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ADAPTACJA METODY IC-DAD Z WEASNA MODYFIKACJA
PRZYGOTOWANIA PROBEK DO OZNACZANIA ZAWARTOSCI
AZOTANOW(II) I AZOTANOW(V) W PRODUKTACH
SPOZYWCZYCH

Streszczenie

Do oznaczenia zawartosci azotanow(IIl) i azotanow(V) w wybranych produktach spozywczych zasto-
sowano metod¢ chromatografii jonowej (IC) bez tlumienia przewodnictwa, z detekcja fotodiodowa
(DAD). Materialem do$wiadczalnym byla woda Zrodlana przeznaczona do spozycia, $wieze warzywa oraz
produkty migsne. Zmodyfikowano metode¢ przygotowania probek do analizy poprzez pominigcie etapow
ich oczyszczania i odbiatczania oraz dopracowanie procesu ekstrakcji. Rownocze$nie dobrano optymalne
warunki rozdzialu chromatograficznego. Granice wykrywalnosci azotanu(Ill) sodu i azotanu(V) sodu
metodg IC-DAD wyniosty odpowiednio: 0,02 i 0,05 mg-kg ™. Z kolei granice oznaczalnosci azotanow (I1I)
i (V) to odpowiednio: 0,06 i 0,15 mg-kg". Na podstawie badan wtasnych oraz wynikow badan miedzyla-
boratoryjnych stwierdzono, ze metoda opracowana na bazie techniki IC-DAD moze mie¢ zastosowanie do
oznaczania zawarto$ci azotanow(III) oraz azotandw(V) w produktach spozywczych. Metoda po adaptacji
wilasnej umozliwia oznaczenie azotanow (III) i (V) z precyzja < 5 % i z odzyskiem 90 — 110 %. Opraco-
wana metoda jest na tyle uniwersalna, ze moze by¢ stosowana do analizy ztozonych matryc zywnoScio-
wych, jako alternatywa klasycznych metod spektrofotometrycznych.

Stowa kluczowe: azotany(Ill), azotany(V), IC-DAD, produkty spozywcze, przygotowanie probek do
badan, warunki rozdziatu chromatograficznego

Wprowadzenie

Azotany(Ill) 1 azotany(V) moga wystegpowaé w $rodkach spozywczych oraz
w wodzie. Najwigkszym zrodtem azotanow(V) w zywnoS$ci sg warzywa [15]. Wyste-
powanie w ro$linach pewnych ilosci azotanéw jest zjawiskiem normalnym, poniewaz
stanowi konsekwencj¢ naturalnego obiegu azotu w przyrodzie, ale moze tez by¢ wyni-
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kiem nadmiernego stosowania nawozow [3, 7]. Azotany wystepujg rowniez w surow-
cach pochodzenia zwierzecego w wyniku skarmiania zwierzat hodowlanych pasza
z dodatkiem zwigzkow azotowych i pojenia ich woda pitng. Moga by¢ takze celowo
stosowane w przetworstwie migsnym, np. azotany(III) w celu nadania pozadanych
wlasciwosci sensorycznych, a takze jako zwiazki dziatajace przeciwutleniajgco 1 hamu-
jaco na drobnoustroje patogenne [6]. Azotany(V) nie stanowig bezposredniego zagro-
zenia dla zdrowia konsumenta [7]. Szkodliwe dla zdrowia sg natomiast azotany(III) [1,
2, 16]. Zgodnie z zaleceniami FAO/WHO dopuszczalne dzienne spozycie (ADI — Ac-
ceptable Daily Intake) azotanow(V), w postaci azotanu(V) sodu, nie powinno przekra-
cza¢ 5 mg/kg masy ciala, a azotandw(Ill), w postaci azotanu(Ill) sodu — 0,2 mg/kg
masy ciata [4]. W ustawodawstwie europejskim takze ustalono najwyzsze dopuszczal-
ne poziomy tych zwigzkoéw w niektorych srodkach spozywczych [14].

Do oznaczania zawartosci azotandéw w wodzie i w zywnosci stosuje si¢ glownie
metody kolorymetryczne oraz chromatograficzne. Metoda kolorymetryczna bazuje na
reakcji Griessa. Zasada oznaczenia polega na dwuazowaniu azotanu(Ill) z sulfanilami-
dem (odczynnik Griessa I) i potagczeniu z N-1-naftylodiaming (odczynnik Griessa II).
W wyniku reakcji powstaje czerwonofioletowy zwigzek dwuazowy, ktdrego natgzenie
barwy mierzy si¢ spektrofotometrycznie. Oznaczenie zawarto$ci azotanow(V) prze-
prowadza si¢ w podobny sposob, po uprzedniej redukeji metalicznym kadmem jonow
NO; do NO,. Metoda ta jest zalecana w wigkszo$ci Polskich Norm, w przypadku
produktow migsnych garmazeryjnych, warzyw oraz wody [8, 9, 10]. Stosowanie tej
metody wymaga jednak odrgbnych norm dla matryc zywno$ciowych, réznigcych sie
m.in. zastosowanymi odczynnikami do wywotywania reakcji barwnej oraz wykonywa-
niem pomiaréw przy roznych dlugosciach fali. Wszystkie oznaczenia polegajace na
pomiarze barwy zwigzkoéw diazoniowych sg bardzo czasochlonne, toksyczne ze
wzgledu na stosowane odczynniki oraz mato czute w stosunku do oznaczanych anali-
tow. Druga metoda stosowang do oznaczania azotanow w $rodkach spozywczych jest
pomiar spektrometryczny po enzymatycznej redukcji azotanow(V) do azotanow(IlI)
[12]. W wodnym ekstrakcie probki mierzy si¢ spektrometrycznie ilos¢ NADPH (dinu-
kleotydu nikotynoamidoadeninowego) zuzytego podczas reakcji, gdzie ilo§¢ NADPH
jest rownowazna ilo$ci azotanow.

Kolejng technika majaca zastosowanie do analizy zawartosci azotandéw w zywno-
$ci jest chromatografia cieczowa. Procedury oznaczania azotandéw (III) i (V) metodami
chromatograficznymi, opisane w polskich normach, obejmuja ekstrakcje azotanoéw
z artykutdow spozywczych gorgca woda 1 usunigcie substancji interferujacych metoda
klarowania odczynnikami Carreza lub oczyszczania w kolumnach ekstrakcyjnych
z fazg statg (SPE) [11]. Oznaczenie wykonuje si¢ technika wysokosprawnej chromato-
grafii cieczowej (HPLC) w odwroconym uktadzie faz z detekcjg UV lub metodg jono-
wymiennej chromatografii cieczowej (IC) z detekcja konduktometryczng [11, 13].
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Chromatografia jonowa (IC), jako metoda analityczna, jest przede wszystkim stosowa-
na do badania wod 1 Sciekow. Jej zakres rozszerza si¢ jednak o nowe rodzaje probek
i matryc, takich jak produkty spozywcze [5]. Trudnosci zwigzane z analiza probek
zywno$ci metodg IC zwigzane sg przede wszystkim ze zlozong matrycg tego rodzaju
probek 1 konieczno$cig odpowiedniego ich przygotowania. Najczestszym rodzajem
detekcji stosowanym w IC jest detekcja konduktometryczna. Taki rodzaj detekcji wy-
maga czesto zastosowania supresji jondw, czyli thumienia przewodnictwa tta za pomo-
ca supresora. Dodatkowo, czesto podczas analizy probek o ztozonych matrycach
1 0 duzej zawartosci np. jonow Cl trudne lub wrecz niemozliwe jest jednoczesne ozna-
czenie jondw, ktore wystepuja na nizszych poziomach stezen np. NO,™ lub Br'. Innym
rodzajem detektora stosowanym w IC jest detektor UV lub z matryca diodowa (DAD).
Dzigki absorpcji oznaczanego jonu z zastosowaniem detektora UV mozliwe jest bez-
posrednie oznaczenie jonéw NOj oraz I i Br™ [5]. Brak jest jednak metod uniwersal-
nych, wykorzystujacych proste metody przygotowania probek, bez koniecznosci pro-
wadzenia etapéw dodatkowych.

Celem pracy byta adaptacja metody chromatografii jonowej (IC) bez tlumienia
przewodnictwa z detekcja fotodiodowag (DAD) do oznaczania zawarto$ci azotanow
(IID 1 (V) w wybranych produktach spozywczych, w zakresie opracowania wlasnej
metody przygotowania probek i doboru optymalnych warunkow analizy IC-DAD
w stosunku do zalecanych w normie PN-EN 12014-4:2006/Ap1:2007 [13].

Material i metody badan

Materiat do badan stanowity probki wody zZrédlanej przeznaczonej do spozycia,
$wieze warzywa (marchew, ogorki, salata) oraz produkty migsne (migso mielone
z indyka, boczek wedzony, hamburgery, szynka dojrzewajaca) zakupione w sieci han-
dlowej. Wiarygodno$¢ opracowanej metody sprawdzono przez udzial w badaniach
migdzylaboratoryjnych zorganizowanych przez firm¢ LGC Standards (Meat and Fish
Analysis Scheme (QMAS) round 202). Metode zastosowano w 23 laboratoriach do
oznaczenia zawartosci azotandéw (III) i (V) w migsie liofilizowanym.

Przygotowanie probek i ich analize wykonywano w ciagu jednego dnia. Wode
zrédlang analizowano bezposrednio — pobierano jej 1,5 cm’ i filtrowano przez filtr
0,2 um, systemu filtrowania Samplicity (Merck). Probki warzyw myto, obierano (mar-
chew, ogorki), a nastgpnie homogenizowano. Homogenny material roslinny odwazano
w ilosci ok. 2 g do zamykanych naczynek szklanych o poj. 20 cm’ i uzupetiano woda
ultraczysta (MilliQ). Mieszano w wytrzasarce typu Vortex. Nastgpnie wytrzgsano
w wytrzgsarce z taznig wodng w temp. 60 °C przez 30 min. Po ostudzeniu zawiesing
przenoszono ilosciowo do kolby miarowej o poj. 50 ml, dodawano 10 ml acetonitrylu
1 uzupetiano do kreski wodg ultraczysta (MilliQ). Tak przygotowang probke roslinng
energicznie mieszano w wytrzgsarce typu Vortex i pozostawiano na 10 min. Probki
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filtrowano w celu usunigcia czastek biatka i thuszczu przy zastosowaniu systemu fil-
trowania Samplicity (Merck), bezposrednio do naczynek autosamplera o poj. 1,5 cm’.
Produkty migsne homogenizowano, a nastgpnie odwazano probki o masie ok. 2 g
1 przygotowywano do analiz w sposdb analogiczny jak probki roslinne, wydtuzajac
jedynie do 60 min czas ich ekstrakcji w tazni wodnej. Kazdg probke analizowano
w trzech powtdrzeniach. Analiz¢ probki migdzylaboratoryjnej (migsa liofilizowanego)
wykonano takze w trzech powtdrzeniach metodg IC-DAD oraz metodg spektrofotome-
tryczng, zgodnie z normg PN-A-82114:1974 [9].

Do pomiaréw ilo§ciowych sporzadzono krzywe kalibracyjne z zastosowaniem
azotanu(Ill) sodu oraz azotanu(V) potasu, firmy Merck, jako substancji wzorcowych.
Poprzez szereg rozcienczen wykonano wzorce kalibracyjne na pigciu poziomach ste-
zen azotanu(IIl) sodu, w zakresie od 1,1 do 11,5 mg-dm” oraz azotanu(V) potasu
w przeliczeniu na azotan(V) sodu w zakresie od 2,1 do 21,0 mg-dm™.

Analize azotanow (III) i (V) wykonywano przy uzyciu chromatografu cieczowego
Performance, firmy Schimadzu, w uktadzie dwukanatlowym, wyposazonym w auto-
sampler 1 detektor DAD pracujacy przy dlugosci fali A = 205 nm. Do rozdzialu bada-
nych zwigzkow stosowano kolumng jonowymienng Shodex NI-424 o wymiarach
100 x 4,6 mm, 5 pm z prekolumng NI-424 10 x 4,6 mm, firmy Phenomenex. Fazg
ruchoma stanowil roztwor buforowy zawierajacy 1,7 % boranoglukonianu litu (roztwor
wodny zawierajacy 3,4 % kwasu borowego, 1,96 % kwasu glukonowego, 1,1 % wodo-
rotlenku litu oraz 12,5 % glicerolu) oraz 10 % acetonitrylu — o pH 5,5 i przeptywie
0,8 cm®min™. Na szczyt kolumny chromatograficznej nastrzykiwano 40 pl roztworow
wzorcowych oraz probek. Identyfikacje azotandéw w analizowanych probkach prowa-
dzono poprzez pordéwnanie czasOw retencji sygnatoéw pochodzacych od tych zwigz-
koéw, z sygnatami pochodzacymi od substancji wzorcowych. Otrzymane wyniki badan
oszacowano statystycznie. Do okreslenia zalezno$ci pomiedzy powierzchnia pikow
badanych zwiazkow a ich zawartosciag w probkach zastosowano analiz¢ regresji pro-
stej. W celu zapewnienia wiarygodno$ci oraz standaryzacji wynikow uzyskanych
w trakcie prowadzonych badan przeprowadzono powszechnie stosowane procedury
walidacyjne [17]. Opracowana metode poddano walidacji pod wzgledem selektywno-
$ci, doktadnosci, powtarzalnosci, odtwarzalnosci, liniowosci i odzysku przy zastoso-
waniu substancji wzorcowych azotandw i probek badanych matryc zywnos$ciowych
(mieso mielone, §wieza marchew 1 woda).

Wyniki i dyskusja

Zmodyfikowana metode przygotowania probek do oznaczen, w ktorej pominigto
etapy ich oczyszczania (SPE - Solid Phase Extraction, odbiatczanie, saczenie), zasto-
sowano do analiz wybranych produktow spozywczych technika IC-DAD. Doswiad-
czalnie ustalone warunki chromatograficzne (faza stacjonarna, sktad i pH fazy rucho-
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mej, szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej) umozliwily rozdziat badanych zwigzkow
w ciggu 8 min.

Wyniki analiz zwigzkow wzorcowych postuzyly do okreSlenia rownan regresji
prostoliniowej i wspétezynnikow determinacji (r*) w odniesieniu do azotanow(III):
y = (2,243x - 0,039)-10°, r* = 0,99 oraz azotanow(V): y = (3,178x + 0,098)-10°, r* =
0,99, gdzie: y — pole powierzchni piku, X — stezenie.

Liniowos$¢ metody sprawdzono poprzez analize serii mieszanin azotandéw (III)
1 (V) w calym roboczym zakresie stezen na 5 poziomach, w trzech powtorzeniach.
Wyznaczone zaleznos$ci pola powierzchni pikow od st¢zenia azotandow majg charakter
liniowy, co potwierdzily wysokie wartosci wspotezynnikow determinacii (r*> 0,99).

Dzigki adaptacji metody IC-DAD i zmodyfikowaniu sposobu przygotowania pro-
bek mozliwe byto oznaczenie zawarto$ci azotanow (III) i (V) we wszystkich badanych
produktach (tab. 1).

Tabela 1. Zawarto$¢ azotanow (III) i (V) w wybranych produktach spozywczych.
Table 1. Content of nitrates (III) and nitrates (V) in selected food products.

Nazwa produktu Zawartos’é azotanow(111) ] Zawartos"é azotanow(V) ]
Name of product Content of intrate(IH) [mgkg™] Content of illtrate(V) [mgkg™]
X+s/SD X+s/SD
Woda zrddlanal 0,084 £ 0,001 0,490 + 0,006
Woda zrédlana 2 nie wykryto* 1,282+ 0,001
Woda zrddlana 3 nie wykryto* 0,894 + 0,003
Swieze ogorki nie wykryto* 340,35 +£2,40
Swieza marchew 2,84+0,39 44,67 + 0,63
Satata 0,724 + 0,040 741,37 £2,90
Boczek wedzony 12,23 £ 3,18 46,27 £ 1,41
Migso mielone z indyka 41,54 £1,92 12,48 £0,74
Hamburgery drobiowe 36,72 +£0,21 28,60 £ 0,06
Szynka dojrzewajaca 16,98 £ 1,09 66,48 £0,08

Objasnienia: / Explanatory notes:
X — warto$¢ srednia / mean value; s — odchylenie standardowe / SD — standard deviation, n = 3;
* _ granica oznaczalno$ci — 0,06 mg-kg™" / limit of detection equalling 0.06 mgkg™.

Sprawdzono wplyw skladnikow badanych matryc na wynik oznaczen. Nie
stwierdzono sygnatdow mogacych spowodowaé zafalszowanie wynikdw, poniewaz
wszystkie widoczne na chromatogramach niezidentyfikowane piki miaty inne czasy
retencji niz oznaczane zwigzki (rys. 1).
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Wybrane chromatogramy IC-DAD probek: A — wody Zrdodlanej do spozycia, B — §wiezych
ogorkow, C — boczku wedzonego, D — wzorca NO, o stezeniu 5,7 mg-dm™ i NO5™ o stezeniu
10,5 mg-dm’3.

Selected IC-DAD chromatograms of samples of: A — drinking water; B — raw cucumbers, C —
smoked bacon; D — standard solution of NO,, its concentration rate being 5.7 mg~dm‘3 and of
NOy, its concentration rate being 10.5 mg-dm™.

Granice wykrywalnosci (LOD) azotandéw (I1) i (V) zostaly wyznaczone na pod-

stawie
kata n
jako tr
stawio

Z

warto$ci odchylenia standardowego wyrazu wolnego krzywej kalibracyjnej oraz
achylenia krzywej, natomiast granice oznaczalnosci (LOQ) zostaly obliczone
zykrotna warto$¢ LOD. Wartosci LOD i LOQ poszczegdlnych zwigzkow przed-
no w tab. 2.

astosowana metoda umozliwia oznaczanie zawartosci azotanow(Ill) w zakresie

od 0,06 (LOQ) do 1000 mg-kg" w wodzie i do 500 mg-kg" w warzywach i produktach
migsnych. Z kolei oznaczanie zawartosci azotandéw(V) opracowang metodg jest mozli-

we od
snych.

0,15 do 5000 mg-kg”, zardowno w wodzie, warzywach, jak i w produktach mic-
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Tabela 2. Granice wykrywalnoéci i oznaczalnoéci metody IC-DAD.
Table 2.  Limits of quantification and limits of detection in IC-DAD method.

Granica wykrywalnos$ci Granica oznaczalnosci
Zwigzek / Compound Limit of detection Limit of quantification
(LOD) [mgkg'] (LOQ) [mgkg']
Azotan(III) sodu / Sodium nitrate(I1I) 0,02 0,06
Azotan(V) sodu / Sodium nitrate(V) 0,05 0,15

Na podstawie wynikoéw badan dodatku wzorca na trzech poziomach stezen do ba-
danych matryc wyznaczono precyzj¢ posrednig, co pozwolito okresli¢ dtugoterminowe
odchylenie procesu pomiarowego. Wielko$¢ precyzji posredniej obliczono jako catko-
wity wspolczynnik zmiennosci (CV) wynikéw badan na podstawie analiz prowadzo-
nych przez 5 kolejnych dni. Doktadno$¢ przedstawiono jako réznic¢ migdzy oznaczong
a znang ilo$cig analitu w badanej probce. Doktadnos¢, jako btad wzgledny (RE), obli-
czono zard6wno na podstawie wynikow otrzymanych z analiz wykonanych w ciagu
jednego dnia, jak i w ciagu pieciu kolejnych dni. Otrzymane catkowite wspdtczynniki
zmiennos$ci dla kazdego z trzech stezen poszczegdlnych analitow mieszczg si¢ w za-
kresie od 0,68 do 4,70 %. Opracowana metoda charakteryzuje si¢ takze duza doktad-
noscig (-5,47 % < RE < 0,69 %). Odzysk badanych zwigzkéw zostat oszacowany na
podstawie serii pomiaréw (n = 6) dodatku wzorca do badanych matryc i miescit si¢
w zakresie od 90,16 do 110,39 %.

Poprawnos¢ metody i wiarygodno$¢ uzyskanych wynikow sprawdzono poprzez
udziat w badaniach mi¢dzylaboratoryjnych LGC Standards. Analiz¢ mig¢sa otrzymane-
go w ramach badan mig¢dzylaboratoryjnych wykonano przy uzyciu dwoch metod: IC-
DAD oraz spektofotometrycznej wedlug normy PN-A-82114:1974. Wyniki wlasne
poréwnano z wynikami uzyskanymi przez inne laboratoria uczestniczace w ekspery-
mencie, wykorzystujace do oznaczen zarowno metod¢ spektrofotometryczna, jak
i chromatograficzng (rys. 2).

Na podstawie analizy raportu z badan mig¢dzylaboratoryjnych stwierdzono, ze ok.
80 % laboratoridw uczestniczagcych w eksperymencie deklarowalo zastosowanie meto-
dy spektrofotometrycznej, chociaz metody chromatograficzne sg coraz czesciej stoso-
wane do oznaczen zawarto$ci azotanéw takze w matrycach migsnych.

Srednia zawarto$é azotanu(V) sodu w migsie liofilizowanym, oznaczonego przy
uzyciu metody IC-DAD, wynosita 277,9 + 20,0 mg-kg", a metoda spektrofotometrycz-
na — 225,6 + 18,0 mg-kg"'. Najwicksza roznica wynikow pomiedzy metodami dotyczy-
ta oznaczania zawartosci azotanu(Ill) sodu w migsie liofilizowanym. Metodg IC-DAD
oznaczono go 49,6 + 3,7 mgkg”, a metoda spektrofotometryczna — 72,7 + 5,8 mg-kg™.
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Objasnienia: / Explanatory notes:

1. Zaznaczona niepewno$¢ wynikow jest niepewnoscia rozszerzona przy poziomie ufnosci ok. 95 % dla
wspolczynnika rozszerzenia k = 2 / uncertainly of results as marked is expanded uncertainty at confidence
level of approximately 95 % for coverage factor k = 2.

2. Zaznaczong niepewnos$¢ $rednich wynikow badan migdzylaboratoryjnych obu metod przedstawiono
jako odchylenie standardowe / marked uncertainly of mean results of interlaboratory analyses performed
using two methods is presented as standard deviation.

Rys. 2. Zawarto$¢ azotanow (III) i (V) w migsie liofilizowanym, oznaczonych metodami spektrofoto-
metryczng i [C-DAD oraz obliczone wartosci $rednie z obu metod, uzyskane przez laboratoria
biorace udzial w badaniu migdzylaboratoryjnym.

Fig 2. Comparison of the results of nitrates (III) and (V) determination in meat sample obtained by
IC-DAD and spectrophotometric methods and the average values for both methods obtained
by all laboratories in the interlaboratory study.

Roéznica ta wynika przede wszystkim z wptywu pH na ekstrakcje analitow z probki
migsa. Wykazano, ze na wynik analizy azotanow(IIl) wptyw ma zaréwno czas i tempe-
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ratura ekstrakcji, jak rowniez pH oraz dodawane reagenty (odbiatczanie metodg Carre-
za) [6]. W zwigzku z powyzszym, to wlasnie analiza zawarto$ci azotanow(Ill) w pro-
duktach migsnych stwarza najwigcej problemow analitycznych. Wyniki badan wta-
snych metodg IC-DAD mie$city si¢ w kryteriach okreslonych przez organizatora badan
w odniesieniu do wskaznika z (z-score) -2 < z < 2. W przypadku azotanu(Ill) sodu
z-score = -1,44, a azotanu(V) sodu z-score = -0,45 i wskazujg na mozliwo$¢ wykorzy-
stania nowej metody przygotowania probek do analiz zawartoSci azotandw
w produktach miesnych metodg IC-DAD.

Whioski

1. Zaadaptowana metoda IC-DAD i1 opracowana wtasna procedura przygotowania
probek umozliwia oznaczanie zawartos$ci azotanow (III) i (V) w wodzie przezna-
czonej do spozycia, w warzywach oraz w produktach migsnych.

2. Zaproponowana procedura przygotowania probek do analiz jest prosta, uniwersal-
na i nie wymaga koniecznos$ci przeprowadzenia dodatkowych etapow ich przygo-
towania i oczyszczania.

3. Przedstawiona metoda umozliwia oznaczenie azotanow (I1I) i (V) z precyzja <5 %
iz odzyskiem 90 — 110 %.

4. Na podstawie wynikow badan mig¢dzylaboratoryjnych potwierdzono mozliwosé¢
wykorzystania metody IC-DAD do oznaczen azotandw, jako alternatywe klasycz-
nych metod spektrofotometrycznych.
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ADAPTING IC-DAD METHOD WITH SAMPLE PREPARATION AS MODIFIED BY
AUTHORS TO DETERMINE CONTENT OF NITRATES (IIT) AND NITRATES (V) IN FOOD
PRODUCTS

Summary

A non-suppressor ion chromatography method (IC) with a diode array detection (DAD) was applied to
determine the content of nitrates(III) and nitrates(V) in selected food products. An experimental material
consisted of potable spring water, fresh vegetables, and meat products. A method of preparing samples for
analysis was modified so that the sample purification and deproteinization stages were removed and the
extraction process was enhanced. At the same time, optimal conditions for chromatographic separation
were selected. The limits of detection for sodium nitrate(II) and sodium nitrate(V) by the IC-DAD meth-
od were, respectively: 0.02 and 0.05 mg-kg”. Then, the limits of detection for nitrates(IIl) and (V) were,
respectively: 0.06 and 0.15 mg-kg”'. Based on the results of the authors’ own analyses and on interlabora-
tory analyses, it was found that the method developed on the basis of IC-DAD technique could be applied
to determine the content of nitrates(IIT) and nitrates(V) in food products. Using the method adapted by the
authors, it is possible to determine the nitrates(IIl) and nitrates(V) with an accuracy level <5 % and with
the recovery level of 90 - 110 %. The method developed is so universal that it can also be used in the
analyses of complex food matrices as an alternative for classical spectrophotometric methods.

Key words: nitrates(I1I), nitrates(V), IC-DAD, food products, preparation of samples for analyses, condi-
tions for chromatographic separation
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