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ABSTRAKT

Katedra: Katedra analytické chemie

Kandidat: Bc. Zuzana Hadysova

Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nazev diplomové prace: On-line extrakce na tuhé fazi pomoci sekvencni injekéni
analyzy

Tato diplomova prace je zaméfena na porovnani tfi sorbentd (lontosorb OXIN 50,
lontosorb OXIN 100 a TOYOpearl AF-chelate-650M) s cilem najit ten nejvhodné;jsi pro
analyzu Zn?* pfi pouZiti on-line extrakce na tuhou féazi s vyuZitim sekvencni injekéni

analyzy.

Pti praci byly pouzivany roztoky siranu zine¢natého o koncentracich 25 nmol/l, 50
nmol/l, 100 nmol/l, 200 nmol/l, 500 nmol/I, 1000 nmol/I, 1500 nmol/l a 2000 nmol/I. Pfi

analyze byl dale vyuzivan pufr o pH 6, elu¢ni ¢inidlo HCl o pH 1 a cinidlo 4-(2-

evvs

Testovany byly kalibraéni rozsahy a opakovatelnost metody. Nejlepsim sorbentem

z porovnavanych byl lontosorb OXIN 100.



ABSTRACT

Department: Department of Analytical chemistry
Candidate:  Bc. Zuzana Hadysova
Supervisor:  PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Title of the diploma thesis: On-line solid phase extraction using sequential injection

analysis

This diploma thesis is focused on the comparison of three sorbents (lontosorb OXIN
50, lontosorb Oxin 100 and TOYOpearl AF-chelate-650M) with the aim to find the most
suitable one for analysis of Zn?* using on-line solid phase extraction based on sequential

injection analysis.

Zinc sulphate solutions at concentrations of 25 nmol/I, 50 nmol/l, 100 nmol/l, 200
nmol/l, 500 nmol/l, 1000 nmol/I, 1500 nmol/l and 2000 nmol/| were used in this work.
During the analysis was used the buffer at pH 6, the elution solution HCl at pH 1 and the
reagent 4-(2-Pyridylazo)resorcinol (PAR). The effort was to extract Zn?* at the lowest

possible concentrations.

Tested parameters were calibration range and repeatability. The best sorbent in

comparison was lontosorb OXIN 100.
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SEZNAM ZKRATEK

A Absorbance

FIA Pratokova injekéni analyza
IDA Iminodioctova kyselina

PAR 4-(2-Pyridylazo)resorcinol
PEEK Polyetereterketon

R? Koeficient determinace

RSD Relativni smérodatna odchylka
SD Smérodatna odchylka

SIA Sekvencni injekéni analyza

SP Hlavni pistova pumpa

SP1 Doplrikova pistova pumpa
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1. UVOD

Stanoveni koncentrace stopovych prvkd, konkrétné kovovych iontd, je dalezité,
jednad se o esencialni prvky, ale zarovert mohou mit vysoké hladiny nékterych kovovych

iontU negativni vliv na zdravi ¢lovéka.

V soucasnosti je kladen ndrok na metody pokud mozno co nejrychlejsi, financné
dostupné, jednoduché na provedeni, bezpecné a dostatecné citlivé. Jednou takovou
metodou je sekvencni injekéni analyza, kterd umozniuje analyzu série vzork(. Pro
samotné méreni je potfeba malych objem(, tudiZ je nizka spotfeba cinidel, vzorku i
tvorba vzniklého odpadu. Vyhodou této metody je automatizace a mozinost jejiho

propojeni s dalsimi metodami jako je napf. extrakce na tuhou fazi.
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2. CiL A ZADANI PRACE

Cilem prace bylo porovnat sorbenty lontosorb OXIN 100, lontsorb OXIN 50 a
TOYOpearl AF-chelate-650M a zjistit, ktery z nich by byl nejvhodné&jsi pro analyzu Zn?*

pfi pouZiti on-line extrakce na tuhou fazi s vyuzitim sekvencni injekéni analyzy. Snahou

evvys
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Extrakce na tuhou fazi (SPE)

Extrakce na tuhou fazi (Solid phase extraction, SPE) je jedna z nejpouZzivanéjsich
technik v analytické chemii pro pfipravu vzork( s cilem odstranit interference vzorku a

pro zakoncentrovani analytu pfed samotnou analyzou [1].

Je to metoda, kterd je zaloZena na rovnovazné distribuci analytu mezi dvé faze
(kapalnou a tuhou), pfiéemz rovnovaha je posunuta ve prospéch jedné z nich (tuhé faze).
Pokud je tuhd fdze neboli sorbent tvoren nemodifikovanym silikagelem nebo
iontomenici, hovofime o poldrnich staciondrnich fazich. V pfipadé modifikovanych

silikagell s uhlikovymi fetézci — C18 hovofime o nepoldrnich stacionarnich fazich [2].

Provedeni SPE se sklada z péti krokd, které jsou zobrazené na obr. €. 1. Prvni krok
je nazyvan kondicionace. Kolonka musi byt pfipravena na interakci sloZzek obsazenych ve
vzorku se sorbentem. Druhy krok aplikace vzorku zahrnuje naneseni vzorku na sorbent,
ktery zachyti analyty po priichodu kolonkou. Tfetim krokem je promyti, pficemz dochazi
k eliminaci nezadoucich latek, zddouci analyty jsou zachovany na sorbentu. DalSim
krokem je suseni, pfi kterém je vyuzivan vzduch ¢i inertni plyn. Pfi poslednim kroku

dochazi k uvolnéni adsorbovaného analytu ze sorbentu. Tento krok je nazyvan eluce [2].
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Obrdzek 1: Princip metody SPE. Kondicionace — priprava sorbentu, jeho zvlhéeni a
aktivace funkcnich skupin. Aplikace vzorku — interakce vzorku se sorbentem. Promyti —
odstranéni nepotrebnych ldtek ze sorbentu. Eluce — uvolnéni zachycenych analyti z tuhé

fdze a jejich vymyti z kolony. Pfevzato a upraveno z: [6].

Jak je patrno zobr. ¢. 2, SPE mlzZe byt vyhotovena v podobé kazet, diskd,
pipetovych Spic¢kach, jako deska s 96 jamkami nebo v podobé potazenych vidken, ktera

se vyuzivaji pfi mikroextrakci [3].

—_—

|
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Prefiltrovéni

Sorbent
disk
Frity —_SPE

sada Driadlo

Sorbent

T
(A) (8) ( ()

Obrazek 2: Typy provedeni SPE. A — kazetové provedeni v injekcni stiikacce, B — disk, C —

pipetovaci Spicka, D — jamkovad desticka. Prevzato a upraveno z: [3].

SPE je Casto je vyuZivana pro Cisténi latek. Latky obsahuji mnoho necistot, jejichz
zdrojem je pramysl, spalovani fosilnich paliv, zemédélska Cinnost a dalsi. Necistotami
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jsou napft. toxické Zeleznaté ionty a Skodlivé organické slouéeniny, které je potieba
odstranit. Pfikladem muzZe byt vyuZiti SPE pro ziskani precisténé vody pro lidskou
konzumaci nebo metalurgie pro ziskani Ccistych kovd, které jsou pouzivany
v elektronickém prlmyslu, atd. Pfi SPE lze extrahovat organické i anorganické
slouceniny. Pravé pfi analyze stopovych prvki je SPE nejc¢astéji pouzivanou metodou pro

zakoncentrovani analytu [4, 5].

Oproti jinym extrakénim technikdm ma SPE nizsi spotfebu rozpoustédel, vysokou
ucéinnost, kratkou dobu extrakce, nizkou ekonomickou néaroc¢nost na likvidaci nebo
minimalni ztraty ptiizolaci analyt(i v prdbéhu evaporace. Ve spojeni se SIA, ale i s jinymi

metodami, Ize SPE zautomatizovat [5].

3.1.1 Sorbenty

3.1.1.1 Sorbenty s reverzni fazi

Pouziti reverzni faze je v pripadé, ze hledany analyt je stfedné polarni az
nepolarni sloucenina, ktera je na sorbentu zadrZzovana pomoci hydrofobnich interakci, a
to van der Waalsovych sil ¢i disperznich sil. Staciondrni faze je nepolarni (silikagel
s navazanymi funkénimi skupinami) a mobilni faze je poldrni (nejcastéji smés acetonitrilu

nebo metanolu s vodou nebo jinym vhodnym pufrem) [6].

3.1.1.2 Sorbenty s normadlni fazi

V pripadé, Ze je hledany analyt polarni latka, vyuzZivaji se sorbenty s normalni fazi.
Analyt je na sorbentu zadrzovan pomoci hydrofilnich interakci, a to vodikovymi vazbami,
T-1t interakcemi, vazbou dipdl-dipdl a interakci dipdl-indukovany dipdl. Stacionarni faze
je polarni, mobilni faze je stfedné polarni az nepolarni (napft. aceton nebo chlorovana

rozpoustédla) [6].

3.1.1.3 Sorbenty s iontoménicovou fazi

Jedna se o sorbenty, které jsou schopny iontové vymeény s analytem pomoci

elektrostatickych sil. Principem je pouziti roztoku o takovém pH, aby doslo k neutralizaci
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funkéni skupiny analytu nebo sorbentu, vysledkem je eluce hledaného analytu. Radime
sem aniontové vyménné sorbenty (anexy) a kationtové vymeénné sorbenty (katexy). Jak

anexy, tak katexy ddle délime na slabé i silné.

Silné anexy se pouzivaji pro izolaci silnych nebo slabych aniontu, stejné tak slabé
anexy. Silné i slabé katexy slouZi pro izolaci silnych i slabych kationt(. Pfi poutziti silnych
iontoménicl pro silné anionty/kationty neni mozna jejich eluce. V tomto pripadé je lepsi

pouziti slabych iontoménic [6].

3.1.1.4 Chelatacni sorbenty

Chelatacni sorbent se sklada ze dvou slozek — polymerniho nosi¢e a na ném
navazaného chelatového ligandu tvoficiho funkéni skupinu. Vlastnosti téchto dvou
sloZzek urcuji funkci a pouziti tohoto sorbentu. Cheldtovy ligand tvofi stabilni komplexy

s dvojmocnymi a trojmocnymi kationty kova [7, 8].

NejpouzivanéjSim polymernim nosicem je agarosa. Nejcastéji pouZivanym
ligandem je iminodioctova kyselina (IDA). Ta je vSak postupné nahrazovana ligandy
vytvarejicimi stabilnéjsi komplexy. Pfikladem jsou tris(karboxymetyl)etylendiamin (TED),
N-(2-pyridylmetyl)glycin nebo karboxymetylaspartat (CM-ASP). Dalsimi ligandy jsou
dietylentriamin (DETA), dietylentriamintetraoctova kyselina (DTTA),
etylendiamintetraoctovd kyselina (EDTA) nebo dietylentriaminpentaoctovd kyselina

(DTPA) [9, 10].

3.2 Priatokové metody

Jedna se o metody zalozené na prutoku kapaliny systémem, fadime sem napt.
pratokovou injekéni analyzu (FIA) a sekvencni injekéni analyzu (SIA). Obé metody
vyuzivaji vstfikovani kapalného vzorku do proudu nosi¢e vhodné kapaliny. Metody
muZou byt poloautomatické i pIné automatické a mohou zahrnovat i extrakci kapalina -

kapalina nebo extrakci kapalina - tuha latka [11].
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3.2.1 Prutokova injekcni analyza (FIA)

FIA je zaloZena na vstfikovani kapalného vzorku do pohybujiciho se pfimého
konstantniho proudu nosic¢e vhodné kapaliny. Vstfikovany vzorek je proudem undsen a
rozptylen do nosic¢e vhodné kapaliny. Vznika tak zona produktu, ktera se muize projevit
napf. zménou barvy a ktera je zaznamendvana detektorem v podobé absorbance nebo

jinych fyzikalnich parametr(i [12, 13].

Zakladem nejjednodussiho systému FIA je pumpa, slouZzici k ¢erpani a pohanéni
nosného proudu jednim smérem; vstfikovaci ventil, ktery uréuje objem roztoku vzorku;
misici civka, v niz probiha disperze vzorku do nosného proudu; a detektor. Schéma

systému pfistroje je zobrazeno na obrdazku ¢. 3 [13, 14].

VZOREK

PUMPA
Misici civka
4 DETEKTOR
NOSNY PROUD

Obrdzek 3: Schéma pristroje FIA. Pumpa Cerpd a pohdni nosny proud, do néhoZ je

ODPAD

rozptylen roztok vzorku, jehoZ objem je do systému vpoustén vstrikovacim ventilem.
Disperze probihajici v misici civce se miZe projevit napr. zménou barvy, kterd je

zaznamendna detektorem. Prevzato a upraveno z: [14].

FIA ma uplatnéni v mnoha laboratofich v oblasti Zivotniho prostredi, pro klinické
a farmaceutické analyzy, analyzy potravin, vody nebo pldy. Nejvice je vSak vyuZivana

pro kontrolu a monitorovani procesu v laboratofich [15, 16].

3.2.2 Sekvencni injekéni analyza (SIA)

Technické nedostatky FIA byly postupné odstrafiovany a vznikla tak nov3,
dokonalejsi metoda SIA, kterd umoZniuje stanovit analyzu série vzorkd a je plné
automatizovanda. Ma nizsi spotfebu objemu roztokd a vede k urychleni celého procesu

[17, 18].
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Jednd se o jednokandlovy systém, jehoz hlavni podstatou je pfitomnost vicecestného
selekéniho ventilu, umoZniujiciho pfesné nastavit naplnéni systému roztoky; a pistové
pumpy, vyuzivajici pfimy i zpétny tok. Pomoci pumpy je nosny proud spolu se vzorkem
a Cinidlem nasavan pres vicecestny selekéni ventil do misici civky. Nasledné je zménén
smér toku, dochazi k lepSimu promichani reakéni smési, kterd je transportovdna do
detektoru. Vysledny produkt je zaznamenan jako analyticky signdl ve formé piku. NiZe

na obrazku €. 4 je zndzornén princip této metody [18, 19, 20].

Misici civka DETEKTOR

=g -

o e o)
e

E O

Obrdzek 4: Princip metody SIA. A — nasdti vzorku do systému. B — nasdti roztoku Cinidla
do systému a pocdtek tvorby produktu. C — tvorba vétsiho mnoZstvi produktu a jeho
promichdni. D —zména sméru toku, lepsi promichdni reakéni smési. E - vytlaceni reakcni

smési do detektoru. Pfevzato a upraveno z: [20].

Cely systém je fizen pres pocitac a programovan pomoci softwaru. Zvyseni citlivosti
této metody se dd dosahnout rliznym naprogramovanim systému, napf. zvySenim doby
inkubace reagujicich slozek, a to tak, Ze je zastaven pratok a reagujici slozky jsou
zachyceny v misici civce. Zachyceni vzorku je detektorem zobrazovano ve formé piku,

jehoz vyska je pfimo iUmérna koncentraci analytu [21].

Diky variabilité a programovatelnosti systému je SIA vSestrannou metodou, ktera
mulzZe byt propojena s dalsimi metodami. Vhodnym nastavenim systému dochazi
k minimadlni spotfebé reagencii, a tudiz i nizké produkci odpadu. Disledkem je zrychleni

a zlevnéni analyzy [22].
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Systém SIA je tvoren jednokandlovou dvousmérnou pistovou pumpou, pfipadné i
pumpou doplikovou. Ddle je tvofen vicecestnym selekénim ventilem, slouzicim ke
vstfikovani roztokd do nosného proudu, nejbéznéjsim je Sesticestny ventil. Misici civka
plni funkci michani reakéni smési a slouZi jako zdbrana proti vniknuti vzorku a ¢inidel do
pumpy. VSechny tyto komponenty jsou propojeny systémem hadicek, které byvaji
nejcastéji teflonové nebo PEEK (polyetereterketon) o vnitfnim priméru 0,5 — 0,8 mm.
Nezbytnou soucdsti systému je detektor, nejcastéji spektrofotometricky. Cely systém je
propojen s pocitatem a je naprogramovany prislusnym softwarem, ktery fidi jednotlivé
kroky procesu a zaroven data sbird, uchovdva a vyhodnocuje. Schéma systému SIA je

zobrazeno nize na obrdzku ¢. 5[1, 17, 18].

PiSTOVA mMisici civka
PUMPA

DETEKTOR

VZOREK

NOSNY PROUD

DOPLNKOVA
PUMPA

ODPAD
REAGENCNI  REAGENENI
¢INIDLO 1 ¢INIDLO 2

Obrdzek 5: Schéma zapojeni systému SIA. Pistovd pumpa nasaje nosny proud, vzorek a
¢inidlo do misici civky, zde dochdzi k promichdni a vznika reakéni smés putujici (po zméné

sméru toku) do detektoru a poté do odpadu. Prevzato a upraveno z: [22].
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Vyuziti SIA, stejné jako FIA, je mnoho, napf. kontrola kvality Zivotniho prostredi
(stanoveni vybranych anorganickych iont( ve vodé, obsah dusitan( a dusi¢nan( v padé,
stanoveni herbicid(, atd.), potravin a léCiv (kontrola jejich kvality a u¢innosti). Metoda
ma znacny potencidl a do budoucna se ocekava jeji dalsi rozvoj a proniknuti i do dalSich

oblasti, napf. imunoanalyzy [18].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Pristroj a pomiicky

Pratokovy systém SIA

Analytické vahy Sartorius Analytic A200S

Digitalni pH metr Hanna instruments pH212

Ultrazvukova lazen Sonorex Bandelin RK-100

Automatické pipety 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl, 1 — 10 ml
Sklenéné lahve s uzavérem 250 ml

Plastové centrifugaéni zkumavky s uzdvérem 15 ml a 50 ml
Odmérny valec

Sorbenty pro extrakci na tuhou fazi

Cartridge pro tvorbu extrakénich kolon

4.2 Chemikadlie

Siran zine¢naty (ZnS0a4), Sigma-Aldrich

Amoniak (NH4) 24%, Sigma-Aldrich

Kyselina octova (CH3COOH) 99%, Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova (HCI) 36%, Sigma-Aldrich
4-(2-Pyridylazo)resorcinol (PAR), Sigma-Aldrich

Ultracista voda — MilliQ (Millipore-Merck)
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4.3 Priprava roztoki

4.3.1 Zasobni roztok siranu zine¢natého 1 mmol/I

Tento zasobni roztok nebyl pfipravovan, byl jiz k dispozici v laboratofi.

4.3.2 Pracovni roztoky siranu zinecnatého

Pro mérfeni bylo nutné pfipravit si vzorky siranu zine¢natého o riznych
koncentracich. Téchto koncentraci bylo dosazeno naredénim zasobniho roztoku 1
mmol/I siranu zine¢natého, jez byl k dispozici v laboratofi. Vzorky byly nafredény pufrem
o pH 6 do 15 ml odmérné nadoby. Pro vyssi presnost u nizSich koncentraci byl pro
pfipravu pouzit 1 umol/l roztok siranu zine¢natého. Navod na pfipravu vzorkl je
podrobné popsan v nasledujici tabulce (Tab. 1). Slepym vzorkem byl samotny pufr o pH

6.

Tabulka 1: Priprava pracovnich roztok( siranu zinecnatého. MnoZstvi odebraného

zdsobniho roztoku ZnSO4, které bylo doplnéno 0,1 mol/l pufrem o pH 6 do 15 ml

zkumavky.
¢ (hmol/l) 25 50 100 200 500 1000 1500 2000
1 mmol/I - - - - - 15ul [ 225ul| 30yl
1 umol 375ul | 750l | 1,5 ml 3ml 7,5 ml - - -

4.3.3 Zasobni roztok pufru

Pro pripravu zasobniho roztoku byt nejdrive pfipraven 4 mol/l roztok octanu
amonného (CH3COONH4) o pH 6. Tento roztok byl ziskdn smichdanim 68,8 ml amoniaku

a 57,4 ml kyseliny octové a doplnénim vodou na 250 ml.

4.3.4 Pracovni roztok pufru

Pro praci byl pouzivan 0,1 mol/l pufr ziskany smichanim 6,25 ml 4 mol/l octanu

amonného a doplnénim vody do 250 ml.
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4.3.5 Elucéni ¢inidlo

Ultracista voda byla smichana s HCl v mnozstvi potfebném pro pH 1 — pfipraveno

s pomoci pH metru.

4.3.6 Zasobni roztok cinidla PAR

Koncentrace zasobniho roztoku cinidla PAR v 25 ml lahvi byla 1,86 mmol/Il, coz
odpovida 0,4 g/l. Cinidlo bylo ziskdno rozpusténim 0,01 g pevného PAR ve vodé

doplInéné po rysku odmérné banky.

4.3.7 Pracovni roztok cinidla PAR

Pro mérfeni bylo pouzivano méné koncentrovaného cinidla PAR — 10 umol/I. Této
koncentrace bylo dosazeno smichanim 268 ul PAR (1,86 mmol/l) s 15 ml octanu

amonného (4 mol/l) a doplnéno vodou do 50 ml odmérné nadoby.

4.4 Pouzité sorbenty

Zakladnim nosi¢em vsech sorbentt lontosorb jsou makroporézni ¢astice celuldzy.
Tyto Eastice jsou vyrabé&né podle originalni metody, kterd byla vyvinuta v Ustavu

makromolekuldrni chemie — Akademie véd Ceské republiky sidlici v Praze.

Makromolekuldrni €astice celuldzy jsou hydrofilni ¢astice kulovitého tvaru. Spolu
s dalSimi vlastnostmi jako jsou vysoka pérovitost, velky vnitini prostor a funkéni skupiny
maji za nasledek urychleni reakéni rychlosti a rychlé stanoveni zachycenych analyt

sorbenty [23].

Tyto ¢astice jsou vyrabény v nékolika typech porozity. Oznacuji se jako MT 50, MT
100, MT 200 a MT 500 a lisi se svou velikosti. Jejich polymerni struktura je stabilizovana
pouze vodikovymi mustky. Hlavnimi rysy jsou vyborna mechanicka stabilita, vysoka
chemickd odolnost a kompatibilita s vétSinou bézné pouzivanych rozpoustédel a pufra,

dale vysoka tepelna stabilita, selektivnost a snadna pfiprava [24].
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4.4.1 lontosorb Oxin 50 a Oxin 100

Jedna se o chelatacni sorbent, ktery obsahuje funkéni skupinu 8-hydroxychinolin.
Tato funkéni skupina je vazana azo skupinou k vedlejSim fetézcidm modifikované

celuldzy (Obr. 6) [25].
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Obrdzek 6: Ukdzka funkéni skupiny chelatacniho sorbentu OXIN. Prevzato z: [25].

lontosorb Oxin neobsahuje pouze chelatacni skupiny, ale také neutrdlni
hydroxyskupiny celuldzy. Presto je chelatacni selektivita dana pouze reaktivitou 8-

hydroxychinolinu.

Tento sorbent je vyuZivan pro chromatografickou separaci tézkych kov( a dalsich
nezeleznatych kovu. Diky vysoké selektivité je tento sorbent vyuZivan pro analyzu a

CiSténi chelatujicich latek jako jsou aminokyseliny a nukleové kyseliny.

Na nasledujicim obrazku je mozné vidét kapacitu sorbentu v zavislosti na pH pro

nékteré kovy (Obr. 7) [25].

IONTOSORE OXIN

05 T
0,45 4 —
04 4 -

0,35 4 /

0,3 Vs ]
0,25 - Pb
0,2 4
015 -

Capacity (mirmol/g)

0,05 4 4 C
] 1 1 - r 2 * + + |
0 1 2 3 4 & B 7 & 9

The Sorbed Soluthon pH

Obrazek 7: Kapacita sorbentu OXIN v zdvislosti na pH pro vybrané kovy. Prevzato z: [4].

PFi méreni byly pouzity dva sorbenty OXIN, které se liSily porozitou, a to OXIN 50
a OXIN 100, velikost ¢astic byla vzdy 50 - 80 um.
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4.4.2 TOYOpearl AF-chelate-650M

Sorbent TOYOpearl je vyrobeny zpolymerni pryskyfice. Je hydrofilni a
makroporézni. Diky vynikajicim vlastnostem (tlak a pritok) je vhodny pro pouzivani

v kapalinové chromatografii. Je stabilni v rozmezi pH 2-13 [26]. Velikost ¢astic 65 pum.

TOYOpearl AF-chelat-650M obsahuje chelatacni ligand iminodioctovou kyselinu
(IDA) (Obr. 8). Tato kyselina miZze tvofit stabilni chelatové komplexy s nékterymi kovy,
napf. Cu?*, Ni?*, Zn?* a Co?*. Vysledna pryskyfice muze byt dale pouzZita v imobilizované
kovové  afinitni  chromatografii, pro chromatografii proteinG a pro

aktivované/funkcionalizované matrice [27, 28].

_ CHCOO Na

0-R-0—CH,-N

S CHL00 Na

Obrdzek 8: Zobrazeni chelatacniho ligandu kyseliny iminodioctové (IDA) sorbentu

TOYOpearl. Pfevzato z: [28].

4.5 Podminky méreni

4.5.1 Popis a nastaveni pristroje

Pratokovy systém SIA se skladal z nékolika cCasti. Soucasti ptistroje byly dvé
pistové pumpy — hlavni pumpa (SP) a doplikovd pumpa (SP1). SP1 slouzila pro nasati a
vysati Cinidla PAR a byla opatfena dvoucestnym ventilem a misici civkou vedouci
k osmicestnému selekénimu ventilu. Dalsi ¢asti pristroje byla kolona naplnéna rdznymi
sorbenty (OXIN 50 a 100, TOYOpearl). BEhem méreni byly pouZity rozméry kolony 10
mmx 1,5mm,5mmx2,5mma20mmx 1,5 mm. DalSimi ¢astmi byla halogenova lampa
Ocean Optics LS-1 (vis spektrum), spektrofotometricky detektor Ocean Optics USB4000,
misici bod T spolu s druhou misici civkou a systém teflonovych hadic¢ek rtizné délky. Cely
pristroj byl ovladan pres pfislusny software s pocitacem, ktery také zpracovaval data

z detektoru. Na nasledujicim obrazku (Obr. 9) je zobrazeno zapojeni celého pfistroje.
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Pozice selekéniho ventilu

. . i 1 - odpad

Selekéni ventil Kolona 2 _ SPE kolona
1 3 — neobsazeno

4 —slepy vzorek
5 —vzorek
6 — eluéni roztok HCl
7 — neohsazeno
8 — promyvaci roztok

Pistova pumpa
Misici civka

2
Promyvaci __
roztok

Detektor
Misiei civka
Derivatizaéni

cinidlo -

-, Odpad

Misici T bod
MilliGAT pumpa

Obrdzek 9: Schéma zapojeni systému SIA.
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4.5.2 Programy

Tabulka 2: Program ¢. 1 - méreni vzorku pro kalibraci a opakovatelnost

Pogram €. 1 — Méreni vzorku pro kalibraci a opakovatelnost

Krok €. | Jednotka Prikaz
1 Hardware Nastaveni vinové délky 430, 490 a 630 nm
Zacatek smycky 1
SP1 Zapnout
5 SP1 Pratok 50 pl/s
SP1 Nasdat 1000 pl
SP1 Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 8
3 SP Pratok 70 pl/s
SP Nasat 500 pl
SP Pockat do konce
Zacatek smycky 2 — opakovani 8x
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 8
A SP Pritok 70 pl/s
SP Nasat 300 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 5
s SP Pratok 50 pl/s
SP Nasat 500 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 2
6 SP pratok 15 pl/s
SP Vypustit 800 pl
SP Pockat do konce
Konec smycky 2
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 6
; SP Pratok 50 pl/s
SP Nasat 500 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 2
SP1 Vypnout
8 SP1 Pratok 15 pl/s
SP1 Vypustit 1000 pl
Pockatdo 10's
9 SP Pratok 15 pl/s
P Vypustit 1000 pl
10 Spektrometr Meéreni absorbance a referen¢niho spektra
Pockat 60 s
1 SP1 Pockat do konce
SP Pockat do konce
12 Spektrometr Konec méreni

Konec smycky 1
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Pro méreni slepého vzorku byl pouzit program €. 1 s vyjimkou kroku ¢. 5, kdy byl

vicecestny ventil prepnut do polohy 4 (vialka se slepym vzorkem), nikoliv 5 (vialka se

vzorkem).

Tabulka 3: Program ¢. 2 - promyti kolony nosnym proudem (pufrem).

Program ¢. 2 — Promyti kolony nosnym proudem (pufrem)
Krok ¢. Jednotka Prikaz
Zacatek smycky — opakovani 3x
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 8
1 SP Pratok 70 ul
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 4
5 SP Pritok 30 pl/s
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 1
3 SP Pratok 50 pl/s
SP Nasat 300 pl
SP Pockat do konce
Konec smycky

Tabulka 4: Program ¢. 3 - promyti systému elucnim roztokem.

Program c. 3 — Promyti systému elucnim roztokem
Krok €. Jednotka Pfikaz
Zacatek smycky — opakovani 3x
Vicecestny ventil Prepnout do polohy 8
1 SP Pratok 70 pl
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Prepnout do polohy 6
5 SP Pratok 30 pl/s
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 1
3 SP Pratok 50 pl/s
SP Nasat 300 pl
SP Pockat do konce
Konec smycky
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Tabulka 5:

Program ¢. 4 - promyti SP 1.

Program €. 4 — Promyti SP 1

Krok €. | Jednotka Prikaz
Zacatek smycky — opakovani 3x
SP1 Zapnout
1 SP1 Pritok 50 ul/s
SP1 Nasat 2000 ul
5 SP1 Vypnout
SP1 Pratok 50 pl/s
3 SP1 Vyprazdnit
SP1 Pockat do konce
Konec smycky
Tabulka 6: Program ¢. 5 - promyti SIC pumpy.
Program €. 5 — Promyti SIC pumpy
Krok €. | Jednotka Pfikaz
Zacatek smycky — opakovani 3x
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 8
1 SP Pratok 70 pl/s
SP Nasat 3500 ul
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 1
5 SP Pratok 50 pl/s
SP Vypustit 3500 pl
SP Pockat do konce
Konec smycky
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Tabulka 7: Program ¢. 6 - promyti vzorku.

Program €. 6 — Promyti vzorku
Krok ¢. Jednotka Prikaz
Zacatek smycky — opakovani 3x
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 8
1 SP Priitok 70 pl
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Prepnout do polohy 5
5 SP Pratok 30 pl/s
SP Nasat 150 pl
SP Pockat do konce
Vicecestny ventil Pfepnout do polohy 1
3 SP Pratok 50 pl/s
SP Nasat 300 pl
SP Pockat do konce
Konec smycky

Pro promyti slepého vzorku byl pouzit program €. 6 s vyjimkou kroku €. 2, kdy

vicecestny ventil byl pfepnut do polohy 4, nikoliv 5.

4.5.3 Optimalizace jednotlivych krokt analyzy

Aby bylo méfeni spravné, bylo k tomu potreba zajistit spravné podminky méreni.
Ty byly ziskdny metodou postupného vyvoje (pokust a omyl(). Mezi prvnimi pokusy byla
zména objemu eluéniho ¢inidla HCI. Optimalni byl objem 500 pl. Pti vy$Sim objemu eluce
byly piky zachyceného zinku na koloné Spatné detekovatelné. DalSim pokusem byla
zména rychlosti pritoku kolonou. Byly zkouseny rychlosti 10, 15, 20 a 25 pl/s. Optimalni
se jevila rychlost 15 pl/s. U ostatnich rychlosti byl zachyceny Zn?* nedetekovatelny. Déle
byla ménéna koncentrace PAR. Nejlepsi vysledky méreni byly se vzorky s koncentraci 10
umol/l Zn?*. MéFeni bylo provadéno na koloné o rozméru 10x1,5 mm. B&hem prvnich
testd byly odzkouseny i kolony o rozmérech 5x2,5 mm a 20x1,5 mm. Ty se ale

neosvédcily diky nizké opakovatelnosti a vyrazné vyssimu Sumu zakladni linie.

Béhem prvnich pokusl (optimalizace metody) byly pouzivany koncentrace vzorku
1, 2, 5,10 a 20 umol/Il, pfi éemz jejich nastfik na kolonu byl 500 ul (Obr. 10). Jednalo se
vsak o celkem vysoké koncentrace. Zachytu nizsich koncentraci (v fadu nmol/l) bylo

dosazeno zvySenim objemu nastfiku vzorku (Obr. 11). Testovanim se nejlépe jevil nastrik
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vzorku o objemu 4 ml, kdy jedna analyza trvala 13 min (Obr. 12). Hodnoty absorbance

pro sestrojeni jednotlivych graf(l jsou uvedeny nize (Tab. 8, Tab. 9, Tab. 10).

o4 | 1565 pik
g
502 7 . e e 5l VZOTEK
o l 164 s zakladni linie
g 0 i ; . 1 pmol/I
120 140 2200 5 umol/!
0,2 Cas (s)
e 5 L1MO] /|
0,4 7 e 10 MO/
06 - s 20 umiol/|
0,8 -

Obrdzek 10: Objem ndstriku vzorku 500 ul pro vzorky o koncentracich 1 — 20 umol/l a

slepy vzorek za pouZiti sorbentu OXIN 100. Vyska piku byla odecitdna v Case 156 s, vyska

zdkladni linie v ¢ase 164 s.

Tabulka 8: Hodnoty absorbance pro ndstfik vzorku o objemu 500 ul. Koncentrace vzorkdi

1—20 umol/l véetné slepého vzorku pri pouZiti sorbentu OXIN 100.

¢ (umol/1) A-156s A-164s A — vyska piku
0 -0,023 -0,136 0,112
1 -0,079 -0,083 0,004
2 0,003 -0,088 0,091
5 0,131 -0,075 0,206
10 0,199 -0,076 0,276
20 0,259 -0,075 0,335
y = 0,0145x + 0,0790; R = 0,8883
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Obrdzek 11: Objem ndstriku vzorkt 2 ml pro vzorky o koncentracich 200 — 5000 nmol/l a
slepy vzorek za pouziti sorbentu OXIN 100. Vyska piku byla odecitdna v ¢ase 156 s, vyska

zdkladni linie v ¢ase 168 s.

Tabulka 9: Hodnoty absorbance pro ndstrik vzorku o objemu 2 ml. Koncentrace vzorku

200 — 5000 nmol/l véetné slepého vzorku pfi pouZiti sorbentu OXIN 100.

¢ (nmol/I) A-156s A-168s A - vyska piku

0 -0,117 -0,013 -0,103
200 -0,119 -0,124 0,005
500 -0,049 -0,118 0,070
1000 0,033 -0,118 0,151
2000 0,132 -0,099 0,231
5000 0,185 -0,113 0,298

y =-0,0000675x + 0,0107; R? = 0,8574
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Obrdzek 12: Objem ndstriku vzork( 4 ml pro vzorky o koncentracich 25 — 1000 nmol/I a

slepého vzorku za pouZiti sorbentu OXIN 100. Vyska piku byla odecitdna v ¢ase 155 s,

vyska zdkladni linie v ¢ase 158 s.

Tabulka 10: Hodnoty absorbance pro ndstrik vzorku o objemu 4 ml. Koncentrace vzorki

25— 1000 nmol/l véetné slepého vzorku pri pouZiti sorbentu OXIN 100.

¢ (nmol/I) A-155s A-158s A - vyska piku
0 -0,206 -0,222 0,016
25 0,302 0,198 0,105
50 0,275 0,179 0,096
100 0,165 0,032 0,133
200 0,372 0,263 0,109
500 0,497 0,327 0,170
1000 0,535 0,308 0,227
y = 0,000156x + 0,0804; R? = 0,8709

Za téchto podminek probihala méfeni, z nichz byly udélany kalibrace a

opakovatelnost pro kazdy méreny sorbent.
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5. VYSLEDKY

PouZité sorbenty byly testovany pro extrakci Zn?* z roztok( siranu zineénatého o
raznych koncentracich s vyuzitim pratokovych metod. Podminky pfi méreni byly stejné,
tzn. stejné elucni Cinidlo HCI (pH 1), nosny proud pufr octan amonny 0,1 mol/l (pH 6) —
pouzivany taktéz jako slepy vzorek, derivatizacni ¢inidlo PAR 10 umol/l a pro SPE byla

pouzivana kolona o délce 10 mm x 1,5 mm.

Pro kaZzdy sorbent byla provedena kalibrace, z niz byl patrny zachyt Zn?* na koloné o
urcité koncentraci. Namérené hodnoty absorbance jednotlivych koncentraci byly
zaneseny do tabulky, byl sestrojen graf kalibracni kfivky a vypocétena smérnice pro
konkrétni sorbent. Smérnice odkazuje na vytéZnost extrakce zinku. Zde se uplatiuje
prfima uméra, tedy ¢im vyssi je smérnice, tim vyssi je vytéznost. Z grafu kalibraéni prfimky
byl rovnéz zjistén koeficient determinace, ktery v zdvéru poslouzil pro srovnani

jednotlivych sorbentl a umoznil tak eliminaci chyb méfeni a procesu extrakce.

Pro zjisténi presnosti méreni byla provedena opakovatelnost vramci jedné
analytické série pro kazdy sorbent jednotlivé (Tab. 12, Tab. 14, Tab. 16). Méfeni je
provadéno jednou osobou za stejnych analytickych podminek s pouzitim stejného

vybaveni a reagencii v co nejkratSim ¢asovém rozmezi [29].
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OXIN 100

Kalibrace pro sorbent OXIN 100 byla provedena z 6 vzorkd o koncentracich od

25 nmol/l do 1000 nmol/I a slepého vzorku, kterym byl pufr o pH 6 (Obr. 13).
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Obrdzek 13: Zdchyt Zn’* o koncentracich 25 — 1000 nmol/l véetné slepého vzorku na

sorbentu OXIN 100. Viyska piku byla odecitdna v ¢ase 155 s, vyska zdkladni linie v Case

158 s.

Z namérenych hodnot absorbance (Tab. 11) byla sestrojena kalibracni kfivka

(Obr. 14) a vypocitdna hodnota R2.

Tabulka 11: Hodnoty absorbance pro kalibracni pfimku pro OXIN 100.

¢ (nmol/l) A Rozdil A - slepy vzorek
e 6,616 6,660
25 0,105 0,088
50 0,096 0,079
100 0,133 0,117
200 0,109 0,092
500 0,170 0,153
1000 0,227 0,210
y =0,000128x + 0,0832; R? = 0,9648
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Obrdzek 14: Kalibracni kfivka pro sorbent OXIN 100. Rozsah koncentrace vzorki 25 —

1000 nmol/l, zndzornéna absorbance ziskand po odectu slepého vzorku.

Z obrazku ¢. 13 muZeme usoudit, Ze zachyt Zn?* byl patrny jak pfi vyssich
koncentracich (napf. 1000 nmol/l), tak i pfi nizsich koncentracich (napf. 25 nmol/l). Pro
sestrojeni kalibra¢ni pfimky byla pouzita absorbance ziskana odeétem slepého vzorku
od nejvyssiho bodu piku. Pro lepsi znazornéni byl bod nula, ktery pfedstavuje slepy

vzorek, v grafu vynechan.

V tabulce €. 12 je zobrazena opakovatelnost pro sorbent OXIN 100. Z pomérné
vysokych hodnot relativni smérodatné odchylky (RSD) tohoto sorbentu lze vycist, Ze
metoda neni pFili§ opakovatelnd. Korelace RSD opakovatelnosti a koncentrace Zn?* nelze

urcit.
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Tabulka 12: Opakovatelnost pro sorbent OXIN 100.

1000 nmol/I 200 nmol/I 100 nmol/I| slepy vzorek

Nastrik 1 0,094 0,086 0,007 -0,091
Nastrik 2 0,172 0,089 0,009 -0,099
Nastrik 3 0,201 0,081 0,013 -0,098
Nastrik 4 0,248 0,079 0,019 -0,109
Nastrik 5 0,264 0,091 0,019 -0,101
Nastrik 6 0,261 0,103 0,018 -0,106
Primér 0,207 0,088 0,014 -0,101
SD 0,060 0,008 0,005 0,006
RSD 29,20% 8,66% 33,90% 5,75%

OXIN 50

Dalsim zkousenym sorbentem byl OXIN 50. Pro tento sorbent byla provedena
kalibrace z 8 vzorkl v rozsahu koncentrace 25 nmol/l — 2000 nmol/l a slepého vzorku
(Obr. 15), jimZ byl opét pufr o pH 6. Zobrdzku €& 15 je patrné, Ze zichyt Zn?* pfi
koncentraci vzorku 25 nmol/l a 50 nmol/l byl jiz Spatné detekovatelny — nebyla

vyznamnad odchylka od slepého vzorku.
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Obrdzek 15: Obrdzek 16: Zdchyt Zn2+ o koncentracich 25 — 2000 nmol/| véetné slepého
vzorku na sorbentu OXIN 50. Vyska piku byla odecitdna v ¢ase 155 s, vyska zakladni linie

v ¢ase 170 s.
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Nasledné byla opét pomoci absorbance jednotlivych roztokt (Tab. 13) sestavena

kalibraéni kfivka a vypocitana hodnota R? (Obr. 16).

Tabulka 13: Hodnoty absorbance pro kalibracni pfimku pro OXIN 50.

¢ (nmol/l) A A - slepy vzorek
0 -0,003 6,600
25 -0;621 -8/618
50 -0;006 -0/003
100 0,030 0,033
200 0,088 0,091
500 0,200 0,203
1000 0,277 0,280
1500 0,278 0,281
2000 0,316 0,319
y =0,0000976x + 0,1296; R% = 0,6890

0,4 -

0,35 A

0,3 A

0,25 A

0,15 A

0,05 A

y =0,0000976x+0,1296
R?=0,6890

1000 1500 2000 2500 ¢ (nmol/l)

Obrazek 16: Kalibracni krivka pro sorbent OXIN 50. Rozsah koncentrace vzorki 100 —

2000 nmol/l, koncentrace 25 nmol/l a 50 nmol/| odstranény z divodu spatné detekce.

Zndzornéna absorbance ziskand po odectu slepého vzorku.
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V tabulce €. 14 je zobrazena opakovatelnost pro sorbent OXIN 50. Hodnoty RSD

jsou mnohem nizsi nez u predchoziho méreni, a tedy Ize vycist, Ze ¢im byla analyzovana

nizsi koncentrace vzorku, tim se RSD zvySovala a méreni se tak stdvalo méné presnym.

Tabulka 14: Opakovatelnost pro sorbent OXIN 50.

2000 nmol/I 500 nmol/I 200 nmol/I slepy vzorek
Nastrik 1 0,275 0,168 0,091 -0,030
Nastrik 2 0,263 0,169 0,082 -0,044
Nastrik 3 0,272 0,193 0,076 -0,039
Nastrik 4 0,271 0,164 0,083 -0,050
Nastrik 5 0,297 0,183 0,097 -0,048
Nastrik 6 0,280 0,186 0,102 -0,050
Primér 0,276 0,177 0,088 -0,043
SD 0,010 0,011 0,009 0,007
RSD 3,77% 6,08% 10,08% 16,64%
TOYOpearl

Poslednim zkouSenym sorbentem byl TOYOpearl. Kalibrace byla provedena z osmi

vzorkl v rozsahu koncentrace 25 — 2000 nmol/l (Obr. 17). Z obrazku ¢. 17 lze vycist, ze

pFi koncentraci vzorku 25 nmol/| byl zachyt Zn?* jiz $patné detekovatelny. Pro tento

sorbent byla taktéZ provedena kalibraéni kfivka a hodnota R? (Tab. 15, Obr., 18).
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Obrdzek 17: Zachyt Zn2+ o koncentracich 25 — 2000 nmol/I vietné slepého vzorku na
sorbentu TOYOpearl. Vyska piku byla odecitdna v ¢ase 155 s, vyska zdkladni linie v ¢ase

170s.

Tabulka 15: Hodnoty absorbance pro kalibracni pfimku pro TOYOpearl.

C (nmol/1) A A - slepy vzorek
0 -0:620 8,606
25 -0;005 8645
50 0,067 0,087
100 0,124 0,144
200 0,137 0,157
500 0,274 0,294
1000 0,332 0,352
1500 0,352 0,372
2000 0,413 0,433
y = 0,000164x + 0,1375; R2 = 0,9366
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Obrdzek 18: Kalibracni krivka pro sorbent TOYOpearl. Rozsah koncentrace vzorku 50 —

2000 nmol/l, koncentrace 25 nmol/l odstranéna z divodu Spatné detekce. Zndzornéna

absorbance ziskand po odectu slepého vzorku.

Pro zjiSténi pfesnosti méreni byla provedena opakovatelnost na tomto sorbentu.

Z nasledujici tabulky (Tab. 16) je patrné, Ze RSD ma celkem nizké hodnoty (<10%),

opakovatelnost metody stimto sorbentem je vysoka pro vsechny testované

koncentrace.

Tabulka 16: Opakovatelnost pro sorbent TOYOpearl.

1000 nmol/I 200 nmol/I 100 nmol/I slepy vzorek

Nastrik 1 0,271 0,139 0,075 -0,055
Nastrik 2 0,297 0,150 0,100 -0,067
Nastrik 3 0,295 0,156 0,089 -0,067
Nastrik 4 0,301 0,156 0,096 -0,060
Nastrik 5 0,319 0,147 0,088 -0,066
Nastrik 6 0,318 0,156 0,096 -0,062
Pramér 0,300 0,151 0,091 -0,063
SD 0,016 0,006 0,008 0,004
RSD 5,31% 4,13% 9,14% 6,85%
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Souhrn vysledku

Pfi analyze Zn?* lontosorb OXIN 100 dosahl nejvyssi citlivosti (absorbance se dala
odelist i u koncentrace 25 nmol/l), jak mlZeme vidét naobrazku ¢ 13. Ale
opakovatelnost nebyla pfilis vysokd. U lontosorbu OXIN 50 a TOYOpearl AF-chelate-
650M nebyla hodnotitelnd analyza Zn?* pfi koncentracich 25 nmol/l a 50 nmol/I.
Porovnani smérnic viech tfi sorbentl vSak poukazuje na lepsi vytéZznost lontosorbu OXIN
50 a TOYOpearl AF-chelate-650M. Kapacita byla nejvyssi u sorbentu TOYOpearl AF-
chelate-650M, ktery se jevi vhodny pro méreni vzork( s vyssimi koncentracemi. Kolony
se sorbenty lontosorb OXIN 100 a TOYOpearl AF-chelate-650M umoznily dobrou

opakovatelnost metody (RSD <15%).

43



6. ZAVER

V této prdci byly porovndavany tfi sorbenty, a to lontosorb OXIN 100, lontosorb OXIN
50 a TOYOpearl AF-chelate-650M. Cilem prace bylo porovnat tyto sorbenty a zjistit, ktery
z nich by se jevil nejvhodnéji pro analyzu Zn?* za pouziti on-line extrakce na tuhou fazi

s vyuZzitim sekvencni injek¢ni analyzy.

Vzorky ZnSO4 o koncentracich 25 nmol/I, 50 nmol/l, 100 nmol/I, 200 nmol/l, 500
nmol/l, 1000 nmol/l, 1500 nmol/l a 2000 nmol/I byly extrahovany na sorbentu a
nasledné vytvofily spolu s ¢inidlem PAR barevné komplexy, které byly zaznamenany

detektorem.

Pro kazdy sorbent byla zhotovena kalibrace zSesti az osmi vzorkll o rGzné
koncentraci. Z vyslednych hodnot byla zhotovena kalibraéni primka, byla vypocitana
smérnice primky a koeficient determinace. Opakovatelnost byla provedena z Sesti

nastrikd vzorku o stejné koncentraci. Vysledna RSD poukazala na prfesnost méreni.

Nejlepsi vytéznosti se prokazal TOYOpearl AF-chelate-650M, avsak nizsi koncentrace
vzorku byly Spatné detekovatelné. Nejcitlivéjsi ale zaroven nejméné presny a s nejmensi

vytéZnosti byl lontosorb OXIN 100, ktery zachytil Zn?* i pfi nejnizsi zkousené koncentraci

vzorku. lontosorb OXIN 50 byl citlivosti i vytéZnosti podobny sorbentu TOYOpearl.
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