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ABSTRAKT
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Nazev diplomové prace: Optimalizace metody pro stanoveni jédu v modi

v prutokovém systému s vyuZitim extrakce tuhou fazi

Jod predstavuje pro lidské télo dalezity prvek zajistujici spravnou funkci stitné Zlazy.
Tento orgdn produkuje hormony tyroxin a trijédtyronin nezbytné pro vyvoj mozku ci
spravnou funkci jinych hormont (katecholaminy). Lidsky organismus si neni schopen
jod vyrobit, proto jedinou moznosti pfijmu je potrava. Nesprdavna hladina tohoto prvku

muzZe zpUsobit vazné zdravotni komplikace, napf. kongenitalni mentdlni retardaci.

Jéd je nejéastéji stanovovan v moci, k éemuz je potreba spolehliva a citlivda metoda.
Nejvice vyuzivanou metodou je spektrofotometricka analyza zaloZzena na Sandellové-
Kolthoffové reakci. Pfi stanoveni jédu v moci je vyhodné pouzit pritokové metody

zajistujici dostatecnou citlivost a automatizaci méreni.

Vétsina metod pro monitorovani jédu vyuziva toxicka Cinidla ¢i pfi jejich analyze
vznikd odpad ohroZujici kvalitu Zivotniho prostfedi. Cilem diplomové prace bylo
optimalizovat hydrodynamické a chemické parametry analyzy jodu v moci pomoci

pratokové techniky Lab-In-Syringe a ovérit pouZiti metody na redlnych vzorcich modi.



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Optimization of a method for iodine determination in

urine in a flow system using solid phase extraction

lodine is an important element for the human body to ensure proper functioning of
thyroid gland. This organ produces the hormones thyroxine and triiodothyronine
necessary for proper brain development and correct function of other hormones
(catecholamines). The human body is unable to produce iodine, so the only income is
via food. Incorrect level of this element can cause serious health complications, such as

congenital mental retardation.

Body level of iodine is most commonly determined from urine, which requires a
reliable and sensitive method. The most widely used method is spectrophotometric
analysis based on the Sandell-Kolthoff reaction. For urinary iodine determination, it is
advantageous to use flow methods to ensure sufficient measurement sensitivity and

automation.

Most methods of iodine monitoring use toxic reagents or generate toxic waste. The
aim of this diploma thesis was to optimize the hydrodynamic and chemical parameters
of a method for urine iodine analysis using Lab-In-Syringe flow technique and to verify

the possibility of application of this method in real urine samples.
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Extrakce tuhou fazi
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Trijodtyronin
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Aniontovy iontoménic na bazi celuldzy s velikosti pérd 100 um



UvoD

Jéd patfi mezi stopové prvky nachdzejici se v nejvyssi mife v mofich a ocednech.
Tento prvek je nezbytny pro lidské télo, jedna se o esencialni element, proto je kladen

vysoky dliraz na dostatec¢ny pfijem jédu potravou.

Hlavni dlohou jédu je tvorba hormon( stitné Zlazy tyroxinu a trijodtyroninu. Pfi
neodpovidajici hladiné jédu dochazi k nadbytecné ¢i nedostatec¢né tvorbé zminénych
hormond, cozZ se projevuje onemocnénim stitné zlazy. Mezi nemoci stitné zlazy patfi

endemickd struma, hypotyredza a hypertyredza.

Pro monitorovani hladiny jédu v modi je tfeba pouzivat spolehlivé metody, které by
odhalily skutecny pfijem jédu do organismu. V diplomové préci byla optimalizovana
analyticka metoda s vyuzitim techniky Lab-In-Syringe (LIS) pro stanoveni jédu v moci.
LIS je pratokovou neseparacni metodou, pti které jsou roztoky nasavany do pistové
pumpy podle ovlddaciho programu v pfesné daném poradi. Uvnitf rezervoaru
pistového Cerpadla probihd chemickd reakce dokonale promichanych reagencii, coz
zajistuje magnetické michadlo rotujici diky externimu magnetickému poli. Vznikly

produkt je transportovén do detekéni cely a je mérena absorbance roztoku.



CiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem této diplomové prace je optimalizovat metodu pro stanoveni jédu
v pritokovém systému a nasledné tuto metodu pouzit na méreni koncentrace jéodu ve

vzorcich moci.
V teoretické casti je cilem:
popsat vyznam a vyskyt jodu,
popsat jednotlivé priitokové metody,
seznamit se zpUsoby stanoveni jodu v moci.
V praktické c¢asti diplomové prace je cilem:
optimalizovat chemické parametry metody stanoveni jédu pomoci gencianové violeti,

optimalizovat hydrodynamické parametry automatizované pritokové metody,

oveérit moznost zvyseni citlivosti metody pouZitim delsi detekéni cely misto extrakce do

organického rozpoustédla,
vybrat sorbent pro extrakci tuhou fazi a odstranéni matrice,

oveérit moznost pouziti metody na realnych vzorcich.
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3.1

3.2

TEORETICKA CAST

Charakteristika jodu

Jéd patti mezi nekovové prvky. Nalézt ho je mozné v hornindch, padé ve formé
sloucenin jodidu a jodi¢nanu, dale s vyssi koncentraci v mofich a oceanech, kam se
dostava s vodnimi srazkami. Velké mnoZstvi tohoto prvku obsahuji také morské ryby
a fasy, odkud se jéd muZe dostavat do organismu, kde vzhledem k zastoupeni

vystupuje jako stopovy prvek [1, 2].
Jéd v organismu

Jod se do organismu dostava potravinami, proto skladba naseho jidelnicku a pavod
stravy ma velky vliv na hladinu tohoto prvku v téle. Vhodny pfijem jédu pro dospélého
Clovéka je 150-200 pg/den [3]. K redukci na jodid a naslednému vstrebavani jédu
dochdzi vtenkém stfevé. Celkovd koncentrace jodu vkrvi je okolo 40-80 pg/l

a v organismu pfiblizné 10-20 mg [2]. Denni potfeba tohoto prvku je uvedena v tabulce 1.

K vylucovéni jodu dochdzi z 90 % modi, zbytek z organismu odchazi stolici, potem
a matefskym mlékem [1]. Proto je stanoveni jédu v moci vhodnym indikatorem pfijmu

tohoto prvku.

Tabulka 1 Denni potfeba jodu [2]

Vékové obdobi Mikrogramy/den
kojenci 90-100
déti 100-120
dospivajici a dospéli 15-200
téhotné a kojici zeny 200-250
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3.3 Jod a stitna zlaza
Stitnd 7laza reguluje lidsky metabolismus plsobenim hormon( této ?lazy. Zasadni
vliv na produkci zminénych hormon( ma jéd svoji extrakci z krve a zaclenénim se do
hormonu §titné Zlazy. Nedostatek nebo naopak zvySeny prijem jédu ma znacny vliv na

tvorbu hormona stitné Zlazy tyroxinu (T4) a trijédtyroninu (T3). Produkce T3 dosahuje

piblizné 80 % a T4 20 % [4].

Jod je vychytavan folikuldarnimi burfkami Stitné Zlazy. Zde je prvek oxidovan
tyreoidalni peroxidazou na reaktivni volny jéd, ktery je vdzdn na tyrozin za vzniku
monojodtyrozinu a dijédtyrozinu. Jedna se o neaktivni prekurzory, po jejichz spojeni
se méni na T4, T3 a jsou vazany na bilkovinu tyreoglobulin a uchovavany ve folikulech
Stitné Zlazy [5]. Vlivem tyreotropniho hormonu ovliviiuje hypotalamo-hypofyzarni
systém sekreci hormon0 Stitné Zlazy do krve [6]. Syntéza a uvolfiovdni T3 a T4 je
ovliviiovana jejich cirkulujici hladinou tj. mechanismem negativni zpétné vazby. Pfi
vysokych hladinach T3 a T4 je nizkd produkce tyreotropinu, jeho tvorba naopak roste
pfi nizkych hladinach hormon stitné Zlazy, velkém mnozstvi estrogenu a stresu [7].
Stitnd Zldza v mendim mnozstvi produkuju také hormon kalcitonin, ktery reguluje

hladinu vapniku v krvi [4].

Jod navazany na hormony se z nich v jatrech a ledvinach uvolni a mize byt znovu

absorbovan stitnou Zlazou, pfesto se ale ¢ast jédu ztrati v zazivacim traktu [7].

Dusledkem nespravné hladiny jédu nebo vySe uvedenych hormonl muzZe dojit
k onemocnéni Sstitné Zzlazy. Mezi nemoci Stitné Zzldzy se fadi prostda struma,

tyreotoxikdza, hypotyredza, hypertyredza, zanéty a nadory [8].
3.3.1 Nedostatek jodu v organismu
Deficit jédu velmi ¢asto zpUsobuje hypotyredzu nebo strumu.
Hypotyredza

Nedostatek jodu vede k nizké produkci hormon( Stitné Zlazy a tim také ke snizeni
jeji funkce. Tento stav se nazyva primarni hypotyredza. Lidé trpici hypotyredzou

projevuji pfiznaky ,pomalého” metabolismu. Mezi nej¢astéjsi projevy patfi ztrata
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energie, Unava, pocit zimy, suchd klze a vlasy, ztrata vlasl, mirné zvyseni hmotnosti,

ztrata chuti k jidlu ¢i ztrata paméti [9].
Struma

Struma je onemocnéni projevujici se zvétSenim Stitné Zlazy. Pokud je struma
zpUsobena nedostatkem jédu, jedna se o endemickou strumu nazyvanou kretenismus.
Porucha se vyznacuje kongenitalnim deficitem hormon( Stitné Zlazy. Symptomy
nemoci jsou mentalni retardace, problémy s motorikou, po porodu porucha rlstu

a pohlavniho zrani [10].
3.3.2 Nadbytek jodu v organismu

Nadbytek jodu se projevuje patologicky zvySenou Cinnosti Stitné zlazy, nazyvanou
hypertyredza neboli tyreotoxikéza. Tvori se nadmérné mnoiZstvi hormonl T3 a T4.
Pfiznaky nemoci jsou velmi individualni, nejcastéjSimi jsou uUnava, svalovd slabost,
nervozita, tepelnd intolerance, poruchy spanku, nepravidelny srdec¢ni rytmus, Ubytek
vahy ¢i prajem. Predavkovani jodem mlzZe nastat napfiklad po konzumaci
potravinovych doplnk( obsahujicich morské rasy, po sirupu proti kasli s vysokym

obsahem jédu nebo po lécich pouZivajicich se k 1é¢bé srde¢niho selhani [11].
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3.4 Metody stanoveni jodu v biologické matrici

Jod je 2 90 % vylucovan moci (viz 3.2), proto jeho stanoveni probiha vétSinou pravé
v tomto biologickém materidlu. Stanoveni jodu v moci je nezbytné pro monitorovani
pfijmu jodu potravou. Jednd se o parametr, ktery poskytne informace o vyzivé
populace a jejich vyhodnocenim je moZné porovnat vyzivové rozdily napriklad mezi
jednotlivymi staty [12]. Intervence jodovanim soli je dobrd prevence a zdklad pro

zlepseni situace pfi nizkych koncentraci jédu v moci v urcité oblasti [13].

Metoda pro stanoveni jédu v moci by méla byt idealné levnd, rychla, snadno
pouzitelnd, pristrojové dostupna, s malym mnozstvim toxického odpadu [12]. Vzorek
by mél byt indikdtorem stavu jodu a dllezZitd je také jeho dostupnost. VSechna zminéna
kritéria moc spliuje — poskytuje dostatek vzorku pro analyzu a metoda odbéru je

neinvazivni [14].

Mezi nejcastéji pouzivané metody patti spektrofotometricka analyza zalozena na
Sandellové-Kolthoffové reakci. Pfi zminéné reakci dochazi k redukci Zluté zbarvenych
cericitych iontl na bezbarvé cerité ionty. Reakce probiha v prostredi kyseliny sirové za
Ucasti arsenitych iontl a jodidovych aniontl, které zde maji funkci katalyzatoru [15,
16]. Rychlost pfemény roztoku Zluté barvy na bezbarvy roztok je dana mnozstvim
prfitomného jodu. Reakce je vyhodnocena zmérenim snizené absorbance vlivem
ceri€itych iontQ. V ptipadé pfitomnosti vice druhl latek absorbujicich UV zareni je
reakce vyhodnocovana emisi zareni odpovidajiciho pouze obsahu jodu [17]. Sandell-

Kolthoffova reakce je zndzornéna v rovnici 1.

Rovnice 1 Sandell-Kolthoffova reakce

2Ce*t + 217 = 2Ce*t + I,
As3t + 1, » As®t + 21

Stanoveni jodu predchazi mineralizace vzorku, tedy odstranéni organickych latek,

ktera se provadi silnou kyselinou nebo silné alkalickou latkou pFi vysoké teploté.

Pfi praci s kyselinou chloristou je tfeba dbat na bezpecnost a pouzivat specialni

odvzdusnovaci metodu (digestor) a vodni ochranu. Pary kyseliny chloristé jsou vysoce
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vybusné. Dalsi moZnosti mineralizace je pouziti peroxodisiranu amonného. Toto Cinidlo
je bezpecnéjsi, nevybusné, proto se k odstranéni rusivych latek pouziva castéji. Reakce
probihd pfi teploté 110 °C po dobu 60 minut. Nasledné se vzorky probéhne Sandell-
Kolthoffova reakce pfti teploté 25 °C [13].

Sandell-Kolthoffovu reakci lze automatizovat pomoci prutokové injekéni analyzy
(FIA). Elementarni jod reaguje se Skrobem, presnéji feceno samylézou nebo
amylopektinem a vytvafi snimi komplex modré barvy. Reakce je katalyzovana
pritomnosti jodidu [17]. Pfi metodé FIA je na digesci vzorku vhodné pouzit smés
kyseliny sirové, manganistanu draselného a dichromanu draselného. Na konci analyzy
nezreagované ceficité ionty reaguji sbrucinem a vznikly produkt se detekuje
spektrofotometrem pfti vinové délce 480 nm. Metoda je citlivd, pfesnd, jednoducha

a rychla [18].

Na misto amyldézy a amylopektinu Ize jako Cinidlo pro stanoveni elementarniho jédu
vyuzit polyvinylalkohol, se kterym vytvadfi modry produkt. Modrd barva je tim

vyraznéjsi, ¢im vyssi je stupen hydrolyzy polyvinylacetatu na alkohol.

Stanoveni jédu metodou FIA Ize provést také oxidaci 4,4-metylenbis(N,N-
dimetyl)anilinu chloraminem T za vzniku modrého produktu, jehoz absorbance se méri
pfi vinové délce 600 nm. Do systému je davkovdn vzorek, 4,4-metylenbis(N,N-
dimetyl)anilin a chloramin T a ndsledné vznikly produkt putuje pres reakéni civku do

detektoru. Jodid tady vystupuje jako katalyzator reakce [17].

Instrumentdlni neutronova aktivacni analyza (INAA) patfi mezi druhou
nejrozsirenéjsi techniku pro stanoveni jédu v potravinach a biologickém materidlu,
prestoZze je malo dostupna. Vzorek moci je ozafovan neutrony a je monitorovana
emise vytvoreného radioaktivniho izotopu. Vyhodou metody je, Ze vzorek neni tfeba

predem upravovat [17].

V kravském mléce je jod stanovovan pomoci hmotnostni spektrometrie s indukcéné
vazanou plazmou (ICP-MS). V autoklavech jsou ze vzorku extrahovany slouceniny jédu
alkalickym cinidlem TMAH (tetramethylamonium hydroxid). Odseparuji se nerozpustné
komponenty a roztok se zrfedi demineralizovanou vodou [16]. Peristaltickym

Cerpadlem je roztok vhanén do zmlZovaci komory a vznikly aerosol je vstfikovan do
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hofdku, kde je udrzovdna argonova plazma o teploté 6 000 - 8 000 K. Po atomizaci
a ionizaci projde pouze mala ¢ast iontli do hmotnostniho spektrometru. lonty jédu jsou
oddéleny podle jejich poméru hmotnost/naboj a stanoveny detektorem zachytu
elektrond. Vyhodou je vysoka citlivost, nizké detekcni limity, velky linedrni rozsah,

nevyhodou je ¢asty vyskyt interferenci a vysoka cena [16, 19].

Ke stanoveni jodu v moci lze vyuZzit metodu extrakce tuhou fazi (SPE) nebo
mikroextrakci tuhou fazi (SPME). Pfi SPE dochazi k prenosu analytl z kapalného
vzorku na tuhy nosi¢ neboli sorbent. K uvolnéni zachycenych latek dochazi
rozpoustédlem s vysokou eluéni silou nebo méné casto tepelnou desorpci. BEhem
analyzy se vyuzivaji membranové disky nebo kolonky naplnéné sorbentem, kterym
jsou nejcastéji organické polymery. Po eluci extrahovaného analytu dochazi k jeho
identifikaci a detekci pomoci plynové chromatografie s hmotnostnim,
plamenoioniza¢nim detektorem nebo detektorem elektronového zachytu [20]. Pro
eliminaci elu¢niho kroku je mozné provést detekci zachyceného analytu pfimo na
extrakénim disku naimpregnovanym reakénim cinidlem, které reaguje s analytem za
vzniku barevného komplexu. Ten se ndsledné hodnoti difuzni reflexni spektroskopii
[21]. Vyhodou je velky vybér sorbentl, pouZitelnost pro tékavé, netékavé, organické Ci
anorganické latky, snadnd automatizace a minimalni vznik toxickych latek. Pfi SPME je

sorbent v tenké vrstvé potazen na kiemicitém vldkné umisténém uvnitt kovové jehly [20].

Dalsi zplsob stanoveni jédu v moci je semikvantitativni metoda Fas B nebo jeji
modifikace. Stanoveni jodu se provadi pomoci redoxniho indikatoru ferroinu. Metoda
je rychld a instrumentdlné jednoduchd, ale nedokaie stanovit presnou hodnotu

koncentrace, pouze jeji rozmezi. Modifikovana metoda vyuziva persiran amonny [13].
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3.5 Pritokové techniky

Pratokové techniky patfi mezi neseparacni metody, pro které je charakteristicka
rychld analyza, automaticka pfiprava vzork(, snadnd manipulace s roztoky,
miniaturizace, s tim spojena nizkd spotfeba reagencii a vzniklého odpadu. Tato kritéria
jsou divodem, proc jsou priitokové techniky ¢asto vyuzivany k rutinnim a vyzkumnym
analyzam ve farmaceutickych laboratofich. Vzorek spolecné s reagenciemi je davkovan
do nosného proudu, po probéhnuti chemické reakce je produkt vhanén do detektoru,

nedochazi k ustalovani rovnovahy, signal detektoru je tedy nestaciondrni [22].
3.5.1 Prutokova injekéni analyza

Systém pruatokové injekéni analyzy (Flow Injection Analysis — FIA) se sklada
z nékolika kanalkl, kdy kazdy kanal slouzi pro jeden roztok. Kanaly se v urcitém bodé
spojuji a pfi prlchodu vzorku dochazi k reakci, pfi které vznikd produkt. Produkt je
nasledné detekovan v detekéni cele umisténé na konci systému. Odezva detektoru ve
formé piku je dana koncentracnim gradientem vytvoreného produktu, ktery vznikd
disperzi vzorku a nosného proudu. Nejéastéji se pouzivaji spektrofotometrické

a elektrochemické detektory [23].

Nosny proud je ze zasobniku kontinudlné vhanén do systému spolu s dalSimi Cinidly,
coz zajistuje peristalticka pumpa. V analyze FIA se rychlost pritoku reagencii pohybuje
okolo 0,5-2,5 ml/min. Vzorek je davkovan injekénim ventilem z davkovaci smycky.
V zavislosti na délce smycky je umoznéno davkovani rizného objemu vzorkd, obvykle

v rozmezi 5-200 ul [23, 24]. Systém FIA je znazornén na obrdzku 1.

Metoda FIA umoznuje rychlou analyzu témérf neomezeného poctu vzorkl
a automatizaci jednoduchych barevnych reakci. Nevyhodou je pulzovani toku roztokd
privadénych peristaltickou pumpou, ¢imZz dochazi k nejednotné pritokové rychlosti

roztokd a tim k oscilaci signalu v detektoru [23].
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Vzorek

Peristalticka pumpa

~ Reakéni civka peatektor

Nosny proud W
InjekEniventilpm —— Odpad
Cinidlo B

od konfluence

Obrdzek 1 Schéma systému FIA [25]
3.5.2 Sekvencni injekcni analyza

Sekvencni injekéni analyza (Sequential Injection Analysis — SIA) odstranila
nedokonalosti spojené s pulzujicim tokem reagencii v analyze FIA. Peristalticka pumpa
byla nahrazena obousmérnou pistovou pumpou pohanénou presnym krokovym
Cerpadlem, ¢imz doslo k lepSimu promiseni aspirujicich Cinidel a tim k zvySeni presnosti
méfeni diky presné davkovanym objem@m. Cerpadlo umoZfiuje vstiikovani presného
objemu, nastaveni variabilni pritokové rychlosti, libovolné poradi a smér toku roztoku
pfi aspiraci. Vzorky a roztoky jsou davkovany pres vicecestny selekéni ventil. VSechny
roztoky putuji pres centralni port do reak¢ni civky a detektoru, kde je signal vzniklého
produktu vyhodnocovan obdobné jako u analyzy FIA. Schéma analyzy SIA je zobrazeno

na obrazku 2.

Vyhodou metody SIA je nizka spotreba vzork, ¢inidel a pokrocilda automatizace diky
ovladacimu program, ve kterém je mozné snadno a rychle ménit parametry méreni

[25, 26].

Reakéni civka peataktor

Odpad

Nosny proud

Vicecestny selekéni ventil

Pistova pumpa
Vzorek
Cinidlo

Obrdzek 2 Schéma systému SIA [25]
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3.5.3

Lab-On-Valve analyza

Lab-On-Valve (LOV) je modifikaci metody SIA, u které probéhla rozsahla
miniaturizace systému. Na selekénim ventilu je umistén LOV modul, v némz jsou uzké
kandlky. Soucasti modulu je i pritokovad detekcéni cela. Kanalky pro reakci mezi
vzorkem, Cinidly a transportem do detektoru jsou velmi kratké. Pohyb a disperze
roztokd jsou malé, presto dochazi k potfebnému miseni. Nosny proud pfivadi pumpa,
na kterou navazuje misici civka. Proces davkovani cinidel a odvod odpadu je
zajiStén nejcastéji pres Sesticestny selekéni ventil [27]. Pfipadna pomocna peristalticka
pumpa slouzi k davkovani vzorku a ddkladnému promyti systému. Produkt reakce
vznikd béhem chemické reakce probihajici pred pritokovou celou. V pritokové cele
dochazi k detekci signalu vznikajiciho produktu pomoci optickych vldken a optického

detektoru [28, 29]. Systém LOV je zndzornén na obrdazku 3.

Pokud poZadovana chemicka reakce nestihne probéhnout pred detekci, analyza

umozniuje zastavit tok pfimo v detekéni cele a tim sledovat reakéni kinetiku [27, 28].

Vyhodou metody LOV je snadna automatizace, urychleni analyzy, nizsi spotieba

vzorku, ¢inidel a tim také vzniklého odpadu [27, 29].

Pistovd pumpa  Misici civka

Vicecesiny selekcni
ventil

MNosny proud

Vzorek
Peristalticka pumpa |

Odpad

Obradzek 3 Schéma sytému Lab-On-Valve [30]
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3.5.4 Sekvencni injekEni chromatografie
Sekvencni injekéni chromatografie (Sequential Injection Chromatography — SIC) je
metoda, kterda vznikla zapojenim kratké monolitické chromatografické kolony do
systému SIA. Monolitickd kolona je tvorena jedinym kusem polymerni, porézni
silikagelové tyCe vykazujici vysokou odolnost a Zivotnost. Kolona o délce 25-50 mm je
umisténa mezi vicecestnym selekénim ventilem a priatokovou celou detektoru, jak je
uvedeno na obrdazku 4. Pokroky vinstrumentaci dnes umozZiuji i zapojeni kolon

s Casticemi s pevnym jddrem a poréznim povrchem [31, 32].

Metoda je vyuzivana pro rychlou separaci jednoduchych viceslozkovych smési.
Vzorky se sloZitéjsi matrici musi byt predem upraveny, napfiklad extrakci do

organického rozpoustédla [31, 32].

Elektromagneticky ventil | -
4 '; Odpad
AN T Vzorek 3
(1] “Uvzorek 2oy (=
s - s b
e a
Fl Alah"
Pistova pumpa Poditat

Mobilni faze

Obrdzek 4 Schéma systému SIC [32]
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3.5.5

Lab-In-Syringe analyza

Lab-In-Syringe (LIS) se zaméfuje predevSim na automatizaci jednotlivych kroku
mikroextrakénich postupl. LIS se Uspésné pouzivd pro mikroextrakci z kapaliny do
kapaliny (LPME), disperzni mikroextrakci z kapaliny do kapalin (dispersive liquid-liquid
microextraction — DLLME) a mikroextrakci do jediné kapky rozpoustédla (single-drop

microextraction — SDME) [33, 34].

Vzorky a Cinidla jsou davkovany pres vicecestny selekéni ventil pfimo do rezervoaru
pistové pumpy s magnetickym michadlem zajistujicim promiseni roztoki a mohou zde
probihat i chemické reakce. Sklenénd pistova pumpa mize byt otofena obracené, coz
umoziuje pouziti i extrakéniho rozpoustédla s vyssi hustotou nez ma voda, napfr.
chloroformu. Roztoky jsou vedeny hadickami vyrobenymi z polytetrafluorethylenu
(PTFE). Pres dany port vicecestného selekéniho ventilu je reakéni smés transportovdna
do detekéni cely spektrofotometrického detektoru s optickymi vldkny a odezva
detektoru je zaznamenavana v pocitaci [35]. Schéma systému LIS je znazornéno

v kapitole 4.1.3.

Vyhodou LIS je moZnost manipulace s vétSim objemem vzork(, vysoky stuper

automatizace, online priprava vzorkl a homogenni miseni aspirovanych roztokl [34].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Popis metody a chemikalie

4.1.1 Pouzité chemikalie
Aktivni uhli IMUNA PHARM, a. s, Sari§ské Michalany, Slovenska republika

Chlorid sodny PENTA, Chrudim, Ceskd republika
Chloroform PENTA, Chrudim, Ceskd republika

Destilovana voda Millipore®, pfipravena na Katedfe analytické chemie v Hradci

Kralové

Ethanol Sigma-Aldrich spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika

Gencianova violet Sigma-Aldrich spol. s. r. 0., Praha, Ceskd republika
Hydroxid sodny PENTA, Chrudim, Ceska republika

Jodiénan draselny Lachema, n. p., Brno, Ceskd republika

Jodid draselny Lachema, n. p., Brno, Ceska republika

Kyselina chlorovodikova Sigma-Aldrich spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika
Kyselina citronova, monohydrat Lach-Ner, s. r. 0., Neratovice, Ceskd republika
Kyselina fosforeéna PENTA, Chrudim, Ceska republika

Kyselina sirova PENTA, Chrudim, Ceska republika

Methanol Sigma-Aldrich spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika

Isopropanol Sigma-Aldrich spol. s. r. 0., Praha, Ceska republika

Skelny uhlik Alfa Aesor®, A Johnson Matthey Company, Karlshure, Némecko
Sorbent C18 LiChrolut® Rp-18 Merck, Praha, Ceskd republika

Sorbent lontosorb TMAHP 100 IONTORORB ©, Usti nad Labem, Ceskd republika
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4.1.2 Pfiprava roztoki

Priprava roztoku chloridu sodného o koncentraci 5 mol/I

Na analytickych vahach bylo navdZeno 60 g chloridu sodného, ktery byl rozpustén
v pfiblizné 120 ml destilované vody. Po rozpusténi byla 200 ml odmérna barka

doplnéna po rysku destilovanou vodou.
Pfiprava roztoku chloridu sodného o koncentraci 0,05 mol/I

Z roztoku chloridu sodného o koncentraci 5 mol/l byl zfedénim ptipraven roztok
o koncentraci 0,05 mol/l. Do odmérné barky o objemu 200 ml bylo odebrano 20 ml
chloridu sodného o koncentraci 5 mol/l a odmérna nadoba byla doplnéna po rysku

destilovanou vodou.
Priprava roztoku kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,8 mol/l a 0,4 mol/I

Sklenénou pipetou bylo odebrdno 3,6 ml nebo 1,7 ml 35% kyseliny chlorovodikové
do 50 ml odmérné bariky, ktera byla z ¢asti naplnéna destilovanou vodou. Po pfidani

kyseliny chlorovodikové byla barika doplnéna destilovanou vodou po znacku.
Pfiprava roztoku gencianové violeti o koncentraci 0,613 mmol/I (250 mg/l)

Gencianova violet byla pfipravena podle Agrawal a spol. [36]. Na analytickych
vahach bylo navazeno 12,5 mg gencianové violeti, ktera se kvantitativné prevedla do
50 ml odmérné bariky a dale bylo priddno 150 pl 85% kyseliny fosforeéné. Destilovand
voda byla doplnéna po rysku odmérné banky a radné se nechaly rozpustit krystalky
navazené chemikalie. Pfipraveny roztok pro analyzy byl uchovavan vtmavé barice,
v ledniéce pfi 4°C.

Pfiprava roztoku jodi¢nanu draselného o koncentraci 50 mmol/I

Pro pfipravu zdsobniho roztoku bylo navazieno 1,07 g jodi¢nanu draselného.
Navazené mnoistvi latky bylo kvantitativné pfevedeno do 100 ml odmérné banky,

nechalo se rozpustit v destilované vodé a barnka byla doplnéna vodou po rysku.
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Priprava roztoku jodi¢nanu draselného o koncentraci 5 mmol/I

Z pfipraveného roztoku o koncentraci 50 mmol/l bylo odebrano 5 ml do 50 ml

odmérné barky, ktera byla doplnéna destilovanou vodou po znacku.
Pfiprava roztoku jodidu draselného o koncentraci 6 mmol/I

Jodidu draselného bylo navdZzeno 100mg, ddle byl rozpustén v destilované vodé
a odmérnd barika o objemu 100 ml, do které byl prfeveden jodid draselny, se doplnila
po jeji rysku. Pripraveny roztok slouzil jako zdsobni, zkterého byly spravnym
nafedénim pfipraveny roztoky o poZadované koncentraci 0,6 pmol/l, 1,2 umol/l,

2,4 umol/l, 6 umol/I pouzivané v analyze.
Priprava pufru o pH 4,5 a koncentraci 0,3 mmol/I

Pro pfipravu pufru o potfebné koncentraci bylo navazeno 2,88 g kyseliny citronové.
Navazené mnozstvi bylo rozpusténo v pfiblizné 40 ml destilované vody. K roztoku byl
po kapkach pridavan hydroxid sodny 1 mol/l, dokud pH nedosahlo odpovidajici

hodnoty 4,5. Roztok byl preveden do 50 ml odmérné bariky a doplnén vodou po rysku.
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4.1.3

Pristrojové vybaveni

Pistova sklenéna pumpa (5 ml) Cavro XL, Tecan, San Jose, CA, USA s magnetickym

michadlem

9-cestny selekéni ventil FIAlab Instruments, Inc., Seattle, USA

6-cestny selekéni 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 vlakny
Detek¢ni cela z teflonu o délce optické drahy 10 cm

Extrakéni PMMA ( polymetylmetakrylat) kolona 10 x 5 mm

Magnet na motoru, ktery svoji rotaci otd¢i magnetické michadlo uvniti pistové

sklenéné pumpy
Motor z ventilatoru pocitace

Software FlAlab for windows 5.0

Pouzity systém je zobrazen na obrazku 5.

Voda [ Slepy vzorek

Magnetické - — Vzduch

michadlo

Odpad Chlorid sodny

Vzduch Vzorek 3

Vzorek 2
Standard / Vzorek 1

50% Isopropanal Gencidanova violet

Pufr
Obrdzek 5 Schéma pouzitého mérného systému; D — Detektor, PC — Pocitac,

M — Motor s magnetem, V1 — 9-cestny selekcni ventil, V2 — 6-cestny selekcni
ventil, SPE — Kolonka se sorbentem, PP — Pistovd pumpa
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4.1.4 Princip stanoveni

Pouzita metoda je zaloZena na selektivni oxidaci bezbarvé, gencianové violeti jodem
na jeji barevnou formu. Vznik oxidované formy s maximem absorbance pfi 580 nm
se projevi fialovou barvou. Barevnou gencidanovou violet je moiné extrahovat do
organického rozpoustédla. Oxidacni reakce probiha idealné pfi pH 4,5 [37]. Jéd
potifebny ke zminéné reakci vznikd oxidaci jodidu oxida¢nim cinidlem, kterym je
v pfipadé této diplomové prace jodi¢nan draselny. Pfeména jodidu probiha v kyselém
prostiedi, které zajistila kyselina chlorovodikova. Tyto reakce vyuZil ve své diplomové
praci Mgr. Patrik Kusnir [37], ktery pracoval s prlitokovou technikou Lab-In-Syringe, kdy
jsou vzorky aspirovany ptfimo do rezervodru pistové pumpy. V uvedené metodé bylo
aspirovano 3000 ul vzorku nebo slepého vzorku, 300 ul kyseliny chlorovodikové, 100 pl
oxidac¢niho cinidla jodi¢nanu draselného, 150 ul vzduchu, 600 pl pufru o pH 4,5, 100 pl
gencianové violeti jako indikdtoru reakce a 150 pl chloroformu. Extrakci oxidované
formy violeti do chloroformu jako organického rozpoustédla doslo kjejimu
zakoncentrovani a zvyseni citlivosti metody. Nasledné se méfila absorbance pfi vinové

délce 580 nm v detekéni cele s optickou drahou 1 cm.

Oxidaéni reakce gencianové violeti a jodidu jsou znazornény na obrazku

6 a v rovnici 2.

Cl
HiC CH
H?:CmeCHZ 2\ e 3
T
‘ Dxidation | ‘
- e =
Reduction
Mg o= T g W - SO
| | | I
CH, CH, CHs CHs
Leucocrystal violet Crystal violet

Obrdzek 6 Oxidace gencidnové violeti

Rovnice 2 Oxidace jodidu na jod

51~ + 105 + 6H* - 31, + 3H,0
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Vychozi podminky byly pfevzaty z diplomové prace Mgr. Patrika Kusnira [37].
Jednim z cil( této prace byla Uprava metody tak, aby bylo moZzné vynechat extrakcni
krok do organického rozpoustédla a zdroven zachovat citlivost metody. Chloroform je
organické rozpoustédlo, které ma velky vliv na centrdlni nervovou soustavu (CNS).
Inhalace zpuUsobuje zdavraté, ospalost, bolest hlavy, podrazdéni sliznice a ocnich
spojivek, pfi chronické expozici dochdzi k poSkozeni jater a ledvin. PFi kontaktu
s pokozkou se vyskytuji viedy avyrazka. V Zivotnim prostfedi se v malych davkach
chloroform vyskytuje v pitné vodé, kam se dostdva pravidelnou chloraci, jedna se
o rizikovy faktor pro vznik karcinomu jater a ledvin [38]. Chloroform ma negativni vliv
na lidsky organismus a také Zivotni prostfedi a organismy v ném se vyskytujici, proto je
znacnou vyhodou chloroform pti analyze nevyuzivat. K zajiSténi dostatecné citlivosti
metody i bez vyuziti extrakce byla vyuzita detekéni cela s délkou optické drahy 10 cm,
na rozdil od 1 cm cely pouZité v predchozi metodé. Zvyseni citlivosti metody pfi
prodlouzeni optické drahy vyplyvd zlambert-Beerova zdkona, ktery fika, ze
absorbance zavisi na koncentraci rozpusténé latky, optické délce kyvety a molarnim
absorpénim koeficientu. Vztah vyplyvajici z Lambert-Beerova zakona je uveden

Vv rovnici 3.

Rovnice 3 Lambert-Beertiv zékon
A= ¢-c -1

A — Absorbance, € - Molarni absorpcni koeficient [I/mol.cm], c — koncentrace mérené

latky [mol/I], | — délka kyvety [cm]
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4.1.5 Metoda

Optimalizovany program je uveden v pfiloze ¢. 1. Pfed zacatkem méreni byl systém
promyty 50% isopropanolem a vodou — jak oba ventily, tak pistova pumpa a detekéni
cela. Zaroven probéhla aktivace kolonky aspiraci 2 ml 5 M NaCl z portu ¢. 5* pres
kolonku do pumpy a ddle do odpadu. Port €. 1 v 9-cestném ventilu slouzZil jako pFivod
pro vzorky z 6-cestného ventilu do pistové pumpy s magnetickym michadlem, kde
zaroven probihala reakce. Propojeni pumpy a pfidatného ventilu bylo zajisténo pres
kolonku naplnénou sorbentem, jak je zndzornéno na obrdzku 5. Typ sorbentu je
popsan v kapitole 5.1. Nejdfive byla z portu ¢. 1 aspirovdna voda pro promyti kolonky
po predchozi analyze. Nasledné byl pres kolonku aspirovan vzorek nebo standard
jodidu draselného z portd ¢. 2nebo 3. Vtomto kroku doslo kretenci jodidu na
sorbentu. Opét byla aspirovana voda z portu ¢. 1 a chlorid sodny z portu ¢. 5 jako
promyvaci krok. V dalSim kroku byl aspirovan vzduch zportu ¢. 6 a ndsledovalo
vypusténi aspirovanych roztokd do odpadu. Po tomto kroku nasledovalo promyti
pistové pumpy 50% isopropanolem a vodou. Ddle byl zachyceny jodid eluovan
roztokem NaCl z kolonky do prostoru pistové pumpy. Z portu ¢. 6 byl pres kolonku
aspirovan vzduch, ktery slouZil k ,,dopraveni” celého objemu aspirovaného roztoku
z hadicky do prostoru pistové pumpy. Pro zajisténi kyselého prostredi pro oxidaci
jodidu na jod probéhla aspirace kyseliny chlorovodikové z portu €. 2. Nasledovala
aspirace oxidacniho cinidla jodi¢nanu draselného z portu ¢. 3 a poté vzduchu z portu
C. 8. Z portu €. 6 byl aspirovan 50% isopropanol. Z portu €. 5 byl aspirovan pufr o pH
4,5. Nyni mohla probéhnout oxidace gencianové violeti, ktera trvala 120 vtefin za
pomoci rotujiciho magnetického michadla uvnitf pistové pumpy. Po uplynuti zminéné
doby byla zastavena rotace michadla a smés byla nasmérovana do detektoru, kde byla

mérena absorbance pfi vinové délce 580 nm.
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5.1

VYSLEDKY A DISKUZE

Predbéiné experimenty - Vybér sorbentu pro extrakci jodidu
v manuadlnim provedeni

Pfed pouZitim realného vzorku (moc) v analytickém zafizeni byla manudlné
testovdna jeho nejvhodnéjsi Uprava, aby bylo odstranéno co nejvic matrice a tudiz
interferujicich latek. Manualni test byl proveden tak, aby kopiroval metodu zminénou

v kapitole 4.1.4 se standardy.

Do odmérnych nadob byly odebrany 1 ml/3 ml readlného vzorku, bylo pridano
100 pl/300 ul 0,8 mol/l kyseliny chlorovodikové, 100 pl/300 pl 5 mmol/l jodi¢nanu
draselného. Po 10 vtefinach nasledovalo pridani 200 pl/600 pl 3 mol/I pufru, aby vznikl
roztok o pH 4,5, dale 100 pl 0,613 mmol/l gencidanové violeti, roztok byl trepan
60 vtefin. V poslednim kroku bylo pfidano 150 pl chloroformu a smés byla tfepdna

50 vtefin.

Testovanymi sorbenty pro SPE byly aktivni uhli, skelny uhlik, sorbent C18
a iontoméni¢ TMAHP 100. VSechny pokusy byly provedeny bez pfidavku a s pfidavkem
znamého mnozstvi a koncentrace standardu, tj. fortifikaci. Vysledky byly porovnany se
vzorkem bez Upravy, respektive po filtraci. Postup jednotlivych experiment( je uveden
dale. Pro srovnani byl test proveden také s redlnym vzorkem a zfiltrovanym vzorkem
bez SPE, pro filtraci byl pouzit filtr PTFE s velikosti por( 0,45 pum. Stejnym zpUsobem byl

zpracovan fortifikovany vzorek bez a s filtraci o koncentraci 2,4 umol/I.
Skelny uhlik

K zfiltrovanému vzorku byl pridan skelny uhlik jako sorbent (0,1 g na 7 ml). Vzorek
byl vloZzen do ultrazvuku na 3 minuty a poté byl centrifugovan a zfiltrovan pres filtracni
papir. Postup byl proveden se vzorkem bez pfidavku a s pfidavkem Kl o vysledné

koncentraci 2,4 umol/I.
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Aktivni uhli

Mo¢ byla smichdna s aktivnim uhlim (0,01 g na 7 ml), byla provedena centrifugace
(3000 otacek/3 minuty) na oddéleni sorbentu a nasledovala filtrace pomoci filtra¢niho

papiru.
c18

Kolonka naplnénd sorbentem C18 (300 mg sorbentu v 3 ml kolonce) byla promyta
1 ml methanolu a 1 ml destilované vody k jeji aktivaci. Poté byly naneseny 3 ml
redlného vzorku, které byly pouZity k reakci. Stejnym zpUsoben byl pfipraven vzorek

s koncentraci 2,4 umol/I jodidu draselného.
lontosorb TMAHP 100

K zfiltrovanému vzorku byl pfidan lontosorb TMAHP 100 (0,4 g na 50 ml). Pfipraveny
roztok byl protfepdn a poté byl sorbent oddélen filtraci pomoci filtracniho papiru.

Stejnym zplsobem byl pfipraven i vzorek s pfidavkem standardu.

Veskeré Upravy byly provadény v 5 ml odmérnych, plastovych nddobach za dodrzeni
Casovych intervall a objem( latek. Pokusy byly predbéiné a vysledky byly hodnoceny
jako wvyhovujici / nevyhovujici. Vyhovujici vysledek reakce byl zaznamenan
u experimentu s kolonkou C18 a TMAHP 100, protozZe byl zfejmy rozdil mezi samotnym
a fortifikovanym vzorkem. Na zdkladé tohoto experimentu byly tyto sorbenty pouzity
v prltokovém systému. Pro srovnani byl méren také redlny vzorek bez upravy. Vzorky
byly méfeny bez pfidavku jodidu draselného. Dale byly méreny vzorky s pridavkem
jodidu draselného o celkové koncentraci roztok( 1,2 umol/l a 2,4 umol/l, vzorky
s TMAHP 100 o koncentraci 6 umol/l. Objem aspirovanych vzorkd byl 1 ml. Prehled
pramérnych hodnot absorbance u jednotlivych méreni a jejich srovnani se standardem

je uveden v grafu 1. Stavba sorbentu TMAHP 100 je znazornéna na obrazku 7.

+
ceuulose—O—CHg—tle—CHg—N(CHﬂg Cl-
OH

Obrazek 7 Struktura lontosorbu TMAHP 100 [39]
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Graf 1 Srovndni absorbance redlnych vzork( a fortifikovanych redinych vzorku se
standardem

Na zakladé predbézinych pokusl byl pro dalsi testovani vybran sorbent lontosorb
TMAHP 100. Kolonka, ktera spojovala 6-cestny a 9-cestny selekéni ventil o rozmérech
10 x 5 mm, byla naplnéna 40 mg tohoto sorbentu. lontosorb TMAHP 100 je silné
zasadity, aniontovy iontoménié, ktery zachytil pouze anionty jédu. Matrici ze vzorku
by neméla byt na tomto typu sorbentu zadrzena, ale byla vypusSténa do odpadu
a nemohla tak ovlivnit vysledky méreni. Strukturou se jedna o hydrofilni, makroporézni
celulézu s 3-trimetylamino-2-hydroxypropyl skupinou. Oznaceni 100 predstavuje typ
porh vyskytujicich se v celuléze. Vyhodou sorbentu TMAHP 100 je vysokd chemicka
odolnost a kompatibilita s nejcastéji pouzivanymi rozpoustédly a pufry. Sorbent je

mozné pouzit v Sirokém rozmezi pH a vyznacuje se vysokou selektivitou extrakce [39].
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5.2 Optimalizace objemu elucniho Cinidla chloridu sodného

Na eluci jodidu zachyceného na kolonce naplnéné sorbentem TMAHP 100 byl pouZit
chlorid sodny o koncentraci 5 mol/I [40]. Cilem tohoto experimentu bylo optimalizovat
mnozstvi Cinidla. Chlorid sodny byl pouZity v objemech 100 pl, 200 pl, 300 pl, 400 pl
a 500 pl. Pokus byl proveden se standardem o koncentraci 0,6 umol/I, aspirovalo se ho
1000 ul. Aspirovana kyselina chlorovodikovd méla objem 200 ul a koncentraci
0,8 mol/l. Objem oxidaéniho ¢inidla jodi¢nanu draselného byl 300 ul a koncentrace
5 mmol/l. Potfebné pH 4,5 pro pribéh reakce zajistil citratovy pufr o objemu 600 pl.
Gencianova violet byla pouZita o objemu 100 pl a koncentraci 0,613 mmol/I.

Na promyti analytického sytému byl pouZzit 50% isopropanol.

Z grafu 2 vyplyva, Ze nejvhodnéjsi objem chloridu sodného je 200 pl. Tento objem
byl dostacujici pro eluci jodidu zachyceného v kolonce a mérfend absorbance byla pfi
pouzitém mnozstvi elu¢niho Cinidla nejvyssi. Pfi pouZiti vysSiho objemu NaCl se uz vic

jodidu neeluovalo, spis se projevil efekt natedéni.
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Graf 2 Zavislost absorbance na objemu elucniho cCinidla
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5.3 Optimalizace objemu citratového pufru

Cilem experimentu bylo najit vhodny objem pufru tak, aby pH po jeho pfidani bylo
optimdlni pro oxidaci gencianové violeti. Citratovy pufr byl pouZit o koncentraci
0,3 mmol/l, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu 4,5. Testovany byly objemy
o hodnotach 100 ul, 200 ul, 300 pl, 400 pl, 500 ul a 600 ul. Méfeny standard jodid
draselny mél koncentraci 0,6 pumol/l a aspirovany objem 1000 pl. Za elucni ¢inidlo byl
pouzit chlorid draselny 5 mol/l s davkovanym objemem 200 pl. Kyselé prostredi
vytvorilo 200 ul kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,8 mol/l. Jodi¢nan draselny
predstavoval oxidacni Cinidlo s koncentraci 5 mmol/l, aspirovany objem byl 300 ul.
Gencidnové violeti jako indikdtoru reakce bylo pouzito 600 ul o koncentraci

0,613 mmol/l. Roztok pro promyti systému byl 50% isopropanol.

Optimalni objem citratového pufru byl 500 pul. Pfi vy$Sim objemu pufru se projevil
efekt naredéni barevného produktu. NiZsi objemy pufru nestacily na vytvoreni
optimalniho pH pro oxidaci leukokrystalové violeti na krystalovou, jak je patrné

z grafu 3.

0,4 - l ?
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Graf 3 Zavislost absorbance na pouZitém objemu pufru
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5.4 Promyti systému isopropanolem

Cilem tohoto mérfeni bylo ovéfit potfebu promyti systému 50% isopropanolem.
Oxidovana, barevna forma gencianové violeti je extrahovatelna do chloroformu. Urcita
Cast indikatoru muizZe tedy ulpét na magnetickém michadle pokrytém teflonem
(hydrofobni materidl) umisténém uvnitt pistové pumpy. To se mlzZe projevit falesné
nizsi absorbanci pfi méreni, pripadné ovlivnit méreni dalSiho vzorku. Testovany
parametr byl nezavisly na pouziti extrakéni kolonky, proto byl pro usetfeni ¢asu pokus
proveden bez kolonky. Slepy roztok jako i standard o koncentraci 6 umol/l byly
pfipraveny v roztoku eluéniho ¢&inidla, aby se simulovala situace eluce. Cerpana
kyselina chlorovodikova méla koncentraci 0,8 mol/l a objem 200 pl. Oxidacni Cinidlo
jodicnan draselny byl pouZit o koncentraci 5 mol/l a objemu 300 ul. Koncentrace pufru
byla 0,3 mol/l a nasavan byl v mnozstvi 500 pl. Gencianova violet byla aspirovana

v mnozstvi 100 pl a o koncentraci 0,613 mmol/I.

Standard o koncentraci 6 umol/l byl on-line nafedén, tj. pfi méreni nizsi koncentrace
se aspiroval polovi¢ni objem standardu a zbytek rozpoustédla (NaCl z dGvodu imitovani
méreni s pouZzitim sorbentu a eluce). Absorbance byla mérena u slepého roztoku,
250 pl standardu a 500 ul standardu. V dalsim méreni byla absorbance hodnocena

u totoznych roztok( s pridavkem 200 pl isopropanolu.

Z grafu 4 je zfejmy rozdil pfi méfeni s a bez aspirace isopropanolu. Pfidavkem 50%
isopropanolu mél za vysledek vy3si hodnotu korelaéniho koeficientu (R?), kterd
vyjadfuje miru linearity dvou proménnych. Méreni absorbance bez isopropanolu bylo
zatizeno chybou, kterou pravdépodobné zpusobilo zachyceni indikatoru na

hydrofobnim povrchu ¢asti pistové pumpy.
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Graf 4 Zavislost absorbance na koncentraci jodidu draselného a na pouZiti isopropanolu
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5.5 Optimalizace objemu kyseliny chlorovodikové

Kyselina chlorovodikova vytvafi v mérném systému kyselé prostiedi, které je
dllezité pro pribéh oxidacni pfemény jodidu na jéd. Mnozstvi zajistujici dostatecnou
kyselost prostredi bylo zkoumano vtomto méreni. Kyselina chlorovodikovd byla
pouZita o koncentraci 0,8 mol/l a zkousenymi objemy byly 10 pl, 25 pl, 50 pl, 75 ul
a 100 pl. Aspirace téchto objem( odpovidala celkovému pH 1,8; 1,4; 1,1; 0,9 a 0,8.
Slepy roztok a standard jodid draselny o koncentraci 6 umol/I byly ptipraveny v roztoku
eluéniho cinidla. Oxidacni ¢inidlo jodi¢nan draselny byl nasavan o objemu 300 pl
a koncentraci 5 mmol/l. Citratovy pufr byl do systému nacerpan v mnoistvi 600 pl.

Gencianové violeti bylo pouZito 100 pl o koncentraci 0,613 mmol/I.

Méreni bylo provedeno se slepym roztokem, 250 ul a 500 pl standardu
o koncentraci 6 umol/l. Vtomto stanoveni nebyla pouZita kolonka naplnéna

sorbentem TMAHP 100. Vysledky méfeni jsou zndzornény v grafu 5.

Z vysledkl vyplyva, Ze nejvhodnéjsi objem kyseliny chlorovodikové je 25 ul, coz
odpovidd pH 1,4. Pfi tomto objemu byla absorbance standardli po odecteni
absorbance slepého vzorku nejvyssi. Objem 10 pl nebyl zvolen z ddvodu rizika

objemové chyby pfi aspiraci.
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Graf 5 Zavislost absorbance na pouzitém objemu kyseliny chlorovodikové
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5.6 Vhodné poradi aspirace indikatoru a pufru

Cilem méreni bylo ovéfit, zda poradi aspirace gencianové violeti a pufru ma vliv na
hodnoty absorbance. Méreni probihalo bez pouZiti kolonky, protozZe test byl nezavisly
na retenci jodidu. Aby podminky odpovidaly pouZiti extrakéni kolonky, jako slepy
roztok byl pouZit chlorid sodny o koncentraci 5 mmol/l (elu¢ni ¢inidlo). Standard jodid
draselny o koncentraci 6 umol/l byl pripraven v chloridu sodném, s aspirovanym
objemem 1000 pl. Do systému byla ¢erpdna kyselina chlorovodikova, jejiz koncentrace
byla 8 mol/l a objem 200 pl. Koncentrace jodi¢nanu draselného méla hodnotu
5 mmol/l a objem 300 pl. Citratovy pufr byl ¢erpan v mnozstvi 500 pl a gencianova

violet 100 pl.

Test byl proveden s 500 pl standardu o koncentraci 6 umol/l a polovi¢ni koncentraci
pfipravenou on-line fedénim. Z grafu 6 vyplyva, Ze vyhodnéjsi je aspirovat nejprve
indikator gencidanovou violet (100 pl) a poté do systému aspirovat citratovy pufr. Pri
tomto poradi aspirace chemikalii nabyva absorbance vyssich hodnot. Aspirace malého
objemu barveného Cinidla neni zatizena objemovou chybou. Pfipadny rozdil ve
skutec¢né aspirovaném objemu pufru se pfi méreni neprojevi, protoze pripadna

relativni chyba je vzhledem k objemu 500 pl pufru mala.
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Graf 6 Srovndni hodnot absorbance pfi méreni s riiznym poradim aspirace gencidnové
violeti a citrdtového pufru
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5.7 Optimalizace pratokové rychlosti eluce jodidu

Pti hledani optimalni pritokové rychlosti eluce jodidu z kolonky chloridem sodnym
bylo aspirovdno 500 pl této chemikalie. Zkoumanymi prutokovymi rychlostmi byly
5ul/s, 15 pl/s, 25 pl/s, 35 ul/s a 45 pl/s. Standard jodid draselny byl pfipraven
o koncentraci 6 umol/I a aspirovan o objemu 100 pl a 300 pl. Kyselina chlorovodikova
méla koncentraci 0,4 mol/l a do pistové pumpy byla vhanéna v mnoZstvi 200 ul.
Oxidacni ¢inidlo jodi¢nan sodny byl aspirovan o objemu 300 ul a koncentraci 5 mmol/I.
Citratovy pufr byl aplikovdan o objemu 500 pl a gencidnova violet o objemu 100 ul
a koncentraci 0,613 mmol/I. V tomto méfeni byla pouZzita kolonka naplnéna sorbentem

TMAHP 100.

Z naméfenych hodnot absorbance, které byly ziskany pfi méfeni, vyplyva,

Ze nejvhodnéjsi pratokova rychlost aspirace chloridu sodného je 25 pl/s. Pfi této

evvs

Vysledek méreni je zndzornén v grafu 7.
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Graf 7 Zavislost absorbance na pritokové rychlosti aspirace chloridu sodného
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5.8 Optimalizace prtitokové rychlosti aspirace standardu

Cilem experimentu bylo ovéfit vliv pritokové rychlosti nanaseni vzorku na retenci
analytu. Standard byl aspirovan o koncentraci 6 umol/l a objemech 100 pl, 300 pl.
Hodnoty zkoumanych pratokovych rychlosti byly 5 ul/s, 15 ul/s, 25 ul/s, 35 ul/s
a 45 pl/s. Chlorid sodny jako elu¢ni cinidlo byl ¢erpan o objemu 500 pl. Kyselina
chlorovodikova zajistujici kyselé prostfedi byla aspirovana v mnoZstvi 200 ul
a o koncentraci 0,4 mol/l. Jodi¢nan draselny byl nasat v mnozstvi 300 ul, koncentraci
5 mmol/l. Citratovy pufr byl aspirovan o objemu 500 ul a gencianova violet o objemu

100 pl.

Dle vysledkl méreni byla nejprijatelnéjsi prlitokova rychlost aspirace standardu

evvs

odchylku. Se zvysujici se pritokovou rychlosti byl pozorovan spis jeji mirny pokles.

Prehled vysledk( je uveden v grafu 8.
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Graf 8 Zavislost absorbance na pritokoveé rychlosti aspirace standardu
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5.9 Optimalizace ¢asu oxidace gencianové violeti

Oxidace bezbarvé formy gencianové violeti na barevnou formu neni okamiZita.
Agrawal a spol. [36] vyuZivaji na kompletni oxidaci 25 min. Pritokové metody umoznuji
diky presnému casovani jednotlivych krokd méreni pfed dosaZenim rovnovahy. Cilem
tohoto experimentu bylo najit ¢as, ktery umozni spolehlivé a dostatecné citlivé méreni.
Zkousenymi casy oxidace byly 10, 16, 25,6, 41, 65,5, 104,9, 167,8 a 268,4 vtefin.
Standard byl pfipraven o koncentraci 6 umol/l, pfipraven v roztoku chloridu sodného
o koncentraci 5 mol/l. PouZita kyselina chlorovodikovd méla hodnotu koncentrace
0,4 mol/l a objem 50 pl. Jodi¢nan draselny, pouzity jako oxida¢ni ¢inidlo, byl aspirovan
o objemu 300 ul a koncentraci 5 mmol/l. Citratového pufru o pH 4,5 potfebného
k oxidacni reakci gencianové violeti bylo nasato 500 pl. Gencidnova violet byla
aspirovana o koncentraci 0,613 mmol/l a objemu 100 pl. Promyti systému bylo
zajisténo 50% isopropanolem. Méfeni probihalo bez kolonky naplnéné sorbentem

TMAHP 100.

Méreni absorbance probéhlo s koncentracemi 0,36 umol/l (60 ppb), 0,90 umol/I
(150 ppb) a 2,26 umol/I (375 ppb). Vzorky standardu byly pfipraveny metodou on-line
naredéni vzork(l. Nafedéni jodidu draselného o pozadované koncentraci chloridem
sodnym probéhlo uvnitf pistové pumpy béhem probihajici metody. Timto zplsobem

se odstranila nutnost manudlni pfipravy vzorkd.

Z méreni bylo zjisténo, Ze nejvyssi absorbance je dosazeno po 65,5 vtefinach pro
koncentraci 0,90 umol/l, v pfipadé koncentrace 2,26 pmol/l to bylo pti ¢ase 104 vtefin.
Vynesenim zdvislosti absorbance na koncentraci standardu vsak bylo zjisténo, Ze tato
zavislost se nejvice pfiblizuje pfimce pfi pouziti ¢asu oxidace 104,9 vtefin a 167,8
vtefin, hodnoty R? byly 0,999 a 1, proto pro daldi méfeni byl vybrdn ¢as oxidace
gencianové violeti 120 vtefin. Prehled zkousenych c¢asi oxidace a namérené
absorbance je v grafu 9, v grafu 10 je znazornéna zdavislost absorbance na koncentraci

jodidu pfi rGzném case oxidace gencianové violeti.
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5.10 Analytické parametry metody

Kalibracni kfivka vyjadfuje linearitu metody a zobrazuje zdavislost mérené
absorbance na koncentraci standardu. Podminky pro méreni kalibracni kfivky byly
zvolené na zdakladé vysledkl jednotlivych krokl optimalizace, které jsou uvedeny
v predchozich kapitolach. Kalibrac¢ni zavislost byla méfena pomoci Sesti roztoku
standardu s koncentracemi 0; 0,3; 0,6; 0,9; 1,2; 1,5; 1,8 umol/I (0, 50, 100, 150, 200,
250 a 300 ppb) pfi oxidacnim ¢ase gencianové violeti 100 vtefin a pomoci orientacnich
Ctyr roztok( standardu s koncentracemi 0; 0,6; 1,2; 1,8 umol/I (0, 100, 200 a 300 ppb)
pfi oxidaénim case 120 vtefin. Roztoky standard( o rdznych koncentracich byly
pripraveny on-line nafedénim standardu o koncentraci 6 pmol/l eluénim cinidlem.

Podminky méreni kalibraéni kfivky jsou uvedeny v tabulce 2.

Tabulka 2 Podminky pfi méreni kalibracni kfivky

Standard Jodid draselny 0-1,8 umol/I 500
Oxidacni Cinidlo Jodi¢nan draselny 5 mmol/I 300
Cinidlo pro kyselé prostiedi |Kyselina chlorovodikovd 0,4 mol/I 50
Eluéni ¢inidlo Chlorid sodny 5 mol/I 500
Indikator reakce Gencidnova violet 0,613 mmol/I 100
Cinidlo zajistujici pH 4,5 Citratovy pufr 0,3 mol/I 500
Roztok na promyti Isopropanol 50% 200

Pfi optimalizaci objemu kyseliny chlorovodikové (viz 5.5) se dospélo k zavéru, zZe
nejvhodnéjsi mnozstvi zajistujici kyselé prostredi je 25 pl pri koncentraci kyseliny
0,8 mol/l. V meéreni kalibraéni kfivky byl pouZit objem 50 pl pro zajisténi
opakovatelnosti aspirovaného objemu, proto byla koncentrace HCl snizena na
odpovidajici koncentraci 0,4 mol/l. MéFeni probéhlo bez zapojeni extrakéni kolonky do
systému. Hodnoty absorbance byly porovnany se slepym roztokem. Vysledky

absorbance jsou uvedeny v tabulce 3 a pfehled méreni je zobrazen v grafu 11.
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Tabulka 3 Hodnoty namérené absorbance pri oxidacnim ¢ase gencidnové violeti 100
vterin a aspirovaném objemu standardu 500 ul.

1. méreni 0,075 | 0,138 | 0,207 | 0,269 | 0,318 | 0,376 | 0,404
2. méfeni 0,079 | 0,139 | 0,216 | 0,272 | 0,315 | 0,361 | 0,401
3. méreni 0,079 | 0,14 | 0,213 | 0,271 | 0,319 | 0,363 -
pramér 0,078 | 0,139 | 0,212 | 0,271 | 0,317 | 0,367 | 0,403
SD* 0,002 | 0,001 | 0,005 | 0,002 | 0,002 | 0,008 | 0,002
RSD* (%) 3,0 0,7 2,2 0,6 0,7 2,2 0,5
rozdil (Ast - Abl)* 0,061 | 0,134 | 0,193 | 0,239 | 0,289 | 0,325
*SD = Smérodatna odchylka
* RSD = Relativni smérodatna odchylka
* (Ast — Abl) = Absorbance standardu — Absorbance slepého roztoku
- = Chyba méteni
0,45 -
0,40 -
y=0,182x+ 0,091
0,35 + R2=0,988
= 0,30
=
g 0,25
= y=0,192x+ 0,076
£ 0,2 R?=0,997 #1005
E m120s
< 0,15
0,10
0,05 -
0,00 T T T 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Koncentrace standardu [pumol/I]

Graf 11 Kalibraéni kiivka

Cim strmé&jsi bude kalibra&ni kfivka a odezva detektoru vétsi, tim bude dand metoda

citlivéjsi [41].
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Korelace vyjadruje statistickou zavislost mezi dvéma veli¢inami, v tomto pfipadé
mezi absorbanci a koncentraci standardu. Korelaéni koeficient (R?) pfedstavuje tésnost
mezi vysledky a nabyvd hodnot od -1 — +1. Pokud je hodnota R? > 0,9, jednd
se o dobrou korelaci [41]. Hodnota R? pfi ¢ase oxidace 100 vtefin gencianové violeti
byla 0,988, pfi Case oxidace 120 vtefin 0,997. Korelacni koeficient je pro ¢as 120 vtefin
vyssi, avSak opakovatelnost byla vtomto pfipadé horsi (viz 5.10 - Opakovatelnost),
proto pfi méreni kalibracni krivky se ¢tyfmi vzorky lze hodnotit vysledek pouze

orientacné.

Linedrni regrese je metoda, pfi které dojde k proloZeni nékolika bodd pfimkou.
Regresni analyzou linearni zavislosti Ize stanovit smérnici kalibraéni kfivky, kterd urcuje
citlivost analyzy [42]. Smérnice kfivky byla 0,182 AU.L.umol? v pfipadé méfeni
kalibraénich roztokd pfi ¢ase oxidace 100 vtefin a 0,192 AU.L.umol™? pfi ¢ase oxidace
120 vtefin. (viz graf 11). Obecna rovnice linedrni regrese je uvedena v rovnici 4

a rovnice linearni regrese pro ¢as oxidace 100 a 120 vtefin v grafu 11.

Rovnice 4 Obecnd rovnice linedrni regrese

y =a+ bx
1V Hodnota absorbance
- R Posun na osey
o SO Smérnice, sklon regresni krivky
) QTR Hodnota koncentrace

evvs

koncentrace analytu, kterou je moZzné danou metodou prokdazat a kterou lze bezpecné
odlisit od pristrojového Sumu. Tento parametr vyjadfuje citlivost metody [41].
Teoreticka hodnota limitu detekce byla spocitdna podle rovnice 5. Pfi oxidaénim case
gencianové violeti 100 vtefin byl limit detekce 0,033 umol/l (5,45 pg/l) a pti Case
oxidace 120 vtefin 0,078 pumol/l (13,64 pg/l). Hodnota LOD je nizsi nez LOD hodnoty
vétsSiny prlitokovych metod popsanymi napt. v review od autorl Sherlor a Dasqupta

[17], kde se hodnoty pohybuji od 0,05 po 500 pg/I.
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Rovnice 5 Vypocet limitu detekce

3 X sm. odchylka slepého vzorku

LOD = — —
smeérnice primky

Limit kvantifikace (LOQ) neboli mez stanovitelnosti charakterizuje citlivost metody.
a spravnosti. Parametr je urCovan jako koncentrace, pfi jejimz méreni relativni
smérodatnd odchylka nedosahne 10 procent, jednd se o trojnasobek limitu detekce.
LOQ je také mozné formulovat jako koncentraci, kterd ma hodnotu poméru signalu
a Sumu 10 [42]. Teoretickd hodnota limitu kvantifikace byla vypocitana dle rovnice 6.
Pfi méreni absorbance za podminek oxidace gencidnové violeti 100 vtefin byl limit

kvantifikace 0,099 umol/I a za podminek oxidace 120 vtetin 0,234 umol/I.

Rovnice 6 Vypocet limitu kvantifikace

LOQ =3 X LOD

Opakovatelnost (% RSD) patfi mezi zdkladni parametry, které charakterizuji
presnost méreni, jednd se o odchylku namérené hodnoty pfi vicendsobném méreni.
Opakovatelnost se testuje pfi totoZnych analytickych podminkach [41]. Pfi méreni
kalibracni zavislosti byly zjisténé hodnoty RSD 1,2% pro cas oxidace 100 vtefin a 3,7%

pro ¢as oxidace 120 vtefin.

Frekvence davkovani vzork( slouZi pro uréeni doby trvani analyzy, resp. pocet
vzorkd zpracovanych za urdity casovy usek. PrFi aspiraci 300 upl standardu
a optimalizovanych hodnotdch ostatnich parametr(i, analyza jednoho vzorkd trva

necelych 6 minut. Frekvence davkovani je tedy 10 vzorkd/h.
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5.11 Meérenirealného vzorku

Pro spravné vyhodnoceni méfreni realného vzorku je vyhodné ziskat matrici moci
s nulovym obsahem analytu. Pro ziskani takové matrice byl zvolen postup, kdy se
vzorek moci upravil na pH 2 pomoci kyseliny chlorovodikové (1 ml, 5,8 mol/l HCI na
50 ml vzorku). Filtraci byly odstranény pfipadné srazeniny a ndasledné byl pfidan
iontoméni¢ TMAHP 100 (0,4 g na 50 ml vzorku). Znovu byla provedena filtrace a vzorek
mohl byt zfiltrovan pres hydrofilni membranovy filtr PTFE s velikosti porG 0,45 pm. Cast
filtratu byla fortifikovana standardem na koncentraci 6 umol/l a oba vzorky byly na
zavér zifedény destilovanou vodou v poméru 1:1. Takto upraveny vzorek byl davkovan

do systému.

Podminky méreni vzork( a fortifikovanych vzorkd byly shodné s podminkami
pouzitymi pfi méreni kalibra¢ni krivky. Spolu s absorbanci realnych vzorkd byla také
zmérena absorbance slepého roztoku a standardu. Vysledky méreni jsou zndzornény

v grafu 12.
1,4
1,2
1,0
0,8

06 m Slepy vzorek, standard

m Moc

Absorbance [AU]

0,4

0,2

0,0

0 6

Koncentrace [pumol/I]

Graf 12 Srovndni absorbance slepého vzorku a standardu s redlnymi vzorky

Z grafu je patrné, Ze absorbance upravené moci neni shodna s absorbanci slepého
roztoku, tj. matrice i po Upravé obsahuje analyt, pfipadné interferujici latky. Pro
kvantifikaci tohoto efektu byla spocitana hodnota vytéznosti neboli spravnosti. Jednd

se 0 shodu mezi hodnotou ziskanou méfenim a hodnotou spravnou. Spravnou hodnotu
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Ize ziskat mérenim ovéfenou metodou nebo pfipravou vzorku se vsemi slozkami
pfipravku a zndmého mnoistvi standardu [42]. Vztah, dle kterého byla vytéZnost
spocitdna, je uveden v rovnici 7. Vysledna vytéinost byla 172,09%. Vytéznost hodnoti
ucinnost separace analytu ze sloZitych matric, proto je zfejmé, Ze pfi tomto
experimentu interferujici latky nebyly dostatecné odstranény. Latkami ovliviujici
méfeni mohou byt anionty zachycené na extrakéni kolonce nebo latky schopné

oxidovat gencidnovou violet.

Rovnice 7 Rovnice vytéZnosti

y [Avz.s pridav. — Avz. ] 100
= X
° [Ast. —Asl. vz.]

Avz. s pfidav. ......... Absorbance vzorku s pfidavkem znamého mnozstvi standardu
AVZ. e Absorbance vzorku bez pfidavku zndmého mnozstvi standardu
ASE. o Absorbance standardu

Asl. VZ. i, Absorbance slepého roztoku
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5.12 Extrakcni ucinnost SPE kolony

Extrakéni u€innost kolonky pouZité k méreni absorbance v této diplomové praci byla

spocitana podle rovnice 8.
Rovnice 8 Vypocet ucinnosti kolonky

Gei rolonk Absorbance s kolonkou 100 = 103 204
t ] —= » = \
CINOSE KOTONEY = A bsorbance bez kolonky °

Pro vypocet byly porovnany hodnoty ziskané mérenim za stejnych podminek,
s rozdilem poutZiti nebo nepouziti extrakéni kolonky. V pfipadé méreni bez kolonky byl
standard ptipraven v elu¢nim cinidle, aby byly podminky reakce stejné. Absorbance
s kolonkou méla hodnotu 0,261 AU (viz 5.3) a bez kolonky 0,253 AU (viz 5.4). Tyto
hodnoty se témér nelisi, proto lze fici, Ze byl zvolen spravny sorbent, ktery dostate¢né

zachytil analyt.
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SOUHRN

V této diplomové praci byla optimalizovdna metoda Lab-In-Syringe pro stanoveni
jédu v pratokovém systému. Pomoci standardu jodidu draselného se optimalizovaly
jednotlivé kroky analytické metody. PouZitd metoda je zaloZena na oxidacni preméné
gencianové violeti z bezbarvé formy na formu barevnou. Jako oxidacni Cinidlo v této
reakci vystupuje jod, ktery vznikl oxidaci jodidu, nachdazejiciho se ve vzorcich,
oxidacnim cinidlem v kyselém prostiedi. Pfi méreni realnych vzork( se jako sorbent pro

odstranéni interferujici matrice nejvice osvédcil iontoméni¢ TMAHP 100.

Mezi optimaliza¢ni kroky patfila optimalizace objemu elu¢niho C(Cinidla. Ze
zkousenych objem0 byla nejvhodnéjsi hodnota 200 pl. Pfi optimalizace objemu pufru
bylo zjisténo, Ze je potieba aspirovat 500 ul tohoto Cinidla. Odhalilo se, Ze do systému
je dllezité Cerpat 50% isopropanol, aby se zabranilo adsorpci indikatoru na hydrofobni
povrchy pistové pumpy a nedochdzelo tim k ovliviiovani dalSiho méreni. Objem
kyseliny chlorovodikové o koncentraci 0,8 mol/l byl optimalizovdan na 25 ul.
Vyhodnocené mnoistvi kyseliny zajistilo dostacujici kyselé prostfedi pro probéhnuti
oxidace jodidu na jod. BEéhem méreni doslo ke zjisténi, Ze poradi aspirace indikatoru
a pufru ma vliv na hodnoty absorbance, vyssiho signalu (a tedy citlivosti) se dosahne
pfi aspiraci nejprve indikatoru a poté pufru. Pfi optimalizaci prGtokové rychlosti
elu¢niho Cinidla byla nejprijatelné;jsi rychlost 25 ul/s. Optimalni pritokova rychlost pro
retenci analytu na sorbentu byla 15 pl/s. Pro oxidaci gencianové violeti byl zvolen ¢as

120 vterin z dlivodu dosazeni lepsi linedrni zavislosti.

Mérfenim linearity zkalibraéni kfivky vrozmezi koncentrace standarduO-—
1,8 umol/l dosahl korela¢ni koeficient hodnoty 0,988 pfi Case oxidace gencidnové
violeti 100 vtefin a pri ¢ase oxidace 120 vtefin hodnoty 0,997. Limit detekce byl pfi
¢ase oxidace 100 vtefin spoc¢ten na 0,033 pumol/l a pfi ¢ase oxidace 120 vtefin 0,078
umol/I. Limit kvantifikace dosahl pfi stejnych oxidacnich ¢asech hodnot 0,099 pmol/I

a 0,234 umol/Il. Opakovatelnost pfi téchto ¢asech byla 1,2% a 3,7%.
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ZAVER

Cilem diplomové prace bylo optimalizovat metodu pro stanoveni jédu v moci a to
tak, aby bylo moiné vynechat pouziti organického rozpoustédla, snizit objem
pouzivanych chemikalii na dostacujici minimum a zaroven zachovat pfijatelnou citlivost
metody. Lze fict, Ze tyto cile byly spInény. V pfedchdzejici diplomové praci Mgr. Patrika
Kusnira [37] byla sice frekvence davkovani vzorkd stejnd (10 vzork(/h) pfi vysSSim

aspirovaném objemu standardd (1000 pl), ovsem do této diplomové prace bylo navic

pridano nékolik krokd souvisejicich s prfidanou kolonkou a extrakci tuhou fazi.

Optimalizovana metoda je pfipravena pro stanoveni jédu ze vzorkd s jednoduchou
matrici, u vzorkU se sloZitéjsi matrici je tfeba optimalizovat predevsim promyvaci kroky

a vlastni Upravu vzorku pred davkovanim do systému.
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9.

PRILOHA C. 1: PROGRAM NA MEREN KALIBRAEN{ KRIVKY

'Vypusténi do odpadu

ExternalPump Command (?) JOR
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 300
ExternalPump Valve Out

ExternalPump Empty

ExternalPump Delay Until Done

Position =3
ExternalPump Command (?) O1R

'Aspirace vody

Multiposition Valve port 1

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 20
ExternalPump Aspirate (microliter) 200
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace standardu

Multiposition Valve port Position
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 15
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 5

'Aspirace vody

Multiposition Valve port 1

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 10
ExternalPump Aspirate (microliter) 200
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 5

'Aspirace isopropanolu pro slabé myti
Multiposition Valve port 4

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 10
ExternalPump Aspirate (microliter) 500
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 5

'Aspirace vzduchu

Multiposition Valve port 6

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 100
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1
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'Vypusténi do odpadu

ExternalPump Command (?) O9R
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 250
ExternalPump Empty

ExternalPump Delay Until Done

Insert File
C:\Users\Obsluha\Desktop\LipenskaZ\ProcedureCleaningSyringeFromPort6.fia
Insert
FileC:\Users\Obsluha\Desktop\Lipenskaz\ProcedureCleaningDetectorFromPort6.fia
Insert File
C:\Users\Obsluha\Desktop\LipenskaZ\ProcedureCleaningDetectorFromPort8.fia
ExternalPump Aspirate (microliter) 300

ExternalPump Delay Until Done

'Aspirace elu¢niho €inidla

ExternalPump Command (?) O1R
Multiposition Valve port 5

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 25
ExternalPump Aspirate (microliter) 500
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace vzduchu

Multiposition Valve port 6

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 100
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 3

'Aspirace kyseliny

ExternalPump Command (?) J7R
ExternalPump Command (?) O2R
ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 150
ExternalPump Aspirate (microliter) 50
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace oxidacniho €inidla
ExternalPump Command (?) O3R
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace vzduchu

ExternalPump Command (?) O8R
ExternalPump Aspirate (microliter) 300
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ExternalPump Delay Until Done
Delay (sec) 1

'Aspirace isopropanolu

ExternalPump Command (?) O6R
ExternalPump Aspirate (microliter) 200
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace indikatoru

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 50
ExternalPump Command (?) O4R
ExternalPump Aspirate (microliter) 100
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'Aspirace pufru

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 100
ExternalPump Command (?) O5R
ExternalPump Aspirate (microliter) 500
ExternalPump Delay Until Done

Delay (sec) 1

'‘Oxidace LCV

ExternalPump Command (?) O7R
Delay (sec) 120

ExternalPump Command (?) JOR

'Méreni

ExternalPump Flowrate (microliter/sec) 200
Spectrometer Analyte New Sample
Spectrometer Absorbance Scanning
ExternalPump Empty

ExternalPump Delay Until Done
Spectrometer Stop Scanning
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