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ABSTRAKT

Diplomova prace pojednava o analyze dusi¢nanti ve vinech s vyuzitim plynové
chromatografie s hmotnostni spektrometrii (GC/MS). Ke vzorkiim vin byla pfidana kyselina
amidosulfonova, ktera odstranila ze vzorku dusitanové anionty. V praci bylo pouzito
derivatiza¢ni (alkyla¢ni) cinidlo triethyloxonium tetrafluoroborat [EtsO][BF4]. Doslo
k O-alkylaci dusi¢nanového aniontu. Pfipraveny derivat byl dostate¢né tékavy pro headspace
analyzu. Bez chemické derivatizace by nedoslo k pfevedeni dusi¢nanového aniontu do plynné
faze. V praci byly optimalizovany jak kroky souvisejici s upravou vzorku, tak parametry
samotné analyzy GC/MS. Kvantifikace byla provedena pomoci metody vnéjsiho standardu,
metody vnitiniho standardu a metody standardniho pfidavku. Koncentrace dusi¢nant

Vv realnych vzorcich vin se pohybovala v rozmezi 2,851 — 11,029 mg/kg NOs".

SUMMARY

The thesis is focused on the analysis of the nitrates in the selected samples of wine by
gas chromatography with mass spectrometry (GC/MS). The sample of wine was mixed with
sulfamic acid to remove the nitrites. Triethyloxonium tetrafluoroborate [EtsO][BF4] was chosen
as derivatization (O — alkylation) reagent. The prepared derivate was sufficiently volatile for
headspace analysis. The determination of the nitrate would not be possible without the chemical
derivatization. The thesis is also focused on the optimization of particular steps in sample
preparation procedure and parameters of GC/MS analysis. The results were evaluated by the
method of external standard and the method of standard addition and then they were compared
by using the method of internal standard. The final concentration of the nitrates in the wine was
from 2,851 mg/kg to 11,029 mg/kg NO3z".
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1. UvVoD
,,Ohrada, vinicni je nejkrasnéjsi
odmeéna, jakou miize vlast poskytnout
viteznému bojovnikovi. *
Homeér[1]

Jen malo kulturnich plodin upoutalo na sebe tak mnoho pozornosti, jako réva vinna.
Po mnoho staleti malifi zachycuji jedine¢nou atmosféru vinaiského prostiedi. Bésnici a
hudebnici zpivaji o viné. Réva vinna méni pohled na zivotni prostiedi. S vinohrady se buduji i

kulturni hodnoty, které jsou vysledkem prace a vile obyvatel vinatskych oblasti.

Vino ptisobi na nase smysly velice komplexné. Vino obsahuje vodu, alkohol, kyseliny
a stovky aromatickych latek v raznych koncentracich. Tékavé latky tvofi s vodnou a

alkoholovou slozkou nezaménitelnou chut’ a viini danych vin.

V bakalatské kvalifika¢ni praci jsem se zabyval tifemi tékajicimi aldehydy, které by se

mohly ve viné tvofit zranim, nebo odliSnou technologii zpracovani hroznd.

Cilem této kvalifikacni prace je dal$i analyza vina. Konkrétné analyza dusi¢nanti

plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii pomoci derivatizace analytu. [1, 2]



2. TEORETICKA CAST
2.1. Vino

,»Napoj boht,* tak se nazyva vino od davnych dob.[3] Archeologové odhaduji, Ze se
vino péstuje piiblizn¢ 7,5 tisice let. Nejstarsi dokazané zminky pochazi z poloviny 5. tisicileti
pt. n. I, konkrétn¢ se jedna o archeologické nalezisté Hajji Firuz Tepe v severozapadni Casti
Irdnu v pohoti Zagros, podobné staré zminky pochdzi i z archeologického nalezisté z Gruzie.
Z gruzinstiny pochdzi i slovo ,,ghvino®. Vino nebylo jediny kvaseny népoj, nasly se dikazy o
vyrobé a konzumaci napoji zryze, medu a ovoce, véetn¢ hrozni. Vino bylo archeology
dokazano podle pfitomnosti stop kyseliny vinné a tiislovin. [4] Vino, vyrobené z jiné rostliny,

nez je réva vinna, se oznacuje jako ,,ovocné vino*.

Vino je alkoholicky napoj, ktery se vyrabi kvaSenim drcenych bobuli, nebo moStu révy
vinné. Bobule jsou plodem révy vinné. Ty jsou zdrojem anorganickych latek, cukri, vitamind,
barviv, kyselin a organickych latek. Vzajemny pomér a kombinace latek ovliviuji
organoleptické vlastnosti bobuli a nasledné vina. Rika se, Ze vino se nedél4 ve sklep&, nybrz na

vinici. Vino bylo a je pouzivano k ritudlnim Gcelim. [2, 5]

V obdobi fimské kolonizace Evropy (276 — 282) zacaly vznikat vinice v Rakousku.
Posadka fimskych legii z Vindobony vysadila na Palavé prvni vinice. Pti vykopavkach u byvalé
obce Musov v roce 1926 se nasel vinaisky niz v celkové délce 28 cm. Tento nliZ je jeden z péti
nejstarSich nalez ve vinohradnickych oblastech. Historikové se shoduji, Ze pocatek vinaieni

na Morave¢ je spojeny s Velkomoravskou 1i8i. Vinice vlastnila cirkev a Slechta.

Ve 13. stoleti vino slouzilo pfedevsim K liturgickym obfadiim. V té dobé odevzdavali
desatky vina obyvatelé z Pavlovice a Zaje¢i zd’arskému klasteru. Biskup Bruno ze Shauenburgu
Vv okoli Krométize osvobodil od poplatkt a desatku ty, ktefi vysazovali vinohrady. Tento ¢in
velmi ptispél k rozsifeni vinafstvi v této oblasti. Zminky o vinicich z konce 13. stoleti pochazi

z Velkych Pavlovic, Znojma, Brna a Kromé&fize.

V 14. stoleti se vino dostavalo vice m&tanim a b&znému lidu. Slechta vlastnila
vétsinu vinic a vyhodné je pronajimala. Museli odvadét pravidelné desatky z urody. Vinice
obhospodatovala chudina. Prvni organiza¢ni fad do vinafstvi pfinesl az Karel IV, ten vydal
kralovsky mandat v roce 1358, jenz nafizoval roz$ifeni a vysazovani vinic na novych mistech,
zakladatelé byli osvobozeni od dan¢ na 12 let. Vina z Moravy ovsem nebyla jedind na Morave.

Importovalo se vino z Rakouska, které bylo kvalitngjs$i a levnéjsi. Konzumace cizich vin se



omezovala nafizenimi. Vesnice a oblasti si stanovili vlastni pravo ohledné vina a zlodé&ju.

Zlodéji mohli dostat penézité tresty, pii vysoké Skod¢€ useknuti ruky, nebo dokonce hrdelni trest.

V 15. stoleti se zacaly dovazet vybrané odridy vina. Byl taky povolen tzv. volny

vycCep. Na znaku domu byl vénec z listi révy vinné.

16. stoleti bylo ve znaku rozvoje moravského vinafstvi. Probihalo slu¢ovani panstvi.
Vinice zaznamenal na své mapé i Jan Amos Komensky. Vina zMoravy byla

konkurenceschopna k vintim z Cech, Rakouska a Uherska.

V 17. stoleti méli povinnost majitelé vinic zajist'ovat a pecovat o odvodové piikopy na
destovou vodu. V nékterych oblastech byl zrusen hrdelni trest. Tticetileta valka zasahla i
vinafstvi. Plochy vinohradu se zmensSily na jednu tfetinu, mnohé se pieménily na pole, nékteré
byly ladem. Chybéli zkuseni lidé. Slechta podporovala obnovu vinic. Poddani splaceli dluh
Slechté Gasto pouze vinem. Slechta se snazila omezit prodej vina piimo od vinafe, tzv. volné
nalévani, to se ji ale nepodafilo. Zacinaji vznikat velké sklepy a sudy.[5] Nejvétsi sud na
Moravé je aktualné v Regiondlnim muzeu v Mikulové. Pochazi zroku 1643. Pojme az

101 400 litra vina a jeho hmotnost je 26,1 tuny.[6]

V 18. stoleti dochazelo k obnové zni¢enych vinic. V této dobé zacinala stavba
panskych a méstskych pivovart, které zpusobily omezeni vinaistvi v ¢eskych krajich. Marie
Terezie zavedla napojovou dan. Novy vinatsky fad zavedl Josef 1l. na podporu moravského

vinohradnictvi. Nakonec Morava zazivala rozmach vinafstvi.

V 19. stoleti se moravskym vinaifum dafilo. Vina byla exportovana i za hranice a
budovala si svoje postaveni na trhu. Nové vinice se vysazovaly v oblastech, kde v minulosti jiz
vinice byly. Od poloviny 19. stoleti dochazelo k urbanizaci a vinohradnictvi za¢inalo upadat.

Zemédélstvi se preorientovalo na péstovani plodin, jako je cukrova fepa.

Za zacatku 20. stoleti byla réva vinna znicena révokazem. Doslo k pIné obnové vinic.
Ve vinicich se péstovala jen jedna odruda. V druhé poloving stoleti za¢inaly vznikat vinatské

Skoly, nebot’ némecké rody vinai opustily pohranici.

Jedno z nejstar§ich vin na Moravé vlastni Znovin Znojmo a. s. — Satov, je to
Portugalské modré z roku 1945. Dnes se odrida nazyva Modry Portugal. Celkem se jich

dochovalo 6 lahvi, cena jedné lahve je okolo 100 tisic korun ¢eskych.[5]



Vinice podléhaji uizemnimu déleni, které je posloupné. Nejmensi jednotkou je vinai'ska
trat’. Vice trati spada do katastru vinaiskych obci. Nasleduje podoblast a nejvy$Sim stupném
posloupnosti je vinaiska oblast. V dané vinaiské obci se péstuje omezeny pocet odrid révy
vinné. V CR se miize mostovat 56 odrtid, z nichZ nejvétsi produkce se nachazi ve vinaiské

oblasti Morava. Z Cech pochézi pfiblizné dvacetina produkce.

Bil¢é odridy révy vinné maji bobule zbarveny do svétlych barev, zluta, zelena, nazlatla,
napiiklad Veltlinské zelené. Vyjimkou neni barva rizova az Cervend. Dikazem muze byt
odrida Tramin ¢erveny, jehoz bobule maji sice nacervenalou barvu, ale vyrabi se z nich bilé

vino.

Cervené a riizové vino se vyrabi z modrych odriid. Bobule maji modré az ¢erné
zbarveni. Je to ddno tim, Ze slupka bobuli obsahuje antokyanova Cervend barviva, které se
uvoliiuji do vina. Podle délky macerace pak lze vyrobit rizové, nebo Cervené vino, piikladem
mize byt odrida Modry Portugal. Dokonce Ize vyrobit z modrych bobuli i bilé vino. Témto
vinim se fika Clairet, nebo Klaret. Odridy nemaji obsahovat moc modrych barviv, piikladem
muiZze byt Rulandské modré. Vylisovany most se zpracovava stejnou technologit, jako se vyrabi
bilé vino. Na druhou stranu existuji odrady révy vinné, kterym se fikd barviiky. Z téchto odrid

nelze délat bilé vino, nebot’ obsahuji anthokyanova barviva i v duzning.

Novoslechténim vybranych odrud vznikaji nové odrudy, které mohou mit naptiklad
vyss§i odolnost vii€i houbovym onemocnénim, lepsi pfizpisobivost na chladnéjsi podminky,
vys$si obsahy vybranych latek atd. Nejrozsitenéjsi novoslechténad odriida je Miiller Thurgau
(1882), jejimz autorem je prof. Dr. Dr. h. c. Hermann Miiller, ktery pochazel z Thurgau. Ceské

nové odridy jsou pfedevsim Palava, André a Cabernet Moravia.

Kazda bobule si s sebou nese primarni a sekundarni slouc¢eniny — metabolity. Mezi
primarni metabolity patii predev§im kyseliny a cukry. Sekundarni metabolity zastupuji
fenolické a aromatické latky, které vyrazn€ ovliviiuji organoleptické vlastnosti vina. Tyto latky
mohou byt pro ur¢it¢ odrudy typické. V této kvalifikaéni praci se vénovala pozornost

dusi¢naniim, ty mohou byt jak primarni, tak sekundarni metabolity. [7]

2.2.Kolobéh dusiku
Dusik jako prvek je nezbytny pro vyzivu, ale jeho formy mohou byt hlavnim zdrojem
zneCisténi nejen v zeméd¢lstvi.[8] V potravinach a v zivotnim prostiedi se mohou nachazet

latky, které maji Spatny vliv na zdravi ¢lovéka. Oznacuji se terminem kontaminanty. Tyto latky



vznikaji bud’ v rostlin€, nebo do ni mohou pronikat. Dusi¢nany jsou fazeny do zminénych

kontaminanti. [9]

Dusik se nachazi v organické hmot¢ vSech zivych organismt. Odumielé organismy
Vv piirod¢ tvoii humus. Ten napadaji dal$i mikroorganismy a rozkladaji ho nejprve na amoniak,

ze kterého vznikaji amonné soli. Dusik je dale oxidovan ptes dusitany az na dusi¢nany.[10]

Rostliny musi pfijimat dusik ve form& amonnych soli a dusi¢nantl, i kdyz je ve
vzduchu asi 78 % dusiku. Existuji rostliny, které ziskavaji dusik v symbidze s bakteriemi,
naptiklad rostliny rodu Frankia a Rhizobium. Bakterie ziskavaji z kofenového systému
fotosyntetizované sacharidy a rostlina ziskava potiebny dusik.[11] Dusik dokazi fixovat ze
vzduchu také cyanobakterie, modrozelené fasy. Organicky uhlik, ktery do reakci vstupuje ve
form¢ sacharidu, je v rovnicich (1, 2, 3) oznac¢en jako (CH20O). Rovnice (1) vyjadiuje sumarni

fixaci dusiku. [12]
3(CH,0) + 2N, + 3H,0 + 4H* - 3C0, + 4NH; (1)

V procesu nitrifikace dochazi k bakterialni oxidaci amoniakalniho na dusi¢nanovy
dusik. Nitrifikace je velice vyznamna ve vodach a v pudach. Rovnice (2) popisuje sumarné
nitrifikaci. [12] K pfeméné 1 g amoniakalniho dusiku je v realném prostiedi potieba 4,33 ¢
kysliku.

20, + NHf - NO3 + 2H* + H,0 2

Dusi¢nanil se organismus muze zbavit tfemi zpusoby, v zavislosti na podminkach.
Asimilaci organismy redukuji dusi¢nanovy anion az na oxidac¢ni stupen -3 (amoniakalni dusik),
aby je dokazaly pouzit na syntézu proteinu a dalSich latek. Druhym zptsobem je redukce
dusi¢nant na dusitany. Dusitany jsou ovsem pro mnoho mikroorganismi pomérné toxickeé.
Ttreti zplsob je denitrifikace. Dochazi k redukci dusi¢nanti na plynny dusik. Denitrifikaci
vyuzivaji bakterie pouzivané v technologii ¢isténi odpadni vody, pfi tzv. vyhnivani, které

probiha za anoxickych podminek. Denitrifikace je sumarné popsana rovnici (3). [12]
ANO5 + 5(CH,0) + 4H* - 2N, + 5C0, + 7H,0 3)

Kazdy obyvatel vyprodukuje ptiblizn¢ 12 g celkového dusiku za 1 den, tato hodnota

se oznacuje jako specificka produkce dusiku.[13]



2.3.Dusi¢nany a dusitany

Dusi¢nany, nitraty, jsou soli kyseliny dusi¢éné (HNO3), ta disociuje podle rovnice (4).
HNO; 2 H* + NO3 (4)

V ptirod¢ se dusi¢nany V minerdlech nachéazeji jen ojedinéle. V lokalitich mimo
Evropu se nachazi dusi¢nan sodny, chilsky ledek. Dusi¢nany V ptirodé vznikaji v procesu
nitrifikace. Jsou koneénym produktem rozkladu organickych latek, obsahujicich dusik, za

piistupu kysliku. [9, 13]

Mnoho zemi Celi vyzvam na ochranu Zivotniho prostfedi a potravinové bezpecnosti.
Vliv a chovani ¢lovéka vyrazné méni kolobéh dusiku v pedosféte, atmosféte a hydrosféte jiz
od dob primyslové revoluce. Moderni zeméd€lstvi se potyka se ztratou dusi¢nani v pudach.
Dochéazi k vyplavovani dusi¢nan do podzemnich vod a k nasledné eutrofizaci ekosystému.
Bylo zjisténo, Ze piiblizné 30 % aplikovanych dusicnanovych hnojiv ptechdzi do podzemni

vody. [8]

Dusitany mohou vznikat redukci dusi¢nanti exogenné i endogenné. Exogenni ptivod
dusitanii mize souviset se skladovanim, transportem a zpracovanim potravin a zemédélskych
produktt. Tento vliv se uplatiiuje naptiklad pti skladovani zeleninovych produkt, bohatych na
dusi¢nany, jsou-li udrzovany delsi ¢as v teplém stavu. Kontaminanty se mohou dostat do
potravin i v procesu suSeni, ktery je realizovan pomoci koufe, ve kterém se nachazi oxidy
dusiku. Endogenné vznikaji dusitany v téle loveka, v travicim traktu. Pfi dlouhodobé expozici
dusi¢nany a dusitany dochazi ke vzniku N-nitrososloucenin. U nich byly v roce 1956 prokazany
karcinogenni ucinky, mohou se podilet na vytvafeni zhoubnych nadortd. Vznik
N-nitrososlou¢enin podporuji kyselé podminky a nékteré druhy bakterii. Rovnice 5 vyjadiuje
vznik N-nitrososlouceniny ze sekundarniho aminu a nitrosa¢niho ¢inidla. R; a R2 mohou byt

aryly, heterocyklické substituenty, nebo alkyly. [14]
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N-nitrososlouceniny jsou povazovany za karcinogenni a mohou vyvolavat rakovinné
bujeni po celém téle, mimo opérného aparatu. Velké koncentrace nitrosamini zpiisobuji
onemocnéni jater. Ne&ktefi zastupci maji teratogenni ucinky na zarodek, konkrétné N-
nitrosomethylmocovina a N-nitrosoethylmocovina. Reakce dusitani na N-nitrososlouc¢eniny
probiha pfti kyselym pH, reakci mohou katalyzovat i halogenidové ionty a rhodanid, ten se
nachazi napftiklad ve slindch. Zajimavé je, Ze kutaci maji az Ctyfnasobné vétsi koncentraci
rhodanidu nez nekutaci. Vitamin C (kyselina L-askorbova) a vitamin E (tokoferol) brani reakci

pfemény dusitani na N-nitrososlouc¢eniny. Dlouhodoba expozice N-nitrososloucenin je

24

Dusi¢nany se vstfebavaji do krve pii peroralnim podani v tenkém stieveé, Kinetika
reakce je velmi rychld a biologicka dostupnost je priblizné 92 %. Asi po 40 minutach je hladina
dusi¢nanti v krevni plasmé na maximu. Clovék pfiblizng 25 % z pfijimanych dusi¢nant
vylucuje do slin, kde je pfiblizné 20 % dusi¢nanti pfemeénéno bakteriemi na dusitany. Odpovida
to 5-8 % z celkového piijmu dusi¢nanti. Navrat na fyziologickou hladinu dusi¢nanu trva

24-48 hodin. [15, 16]

2.3.1. Methemoglobinémie

I pes to Ze jsou dusi¢nany v organismu chemicky nereaktivni, mohou byt mikrobialné
redukovany na reaktivni dusitany. Dusitany mohou zptisobovat inaktivaci hemoglobinu v téle,
tzv. methemoglobinémii. Dochazi k oxidaci Zeleznatého iontu Fe?* na ion Zelezity Fe*, ktery
se nachazi v hemoglobinu, nebo v myoglobinu. Oxidovana forma Fe®" neni pfenasec kysliku.
Z cerveného barviva hemoglobin se stane methemoglobin, ktery je tmavohnédy. Mezi piiznaky
onemocnéni patii modrosediva nebo hnédoseda barva pleti, podrazdénost. Fyziologicka hladina
methemoglobinu je mensi nez 2 %. U déti s mirné zvySenymi koncentracemi se projevuje
onemocnéni nadmérnym plac¢em, pii vyssich koncentracich ospalosti a letargii. Methemoglobin
je redukovan enzymem MetHb-reduktazou na hemoglobin. ZvySeny vyskyt této nemoci je u
kojenctl. Ovliviiuje to kombinace riznych faktort. Zaludek méa vy$si pH, a tudiz se v ném
nachazi vice mikroorganismti. Pomér pfijatych tekutin a hmotnosti kojence je vyssi. Kojenci
maji Vys§i koncentrace fetalniho (plodového) hemoglobinu, ktery se oxiduje rychleji na
methemoglobin. Kojenci maji nizsi aktivitu enzymu MetHb-reduktazy. [14, 16-18]



2.4.Dusi¢nany ve vodé
Dusi¢nany a dusitany se pfirozen¢ nachazi v ptirod¢. Dusi¢nany jsou velice dobie
rozpustné ve vodé¢, a tudiz jsou zifejmé nejrozsifenéjSim kontaminantem podzemnich vod na
svété. Maji zanedbatelné komplexacni vlastnosti. Ve vodach se nachdzi pouze jednoduchy

anion NOs. Jejich vysoka koncentrace piedstavuje nebezpeci pro lidské zdravi.

Dusi¢nany jsou ptitomny ve vSech vodach, jsou mezi ¢tyimi hlavnimi anionty.
V Cistych vodach jsou vétSinou zastoupeny v malych mnozstvich, v jednotkach mg/l iontu
NOs". Voda ze zeméd¢lskych oblasti je znecisténd hnojivy, a proto se koncentrace dusi¢nanti
pohybuje v dusitkach az stovkach mg/l NOs™. Vytok vody z &istirny odpadnich vod (COV) a
odpadni vody z primyslu mohou mit podobné koncentrace dusi¢nanti jak voda ze zemé&d¢lstvi.
Vysoka koncentrace dusi¢nanit muze byt dikazem fekalniho znecisténi vody. Dusi¢nany se do
pitné vody mohou dostat z vice zdroji. Nékteré zdroje jsou prirodniho, jiné antropogenniho

puvodu.

Pfirodné¢ se dusi¢nany do vody mohou dostat mnoha zptisoby. Malé mnozstvi
pochazi z kyseliny dusi¢né, ktera vznika z oxidu dusi¢ného a vody. Nejvyznamnéj$im zdrojem
jsou bakterie, ve kterych probiha nitrifikace. Dal§i moZnosti je rozpousténi soli dusi¢nanti, které

je prevazné v zemich, kde se tézi ledky.

Koncentrace dusi¢nanti se v pfirodnich vodach zvysila intenzivngj$i zemédélskou
¢innosti a se vzrustajicim poétem obyvatelstva. V fece Labe je nartst patrny, v roce 1892 byla
prumérna koncentrace 2,2 mg/l, vyjadieno jako koncentrace dusi¢nanového aniontu, Vv roce
1976 byla 15,9 mg/l a v roce 1994 22,1 mg/l. Tento trend se zastavil na konci devadesatych let.
[13]

Na koncentraci dusi¢nanti v podzemnich vodach ma velky vliv padni a klimaticky
charakter a jejich hodnoty mohou byt v Sirokém rozmezi. Vysoka koncentrace dusi¢nanti je
v oblasti okolo Znojma 66 mg/l, ovsem nejsou vyjimky i hodnoty okolo 100 mg/l. V oblasti
jiznich Cech koncentrace dusiénani vétsinou nepiekraduji hodnoty 45 mg/l. Vysoké
koncentrace dusi¢nanti a dusitanti jsou charakteristické pro podzemni vody, které se nachazeni
pod borovymi lesy. Dobie provzdusnéna piscita ptida obsahuje bakterie, které jsou schopny
zachytavat dusik a nitrifikovat ho. Na jizni Moravé se nachéazi akaty, na jejichz kotenech ziji
bakterie rodu Rhizobium, které mohou zpracovavat i atmosféricky dusik. Pod akaty tak vznika
humus, ve kterém je mnoho dusi¢nani. Koncentrace dusi¢nanil v téchto podzemnich vodach se

muze pohybovat okolo hodnoty 90 mg/l. V podzemnich vodach se nejvyssi koncentrace
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dusi¢nant nachazi v zimnim obdobi, nebot’ je rostliny tolik nevyuzivaji a jsou vyluhovany

z pudy do vody. [13]

V mineralnich vodach je dusi¢nanti malé mnozstvi, a proto ¢asto nejsou stanovovany.
Nachéazi se tam dusi¢nany v koncentracich v jednotkdich mg/l, nebo pouze stopové
mnozstvi. OvSem existuji i vyjimky, napfiklad Zajecicka hoika. Ve druhém vydani publikace
Hydrochemie z roku 1990 [19] je uvedena koncentrace dusi¢nant 2600 mg/l. V dal§im vydani
publikace [20] neni o ZajeCické hoiké ani zminka. Ve ¢tvrtém [13] a patém [21] vydani je
uvedena koncentrace 2200 mg/l NOz". V patém vydani autor uvadi zdroj informace [22],

analyza byla provedena v roce 1981 s vysledkem 2203 mg/l NOs [22].

Primérna koncentrace V pitnych vodach podzemniho pivodu byla 17,4 mg/l.
Povrchové pitné vody obsahovaly primémé 14,4 mg/l. V priméru Vv celé Ceské republice je

koncentrace dusi¢nant ve vodovodnim fadu 19,2 mg/l. [13]

Maximalni mnozstvi ptijatych dusi¢nanl za jeden den by nemélo piekroc¢it 100 mg.
Koncentrace v pitné vod¢ by neméla piekrocit hodnotu 50 mg/l, bereme-li konzumaci 2 litra
vody denné. VyhlaSka Ministerstva zdravotnictvi €. 252/2004 Sb., kterd pojednava o
pozadavcich na pitnou vodu, urcuje nejvyssi mezni koncentraci dusi¢nani na hodnotu 50 mg/I.
[23] Maximalni koncentrace v balené kojenecké vodé ma byt 10 mg/l a v pramenité balené
vodeé 25 mgl/l. [13, 24]

Do vod se antropogenné dostavaji dusi¢nany pouzivanim primyslovych hnojiv, které
mohou obsahovat ledek, ale taky amonny kation, ktery mtize byt oxidovan opét na dusi¢nany.
Dusikata hnojiva se zacala pouzivat z diivodu nizké pfirozené koncentrace dusiku v ptidach pii

dnesSnim intenzivnim zemédélstvim.

Oxidy dusiku vznikaji pfi spalovani fosilnich paliv. Slune¢ni zafeni usnadnuje
pfeménu na oxid dusi¢ny a na kyselinu dusi¢nou. Ve velkych méstech s velkou dopravni
hustotou mohou zvySovat koncentraci oxidti dusiku automobily. Tovarny jsou zdrojem oxidu
dusiku v pramyslovych oblastech. Kyselé srazky kyseliny dusi¢né piispivaji 2,5 % do celkové

dusikové bilance ve vodé.

2.5.Dusi¢nany v potravinach
Dusi¢nany se V potravinach nachazi bud’ jako pridavné latky, lidové ,,é¢ka‘, nebo jako
kontaminanty, které se v pfirodé v malé mife ptirozen¢ nachazeji. Denni piijem dusi¢nant je
na celém svété odlisny. Potraviny rostlinného ptivodu predstavuji dulezity zdroj dusi¢nani.
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Koncentrace dusi¢nantl je predevsim zavisla na rozsahu pouZiti primyslovych hnojiv, ale také
na typu pudy a klimatickych podminkach. Na rostlinnou produkci navazuje produkce zivoc¢isna,

ktera je dusi¢nany taky ovlivnéna. Pfiblizné 80 % dusi¢nant pfijme ¢lovek z rostlinné potravy.

Dusi¢nany a dusitany se ptidavaji do masnych vyrobka pro jejich konzervaci,
stabilizaci barev nebo zvyraznéni chuti. Pfikladem mize byt uzené maso. Maso po tepelné
upravé ma ¢ervenou barvu, protoze byl s velkou pravdépodobnosti pouzit bud’ dusitan draselny
(KNO:>), nebo dusi¢nan draselny (KNO3), nebo oba uvedené ve vzajemném poméru. Kdyby
tyto latky nebyly pouzity, tak by se ruZovofialové hemové barvivo myoglobin pieménil
tepelnou upravou na metmyoglobin, ktery ma Sedou barvu. Pomoci pouzitych dusi¢nant a
dusitand se tepelnou Gpravou pieméni az na metmyochromogen, ktery ma nartizovelé zbarveni.
Metmyochromogen nelze uz dale oxidovat vzdusnym kyslikem, a proto je barva masa stala.
Dusi¢nany a dusitany jsou pfidavany i do nakladanych syri a ryb, nebot’ u nich byl prokazan
antimikrobialni u¢inek. Usmrcuji mikroorganismy, nebo potlacuji dilezité enzymové drahy
nebo pochody mikroorganismi. SlouZi tak jako konzerva¢ni latky. Baktericidni ucinky maji
tehdy, pokud latky usmrti veskeré mikroorganismy. Bakteriostatické ucinky maji tehdy, kdyz
dojde k usmrceni jen ¢asti populace mikroorganismi a k omezeni jejich rastu. Pomoci pokust
bylo zjisténo, ze nejlepsi ucinky maji dusi¢nany a dusitany pfi pH = 5,0 — 5,5. V malych
koncentracich jsou dusi¢nany neSkodné. Dusi¢nany se ovsem mohou redukovat na dusitany.

Ty uz mohou zptsobovat zdravotni potize détem a dospélym. [14-16]

Existuji studie, které pojednavaji o zdravotni prospéSnosti dusi¢nant. Dusi¢nany a
dusi¢nany V nizkych koncentracich mohou zptsobovat snizeni krevniho tlaku a slouzi jako
prevence proti infarktu myokardu a selhani jater. Zatim byly vlivy zkoumany na pokusnych
laboratornich mysich. Je mozné, Ze se téma Skodlivosti dusi¢nani znovu otevie a budou

publikovany nové studie, které uz budou aplikovany na ¢lovéka. [14]

2.6.Metody analyzy dusi¢nant
Od dob, kdy se zacalo lidstvo zajimat o dusi¢nany, se vyvinula cela fada metod na
jejich analyzu. VétSina metod jesté dostala néjaké modifikace a existuji fadoveé stovky
doporuéenych postupii analyz. Zadnou metodu oviem nelze oznaéit jako univerzalni a nejlepi.

Kazda metoda ma odlisné limity kvantifikace a odlisnou citlivost.

Dusi¢nany se stanovuji ve vSech typech vod, od pitnych po odpadni. Vzorky vody,
kterd mé byt podrobena analyze na dusi¢nany, by se mély analyzovat v den odbéru. Pokud to

neni mozné, musi dojit ke konzervaci vzorku.
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Vétsina metod na analyzu dusi¢nant ve vodach je zaloZend na absorpci zafeni o urcité
vinové délce a nasledné spektrofotometrické detekci. Spektrofotometrické metody se déli do
dvou skupin. V pifimych metodach stanovujeme dusi¢nany. V nepiimych metodach dochazi
k redukci dusi¢nanti na dusitany, nebo az na amoniakalni dusik. Do spektrofotometrickych
metod patii i kolorimetrie, kdy se srovnava zbarveni vzorku se standardem. Dusi¢nany je také

mozno stanovit pomoci dusi¢nanové iontové selektivni elektrody [25] a cyklické voltametrie
[26].

2.6.1. Spektrofotometrické stanoveni
Existuje mnoho metod, které pouzivaji fotometrické a spektrofotometrické postupy.
Nejbéznéjsi piimé stanoveni dusi¢nant je pomoci metody s kyselinou sulfosalicylovou, ktera
je upravovana normou CSN ISO 7890-3. Stanoveni je zaloZeno na reakci Kyseliny
sulfosalicylové s kyselinou dusi¢nou (HNO3) za ptidavku kyseliny sirové (H2SO4). Absorbance
vzniklého zlutého zbarveni se méfi pii 415 nm. [27] Mnohdy se pouziva kyselina salicylova.
Dochazi K rozsifeni konjugovaného systému, a tudiz se absorpéni maximum posune do

viditelné ¢asti spektra. Rovnice 6 popisuje vznik nitroderivata. [10]

OQC/OH

OH OH OH
+ HNO, —»H 0 o + O
29 N? NN

o © (6)

O _OH
\C/

Reakce ma své interferenty, které je potieba odd¢lit. Napiiklad chloridy se odstranuji
srazenim se siranem stiibrnym. Kovy je potieba oddélit na iontomeénici. Vliv dusitani se potlaci

odpafenim se siranem amonnym. Interference mohou zptsobovat i nékteré organické latky.

Jako dalsi ptimou spektrofotometrickou metodu lze uvést stanoveni dusi¢nanti pomoci
2,6 — dimethylfenolu. V reakci dochazi opét k zavadeéni nitroskupiny na aromatické jadro.
Reakce je kysele katalyzovana, ale pro spektrofotometrické stanoveni je nutné vzorek
alkalizovat hydroxidem sodnym. Absorp¢ni maximum ma zlutd sl pifi 432 nm. Reakéni

schéma je na obrazku (Obr. 1). [10, 28]
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Obr. 1: Nitrace 2,6 — dimethylfenolu za vzniku zluté soli. [28]

Kolorimetrické stanoveni dusi¢nanti ve vodé zaloZzené na redukci dusicnanli na
dusitany a nasledné stanoveni dusitanti patii mezi neptimé metody. Je to velice jednoducha
metoda a v praxi hodné vyuzivana. Jeji velkd vyhoda je pfenosnost. Analyzu je mozné
uskute¢nit na misté odbéru. Byla vyvinuta metoda, ktera vyuziva praskového zinku jako
reduk¢éniho ¢inidla ve spojeni s pouzivanym Griessovym testem. Linedrni rozsah byl od
0,5—45 mg/l NOs. Metoda byla validovana a bylo provedeno srovnani s iontovyménnou
chromatografii v akreditovanych laboratotrich. Metoda produkovala srovnatelné vysledky pro
sladkou vodu. Dusi¢nanovy anion byl nejdiive redukovan zinkem v prostfedi kyseliny
chlorovodikové na dusitanovy anion. V roztoku se nachazelo i Griessovo ¢inidlo, se kterym
ihned vznikajici dusitanovy anion reagoval. Doslo k vzniku diazoniové soli s kyselinou
sulfanilovou a nasledné kopulaci s N — (1 — naftyl) — ethylendiaminem. Po tfepani a 10
minutach stani bylo porovnano vzniklé fuzovofialové zbarveni. Reakcni schéma je na

obrazku (Obr. 2). Kolorimetrické porovnani je na obrazku (Obr. 3). [29]
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Obr. 2: Vznik kolorimetricky stanovitelného riZzovofialového zbarveni. [29]
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Obr. 3: Kolorimetrické stanoveni dusicnanii. [29]

2.6.2. Stanoveni dusi¢nanii a dusitant pritokovou injekéni analyzou (FIA)
Clanek [30] pojednava o analyze dusi¢nant a dusitani v potravinach. Potraviny byly
homogenizovany s vatici vodou a prefiltrovany. Nasledné bylo pfidano aktivni uhli a Carrezovo
¢inidlo 1 a 2 na vycefeni roztoku. Roztok byl michan 30 minut, poté zfiltrovan membranovym
filtrem. Schéma chemické reakce se shoduje s kolorimetrickym stanovenim dusi¢nanti s tim, Ze

se dusi¢nany na dusitany redukovaly na kolonce s kadmiem a médi. (2.6.1).

Pfistroj na prutokovou injek¢ni analyzu (FIA) se skladal z nékolika ¢asti (Obr. 4). Do

nosného média, vody, byl naddvkovan vzorek automatickym davkovacem. Po smichani
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s pufrem o pH = 8,5 nasledoval dé¢li¢ toku. Pokud byl vzorek vpustén do kolonky s kadmiem a
médi, doSlo k redukci dusi¢nanti na dusitany. Stanovovala se suma dusi¢nant a dusitani. Kdyz
byl vzorek vpustén do obtékaci kolonky, stanovovaly se pouze dusitany. V reakéni civee doslo
k reakci (Obr. 2), pti které vzniklo rizovofialové zbarveni. UV-Vis detektor byl nastaven na
520 nm. [30]

reakéni civka 1 - reakeni civka 2
voda @\ Cu+Cd, NO,
/\M dalic

toku —— detektor

pufr

NO, ,NO,

Griessovo
Cinidlo

Obr. 4: Schéma FIA analyzatoru dusi¢nand a dusitanti. [30]

2.6.3. Stanoveni dusi¢nanii a dusitani pomoci kapilarni elektroforézy

Clanek [31] pochazi zoboru forenznich véd. Dusi¢nany a dusitany se nachazi
Vv povystielovych zplodinach. Osobé¢, ktera vystrelila ze zbrané, byly provedeny stéry pomoci
vzorkovaci hedvabné tyCinky. Ta byla pak vyluhovana v ultrazvuku do vody. Vzorky byly
analyzovany kapilarni elektroforézou s DAD detektorem pii 214 nm. Kapilara byla naplnéna
elektrolytem, ktery tvofil roztok fosfatového pufru o pH = 3,5. Vzorek byl hydrodynamicky
naddvkovan a na kapilaru bylo pfivedeno 20 kV. Celkovd doba analyzy byla krat$i nez
30 minut, samotna separace trvala 5 minut. Elektroosmoticky tok byl potlacen diky nizkému
pH v kapilafe. Pomoci kapilarni elektroforézy s DAD detektorem se podafilo zjistit, Ze osoba

drzela zbran v levé ruce. Na levé ruce byla koncentrace dusi¢nant vyssi. [31]

2.6.4. Fluorescenéni senzor na dusi¢nany a dusitany na bazi oxidu grafenu.

V ¢lanku [32] slouzil oxid grafenu (GO) jako novy fluorescencni senzor pro stanoveni
dusi¢nant a dusitanid. GO byl syntetizovan modifikovanou Hummersonovou metodou a byl
charakterizovan pokroc¢ilymi instrumentalnimi metodami. GO mél dvoudimenzionalni
strukturu. Ptipraveny praskovy GO byl dispergovan do vody a ptidaly se dusi¢nany a dusitany.
Excita¢ni vinova délka byla 367 nm a emisni vinova délka byla 567 nm. GO senzor byl vice
citlivy k dusitaniim nez k dusi¢nantim. Dusitanovy anion je mensi a ma také vyssi polaritu nez
dusi¢nanovy anion. To zptisobovalo, Ze dusitanovy anion m¢l vétsi interakce s kyslikem v GO.

Analyzované koncentrace byly 1-10 mM. [32]
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2.6.5. Stanoveni pomoci dusi¢nanové iontové selektivni elektrody

Clanek [25] pojednava o analyze dusié¢nanti a dusitani v mase pomoci dusi¢nanové
iontové selektivni elektrody. VEtsi mnozstvi masa bylo homogenizovano. Poté byl odebran
reprezentativni vzorek masa do celulozové extrakéni patrony. Extrakce probihala boratovym
pufrem o pH = 9 v Soxhletové extraktoru 3 hodiny. Pii hodnoté¢ pH = 9 bylo dosazeno
optimalnich vytézkt extrakce. Extrakt byl kvantitativné pfeveden do odmérné banky, kde byl
doplnén vodou. Pro analyzu dusi¢nant byl pipetovan podil do kadinky, ke kterému byla pfidana
smés siranu hlinitého, kyseliny amidosulfonové, siranu stfibrného a siranu amonného.
Koncentrovanou kyselinou sirovou byla upravena kyselost na pH = 3,3. Bylo provedeno méfeni
pomoci ISE. Pro stanoveni dusitanti se k odpipetovanému podilu ptidala smés chemikalii, jen
misto kyseliny amidosulfonové byl pfidan roztok manganistanu draselného. Doslo k oxidaci
dusitani na dusi¢nany. Nadbytek manganistanu byl odstranén ptidavkem peroxidu vodiku.

Pomoci ISE se stanovila suma dusi¢nant a dusitant. [25]

2.6.6. Stanoveni dusi¢nani pomoci biosenzoru a cyklické voltametrie

V poslednich dvou dekadach byly vyvinuty analytické biosenzory, které vykazuji
dostatecnou citlivost a ekonomickou vyhodnost pii stanoveni dusi¢nanti. Funk¢énost biosenzoru
byla zaloZzena na biokatalyzované redukci dusi¢nand na dusitany. Aktivita enzymu,
zakotveného na pracovni elektrod¢, se v pribéhu ¢asu snizuje. V klasickych méfenich byl
enzym obmeénovan vzdy po malém poctu analyz, a proto tato metoda nenasla prozatim vétsiho
komer¢niho vyuziti. V ¢lanku [26] védci pracovali S inteligentnim pfenosnym senzorem, ktery
nevyzaduje tak Castou obménu enzymu. Bylo mozné korigovat vysledky na aktivitu enzymu
v ¢ase a na pocet analyz. Lze tedy odhadnout koncentraci dusi¢nant s malou odchylkou.
Ptipravend elektroda se zakotvenym enzymem pracovala nejméné 10 dni a analyzovala 400
vzorkl. Instrumentalni ¢ast se skladala ze 4 hlavnich casti (Obr. 5). Trielektrodovy
elektrochemicky systém (1), zafizeni na zpracovani signalu s bezdratovou technologii (2),
aplikace pro platformu iOS firmy Apple (3) a sdileni vysledku na vzdaleny server (4). Vzdalené

pozorovani umoznovalo monitoring z vice mist. [26]
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Obr. 5: Schéma biosenzoru. [26]

2.6.7. Stanoveni dusi¢nanii a dusitani chromatografii na iontoménicich

Clanek [33] pojednava o stanoveni dusi¢nanii a dusitan pomoci ionexové
chromatografie v cukrovarnickém pramyslu. Jednalo se pfedevsim o cukrovou fepu, melasu,
surovou cukernou stavu a fepnou buniCinu. Chromatografie na iontoménicich vyuzivala
vodivostni detekce. Separace probihala na kapilarni kolon¢, naplnéné anexem, ktery poskytoval
retenci pro anionty a pro organické kyseliny. Vzorky cukrové fepy byly vafeny ve vodé a
nasledn¢ ochlazeny. Po filtraci a fedéni byly davkovany do chromatografu. Probihala
gradientova eluce, kdy s dobou analyzy vzriistala koncentrace hydroxidu sodné¢ho ve vodé.
Retenéni Casy obou stanovovanych aniontd byly odlisné piiblizné o 5 minut. Dusi¢nany se
nachazely ve v§ech analyzovanych vzorcich. Velmi vysoké byly koncentrace v melase, hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 126 — 8900 mg/kg (vztazeno na koncentraci dusi¢nanového aniontu)
V susing, primérna hodnota byla 2376 mg/kg v susin€. V surové cukerné stave byla pramérna

hodnota 527 mg/kg, v fepné buniciné pak 34,33 mg/kg v susiné. Dusi¢nany a dusitany nejsou
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odstranény v Cisticich procesech uhli¢itanem vapenatym. Prochdzi tak dale a shromazd'uji se

v melase. [33]

2.7.Plynova chromatografie anorganickych ionti
Plynova chromatografie anorganickych iontli neni nova zalezitost. Napiiklad ¢lanky o
analyzach kfemicitant a bromidt byly publikovany roku 1978 [34], resp. 1972 [35]. Analyza
anorganickych iontil neni pro plynovou chromatografii typickéa. Nabité ¢astice nejsou t€kavé, a
proto je nelze prevést do plynné faze. lonty se proto obvykle analyzuji jinymi technikami.
Postupy analyz anorganickych iontti plynovou chromatografii mohou mit verifikacni charakter

ke klasickym metodam, které jsou zalozené na jinych chemickych a fyzikalnich principech.

Plynova chromatografie vyuziva chemické derivatizace. Cilem je umoznéni nebo
vylepseni zplynéni, separace, nebo detekce analytu. Urcité skupiné iontti vyhovuji jen nékteré
derivatizac¢ni techniky. Hlavnim cilem je snizit polaritu ptvodni latky. Latky s polarnimi
skupinami jsou hife pieveditelné do plynného stavu, maji obvykle vyssi teplotu varu. V ptipadé
analyz anorganickych latek se chemicka derivatizace provadi pied chromatografickym

délenim. Optimalni derivatiza¢ni reakce by méla byt kvantitativni a rychla. [2]

2.7.1. Analyza oxidu uhli¢itého a uhli¢itanti plynovou chromatografii

V praci [36] se pojednava o analyze oxidu uhli¢itého a uhli¢itant plynovou
chromatografii. Oxid uhli¢ity a uhlic¢itany byly zachyceny v alkalickém roztoku. K uhli¢itanim
byl ptidan izotopové zna¢eny standard Na*COgs (vnitini standard), vodny roztok deuterovaného
acetonu (deuterium v (Obr. 8) znaceno pismenem D) a derivatiza¢ni ¢inidlo pentafluorobenzyl
bromid (PFB-Br). Vzorky byly inkubovany. Schéma derivatizace je na obrazku (Obr. 6). Po
ochlazeni na laboratorni teplotu byly vzorky odpafeny do sucha proudem dusiku. Odparek byl
rozpustén v acetonu. Roztok byl analyzovan GC/MS. Byla pouzita jak ionizace elektronem, tak

chemicka ionizace v negativnim modu. [36]
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Obr. 6:Derivatizace uhli¢itanového aniontu.[36]

2.7.2. Analyza bromidi v krvi plynovou chromatografii

Clanek [35] se vénuje analyze bromidi v krvi plynovou chromatografii, kterou lze
analyzovat i krev zemfielych na rozdil od kolorimetrické metody. Ke vzorku byl pfidan roztok
kyseliny trichloroctové, aby byly vysrazeny bilkoviny, a voda. Po chvili tfepani byla ¢ast
odebrana do vialky se zatkou a byl pfidan roztok kyseliny sirové, manganistan draselny a
cyklohexen jako reaké¢ni Cinidlo. Se vzorkem se tfepalo a poté byl pfidan sificitan sodny.
Ttepalo se do odbarveni roztoku. Po chvili stani se odd€lily vrstvy. Do plynového
chromatografu se davkovalo zhorni faze. Plamenoioniza¢nim detektorem (FID) byly
detekovany vzniklé dva produkty, které byly v ¢lanku identifikovany  jako
1,2 — dibromocyklohexan (Obr. 7) a 1,6 — dibromohexan. [35]
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Obr. 7: Vznik 1,2-dibromcyklohexanu.

2.7.3. Stanoveni fluoridi pomoci headspace GC/MS

Dtive bylo stanoveni fluoridii plynovou chromatografii zalozeno na tvorb¢ fluorsilant,
kterym ptedchazela extrakce do organického rozpoustédla, nebo byla pouzita SPME technika.
Vazba Si-F neni stabilni ve vodnych prostiedich a pii vysokém pH. V ¢lanku [37] bylo proto
pouzito alkylaéni ¢inilo [EtsO][FeCls]. Vzorky byly vyhodnoceny pomoci metody piidavku
standardu. Do vybranych headspace vialek byly ke vzorkim vody ptidany standardy fluorida.
Poté byl pfidan roztok amoniaku a nasledné i Cerstvé ptipravené alkylaéni ¢inidlo. Reakce
probihala za laboratorni teploty tfi hodiny. Reakéni schéma je na obrazku (Obr. 8). Poté byly

vzorky davkovany ru¢né plynotésnou stiikackou do plynového chromatografu. [37]
[Et;0][FeCl,] — Et;0% + FeCly
F~ + Et;0" - EtF + Et,0
Obr. 8: Alkyla¢ni reakce [EtsO][FeCls]. [37]

2.8.Stanoveni dusi¢nani plynovou chromatografii
Pro stanoveni dusi¢nanti plynovou chromatografii bylo vyvinuto mnoho metod.
Pouzivalo se alkyla¢ni (derivatiza¢ni) Cinidlo pentafluorobenzyl bromid (PFB-Br). Toto
¢inidlo reagovalo jak s dusi¢nanovym, tak dusitanovym aniontem. S dusitanovym aniontem
tvoii a-nitro-pentafluortoluen a s dusi¢nanovym aniontem tvoii prislusny ester (Obr. 9). Ester
vznika pomaleji. Za zvySené teploty a za delsi doby reakce se vytézek esteru dusi¢nanu zvysil,
nicméné derivatizovany dusitan se zacal rozkladat. Byl zvolen kompromis v podob¢ 1 hodiny.

Pro kvantifikaci byl pouZit izotopové zna¢eny dusi¢nan a dusitan. [38, 39].
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Obr. 9: Derivatiza¢ni reakce PFB-Br s NO3z a NO>", [39]

V praktické casti této kvalifikatni prace bylo vyuzito derivatizani c¢inidlo

triethyloxonium tetrafluoroborat.

2.8.1. Derivatizaéni ¢inidlo [Ets0][BF4]

Derivatiza¢ni alkylacni ¢inidlo triethyloxonium tetrafluoroborat je védei v posledni
dobé pouzivano pro chemickou tvorbu par (chemical vapor generation — CVG). Pomoci tohoto
alkylacniho cinidla je mozno analyzovat chloridy, bromidy, iodidy, kyanidy, thiokyanaty,
sulfidy, dusitany a dusi¢nany. Cinidlo je taky znamo pod nazvem Meerweinova stl,
syntetizoval ji Hans Meerwein a jeho tym v roce 1937. Ta prokazala schopnost provést alkylaci
ve vodném roztoku u zminénych anorganickych aniontli, umoziuje separaci tékavych latek od
matrice. CVG miize mit i prekoncentracni tlohu. Derivatiza¢ni ¢inidlo provadi O-alkylaci

dusi¢nanového aniontu, vznika piislusny ethylester.

Derivatizacni ¢inidlo [Ets0][BF4] je pevna latka krystalické struktury. Prace s ni
vyZaduje obezietnost. Hydrolyzou vznikaji t¢kavé a hoflavé produkty, diethylether a ethanol

(rovnice 7). Zasobni nadoba se uchovava v mrazicim boxu. [40, 41]
Et;0* + H,0 - Et,0 + EtOH + H* (7

2.8.2. Stanoveni dusi¢nani pomoci [Etz:O][BF4]

Vodny vzorek obsahujici dusi¢nany mohl také obsahovat dusitany. Pro odstranéni
dusitant byla ke vzorku do headspace vialky piidana kyselina amidosulfonova. Ta reaguje
s dusitany dle rovnice 8. [42] Ke vzorku bylo ptidano derivatiza¢ni ¢inidlo [Ets0][BF4] a vialka
byla zakrimpovana. Derivatizaéni reakce vyjadiuje rovnice 9. Vialky byla inkubovana pied

headspace davkovanim pii 60 °C po dobu 5 minut. [40]
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3. PRAKTICKA CAST

Cilem kvalifika¢ni prace je optimalizovat metodu na analyzu dusi¢nant ve viné pomoci
derivatizace analytu s naslednou analyzou plynovou chromatografii s hmotnostni spektrometrii.
Dusi¢nany spadaji spiSe do anorganické analyzy, a tudiz nejsou obvyklym analytem pro
GC/MS. V piedchozich pracich se autofi zabyvali zeleninou, ve které ocekavali velké
koncentrace dusi¢nanll. Vino timto zplisobem nebylo analyzovano. Optimalizovand metoda

byla aplikovana na vzorky raznych vin.

3.1.Pouzité chemikalie

Amidosulfonova kyselina — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
Triethyloxonium tetrafluoroborat, >97,0 % — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
Dusi¢nan draselny N, 98 % atomi *°N — Sigma-Aldrich, St. Louis, USA.
Dusi¢nan draselny, p. a. — Penta, Praha, CR.

Chlorid sodny, p. a. — Lachema, Neratovice, CR

3.2.Pristrojové vybaveni

Automatické pipety Eppendorf, Hamburk, Némecko.

Analytické vahy Mettler Toledo, XSE205DU, Svycarsko.

Blokovy termostat, Stuart SBH130, Staffordshire, Velka Britanie.

Hmotnostni spektrometr Agilent Technologies 5973N, Santa Clara, Kalifornie, USA.

Kapilarni chromatograficka kolona Optima 5 MS — 30 m x 0,25 mm x 0,25 um,

Macherey — Nagel, Diiren, Némecko.

Nosny plyn He 5.5, Siad, Bergamo, Italie.

Plynovy chromatograf Hawlett Packard HP 6890 series, Santa Clara, Kalifornice, USA
Plynotésna stiikacka

Headspace vialky, 22,5 x 75 mm, objem 20 ml

Bézné laboratorni sklo
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Ultrazvuk Elmasonic S 40 H, Singen, Némecko

3.3.Vzorky vin

Vino, které bylo analyzovano, bylo zakoupeno v 1. Olomoucké vinotéce v Olomouci.

Analyzovana vina byla jak lahvova, tak sti¢ena. Bobule sta¢enych vin nepochazely z Ceské

republiky, ale vina byla vyrobena na izemi CR. Vzorky pokryly zakladni spektrum vin, ktera

jsou na trhu. Jedno analyzované vino pochazelo ze Slovenska, vzorek ¢. 6, Tab. .

Cislo Druh vina Rocnik Ba}rva Vyrobce Pavod hroznt
vzorku vina
1 Rulandské sedé 2018 bilé Vinny dum, Bzenec Madarsko
2 IrSaj Oliver 2017 bilé Vinny dum, Bzenec Madarsko
3 Muller Thurgau 2018 bilé Vinny dum, Bzenec Madarsko
4 Veltlinské zelené | 2018 bilé Vinny dum, Bzenec Madarsko
5 Savinon 2015 bilé Vinafstvi Krist, Milotice Ceska republika
6 Rizling viassky | 2015 | bilé LIl el el Slovenska republika
vinohradnicky region
7 Svatovaviinecké | 2018 rosé Vinny diim, Bzenec Ceska republika
8 bilEnleti . 2018 | Cervené Vinny dim, Bzenec Madarsko
polosladké
9 Merlot - suché 2017 | cervené Vinny diim, Bzenec Francie
10 Modry portugal 2017 | Cervené | Vinarstvi Kovacs, Novosedly Ceska republika

Tab

. I: Pfehled analyzovanych realnych vzorka vin.

3.4.Pracovni postupy

3.4.1. Priprava standardnich roztoku

3.4.1.1.

Piiprava standardniho roztoku KNOs3

Na analytickych vahach bylo do mikrozkumavky navazeno 1,63 mg KNOs

(M = 101,11 g/mol) a pfidano pomoci automatické pipety 1 ml destilované vody. Toto mnozstvi

odpovida koncentraci 1 mg/ml dusi¢nanového aniontu NOs". Pro odlisnou navazku byl

piepocitan objem piidavané vody pomoci ptimé tméry.

3.4.1.2.

P¥iprava standardniho roztoku K*®NO3

Na analytickych vahach bylo navdzeno do mikrozkumavky 1,62 mg izotopové

znadeného K®NOs; (M =102,10 g/mol). Pomoci automatické pipety bylo ptidano 1 ml

destilované vody. Koncentrace NOs™ odpovidd 1 mg/ml. Pro odli$nou navazku lze vypoditat

mnozstvi pfiddvané vody ptimou imérou.
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3.4.2. Priprava derivatiza¢nich cinidel

3.4.2.1. Priprava roztoku amidosulfonové kyseliny
Na analytickych vahach bylo navazeno do mikrozkumavky 10 mg Kkyseliny
amidosulfonové. Automatickou pipetou byl ptfidan 1 ml destilované vody. Vysledny roztok

obsahoval 1 % (m/v) kyseliny amidosulfonové.

3.4.2.2. Priprava roztoku triethyloxonium tetrafluoroboratu [EtsO][BF]
Na analytickych vahach bylo do mikrozkumavky navazeno 150 mg [EtsO][BF4].
Pomoci automatické pipety bylo ptfidano 150 pl acetonitrilu. Vznikly roztok obsahoval
50 % (m/v) derivatiza¢niho ¢inidla. V acetonitrilu ma byt derivatiza¢ni ¢inidlo stabilngjsi po

delsi dobu nez v destilované vodé. [40]

3.4.3. Priprava vzorku

Vino bylo sonifikovano 10 minut na ultrazvukové 1azni, aby se zbavilo rozpusténych
plyni. Do sklenéné headspace vialky bylo odpipetovano 2 ml sonifikovaného vina pomoci
automatické pipety. Do vina bylo p¥idano 100 ul standardniho roztoku K*®NOs. Poté 100 pl
roztoku kyseliny amidosulfonové a nakonec 50 ul roztoku [Ets0][BF4] v acetonitrilu. Ihned po
ptidani [Ets0][BF4] doslo k zakrimpovani headspace vialky. Vialka byla vloZena do blokového
termostatu, ktery byl pfedem vyhtaty na 60 °C. Vialka byla v blokovém termostatu 30 minut.
Po této dob¢ bylo septum propichnuto a plynotésnou davkovaci sttikackou bylo nadavkovano

2,5 ml do nastfiku plynového chromatografu.

3.4.4. Parametry analyzy
Plynotésnou davkovaci stiikackou byla plynné faze nadavkovana do nastiiku, ktery
byl vyhtivany na 270 °C. D¢li¢ toku byl nastaveny na pomér 10:1. Teplota termostatu kolony
byla za zac¢atku analyzy 50 °C po dobu 3 minut. Poté nastal nartst teploty S gradientem
20 °C/min do teploty 250 °C. Pti finalni teploté byl termostat dalsi 4 minuty. Pritok nosného
plynu byl udrzovan na 0,9 ml/min. Délka analyzy byla 17 minut.

Hmotnostni spektrometr pracoval v médu SIM (Selected lon Monitoring) po celou
dobu analyzy. Byl naprogramovan na sbér informaci o iontech m/z = 46 a m/z = 76, které patii
fragmentu s dusikem '“N, tedy piirodniho dusiku. Sbiral informace i o iontech m/z =47 a

m/z = 77, které nalezi izotopové zna¢enému dusiku °N.

Hmotnostni spektrometr v modu TIC (Total Ion Current) pracoval od za¢atku analyzy.

Rozpéti mérenych m/z bylo 29,0 — 150,0.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Na zacatku praktické ¢asti bylo ovéteno, Ze reakce derivatizace dusi¢nant (Rovnice 9)
probiha a je mozné separovat a detekovat derivat analytu pomoci GC/MS. Ke 2 ml vina bylo
do headspace vialky ptidano 1 ml standardniho roztoku dusi¢nanu draselného. Po ptidani
100 pl amidosulfonové kyseliny a 50 pl derivatizacniho ¢inidla byla vialka zakrimpovana a
umisténa do blokového termostatu na 30 minut pii 60 °C. Z plynné faze bylo davkovano 0,5 ml
do plynového chromatografu s hmotnostnim spektrometrem. Hmotnostni spektrometr pracoval

v modu TIC. Bylo ziskano spektrum ethyl-nitratu (Obr. 10).

4.1.Hmotnostni spektrum ethyl-nitratu

V hmotnostnim spektru ethyl-nitratu (ethylesteru kyseliny dusi¢né, Obr. 11) se
nenaléza molekularni ion, nebot’ jeho signal by byl na m/z = 91. Na molekularni ion, kation
radikal, by bylo mozné aplikovat dusikové pravidlo. Na fragmenty se dusikové pravidlo
neaplikuje. Fragment s m/z = 76 odpovida ztrat€¢ methylu z molekularniho iontu, predpokladana
struktura fragmentu je na obrazku (Obr. 12). Zakladni ion ve spektru je Sm/z = 46. Tento
fragment odpovida ztraté ethoxylu. Jeho pfedpokladana struktura je na obrazku (Obr. 13). lon
sm/z = 29 odpovida ethylu. Tento ion ma druhou nejvétsi intenzitu a jeho struktura je na
obrazku (Obr. 14).
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Obr. 10: Hmotnostni spektrum derivatu dusi¢nanu.
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Obr. 14: Fragment m/z = 29

4.2.Derivatizace analytu
Reakce [EtzO][BF4] s dusi¢nanovym aniontem ma ethylacni charakter. Z ¢inidla se
uvolni reaktivni ethyl a vznikne ethylovany derivat dusi¢nanu, ethyl-nitrat. Vedlej$im

produktem je diethylether. Derivarizace — ethylace probiha za zvysené teploty.

4.2.1. Vliv teploty inkubace na derivatizaci
Byla zaméfena pozornost na teplotu inkubace v blokovém termostatu. Do 4 headspace
vialek bylo odpipetovano po 2 ml vina, vzorku ¢. 1. (Tab. ). Do vina bylo ptidano 200 pl
standardniho roztoku KNOs, aby signal byl 1épe rozpoznatelny. Pred inkubaci bylo do kazdé
vialky pfidano 100 pl kyseliny amidosulfonové a 50 ul derivatiza¢niho ¢inidla [Et;O][BF4].
Ihned po pfidani ¢inidla byla vialka zakrimpovana a vlozena do termostatu, nastaven¢ho na

teplotu 20, 40, 60 a 80 °C. Po inkubaci byly vialky vytazeny a zchlazeny na laboratorni teplotu.
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Obr. 15: Vliv teploty inkubace na derivatizaci.

Z uvedenych ploch pikt v logaritmické stupnici (Obr. 15) jde vidét, Ze reakce probiha

optimaln¢ pii 60 °C a 80 °C. U vzorku, ktery byl inkubovan na 80 °C se objevovaly interference,

které zvysuji chemicky Sum. Na obrazku (Obr. 16) odpovida ¢erna barva inkubaci na 60 °C,

modra barva inkubaci na 80 °C. Pro ion m/z = 46 je chromatogram v Piiloze 1.
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Obr. 16: Vliv teploty inkubace na derivatizaci pro ion m/z = 76.

Byla provedena dalsi soustava méteni, kdy byl vzorek davkovan po uplynuti 30 minut

ptimo z blokového termostatu bez ochlazeni. Vzorky byly pfipraveny stejnym zptisobem, jako

Vv piedchozi analyze.
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Obr. 17: Vliv teploty inkubace a davkovani na derivatizaci.

Z uvedeného obrazku (Obr. 17) 1ze odvodit, ze nejvétsi odezva byla u vzorku, ktery
byl inkubovan pii 60 °C. Pti 80 °C mohlo dochazet k rozkladiim derivatu analytu a kondenzaci

analytu na sténach stiikacky. Pro dalsi optimalizaci byla vybrana teplota 60 °C.

4.2.2. Vliv doby inkubace na derivatizaci
V dal$im kroku byla sledovana doba derivatizace. Pti kratké dobé& by derivatizace
nemusela byt kvantitativni. Dlouha doba reakce neni analyticky vyhodnd, nebot’ se za casovy

usek zpracuje méné vzork.

Do 6 headspace vialek bylo odpipetovano 2 ml vina, vzorek 1. Do vina bylo pfidano
200 pl standardniho roztoku KNO3, poté 100 ul roztoku kyseliny amidosulfonové. Po ptidani
50 pl derivatizaéniho ¢inidla byly vialky zakrimpovany. Vialky byly ponechany v blokovém
termostatu pii 60 °C vzdy jinou dobu. Poté byla plynna faze nastiiknuta do plynového
chromatografu.
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Obr. 18: Vliv doby reakce na derivatizaci.

Z obrazku (Obr. 18) je patrné, ze optimalni doba derivatizace je 30 minut pfi teploté
blokového termostatu 60 °C. Pii kratSich dobach ziejmé reakce neprobihala kvantitativné. Pri
delsich ¢asech mohlo dochazet k rozkladu produktti derivatizace. Delsi Cas derivatizace, nez je

120 minut, nebyl zkouSen.

4.3.Vliv délice toku na chromatografické vlastnosti
Pro zlepseni chromatografickych vlastnosti se pozornost zamétila také na délic toku,
tzv. splitter, ktery se nachazi v nasttikové ¢asti plynového chromatografu, a jeho délici pomér.
Byly vyzkouseny metody, kdy bylo davkovano 2,5 ml plynné faze vzorku s délicim pomérem
10:1. Na kolonu se tedy dostalo 0,23 ml plynné faze vzorku. Poté byl délici pomér pfenastaven

na 2:1 a bylo davkovano 0,5 ml a 2,5 ml, na kolonu se dostalo 0,17 ml a 0,83 ml plynné faze
vzorku.

5,5

4,5
Em/z=46
Em/z=76
’ ]
3

pomér 10:1; 2,5 ml pomeér 2:1; 0,5 ml pomér 2:1; 2,5 ml

log(A)

(6]

Nastaveni déli¢e toku

Obr. 19: Vliv délice toku na chromatografické vlastnosti.

29



Z obrazku (Obr. 19) lze poznat, Ze nejlepsi plochu piku v logaritmickém méftitku ma
vzorek, kde byl nastaveny dé¢lici pomér 10:1 a davkovalo se 2,5 ml. Vyhoda splitteru je, ze
separace probiha s vétsi ucinnosti (Obr. 20) a v disledku davkovani mensiho mnozstvi je mensi
chemicky Sum. Modry chromatogram odpovida délicimu poméru 2:1 a davkovani 2,5 ml, ¢erny
chromatogram odpovida poméru 10:1 a davkovani 2,5 ml. Chromatogram iontu m/z = 46 se
nachazi v Ptiloze 2. Proto se dale pracovalo s délicim pomérem 10:1 a davkovalo se 2,5 ml

plynné faze vzorku.

Abundance lon 76.00 (75.70 to 76.70): Z06.D\data.ms

5000 lon 76.00 (75.70 to 76.70): Z08.D\data.ms
5500 haN pomer 10:1; 2,5 ml
2000 AN pomér 2:1; 2,5 ml
4500

4000
3500
3000
2500
2000
1500
1000
500

Time—> 215 220 225 230 235 240 245 250 255 260 265

Obr. 20: Lepsi chromatografické vlastnosti iontu 76.

4.4.0pakované davkovani ze stejné vialky
Opakované davkovani z headspace se vyuziva, pokud je doddno pouze malé mnozstvi
vzorku k analyze. Pomoci opakovaného davkovani lze kontrolovat tésnost zakrimpovanych
vialek, nebo pribéh reakce. Odebranim prvniho podilu plynné faze dojde k naruseni rovnovahy

mezi kapalnou a plynnou fazi, nebot’ je odebrana ¢ast analytu.

Vzorek byl pfipraven stejné jako v oddilu 4.2.2., doba, kterou vzorek stravil
Vv blokovém termostatu, byla 30 minut. Z plochy pikil v logaritmickém méfitku na obrazku
(Obr. 21) mizeme urcit, ze opakované davkovani ma vzdy mensi plochu pikd nez prvni
davkovani. Druhé davkovani dosahuje primérmé 85 % oproti prvnimu davkovani u iontu m/z
=46, resp. 80 % u iontu m/z = 76. Opakované davkovani by mohlo byt pouZito pro tuto analyzu
dusi¢nani, nebot derivatizace jiz neprobihala. Pro dostate¢né mnozstvi vzorkii nebylo

opakované davkovani vyuzivéano.
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Obr. 21: Opakované davkovani ze stejné vialky.

4.5.Vysoleni derivatu analytu

Byla vyzkouSena metoda vysoleni organického derivatu analytu do plynné faze
z polarni vody. ZvySenim iontové sily dochazi ke snizeni rozpustnosti a nepolarni latky by mély
prejit ve vétsim mnozstvi do plynné faze. Byl pfipraven nasyceny roztok NaCl (35 g NaCl
v 100 ml destilované vody). Do vzorku k 2 ml vina bylo ptidano 2,5 ml nasyceného roztoku
NaCl. Poté bylo pfidano 100 pl standardniho roztoku KNOsz a 100 pl kyseliny amidosulfonové.
Po pridani 50 ul derivatizaéniho ¢inidla [EtsO][BFs] byla vialka zakrimpovana a umisténa do
blokového termostatu pti 60 °C na 30 minut. Plochy pikti, odpovidajici analyze bez ptidavku
NaCl a s piidavkem NaCl, jsou porovnany V logaritmickém méfitku na obrazku (Obr. 22). Z
obrazku (Obr. 22) Ize vyvodit, ze s NaCl dosahuje derivatizace vyrazné horsich vytézku. Sil

derivatiza¢ni reakci vadi, proto metoda vysoleni nebyla pouZita pro realné vzorky.
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Obr. 22: Vysoleni derivatu analytu.

4.6. Kvantitativni vyhodnoceni
Pro optimalizaci metody byly vyzkouseny metody vnitiniho standardu, metoda
ptidavku standardu a metoda vné&jsiho standardu (Tab. Il). VSe bylo testovano na vzorku
¢. 1 — Rulandské sedé (Tab. I).

Metoda kvantifikace NO3zmg/l]
VnéjSi standard — kalibraéni kfivka| 69,811
Standardni pfidavek 4,590
Vnitfni standard 4,156

Tab. Il;: Srovnani metod kvantifikace.

4.6.1. Kvantitativni vyhodnoceni pomoci metody vnéjsiho standardu

Pro metodu vné&jsiho standardu byla vybrana metoda kalibra¢ni kiivky. Matrice pro
tuto metodu byl 10 % roztok ethanolu, denaturovaného methanolem, v destilované vod¢. Byly
piipraveny vzorky o koncentraci NOs” 0 — 10 mg/l. Plochy pika byly vyneseny do grafu a
prolozeny linearni regresi. Kalibra¢ni kiivka pro ion m/z = 76 je na obrazku (Obr. 23). Pro ion
m/z = 46 je kalibra¢ni kiivka v ptiloze 3. I kdyz ma ion m/z = 46 vétsi pravdépodobnost vzniku,
byl pouzit k odhadu kvantifikace ion m/z = 76 kviili lep§imu odstupu detekovaného signalu od
Sumu. Tato metoda poskytla hodnotu 69,811 mg/l. Hodnota se vyrazn¢ lisi od ostatnich metod
kvantifikace (Tab. Il). Vysledky mohlo ovlivnit napiiklad pH vina, nebo dalsi pfitomné latky

ve ving.

32



600
y =51,692x + 9,8106
500 R2=0,9854

400

m/z=76

A piku [jZ]
w
8

200 —— Linearni (m/z = 76)

100

0 2 4 6 8 10 12
Koncentrace [mg/I]

Obr. 23: Metoda vnéjsiho standardu.

4.6.2. Kvantitativni vyhodnoceni pomoci metody pridavku standardu
Tato metoda 1épe eliminuje efekty, zpisobené matrici nez metoda vnéjsiho standardu.
Touto metodou byl analyzovan pouze vzorek 1 (Tab. 1), nebot’ je metoda pracna a naro¢na na
strojovy €as. V metod¢ jsou porovnavany plochy pikl s ptidavkem standardu a bez piidavku.
Byly provedeny celkem 4 ptidavky standardu, vysledky byly analyzovany graficky
v obrazku (Obr. 24). [43]
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Obr. 24: Metoda piidavku standardu.
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4.6.3. Kvantitativni vyhodnoceni pomoci metody vnitiniho standardu
Metoda vnitiniho standardu zohlediiuje veSkerou praci se vzorkem, nezavisi naptiklad
na davkovaném objemu do GC/MS. Vnitini standard by mél mit definovanou odezvu vici

analytu, mnohdy se urcuji korekéni faktory.

Jako wvnitini standard byl pouZit izotopové znadeny K®NOs. Do vialky bylo
k2 ml 10 % ethanolu ptidano 100 ul standardniho roztoku K'®NOs a 100 ul standardniho
roztoku KNOs. Na pozorovanych hodnotach m/z existuje odlisny Sum a pozadi, a proto byly
ur¢eny odezvové faktory (Tab. Ill) Primérem As/Ai byly nasobeny hodnoty ploch pikd iontu
m/z = 76. K realnym vzorkaim vin se pfidavalo 100 pl standardniho roztoku K**NOs. Mnozstvi
odpovida koncentraci 50 mg/l. Bylo zji$téno, Ze vino pfirozené obsahuje neméfitelné mnozstvi

5NO3™ iont.

Cislo vzorku As/A
1 0,927
2 0,953
3 0,932

Primeér As/A 0,937
Smérodatna odchylka | 0,011
Tab. I1l: Odezvové faktory.

4.7.Kvantitativni vyhodnoceni vzorki realnych vin
Vysledky analyzy vzorkl realnych vin jsou uvedeny v tabulce (Tab. IV). Pro vSechny

vzorky byla pouZzita metoda vnitiniho standardu s korekci na odezvové faktory.

Cislo vzorku Druh vina Barva vina | Koncentrace NOz™ [mg/l]
1 Rulandské Sedé bilé 4,156
2 IrSaj Oliver bilé 11,029
3 Muller Thurgau bilé 5,166
4 Veltlinské zelené bilé 9,053
5 Savinon bilé 4,994
6 Rizling vlaSsky bilé 2,851
7 Svatovavriinecké rizové 6,121
8 Merlot - polosladké | Cervené 4,057
9 Merlot - suché éervené 4,299
10 Modry portugal Cervené 5,277

Tab. IV: Koncentrace dusi¢nanu V realnych vzorcich vin.
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5. ZAVER
Cilem kvalifikacni prace byla optimalizace postupil a parametrii na analyzu dusi¢nanti

ve vinech. Ptipraveny derivat dusi¢nanu (ethyl-nitrat) je t€kavy a vytvaii dostate¢nou tenzi par

pro techniku headspace plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii.

Ve vzorcich vin byla zjiSténa koncentrace dusi¢nand v rozmezi 2,851 mg/l az
11,029 mg/l. Vysledky byly stanoveny metodou vnitfniho standardu — izotopové znaceného
K®NOj za pouziti odezvovych faktortl. Z vysledki je patrné, Ze obsah dusi¢nani nezavisi na
barvé vina. Nejméné dusi¢nanii obsahuje lahvové bilé vino Rizling vlassky, slovenské
produkce. Nejvice dusi¢nanti obsahuje sudové bilé vino Ir§aj Oliver, vyrobené v Ceské
republice z hroznti z Mad’arska. Bylo by zajimavé otestovat stejné odrudy z riznych vinaiskych
obci, oblasti, jestli by se naSla néjaka korelace mezi nimi. V testovanych vzorcich se nachézi
Merlot polosladky a suchy. Koncentraci dusi¢nanti by mohla ovliviiovat odrida révy vinné.

Koncentrace dusi¢nant jsou si blizké.

Vsechny vzorky vin formaln¢ spliuji normu pro koncentraci dusi¢nant ve vodg, ta je
50 mg/l. Jenom vzorek Irsaje Olivera nesplituje normu pro kojeneckou vodu, ta je nastavena na
10 mgl/l.
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7. PRILOHY
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Ptiloha 1: Vliv teploty inkubace na derivatizaci pro ion m/z = 76.
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Ptiloha 2: Lep$i chromatografické vlastnosti iontu 46, déli¢ toku.
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Ptiloha 3: Metoda vnéjsiho standardu, kalibrace NOs", ion m/z = 46.



8. SEZNAM ZKRATEK
A

DAD
FIA
FID
GC/MS
GO

ISE
PFB-Br
SPME

UV-VIS

Plocha piku vzorku

Plocha piku standardu
Chemicka tvorba par
Cistirna odpadnich vod
Detektor s diodovym polem
Pritokova injek¢ni analyza
Plamenoioniza¢ni detektor
Plynova chromatografie s hmotnostni spektrometrii
Oxid grafenu

Iontové selektivni elektroda
Pentafluorobenzyl bromid
Mikroextrakce tuhou fazi

Ultrafialovo-viditelna spektroskopie



