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Abstract

A simple and selective method was validated for the determination of ni-
trates (V) and (I11) by ion chromatography technique. Efficient ion separation was
achieved on a column lonPac™ AG-9HC, (4 x 50 mm). A conductometric detec-
tor was used for the detection of the analyte. The mobile phase consisted of
9.0 mM sodium carbonate (Na.CQOs) and was delivered in a isocratic mode at
a flow rate of 1.0 ml-min at 30 °C. The method was validated for linearity, se-
lectivity, precision, limit of detection LOD, limit of quantitation LOQ and uncer-
tainty. The method demonstrates good linearity, with r = 0.998. The uncertainty
is 29.0% and 35.0% for nitrates (V) and (l11), respectively. The limit of detection
(LOD) values are 0.080 mg-dm=and 0.040 mg-dm for nitrates (V) for nitrates
(1), respectively. Limit of quantitation (LOQ) values are 0.240 mg-dm= and
0.120 mg-dm® for nitrates (V) and (I11), respectively. The low limit of detection
and limit of quantitation of nitrate and nitrite ions enables the detection and quan-
titation of these ions at low concentrations. This method is characterized by high
selectivity.
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WSTEP

Chromatografia jonowa — IC (ang. Ion Chromatography) jest metoda
wysokosprawnej chromatografii cieczowej, wykorzystywang do rozdzie-
lania roztwordw 1 oznaczania aniondéw, kationow oraz innych zwigzkow
po uprzednim przeprowadzeniu ich w forme¢ jonowa (Small i in. 1975,
Small i Bowman 1998). Wsrdd zalet tej metody wymieni¢ mozna: mozli-
wos¢ jednoczesnego oznaczania kilku anionéw oraz kilku kationéw, ozna-
Czenie jonoOw pierwiastka na réoznym stopniu utlenienia, wysoka czutosé
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oraz selektywnos¢, a takze krotki czas analizy (Witkiewicz 2000; Michal-
ski 2011). W metodzie tej najczesciej wykorzystywany jest detektor kon-
duktometryczny, dziatajacy na zasadzie przewodnictwa jonowego. Zdol-
no$¢ przewodnictwa jonowego wykazuja elektrolity umieszczone w polu
elektrycznym powstajagcym miedzy dwoma elektrodami naczynka konduk-
tometrycznego. Metoda oznaczania azotandow (V) i (III) technika wysoko-
sprawnej chromatografii jonowej opiera si¢ na ekstrakcji goragcg woda azo-
tanow z probki 1 usunigciu substancji interferujagcych poprzez filtracje.
Przy wyborze parametréw walidacyjnych metody kierowac si¢ na-
lezy przede wszystkim charakterem prowadzonych badan oraz stawianym
im wymaganiom. Odpowiedni dobdr 1 optymalizacja warunkow analitycz-
nych ma wptyw na jako$¢ rozdzielenia. Dobierajac odpowiednie warunki
analityczne, takie jak: rodzaj kolumny analitycznej (wypelnienie), rodzaj
eluentu i jego stezenie, szybko$¢ przeptywu, parametry pracy supresora
i detektora, a takze sposob przygotowania probki do analizy, w probkach
0 réznych matrycach mozna rozdzieli¢ i oznaczy¢ wszystkie jony, za-
rowno nieorganiczne, jak i organiczne (Michalski 2005; Jackson 2000).
Najwigkszymi zaletami chromatografii jonowej sg krotki czas analizy oraz
mata ilo$¢ probki potrzebna do analizy | prosty sposob jej przygotowania.
Etap przygotowania probki ma ogromne znaczenie w analizie. Od chwili
pobrania probki moze zachodzi¢ w niej szereg procesow, np. utlenianie,
redukcja, wytrgcanie, procesy fotochemiczne i biochemiczne, majacych
wpltyw na wynik koncowy badania (Kostka i in. 2008). Dlatego tak wazny
jest pierwszy etap prac. Wytyczne pobierania i przygotowania probek do
kontroli poziomu azotanéw w niektorych produktach spozywczych okre-
Slone zostaty w Rozporzadzeniu Komisji (WE) nr 1882/2006.
Wystepowanie w roslinach azotanéw (V) jest zjawiskiem normal-
nym, gdyz stanowi element naturalnego obiegu azotu w przyrodzie. Wa-
rzywa stanowia niezbgdny element diety cztowieka, sg jednoczesnie jed-
nym z wigkszych zrodet azotandw w spozywanej zywnosci. Wedtug badan
50-80% azotanéw dostarczaja spozywane warzywa (Rutkowska 1996;
Wojciechowska 2005). Zawarto$¢ azotanow (V) i (I1I) jest istotnym kry-
terium jakosci produktu (Sadowska 1988; Smoczynski i Skibniewska
1996; Santamaria 2006). Najwyzsze dopuszczalne poziomy azotanow (V)
w produktach spozywczych okreslone sg w Rozporzadzeniu Komisji (UE)
nr 1258/2011. Ustalone graniczne zawartosci azotandw w zZywnos$ci wy-
nosza: 200 mg-kg ! w przetworzonej zywnosci na bazie ziot oraz zywnosci
dla niemowlat i matych dzieci; 7000 mg-kg™ w rokiecie siewnej (rukola).
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Celem pracy byla optymalizacja metody oznaczania azotanow (V)
I (I11) oraz jej walidacja z uwzglednieniem wymagan stawianym badaniom
bezpieczenstwa zywnosci. W pracy wzieto pod uwage wymagania normy
PN-EN 12014-2:2001 oraz rekomendacj¢ Guide CG 4 (QUAM 2000), ISO
Guide 99:2010, 1SO 8466-1 oraz ISO 5725-1-6:2002 (Polska Norma 2002).

MATERIALY I METODY
Techniczne warunki analizy

W badaniach wykorzystano chromatograf jonowy firmy Dionex.
Aparat wyposazony jest miedzy innymi w elektrochemiczny generator
eluentu, elektrochemiczny modut thumienia przewodnosci, detektor kon-
duktometryczny.

Stosowane odczynniki: weglan sodu Na,COz (Sigma-Aldrich), ma-
teriat referencyjny (standard II seven anion: F, CI, NO2, Br, NOs, PO,
SO.?— Dionex), metanol (J.T. Baker).

Roztwory wzorcowe przygotowano z materiatu referencyjnego
0 stezeniu wyjsciowym 100 mg-dm. Roztwory do kalibracji przygotowano
tuz przed uzyciem przez rozcienczenie do odpowiednich stezen. Stosowano
roztwory w pieciu stezeniach: 1,0; 5,0; 10,0; 25,0; 50,0 mg-dm=.

Woda stosowana do przygotowania eluentow, wzorcéw i we wszyst-
kich operacjach rozcienczania miata przewodnictwo elektryczne wtasciwe
na poziomie ponizej 0.05 pS-cm™t. Wyzsze przewodnictwo moze wskazy-
wac na obecno$¢ pewnych ilosci jonow, ktoére moga niekorzystnie wpty-
wac na jako$¢ uzyskanych wynikow. Szczegdlnie dotyczy to analiz na ni-
skich poziomach stgzen (Michalski 2005, 2010).

Parametry prowadzenia analiz: kolumna chromatograficzna lon-
Pac™ AG9-HC, 4 x 50 mm, prekolumna lonPac™ AG9-HC, RFIC™ Guard,
4 x 50 mm, temperatura pracy kolumny 30 °C, faza ruchoma, weglan sodu
o stezeniu 9,0 mM, szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej (pompa gradien-
towa) 1 ml-min!, objeto$é nastrzyku 120 ul, detektor konduktometryczny
45 mA, supresor ASRS®300 4 mm (P/N 064554), czas analizy 25 min.

Przygotowanie probek

Do przeprowadzenia walidacji wykorzystano $wieze probki owo-
cow (jablka, truskawki) i warzyw (koper wtoski, marchew) dostarczonych
do laboratorium. Przed ekstrakcja, probki bylty rozdrobnione i homogeni-
zowane (Szymczak 1999; Dz.U. nr 37 2003). Azotany ekstrahowano go-
ragcg wodg destylowang przez 15 min w tazni wodnej w temperaturze wrze-
nia (Sowa i in. 2011; Ubyszewska i in. 2010). Nastepnie ekstrakt schto-
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dzono. Przesgcz oczyszczono przy uzyciu filtrow z odwrocong fazg On-
Guard Il RP oraz przez filtry membranowe 0.45 pm (Jones i in. 1989; Ha-
ddad 1999; Michalski 2010). Tak przygotowany roztwor byt gotowy do
oznaczenia zawartos$ci azotandéw (V) i (II) w owocach, warzywach i prze-
tworach owocowo-warzywnych. Walidacje metody oznaczania zawarto$ci
azotandw w warzywach i przetworach warzywnych metoda HPLC/IC prze-
prowadzono wg normy PN-EN 12014-2:2001 oraz dokonano modyfikacji
tej metody, podyktowanej specyfikg badanych prob (Jones i in. 1989).

Podczas ilosciowego oznaczania zawarto$ci azotanOw stosowano
metode dodatku wzorca (standard wewnetrzny) i metod¢ wzorca ze-
wnetrznego, wykorzystujac krzywa kalibracyjna.

W celu wyznaczenia granicy wykrywalnosci LOD (ang. limit of de-
tection), granicy oznaczalno$ci LOQ (ang. limit of quantification) i wspot-
czynnika korelacji (r) metody, przygotowano 9 rownolegtych probek roz-
twordw wzorcowych o rosnacych stezeniach oraz 9 réwnoleglych probek
roztwordéw probki matrycowej z dodatkiem wzorca.

Kolejne elementy w procesie walidacji wyznaczono wykorzystujac
wyniki badan prébek matrycowych z dodatkiem wzorca na trzech roznych
poziomach st¢zen przy n = 10. Analizowano odzysk, obliczono popraw-
nos¢ i precyzj¢. Scharakteryzowano sktadowe niepewnosci, na podstawie
ktorych okreslono niepewno$¢ rozszerzong metody.

Granice wykrywalnosci LOD i granice oznaczalnosci LOQ wyzna-
czono metoda najnizszych stezen. Granica LOD zostata wyznaczona na
podstawie odchylenia standardowego i wyrazu wolnego krzywej kalibra-
cyjnej oraz kata nachylenia krzywe;j.

Liniowos$¢ metody i parametry zalezno$ci liniowej zostaty okreslone jako
zdolno$¢ metody do otrzymywania wynikow proporcjonalnych do st¢ze-
nia analitu. W zakresie roboczym metody zostata zachowana liniowos¢,
tzn. odpowiedz aparatu wyrazona jako pole powierzchni pod pikiem
(uS-min?) i byta proporcjonalna do stezenia analitu. Wyznaczenie zakresu
roboczego 1 liniowos$ci metody przydatne jest przy okreslaniu poziomu ste-
zen wykorzystywanych do kalibracji aparatu. Wyznaczajac liniowos$¢ me-
tody postuzono si¢ przygotowanymi probkami matrycowymi z dodatkiem
wzorca, w zakresie stezen 0,50-50,0 mg-dm . Uzyskane wyniki byty pod-
stawg do wyznaczenia krzywej kalibracyjnej dla oznaczenia azotandéw (V)
1 (IIT) w zywno$ci pochodzenia roslinnego.

Poprawnos¢ (doktadnos¢) metody jest to stopien zgodnosci pomigdzy
wynikiem oznaczonym lub $rednig wynikdéw z n oznaczen a prawdziwa
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zawartos$cig analitu w badanej probce. Okreslono jg przez oznaczenie pro-
bek matrycowych z dodatkiem referencyjnego materiatu odniesienia jako
wzorca. W przypadku azotanow (V) dodano roztwory wzorcowe o st¢ze-
niach 0,5; 1,0; 2,0 mg-dm=3, dla azotanéw (III) byty to stezenia 0,5; 5,0;
10,0 mg-dm3. Oznaczenia wzbogaconych probek wykonano w 10 powto-
rzeniach.

Precyzja (V;) metody to stopien zgodno$ci miedzy wynikami badan
otrzymanymi w okre§lonych warunkach z wielokrotnych pomiaréw tej sa-
mej wielkosci. Wielkos$¢ precyzji obliczono jako catkowity wspotczynnik
zmiennosci wynikow uzyskanych na podstawie serii analiz prowadzonych
przy n = 10, przez trzy kolejne dni.

Zakres roboczy metody wyznaczono jako zakres st¢zen, w ktorych dana
metoda moze by¢ stosowana. Ustala si¢ go przez potwierdzenie, ze metoda
analityczna zapewnia mozliwy do przyjecia stopien liniowosci, doktadno-
§ci i precyzji, bedacych sktadowa niepewnosci metody. Stosowany jest do
probek zawierajacych ilosci badanej substancji mieszczace si¢ pomigdzy
skrajnymi warto$ciami zakresu. Przyjeto, iz dolna granica zakresu robo-
czego powinna by¢ rowna lub wigksza od granicy oznaczalnosci metody.
Odzysk — do obliczenia odzysku wykorzystano probki matrycowe (o nie-
znanej zawarto$ci azotanéw) i probki matrycowe z dodatkiem wzorca na
trzech roznych poziomach stgzen. Analiz¢ wykonano w 10 powtorzeniach.
Badane probki matrycowe z dodatkiem wzorca poddano takiej samej pro-
cedurze analitycznej jak probki matrycowe.

Niepewnos$¢ wyniku to parametr zwigzany z wynikiem pomiaru, charak-
teryzujacy rozrzut wartosci, ktore mozna przypisa¢ wielko$ci mierzone;.
Takim parametrem moze by¢ na przyktad odchylenie standardowe lub sze-
roko$¢ przedziatu odpowiadajacego okre§lonemu poziomowi ufnosci,
a takze wynik pomiaru po uwzglednieniu wszystkich sktadnikow niepew-
nosci. Wynik badania przedstawia si¢ jako warto$¢ wraz z niepewnoscia
rozszerzong, zgodnie z wytycznymi Rozporzadzenia Komisji Europejskiej
(WE) nr 1882/2006, wg schematu:

prezentowany wynik A = wynik koncowy =+ niepewno$¢ rozszerzona (U) (jednostka)

Niepewno$¢ zlozona (catkowita) uc(y) okreslana jako niepewnos$¢ wyniku
pomiaru, gdy wynik otrzymuje si¢ na podstawie wartosci szeregu wielko-
$ci mierzonych (np. niepewnos$¢ wagi, niepewnos$¢ uzytych naczyn miaro-
wych). Jest to calkowita niepewno$¢ oszacowana na podstawie przebiegu
procedury analitycznej.
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Dopuszcza si¢ uproszczony sposob postgpowania przy obliczaniu
niepewnos$ci ztozonej (catkowitej) ucgy), wykorzystujac arkusz kalkula-
cyjny, np. Excel (przewodnik Eurachem/Citac). Po dokonaniu procesu wa-
lidacji, na podstawie oszacowanej poprawnosci Bw oraz precyzji V; me-
tody, mozliwe jest okreslenie niepewnosci calkowitej wyrazonej wzorem:

u,(y) =+/BZ+2V}

Niepewno$¢ rozszerzona (U) definiowana jako wielko$¢ okreslajgca
przedzial, w ktérym znajduje si¢ wynik oraz w ktérym mozna oczekiwac,
ze znajdzie si¢ znaczna cz¢$¢ rozrzutu naszej warto$ci mierzone;j. Jest to
wartos$¢, ktorg mozna przypisa¢ do wielkosci mierzonej, obliczona wedlug
Wzoru:.
U=k ucy
gdzie: U — niepewnos¢ rozszerzona, Uc(y) — niepewnos¢ ztozona,
k — wspotczynnik rozszerzenia.

Wspodtezynnik rozszerzenia najczesciej réwny jest 2. Wielkosé

wspotczynnika rozszerzenia zalezy od liczby powtorzen dla wartosci mie-
rzonych, uzytych do szacowania niepewnosci ztozonej. Przy rozktadzie
normalnym 1 liczbie wynikoéw powyzej szesciu oraz poziomie ufnosci 95%
k = 2 (Konieczka i in. 2007).
Selektywnos¢ (specyficznos¢) okresla si¢ jako wlasciwos¢ metody do ozna-
czania danego analitu w obecnos$ci innych sktadnikow matrycy probki,
w danych warunkach badania. Metoda idealnie selektywna dla oznaczanej
substancji jest metoda specyficzng (Michalski i Kurzyca 2006).

WYNIKI I DYSKUSJA

W tabeli 1 przedstawiono wyniki walidacji przeprowadzonej dla me-
tody oznaczania azotanow (V) i (III) w materiale roslinnym i zywnoS$ci po-
chodzenia roslinnego, technika wysokosprawnej chromatografii jonowe;.

Oznaczona granica wykrywalnosci LOD dla azotanéw (V) wynosita
0,080 mg-dm, dla azotanéw (IIT) — 0,040 mg-dm. Granica oznaczalno-
sci LOQ zostata obliczona jako trzykrotna wartos¢ LOD 1 wynosita dla
azotanow (V) 0,240 mg-dm=i azotanow (IIT) 0,120 mg-dm>,

Liniowo$¢ okreslono na podstawie otrzymanych wykreséw opisa-
nych rownaniem y = ax — b (rys. 1A i 1B). Dla azotanow (V) rownanie
prostej przyjeto posta¢ y = 0,3432 x — 0,5254, dla azotandéw (III)
y =0,3386 x — 0,3763. Wspolczynniki kierunkowe (a) krzywych kalibracji
okreslaja czulos¢ metody. Wyznaczone wspotczynniki korelacji liniowe;j (r)
wynosity 0,998 dla azotanow (V) 1 (III), co potwierdza zalezno$¢ liniowa
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w badanym zakresie. Wyniki mieszcza si¢ w przyjetym kryterium
(r > 0,995) (Eurachem Guide 2000).

Tabela 1. Zestawienie parametrow walidacji i uzyskanych w tym procesie wynikow
Table 1. Summary of parameters obtained in the validation and the results of this

process
Parametry walidacji Azotany (V) Azotany (I11)
Validation parameters Nitrate (V) Nitrate (111)
Gra_mca wykrywalnosci LOD; limit of de- 0,080 0,040
tection
C.Br_am(_:a oznaczalnosci LOQ); limit of quan- 0,240 0,120
tification
Liniowos¢ r; linearity 0,998 0,998
Poprawnos$¢ Bw; the correctness of the 7.60% 17.2%
method
Precyzja V; precision 8,64% 2,28%
Zakres roboczy; working range 0,50-50,0 mg-dm™ 0,50-50,0 mg-dm3
Odzysk W; recovery 92,4% 84,1%
Niepewnos¢ ztozona U (y); combined un- 14.4% 17.5%
certainty
Nlepf:wnosc rozszerzona U; expanded un- 29.0% 35.0%
certainty
20 20
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stezenie analitu/the concentration of stgzenia analitu/the concentration of
analyte (mg-dm=) analyte (mg-dm-3)

Rys. 1. Wykres zaleznosci liniowej pomigdzy warto$ciami zliczen pola pod powierzchnig
piku do stezenia jonéw azotanowych V (A), jondéw azotanowych III (B) w roz-
tworze

Fig. 1. Graph of the linear relationship between the count values of the area under the
peak surface concentration of nitrate ions V (A), nitrate ions 111 (B) in the solution
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Okreslona poprawno$¢ metody (Bw) dla azotanéw (V) wynosita
7,60%, dla azotanéw (I11) 17,2%. Wartos¢ precyzji dla azotanow (V) wy-
znaczono na poziomie 8,64%, natomiast dla azotanow (III) 2,28%. Uzy-
skane wartos$ci sg akceptowalne dla metod analitycznych.

Zakres roboczy stezen Wyznaczono w granicach 0,50-50,0 mg-dm™
dla azotanéw (V) 1 (III). Okreslony zakres roboczy uwzglednia specyfike
badanych probek, to znaczy probki o zawartosci azotanow (V) i (III) —
malej (jabtka, wisnie, pomidory) i wysokiej (satata, szpinak, koper).

Obliczono odzysk, ktory dla azotanow (V) wynosit 92,4%, a dla azo-
tanow (II1) 84,1%. Akceptowany poziom odzysku zawiera si¢ w granicach
70-110%. Niepewnos$¢ ztozona uc) ustalono na poziomie: dla azotanow
(V) 14,4%, natomiast dla azotanéw (I11) 17,5% (tab. 1). Dla okreslenia
selektywno$ci metody oznaczania azotandéw (V) 1 (III) przeprowadzono
analiz¢ przygotowanych roztworéw wzorcowych oraz probek matryco-
wych (warzywa, owoce). Na rysunkach 2 1 3 przedstawiono przyktadowe
chromatogramy dla roztworu wzorcowego o stezeniu 10 mg-dm oraz dla
probki kopru.

Na podstawie uzyskanych chromatograméw podczas analizy roz-
tworu wzorcowego stwierdzono, ze piki odpowiadajace azotanom (V)
i (IIT) sg bardzo dobrze rozdzielone od sgsiadujgcych z nimi pikow repre-
zentujacych chlorki, bromki i1 fosforany. Analiza roztworu wzorcowego
pozwolita okresli¢ czas retencji jonu azotanowego (V) 10,937 + 0,005 min
1 jonu azotanowego (III) 7,340 + 0,005 min. Uzyskano takze dobry roz-
dziat pikéw jonow F, CI', Br, POs*, SO42. Analiza matrycy prowadzona
byta w takich samych warunkach jak roztworu wzorcowego.

Wymienione wyzej parametry spetniajg kryteria skutecznos$ci sta-
wiane dla metod analitycznych stosowanych do kontroli azotanow (V)
W zywnos$ci pochodzenia roslinnego (Rozporzadzeniem Komisji (WE)
nr 1882/2006 r. z 19 grudnia 2006 r.).

W latach 2010-2014 metoda zostata sprawdzona w badaniach bie-
glosci organizowanych przez Wageningen University, Holandia (IPE — In-
ternational Plant-Analytical Exchange). Na wykresie przedstawiono para-
metr z-score, obliczony na podstawie uzyskanych wynikow.
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Rys. 2. Chromatogram zarejestrowany dla roztworu wzorcowego o stezeniu 10 mg-dm-3
Fig. 2. The chromatogram recorded for the standard solution with a concentration of

10 mg-dm3
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Rys. 4. Parametr z-score na podstawie wynikéw badan biegtosci w latach 2010-2014
Fig. 4. The parameter z-scores for the results obtained in proficiency testing over years
2010- 2014

Analiza wynikéw uzyskanych w badaniach biegtosci wskazuje, ze
metoda ta cechuje si¢ wysoka doktadnos$cig i poprawnoscig. Otrzymane
wyniki miescity si¢ w granicach 2 z-score. Wszystkie uzyskane wyniki
w latach 2010-2014 byty zadowalajace. Za kryterium poprawnosci wyniku
przyjmuje si¢: |z| < 2 wynik zadowalajacy, 2 < |z| < 3 wynik watpliwy,
|z| > 3 wynik niezadowalajacy (ISO 17043, 2011). Potwierdza to wysoka
jakos$¢ analiz wykonywanych na zawartos¢ azotanow (V) 1 (III) technika
wysokosprawnej chromatografii jonowej.

PODSUMOWANIE | WNIOSKI

Na podstawie uzyskanych wynikéw z walidacji metody oznaczania
azotanow (V) 1 (III) mozna stwierdzié, ze metoda ta speknita kryteria sta-
wiane metodom analitycznym stosowanym w ramach kontroli jakosci ba-
danych produktéw, zgodnie z obowigzujacymi przepisami Rozporzadze-
nia Komisji (WE) nr 882/2004 pkt. 1 i 2 zalacznika III, jak rowniez z wy-
tycznymi Rozporzadzenia Komisji (WE) nr 1882/2006.

Stwierdzono, ze analiza chromatograficzna odznacza si¢ wysoka se-
lektywno$cig dla jonow azotanowych (V) i (III), co pozwala na uniknigcie
interferencji zwigzanych z obecnoscig innych jonéw. Norma PN-EN
12014-2:2001 zaleca stosowanie wysokosprawnej chromatografii jonowej
do oznaczania zawarto$ci azotanow w warzywach.

Opisany schemat postgpowania podczas walidacji metody analitycz-
nej z zastosowaniem wysokosprawnej chromatografii jonowej moze by¢
przydatny podczas opracowywania metod oznaczania innych analitow ob-
darzonych tadunkiem elektrycznym.
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