Univerzita Karlova
Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni jédu
v riiznych matricich

Diplomovapraca
Skolitel: PharmDr. lvana Sramkova, PhD.

Konzultant: doc. PharmDr. Hana Sklenarova, PhD.

Hradec Kralové, 2017 Patrik KuSnir






Pod'akovanie

Dakujem mojej Skolitelke PharmDr. lvane Sramkovej PhD. za jej odborné
vedenie, pomoc pri experimentoch, priatefsky pristup a cenné rady, ktoré mi
poskytla pri vypracovavani tejto diplomovej prace.



Prehlasenie o povodnosti

Prehlasujem, Ze tato diplomova praca je mojim pévodnym autorskym dielom
a vSetky myslienky, data a ich zdroje, z ktorych som pre spracovanie Cerpal,
riadne cituiem v zozname pouZzitej literatury.

Praca nebola vyuzita pre ziskanie iného alebo rovnakého kvalifikaéného titulu.

Datum Podpis



L U 1 o T 9
2 Ciel a popis zadania Prace ........ccoccveerrrmrrnrsseersssssssssessssssssessssssssessssesssssens 10
3 Teoretickd Cast ... 11
3.1 Vyznam jOdU VOrganiZMe .......ccceeeeererieeieriesieeesee ettt st 11
3.2  Analytické metody na stanovenie jOdU .........ccceoieeiieiiin e 12
3.3 PrietokoVve teChNiKY ........ccoo i e 14

3.3.1 Prietokova injek€na analyza (FIA) ..o, 14

3.3.2  Sekvencna injekCna analyza (SIA) ... 15

3.3.3 Lab-On-Valve analyza ..........ccccceoeeieieneseeeeese e 16

3.34 Lab-IN-SYFNGE .....ccoo e 18
4 Experimentalna €ast' ... 19
4.1 Pouzita analyticka reakCia ..........oooooieieeeeeeeee e 19
4.2  PriStrOjOVE VYDAVENIE .....ccooiiicieee ettt 20
4.3  Zoznam POUZItYCH [AtOK .........ccoiiiiiicie e 22
N 0] = RV T (0 7 (0] (o )RR 23
4.5 Optimalizacia vyberu oxidacného Cinidla ..........cccoereririniiiininereeeeees 25
46  Optimalizacia vyberu €inidla na vytvorenie kyslého prostredia................. 27
4.7  Optimalizacia pH tImivEho roZtoKU ..........ccceeeuieeiecieeciecee e 29
4.8  Optimalizacia objemu tImivVEho roZtoKU .........ccccoeiriienininere e 31
4.9 Optimalizacia koncentracie oxidacného Cinidla............ccccoeeeeieececiecieenen, 32
410 Optimalizacia objemu pouZitého indikatoru ...........ccccceeveveeeeceecececeee 34
411 Optimalizacia objemu extrakEného Cinidla............cccooeeeeiceiiececececeee 35
412 Optimalizacia Casu oxidacie jodidu na jod ..........ccoeverrieniniereneneeeeees 36
413 Optimalizacia €asu oxidacie gencidnovej violete ... 37
4.14 Optimalizacia Casu extrakcie do chloroformu.........ccccoceeeicceiece e, 38

5



415 Overenie Citlivosti MetOdY ... 39

4.16 Kalibra¢na krivka a analytické parametre metody ........cccovevieiiiciecns 40
4 AT REAINE VZOTKY ..ottt ettt st e n e asneenesneenneans 43
£ - V- 46
6 Zoznam pouzitej literatliry ..........ccceeeecreeerccsrsces s sessse s e e s s ssessseens 47
7 Priloha: Program pouzity na meranie kalibraénej krivky ...........ccccceeuun.e 50



Abstrakt

Katedra: Katedra analytické chemie

Kandidat: Patrik Kusnir

Skolitel: PharmDr. lvana Sramkova, Ph.D.
Konzultant: doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Vyvoj a optimalizace metody pro stanoveni jédu
v riznych matricich

Jod patri medzi délezité stopoveé prvky v strave. Vo svete trpi nedostatkom jodu
v prijme potravy priblizne 2 miliardy ludi. Nedostatok jodu vedie k nedostatku
tvorby horménov S§titnej Zfazy, ktory suvisi s ochoreniami ako napr. struma.
Ztohto dovodu sa jod pridava do beznych potravin (jodovana kuchynska sol)
a délezité su aj iné zdroje tohto prvku, napriklad mineralne vody.

Ztohto pohfadu je sledovanie mnozZstva jodu doéleZitou ulohou pre vCasné
odhalenie rizika choréb spojenych so stithou Zlazou a ich diagnostikou.

Cielom tejto prace bolo vyvinut jednoduchi metédu s vyuzitim jednoduchého
pristrojového vybavenia na stanovenie j6du vroéznych vzorkach. Sucastou
vyvoja naSej metdody bola optimalizacia podmienok pre analyzu jodu
v stopovom mnozstve a stanovenie obsahu jédu vo vybranych vzorkach.

Ako technika bola vyuzita prietokova technika Lab-In syringe.

Po optimalizacii tato metdéda bola vyuzita na analyzu stopového mnozstva jédu
vo vzorke nosnych kvapiek a v doplnku stravy s obsahom jodu.



Abstract

Department: Department of Analytical Chemistry

Candidate: Patrik Kusnir
Supervisor: PharmDr. lvana Sramkova, Ph.D.
Tutor: doc. PharmDr. Hana Sklenarova, Ph.D.

Title of diploma thesis: Development and optimization of a method for the
determination of iodine in various matrices

lodine is an important trace element in our nutrition. Approximately two billions
people in the world has insufficient iodine intake in nutrition. Defficiency in
iodine causes insufficient production of thyroidal hormones, which is connected
with various diseases such as goitre. That is why iodine is added to basic
foodstuffs as table salt and other sources are important too, for example mineral
water.

It is important to monitor content of iodine to early discovery of disease risk
connected with thyroidal gland and its diagnostics.

The goal of this diploma thesis was to develop simple method with using of
simple instrumental equipment to determine iodine in different samples. One
part of development of our method was optimalization of conditions for iodine
analysis in trace quantity and determination of iodine in selected samples.

In-Syringe analysis, one of flow techniques, was used as a technique for
accomplishing the task.

This method was optimized for determination of iodine in sample. After

optimalization this method was used for analysis of trace quantity of iodine in
nose drops and food supplement with iodine.



1 Uvod

Jod patri medzi délezité stopové prvky v potrave. Je délezity pre spravnu
funkciu Stitnej zfazy a tvorbu horménov tejto Zlazy. Pre ddlezitost tohto prvku
zhladiska potreby monitorovania hladiny jodu vtele bolo potrebné vyvinut
metddu s jednoduchym pristrojovym vybavenim.

KedZe j6d sa nachadza vtele len vstopovom mnozZstve, cielom bolo vyvinut
metddu, aby bola pouzitelna pre stopové mnozstvo jodu vo vzorke.

Ako metdda bola pouzita Lab-In-syringe analyza. Tato metéda patri medz
prietokove techniky. Na rozdiel od ostatnych prietokovych technik, zakladnym
principom tejto metddy je postupné nasavanie jednotlivych zozZiek podla
naprogramovaného poradia pomocou pumpy do striekacky. Nasledne
v strickaCke prebehne chemicka reakcia a vysledny produkt reakcie sa pumpou
witlaci do detekCnej cely, kde sa zmeria absorbancia roztoku.



2 Ciel a popis zadania prace

Cielom tejto diplomovej prace bolo:

e vybrat vhodnu reakciu, ktora s analytom poskytne farebny produkt

e optimalizovat podmienky reakcie

e zmerat kalibracnu krivku s optimalizovanymi podmienkami a urcCit
analytické parametre metddy

e urCit mozné interferencie ostatnych balastnych latok

e aplikovat metddu s vhodne optimalizovanymi podmienkami na realne
vzorky
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3 Teoreticka cast’

3.1 Vyznam jodu v organizme

Jod je esencidlna zloZka horménov produkovanych Stitnou Zfazou, ktoré su
zodpovedné za regulaciu rbéznych enzymov a metabolickych procesov.
Doporuceny denny priem jodu pre dospelého Cloveka je 150 ug [2].

Po prijati j6du z potravy sa vtenkom ¢&reve redukuje na jodid a podlieha takmer
uplnej absorpcii [3]. Po absorpcii sa jod wyluCuje hlavne oblickami a takisto joéd
vychytava zkrvi Stitna Zfaza pomocou prenasaca, ktory prenasa jod proti
koncentraCnému gradientu [2].

Odhaduje sa, Ze viac nez dva miliony ludi ma nedostatoény prijem jodu
a utychto fudi je riziko rozvoja choréb, ktoré su spojené s nedostatkom joédu [4].
Medz tieto choroby patri mentalna retardacia, znizena funkcia S$titnej Zfazy,
struma, kreténizmus a poruchy rastu a vyvoja. Je to spdsobené nedostatoCnou
tvorbou horménov Stitnej Zflazy pre chybajuci jod v strave [2].

Naopak nadmerny prisun jédu v potrave vedie k zvySenej funkcii Stitnej Zlazy
a autoimunitnym chorobam $&titnej Zfazy [6].

V potrave sa nachadza najviac jédu v morskych rybach a rastlinach pre vySsi
obsah jédu vmorskej vode. Organicky viazany jod byva vo vysokych
koncentraciach vur€itych druhoch morskych rias [4]. Unas sa kzvySeniu
prijmu jodu pridava jod do kuchynskej soli.

Zdrojom jodu mbzu byt aj vofne dostupné doplinky stravy s obsahom jodu.
Podla Studie Third National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES
lll) u dospelych uCastnikov Studie, ktori uzivali doplinky stravy s obsahom jédu
bol priemerny denny priem jodu 140 pg [2].

Jod wylueny moCom sa povazZuje za epidemiologicky indikator k zisteniu prijmu
jodu v populacii [5]. Podla hladiny jodu v moc€i sa urCuje zavaznost nedostatku
jodu v strave [6]. Tieto udaje su zhrnuté v tabulke €. 1.

Tabulka €. 1: Zavaznost nedostatku alebo nadbytku jédu v organizme podfa
hladiny jédu v krvi

Zavaznost Hladina jodu
velmi zavazny nedostatok menej nez 20 pgl/l
stredne zavazny nedostatok 20-40 pgl/l
mierny nedostatok 50-99 g/l
postacujuci prijem 100-199 ugl/l
prijiem prevySujuci pozZiadavky organizmu 200-299 g/l
nadmerny prijem nad 300 ug/l

11



3.2 Analytické metddy na stanovenie jédu

Na to, aby bolo mozné spravne stanovit mnozstvo jodu, je potrebné pouzit
metody, ktoré presne stanovia obsah jodu za prijatelnd cenu. V dneSnej dobe
kvantitativna analyza v biologickych vzorkach je vykonavana vylutne pomocou
jednej z tychto dvoch metod [6].

Prvou znich je spektrofotometricka kineticka analyza zaloZzena na tzv. Sandell-
Kolthoffovej reakcii.

2Ce** + 2F — 2Ce%* + D
As®* + b — As® + 2

Dochadza k redukcii ceriCitych idnov, ktorych roztok je Zltej farby, na bezfarebny
roztok ceritych i6nov. Tato reakcia je velmi pomala, no je mozné pouzt
katalyzator pomocou stopového mnozstva jodidu, ktory vznikne zjo6du
redukciou pomocou arsenitych kationov [7].

Tato reakcia sa neda pouzit na stanovenie organicky viazaného jédu bez
kompletnej mineralizacie vzorky organického pévodu. Na mineralizaciu sa
pouzije kyselina chlorista, ¢o zvySuje riziko vybuchu [7].

Tuto reakciu je mozné wyuzit aj pri prietokovej injekénej analyze. Metoda
funguje na rovnakom principe ako vySSie popisana reakcia. Rozdiel je v pridani
brucinu na ukonCenie reakcie a umoznenie merania absorbancie pri vinovej
dizke 480 nm [8].

Pri tejto metdéde je mozné wvyuzit reakciu elementarneho jodu so Skrobom za
vzniku modrého komplexu amylézy popr. amylopektinu so Skrobom. Reakcia je
katalyzovana pritomnostou jodidu. Metdéda je vhodna pre relativne veflké
objemy vzoriek v porovnani k metédam pouzivanym v praxi [6].

Namiesto Skrobu ako polymér k tvorbe komplexu s jédom je mozné pouzit aj
polyvinylalkohol. U plne hydrolyzovaného polyméru spolu s jédom vznika
komplex modrej farby [9].

Pri pouziti sekvenCnej injekCnej analyzy je mozné wyuzit reakciu 4,4'-
metylénbis(N,N-dimethyl)anilinu s chloraminom T za vzniku modrého produktu
a nasledne je mozné zmerat absorbanciu pri 600 nm. Jodid ma v tejto reakcii
vyraznu funkciu katalyzatora. Na zaCiatku sa aspiruje roztok vzorky, nasledne
4,4‘-metylénbis(N,N-dimethyl)anilin a chloramin T do cievky a nasledne sa po
reakcii odvadza produkt do detekénej cely [10].

Jod patri medzi oxida¢né cCinidla. Existuje vefa substratov, ktoré jod dokaze
oxidovat' za vzniku intenzivne farebnych produktov [6].
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Vtejto praci bola pouzitd metdoda zaloZzena na tejto viastnosti jodu ako
oxidacného Ccinidla. Ako Standardna latka bol wvyuzity jodid draselny, ktory
pomocou jodi€nanu draselného sa oxiduje na joéd. Vzniknuty jéd oxiduje
gencianovu violet zjej redukovanej formy na oxidovanu formu vkyslom
prostredi avznika farebny modrofialovy produkt, uktorého nasledne bola
zmerana absorbancia.

Kl +KIO3 — |2
HaC, HiC,
N—CH, N—CH,
7N /N
HaC — H4C = —
\N / \ \N \\
b+ 2 / . — 2 Vi
H3C p— 3 \\
Y
N—{H; JERs
/ HsC
HaC

Druhou vyuzivanou metédou v praxi je hmotnostna spektrometria s indukcne
viazanou plazmou (ICP-MS). Tato metdda je vysoko citliva a je mozné
analyzovat’ vzorku priamo po nariedeni [7], nevyhodou je vSak vysoka cena
pristroja.
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3.3 Prietokové techniky
3.3.1 Prietokova injekéna analyza (FIA)

V prietokovej injekCnej analyze je vodna vzorka vedena do toku nosného prudu.
Nasledne sa vzorka wytlaCi do cievky. V tomto nosnom prude dochadza k tzv.
kontinualnej  disperzii vzorky. Behom disperzie vzorky dochadza k reakcii
s ostatnymi Cinidlami, popr. je mozné wyuzit separaciu Casti vzorky alebo
zakoncentrovanie priamo v miesiacej cievke. Nasledne sa vzorka odvadza z
cievky do detektoru. V detektore vzorka vyvolava prechodny signal vo forme
piku, ktory je umerny ku koncentracii analytu [11]. Tento proces je znazorneny
na obrazku ¢. 1.

Na detekciu vzorky je najCastejSie vyuzivany spektrofotometricky detektor.

PouZivaju sa objemy vzoriek vrozmedzi 5-500 pl, takZze sa mézu pouzit' Cinidla
vmalom objeme atym sa znizuje aj produkcia odpadu a naroky na Specialne
laboratorne vybavenie [11][12].

Pouzitie malych objemov vzoriek sa wvyuziva hlavne uanalyzy biologickych
vzoriek ako napr. analyza biologickych tekutin, tkanivovych kultur a séra.

Vzhfadom na to, Zze vzorka je vuzavretom systéme, nedochadza k vplyvu
okolitého prostredia a zneCisteniu vzorky [12].

Prietokové metdody maju dalSie svoje vyhody ako jednoduchost obsluhy
systému, obmedzené pouZivanie laboratérneho skla a moznost automatizacie
procesu analyzy [11].

S

J o
A M=

signal

time

Obrazok ¢é. 1: Schéma spracovania vzorky vo FIA analyze. (Prevzaté z [11] )
(S — vzorka, C — nosny prud, Rc -cievka, D — detektor, R — ¢inidlo)
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3.3.2 Sekvenéna injekéna analyza (SIA)

Hlavnou sucastou systému je viaccestny ventil. Viaccestny ventil je zlozeny z 6-
10 periférmych portov a jedného centralneho portu. Centralny port je spojeny
s cievkou a periférme porty su spojené s Cinidlami v skumavkach, z ktorych sa
postupne aspiruju jednotlivé Ccinidla. Cely systém je oviadany pocitatovym
programom [11].

V typickom systéme SIA analyzy pomocou viaccestného ventilu je zvolena
vzorka, Cinidla a nosny prud, ktoré su podfa poradia nasavané do cievky [13-
15]. Nasledne sa smer prietoku obrati a viaccestny ventil sa prepne tak, aby
roztok v cievke sa wytlaCil do detektoru [11].

DalSou suéastou systému je detektor, cez ktory pokial prechadza vzorka,
detektor zachyti signal vo forme piku. Jeho vySka je Umerna koncentracii
analytu vo vzorke. Tvar piku takisto méze ukazovat mozné interakcie medz
vzorkou a Cinidlom [11]. Schéma systému na SIA analyzu je zobrazena na
obrazku €. 2.

Obrazok ¢é. 2: Schéma jednoduchého SIA analyzatoru. (Prevzaté z [11]).
C - nosny prud, Rc - cievka, S -vzorka, SV- viaccestny ventil, D-detektor

Tento systém SIA analyzy je velmi univerzalny, pretoze je mozné menit
podmienky reakcie pomocou pocitaCoveho programu pri vyvoji novej metody.
Pomocou programu je mozné nastavit poradie poZadovanych roztokov, ich
objemy a Cas potrebny na reakciu resp. na extrakciu [11].
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3.3.3 Lab-On-Valve analyza

Tato modifikacia SIA analyzy bola vyvinuta vroku 2000 s ciefom minimalizacie
objemu Ccinidiel a vzoriek, zmenSenie a integracie viaccestnych ventilov, pump
popr. zasobnikov Cinidiel do jedného miesta [13].

To je délezité hlavne pri analytickych metodach, kde je k dispozicii oomedzené
mnozstvo Cinidiel alebo sa zaobchadza s vysoko nebezpelnymi latkami pre
[udsky organizmus popr. ciefom je znizit produkciu odpadu z analyzy [16].

V tejto modifikacii su vSetky zlozky systému integrované do jednej jednotky
viazané na viaccestny ventil s6-10 periférnymi portmi a jednym centralnym
portom. Priestor detektoru je zmenSeny a umiestneny blizko privodu vzorky do
detektoru [11]. Dolezitym znakom je velmi kratke spojenie medzi detektorom
a portmi na selekCnom ventile. Ztohto dévodu je mozné wyuzit bioanalytické
metody alebo vzorky vo forme suspenzie [19]. Tym sa aj zniZia poZiadavky na
objem vzorky, Ccinidiel a premyvacieho roztoku, ¢o je hlavnym ciefom
modifikacie SIA metddy. Pomocou tejto metddy je mozné analyzovat vzorky
vobjeme radovo vmikrolitroch [11]. Schématické zobrazenie moznej
konfiguracie systému je na obrazku ¢&. 3.
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lab-on-valve systém

zZmiesavacia

zadriiavacia cievka cievka

nasny prod .;'.- :
ginidlo 1 . odpad

peristalticka
purmpa

deéd

wystup Dpt.. vlakna

)%\/ gnidlo 3 e
/ prietu:nl;;\ré cela
odpad /2%\(\ : ‘ \

roztok vzorky

500 ul
injekéna purmpa uzavrety vstll.j'pr. '
.. 0 wstup opt. vlakna
Obrazok ¢é. 3: Schématické zobrazenie SIA lab-on-valve systému

(Prevzaté a upravené z[17])

Na obrazku mézeme vidiet' viaccestny selekény ventil, na ktorom sa nachadza
6 periférnych portov a 1 centralny port, ktory je spojeny s cievkou a injekénou
pumpou. Port €. 5 je spojeny sroztokom vzorky azportu €. 1 sa odvadza
odpad zanalyzy. Ostatné porty su urCené pre privod Ccinidiel. Pomocna
peristalticka pumpa napojena na port €. 5 slizi na rychlu vymenu roztoku vzorky
vsysttme. Na port €. 2 je pripojena prietokova cela, vktorej je mozné
nariedenie vzorky ako aj umoznenie priebehu chemickej reakcie, i pridanie
dalSieho Ccinidla k reakcii priamo v prietokovej cele. Tato cela je opatrena
optickymi viaknami, ktoré su spojené s externym zdrojom svetla a detektorom,

ktory umoznuje sledovat reakciu v realnom Case [18,19].

Pokial sa wvyuZije reakcia, ktora ma pomaly priebeh, na zvySenie citlivosti
reakcie je mozné wyuzit zastavenie priebehu analyzy pomocou zastavenia
prietoku. Tento postup sa vyuzil na stanovenie fosforeCnanov, enzymu [18] a na
monitorovanie amoniaku, glycerolu, glukézy a elementarneho Zeleza vo
fermentaCnej kulture [18].
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3.3.4 Lab-In-Syringe

V tejto modifikacii SIA metdédy jednotlivée roztoky su priamo nasavané do
striekaCky piestovej pumpy.

Bola vyvinuta vr. 2012 [27] a dalej rozvinuta vr. 2013 pridanim magnetického
mieSadla, ktoré umoznilo dokonalé premieSanie aspirovanych roztokov
a zZlepSilo ucinnost' pripadnej extrakcie [26]. Nedochadza tak k disperzii, ako je
tomu v pripade technik FIA a SIA, ale k homogénnemu miesaniu.

Vyhodou tejto techniky je vzdialenost, cez ktoru prudia roztoky zo zasobnikov
do piestovej pumpy, znizena na ¢o najkratSiu moznu [20]. Ztohto dévodu sa
s wwhodou pouziva 9-cestny selekCny ventil, ktory méze byt umiestneny priamo
nad striekackou [21].

Technika sa vyuziva predovSetkym na automatizaciu mikroextrakénych technik
[20]. MikroextrakCné techniky sa pouzivaju s cielom obmedzit pouzivanie
velkych objemov organickych rozpusStadiel, ktoré su Skodlive pre organizmus.
Mikroextrakcna technika dovoluje vykonat extrakciu analytu a odstranit’ matricu
v jednom kroku s pouzitim malého objemu organického rozpustadla [22]. Medz
mikroextrakéné techniky patri mikroextrakcia do jednej kvapky (single-drop
microextraction, SDME) [23], extrakcia pomocou dutého viakna (hollow fiber
liquid phase microextraction HF-LPME) [24] adisperzna mikroextrakcia
kvapaliny do kvapaliny (dispersive liquid—liquid microextraction, DLLME) [25].

Vyhod wyuZitia striekaCky piestovej pumpy ako miesta pre reakciu je niekolko.
Jednou znich je moznost uUpravy objemu pouzitej vzorky, ak je cielom zvySenie
objemu pouzitej vzorky k dosiahnutiu vy$3ej citlivosti analyzy. DalSou vyhodou
je kompaktnost’ systému, kde je mozné vynechat pouZitie cievok [20].

Nevyhodou méze byt dodatocné premyvanie striekacky pred meranim kazdej
vzorky, kym v SIA metdde sa systém premyva pomocou nosného roztoku [20].
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4 Experimentalna ¢ast’

4.1 Pouzita analyticka reakcia

Na stanovenie jodu bola vybrana reakcia podla [28]. Jod, pritomny vo vzorke
ako jodid, bol najprv oxidovany pomocou brémovej vody na jodi¢nan.
V prostredi kyseliny octovej sa pomocou jodidu draselného uvolni elementarny
jod. Jod selektivne oxiduje bezfarebnu formu gencianovej violete (leucocrystal
violet) na farebnu formu (crystal violet) s vysokym molarmym absorpénym
koeficientom. Nasledne sa tato oxidovana forma gencianovej violete
extrahovala do chloroformu. Po extrakcii sa chloroformova vrstva oddelila
a kvantitativne preniesla do skumavky a doplnil sa objem na 10 ml. Nasledne
bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 588 nm oproti slepému vzorku [28].

Cielom tejto prace bolo overenie moznosti pouzitia tejto metody, jej
ZiednoduSenie  (predovSetkym  oxidacia jodidu na  jod), miniaturizacia
a automatizacia pomocou prietokovej techniky.

Na prevedenie jodidu na jod ako oxidac¢né Cinidlo sa pouzl jodi¢nan draselny.
Tato reakcia je mozna v kyslom prostredi, na vytvorenie kyslého prostredia sa
pouzila kyselina chlorovodikova. Elementarny jod nasledne oxiduje gencianovu
violet zjej bezfarebnej formy na farebni formu atato oxidovana forma
gencianovej violete bola nasledne extrahovana do kvapky chloroformu priamo
v striekacke piestovej pumpy. Chloroformovy extrakt bol odvedeny do detektoru
na meranie absorbancie.
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4.2 Pristrojové vybavenie
Piestova pumpa typ Cavro XL, Tecan (San Jose, CA, USA), s 5 ml sklenenou
striekaCkou a magnetickym mieSadlom
9-cestny selekény ventil, FIAlab Instruments, Inc., Seattle, USA
Halogenova lampa Ocean Optics Inc., (Dunedin, FL, USA)
Detektor USB 2000 Ocean Optics Inc., (Dunedin, FL, USA) s optickymi
viaknami
Teflonova detekéna cela s dizkou optickej drahy 2 cm
Software FlAlab for Windows 5.0
Motor s pripevnenymi magnetmi k indukcii rotacie magnetického mieSadla vo

vnutornom priestore sklenenej striekacky
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Obrazok ¢. 4: Schéma pouzitého systému v tejto praci.
D-detektor, SP-piestova pumpa, M-motor s pripojenymi magnetmi,
V1 - 9-miestny ventil, V2 - 8 miestny ventil

Jednotlivé roztoky boli nasavané postupne podla naprogramovaného poradia.
Na zaCiatku sa aspirovala vzorka z portu €. 3 selekéného ventilu, ktori sluzil ako
autosampler a bol pripojeny k 9-cestnému ventilu do portu €. 2. SuCasne sa
spustilo mieSanie pomocou aktivacie motoru s pripojenymi magnetmi. Nasledne
sa nasavala kyselina na vytvorenie kyslého prostredia z portu ¢. 3. Potom sa
nasavalo oxida¢né Cinidlo z portu €. 1 selekéného ventilu. Z portu €. 4 sa nasal
timivy roztok a zportu €. 5 indikator. Po 60 s sa zportu €. 6 nasal chloroform
ako extrakéné Ccinidlo apo 50 s sa ukonCila extrakcia oxidovanej formy
gencianovej violete. Extrakcia bola podporena mieSanim pomocou
magnetického mieSadla vnutri striekacky. Chloroformovy extrakt cez port €. 8
bol posunuty do detekCnej cely na meranie absorbancie. V tomto kroku bola
rotacia motoru vypnuta. Vodna faza vzorky bola vypustena do odpadu. Pred
kazdym meranim bol vnutorny priestor striekacky vyplachnuty premyvacim
roztokom (voda:izopropanol 50:50). Na zacCiatku merania bol premyty cely
systém vratane hadiCiek a detekCnej cely. Pouzity program je uvedeny v priohe
v kapitole 7.
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4.3 Zoznam pouzitych latok

Jodi¢nan draselny p.a. Lachema n.p Brno

Jodid draselny p.a. PENTA, Chrudim, Ceska republika

Destilovana voda Millipore®, pripravena na Katedre analytickej chémie
Chloroform p.a., Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika

lzopropanol, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika

Gencianova violet, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova 35%, p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika
Kyselina fosforeéna > 85%, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika
Hydroxid sodny, PENTA, Chrudim, Ceska republika

Kyselina citrénova, monohydrat, > 99%, Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika
Dusitan sodny p.a., PENTA, Chrudim, Ceska republika

Kyselina sirova, 98%, p.a. Sigma Aldrich, Praha, Ceska republika
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4.4 Priprava roztokov
Priprava roztoku jodi€nanu draselného 100 mmol/l

Navazilo sa 2,14 g jodiCnanu draselného a rozpustilo sa vo vode. Nasledne sa
roztok doplnil vodou po znacku v 100 ml odmernej banke.

Priprava roztoku jodi€nanu draselného 5 mmol/l

Pripravil sa roztok jodicnanu draselného p.a s koncentraciou 100 mmol/ll a
zneho bolo odobrané 1,25 ml roztoku a doplnené vodou po znacCku v 25 ml
odmernej banke.

Priprava roztoku jodi€nanu draselného 1 mmol/l

Pripravil sa roztok jodi€nanu draselného p.a s koncentraciou 100 mmol/l a
zneho bolo odobrané 250 ul roztoku a doplnené vodou po znacku v 25 ml
odmernej banke.

Priprava roztoku jodidu draselného 2000 ug/ml

Navazilo sa odpovedajuce mnozstvo jodidu draselného, aby vznikol roztok s
koncentraciou 2000 pg/ml, navazeny jodid draselny sa rozpustil za postupného
mieSania vo vode a doplnilo sa vodou po znacku v 100 ml odmernej banke.
Tento roztok sa pouzil ako zasobny a nariedenim sa ziskal pracovny roztok.

Priprava roztoku gencianovej violete 250 mg/I

Navazilo sa 12,5mg gencianovej violete a dané mnoZstvo sa vpravilo
kvantitativne do odmernej banky. Pridalo sa 150 pl kyseliny fosfore¢nej 85 % a
za postupného mieSania sa gencianova violet rozpustila v destilovanej vode.
Nasledne sa v50 ml odmernej banke roztok doplnil vodou po znacku. Tento
roztok sa pouzil dalej na analyzu.

Priprava roztoku kyseliny chlorovodikovej 0,8 mol/l

Zo zasobného roztoku kyseliny chlorovodikovej s koncentraciou 5 mol/l bolo
odobrané 4 ml a doplnené po znacku v 25 ml odmernej banke.

Priprava roztoku 0,4 mol/l kyseliny sirovej
Zo zasobného roztoku kyseliny sirovej s koncentraciou 5 mol/l bolo odobrané 2
ml a doplnené po znacku v 25 ml odmernej banke.

Priprava roztoku 50 mmol/l dusitanu sodného

Navazilo sa 86,3 mg dusitanu sodného adané mnozstvo sa vpravilo
kvantitativne do 25 ml odmernej banky. Za postupného mieSania sa dusitan
sodny rozpustil v destilovanej vode.
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Priprava timivého roztoku 0,3 mol/l o pH 4,5

Navazilo sa 2,88 g kyseliny citronovej a toto mnozstvo sa vpravilo kvantitativne
do 50 ml odmernej banky. Pridalo sa malé mnozZstvo destilovanej vody na
rozpustenie kyseliny citrébnovej. Nasledne sa pridaval roztok hydroxidu sodného
na dosiahnutie pH hodnoty 4,5.
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4.5 Optimalizacia vyberu oxidacného Cinidla

V tomto experimente sa testovalo vhodné oxidacné Cinidlo na oxidaciu jodidu
na jod. Ako oxidacné Cinidlo sa testoval dusitan draselny NaNO2
s koncentraciou 50 mmol/l v objeme 100 ul a jodi¢nan draselny KIO3
s koncentraciami 1 mmol/l a 5 mmol/l vobjeme 100 ul. Ako Standard sa pouZil
jodid draselny Kl s koncentraciami 2,5 ppm a 5 ppm. Pre vytvorenie kyslého
prostredia sa pouzila kyselina chlorovodikova HCI s koncentraciou 0,8 mol/l.
Ako timivy roztok sa pouZil citratovy timivy roztok s koncentraciou kyseliny
citrénovej 0,3 mol/l. Pri pouziti 400 pl tohoto pufru bolo vysledné pH roztoku 5,1.
Ako indikator sa pouzila gencianova violet s koncentraciou 250 mg/l v objeme
100 pl. Ako extracné cCinidlo sa pouZil chloroform v objeme 200 pl.

Merala sa absorbancia roztoku, merania boli zopakované Styrikrat a
porovnavalo sa meranie spolu so slepou vzorkou. Vysledky su uvedené
vtabutke €. 2 a vgrafe €. 1 je znazornené porovnanie pouzitych oxidacnych
Cinidiel, kde su pouzité hodnoty rozdielu absorbancie Standardu a slepej vzorky.

Zistilo sa, ze ako oxidac¢né Cinidlo pre analyzu je vhodnejSie pouzit’ jodi¢nan
draselny KIO3 s koncentraciou 5 mmol/l, pretoze u tohto oxidacného cinidla sa
namerala najvacSia absorbancia a dosiahla najlepSia opakovatefnost' (najnizSie
RSD - relative standard deviation). Pre dalSie experimenty sa pouZil jodi¢nan
draselny KlO3 s koncentraciou 5 mmol/l.

Tabulka é. 2: Meranie absorbancie s pouZitim dusitanu sodného s
koncentraciou 50 mmol/l ako oxidaéného Cinidla

Cislo merania abSglpalcld
sl. vzorka Kl 2,5 ppm Kl 5,0 ppm
1. 0,215 0,118 0,187
2. 0,157 0,156 0,166
3. 0,203 0,227 0,215
4, 0,137
priemer 0,178 0,167 0,189
sm.odchylka 0,037 0,055 0,024
RSD*(%) 20,80 33,00 12,70
rozdiel(Ast — Abl)* -0,011 0,011
*RSD = relativna smerodajna odchylka

(Ast — Av)*= Absorbancia Standardu —absorbancia slepej vzorky
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Tabulka ¢é. 3: Meranie absorbancie s pouZitim jodi¢nanu draselného s
koncentraciou Tmmol/l ako oxidacného Cinidla

Cislo merania Hlos@vrlell
sl. vzorka | Kl 2,5 ppm Kl 5,0 ppm

1. 0,089 0,084 0,101
2. 0,050 0,121 0,145
3. 0,082 0,136
priemer 0.070 0.096 0.127
sm.odchylka 0,028 0,022 0,023
RSD* (%) 40,0 23,00 18,30
rozdiel(Ast — Abl)* - 0,026 0,058

Pozn. Prazdne miesto v bunke je pre odlahly bod

*RSD = relativna smerodajna odchylka
*(Ast — An)= Absorbancia Standardu —absorbancia slepej vzorky

Tabulka é. 4: Meranie absorbancie s pouZitim jodi¢nanu draselného
S koncentraciou 5 mmol/l ako oxidacného Cinidla

Cislo merania NIEEIIETHE
sl. Kl 2,5 ppm KI5 ppm

1. 0,061 0,817 2,038
2. 0,045 0,785 2,216
3. 0,047 1,723
4. 0,031 2,142
priemer 0,046 0,801 2,030
sm. odchylka 0,012 0,023 0,217
RSD (%) 26,4 2,9 10,7
rozdiel(Ast — Abl) - 0,755 1,984

Pozn. Prazdne miesto v bunke je pre odlahlybod

2,5
NaNO2 50 mmol/I
2,0 KIO3 1 mmol/I
KIO3 5 mmol/I
- 1,5
>
<
B’ 1,0
(8]
c
©
205
]
(7]
o
< 0,0
slepd vzorka KI 2,5 ppm KI5 ppm

Koncentracia standardu

Graf ¢. 1: Zavislost' absorbancie na pouZitom oxidacnom cinidle
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4.6 Optimalizacia vyberu Cinidla na vytvorenie kyslého prostredia

Vtomto experimente sa porovnavala vhodnost pouzitej kyseliny. Oxidacia
jodidu draselného na jod prebieha v kyslom prostredi, preto bolo nutné pouzit
kyselinu vhodnu na vytvorenie kyslého prostredia.

Porovnavalo sa pouZitie kyseliny chlorovodikovej s koncentraciou 0,8 mol/l a
kyseliny sirovej s koncentraciou 0,4 mol/l.

Ako standard sa pouzil jodid draselny Kl s koncentraciami 1,25 ppm a 2,5 ppm.
Ako timivy roztok sa pouZil citronan sodny s koncentraciou 0,3 mol/l, ktory mal
hodnotu pH 5,1 vobjeme 800 pl. Ako indikator sa pouZila gencianova violet
s koncentraciou 250 mg/l vobjeme 100 yl. Oxidacné Cinidlo sa pouzil jodiCnan
draselny KlO3 s koncentraciou 5 mmol/l a objeme 100 pl. Ako extracné Cinidlo
sa pouZil chloroform v objeme 200 pl.

Bola zmerana absorbancia roztoku, merania boli zopakované ftrikrat a
porovnavali sa hodnoty spolu so slepou vzorkou. Vysledky su uvedené
vtabulke €. 5 a vgrafe je znazornené porovnanie rozdielov absorbancie
Standardu a slepej vzorky pri pouziti uvedenych kyselin.

v

Zgrafu €. 2 wyplyva, ze je vhodnejSie pre dalSie merania pouzit kyselinu
chlorovodikovi HCI s koncentraciou 0,8 mol/l pretoZe pri pouZiti tejto kyseliny
sa namerali vacsie hodnoty absorbancie.

Tabulka ¢. 5 Meranie absorbancie za pouZzitia kyseliny chlorovodikovej
HCI s koncentraciou 0,8 mol/l

Cislo merania Absorbancia
sl.vzorka Kl 1,25 ppm | Kl 2,5 ppm

1. 0,060 0,153 0,584
2. 0,021 0,097 0,645
3. 0,031 0,103 0,806
priemer 0,037 0,117 0,679
sm. odchylka 0,020 0,031 0,115
RSD* (%) 544 26,1 16,9
rozdiel (Ast— Abl)* 0,080 0,641

*RSD = relativna smerodajna odchylka
*(Ast-An) = Absorbancia $tandardu —absorbancia slepej vzorky
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Tabulka €. 6: Meranie absorbancie za pouZitia kyseliny sirovej H2SO4 s
koncentraciou 0,4 mol/l

Cislo merania Absorbancia
slepa vzorka | Kl 1,25 ppm | Kl 2,5 ppm

1. 0,073 0,054 0,496
2. 0,070 0,084 0,500
3. 0,070 0,069 0,677
priemer 0,071 0,069 0,558
sm. odchylka 0,002 0,015 0,103
RSD* (%) 2,3 21,2 18,5
rozdiel (Ast— Abl)* -0,002 0,487

*RSD = relativna smerodajna odchylka
*(Ast-Au) = Absorbancia §tandardu — absorbancia slepej vzorky

0,9 -
M HCl 0,8 mol/I
0,8 -

M H2S04 0,4 mol/I

Absorbancia [AU]

slepd vzorka KI 1,25ppm KI2,5ppm
Koncentracia standardu [ppm]

Graf ¢. 2: Zavislost' absorbancie na pouZitej kyseline
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4.7 Optimalizacia pH timivého roztoku

Oxidacia gencianovej violete na jej oxidovanu formu prebieha v ur€itom
rozmedzi pH, preto bolo ddblezité nastavit spravne pH pre tuto reakciu.
V predchadzajucom kroku (oxidacia Kl na I2 ) je kyslé pH, preto bolo potrebné
pouzit' timivy roztok s vhodnym pH.

Ako Standard sa pouzil roztok Kl s koncentraciou 2,5 ppm. Ako oxidacné Cinidlo
sa pouzil roztok KIO3 s koncentraciou 5 mmol/l. Na wytvorenie Kkyslého
prostredia sa pouzila HCl s koncentraciou 0,8 mol/l nariedenim zo zasobného
roztoku HCIl s koncentraciou 5 mol/l. Ako indikator sa pouzl okysleny roztok
gencianovej violete s koncentraciou 250 mg/l v objeme 150 ul. Ako timivy roztok
sa pouzil citronan sodny. Pripravilo sa 6 réznych timivych roztokov s hodnotami
pH uvedenymi vtabulke &. 7, zmerala sa absorbancia a vysledky sa porovnali
so slepou vzorkou.

Pre kontrolu pH hodnoty vodnej vzorky sa zbierala vodna Cast vzorky pri
meracom kroku ,Empty* a nasledne sa zmeralo pH. Vysledné pH vzorky je
uvedené v tabuftke €. 7.

Ztabulky & 7 je zrejmé, Ze pufrovacia kapacita pouzitého pufru bola
dostatoCna, nakolko hodnoty pH sa liSili o maximalne 0,03 jednotky.

Zgrafu €. 3 je zrejmé, Ze optimalne pH oxidacie gencianovej violete je 4,56, kde
rozdiel medzi absorbanciou Standardu a absorbanciou slepej vzorky je najvacsi.

Tabulka é. 7: Meranie vyslednej hodnoty pH vodnej vzorky

Vysledna hodnota
Hodnota pH pufru SI= werie v
4,05 4,02
4,56 4,53
4,75 4,72
5,03 5,06
5,25 5,31
5,51 5,55
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Tabulka ¢. 8: Optimalizacia pH timivého roztoku u slepej vzorky

. Absorbancia
pH timivého —
roztoku 1.meranie | 2.meranie | 3.meranie | priemer sm’. RSD
odchylka | (%)
4,05 0,015 0,036 0,027 0,026 0,010 39,4
4,56 0,053 0,041 0,041 0,045 0,007 14,9
4,75 0,031 0,016 0,024 0,011 45,0
5,03 0,024 0,024 0,024 0,000 0,3
5,25 0,143 0,006 0,092 0,080 0,069 86,3
5,51 0,056 0,092 0,074 0,025 34,2
Pozn. Prazdne miesta v bunkach su pre odlahlé body,u merania pH 4,75 a 5,25 doSlo kchybe merania pri

2. merani
*RSD = relativna smerodajna odchylka

Tabulka ¢é. 9: Meranie absorbancie pri réznych hodnotach pH timivého roztoku
u Standardu Kl s koncentraciou 2,5 ppm a porovnanie hodnét so slepou vzorkou

Absorbancia
PH 1.meranie | 2.meranie | 3.meranie | priemer Sm. RSD® rozdiel
' ' : P odchylka | (%) | (Ast—As)*
4,05 1,203 1,112 1,158 0,065 5,6 1,131
4,56 1,508 1,275 1,364 1,382 0,118 8,5 1,337
4,75 1,101 1,054 1,229 1,128 0,090 8,0 1,104
5,03 0,803 0,865 0,834 0,044 53 0,810
5,25 0,823 0,817 0,820 0,004 0,5 0,740
5,51 0,705 0,708 0,706 0,002 0,3 0,632
Pozn. Prazdne miesta v bunkach su pre odlahlé body
*RSD = relativna smerodajna odchylka
*(Ast — Au)= Absorbancia $tandardu —absorbancia slepej vzorky
1,6
T
1,4 y
5 1.2 : T
<10 *
'§ 08 ®  rozdiel (Standard - sl. 0
8 vzorka) " ]
g 0° $tandard 2,5
8 04 Standard 2,5 ppm
0,2 T ~
0,0 = T
4 4,5 pH 5 5,5

Graf ¢. 3: Zavislost absorbancie na pH timivého roztoku
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4.8 Optimalizacia objemu timivého roztoku

V tomto experimente bolo potrebné zstit vhodny objem timivého roztoku.
Cielom bolo znizit objem timivého roztoku a zaroven zvySit objem vzorky, ¢im
sa dosiahne vacsia citlivost analyzy. Znizenim objemu timivého roztoku sa
skrati ¢as analyzy a spotrebuje sa menSie mnozstvo Cinidiel resp. vytvori sa
menej odpadu.

Ako Standardny roztok sa pouzil jodid draselny s koncentraciou 2,5 ppm
vobjeme 1000 pl. Na wytvorenie Kkyslého prostredia sa pouZila kyselina
chlorovodikova s koncentraciou 0,8 mol/l v objeme 100 pl.

Ako oxidac¢né cinidlo sa pouzil jodi€nan draselny s koncentraciou 5 mmol/l
vobjeme 100 pl. Ako indikator sa pouzila gencianova violet s koncentraciou
250 mg/l vobjeme 100 pl. Na extrakciu sa pouZil chloroform v objeme 200 pl.
Ako timivy roztok sa pouzil citrénan sodny s optimalizovanym pH v hodnote 4,5.
Zistoval sa vhodny objem timivého roztoku, ktory bol nasledne pouzity na
analyzu realnej vzorky. Objem bol testovany vrozmedzi od 100 yl do 500 pl
pouzitého tlmivého roztoku, bola zmerana absorbancia roztoku a porovnala sa
so slepou vzorkou. Ako wvyplyva zgrafu, najvwys8i signal pri oboch
koncentraciach Standardu bol dosiahnuty s objemom pufru 200 ul, preto sa
tento objem zvolil pre dalSie experimenty.

Vysledky optimalizacie su znazornené v grafe €. 4.
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n T ®  Rozdiel (Standard 1,25 ppm - sl.

1,6 - T by vzorka)
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© T i .
2 08 - . ! -
9 ' 4+ Rozdiel (Standard - sl. vzorka)
-<Q 0,6 7 4 1

0,4 - slepa vzorka

0,2 - ‘

0,0 ' . - : .
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Objem [nl]

Graf ¢. 4: Zavislost absorbancie na objeme pouZitého timivého roztoku

31



4.9 Optimalizacia koncentracie oxidaéného cCinidla

V tomto experimente sa testovali rézne koncentracie oxidacného cCinidla, bola
zmerana absorbancia a vysledky absorbancie boli porovnavané so slepou
vzorkou. Ako oxida¢né Cinidlo sa pouZil jodiCnan draselny KlO3, ktorého
testované koncentracie su uvedené v tabutke €. 10.

Ako Standard sa pouzil roztok jodidu draselného Kl s koncentraciou 0,625 ppm.
Na wytvorenie kyslého prostredia sa pouzila kyselina chlorovodikova s
koncentraciou 0,8 mol/l, ktora bola optimalne zvolena v predoslom experimente.
Ako tlmivy roztok sa pouzil citrénan sodny s koncentraciou 0,3 mol/l v objeme
200 pl, ktorého objem bol optimalizovany v predoSlom kroku. Ako indikator sa
pouzila gencianova violet s koncentraciou 250 mg/l vobjeme 100 ul. Ako
extrakéné Cinidlo sa pouZil chloroform v objeme 200 pl.

Bolo zstené, Ze optimalna koncentracia KIO3 je 5 mmol/l, u ktorej bola
namerana najvacsia absorbancia v porovnani so slepou vzorkou.

Vysledky su uvedené vtabufke & 10 pre slepu vzorku a vtabutke €. 11 pre
Standard Kl s koncentraciou 0,625 ppm a v grafe su prehfadne zhrnuté vysledky
experimentu. Na zaklade vysledkov v grafe mozno usudit, Zze pri koncentracii 5
mmol/l jodi€nanu draselného je najvy$Si rozdiel absorbancie Standardu a slepej
vzorky, preto v dalSich experimentoch sa pouZil ako oxida¢né cCinidlo jodi¢nan
draselny s koncentraciou 5 mmol/l.

Tabulka é. 10: Optimalizacia koncentracie oxidacného Cinidla pri slepej vzorke

Koncevptrama oxidacného 0.5 1 25 5 75 10
Cinidla [mmol/l]
1. meranie 0,095 | 0,102 | 0,126 | 0,111 | 0,104 | 0,123
2.meranie 0,110 | 0,079 | 0,102 | 0,118 | 0,122 | 0,131
3.meranie 0,109 | 0,114 | 0,112 | 0,115 | 0,108 | 0,118
priemer 0,105 | 0,098 | 0,114 | 0,115 | 0,111 | 0,124
sm. odchylka 0,008 | 0,018 | 0,012 | 0,003 | 0,009 | 0,007
RSD* (%) 7,8 18,2 | 10,9 3,0 8,3 5,4

*RSD = relativna smerodajna odchylka
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Tabulka ¢. 11: Meranie absorbancie pri réznych koncentraciach oxidaéného
¢inidla so Standardom Kl s koncentraciou 0,625 ppm

Koncentracia oxidacného

Ginidla [mmolll] 05 | 1 125 | &5 | 75| 10
1. meranie 0,686 | 0,945 | 0,820 | 0,658
2.meranie 0,134 | 0,303 | 0,680 | 0,843 | 0,752 | 0,742
3.meranie 0,158 | 0,323 | 0,736 | 0,855 | 0,856 | 0,869
priemer 0,146 | 0,313 | 0,701 | 0,849 | 0,809 | 0,756
sm. odchylka 0,017 | 0,014 | 0,031 | 0,056 | 0,053 | 0,106
RSD* (%) 11,5 4.6 4.4 6,5 6,6 14,0
rozdiel(Ast — Abl)* 0,041 | 0,215 | 0,587 | 0,734 | 0,698 | 0,633

*RSD = relativna smerodajna odchylka
*(Ast — Ap)= Absorbancia Standardu — absorbancia slepej vzorky
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Graf é. 5: Zavislost absorbancie na koncentracii oxidacného cinidla
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4.10 Optimalizacia objemu pouzitého indikatoru

Cielom experimentu bolo zistit vhodnost 2zvoleného objemu pouzitého
indikatoru.

Ako Standard sa pouzil jodid draselny Kl s koncentraciou 0,625 ppm v objeme
1000 pl. Ako kyselina sa pouzila kyselina chlorovodikova v koncentracii 0,8
moll a vobjeme 100 pl. Na oxidaciu sa pouzil jodi€nan draselny
v optimalizovanej koncentracii 5 mmol/l v objeme 100 pl. Ako timivy roztok sa
pouzil citronan sodny s koncentraciou 0,3 mol/l vobjeme 200 pl. Ako extrakéné
¢inidlo sa pouzil chloroform v objeme 200 pl.

Merala sa absorbancia pri réznych objemoch gencianovej violete s rovnakou
koncentraciou, prevzatou z prace [28] a hodnoty absorbancie sa porovnavali so
slepou vzorkou.

Vysledky su zhrnuté vgrafe & 6, zktorého vyplyva, Ze hodnoty sa pri
stUpajucom objeme indikatora od seba signifikantne neliSia a pri objeme
100 pl hodnoty rozdielov absorbancie Standardu a slepej vzorky boli najvy3Sie,
preto v dalSich experimentoch sa pouzil objem indikatoru 100 pl.

M Standard 0,625 ppm
W slepa vzorka

1,0 - M rozdiel (Standard - sl. vzorka)
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5
0,4 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -

Absorbancia [AU]

100 200 300 400
Objem gencianovej violete [ul]

Graf ¢. 6: Zavislost absorbancie na pouZitom objeme gencianovej violete
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4.11Optimalizacia objemu extrakéného Cinidla

Pri tomto experimente bol zistovany objem extrakéného Cinidla a ako extrakéné
Cinidlo bol pouzity chloroform vobjemoch 100 pl, 150 pl a 200 pl. Cielom je
pouzit €o najnizSi objem rozpustadla tak, aby sa:

a) dosiahla ¢€o najvySSia citlivost (extrakcia oxidovanej formy gencianovej
violete do malého objemu chloroformu),

b) znizila spotreba organického €inidla,

c) zachovala dostatona opakovatefnost pri nasavani malého objemu
chloroformu do detekCnej cely

Ako Standard bol pouzity roztok jodidu draselného KI s koncentraciou 0,625
ppm a vobjeme 1000 ul. Na vytvorenie kyslého prostredia bola pouzita kyselina
chlorovodikova s koncentraciou 0,8 mol/l a vobjeme 100 pl. Ako oxidacné
Cinidlo bol pouzity jodiChan draselny s koncentraciou 5 mmol/l a v objeme 100
pl. Ako timivy roztok bol pouzity citrénan sodny s koncentraciou 0,3 mol/l a
vobjeme 200 ul. pH timivého roztoku bolo 4,5. Ako indikator bola pouzita
gencianova violet s koncentraciou 250 mg/l objeme 100 pl. Merala sa
absorbancia chloroformového extraktu pri objemoch chloroformu uvedenych
vy3$Sie a vysledna hodnota bola porovnavana so slepou vzorkou.

Vysledok experimentu je prehladne zhrnuty vgrafe €. 7. Zgrafu vyplyva, Ze
absorbancia namerana pri objeme 100 ul chloroformu bola najvys$Sia, no pre
nizSiu smerodajnu odchylku (tj. lepSiu opakovatelhost) pri objeme 150 ul pre
dalSie experimenty bol zvoleny objem chloroformu 150 pl.

L4 1 ¥ slepd vzorka

1,2 M Standard 0,625 ppm

rozdiel (Standard - sl. vzorka)

1,0 -
0,8 -
0,6 -
04 -

0,2 A

Absorbancia [AU]

0,0 -

100 150 200
Objem chloroformu [pl]

Graf ¢. 7: Zavislost absorbancie na pouzitom objeme chloroformu
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4.12 Optimalizacia €asu oxidacie jodidu na jod

Na oxidaciu jodidu na jéd je potrebny urCity Cas, aby oxidacia prebehla uUplne.
Preto bolo potrebné optimalizovat' Cas potrebny na reakciu, aby sa zistilo kofko
Casu je potrebné ponechat na reakciu resp. Ci je mozné skratit Cas a tym aj
skratit’ celkovy Cas analyzy.

Ako Standard sa pouzil jodid draselny s koncentraciou 0,5 ppm v objeme 1000
M. Na wytvorenie Kkyslého prostredia sa pouzila kyselina chlorovodikova s
koncentraciou 0,8 mol/l vobjeme 100 ul. Ako oxida¢né Ccinidlo sa pouZil
jodi¢nan draselny s koncentraciou 5 mmol/l v objeme 100 ul. Ako timivy roztok
sa pouzil citrénan sodny s koncentraciou 0,3 mol/l, ktorého pH bolo 4,5. Ako
indikator sa pouzila gencianova violet s koncentraciou 250 mg/l a objemom
100 pl. Na extrakciu sa pouzil chloroform v objeme 150 pl.

Bola merana absorbancia pri réznych ¢asoch potrebnych na oxidaciu jodidu na
jod a vysledky merania su zobrazené v grafe €. 8.

Zgrafu je zrejmé, Zze po 10 sekundach sa uz signal vyrazne nezvySuje, preto
pre dalSie kroky optimalizacie bol zvoleny €as potrebny na oxidaciu jodidu na
jod 10 sekund ako kompromis medzi citlivostou a celkovym ¢asom analyzy.

"
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Graf ¢. 8: Zavislost absorbancie na ¢ase oxidacie jodidu na jod
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4.13 Optimalizacia €asu oxidacie gencianovej violete

V tejto Casti bola merana absorbancia pri réznych €asoch potrebnych na
oxidaciu gencianovej violete a porovnana so slepou vzorkou.

Ako Standard sa pouzl jodid draselny Kl s koncentraciou 0,5 ppm v objeme
1000 pl. Na wytvorenie kyslého prostredia sa pouzila HCl s koncentraciou
0,8 molll vobjeme 100 pl. Ako oxidacné Cinidlo sa pouzl jodi€nan draselny
KlO3 s koncentracii 5 mmol/l v objeme 100 pl. Cas potrebny na oxidaciu jodidu
bol zvoleny na 10 s. Ako tlmivy roztok sa pouZil citrbnan sodny v koncentracii
0,3 mol/l, ktorého pH bolo 4,5. Ako indikator sa pouzila gencianova violet
v koncentracii 250 mg/l vobjeme 100 pl. Na extrakciu sa pouzl chloroform
v objeme 150 pl.

Vysledky tohto experimentu su zobrazené v grafe €. 9. Bolo zistené, Ze pri Case
oxidacie 60 sje rozdiel absorbancie Standardu a slepej vzorky najvysSi a
s dalSim postupnym zvySovanim cCasu potrebného na oxidaciu sa rozdiel
absorbancii nezvySoval.

standard 0,5 ppm
12 - pp
rozdiel (Standard - sl. vzorka)

1,0 - _ T
—_— slepa vzorka 1 1
S N
< 0,38 -

T

©
S T 2
c 4
< 0,6 |
o
S
204 -
o
<

0,2 -

0,0 ! T ¥ . . .

0 20 40 60 80 100 120
Cas [s]

Graf é. 9: Zavislost absorbancie na ¢ase oxidacie gencianovej violete z
redukovanej formy na oxidovanu formu
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4.14 Optimalizacia ¢asu extrakcie do chloroformu

V tejto Casti bol optimalizovany €as extrakcie vzniknutého produktu reakcie do

chloroformu.

Boli pouzité rovnaké podmienky analyzy ako v predoslych experimentoch.

Bola zmerana absorbancia pri réznych Casoch potrebnych na extrakciu a

porovnana so slepou vzorkou.

Vysledky su znazornené vgrafe & 10. Bolo zstené, Ze srastucim Casom
extrakcie absorbancia stupa priblizne linearne az do ¢asu 50 s. Po tomto bode
uz s rastucim ¢asom signal nestupal. Preto bola pre dalSie experimenty zvolena
doba extrakcie 50 s.
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Graf é. 10: Zavislost absorbancie na ¢ase extrakcie do chloroformu
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4.15 Overenie citlivosti metody
V tejto Casti bolo zistované, €i je mozné zwysit citlivost metddy, ak sa zvysi
objem Standardu.

Pouzili sa objemy Standardu 1000 pl, 2000 pl a 3000 ul s koncentraciou
0,25 ppm. Podmienky analyzy su v tomto pripade zhrnuté v tabulke €. 12.

Bola zmerana absorbancia chloroformoveho extraktu u troch réznych objemov
Standardu a porovnana so slepou vzorkou. Vysledky su zhrnuté v grafe €. 11.
Na rozdiel od predpokladu dvojnasobného, pripadne trojnasobného zvySenia
signalu, pri pouZti dvojnasobného mnoZzstva objemov vzorky a Cinidiel doslo
k narastu absorbancie o 30,6 % a pri trojnasobnom zvySeni objemov doslo o
61,5% oproti meraniu s objemom vzorky 1000 pl.

Tabulka é. 12: PodmienKy pri optimalizacii vhodného objemu Standardu

Pouzité Cinidlo Objem Ccinidiel [ul]
jodid draselny 1000 2000 3000
kyselina chlorovodikova 0,8 mol/l 100 200 300
jodi€nan draselny 5 mmol/l 100 200 300
citrénan sodny 0,3 mol/l 200 400 600
gencianova violet 250 mgl/l 100 100 100
chloroform 150 150 150
1,0 -
0,9 - W slepd vzorka
0,8 - )
07 - W standard 0,25 ppm

0,6 1 B rozdiel(3tandard - sl. vzorka)
0,5 1
0,4 -

0,3 -

Absorbancia [AU]

0,2 A
0,1 -

0,0 -

1000 2000 3000

Objem Standardu [ul]

Graf é. 11: Zavislost absorbancie na pouzitom objeme Standardu
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4.16 Kalibra¢na krivka a analytické parametre metody

Optimalizované hodnoty vSetkych premennych boli pouZité na Zzistenie linearity
metody. Kalibracna krivka bola zmerana so Siestimi Standardmi
s koncentraciami 0,05 — 0,6 ppm vobjeme 1000 ul. Optimalizované podmienky
su uvedené v tabulke €. 13.

Tabulka ¢. 13: Optimalizované podmienky pouZité pri merani kalibracnej krivky

Pouzité Cinidlo Koncentracia Objem [ul]
jodid draselny 0,05 -0,6 ppm | 3000 | 1000
kyselina chlorovodikova 0,8 molll 300 100
jodi¢nan draselny 5 mmol/l 300 100
citronan sodny 0,3 molll 600 200
gencianova violet 250 mg/l 100 100
chloroform 150 150

Ako &as potrebny na oxidaciu jodidu draselného sa pouzil 10 s. Cas potrebny
na oxidaciu gencianovej violete sa pouzil 60 sa Cas potrebny na extrakciu
analytu do chloroformu sa pouzil 50 s.

Namerana absorbancia sa porovnala so slepou vzorkou. Kalibracna zavislost
bola zistena vrozmedzi 0,1 ppm — 0,6 ppm. Absorbancia najnizSieho bodu
kalibraCnej krivky (0,05 ppm) bola zhodna s absorbanciou slepej vzorky. Preto
bola overena moznost zvySenia citlivosti metddy zvySenim objemu aspirovanej
vzorky z 1000 na 3000 pl (objem pouritej striekacky to dovoloval). Umerne boli
zvySené objemy aspirovanych Cinidiel s vynimkou gencianovej violete a
extraktného Cinidla, ktorych objemy ostali zachované. Po premerani
kalibracnych Standardov s vy$Sim objemom vzorky bolo zistené, Ze citlivost’ sa
zvySila asi 1,6 -nasobne (smernica 2,0637 vs. 3,3002) oproti meraniu s 1000 pl
roztoku Standardu.

Zistené hodnoty analytickych parametrov su zosumarizované v tabulke ¢. 16 a
17.

Bola zmerana absorbancia chloroformového extraktu a vysledky Dboli
porovnavané so slepou vzorkou. Vysledky su uvedené vtabulke ¢. 14 a 15.
Kalibraéné krivky oboch metdd (s nizSim a vyS8im objemom Standardu) su
zobrazené v grafe €. 12.
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Tabulka €. 14: Meranie kalibracnej krivky pri pouZiti Standardu v objeme 3000 ul

_ Koncentracia o |005| 01| 02| 03| 04| 05| 06
Standardu (ppm)
1.meranie 0,092 | 0,246 | 0,536 | 0,906 | 0,958 | 1,646 | 1,803
2 meranie 0.131] 0,088 | 0278 | 0615 | 0,934 1,880 | 1.875
3 meranie 0,090 | 0,098 | 0,251 | 0,579 | 0,984 | 1,182
priemer 0.109 ] 0,093 [ 0,258 | 0,577 | 0,941 | 1,070 | 1,763 | 1,839
sm. odchylka | 0,089 | 0,005 | 0,017 | 0,039 | 0,040 | 0,158 | 0,166 | 0,051
RSD (%) 817 | 56 | 67 | 68 | 42 | 148 | 94 | 2.8
rozdiel(Ast — Av) 0149 | 0468 | 0,833 | 0,961 | 1,655 | 1,730 | 0,149

*RSD = relativna smerodajna odchylka

*(Ast — An)= Absorbancia Standardu — absorbancia slepej vzorky

Taburlka ¢é. 15: Meranie kalibracnej krivky pri pouZiti Standardu v objeme 1000 pl

ét:r?;:;”:r?;'oam) o |005] 01| 02 | 03| 04| 05| 06
1.meranie 0,102 | 0,166 | 0,268 | 0,590 | 0,715 | 0,970 | 1,247
2 meranie 0,111] 0,086 | 0,179 0,610 0,951 1,299
3. meranie 0,118 0,102 | 0171 | 0,383 | 0,607 | 0,758 | 0,980 | 1,257
priemer 0,114 ] 0,097 0,172 0,260 | 0,602 | 0,736 | 0,967 | 1,268

sm. odchylka | 0,005 | 0,009 | 0,007 | 0,089 | 0,011 0,031 | 0,015 | 0,028
RSD* (%) 46 | 95 | 38 | 340 | 18 | 42 | 15 | 22

rozdiel(Ast — Abl)" 0,018 | 0,058 | 0,146 | 0,488 | 0,622 | 0,853 | 1,153

*RSD = relativna smerodajna odchylka

(Ast — An)*= Absorbancia $tandardu — absorbancia slepej vzorky

Tabulka é. 16: Hodnoty analytickych parametrov pri pouZiti Standardu

v objeme 3000 pl

Analyticky parameter Hodnota
Limit detekcie (ppm) 0,081
Limit kvantifikacie (ppm) 0,242
Opakovatelnost (% RSD) 7,2
Pocet vzoriek/h 10
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Tabulka €. 17: Hodnoty analytickych parametrov pri pouZiti Standardu

v objeme 1000 ul

Analyticky parameter Hodnota
Limit detekcie (ppm) 0,049
Limit kvantifikacie (ppm) 0, 145
Opakovatelnost' (% RSD) 8,1
Pocet vzoriek/h 12
2,4 -
3000 ul
1000 pl
1,9 - !
y = 3,3002x - 0,0792 } }
—_ R2=0,9748
o]
<14 -
o
(%]
c
©
=
S 09 -
e}
<
y =2,0637x-0,1448
0,4 R?=0,9912
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Koncentracia standardu [ppm]

Graf ¢. 12: Kalibracné krivky
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4.17 Realne vzorky

Po zoptimalizovani vSetkych podmienok na analyzu bola tato metdda
aplikovana na realne vzorky s pouzitim kalibraénej krivky zmeranej eSte raz
vramci tohto experimentu. Pouzité podmienky su uvedené vtabulke €. 13 a su
identické s podmienkami pouzitymi pri merani kalibracnej krivky.

Boli zmerané dve kalibracné krivky s objemami Standardov 3000 uyl a 1000 ul a
nasledne bola zmerana absorbancia realnej vzorky a zmesi realnej vzorky a
jodidu draselného s koncentraciou 0,2 ppm. Ako realne vzorky sa pouZili nosné
kvapky Vincentka a doplnok stravy s obsahom jodu Kelp.

Nosné kvapkyVincentka boli 20-krat nariedené a pouzité na analyzu. V pripade
doplnku stravy Kelp sa pouzila jedna tableta, ktora bola rozdrvena, jej obsah sa
rozpustil vo vode a prefiltroval sa cez membranovy filter s velkostou pérov
0,45 pym. Filtrat sa pouzil na analyzu.

Vysledky kalibracnej krivky a analyzy nosnych kvapiek Vincentka su uvedené
v tabulke ¢. 18.

Tabulka ¢. 18: Meranie kalibracnej krivky s objemom Standardu 1000 ul a
stanovenie obsahu jodu v nosnych kvapkach Vincentka

AClLESUEeE o o] an | oz | as | a | 6o
standardu(ppm) ’ , , , zriedena éta,ndpaprd
1.meranie 0,097| 0,123 | 0,166 | 0,267 0,366 0,543
2.meranie 0,091(0,117 | 0,173 0,315 0,504
3.meranie 0,075| 0,124 | 0,166 | 0,286 | 0,585 0,356
priemer 0,087 (0,122 | 0,168 | 0,277 | 0,585 | 0,346 0,523
sm. odchylka 0,011 0,004 | 0,004 | 0,013 0,027 0,027
RSD* (%) 130 | 34 2,5 4,7 7,7 52

Pozn. Prazdne bunky su pre odfahlé body

*RSD = relativna smerodajna odchylka
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Graf é. 13: Kalibracna krivka pri objeme Standardu 1000 ul

Zrovnice kalibracnej krivky bol vypocitany obsah jodidu v nosnych kvapkach
Vincentka. Podla udaja vyrobcu obsahuje Vincentka 6,88 mg jodidu na 1 liter.
Z naseho merania vyplyva, Ze obsah jodidu vo Vincentke je 4,54 mg jodidu na 1
liter.

Vytaznost bola vypocitana podfa vzorca:

c(vz.+prid.standard)—c(vz.) 100
c(prid.standard) '

Vysledna hodnota bola 94,1 %.

Pri  stanoveni jodu vdopinku stravy Kelp sa pouzila kalibracna krivka
zpredoSlého stanovenia jodu vnosnych kvapkach Vincentka. Bola zmerana
trikrat absorbancia chloroformového extraktu zfiltratu dopinku stravy Kelp a
vysledky sa porovnavali so slepou vzorkou. Takisto bola zmerana absorbancia
Standardu s koncentraciou 0,2 ppm a absorbancia zmesi filtratu realnej vzorky a
pridavku Standardu s koncentraciou 0,2 ppm.

Vysledky su uvedené v tabutke €. 19.

Tabulka ¢é. 19: Vysledky stanovenia jodu v doplnku stravy Kelp

slepa vzorka | 0,2 ppm Kl| Kelp | Kelp + 0,2 ppm KI
1.meranie 0,270 0,143 0,349
2.meranie 0,083 0,254 0,150 0,341
3.meranie 0,077 0,292 0,103 0,310
priemer 0,080 0,272 0,132 0,333
sm. odchylka 0,005 0,019 0,026 0,021
RSD*(%) 5,8 7,0 19,5 6,2

*RSD = relativna smerodajna odchylka
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Podla wvypoCtu zrovnice kalibraCnej krivky bol stanoveny obsah jodidu
v doplnku stravy Kelp v mnozstve 0,085 mgl/l.
Vytaznost bola vypocCitana podla vzorca:

c(vz.+prid standard)—-c(vz.) 100
c(prid.standard) ’

Vysledna hodnota vytaznosti bola104,7 %.
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5 Zaver

V tejto praci bola vyvinutda metéda na stanovenie jodu vnosnych kvapkach
Vincentka avdoplnku stravy s obsahom jodu. Bola zvolena vhodna reakcia
vyuzivajuca schopnost jédu oxidovat gencianowvu violet z jej bezfarebnej formy
na oxidovanu, farebnu formu. Citlivost metddy sa zwySila vyuzitim extrakcie
farebnej formy indikatoru do malého objemu chloroformu. Ako technika na
automatizovanie celej reakcie sa vyuzila prietokova technika Lab-In-Syringe.

Boli optimalizované parametre metddy, ako koncentracia a druh Cinidiel, ¢as
oxidacie jodidu na jod, Cas oxidacie farebného indikatora a Cas extrakcie.
Nasledne po optimalizacii bola zmerana kalibracna krivka a urené analytické
parametre vyvinutej metody.

Tuto metddu je mozné wyuzit na stanovenie stopového mnozstva jédu
vjednoduchych matriciach, ako su napr. nosné kvapky. Stanovenie obsahu
jodu bolo testované aj na dopinku stravy s obsahom jédu Kelp v tablete.

Zoptimalizované podmienky budu sluzit ako podklad pre dalSiu optimalizaciu
a validaciu metddy.

Pre uplnu validaciu bude potrebné overit citlivost metody, t. overit mozné
interferencie latok pritomnych v skumanych vzorkach, a dalej zmerat vacsi
poCet vzoriek. V pripade merania organicky viazaného jodu (pripravok Kelp)
bude nutné overit spravnost stanovenia porovnanim s metédou vyuZivajucou
mineralizaciu vzorky.

Vyuzitie Lab-In-Syringe techniky prinieslo urychlenie a zjednoduSenie celej
analyzy.
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7 Priloha: Program pouzity na meranie
kalibracnej krivky

Hardware Settings Wavelength 1 (nm) 580
Hardware Settings Wavelength 2 (nm) 500
Hardware Settings Wavelength 3 (nm) 540
Hardware Settings Wavelength 4 (nm) 650
Hardware Settings Use Wavelength 4 as Reference

Hardware Settings Integration Time (msec) 10
Hardware Settings Samples to Average 9
Hardware Settings Detectors to Average 5
Hardware Settings Scan Rate (Hz) 5

ExternalPump Command (?7) KOR

Variable define New SamplePort
SamplePort = 2

ExternalPump Command (?) JOR
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 200
ExternalPump Valve Out

ExternalPump Empty

ExternalPump Delay Until Done

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 25
ExternalPump Command (?) O5R
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Aspirate (microliter) 50
ExternalPump Delay Until Done

'Vypustenie do odpadu

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 200
ExternalPump Valve Out

ExternalPump Empty

ExternalPump Delay Until Done

Loop Start (#) 6

Loop Start (#) 3

'Nasavanie vzorky alebo slepej vzorky
Multiposition Valve port 3

ExternalPump Command (?) O2R
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 200
ExternalPump Aspirate (microliter) 3000
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Command (?) J7R

Delay (sec) 2
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'‘Nasavanie kyseliny

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 50
ExternalPump Command (?) O3R
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 2

'Nasavanie oxida¢ného Cinidla
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 300
Multiposition Valve port 1

ExternalPump Command (?) O2R
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Aspirate (microliter) 100
ExternalPump Delay Until Done

'‘Nasavanie vzduchu

Multiposition Valve port 0
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Aspirate (microliter) 150
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Command (?) J7R
Delay (sec) 2

Delay (sec) 10

'Nasavanie timivého roztoku
ExternalPump Command (?) O4R
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Aspirate (microliter) 600
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 2

'Nasavanie indikatora

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 25
ExternalPump Command (?) O5R
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Aspirate (microliter) 100
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Command (?) O1R

Delay (sec) 60

ExternalPump Command (?) JOR

Delay (sec) 1

'Nasavanie chloroformu

ExternalPump Command (?) O6R
ExternalPump Aspirate (microliter) 150
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1
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'Prepnutie na uzatvoreny port
ExternalPump Command (?7) O1R
ExternalPump Delay Until Done
ExternalPump Command (?) J7R
Delay (sec) 50

ExternalPump Command (?) JOR

'Uvolnenie tlaku

ExternalPump Command (?) JOR
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 100
ExternalPump Aspirate (microliter) 150
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 2

'Meranie

ExternalPump Command (?) O8R
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 20
Analyte New Sample

Spectrometer Absorbance Scanning
ExternalPump Empty

Delay (sec) 20

Spectrometer Stop Scanning
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 100
ExternalPump Delay Until Done

Loop End

SamplePort = SamplePort + 1

Loop End
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