CH 2.4 Stanovenie dusi¢nanov a dusitanov v potravinich, krmivich metédou
prietokovej injek¢nej analyzy

1. Povod metédy

1. Application note Tecator ASN 62-02/83 fa Tecator.

2. International Standard 1SO 6635-1984 (E).

3. Priloha ¢. 12/1984 k Acta hygienica, epidemiologica et microbiologica.

4. Agrochémia ¢.4, 28, 1988

5. Davidek J. a kol. Laboratorni prirucka analyzy potravin, SNTL, Praha 1978

2. Princip metody

Zhomogenizovanu a navazenu vVzorku extrahovat’ teplou vodou a nasledne deproteinovat’. Na
analyzu sa pouzit’ Ciry filtrat. Takto pripraveny filtrat ddvkovat’ do prietokového injekéného
analyzatora, kde sa na kadmiovej koldnke najprv dusi¢nany zredukuji na dusitany. Tie potom
reagujui  so sulfanilamidom za vzniku diazozluCeniny, ktord reaguje s N-/1-naftyl/-
etyléndiamindihydrochloridom za vzniku Cerveného sfarbenia. Vysledné cervené sfarbenie

zmerat’ pri 546nm.

2. Pouzité pristroje

FIANAL- prietokovy injekény analyzator
redukéna kadmiova kolonka

vodna lazen

homogenizator

4. Zoznam chemikalii

sulfanilamid (p.a)
N-/1-naftyl/)-etyléndiamindihydrochlorid (NEED), p.a
kyselina chlorovodikovéa koncentrovana

dusi¢nan sodny p.a

dusitan sodny p.a

chlorid aménny p.a

siran med’naty p.a

komplexén 3 p.a

hexakyanozeleznatan tetradraselny trihydrat p.a (Carrez 1)

siran zino¢naty heptahydrat p.a (Carrez I1)



5. Priprava Standardov a pracovnych roztokov

Pracovné roztoky: 5M NH,Cl :z neho pripravit' riedenim 0,1M NH4CI, ktory je nosnym
pradom pre prietokovy systém.

Ri:(reakéné Cinidlo): 5g sulfanilamidu rozpustit vzmesi 26ml konc. kyseliny
chlorovodikovej a 300ml destilovanej vody, doplnit’ na objem 500ml destilovanou vodou.
R,:(reak¢né Cinidlo): 0,59 NEED—u rozpustit’ a doplnit’ destilovanou vodou na objem 500ml.
Vsetky pripravené roztoky je potrebné prefiltrovat a uchovavat v tmavych zasobnych

fTasiach.

Roztoky na upravu vzorky:
15 % trihydrat hexakyanozeleznatan tetradraselny (Carrez I)
30 % heptahydrat siran zino¢naty (Carrez I1)

Standardné roztoky (dusi¢nany)

zakladny zasobny roztok: 10g NaNOs/l , z neho pripravit’ zasobny roztok o koncentracii 200
mg/l.

Zo zé4sobného roztoku pripravit’ pracovné roztoky o koncentrécii 0,1; 1; 5; 10; 15; 20; 25mg
NaNO3/I

Standardné roztoky (dusitany)

zakladny zasobny roztok: zneho pripravit pracovné roztoky o koncentracii 0,1; 0,25;
0,5;2:;4;6;8;10 mg NaNO,/I

Standardné roztoky treba pred kazdym meranim pripravit’ derstvé.

Je potrebné kontrolovat wc€innost’ redukcie zmeranim absorbancie dusi¢nanovych a

dusitanovych roztokov.

6. Priprava vzoriek

Vzorku zhomogenizovat’ a navazit 10g. Pridat’ 60ml destilovanej vody zahriatej na 60°C a
nechat’ 10 mintt vo vodnom kupeli pri 60°C. Premiesat’, pridat’ zrazacie roztoky a inkubovat’
10 minit vo vodnom kupeli. Obsah banky premiesat’ a schladit’ pod te¢ucou vodou. Po

ochladeni doplnit’ na objem 200ml a prefiltrovat’. Ciry filtrat pouzit’ na meranie.

7. Podmienky stanovenia



vlnova dizka 546nm

reak¢ny cas: 60s (dusi¢nany), 25s (dusitany)
injek¢ny Cas : 25s (dusi¢nany), 10s (dusitany)
predCerpavaci Cas: 10 s (dusi¢nany), 5 s (dusitany)
objem vzorky 100 pl

8. Meranie

Ciry filtrat injektovat’ do nosného pridu a postupne pridavat’ reakéné ¢inidla. Podas pohybu
zony vzorky prietokovym systémom dochddza k jej premieSaniu s pridanymi ¢inidlami.

Vysledkom analyzy su ostré piky, ktorych vyska je mierou koncentracie dusi¢nanov.

9. Kalibracia a vyhodnotenie

Zo Standardnych roztokov sa zostroji kalibracné krivka a hodnota dusitanov a dusi¢nanov je
priamo od¢itana z kalibracnej krivky. Vyslednd koncentracia dusi¢nanov sa vypocita ako
rozdiel dusi¢nanov po redukcii a zmeranych dusitanov bez redukcie. Vysledky su uvadzané

ako mg NaNOy/I, resp. ako mg NaNOs/I



CH 2.4. Stanovenie anionov vo vodach, dusi¢nanov v zelenine a v ovoci metodou
HPLC/IC

1. Urcenie metody

Metdda je urcena na stanovenie chloridov, dusitanov, dusi¢nanov a siranov vo vodach
ana stanovenie dusi¢nanov v zelenine avovoci vysokoucinnou idénovymennou (IC)
kvapalinovou chromatografiou.

2. Princip metody

Vzorky vod sa pred meranim zvycajne 10 krat nariedia. Aniony sa stanovuju metodou
vysokouéinnej ionovymeny (IC) s vodivostnou detekciou.

Dusi¢nany sa extrahuju z potravin horticou vodou a interferujuce latky sa odstrania
¢irenim Carrezovymi roztokmi. Pripravend vzorka sa deli na chromatografickej kolone.
Stanovuje sa metodou vysokoucinnej ionovymeny (IC) s vodivostnou detekciou.

3.  Pomocky

3.1.  Pristroje a zariadenia

- systém na precistenie destilovanej vody

- IC-HPLC systém

- analytické vahy

- homogenizator

- vodny kupel

- pipety

- odmerné banky

- kalibrované odmerné sklo

- skladany filtrany papier

- striekackovy membréanovy filter na vodné roztoky

3.2 Chemikalie a roztoky

- Dusitan, NaNO; standardny roztok
- Dusi¢nan, NaNOs Standardny roztok
- deionizovana voda
- Carrezove roztoky €.1, ¢.2
-1 mM Na,CO3, 8 mM NaHCO3;
- 1,8 MM Na,CO3, 1,7 mM NaHCO3
Pri analyze sa pouzivaju len chemikalie s ¢istotou p. a. a HPLC.



4, Pracovny postup

4.1.  Priprava vzorky

Aniony (voda)

Vzorka sa prefiltruje cez membranovy filter a stabilizuje sa ochladenim na teplotu od 4°C do
6°C.

Pred nadavkovanim do analyzatora sa vzorka zriedi 10x a znovu sa prefiltruje cez
membranovy filter.

Dusic¢nany( zelenina, 0vOCie)

Tuhé vzorky (napriklad listova zelenina)

Ak je to mozné, v pripade odberu vzoriek Cerstvej produkcie sa priprava uskutoéni v lehote do
24 hodin po odbere vzoriek. Kompletna vzorka sa homogenizuje.

Na analyzu sa vykona odber jednej alebo niekol’kych analytickych vzoriek z kombinovanych
kasovitych zmesi.

Kvapalné vzorky (napriklad zeleninové stavy)
Reprezentativna vzorka sa intenzivne trepe, kym sa dokladne nepremiesa.

Extrakcia vzorky

Tuhé vzorky

Do 200 ml kuzelovitej banky sa odvazi 10 —20 g zhomogenizovanej vzorky, prida sa priblizne
100 ml horticej redestilovanej vody a banka sa prikryje alobalom a umiestni sa na 15 min do
vriaceho vodného kupel'a. Banka sa ochladi na teplotu miestnosti, roztok sa doplni po znacku,
dokladne premiesa a obsah sa prefiltruje cez skladany filtrany papier. Ak je potrebné, filtrat,
t.J. roztok vzorky, sa precisti alebo vyciri podl'a postupu opisaného d’ale;j.

Kvapalné vzorky
Ak je potrebné, vzorka sa precisti alebo vy¢iri, tym vznikne roztok analytickej vzorky, alebo
sa vzorka vopred zriedi redestilovanou vodou, aby sa ziskal roztok obsahujuci priblizne 25
mg/l dusi¢nanov.

Priprava roztoku analytickej vzorky

Do 50 ml odmernej banky sa napipetuje 40 ml roztoku, pridaju sa 2 ml Carrezovho roztoku
¢.1, zamiesa sa, pridaju sa 2 ml Carrezovho roztoku ¢.2 a doplni sa po znacku redestilovanou
vodou. Banka sa pretrepe a cely roztok sa prefiltruje cez skladany filtracny papier. Podiel
filtratu podla potreby este riedime, prefiltrujeme cez membranovy filter a nastrekujeme na
chromatograficku kolonu.

4.2.  Priprava merania

Priprava kalibracnej krivky
Kalibra¢né roztoky, pripravené nariedenim zo Standardného roztoku, sa spracujii rovnakym
sposobom ako roztoky vzorky.




5. Vyhodnotenie nameranych udajov

Aniony
Koncentracia jednotlivych aniénov v mg/l sa vypocita podl'a vztahu:

X=——"-F alebo x=c-F

X - obsah analytu vo vzorke v mg/I

Cs - koncentracia Standardu v mg/I

¢ - koncentracia meraného roztoku v mg/l, od¢itana z kalibracnej krivky
Ay - plocha piku vzorky

Aps - plocha piku Standardu

F - zried'ovaci faktor.

Vysledky stanovenia dusi¢nanov a dusitanov sa mézu vyjadrovat’ aj ako dusi¢nanovy (NOs-
N) a dusitanovy (N-NO,) dusik.

Tabul'ka uvadza prepocitavacie koeficienty na tieto rozdielne spdsoby vyjadrovania
vysledkov.

Tabul’ka ¢.2 - Prepoditavacie koeficienty

Pri prepocitavani sa vysledky nasobia

zNO3; na N-NOj; koeficientom 0,2259

zNO, na N-NO, koeficientom 0,3043

Dusi¢nany
Mnozstvo dusi¢nanov vyjadrenych vo vzorke ako NO3 ™ ,,w* v mg/kg sa vypocita:

x-F, - F, 1000
m

W alebo p=

kde:
x: je koncentracia dusi¢nanov v roztoku analytickej vzorky od¢itana z kalibra¢nej krivky

v mg/kg

F1: zriedovaci faktor pre pouzita ¢iriacu metddu (napriklad F; = 1,25 pre ¢irenie pomocou
Carrezovych roztokov)

F,: zried'ovaci faktor pre vSetky ostatné zried’ovacie kroky

m: mnozstvo vzorky v kg alebo v I roztoku vzorky (pre neriedené kvapaliny s nizkym
mnozstvom dusi¢nanov m = 1000) v g alebo ml.

Vysledky pre NO 3~ sa uvadzaju v mg/kg.



6. Literatura

STN EN ISO 10304-1 Kvalita vody, Stanovenie rozpustenych fluoridov, chloridov,

dusitanov, ortofosforecnanov, bromidov, dusi¢nanov a siranov idbnovou kvapalinovou
chromatografiou. Cast’ 1: Metoda pre malo znegistené vody

STN EN 12014-2 Stanovenie dusi¢nanov a dusitanov. Cast 2: Stanovenie mnoZstva
dusi¢nanov v zelenine a zeleninovych vyrobkoch metédou HPLC/IC.

Analyza potravin — stanovenie dusi¢nanov v zeleninovych vyrobkoch L 26.00-1, 1989-12 a
Stanovenie dusi¢nanov v zeleninovych vyrobkoch pre dojcata a malé deti S 48.03.05-2, 1992-
122.

ISO 5725:1986 Presnost’ skusobnych metod — Urcenie opakovatel’nosti a reprodukovatelnosti
Standardnej skuSobnej metddy medzilaboratornymi sktiSkami.

NARIADENIE KOMISIE (ES) €. 1882/2006 z 19. decembra 2006, ktorym sa stanovuji
metédy odberu vzoriek aanalyzy na uradni kontrolu hladiny dusi¢nanov v urcitych
potravinach
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