí. K rychlému rozvoji izotachoforézy došlo v šedesátých letech, kdy se také 
začal vyrábět komerční izotachoforegraf. 

V sedmdesátých letech na lez la izotachoforéza uplatnění v analýze potravin ze jména 
pro stanovení organických kysel in ve víně a konzervačních látek. Později se rozšířila 
i na další analyty (glutamová kysel ina, anorganické anionty apod.) a stala se tak významnou 
analyt ickou separační metodou [4]. 

V této práci je kapilární izotachoforéza využívána pro stanovení dusičnanů v různých 
druzích zeleniny. 
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2 T E O R E T I C K Á Č Á S T 

2.1 Zelenina 

Základní s ložkou rostlin je voda , která je potřebná k udržení struktury ze len iny a její funkci. 
V o d a je rozpouštědlem, v němž je uskutečňován pří jem, transport a metabol ismus látek, má 
vysokou tepelnou stabilitu a soudržnost molekul . Listy obsahují vodu z 85 - 95 %, dužnaté 
plody z 90 - 99 % a drevnaté části maximálně z 50 % [5]. Ze len ina obsahuje nenahradi te lné 
složky, jako jsou minerály, sachar idy, vitamíny, chuťové látky a si l ice (esenciální oleje) [6]. 

Po jmem čerstvá ze len ina se rozumí jed lé části rostliny, ze jména kořeny, bulvy, listy, nať, 
květenství a plody v syrovém stavu. Pod le toho, jaká část ze len iny je konzumována, se dělí 
na ze len inu: 

• Košťálovou - využívá nadzemní části rostlin. Patří s e m například zelí, kapusta , 
kedlubna, květák, brokol ice. 

• Kořenovou - zahrnuje řadu čeledí: 
mrkvovitá - mrkev, celer, petržel, pastinák, 
brukvovitá - ředkev, ředkvička, turín, křen, 
mečíkovi tá - červená řepa, 
hvězdicovitá - černý kořen. 

• Listovou - dělí se na: 
salátovou - salát hlávkový, římský, řeřicha zahradní, 
špenátovou - špenát, čínská hořčice, 
řapíkovou - rebarbora, řapíkový celer, sladký fenykl. 

• Luskovou ze len inu - hrachové lusky a fazolové lusky. 
• P lodovou - dělí se na dvě skupiny: 

lilkovitá - rajče, papr ika, lilek, 
tykvovitá - tykev, okurka, meloun. 

• C ibu lovou - patří do čeledi l i l iovitých. Vyznačuj í se vysokým o b s a h e m sil ic brzdící 
růst bakterií. Patří s e m cibule, česnek, pór, pažitka [7]. 

V roce 2012 byla p rovedena inspektory Státní zemědělské a potravinářské inspekce 
kontrola zaměřená na dodržování jakostních požadavků a správnosti označování čerstvé 
zeleniny u 252 kontrolovaných dodavatelů. S i tuace byla obdobná jako v předcházejících 
letech. V rámci toho bylo kontrolováno 1 633 šarží čerstvé zeleniny, z čehož 453 šarží 
nevyhovělo požadavkům na jakost a označování. U více než třetiny nevyhovujících vzorků 
byl původ z České republiky, a to hlavně u kořenové zeleniny, ze jména mrkve, ce leru 
a petržele, dále u cibulové ze len iny (cibule a česnek) a plodové zeleniny, především u rajčat 
a papriky. U této ze len iny byla zj ištěna přítomnosti plísní a hnilob na p lodech, cibulová 
ze len ina byla naklíčená, necel istvá a vyschlá, u l istové ze len iny byly hlávky silně povadlé 
a nečisté. Nevyhovující označení bylo na lezeno u 122 případů, kdy nejčastěji na obalu 
chyběl údaj o zemi původu a nedeklarována třída jakost i . V roce 2013 nevyhovova la jakost 
ze leniny u 28,6 % pocházející z Evropské unie (EU) a u 74,0 % nevyhovující ze len iny nebyla 
uvedena země původu. 
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Celková produkce ze len iny v E U dosáhla v roce 2012 61,2 mil. tun. Meziroční pok les byl 
přibližně o 1 %, což bylo způsobeno ze jména nižší sklizní c ibule a h lávkového zelí. Více 
než polov ina celkového objemu produkce se podíleli rajčata, cibule, mrkev a hlávkové zelí. 
Největšími producenty ze len iny v rámci E U je Španělsko, Itálie, Franc ie a Po lsko . Naopak 
k pok lesu skl izně došlo ze jména v Německu, N i z o z e m s k u a také v Po lsku . 

Rok 2013 byl z h led iska počasí velmi různorodý. Nízké teploty a vydatné srážky zpozdi ly 
výsadbu až na začátek dubna . V e g e t a c e dále probíhala bez problémů až do příchodu 
povodní, které způsobi ly škody z a 1,6 mil. korun. Další negativní dopad měli škůdci 
a razantní zvýšení teplot spojené se suchem. 

Spotřeba zeleniny v roce 2011 výrazně vzrost la vl ivem nárůstu spotřeby rajčat, cibule 
a h lávkového zelí. Obecně lze říci, že stoupá spotřeba zeleniny, která je málo náročná 
na kuchyňskou úpravu. Jedná se tedy o salát, kedlubnu, ředkvičky, papriku, chřest a cherry 
rajčata. Naopak se snižuje spotřeba hlávkového zelí, ce leru , hlávkové kapusty, póru 
a červené řepy [8]. 

2.1.1 Výskyt dusičnanů v zelenině 

Dusičnany jsou př i rozenou složkou životního prostředí a podílejí se na koloběhu dusíku 
v přírodě. N a počátku jsou atmosfér ické výboje v ovzduší, které vedou ke vzniku oxidů 
dusíku. Důležitou roli hrají také bakterie, které fungují tak, že buď umožňují b iochemickou 
oxidaci s loučenin (nitrif ikační bakterie) anebo naopak způsobuj í jejich redukci (denitrif ikační 
bakterie). Rost l iny zabudovávaj í dusičnany do svých buněk jako organický dusík, čímž se 
koloběh uzavírá. Organický dusík se do půdy dostává ze jména z poskl izňových zbytků 
a hnojením. R o z k l a d e m odumřelých rostlin a ž ivočichů vznikají amonné ionty, které jsou 
oxidovány nitrif ikačními bakteriemi na dusi tany a dále na dusičnany. N a rozdíl od amonných 
iontů, které se v půdě dobře sorbují, dusičnany se mohou z půdy lehce uvolňovat do vody 
a rostlin [9, 10]. 

V rostl inách jsou dusičnany redukovány na amonné soli potřebné pro asimi laci 
aminokysel in a následně bílkovin. Z a nepříznivých teplotních, v lhkostních a světelných 
podmínek, kdy v rostl inách není dostatek uhlíkatých sloučenin nezbytných pro asimi lac i , 
dochází k akumulac i dusičnanů. 

Pod le schopnost i akumulovat dusičnany se ze len ina a okopaniny dělí na tři skupiny: 

• Vysoký obsah N O 3 (nad 1 000 mg • kg - 1 ) , např.: salát, špenát, čínské zelí, ředkev, 

ředkvička, celer, kukuřice cukrová. 

• Střední obsah N O 3 ( 2 5 0 - 1 000 mg • kg - 1 ) , např.: zelí, kapusta, květák, petržel, 

mrkev, brokol ice, česnek, brambory. 

• Nízký obsah N O 3 (pod 250 mg • k g - 1 ) , např.: růžičková kapusta, cibule, rajčata, 

hrách, okurky. 

O b s a h N O 3 v jednot l ivých plodinách kolísá v š i rokém rozmezí v závislosti na intenzitě 

hnojení, osvětlení a množství srážek během vegetace [10]. 
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2.2 Dusičnany 

Dusičnany jsou př i rozenou součástí půd, a tím také rostlin, které jsou schopné je přijímat 
svými kořeny přímo z půdy. Díky dus ičnanům je rostl ina schopná růstu. Z tohoto důvodu 
se často používají hnojiva obsahující právě dusík, který podporuje růst rostliny. P o k u d má 
ale rostl ina více dus ičnanů, než spotřebuje pro svůj růst, začnou se v ní shromažďovat . 
Množství N O 3 vyskytující se v zelenině může být v rozmezí od 1 do 10 000 mg • k g - 1 [11]. 
S e vzrůstajícím používáním dusíkatých hnojiv obsahu je ze len ina více dusičnanů 
než v minulosti . V čerstvé zelenině je obsah dusi tanů nepatrný. P o k u d je ale ze len ina špatně 
skladována, může se množství dusi tanů zvýšit p řeměnou z dusičnanů bakteriemi [12]. 
Umění zemědělce proto spočívá v tom, že dochází k mineral izaci organických látek tak, 
že vzniká potřebné množství dus ičnanů pro výživu rostlin, aniž by docházelo k jejich 
nadbytku. Množství dus ičnanů závisí také na druhu půdy, z d a s e jedná o písčitou, hlinitou 
či j í lovitou. Písčité půdy mají vysoký podíl hrubých pórů, které jsou zaplněny vzduchem. 
Ten podporuje přeměnu organické hmoty na dusičnany [13]. 

Některé studie dokládají, že dusičnany mohou být l idskému tělu prospěšné, například 
chráněním střeva před bakteriálními infekcemi. Navíc, po jej ich redukci na oxid dusnatý je 
tato moleku la s c h o p n a regulovat některé fyziologické funkce v těle nebo slouží jako ochrana 
proti patogenům [1]. 

2.2.1 Dusičnany jako aditivní látky 

Potravinová adit iva nebol i přídatné látky jsou sloučeniny nebo jejich směsi , které 
se záměrně přidávají k potravinám při výrobě, zpracování, skladování nebo balení z a účelem 
zvýšení jejich kvality. Mohou být i př i rozenou součástí potravin. J a k o potravina 
se nepoužívají samostatně, a le mohou mít určitou výživovou hodnotu. 

Pří tomnost přídatných látek musí být vždy uvedena na obalu názvem nebo číslem (kódem 
E systému Evropské unie), v některých případech i s údaji o možnost i nepříznivého ovl ivnění 
zdraví č lověka. 

Druh a množství adit ivních látek, které se mohou v potravině vyskytovat, stanovují 
příslušné legislativní materiály. 

Pod le účelu používání se aditivní látky dělí do šesti skup in : 

• Látky prodlužující údržnost. 
• Látky upravující a roma. 
• Látky upravující barvu. 
• Látky upravující texturu. 
• Látky zvyšující b io logickou hodnotu. 
• Další aditivní látky. 

U látek prodlužující údržnost se rozlišují 2 základní druhy: antioxidanty, které chrání 
některé složky potravin před oxidací, a ant imikrobní látky neboli konzervanty. Konzervanty 
jsou sloučeniny prodlužující údržnost potravin t ím, že je chrání před nežádoucími 
mikroorganismy. Tyto účinky má velké množství potravinářských materiálů, z anorganických 
látek jsou to například dusi tany a dusičnany, viz Tabu l ka 1. 
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Tabulka 1: Seznam dusitanů a dusičnanů používaných jako konzervanty [14] 

Číslo E Název 

E249 dusi tan draselný ( K N 0 2 ) 

E250 dusi tan sodný ( N a N 0 2 ) 

E251 dusičnan sodný ( N a N 0 3 ) 

E252 dusičnan draselný ( K N 0 3 ) 

Dusi tany jako stabil izátory m a s a mají také ant imikrobní účinky, a to zvláště při použití 
spolu se solí. U nester i l izovaných masných výrobků inhibují růst bakterií Clostridium 
botulinum. Účinnost, která je úměrná koncentraci kysel iny dusité, závisí na pH prostředí. 
J a k o stabil izátory se používají také dusičnany [14]. 

Clostridium botulinum j sou bakterie, které produkují toxin způsobující botul ismus. Tento toxin 
blokuje průchod nervového vzruchu na nervová zakončení a způsobuje nervosva lovou 
slabost. Obvyk lou příčinou smrti je respirační selhání [15]. 

Výhodou používání adit ivních látek jsou toxikologický bezpečnější a výživově hodnotnější 
potraviny. Používání konzervantů je prevencí intoxikací bakteriálního a pl ísňového původu. 
Používání ant ioxidantů zabraňuje vzniku potenciálně toxických produktů autoox idace 
a vzniku přípachů a pachutí. Používání konzervantů, náhradních s ladidel , stabil izátorů 
a emulgátorů, barviv a aromat ických látek umožňuje vyrábět nízkoenerget ické potraviny 
se sníženým o b s a h e m cukrů a tuků, náhražky mléčných a masových výrobků a trvanlivé 
nealkohol ické nápoje. 

Přídatné látky však mohou přinášet i některá rizika. Krátkodobé akutní účinky těchto látek 
se mohou projevovat u více cit l ivých jed inců dermati t ídami nebo alergiemi. R iz ika spojená 
s d louhodobým používáním adit ivních látek nejsou doložena, přesto je používání některých 
aditiv potenciálně problemat ické a hledají se způsoby jej ich náhrady. 
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2.2.2 Dusičnany v potravinách rostl inného původu 

O b s a h dusičnanů v rostl inách je silně ovl ivňován prostředím. Dusičnany jsou v rostl inách 
akumulovány v době, kdy dusík nemůže být rostl inou využíván, tedy z a nepříznivých 
teplotních, v lhkostních a světelných podmínek, kdy rostl ina neredukuje dusičnany 
na amonné sol i . Příčinou těchto podmínek je nedostatek uhlíkatých sloučenin nezbytných 
pro přeměnu nahromaděných dusičnanů na aminokysel iny a bílkoviny [14]. Limity pro obsah 
dusičnanů v některých běžných druzích ze len iny sumar izu je Tabu l ka 2. 

Tabulka 2: Limity pro obsah dusičnanů v zelenině [14] 

O b s a h N 0 3 v mg • kg 1 

Ze len ina 
minimální maximální 

brambory 0 2 795 

celer 0 3 640 

cibule 0 1 435 

česnek 44 2 400 

hrách 10 58 

kapusta růžičková 0 2 500 

ked lubna 80 4 380 

květák 0 2 685 

mrkev 0 3 337 

okurka 0 490 

papr ika 4 330 

petržel 0 5 400 

rajčata 0 136 

ředkev 300 3 770 

ředkvička 390 5 200 

salát hlávkový 60 6 600 

špenát 20 4 500 

zelí h lávkové 0 3 230 
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2.3 Zdravotní rizika dusičnanů 

Dusičnany jsou pr imárně pro č lověka málo závadné. Sekundárně, po bakteriální redukci 
v gastrointest inálním traktu jako dusitany, mohou být příčinou dusičnanové al imentární 
methemoglob inémie [16]. Toto onemocnění se nejčastěji objevuje u kojenců s umělou 
výživou a v 8 - 10 % končí smrtí [17]. Dusi tany reagují s hemoglob inem na methemoglobin, 
který nemá schopnos t přenášet kyslík. Krev kojenců obsahu je také tzv. fetální hemoglobin 
(hemoglobin F), který se přeměňuje snadněj i na methemoglobin než hemoglob in A . Také 
enzymový oxidačně-redukční systém katalyzující zpětnou redukci na hemoglob in má 
u kojenců menší aktivitu. Přirozená hladina methemoglob inu v krvi nepřesahuje 1 % 
z celkového množství krevního barviva. Při zvýšení jeho obsahu (do množství 20 %) vzniká 
lehká kl inická forma onemocnění , která se projevuje cyanózou a tachykardií . Při cyanóze se 
kůže kolem úst a konečcích prstů zbarvuje šedomodře. Tachykard ie se projevuje zrych lenou 
srdeční činností. Při obsahu methemoglob inu (MHb) nad 20 % jsou tyto nemoc i doprovázené 
prů jmem a křečemi, může se připojit i poškození myokardu. O b s a h methemoglobinu 
nad 50 % může být letální [18]. Tabu l ka 3 uvádí příznaky spojené s koncentrací M H b v krvi 
dospělého člověka. 

Tabulka 3: Příznaky spojené s koncentrací MHb v krvi [19] 

Koncent race 
methemoglobinu 

Celkový M H b Příznaky 

<1 ,5g • d l - 1 < 1 0 % žádné 

1 , 5 - 3 , 0 g • d l - 1 10 - 20 % cyanot ická změna barvy kůže 

3 , 0 - 4 , 5 g • d l - 1 20 - 30 % úzkost, závratě, bolest hlavy, 
tachykardie 

4 , 5 - 7 , 5 g • d l - 1 30 - 50 % únava, zmatenost , nevolnost, 
zrychlené dýchání, zvýšená 

tachykardie 

7 , 0 5 - 1 0 , 5 g - d l - 1 50 - 70 % koma, křeče, srdeční arytmie, 
acidóza 

>10 ,5g • d l - 1 >70 % smrt 

V roce 2010 proběhla studie, je j ímž cí lem bylo stanovit hladiny methemoglobinu 
a zkoumat , jak různé faktory ovlivňují tyto hladiny během těhotenství. Dále se zkouma lo , 
z d a existuje rozdíl mezi vlastní vodou ze studny a vodou dodávanou. V závěru 
publ ikovaných výsledků bylo uvedeno, že u žen, které pily vodu s nižším množstvím 
dusičnanů, než je jej ich mezní hodnota pro pitnou vodu (50 mg • I"1), byly zj ištěny vyšší 
hladiny methemoglob inu ve srovnání s př i rozenou hladinou. Nicméně s pokroči lejším 
těhotenstvím klesá hladina methemoglob inu v krvi a obsahu je méně než 3 % [20]. 
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Případy methemoglob inémie zaznamenané ve Španělsku a Číně u kojenců ve věku 7 - 1 3 
měsíců byly způsobeny konzumací zeleniny. J e také známo několik případů onemocnění 
u dospělého člověka v důsledku konzumace velkého množství ze len iny bohaté na dusičnany 
[12]. 

Dalším negat ivním rysem dusičnanů je jejich nepřímá toxicita spočívající v reakci vzniklých 
dusi tanů s aminy z a vzniku A/-nitrosoaminů, z nichž jsou některé považovány z a karc inogény 
[18]. Největší o b á v a j e tedy z rakoviny žaludku, kde zvýšení pH žaludečních šťáv (>5,5) vede 
k rozmnožování bakterií, které následně přeměňují dusičnany na dusitany. N O i jsou 

nestabilní a mohou se snadno přeměnit na A/-nitroso sloučeniny. Vyšší množství dusi tanů 
zvyšuje pravděpodobnost výskytu rakoviny [11]. 

N a druhou stranu se v posledních letech začínají objevovat odborné články, ve kterých se 
uvádí, že konzumace ze len iny obsahující vi tamíny, minerály, v lákninu a sekundární 
metabolity rostl in, jako jsou fenoly, polyfenoly a taniny, prospívá kardiovaskulárnímu 
systému. Ze jména listová ze len ina je spojována s ochranou proti koronárnímu srdečnímu 
onemocnění a mozkové mrtvici. S t rava bohatá na ze len inu ( 8 - 1 0 porcí denně) a nízkotučné 
mléčné výrobky snižují krevní tlak do takové míry, jako se dosáhne s hypotenzními léky. 
Bylo prokázáno, že dusičnany obsažené v některých druzích ze len iny se mohou redukovat 
na dusi tany a následně na oxid dusnatý, nitrosothioly a mastné kysel iny obsahující nitro 
skupinu, souhrnně nazývané „NOx" [21]. P o pozření ze len iny se N O j rychle absorbují 

do tenkého střeva a následně jsou rozeslány po celém těle díky cirkulaci . 
Zatím z neznámých důvodů se asi 25 % dusičnanů z krve vylučuje s l inami. Z toho je značná 
část dále redukována na dusi tany pomocí bakterií př í tomných v ústní dutině. B e z c i rkulace 
a mikrof lóre obsažené v ústech by byly dusičnany vy loučeny z těla beze změny jako 
chemicky stabilní anion [22]. 

2.4 Faktory ovlivňující obsah dusičnanů v zelenině 

Smažení , pečení, vaření a zamrazení ze len iny může také ovlivnit množství dus ičnanů. 
S . P r a s a d se zabýval s tanovením dusičnanů v listové zelenině, jak čerstvé, tak uvařené, 
usmažené, upečené a zamrazené. Ze len ina byla upravena následně: 

• Vaření - ze len ina prošla 10 minut varem 
• Pečení - při 180 °C po dobu 25 minut 
• Smažení - na sojovém oleji 12 minut 
• Mrazení - při - 20 °C po dobu 7 dní 

P o nás ledném stanovení obsahu dusičnanů bylo zj ištěno, že vařením ze len iny se 
množství dusičnanů snížilo přibl ižně o 50 %, pečením zůstalo množství dus ičnanů relativně 
nezměněné a smažením se množství dus ičnanů zvýši lo 1 , 6 - 3 krát. Velký nárůst dus ičnanů 
byl způsoben právě ole jem, který byl použit při smažení. Sója obsahu je speciální bakterie, 
které jsou schopné přeměnit e lementární dusík na amonný ion. T e n je dále nitrifikací 
přeměněn na dusičnanový ion. Výrazné zvýšení množství dusičnanů lze přiřadit této 
skutečnost i , avšak jsou potřebné ještě další výzkumy v této oblast i . 

P o k u d je ze len ina uchovávána v chladničce, dochází k mikrobiologické redukci dusičnanů 
na dusitany. Při uchovávání ze len iny v mrazáku k redukci nedochází. Z tohoto důvodu se 
množství dus ičnanů po stanovení jen nepatrně lišilo (< 11 %) od jejich obsahu v čerstvé 
zelenině [11]. 
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2.5 Stanovení dusičnanů 

Pro stanovení dusičnanů existují desítky metod. Žádnou z metod nelze označit 
z a nejsprávnější a univerzální. U každé metody se uplatňují různé rušivé složky. Největší 
skupinou používaných metod stanovení dusičnanů tvoří spektrofotometr ické metody. 

Spektrofotometrické stanovení dusičnanů kyselinou sulfosalicylovou 

Pr inc ipem stanovení je spektrometr ické stanovení žlutě zbarvených nitroderivátů kysel iny 
salicylové, které se vybarvují po zalkal izování roztoku. Kyse l ina dusičná uvolněná kysel inou 
sírovou z dus ičnanů obsažených v roztoku nitruje kysel inou sal icy lovou dle rovnice 1. 
Intenzita zbarvení roztoku vzniklých produktů je úměrná obsahu dusičnanů ve vzorku [23]. 
Hlavní rušivé složky jsou chloridy, fosforečnany, hořčík a dvo jmocný mangan [24]. Obrázek 1 
ukazuje příklad spektrofotometru pro stanovení dusičnanů touto metodou. 

Obrázek 1: Spektrofotometr RD 3900 od firmy H A C H LANG E [25] 
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Spektrofotometrické stanovení dusičnanů s 2,6-dimethylfenolem 

Dusičnany reagují s 2,6-dimethyl fenolem v přítomnosti kysel iny sírové a kysel iny 
fosforečné z a vzniku cihlově červeného 2,6-dimethyl-4-nitrofenolu. Tato metoda využívá 
zkumavek . Dusičnany lze stanovit do koncentrace 50 mg • I-1. Mez i rušivé vlivy patří chloridy, 
nerozpuštěné látky, vlastní zbarvení vzorku . Pozitivní chybu způsobují dusitany, které tvoří 
s 2,6-dimethyl fenolem červený produkt 2,6-dimethyl-4-ni trosofenol. E l iminace této chyby se 
zaj išťuje amidosírovou kysel inou [26]. 

Stanovení dusitanového dusíku a dusičnanového dusíku a sumy obou průtokovou analýzou 
(CFA a FIA) se spektrometrickou detekcí 

V průtokové injekční analýze (FIA) je vzorek přiváděn do plynule protékajícího t lumivého 
roztoku vstř ikovacím vent i lem. V kontinuální průtokové analýze ( C F A ) je vzorek nepřetržitě 
směšován s t lumivým roztokem. Dusičnany jsou v roztoku redukovány na dusi tany kovovým 
kadmiem. Nato se př imíchává rovněž plynule protékající roztok činidla v kysel ině fosforečné. 
Původně pří tomné dusi tany a dusi tany, vzniklé po redukci dus ičnanů, diazotují sul fani lamid 
v kyselém roztoku na d iazon iovou sůl, která je následně kopulována s A/-(1-
naftyl)ethylendiaminem z a vzniku červeného barviva. Dusi tanový dusík se stanoví 
s vynecháním redukce kadmiem. Hmotnostní koncent race dusičnanového dusíku je dána 
rozdílem dusi tanového a dus ičnanového (N) minus dusi tanový (N). Rušivými vlivy j sou 
nerozpuštěné látky a organické matr ice. pH vzorku po smísení s t lumivým roztokem musí být 
v rozmezí 6,5 - 7,5 [27]. 

Stanovení rozpuštěných aniontů metodou kapalinové chromatografie iontů 

Vzo rek se upraví tak, aby se odstranily nerozpuštěné látky a ionty kovů. Sledované ionty 
jsou separovány kapal inovou chromatograf i í . J a k o stacionární fáze se používá měnič aniontů 
a jako mobilní fáze pro izokrat ickou nebo gradientovou eluci se používají vodné roztoky solí 
s labých jedno- nebo dvojsytných kysel in (hydrogenuhl iči tany, uhličitany) a roztoky hydroxidů. 
K detekci se používá vodivostní detektor. Rušivými vlivy jsou organické kysel iny a kovy [28]. 

Stanovení dusičnanů spektrofotometru v ultrafialové oblasti spektra 

Stanovení je založeno na př ímém měření abso rbance dusičnanů v ultrafialové oblasti 
spektra při v lnové délce Á = 220 nm. Mez i rušivé vlivy patří zákal , barva vzorku, organické 
látky, chrom [16]. 

Nepřímé stanovení dusičnanů po redukci na amoniakální dusík Devarovou slitinou 

Stanovení je za loženo na redukci dusičnanů na amoniakální dusík vodíkem ve stavu 
zrodu, který vzniká při reakci Devarovy slitiny (slitina Cu-Zn-AI) s hydroxidem sodným. 
Amon iak s e oddesti luje z reakční směsi a stanoví se spektrofotometr icky nebo odměrně. 
Rušivý vliv má amoniakální dusík, organické látky a dusitany, které způsobuj í pozit ivní chybu 
stanovení [16]. 
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Stanovení dusičnanů polarograficky 

Tato metoda je za ložena na redukci dusičnanů na oxid dusnatý. Ten dále v roztoku 
reaguje s dvo jmocným kobal tem a thiokyanatany z a vzniku elektroakt ivního komplexu. 
Vzniklý komplex je redukován na rtuťové kapkové elektrodě při napětí 0,5 V [29]. 

Stanovení dusičnanů iontově selektivní elektrodou 

Membrána elektrody je tvořena inertní polyvinylchlor idovým ( P V C ) rozpouštědlem 
s dus ičnanovým iontoměničem. Iontově selektivní e lekt roda (Obrázek 2) obsahu je ve 
vnitřním roztoku srovnávací argentochlor idovou elektrodu, která má stálý potenciál. N a 
iontově selektivní membráně dochází k zachycení dus ičnanových iontů ze vzorku, což 
vytváří potenciál , který je dán rozdílnými potenciály na vnitřní a vnější straně membrány. 
Potenciál je přímo úměrný koncentraci dusičnanů ve vzorku. Rušivý vliv mají chlor istany, 
jodidy, dusi tany, bromidy a chloridy [30]. 

Obrázek 2: Dusičnanová iontově selektivní elektroda od firmy M E T T L E R T O L E D O [31] 
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Diagnostické papírky 

Diagnost ické papírky (Obrázek 3) se používají k rychlému a or ientačnímu stanovení 
dusičnanů. 

Testovací proužek se ponoří na 3 sekundy do měřeného vzorku rozmixované zeleniny, 
vytáhne se , odstraní se přebytečné množství ze len iny ulpěné na proužku a dá se 
na podložku testovacím polem nahoru. P o uplynutí 2 minut se porovná zbarvení testovacího 
pole s barevnou stupnicí na lahvičce [32]. 

Obrázek 3: Diagnostické papírky pro stanovení dusičnanů 
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2.6 Stanovení dusičnanů metodou kapilární izotachoforézy 

Kapilární izotachoforéza (CITP) je jednou z nejstarších kapi lárních elektromigračních 
metod. J e založena na migraci iontů v elektr ickém poli. Umožňuje získat v krátké době 
snadno vyhodnot i te lné údaje o kvalitativním i kvantitat ivním složení vzorku. C I T P používá 
dva separační elektrolyty, které se nazývají vedoucí (leading) a koncový (terminating). 
V jednom izotachoforet ickém exper imentu mohou být separovány pouze ionty jed iného 
znaménka, buďto anionty nebo kationty. Me toda tedy není použitelná pro separac i 
neutrálních molekul . Analyzovaný vzorek se dávkuje mez i vedoucí a koncový elektrolyt 
a vytváří mezi nimi rozhraní. Vedoucí elektrolyt obsahuje ion daného náboje s největší 
pohyblivostí. Naopak koncový elektrolyt obsahuje ion s nejmenší pohyblivostí. P o spuštění 
separačního napění, začnou putovat analyty z e vzorku i ionty z vedoucího a koncového 
elektrolytu stejnou elektroforetickou rychlostí separační kapi lárou směrem k detektoru. 
Během tohoto migračního pohybu se ionty z e vzorku začnou řadit z a iontem vedoucího 
elektrolytu podle klesající elektroforet ické pohyblivosti a vytváří tak oddělené, na sebe 
navazující zóny [33, 34, 35 , 36]. Záznam C I T P sepa race ( izotachoforeogram) má 
charakterist ický stupňovitý průběh, ve kterém výška stupně odpovídá kvalitě separované 
látky a délka stupně je přímo úměrná její kvantitě [37]. 

Zařízení, ve kterém probíhá dělení, je rozděleno na tři části , a to separační, katodový 
a anodový prostor (Obrázek 4). Při separac i je anodový a separační prostor vyplněn 
vedoucím elektrolytem, který kromě vedoucího aniontu obsahu je i kation, tzv. proti ion, 
(counteríori) a vytvářejí spolu pH t lumící směs. Katodová část je vyplněna roztokem 
zakončuj ícího elektrolytu [4]. 

a n o d o v ý prostor ka todový prostor 

Obrázek 4: Obecné schéma zařízení pro izotachoforetickou separaci [4] 

Kapilární izotachoforéza používá separační kapiláry, které negeneruj í osmot ický tok. 
S e p a r a c e se provádí v kapi lárách o vnitřím průměru několik desítek mikrometrů, 
zhotovených zprav id la z taveného křemene nebo polytetrafluorethylenu ( P T F E ) . P T F E -
kapiláry nenesou na svém vnitřním povrchu žádné disociovatelné funkční skupiny. U 
křemenných kapilár je vnitřní stěna pokryta např. vrstvičkou hydroxyethylcelulosy [34]. K o n c e 
kapilár j sou spojeny elektrodovými komůrkami , které obsahuj í odpovídající elektrolyty 
a plat inové elektrody ke spojení se zdro jem vysokého napětí. Mez i komůrkou s vedoucím 
elektrolytem a kapi lárou je umístěna semipermeabi lní membrána, která zabraňuje 
hydrodynamickému toku elektrolytu [38]. 
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Všechny kapilární elektromigrační metody vynikají především malou spotřebou vzorku 
a činidel potřebných pro separac i , ve lkou účinností sepa race , vysokou rychlostí analýzy 
a krátkou dobou potřebnou na opt imal izaci separačních podmínek. Naopak hlavní 
nevýhodou této separační techniky je menší reprodukovatelnost a nižší citl ivost [34]. 

2.6.1 Elektroforetická pohyblivost 

A b y byly ionty úspěšně separovány, je potřeba znát iontovou pohybl ivost látek. Pokud 
nelze hodnotu iontové pohyblivosti získat z l i terárních zdrojů, lze ji odhadnout ze srovnání 
se známými pohybl ivostmi podobných iontů. Pohybl ivost iontu roste úměrně jeho náboji 
a klesá s jeho hmotností [35]. 

Elektroforet ická pohybl ivost (mobilita), /x, je def inována jako rychlost pohybu nabitých 
částic v kapalném prostředí ve s te jnosměrném elektr ickém poli o jednotkové intenzitě: 

v 
M = — 

E 

í 2 \ 
m 
V - s 

(2) 

kde i/je rychlost pohybu v elektr ickém poli o intenzitě E. Hodnotě pohyblivosti se přisuzuje 
znaménko odpovídající náboji přís lušného iontu. 

Nabitá část ice se vl ivem elektr ického pole pohybuje ve směru daném znaménkem náboje 
a orientací elektr ického pole. Proti této elektr ické síle působí frikční odpor kladený 
rozpouštědlem, který je přímo úměrný v iskozi te rozpouštědla. Ion je v kl idové po loze 
obk lopen opačně nabitými ionty. Při pohybu se ion snaží táhnout opačně nabité ionty 
s sebou . Ty se ale vl ivem setrvačnosti nemohou přizpůsobit nové poloze středového iontu. 
Z a iontem se vytváří přebytek opačného náboje, který způsobuje elektrostat ické brzdění, 
a zpomalu je tak pohyb ve směru elektr ického pole. Tento efekt se nazývá asymetr ický a 
znázorňuje jej Obrázek 5. Čím vyšší je koncentrace iontů, tím více se uplatňuje. Další efekt 
snižující pohybl ivost se nazývá elektrostatický, lonty obklopující středový ion se také 
pohybují , a to opačným směrem. J s o u solvatovány, takže se snaží unášet molekuly 
rozpouštědla s sebou , a tím dochází k toku rozpouštědla v opačném směru. 

/ 

Obrázek 5: Asymetrický efekt; (I) ion v klidové poloze; (II) ion pohybující se v elektrickém poli 
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Efektivní pohybl ivost 

U s labých elektrolytů, které obsahují jak ionty, tak neionizované molekuly, se zavádí pojem 
efektivní pohyblivost. Látka pří tomná v roztoku ve více formách, které jsou v dynamické 
rovnováze, migruje elektr ickým polem jako jed iná látka o určité efektivní pohybl ivost i : 

MA = = S c>- Vi = S *i • Mi (3) 
C A i=0 <=0 

kde C/jsou koncentrace jednot l ivé formy látky A v roztoku o celkové koncentraci cA a x , j sou 

molární z lomky jednot l ivých forem látky A . 

Rozdíly v efekt ivních pohybl ivostech způsobuj í rozdíly v rychlosti pohybu, díky němuž jsou 
nabité částice separovány [4]. 

2.6.2 Systém izotachoforetických zón a jeho vlastnosti 

Ved le rovnice 2 musí být v každém místě separačního prostoru splněny čtyři podmínky: 

1. Ohmův zákon 
Í = EK (4) 

kde K je specif ická vodivost elektrolytu a / proudová hustota, která je konstantní 
pro daný separační prostor o průřezu S a hnacím proudu /. 

2. Podmínka elektroneutrality 

É v c / = 0 ( 5) 
i=\ 

Tato podmínka říká, že součet nábojů kationtů a aniontů musí být v každém 
makroskopickém objemu stejný. 

3. Rovn ice kontinuity 
de,- de, 
— = sign-z-Hi-E-— (6) 

popisující časové změny koncent race jednot l ivých iontů v daném místě separační 
trasy. 

4. Koh l rauschova regulační ^ - funkce 

^ x ) = f ý č t l L (7) 
;=1 Mi 

Rovn ice je platná pro silné jedno- i v ícesytné elektrolyty a pro slabé jednomocné 
elektrolyty. Vyjadřuje, že v každé části zařízení naplněné daným elektrolytem má a-
funkce v závislosti na složení a koncentraci konstantní hodnotu v místě souřadnice x. 
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N a počátku izotachoforet ické analýzy jsou pří tomny tři zóny s různou hodnotou regulační 
funkce (zóna vedoucího elektrolytu, vzorku a zakončuj ícího elektrolytu). V průběhu sepa race 
se musí migrující zóny vzorku a zakončuj ícího elektrolytu koncentračně přizpůsobit původní 
hodnotě ía-funkce v zóně vedoucího elektrolytu. P o určité době se dosáhne tzv. ustáleného 
stavu, kdy dojde k rozdělení zón, které jdou těsně z a sebou a pohybují se stejnou rychlostí. 
Pro tento stav je charakter ist ické, že: 

> Každá z e zón obsahu je pouze jeden druh iontů. 
> V e všech zónách je pří tomen stejný protiion shodný s proti iontem vedoucího 

elektrolytu. 
> Koncent race příslušného iontu je podél zóny konstantní a mimo ni nulová. 
> Zóny jsou uspořádány podle klesající efektivní pohyblivosti od vedoucího 

k zakončuj íc ímu iontu 
> Fyzikální vlastnosti (koncentrace, elektr ická vodivost, intenzita elektr ického pole, pH , 

teplota) se mění od zóny k zóně skokem. Díky tomu můžeme použít fyzikálně-
chemických metod detekce pro vyhodnocení sepa race . 

2.6.3 J e v y p rovádě j í c í s e p a r a c i 

Elektroosmóza 

Při naplnění kapiláry roztokem dochází v závislosti na pH tohoto roztoku k ionizaci 
funkčních skupin, které jsou vázány na vnitřní stěnu kapiláry. Kapilára tak získá náboj 
a elektrostat icky přitahuje opačné ionty v roztoku ke stěně z a vzn iku elektr ické dvojvrstvy. 
T a se skládá z tzv. Sternovy vrstvy a pohybl ivé vrstvy. S te rnova vrstva je tvořena ionty, které 
jsou pevněji elektrostaticky vázané na stěnu kapiláry. Pohybl ivá neboli di fúzni vrstva je vnější 
část tvořená ionty, které jsou j iž slaběji vázané a difúzne vyměňované s roztokem. 
Po vložení napětí na kapiláru začne roztokem procházet elektr ický proud a docházet 
k hydrodynamickému toku kapal iny. 

Rychlost toku kapal iny v kapiláře vE0F lze určit pomocí tzv. Smoluchowského rovnice: 

v E 0 F = - ^ - E (8) 
77 

kde £ je permitivita roztoku, Ĺ, elektrokinetický potenciál (zeta-potenciál) a q je v iskozi ta 
roztoku. 

V C I T P je e lekt roosmóza pot lačována, protože je j ím vl ivem dochází k deformaci 
izotachoforet ických zón (Obrázek 6), a tím k jejich rozostření. Obrázek 6 ukazuje, že tento 
negativní vliv je markantnější při aniontové analýze. Elektroosmózu lze redukovat 
buďto zvýšením viskozity roztoku př idáním vhodného adit iva (různé druhy celulóz), 
nebo snížením elektrokinet ického potenciálu př ídavkem neionogenního smáčed la 
(poly(vinylalkohol), poly(ethylenglykol), Triton), či modif ikací vnitřního povrchu kapiláry [4]. 
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1 

Obrázek 6: Deformace rozhraní mezi zónami vlivem elektroosmózy při aniontové (1) a kationtové (2) 
ITP analýze (L je vedoucí ion, T je zakončující ion a A je ion analytu) [4] 

Jou lovo teplo 

Průchodem elektr ického proudu roztokem v kapiláře dochází k ohřevu roztoku, a tím 
ke vzniku Jou lova tepla. Jou lovo teplo P produkované jednotkovým ob jemem z a sekundu 
se vyjadřuje jako 

B 

S 

ľ 

KS2 
(9) 

Zvyšující se teplota uvnitř kapiláry způsobuje změny veličin závislých na teplotě (aktuální 
pohyblivost, ionizační rovnováhy). Může také způsobi t destrukci termolabi lních látek. Vl iv 
ohřevu je omezován odváděním vzniklého tepla termostatováním či úpravou t lakových 
podmínek [4]. Tep lo ta uvnitř kapiláry je rozdílná s teplotou na vnitřní stěně. Ztráta tepla 
v kapi láře závisí na celkovém teplu t ranspor tovaném skrz stěnu kapiláry. Toto teplo se může 
lišit v různých částech kapiláry kvůli rozdílným tepelným vod ivostem a součiniteli přestupu 
tepla. Také rozdílná elektr ická vodivost v různých místech roztoku způsobuje rozdílné 
Jou lovo teplo a tím různé teploty v zónách. P o k u d putuje mez i vedoucí a koncovou zónou 
krátká zóna analytu, bude její teplota ovl ivněna teplotami vedoucí a koncové zóny a nebude 
odpovídat ustálené hodnotě, jakou by měla dostatečně dlouhá zóna analytu [4,39]. 
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Grav i tace 

V l ivem neideálního chlazení se objevují v zónách rozdílné hustoty a v l ivem gravi tačního 
působení dochází k proudění kapal iny, které vede k deformaci rozhraní zón. Separační 
kapilára může být or ientována jak horizontálně, tak vert ikálně. Jestl iže má analyzovaný 
vzorek při vert ikálním uspořádání kapiláry větší hustotu než vedoucí elektrolyt, dochází 
vl ivem gravi tace k „propadávání" vzorku kapi lárou, a tím k jeho znehodnocení . Gravi taci lze 
potlačit separací vzorku v inertních nosičích a ge lech , v tenké kapiláře, v hustotním gradientu 
neionogenní látky, v podmínkách nulové gravi tace, stabil izací zón rotací. 

N a rozhraní mez i izotachoforet ickými zónami se koncentrace látek mění skokem. V e svých 
vlastních zónách mají látky adjustované koncent race a v sousedních zónách mají 
koncentraci nulovou. Výs ledkem je di fúzni tok ve směru klesající koncentrace. Proti tomuto 
toku působí samozaostřovací efekt. Když ion difunduje do předcházející zóny, pok lesne jeho 
rychlosti migrace v důsledku nižší intenzity elektr ického pole v této zóně. P o k l e s e m rychlosti 
migrace se ion vrátí do příslušné zóny. Výs ledkem těchto prot ichůdných dějů má rozhraní 
mezi izotachoforet ickými zónami reálný podélný rozměr nazývaný šířka rozhraní [35]. 

2.6.4 Kvalitativní analýza 

Při kvalitativní analýze se určuje relativní po loha neboli výška schodu (Obrázek 7) 
vzh ledem k po loze vedoucího a koncového elektrolytu. Tato poloha se vypočítá 
dle rovnice 10. 

Difúze 

h, rel (10) 

h . 

Obrázek 7: Znázornění izotachoforeogramu 
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Tato relativní výška je následně porovnávána s relativními výškami zón látek, je j ichž 
pří tomnost se ve vzorku předpokládá. Potvrzení s tanovované látky je možné př ídavkem 
standardu do vzorku a další měření. Délka zóny s tanovované látky se vzh ledem k ostatním 
zónám prodlouží [36]. 

2.6.5 Kvantitativní analýza 

Délka zón se po dosažení ustáleného stavu s časem nemění a je úměrná množství látky 
v analyzovaném vzorku. Koncen t race látky je určena koncentrací vedoucího iontu a je 
konstantní po celé délce zóny podle Koh l rauschovy regulační ía-funkce. Díky konstantní 
rychlosti zóny je čas, po který je zóna v detektoru, úměrný její délce [4]. 

Nej jednodušší způsob při kvantitativní analýze je sestrojení kal ibrační přímky, kdy se získá 
graf ická závislost délky zóny na koncentraci látky. Tento způsob se používá hlavně 
u sér iových analýz. U jednot l ivých analýz se také používá metoda standardního přídavku, 
kdy se délka zóny původního vzorku srovnává s délkou zóny vzorku s př ídavkem standardu 
[36]. 

2.7 Praktické využití kapilární izotachoforézy 

J a k o jedna z možností využití kapilární izotachoforézy je stanovení organických 
i anorganických polutantů ve všech typech vod. Stanovují se například organické kysel iny, 
fenoly, nitrofenoly, a ldehydy, kvartérní amoniové sloučeniny, herbicidy a insekticidy [40]. 
Anorganické ionty se mohou stanovit nejen ve vodě, ale i v potravinách a krmivech [41]. 
Další možnost í je stanovení dusičnanů a dusi tanů v mastných výrobcích, kam se tyto ionty 
přidávají jako inhibitory růstu bakterií [42]. K luska nedávno publ ikoval nový postup 
úspěšného stanovení rtuťnatých iontů ve vodním prostředí kapilární izotachoforézou [43]. 

V posledních letech se stále více využívá kapilární izotachoforézy na čipu. Těsnící d e s k a 
mikročipu je z polymethylmethakrylátu ( P M M A ) a obsahu je vodivostní detektor. Tato d e s k a 
obsahu je 2 páry plat inových elektrod, o b a v kontaktu s vodivostním detektorem a napájením. 
Kanálový systém je vybaven dvěma dávkovacími smyčkami různých ob jemů a dvěma 
separačními kapi lárami, které umožňuj í dvojdimenzionální ( I T P - I T P ) stanovení. 
Po testování tohoto zařízení se ukázalo, že tento čipový návrh může být velmi 
reprodukovatelně provozován z a předpokladu, že systém je hydrodynamicky uzavřen 
a elektroosmot ický tok je pot lačován pří tomností vhodné povrchově aktivní látky. ITP v mikro 
měří tku je moderní alternativa, která nabízí mnohem větší flexibilitu v nastavení, než je 
možné u klasických kapi lárních systémů. Nevýhodou naopak je nižší citlivost a výkon. 
Tato technika se využívá například ve farmaceut ickém průmyslu, v analýze potravin, 
l ipoproteinů a nukleových kysel in [44, 45 , 46, 47]. 
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3 E X P E R I M E N T Á L N Í Č Á S T 

Pro izotachoforet ické stanovení dusičnanů v zelenině je možno využít postupu 
doporučeného v Apl ikačním listu (Příloha 1). 

Pro analýzu je třeba nejprve vzorek upravit. Jednou z možností je homogenizovaní vzorku 
nastrouháním či rozmixováním. Do 100 ml širokohrdlé odměrné baňky se odváží 10 g 
zhomogen izovaného vzorku. K navážce se přidá asi 50 ml dest i lované vody a směs se 
extrahuje 5 minut na ul trazvukové lázni. P o doplnění odměrné baňky po značku dest i lovanou 
vodou a filtraci se roztok analyzuje. 

Stanovení probíhá v sys tému vedoucího elektrolytu, kterým je směs 10 mmol • I"1 kysel iny 
chlorovodíkové, 5,5 mmol • I"1 1,3-bis[tr is(hydroxymethyl)methylamino]propan (BTP) 
a 0 , 1 % (hydroxypropyl)methyl ce lu losa ( H P M C ) , a koncového elektrolytu - 10 m m o l - I " 1 

mravenčanu amonného. 

Předpokládaná doba analýzy je 15 minut [48]. 

3.1 Seznam chemikálií 

Bylo potřeba připravit roztoky vedoucího a koncového elektrolytu, na které byly použity 
níže vypsané látky. N a vytvoření kal ibrační křivky byl použit roztok dusičnanu draselného 
( K N 0 3 ) . 

• Vedoucí elektrolyt 

10 mmol • I"1 kysel ina chlorovodíková (HCl) ; p.a., P E N T A 
- 5,5 mmol • I"1 B T P ; >99%, F luka 
- 0 , 1 % H P M C ; n.a., A L D R I C H 

• Koncový elektrolyt 

10 mmol • I"1 kysel ina ci trónová monohydrát ; p.a., P E N T A 
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3.2 Seznam přístrojů 

Při přípravě roztoků byly všechny látky v pevném skupenství zváženy na analyt ických 
vahách S C A L T E C (max 210 g , d = 0,1 mg). Během úpravy ze len iny byly na odvážení použity 
předvážky D E N V E R I N S T R U M E N T S (max 2 000 g , d = 0,5 g). Směs byla extrahována 
v ul t razvukové lázni T E S L A T e s o n 4. Stanovení množství dus ičnanů bylo provedeno 
elektroforet ickým analyzátorem Vi l la Labeco 100 (Obrázek 8). 

Zásobn ík koncového 
elektrolytu 

Zásobník vedouc ího 
elektrolytu 1 

Zásobník vedouc ího 
elektrolytu 2 

Obrázek 8: Elektroforetický analyzátor Villa Labeco 100 
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3.3 Výběr vhodného koncového elektrolytu 

Pod le apl ikačního listu pro stanovení dus ičnanů v zelenině by měl být použit jako koncový 
elektrolyt 1 0 m m o l - ľ ~ 1 mravenčan amonný. O d e z v a tohoto koncového elektrolytu nebyla 
dle očekávání, proto bylo rozhodnuto o výměně elektrolytu z a 1 0 m m o l - ľ ~ 1 kysel inu 
šťavelovou. O d e z v a j iž byla vyšší. N a k o n e c byla vyzkoušena 1 0 m m o l - ľ ~ 1 kysel ina 
ci trónová. T a měla největší odezvu , proto byla vybrána jako nejvhodnější koncový elektrolyt. 
Obrázek 9 uvádí odezvy všech koncových elektrolytů. 

tm 

; 1 i ; i 

Kyse l ina ci t rónová \ 
1 M 

ttn 

I 

• M 

Mravenčan amonný 

1.7*1 

1163 

Kyse l ina šťavelová —̂ > 1 L 

1.4M 

i i i i t i i i i 

i i i i ' i i i i 

Obrázek 9: Odezvy koncových elektrolytů 

Měření bylo rozděleno do dvou kroků (viz Tabu l ka 4). V prvním kroku byl nas taven proud 
250 (xA po dobu 400 sekund . Poté byl až do konce analýzy proud 80 | iA. Při těchto 
podmínkách byly měřeny všechny roztoky vzorků ze len iny i kal ibrační roztoky. 

Tabulka 4: Parametry metody pro stanovení dusičnanů 

Počet kroků C a s [s] Proud [\\A] Ko lona Detektor 

1 400 250 horní -
2 3 000 80 horní vodivostní 
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3.4 Kalibrační křivka dusičnanů 

Pro stanovení dus ičnanů v zelenině bylo nejprve potřeba vytvořit kal ibrační kř ivku. 
Byly př ipraveny roztoky o koncentracích 20, 40 , 60, 80, 100 a 150 mg • I"1. Výs ledné graf ické 
zpracování je uvádí Obrázek 10. 

Obrázek 10: Kalibrační křivka dusičnanů 

3.5 Mez detekce a kvantifikace 

M e z de tekce (Limit Of Detection - LOD) a mez kvanti f ikace (Limit Of Quantification - LOQ) 
byly vypočí tány pomocí rovnice 1 1 a rovnice 12. 

3-h 
LOD = —^ (11) 

a 

W Q J - ^ L ( 1 2 ) 

a 

kde hn\e šum na základní linii a a je směrnice kalibrační přímky. Výs ledné hodnoty LOD 
a LOQ zobrazu je Tabu l ka 5. 

Tabulka 5: Hodnoty LOD a LOQ pro dusičnanový anion 

An ion L O D [mg • I"1] L O Q [mg • r 1 ] 

N O ; 17,98 59,93 
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4 V Ý S L E D K Y A D I S K U Z E 

4.1 Příprava vzorků 

Ze len ina byla o loupána a na jemno nastrouhána do kádinky. Bylo př idáno tolik dest i lované 
vody, aby ze len ina byla desetkrát zředěna. Ze len ina v bio kvalitě a ze len ina z M Y F O O D 
byla zředěna pouze dvakrát, protože u této ze len iny je předpokládán nižší obsah dusičnanů. 
Poté byl roztok ponechán 5 minut v ul trazvukové lázni. N a k o n e c byl roztok přefi l trován 
a zbaven tak kousků ze len iny (Obrázek 11). 

Obrázek 11: Příprava vzorků pro analýzu 

4.2 Stanovení obsahu dusičnanů v zelenině 

Ze len ina by la nakoupena jak z e supermarketů, kde byl brán ohled na zemi původu, tak 
z lokálních trhů (viz níže). Všechny hodnoty koncent race dusičnanů stanovené kapilární 
izotachoforézou se vešly do l imitních hodnot až na hlávkový salát z České republiky, který 
přesáhl hodnotu dusičnanů o 11 %. U tohoto salátu byly už na první pohled viditelné bílé 
skvrnky, takže se předpokládalo vyšší množství N O ; . Při stanovení obsahu dusičnanů 
v ce leru , ledovém salátu a květáku nebyla na lezena žádná C I T P odezva při analýze vý luhu. 
U brambor, červené řepy a ředkviček bylo množství dus ičnanů pod limitem kvantif ikace. 
Množství dusičnanů obsažených v zelenině závisí na původu rostliny. Například u mrkve, 
která byla dovezena z Belg ie a Velké Británie, se množství dusičnanů lišilo o 57 %. U každé 
zeleniny bylo také provedeno orientační stanovení dus ičnanů pomocí d iagnost ických 
papírků. Výsledky stanovení znázorňuje Tabu lka 6. 
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Tabulka 6: Obsah dusičnanů v supermarketech 

Orientační 

Ze len ina Země původu 
Délka 

zóny [s] 
Koncent race 

[mg • kg" 1] 

stanovení 
z d iagnost ických 

papírků 
[mg • kg" 1] 

brambory 

( B I L L A - 18. 3. 2015) 
Česká republ ika < L O Q - -

celer 

( L I D L - 9 . 3 . 2015) 
Česká republ ika <LOD - -

červená řepa 

(BILLA - 18. 3. 2015) 
Česká republ ika < L O Q - -

kedluben 

(BILLA - 18. 3. 2015) 
Itálie 73,6 1 262,3 1 000 

květák 

( L I D L - 1 5 . 3. 2015) 
Španělsko <LOD - -

salát hlávkový 

(Židlochovice - 22 . 3. 2015) 
Česká republ ika 477,83 7 337,4 1 000 

salát hlávkový 

( B I L L A - 5 . 5. 2015) 
Belg ie 149,68 2 405,7 1 000 

salát ledový 

( L I D L - 1 5 . 3. 2015) 
Španělsko <LOD - -

mrkev 

( L I D L - 1 5 . 3. 2015) 
Belg ie 186,06 2 952,4 1 000 

mrkev 

( T E S C O - 2 4 . 3. 2015) 
Velká Británie 73,53 1 261,3 1 000 

petržel 

(B ILLA - 18. 3. 2015 

Slovenská 
republ ika 

90,17 1 511,3 1 000 

petržel 

( L I D L - 9 . 3 . 2015) 
Česká republ ika 49,10 894,1 1 000 

ředkev bílá 

( B I L L A - 4 . 5. 2015 
Itálie 114,37 1 875,0 1 000 

ředkvičky 

( L I D L - 1 5 . 3. 2015) 
Itálie < L O Q - -
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Dále byla vybrána ze len ina z trhu na Moravském náměstí v Brně od soukromých zemědělců 
(Tabulka 7). Brambory, ce ler a ředkvičky byly vypěstovány zemědělc i , u kterých byla 
ze len ina nakoupena . Ked lubna j iž byla dovozem z Německa a jako jed iná obsahova la nižší 
množství dusičnanů, než ked lubna zakoupená v supermarketu. U brambor, celeru 
a kedlubně bylo množství dus ičnanů pod limitem kvantif ikace. Ředkvičky měly ve srovnání 
se ze len inou zakoupenou v supermarketech vyšší obsah N O 3 . 

Tabulka 7: Obsah dusičnanů v zelenině z Moravského náměstí ze dne 23. 3. 2015 

Ze len ina Délka zóny [s] Koncen t race [mg • kg 1] 
Orientační stanovení 

z d iagnost ických papírků 
[mg • kg" 1] 

brambory < L O Q - -
celer < L O Q - -
kedluben < L O Q - -
ředkvičky 140,31 2 264,9 1 000 

ředkvičky 121,37 1 980,2 1 000 

Ze len ina s označením bio byla na lezena pouze ve farmářské prodejně Sk l i zeno v Brně. 
Zde by la vybrána mrkev a červená řepa. Výs ledná koncentrace byla u obou druhů výrazně 
nižší než u ze len iny ze supermarketů. Další ze len ina byla z ískána z prodejny M Y F O O D , kde 
ze len ina nebyla označena jako bio, ale dle strategie prodejny by měla být ve velmi vysoké 
kvalitě. Ked lubna a petržel obsahova ly nižší koncentraci dusičnanů, která byla pod limitem 
detekce. U celeru bylo množství dus ičnanů pod limitem kvantif ikace. Výsledné hodnoty 
dusičnanů znázorňují Tabu l ka 8 a Tabu l ka 9. 

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

Orientační stanovení 
BIO ze len ina Délka zóny [s] Koncent race [mg • kg 1] z d iagnost ických 

papírků [mg • kg - 1 ] 

červená řepa 93,61 312,6 500 

mrkev 61,11 214,9 200 
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Tabulka 9: Obsah dusičnanů v zelenině z MY FOOD ze dne 29. 3. 2015 

Ze len ina Délka zóny [s] 
Koncent race 

[mg • kg" 1] 

Orientační stanovení 
z d iagnost ických 

papírků [mg • kg - 1 ] 

Brambory (Egypt) 154,92 496,9 500 

celer (Rakousko) < L O Q - -
kedluben (Česká republika) <LOD - -
ledový salát (Česká republika) 84,05 283,9 500 

petržel (Česká republika) <LOD - -
šalotka (Francie) 143,42 462,3 500 

Obrázek 12 představuje izotachoforeogram při s tanovení ředkvičky zakoupené 
na Moravském náměstí. 
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Obrázek 12: Analýza vzorku ředkvičky 
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5 Z Á V Ě R 

Cílem této bakalářské práce bylo stanovit množství dus ičnanů v běžně dostupných druzích 
ze len iny metodou kapilární izotachoforézy a srovnat výsledky s or ientačním stanovením 
pomocí diagnost ických papírků. Téměř všechna ze len ina vybrána pro stanovení splňovala 
povolené množství dus ičnanů jim stanovené normou. P o u z e u jednoho vzorku, h lávkového 
salátu ze Židlochovic, byl limit překročen o 11 %. Při stanovení v ce leru , ledovém salátu, 
kedlubně, petrželi a květáku byl obsah dusičnanů pod limitem detekce. U brambor, ce leru, 
červené řepy, kedlubně a ředkviček byl obsah dusičnanů pod limitem kvanti f ikace. Všechna 
ze len ina z a k o u p e n a v bio kvalitě měla v porovnání se ze len inou v běžně dostupných 
supermarketech nižší množství př í tomných dusičnanů. I všechna ze len ina zakoupená 
na Moravském náměstí v Brně od soukromých zemědělců splňovala legislativně povolené 
množství dusičnanů. 

Stanovení dus ičnanů kapilární izotachoforézou je z h led iska časové náročnost i relativně 
rychlá metoda. Samotné stanovení trvá přibl ižně 20 až 25 minut. Také příprava vzorku trvá 
řádově minuty. Úprava zahrnuje oloupání a nastrouhání zeleniny, přidání určitého množství 
dest i lované vody, extrakci v ul trazvukové lázni po dobu 5 minut a následné filtrace 
na odstranění kousků ze len iny v roztoku. Tato technika je nenáročná na provoz a relativně 
levná. 

Orientační stanovení diagnost ickými papírky hodně záleží na subjekt ivním vnímání barev. 
Ze jména v rozhodování, z d a se jedná o obsah 500 mg • k g - 1 či 1 000 mg • k g - 1 dusičnanů byl 
jen nepatrný rozdíl barev. Stanovení bylo vždy provedeno ihned po nastrouhání zeleniny. 
Diagnost ický papírek byl ponořen do vzorku po dobu 3 sekund a následně bylo porovnáno 
zbarvení na barevné stupnici . Toto stanovení je pouze orientační a s porovnáním výsledků 
získaných izotachoforézou lze říci, že přibl ižně odpovídalo skutečnému množství dusičnanů. 
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7 S E Z N A M P O U Ž I T Ý C H Z K R A T E K 

ADI Accep tab le Daily Intake 

B T P 1,3-bis[tr is(hydroxymethyl)methylamino]propan 

C F A Kontinuální průtoková analýza 

C I T P Capi l lary izotachophores is 

E U Evropská unie 

FIA Průtokově injekční analýza 

HCI Kyse l ina chlorovodíková 

H P L C High Per fo rmance Liquid Chromatography 

H P M C (Hydroxypropyl)methyl ce lu losa 

K N 0 3 Dusičnan draselný 

L O D Limit of detect ion 

L O Q Limit of quantif ication 

M H b Methemoglob in 

NO3 Dusičnany 

P M M A Poly(methylmethakrylát) 

P T F E Poly(tetrafluorethylen) 

P V C Poly(vinylchlorid) 
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8 P Ř Í L O H Y 

Stanovení clu sic 11 nu u v zelenine 

Aplikační list 27 ' - j ^ 1 — ' taoi-nlkfl 

Obsah dusičnanu v zeleruně je limitován normou. Vhodnou metodou pro jejich stanoveni je 
isotachoforesa. 

Predkladaná metoda stanoveni je vhodná pro všechny druhy zeleniny. 

IpTifrfl y-orkii: 
Do lOOml sirokohrdlé odměrné banky se odváií 10 g zncmůjeiúzovaného vzorku (nastrouhaného nebo 

rozmixovaného). K navážce se přidá asi 50 ml deštil ovine vody i směs se extrahuje 5 minut ni 
ultrazvukové lázni. Po doplněni po značku a filtraci se roztok analyzuje, připadne se pred analýzou j esté 
ředí 

Detelični limit pro stanoveni neředěného roztoku je 10 mg-lss;. 
Podmínky analýzy r 
í 'edouci elektrolyt: 10 inMHCI + 5.5 niM BTP 1 +0,1% HPMC^ (pH 6,2) 
Kancovy eietirofyi: 10 mM mravenčan amonný 
Hnací proud: počáteční SO uA. koncový JO uA 
Doba anah-z}" 15 minut 

Analýza modelové směsi (n) n vzorku ředkvičky (b) 

1 1 T-hi^n-kfTiyvfrriTyiľ j -Ťiyl i-iia-^vlai~iinn]pTn[i^n bil-sris-pnopajl 

- h v J j c m ^ ľ o p r . L Ľ i E d r . - l ; s ! u l - i t a 

Příloha 1: Aplikační list pro stanovení dusičnanů v zelenině 




