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Anotace

Tato prace se zabyva stanovenim obsahu dusitanii a dusi¢nanti v pitné balené a vodovodni
vodé. Ke stanoveni byla pouzita metoda kapilarni zonové elektroforézy. Cilem prace bylo
vyvinout metodu pro soucasné stanoveni dusitan a dusi¢nand, kterd by byla dostatecné
citliva pro stanoveni dusitantl, jejichZ mezni hodnota v pitné vod¢ se pohybuje jiz ve velmi
nizkych koncentracich. VeSkera méfeni byla provadéna na pfistrojich katedry analytické
chemie Ptirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Klic¢ova slova: Dusitany; dusi¢nany; pitnd voda; kapilarni zéonova elektroforéza

This study deals with determination of concentration of nitrites and nitrates in drinking
water. For determination of these ions capillary zone electrophoresis has been used.
Nitrites have very low limit of incidence in water. The aim of the study was to develop a
new method, which would be sufficiently sensitive for analyzing them. All measurements
were made with instruments of Department of analytical chemistry, Faculty of science,
Charles” University in Prague.

Key words: Nitrites; nitrates; drinking water; capillary zone electrophoresis
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Uvod

Ve své praci se vénuji elektroforetickému stanoveni dusitanovych a dusi¢nanovych iontti ve
vodach. Toto téma jsem si vybrala, protoze problematika kvality vody je v dnes$ni dobé
velmi aktualni. Navic mam dlouhodoby zajem o chemii a véfim, Ze jakakoli praxe mi v
budoucnu bude k uzitku. Piinos prace spatifuji predevSim ve vyvinuti CZE metody pro

soucasné stanoveni dusitant a dusi¢nanii v pitnych vodach.

r o~

Prace sestava ze dvou casti — teoretické a praktické. Teoreticka Cast obsahuje vSeobecny
uvod do problematiky rozborti vody, teorii kapilarni elektroforézy a vyznam iontti dusiku
ve vodach spolu s jinymi moZnostmi jejich stanoveni. Poznatky k této kapitole jsem Cerpala
pfedevsim od svého odborného lektora, jako doplitkovy zdroj informaci mi slouzil ¢lanek
Vaclava Kasicky', skripta Univerzity Karlovy Analytické separacni metody od Karla
Stulika a kol? a skripta Vysoké $koly chemicko-technologické Analytika vody od Marty

Horakové a kol.®

Druha a tfeti kapitola spadaji jiz do praktické Casti. Ve druhé ¢asti je shrnuta metodika
prace — pouzité chemikalie a pfistroje a separani podminky v jednotlivych metodach. Jako
podklad pro tuto ¢ast slouzil ¢lanek Separation of inorganic and small organic anions by
CE using phosphonium-based mono- and dicationic reagents.* Ve tieti &asti piehledn&
uvadim vysledky kalibraci jednotlivych metod a méfeni praktickych vzorkt. V zavéru pak

diskutuji vyvoj nové metody a vliv separacnich podminek na citlivost a Gi¢innost separace.

'KASICKA, Vaclav. Teoretické zaklady a separaéni principy kapilarnich elektromigraénich metod.

Chemické listy. 1997, ro¢. 91, €. 5, s. 320-329, ISSN 0009-2770

’STULIK, Karel a kol. Analytické separacni metody. 1. vydéani. Praha: Karolinum. 2005.

ISBN 80-246-0852-9

*HORAKOVA, Marta a kol. Analytika vody, 2. vydéni, Praha: VSCHT Praha. 2003. ISBN 70-8070-520-X

*KRIZEK, T., BREITBACH, Z. S., ARMSTRONG, D. W., TESAROVA, E., COUFAL, P. Separation of
inorganic and small organic anions by CE using phosphonium-based mono- and dicationic reagents.
Electrophoresis. 2009, ro¢. 30, ¢. 22, s 3955-3963. ISSN 1522-2683
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1 Teorie
1.1 Rozbor vody

Rozbor vody se d€li na fyzikalni, chemicky, radiologicky, mikrobiologicky a
hydrobiologicky. Do fyzikalniho rozboru se fadi napiiklad zépach, zabarveni ¢i vodivost.
K chemickym ukazatelim patii kvalitativni 1 kvantitativni stanoveni obsahu minerald.
Mikrobiologicky a hydrobiologicky rozbor se tyka piitomnosti bakterii a jinych
mikroorganismtl. Metody pro stanoveni jednotlivych ukazateld piedepisuje piislusna CSN.
Jelikoz by rozbor vody zahrnujici vSechny zminéné ukazatele byl ¢asové a predevsim
ekonomicky velmi naro¢ny, nedéld se vzdy kompletni, ale vybiraji se konkrétni ukazatele,
které maji pro pfislusny typ vody (napf. pitnd, povrchova, odpadni) nejvetsi vypovidaci

hodnotu.

Pro kontrolu jakosti vod pfi Gpravé na pitnou vodu jsou specifikovany tyto ¢tyfi chemické a

fyzikalni rozbory:

o Zdkladni fyzikalni a chemicky rozbor (ZFFChR) obsahuje 43 obecnych ukazatell
e Rozsireny fyzikalni a chemicky rozbor (RFChR) obsahuje 72 ukazateli
o Iybérovy fyzikalni a chemicky rozbor (VFChR) se pouziva pro stanoveni kvality
vody pro konkrétni provoz, obsahuje ukazatele vybrané z RFChR tak, aby byla
voda dostatecné charakterizovana
e Provozni rozbor obsahuje hodnoty vyznamné pro hodnoceni provozu
technologickych stupiit Upravy, fidi se typem vody, technologii upravy a
hygienického zabezpeceni vody
Pozadavky na kvalitu balenych vod jsou urCeny vyhldskami MZd, které stanovuji
maximalni obsah zdravi Skodlivych latek. Z tohoto souboru se opét vybiraji jednotlivé

ukazatele pro dostate¢nou charakteristiku konkrétni vody.



1.2 Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zonova elektroforéza je analytickd metoda pouzivand k separaci a nasledné
detekci organickych i anorganickych ionti liSicich se molekulovou hmotnosti, tvarem a
nabojem. Jeji princip spoc¢ivd v pohybu nabitych castic v elektrickém poli. Separace
obvykle probiha v kfemenné kapilafe o vnitinim priiméru do 100 pm. Vzhledem k tomu, ze
samotnd kapilara je velmi kiehkd, pokryva se jeji povrch tenkou vrstvou polyimidu, ¢imz
dojde ke zna¢nému zvyseni pruznosti. Kapilaru je pak mozné ohybat i do velmi ostrych
uhlt. Pfi separaci dochazi ke dvéma jevim — elektroforetické migraci iont v elektrickém

poli a elektroosmotickému toku.

Elektroforetickou migraci zpiisobuje elektrostatické pfitazlivost daného iontu k elektrodé s
opa¢nym nabojem. lont se pak pohybuje konstantni elektroforetickou rychlosti v, ktera je

pfimo imérnd intenzité elektrického pole E a mobilité¢ daného iontu eef:

Vef = E X ftef

Pro elektroforetickou pohyblivost zaroven plati tento vztah:

Q2

prn (Q je naboj konkrétniho iontu, # dynamicka viskozita okolniho prosttedi a r

et =

je hydratovany polomér iontu)

Z téchto vztah jasné vyplyva, ze mobilita iontu Gizce souvisi s jeho polomérem a nabojem
— ¢im véEtsi je naboj iontu a ¢im mensi polomér ma, tim se pohybuje v daném prostiedi
rychleji. Tak se mohou vzajemné separovat i ionty se stejnym kladnym nebo zépornym
nabojem, naproti tomu latky neutralni jsou jen oddéleny od téch nabitych, aniz by vSak

mohlo dojit k jejich odliSeni v rdmci neutralni zony.



Piisobenim roztoku elektrolytu dochazi na sténach kapilary k disociaci silanolovych skupin
(Si-OH) a tim se stény nabiji zaporné. Zaporné nabita sténa pak elektrostaticky pfitahuje
kationty z roztoku, takze v tenké vrstvé roztoku u stény kapilary je vyssi koncentrace
kationt nez aniontil. Aplikaci elektrického napéti mezi elektrody nachazejici se na koncich
kapilary dojde k pohybu této kladné€ nabité vrstvy smérem ke katodé. Diky viskozité
kapaliny s sebou tato vrstva zaroven strhava veskery roztok ptitomny v kapildfe. Tomuto
jevu se fika elektroosmoticky tok (EOF). Jeho rychlost Ize regulovat typem elektrolytu,
popiipad¢ jeho koncentraci a pH, protoze rychlost EOF zavisi na mife disociace
silanolovych skupin a povrchové hustoté takto vzniklého zdporného néboje na sténdch
kapilary. Presto je vSak jeho rychlost vyssi, nez je elektroforeticka rychlost vétSiny iontd,
coz vede k tomu, Ze se za normalnich podminek veSkery roztok pohybuje smérem ke
katod¢ — kladné nabité ionty souctem rychlosti EOF a elektroforetické a zédporné nabité
jejich rozdilem (Obr. 1°). Rychlostni profil takto generovaného toku je plochy a nikoli
parabolicky, jak je tomu u toku vynuceného hydrodynamicky. To plsobi pti déleni latek
pozitivné, jelikoz nedochazi k rozmyvani jejich zon. Existence EOF je tedy pro praxi
dalezitd tim, Ze vyznamné ovliviiuje celkovou rychlost separace a zdroven umoziuje
detekci kationtl i aniontli soucasn¢ béhem jednoho méteni. Tyto vyhody ve vétsing piipadii
pievazi nevyhodu, kterou je do jisté miry problematicka reprodukovatelnost EOF a tedy

vysledkl méteni.

Obr. 1 Vliv EOF na migra¢ni rychlost iontl

-

wid @fﬁ &

Injection — Detection

ANODE CATHODE
+ SRORED) O ®e  —

\Capillary
CATIONS EoF > 4 — = - 2
NEUTRALS 00 = —
ANIONS =eeeiOf oy . B =EM

*Prevzato z Swiss Laboratory for Doping Analyses [online]. 9. 9. 2011 [cit. 25. 11. 2011]. Dostupné z World
Wide Web: <http://www.doping.chuv.ch/ >
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Dalsim faktorem, ktery mtze ovlivnit analyzu, je zptsob davkovani vzorku. Pouzivaji se
dva zpusoby: elektrokinetické a hydrodynamické davkovani. Elektrokinetické davkovani se
provadi tak, ze se mezi elektrody na koncich kapilary vlozi po dobu n€kolika sekund napéti
fadoveé v jednotkach kilovolti. EOF zpiisobi nasati malého mnozstvi vzorku do vstupni
casti kapilary. Vyhodou elektrokinetického davkovani je moznost zakoncentrovani
stanovovanych latek pti vhodné kombinaci slozeni vzorku a zékladniho elektrolytu, coz
vede ke zvyseni citlivosti stanoveni. Jeho nevyhodou je, ze pii davkovani dochéazi k
preferenci kationtli pfed anionty, protoze kationty jsou pfitahovany smérem ke katod¢, a
tudiz do kapilary, u aniontd je tomu naopak. Hydrodynamické davkovani neboli davkovani
tlakem tento nedostatek odstranuje. Klasicky se provadi tak, ze se nadobka se vzorkem
zvedne o néco vys, nez je vystupni nadobka, ¢imz se na hladin€ vytvoii ptetlak, vlivem
kterého se nadavkuje nékolik nanolitrit vzorku. U drtivé vétSiny moderni instrumentace se
vSak k vytvoteni ptetlaku pouziva inertni plyn z tlakové nadoby nebo vzduchova pumpa

zabudovana v pfistroji.

Vyhodou CZE je pomérné kratka doba separace — od desitek sekund do pfiblizn¢ dvaceti
minut (déletrvajici separace se vétSinou nepouzivaji). Pii vlastni separaci se pracuje s
napétim nckolika desitek kV a proudem do 100 pA. Pokud by proud piesdhl tuto hodnotu,
doslo by k pfiliSnému zahtivani roztoku uvnitf kapilary. Teplo, které takto vznika, neplisobi
na vyslednou separaci pfili§ pfiznive, jelikoz deformuje rychlostni profil analytu na
parabolicky. Zmény teploty navic vyrazné ovliviiuji rychlost migrace iontt. Teplota se

béhem méfeni udrzuje obvykle na 25 °C proudici chladici kapalinou nebo vzduchem.

K detekci iontl se nejéastéji pouziva absorpéni spektrometricky detektor. Pro jeho funkci je
nutné vytvofit tzv. detekéniho okénko. To je pobliz vystupniho konce kapilary a vznika
tepelnym, mechanickym nebo chemickym odstranénim polyimidové vrstvy. Detektor méfi
ubytek intenzity paprsku o dané vinové délce po jeho priichodu roztokem v kapilafe v misté
detek¢niho okénka. Absorbance zon, které v daném Case prochéazeji detekénim okénkem, je

zaznamenavana do grafu, ktery se nazyva elektroferogram. Prichod latky, ktera absorbuje
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zateni dané vinové délky, se v ném projevi prudkym vykyvem absorbance. Pro tyto vykyvy
se pouziva z angliCtiny prevzaty nazev “pik”. Pocet takto ziskanych piki odpovida poctu
zon, které se pii pruchodu kapildrou vzajemné separovaly. Pokud separované latky
absorbuji v daném spektru vice nez okolni elektrolyt, projevi se to na elektroferogramu
kladnym pikem. Takova detekce se nazyva ptimd. Pokud vSak dochazi k separaci latek,
které absorbuji Spatné nebo vibec, piidd se do elektrolytu silné absorbujici latka.
Separované zony pak absorbuji méné nez okolni elektrolyt a v elektroferogramu se projevi
ve form¢ zaporného piku. Dalsi, méné Casta metoda detekce je vodivostni detektor. Ten
pracuje na principu méfeni vodivosti roztoku v kapilare. Pokud se vodivost roztoku li§i od
vodivosti elektrolytu, detektor tuto zménu zaznamena. Tento zplisob méfeni je vhodny

pfedevsim pro ionty, které UV zafeni absorbuji Spatné nebo viibec.

Piky poskytuji kvalitativni i kvantitativni informaci o latkédch ve vzorku. Z migra¢niho ¢asu
lze vypocitat jejich elektroforetickou mobilitu a tim 1 do jisté miry urcit, o jakou latku se

jedna. Plocha zaznamenaného piku je pak pifimo imérnd mnozstvi latky ve vzorku.

v

Existuje nékolik vyhodnocovacich metod. Nejcastéjsi je metoda kalibra¢ni pfimky. Pfi té se
zméti nekolik (alesponn 5) vzorkli o znamé koncentraci dané latky a vytvoii se graf
zavislosti plochy piku na téchto koncentracich. Do takto vytvofeného grafu je pak mozZzno
vynést naméfenou hodnotu a odecist koncentraci. Dal§i moznosti je metoda tzv.
standardniho pfidavku. Pfi té se zméfi n€kolik koncentraci, kazda je o znamou hodnotu
vy$§i nez ta predchozi. Z naristu plochy pikll je pak moZzno dopocitat kalibra¢ni zavislost.

Nevyhodou tohoto zptsobu je mnohem vétsi nepifesnost nez u metody kalibra¢ni kiivky.

K dispozici je Siroké spektrum riznych CZE metod, kazda je vhodna pro separaci jinych
iontd. Pouziti konkrétni metody pro konkrétni vzorek proto zalezi predevSim na jeho

povaze a predpoklddaném slozeni (napt. pitna voda, biologické vzorky, potraviny).
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1.3 Problematika malych iontu

Jak uz bylo feceno diive, EOF mé vétsinou vétsi rychlost, nez je migracni rychlost ionti,
diky ¢emuz je mozné analyzovat kationty 1 anionty soucasné. Problém vSak muze nastat u
aniontd s velmi malym polomérem. Cim je mensi polomér iontu, tim migruje rychleji, a
v tomto piipad¢ se mize stat, Ze migracni rychlost iontu bude téméf stejnd nebo dokonce
veétsi nez EOF. V pripad¢ kationtil to ptiliS nevadi, u aniontt ale tento fakt zptsobi, ze se
doba jejich analyzy neumérné prodlouzi, popiipad¢ neptijdou analyzovat vlbec, protoze
poputuji k anodé¢, a tudiz smérem od detektoru. Tato situace se fesi potlacenim az zménou

sméru EOF.

Toho lze docilit tak, ze se do zakladniho pufru piida vhodné aditivum — Kationtova
povrchovée aktivni latka. To je zpravidla organicky kationt s dlouhym alifatickym fetézcem.
Kladna cast latky se navaze na zaporné nabitou sténu kapilary a dlouhy fetézec je
orientovan smérem ke stfedu kapilary. Dalsi vrstva molekul pfisedne diky hydrofobni
interakci mezi alifatickymi fetézci na prvni vrstvu tak, Ze kladn€ nabité skupiny molekul
druhé vrstvy jsou orientovany dovniti kapilary. Tim dojde v podstaté k prevraceni
znaménka naboje vnitfniho povrchu kapilary. Aplikace elektrického napéti do takového
systému by zpUsobila, Ze veskery roztok v kapildfe by zac¢al vlivem EOF migrovat smérem
k anodé, ktera se nachéazi u vstupniho konce kapilary, proto se soucasné pouziva i tzv.
obracena polarita napéti, diky které dojde k zaméné elektrod a EOF tak opét sméiuje k

elektrod€ na vystupnim konci kapilary.

Mezi latky s timto uc¢inkem patii naptiklad propan-1,3-bis(tripropylfosfonium)fluorid, ktery
byl pouzit u prvni testované metody, ¢i cetyltrimethylammonium chlorid (CTAC) pouzité

pfi vyvoji nové metody.
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1.4 Dusitany a dusi¢nany ve vodé

Dusik se v pitnych vodach vyskytuje ve tfech zakladnich formach — jako dusitany,
dusicnany a amoniakalni dusik. Ve své praci se veénuji stanovovani prvnich dvou

zminénych iontt.

Dusitany jsou velmi nestalé, ve vodach se proto vyskytuji jen ve velmi malych
koncentracich a to zpravidla pfi biologickych preménach dusi¢nani nebo amoniakélniho
dusiku. Jejich vliv na lidsky organismus je nepiiznivy, proto je jejich mezni hodnota velmi

nizka — 0,1 mg/I pro pitné i kojenecké vody.

Dusi¢nany se ve vodach nachazeji v pomérné vysokych koncentracich, patii mezi Ctyti
nejhojnéji zastoupené anionty vod. Vyskytuji se ve vodach pitnych, uzitkovych i
odpadnich. Dostavaji se sem s destém, ktery je odplavuje z poli vyZivovanych hnojivy na
bazi dusiku (napt. ledek), jako produkt metabolismu nebo disledek fekalniho nebo

primyslového znec€isténi.

Pro clovéka nejsou samy o sobé pfrili§ zdvadné, v travicim traktu ale dochéazi k jejich
redukci na dusitany a ty mohou zpusobit zvlasté u kojencti dusitanovou alimentarni
methemoglobinemii, pfi dlouhodobé konzumaci pak rakovinu jater, Zaludku nebo
mocového méchyfe. Z tohoto diivodu je stanovena limitni hodnota pro vyskyt dusi¢nanii v
pitné vodé¢ na 50 mg/l a ve vodé kojenecké na 15 mg/l. Obsah dusi¢nant je tak jednim ze

zékladnich ukazatela celkové kvality (nejen pitné€) vody.
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1.4.1 BéZné pouzivané metody stanoveni

Existuji desitky metod, které umoznuji stanovit mnozstvi dusitant i dusi¢nanti ve vodach.
Kazda ma své vyhody a nevyhody, nelze tedy jednoznacné doporucit konkrétni metodu.

Jeji volba zalezi pfedevsim na typu kontrolované vody.

Dusitany se pomérné rychle oxiduji na dusi¢nany, proto je vhodné odebirat a analyzovat
vzorky v co nejkrat§im Casovém intervalu a pouze v piipad¢ nutnosti je uchovavat pii
teploté do 5 °C v lahvich z polyethylenu nebo boritokfemicitého skla. Potom se vSak musi
pocitat s jistou pozitivni chybou v naméfeném mnozstvi dusi¢nant a negativni chybou v

mnozstvi dusitanu.

1.4.1.1 Dusitany

Nejcastéjsi metodou pouzivanou pro stanoveni téchto iontl je spektrofotometrie. Pii té se
vyuziva schopnosti kyseliny dusité uvolnéné z dusitani ve vzorku diazotovat aromatické
aminy. Vznikaji diazoniové soli, které dalsi reakci (tzv. kopulaci) ptechazeji na azobarvivo
charakteristického zabarveni. Jeho intenzita je pfimo imérnd obsahu dusitanti ve vzorku.
Meéii se pii vinové délce 520 nm. Pavodni postup pochézi z roku 1889 a nazyva se po
svych objevitelich Griesseho — Ilosvayova metoda. Jeji popis je uveden niZe ve druhé

kapitole.

Tato metoda vyuZzivala ke kopulaci a-naftylamin, ktery je vSak od roku 1966 oznacen jako
karcinogenni latka. Proto se béZné pro kopulacni reakce pouzivaji jiné arylaminy. Hodné se
doporucuje Cléve-kyselina (1-naftylamin-7-sulfonova kyselina) nebo NED-dihydrochlorid
(N-(1-naftyl)-ethylendiamin-dihydrochlorid). K diazotaci se pouziva bud kyselina

sulfanilovd, nebo jeji amid. Ten je pouzivanéjsi, nebot’ jeho roztok je stabilngjsi a reakcni
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rychlost jeho diazoniové soli pfi kopulaci je vyS$$i, nez u samotné kyseliny sulfanilové.

Reakce probihaji v prostiedi kyseliny fosfore¢né nebo hydrogensiranu draselného.

V soucasné platné CSN, mezinarodni normé ISO a evropské normé EU se pro diazotaci
pouziva amid kyseliny sulfanilové a ke kopulaci NED-dihydrochlorid, pficemz ob¢ reakce

probihaji v prostiedi kyseliny fosforecné.

1.4.1.2 Dusi¢nany

Kyselina dusicnd nitruje nékteré aromatické latky na pfislusné nitroderivaty
charakteristického zabarveni. Mira zabarveni je pak pfimo umérnd obsahu dusi¢nanil
v analyzovaném vzorku. Toho vyuzivaji pfislusné spektrofotometrické metody, ptesto
neexistuje univerzalni zptsob pro stanoveni dusi¢nanti ve vodé. CSN kodifikuje tfi
spektrofotometrické metody, z nichz nejjednodussi je fotometricka metoda s pouzitim 2,6-
dimethylfenolu ve fotometrickych zkumavkach, ktera je zaroven nejvhodnéjsi pro analyzu

pitné vody.

V prostfedi koncentrované kyseliny sirové a koncentrované kyseliny fosforecné reaguji
piitomné dusi¢nany s 2,6-dimethylfenolem. Vznika 4-nitro-2,6-dimethylfenol cihlové
¢ervené barvy. Jeho mnozstvi se pak vyhodnocuje pfi vinové délce 324 nm. Ke kazdému
vzorku se vzdy pfidava amidosirova kyselina eliminujici rusivy vliv dusitani, které vlastni

reakci s 2,6-dimethylfenolem tvoii obdobné zbarvenou slouceninu jako dusi¢nany.

1.4.2 CZE metody stanoveni

Jak jiz bylo zminéno v piedchozich dvou podkapitolach, pouzivaji se ke stanoveni dusitanti

a dusi¢nanii ve vodé predevSim metody spektrofotometrické. Presto vsSak existuje
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1 mnozstvi metod pro kapilarni elektroforézu, které umoziuji tyto ionty v roztoku stanovit

soucasne.

Pti hledani podkladd pro vyvoj nové metody bylo nalezeno nékolik stavajicich, které byly
téz pouzivany ke stanovovani dusitand a dusinanti v rGznych vzorcich. Ve vSech
vybranych metodach je pouZita kiemenna kapilara. Oztekin a kol.® pouzivaji kapilaru
potazenou polyethyleniminem, ktery obraci EOF. Do pufru tak neni nutné ptidavat zddnou
povrchové aktivni latku. Béznd povrchové aktivni latka pfidavand do pufru je CTAB
(Martinez a kol.”) nebo CTAC (Guan a kol.?, Fukushi a kol.?). Boudko a kol.'® pouzivaji do
pufru pfidavek tetradecyltrimethylamonium hydroxidu (TTAOH). Jako pufr se b&zné
pouziva rtizn¢ koncentrovany tetraboritanovy (Guan a kol., Fukushi a kol.) nebo boritanovy
(Boudko a kol.). Zajimavosti v tomto pfipadé¢ je, ze do pufru pridavaji arginin, coz neni

iplné bézné. Oztekin a kol. vyuzivaji TRIS a Martinez a kol. pouzivaji pufr fosfatovy.

*OZTEKIN, NEVIN, NUTKU, M. SAID, ERIM, F. BEDIA. Simultaneous determination of nitrite and nitrate
in meat products and vegetables by capillary electrophoresis Food chemistry [online]. 2002, ¢. 76 [cit. 18.
11.2011]. Dostupny z World Wide Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881460100287>. ISSN 0308-8146

"MARTINEZ, V., GARCIA, N., ANTIGUEDA, 1., ALONSO, R. M., JIMENEZ, R. M. Capillary
electrophoresis as a useful tool for the analysis of chemical tracers applied to hydrological systems.
Journal of Chromatography A [online]. 2004, ¢. 1032/1-2 [cit. 18. 11. 2011]. Dostupny z World Wide
Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508>. ISSN 0021-9673

8GUAN, FUYU, WU, HUIFANG, LUO YI. Sensitive and selective method for direct determination
of nitrite and nitrate by high-performance capillary electrophoresis Journal of Chromatography A
[online]. 1996, ¢. 719/2 [cit. 18. 11. 2011]. Dostupny z World Wide Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0021967395007350>. ISSN 0021-9673

SFUKUSHI, KEIICHI, TAKEDA, SAHORI, CHAYAMA, KENJI, WAKIDA, SHIN-ICHI. Application
of capillary electrophoresis to the analysis of inorganic ions in enviromental samples Journal of
Chromatography A [online]. 1999, &. 834/1-2 [cit. 18. 11. 2011]. Dostupny na World Wide Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967398010073>. ISSN 0021-9673

YBOUDKO, D. Y., COOPER, B. Y., HARVEY, W. R., MOROZ, L. L. High.resolution microanalysis of
nitrite and nitrate in neuronal tissues by capillary electrophoresis with conductivity detection. Journal of
Chromatography B [online]. 2002, &. 774/1 [cit. 18. 11.2011]. Dostupny z World Wide Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023202002192>. ISSN 2570-0232
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K detekci se pouziva absorpéni detektor pracujici pii vinové délce 191 — 220 nm (Guan a
kol., Oztekin a kol., Martinez a kol.) nebo 260 nm (Fukushi a kol.). Boudko a kol. vyuzivaji
k detekci vodivostni detektor. Tti z téchto péti metod jsou pouzivany k analyze rtiznych
druhti vody (¥i¢ni, moiska, snih apod.). Boudko a kol. svoji metodu vyuzivaji k analyze

neurologickych vzorkii a Oztekin a kol. k analyze masa a zeleniny.

Nejnizsiho limitu detekce dosahli Guan a kol. (0,4pg/l u dusitani a 1 ng/l u dusi¢nant),
nicméné ve své praci uvadi, Ze pii méteni praktickych vzorkl naptiklad ficni vody méli
problém s interpretaci relativné malého piku dusitant vedle velkého piku dusi¢nant. Jako
podklad pro vyvoj nové metody byla pro svlij nizky LOD pouzita pravé tato metoda,
povedlo se vsak odstranit problém v analyze rozdilného mnozstvi dusi¢nanti a dusitanti pro

pitné vody.
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2 Metodika

2.1 Chemikalie a pristroje

TRIS (99,9%), kyselina chlorovodikova (38%), ACN (99,9%), CTAC (25% ve vod¢) byly
dodany firmou Sigma-Aldrich (Saint Louis, MO, USA). Kyselina fosfore¢na (85%),
kyselina octova (Cistd), kyselina sulfanilova (p. a.), naftylamin (p. a.), hydroxid sodny
(98%), dusitan sodny (99%), dusi¢nan draselny (99,8%), jodid draselny (p. a.), jodi¢nan
draselny (p. a.) a tetraboritan sodny — dekahydrat (99,5%) pochazi ze zavodu Chemapol
(Praha, CR). Chlorid draselny (99,5%) byl vyroben firmou Lach-Ner (Neratovice, CR).
K meéfeni byla pouzita kapilarni elektroforéza od firmy Agilent Technologies, (Waldbronn,

Némecko) a 8543 UV-Visible spektrofotometr od téhoz vyrobce.
2.2 Puavodni CZE metoda

K prvni sérii méfeni byla pouZita metoda vyvinutd na University of Texas at Arlington.'!
Cilem prace bylo ov¢tit, zda je dana metoda dostateéné citliva, aby ji bylo mozno vyuzit

pro detekci dusitanti a dusi¢nanti v pitné vodé.

K separaci je pouzivana kfemenna kapilara o vnitfnim priiméru 50 pm. Jeji celkova délka je
37 cm, délka od vstupni vialky k detektoru 28,5 cm. Déavkovani vzorku je provadéno
tlakem 2,5 kPa po dobu tii sekund. Napéti vlozené mezi konce kapilary je -15 kV. Teplota
je udrZzovana na hodnoté¢ 25 °C. K detekci jednotlivych zo6n slouzi absorpéni
spektrometricky detektor pracujici pfi vinové délce 200 resp. 214 nm, coZ je pro dané

meéteni nejeitlivéjsi oblast.

Kazd4d nova kapilara je pfed pouZitim promyta deset minut hydroxidem sodnym o

koncentraci 1 mol/l a deset minut deionizovanou vodou. Pfed kazdym dal§im méfenim je

UK RIZEK, T., BREITBACH, Z. S., ARMSTRONG, D. W., TESAROVA, E., COUFAL, P. Separation of
inorganic and small organic anions by CE using phosphonium-based mono- and dicationic reagents.
Electrophoresis,2009, ro¢. 30, ¢. 22, s. 3955-3963. ISSN 1522-2683
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navic promyta po dobu dvou minut jednomoladrnim hydroxidem sodnym, jednu minutu

deionizovanou vodou a jednu minutu pufrem.

Pufr tvofi roztok 50 mM 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diolu (TRIS) a 20 mM propan-
1,3-bis(tripropylfosfonium)fluoridu s pfidavkem 5% acetonitrilu (ACN). Jeho pH je

kyselinou trihydrogenfosforecnou upraveno na hodnotu 7.

2.3 Nova CZE metoda

K separaci se pouziva kiemenna kapilara o vnitinim priméru 75 pum. Délka od vstupni
vialky k detektoru je 53,54 cm, celkova délka pak 62 cm. Je pouzito elektrokinetické
davkovani o hodnoté napéti -5 kV po dobu 15 sekund. Teplota je udrzovéana na hodnoté 25
°C. K detekci jednotlivych zén slouzi absorpéni spektrometricky detektor pracujici pii

vlnové délce 200 nm.

Kazda nova kapilara je pfed pouZitim promyta deset minut hydroxidem sodnym o
koncentraci 1 mol/l a deset minut deionizovanou vodou. Pred kazdym dal§im méfenim je
navic promyta po dobu dvou minut jednomolarnim hydroxidem sodnym, jednu minutu

deionizovanou vodou a jednu minutu pufrem.

Pufr tvofi roztok 50 mM TRIS a 0,1 mM CTAC. Jeho pH je kyselinou chlorovodikovou

upraveno na hodnotu 7.
2.4 Spektrofotometricka metoda

Ke stanoveni dusitani ve vzorcich vod byla vybrana piivodni spektrofotometrickd metoda
zroku 1889 (Griesseho — Ilosvayova metoda).  0,3% kyselina sulfanilova (4-
aminobenzensulfonovd kyselina) v 30% kyseliné octové byla diazotovana kyselinou

dusi¢nou (z dusitani ze vzorku). Nasledné doslo ke kopulaci s 0,5% a-naftylaminem.
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Intenzita zabarveni vzniklého azobarviva byla zméfena pomoci absorpcniho
spektrofotometru pii vinové délce 527 nm. Méfeni probihalo v kyveté z ¢irého plastu o
optické draze'? 1 cm. Pied samotnym méfenim byla provedena 1 tzv. korekce na barvu. Pti
té se zpracuje duplikatni vzorek, ale bez vybarvovaciho Cinidla. U n¢j se rovnéz zméii
absorbance (Ab). Naméfend absorbance se oznali Ap. Vysledna hodnota absorbance

odpovidajici obsahu dusitant je pak rovna A, — Ap.

20ptické draha je sou¢in indexu lomu a geometrické drahy, kterou musi svétlo urazit
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3 Vysledky méreni
3.1 Pivodni metoda

3.1.1 Kalibrace

Ke kalibraci metody byla pouzita kalibra¢ni kiivka. Bylo zméfeno osm riznych znamych
koncentraci dusitanti i dusi¢nani. Tyto koncentrace se pohybovaly v hodnotach od 0,5 do
50 mg/l. Kazda koncentrace byla pro dosazeni vétsi presnosti kalibrace zmeétena tiikrat. Ke
kazdému vzorku byl navic pfidan jodidovy aniont v koncentraci 50 mg/l, jehoz plocha zde
slouzi jako standard, ke které jsou vztazeny hodnoty ploch pikl separovanych latek, aby se
minimalizovaly odchylky jednotlivych méteni. Ke kalibracni kiivce byl zaroven vytvoren
graf a rovnice zavislosti (Obr. 2). Do rovnic pro kalibra¢ni kiivky se nasledné¢ dosadi

hodnoty namétené u jednotlivych vzorki a vypocita se konkrétni obsah iontd.

Obr. 2 Zavislost relativni plochy piku na koncentraci dusitant a dusi¢nant

< Dusitany

©® Dusi¢nany

Relativni plocha piku

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Koncentrace [mg/l]

Zékladni parametry ur¢ené kalibraci jsou smérnice a usek kalibracni pfimky a dale limit

cvwr

pro kterou je jes$t€é mozno spolehlivé uréit pritomnost daného analytu ve vzorku. Limit
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v

pfitomnost ve vzorku, ale i jeho koncentraci.

Pro dusi¢nany byl limit kvantifikace vypocten na 1,8 mg/l a limit detekce na 0,54 mg/l, coz
jsou velmi ptiznivé hodnoty (mezni hodnota pro obsah dusi¢nant v kojenecké a pitné vodé
je 15, resp. 50 mg/l) a metodu je tudiZ mozno bez problémi pouzit ke stanoveni téchto
iontl. Pro dusitany vSak limit detekce vysel 0,75 mg/l a limit kvantifikace dokonce 2,50
mg/l, coz 25x% ptekracuje nejvyssi piipustnou hodnotu pro vyskyt dusitan v pitné vodg.
Vyssi limit detekce pro dusitany byl zplsoben systémovym pikem v blizkosti piku
dusitanu, coz znemoznilo jeho interpretaci v nizkych koncentracich a zaroven zvysilo
hodnotu useku kalibracni pfimky. Z toho divodu byla nasledné pouzita metoda absorpéni
spektrofotometrie. Relativni smérodatna odchylka™ méfeni je velmi nizk4: pro migraéni
Casy iontu se tyto hodnoty pohybuji v desetinach procent (0,22 % pro dusitany a 0,19 % pro
dusi¢nany) a rovnéz pro plochy piki jsou velmi piiznivé (pro dusitany 1,46% a pro
dusi¢nany 2,18%).

Tab. 1 Dilezité hodnoty kalibrace pro dusitany a dusi¢nany

Dusitany Dusi¢nany
LOD [mg/1] 0,75 0,54
LOQ [mg/1] 2,50 1,80
Smérnice [1/mg] 0,04 0,03
Usek 0,02 0,07

3.1.2 Méreni realnych vzorkiu

K otestovani presnosti této metody bylo pouzito sedm vzorkl balenych vod a pét vzorkt
vod studni¢nich a vodovodnich. Méfené balené vody byly zakoupeny v Praze a §lo o tyto
znacky: Rajec, Bonaqua, Vittel, Evian, Contrex, San Benedetto a Toma Natura. Méteni

byla provedena pied vyprSenim minimalni expiratni doby a vody byly otevieny

BRelativni smérodatna odchylka je hodnota, ktera uréuje, nakolik se od sebe lidi vysledky opakovanych
mefeni t€hoz vzorku. Uvadi se v procentech, a ¢im nizsi je, tim se vysledky méné 1isi.
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bezprostiedné pred analyzou. Podle méfeni vSechny znacky splituji normy na kvalitu
kojenecké vody. V tabulce 2 je srovnani naméfenych hodnot a hodnot uvedenych vyrobcem

na etiketé.

Tab. 2 Srovnani naméfenych a vyrobcem deklarovanych

hodnot pro balené vody
Balena Obsah Interval Hodnota
voda dusi¢nanit | spolehlivosti | deklarovanad
mg/l +/- mg/l na etiketé
Rajec 11,33 0,54 8,90
Bonaqua 6,81 0,45 6,80
Toma 7,16 0,42 6,00
natura
Contrex 4,77 0,47 2,90
Evian 4,23 0,48 3,70
Vittel 7,05 0,45 4,30
San 8,05 0,45 6,80
Benedetto

Pét vzorkl vod studni¢nich a vodovodnich bylo vybrano s ohledem na jejich dostupnost.
VSechny vzorky byly odebrany do lahvi z PE a to nejpozdé&ji den pted analyzou.
Uchovavany byly v chladni¢ce pii teploté 5° C. Voda odebrana na M¢lniku pochazi z
vodovodniho fadu, je podpovrchové z pramene M¢lnicka Vrutice, ktera svou kvalitou
spliiuje naroky na kojeneckou vodu. To potvrzuje ve svych rozborech i dodavatel, firma
Veolia voda, a. s. Voda prazska splituje parametry na pitnou vodu a stejné tak i studni¢ni
voda z Vehlovic. Naproti tomu voda z Citova obsahuje t¢éméf dvojndsobné mnozstvi
dusi¢nand, a neni proto vhodna k trvalému uzivani. Pramen Svétice byl historicky nejstarsi
zdroj vody pro Mélnik a jesté pfed ne€kolika lety obsahoval kvalitni pitnou vodu. O studnu
se vSak nikdo nestaral a byla obnovena aZ v roce 2010. Voda k analyze byla odebrana
kratce po obnoveni studanky. Analyza prokéazala, Ze voda neni vhodna k piti, jelikoz

stanovenou hodnotu piekracuje témet 1,5x. Hodnoty jsou ptehledné shrnuty v tabulce 3.
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Jelikoz byly tyto vysledky vyhodnocovany metodou standardniho pfidavku, jsou intervaly
spolehlivosti §irsi nez u vysledkd balenych vod, které byly vyhodnocovany metodou

kalibracni kiivky.

Tab. 3 Hodnoty naméfené pro vodovodni a

studniéni vody
Vodovodni & Obsah dusi¢nanii Interval
studni¢ni voda mg/l spolehlivosti +/-

mg/l

Mélnik 11,24 2,71
Svétice 125,8 9,57
Citov 97,9 21,76
Vehlovice 48,7 9,96
Praha 23,4 4,31

3.2 Nova metoda
3.2.1 Kalibrace

Ke kalibraci metody byla pouzita kalibra¢ni kiivka. Metoda byla kalibrovana pro méteni
realnych vzorki, tedy pro rozdilné koncentrace dusitani a dusi¢nanti. Bylo zméfeno celkem
Sest riznych dvojic koncentraci, které se pohybovaly v hodnotach od 0,15 do 0,01 mg/1 pro
dusitany a od 7,5 do 0,25 mg/l pro dusi¢nany. Kazda dvojice koncentraci byla pro dosazeni
veEtsi presnosti kalibrace zmétena trikrat. Ke kazdému vzorku byl pfidan jako standard

jodi¢nanovy aniont v koncentraci 15 mg/I.
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Obr. 3 Kalibra¢ni kfivka pro dusitany a dusi¢nany

dusitany dusi¢nany
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Pro dusi¢nany byl limit detekce vypocten na 0,08 mg/l a limit kvantifikace na 0,27 mg/l.
Limit detekce pro dusitany je 0,01 mg/l a limit kvantifikace 0,03 mg/l, coz je 3,3x mén¢
nez je pripustnd hodnota pro dusitany. Nebyl tudiZz problém metodu pouzit pro stanoveni

obou iontu soucasné.

RSD méfeni je velmi nizka. Pro migracni Casy iontil se pohybuje v hodnotach 0,91% pro
dusitany a 0,81% pro dusi¢nany. RovnéZ pro plochy piki je pfi danych koncentracich velmi

dobra — 5,70% pro dusitany a 1,02% pro dusi¢nany.

Tab. 4 Dilezité hodnoty kalibrace pro dusitany
a dusi¢nany

Dusitany Dusi¢énany
LOD [mg/l] 0,01 0,08
LOQ [mg/1] 0,03 0,27
Smérnice [1/mg] 0,23 0,26
Usek 0,01 0,06

3.2.2 Méreni realnych vzorkii

K méfeni praktickych vzorkli bylo pouZito osm znacek balenych vod a pét vzorkli vod

vodovodnich. Métené balené vody byly zakoupeny v Praze a $lo o tyto znacky: Aqua
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Anna, Albert voda, Dobra voda, Korunni, Mdma a ja, OndraSovka, Perrier a Tesco voda.

Meéfieni byla provedena pfed vyprSenim minimalni expiracni doby a vody byly otevieny

bezprosttedn¢ pied analyzou. Podle méfeni vSechny znacky splituji normy na kvalitu

kojenecké vody v obsahu dusitanti i dusi¢nant. Obsah dusitant byl mnohdy tak nizky, ze

jej nebylo mozno viibec zaznamenat. V tabulce 5 je srovnani namétenych hodnot a hodnot

uvedenych vyrobcem na etiketé.

Tab. 5 Srovnani naméfenych a vyrobcem deklarovanych

hodnot pro balené vody

Balend Obsah Interval Hodnota Obsah Interval Hodnota
voda dusi¢nani | spolehlivosti | deklarovand | dusitanii | spolehlivosti | deklarovand
mg/l +/- mgl/l na etiketé mg/l +/- mgl/l na etiketé
Aqua Anna 6,19 0,32 6,57 0,06 0,01 neuvadi
Albert 16,05 2,31 neuvadi <LOD - neuvadi
Dobra voda | <LOD - <0,03 0,04 0,04 <0,02
Korunni 1,11 0,03 neuvadi <LOD - neuvadi
Méma a ja 1,48 0,04 <0,1 <LOD - <0,02
Ondrasovka | < LOD - <0,1 <LOD - <0,01
Perrier 6,39 0,42 18,00 <LOD - neuvadi
Tesco <LOD - neuvadi <LOD - neuvadi

Pét vzorkli vodovodnich vod bylo odebrano na vice mistech republiky. VSechny vzorky

byly odebrany do lahvi z PE a to nejpozdé€ji den pted analyzou. Uchovavany byly v

chladnicce pii teploté 5° C. VSechny vzorky spliuji kritéria na kojeneckou vodu z hlediska

obsahu dusitanil i dusi¢nanti. Hodnoty jsou ptehledné shrnuty v tabulce 6.
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Tab. 6 Hodnoty namétené pro vodovodni a

studni¢ni vody

Vodovodni & Obsah Interval Obsah dusitanii Interval
studni¢ni voda dusi¢nanit mg/l | spolehlivosti +/- mg/l spolehlivosti +/-
mg/l mg/l

Mélnik 11,11 1,36 <LOD -

Cesky Krumlov 4,84 0,19 <LOD -

Volyné 7,62 0,49 <LOD -

Lib&chov 16,48 3,09 <LOD -

Praha 28,63 7,60 <LOD -

3.3 Spektrofotometricka metoda
3.3.1 Kalibrace

Ke kalibraci spektrofotometrické metody byla pouzita kalibra¢ni kiivka. Bylo zméteno

deset znamych koncentraci roztoku dusitanti v rozmezi od 5 do 600 pg/l. Absorbance byla

zmgéfena pii vinové délce 527 nm a pro kazdy vzorek jednou. Nasledné byl vytvoren graf

linearni zavislosti absorbance na koncentraci roztoku, podle n¢hoz byly nasledné

vyhodnocovany konkrétni vzorky vod.

Tab. 7 Dulezité hodnoty kalibrace

pro dusitany

Dusitany
LOD [mg/l] 0,02
LOQ [mg/l] 0,05
Smeérnice [1/mg] 4,24
Usek 0,01
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Obr. 4 Zavislost absorbance vzorku na
koncentraci dusitand

2.5 A

Absorbance

< Dusitany

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6
Koncentrace [mg/l]

3.3.2 Méreni realnych vzorki

Tato metoda byla pouzita k doméfeni obsahu dusitanG ve vzorcich pouzitych k ovéfeni
funkénosti prvni CZE metody. Jedna se o totozné vzorky danych vod zmétfenych v ramci
dvou dnl. Mnozstvi dusitanli ve vSech vzorcich balenych 1 vodovodnich vod bylo tak

nizké, Ze ani tato CSN kodifikovana metoda je nebyla schopna zaznamenat.
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Z.avér a diskuze

Jelikoz vysledky ukazaly, ze pivodni metoda neni pro své vysoké LOD a LOQ vhodna pro
stanoveni dusitand a dusi¢nant ve vod¢, pristoupili jsme k vyvoji nové metody, kterd by

svymi parametry jiz vyhovovala.

Pro vyvoj této metody poslouzila jako podklad jiz zminénd metoda podle Guana a kol.
Cilem bylo optimalizovat dostate¢né citlivou metodu pro soucasné stanoveni dusitant i
dusi¢nant v redlnych vzorcich. Bylo tudiz potieba vhodné upravit separa¢ni podminky —

sloZeni a pH pufru a zptisob davkovani.

Jako prvni byl pouzit 20 mM fosfatovy pufr, pH 7, s ptidavkem 1 mM CTAC. Takto
ziskané piky dusitanti i dusi¢nanti byly 1 pfi vysokych koncentracich rozmyté a tudiz Spatné
reprodukovatelné. Pufr byl proto zménén na 20 mM boritanovy, pH 7, s ptidavkem 1 mM
CTAC, ale nevykazoval vyrazné zlepSeni separace. Byl proto vyzkousen jiz v ptedchozi
metodé osvédéeny TRIS v koncentraci 50 mM, pH 7, také s ptidavkem 1 mM CTAC. Pti
pouziti TRISu probihala separace dobie. Piky byly ostré a doba separace nebyla pfrilis
dlouha. Z tohoto diivodu bylo rozhodnuto, Ze se pro dalsi postup pouzije tento pufr. Bylo
vSak tfeba optimalizovat koncentraci aditiva. Pro tuto optimalizaci byly zméfeny
koncentrace od 0,05 do 0,5 mM. Koncentrace aditiva ovliviiuje Cas i G¢innost separace.
Nejlepsi vysledky byly dosazeny 0,1 mM CTAC pii pH roztoku 7. Migracni €as pro
koncentraci CTAC 0,5 mM nebyl sice vyrazné odlisny od toho pii koncentraci 0,1 mM, ale

vyssi obsah CTAC mél nepiiznivy vliv na G¢innost separace (Obr 5).
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Obr. 5 Elektroferogramy pro rizné koncentrace CTAC — A - 0,05 mM, B — 0,1 mM, C - 0,5 mM,

D - z&vislost migra¢niho ¢asu na koncentraci CTAC pro dusi¢nany. Koncentrace obou iontti je 50 mg/1.
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Vzhledem k tomu, Ze na G¢innost separace ma vliv i pH roztoku, byla ovéfena uc¢innost
separace pii celo€iselnych hodnotach pH od 6 do 9. Experimentalné bylo potvrzeno, Ze pfi
mensich rozdilech hodnot pH neZ celociselnych se u¢innost separace méni jen minimalné.

Ukazalo se, Ze nejlepsi hodnota pH pufru je 7 (Obr. 6).

Obr. 6 Zavislost G¢innosti separace na

pH pufru
4
S 35
L . .
; 15 L PY + Dusitany
E 1 Dusi¢nany

B 05

0 T T T T 1

5 6 7 8 9 10

pH pufru
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Pro toto sloZeni separa¢niho pufru byla namétena kalibra¢ni kiivka. Limit detekce pro

dusi¢nany vysel vcelku dobie - 0,58 mg/l - a limit kvantifikace 1,95 mg/l. Problém v8ak
nastal v ptipad¢ dusi¢nanti. Limity detekce a kvantifikace byly sice niz§i, nez u piivodni
metody (LOD - 0,33 mg/l, LOQ — 1,09 mg/1), pfesto se ani v jednom piipadé nepodafilo

ptekrocit hranici 0,1 mg/l, coz je maximalni pfipustna hodnota pro obsah dusitant.

MozZznym feSenim byla zména zpusobu davkovani. Pii vSech dosavadnich métfenich bylo
pouzito hydrodynamické davkovani. Pouziti elektrokinetického davkovani pfinesla
neocekavané zvyseni citlivosti. Davkovani bylo provedeno aplikaci napéti -5 kV po rizné
dlouhou dobu v rozmezi od 5 do 25 sekund. Pti 15 s bylo davkovani nejefektivnéjsi. Z obr.
7 je patrné, Ze pii elektrokinetickém davkovani dochazi k zakoncentrovani analytli na
rozhrani zony vzorku a separacniho pufru. Diky tomu jsou ziskané piky pfi tomto zpisobu

davkovani mnohonasobné vyssi.

Obr. 7 Davkovani A — elektrokinetické -5 kV/15s, B — hydrodynamické - 2,5 kPa/3s.
Koncentrace dusitanti a dusi¢nant je 0,1mg/l, jodi¢nant 15 mg/1
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Kalibra¢ni kfivka naméfend za téchto podminek (elektrokinetické davkovani po dobu 15 s,
50 mM TRIS, 0,1 mM pridavek CTAC) poskytla velmi dobré LOD i LOQ pro oba ionty.
V piipadé¢ realnych vzorkil je koncentrace dusicnanii mnohanasobné vyssi nez koncentrace
dusitand. Byla proto provedena kalibrace pro dvojice koncentraci pohybujicich se v

hodnotach od 0,15 do 0,01 mg/l NO* a od 7,5 do 0,25 mg/l NO* (Obr. 8). Tato kalibrace
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poskytla nasledujici vysledky: LOD 0,01 mg/l pro dusitany a 0,08 mg/l pro dusi¢nany a
LOQ 0,03 mg/1 pro dusitany, resp. 0,27 mg/I pro dusi¢nany.

Obr. 8 Elektrokinetické davkovani -5 kV/15s pro 0,01 mg/I
dusitanti, 0,25 mg/1 dusi¢nanti a 15 mg/l jodiénant
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V realnych vzorcich se vSak zaroven vyskytuji i jiné ionty, které mohou ovlivnit vodivost
vzorku a tim 1 G¢innost davkovéani. Do vzorku byl proto pfidan chlorid draselny v
koncentraci 3,5 mM. Ten zvysil vodivost vzorku na pramérnou vodivost pitné vody cca 40
mS/m (mezni hodnota vodivosti je 125 mS/m).** Kalibrani k¥ivka naméfena s piidavkem
KCI a pro rizné hodnoty obsahu dusitanti a dusi¢nanti poskytla hodnoty LOD 0,35 mg/I a
LOQ 1,15 mg/l pro NO* a 0,03 mg/l (LOD) a 0,11 mg/I (LOQ) pro NO*. Metoda tak je
schopna 1 vredlném vzorku analyzovat zvySené mnoZstvi NO?%, nez je mezni hodnota.

LOD a LOQ pro jednotlivé podminky separace jsou shrnuty v tabulce 8.

Kone¢na podoba vyvinuté metody je popsana ve druhé casti prace. Metoda byla
suspéchem pouzita pro stanoveni dusitanti a dusi¢nanti v redlnych vzorcich balené a

vodovodni vody. Vysledky méteni a postup pii kalibraci jsou shrnuty v ¢asti tieti.

“Vodivost vzorku (konduktivita) neptimo vyjadiuje mnozstvi iontii rozpusténych ve vodg, jelikoz zavisi na
jejich koncentraci.
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Tab. 8 Pfehledné shrnuti LOD a LOQ pro dusitany a

dusi¢nany pro rizné podminky separace

Podminky LOD pro LOQ pro LOD pro LOQ pro

separace dusitany [mg/l] | dusitany [mg/l] | dusi¢nany dusi¢nany
[mg/1] [mgl]

50 mM TRIS, 0,33 19 0,58 1,95

0,1 mM CTAC,

pH 7, hydrodyn.

dav.

50 mM TRIS, 0,01 0,03 0,08 0,27

0,1 mM CTAC,

pH 7, elkin.

dav.

zvySena 0,03 0,11 0,35 1,15

vodivost vzorku
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Seznam zkratek

ACN — Acetonitril

CTAB - Cetyltrimethylamonium bromid

CTAC - Cetyltrimethylamonium chlorid

CZE — Capillary zone electrophoresis — kapilarni zénova elektroforéza
CSN — Ceska statni norma

EOF — electroosmotic flow — elektroosmoticky tok

ISO — International organization for standardization — Mezinarodni organizace pro standardy
LOD — Limit of detection — limit detekce

LOQ — Limit of quantification — limit kvantifikace

MZd — Ministerstvo zdravotnictvi

PE - Polyethylen

RFChR — Rozsiteny fyzikalni a chemicky rozbor

TRIS — 2-amino-2-hydroxymethylpropan-1,3-diol

TTAOH — tetradecyltrimethylammonium hydroxid

VFChR — Vybérovy fyzikalni a chemicky rozbor

ZFChR — Zakladni fyzikalni a chemicky rozbor

-34 -



Seznam pouZzité literatury

HORAKOVA, Marta a kol. Analytika vody. 2. vyd. Praha: VSCHT Praha, 2003. 335 s.
ISBN 80-7080-520-X

KASICKA, Véclav. Teoretické zéklady a separaéni principy kapilarnich elektromigra¢nich
metod. Chemické listy. 1997, ro€. 91, €. 5, s. 320-329, ISSN 0009-2770

KRIZEK, Tomas, BREITBACH, Zachary S., ARMSTRONG, Daniel W., TESAROVA,
Eva, COUFAL, Pavel. Separation of inorganic and small organic anions by CE using
phosphonium-based mono- and dicationic reagents. Electrophoresis. 2009, ro¢. 30, ¢.
22, s. 3955-3963. ISSN 1522-2683

STULIK, Karel a kol. Analytické separacni metody. 1. vydani. Praha: Karolinum, 2005.
264 s. ISBN 80-246-0852-9

-35-



Seznam pouzitych internetovych zdroju

BOUDKO, D. Y., COOPER, B. Y., HARVEY, W. R., MOROZ, L. L. High.resolution
microanalysis of nitrite and nitrate in neuronal tissues by capillary electrophoresis with
conductivity detection. Journal of Chromatography B [online]. 2002, ¢. 774/1 [cit. 18.
11. 2011]. Dostupny z World Wide Web:

<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023202002192>. ISSN 2570-0232

FUKUSHI, KEIICHI, TAKEDA, SAHORI, CHAYAMA, KENJI, WAKIDA, SHIN-ICHI.
Application of capillary electrophoresis to the analysis of inorganic ions in
enviromental samples Journal of Chromatography A [online]. 1999, ¢. 834/1-2

[cit. 18. 11. 2011]. Dostupny na World Wide Web:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967398010073>. ISSN 0021-9673

GUAN, FUYU, WU, HUIFANG, LUO YI. Sensitive and selective method for direct
determination of nitrite and nitrate by high-performance capillary electrophoresis
Journal of Chromatography A [online]. 1996, ¢. 719/2 [cit. 18. 11. 2011]. Dostupny z

World Wide Web:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0021967395007350>. ISSN 0021-9673

KUCEROVA, EVA, DVORAKOVA, MARCELA, VALENTOVA, VENDULA. Voda pro
vas [online]. 2009, €. 1. [cit. 6. 10. 2011]. Dostupné z World Wide Web:
<http://www.veoliavoda.cz/czech-republic-water/ressources/documents/1/1951,voda_09 stredocesky.pdf>

MARTINEZ, V., GARCIA, N., ANTIGUEDA, 1., ALONSO, R. M., IMENEZ, R. M.
Capillary electrophoresis as a useful tool for the analysis of chemical tracers applied to
hydrological systems. Journal of Chromatography A [online]. 2004, ¢. 1032/1-2 [cit. 18.

11.2011]. Dostupny z World Wide Web:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508>. ISSN 0021-9673

OZTEKIN, NEVIN, NUTKU, M. SAID, ERIM, F. BEDIA. Simultaneous determination of
nitrite and nitrate in meat products and vegetables by capillary electrophoresis Food

chemistry [online]. 2002, ¢. 76 [cit. 18. 11. 2011]. Dostupny z World Wide Web:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S030881460100287>. ISSN 0308-8146

Swiss Laboratory for Doping Analyses [online]. 9. 9. 2011 [cit. 25. 11. 2011]. Dostupné z
World Wide Web: <http://www.doping.chuv.ch/ >

-36-


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023202002192
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1570023202002192
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.veoliavoda.cz/czech-republic-water/ressources/documents/1/1951,voda_09_stredocesky.pdf
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021967303020508
http://www.doping.chuv.ch/
http://www.doping.chuv.ch/

