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ABSTRAKT

Tato diplomova prace se zabyva vypracovanim chlivé stanoveni
kationaktivnich tenzidl ve vodach pomoci prokové injeRni analyzy
s spektrofluorimetrickou detekci. Principem stamovége interakce kationaktivnich
tenzidi se sodnou soli 4,5,6,7-tetrachloro-2',4',5', Tajetlofluoresceinu (Bengalska
cervai) za vzniku ve vod rozpustného asociatu. Sodndil stetrachloro-
tetrajodofluoresceinu je fluoresee®w aktivni; @i stanoveni kationaktivnich tenZice
detekuje pokles intenzity fluorescence barviva asledku vzniku flurescemeé
neaktivniho asociatu. Vyvoj stanoveni probihal veulfazich.

Nejprve byla vypracovana davkova metoda stanovetiomaktivnich tenzidl
Jako standard kationaktivnich  povrcBov aktivnich  latek byl  vybran
cetyltrimethylammonium bromid (CTAB) a MNx{karbethoxypentadecyl)trimethyl
ammonium bromid (Septonex). Byla nalezena optimébricentrace barviva (5.F0
mol/l), bylo ugeno vhodné pH (pH = 9) a vhodny pufr (25 mM fos@@teufr) pro
stanoveni. Linearni dynamicky rozsah stanovenit(®ep) byl zjiS¢n v intervalu: mez
stanovitelnosti - 7.1®mol/l. Mez stanovitelnosti byla 3,72 2@nol/l.

V dalSi fazi byla navrzena a sestavena aparatargmptokovou injekni analyzu
se d¥ma kanaly. Byly optimalizovany podminky proupmkové stanoveni (délka
reakeni civky 60 cm, objem davkovaci stky 250 ul, praitokova rychlosti 2,6 ml/min
pro Bengélskoucerval a 3,1 ml/min pro deionizovanou vodu). Zj$§ linearni
dynamicky rozsah byl mez stanovitelnosti-2'1énol/l (Septonex i CTAB). Mez
stanovitelnosti v pitokovém uspadani byla 5,41.10mol/l (CTAB) a 9,26.18 mol/l
(Septonex).

NavrZena metoda byla testovana na stanoveni k&tionach tenzidh v pitné vod

metodou spikovanych vzaik
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ABSTRACT

This thesis was focused on a development of semgitttermination of cationactive
tenzides by using the flow injection analyses wafbectrofluorimetric detection. The
determination was based on an interaction of catiore tenzides with sodium salt of
4,5,6,7-tetrachloro-2',4'\5', 7'-tetraiodofluorescdiye (Bengal red) that generates a soluble
associate in water environs. The sodium salt of ,6&%etrachloro-2'4'5'7'-
tetraiodofluorescein is a fluorescence-active camdoA decrease of fluorescence intensity
is detected as a result of the formation of flumease-inactive associate. A development of
the determination proceeded in two steps.

At first a static method of the determination wasevaoped.
Cetyltrimethylammonium bromide (CTAB) and M-karbethoxypentadecyl)trimethyl
ammonium bromide (Septonex) were used as a stafidahtionactive tenzides. An
optimal theoretical concentration of Bengal red d$el0® mol/l) was found, an
optimum rate of pH for the fluorescence of Bengal dye (pH = 9) was found, and a
suitable kind of buffer for the environs of theardctions (25 mM phosphate buffer)
was found. A linear dynamic range for the deteritnoma(Septonex) was in the interval:
the limit of quantification - 7.1®mol/l. The limit of quantification was 3,72.2anol/.

Next a device for the flow injection analyses witfo canals was developed. The
conditions of the determination were optimized ¢t coil length 60 cm, volume of
dosing loop 25@l, flow rate of the canal with Bengal red 2,6 mismflow rate of the
canal with deionized water 3,1 ml/min). A lineamdynic range was in the interval: the
limit of quantification - 2.1 mol/l (Septonex and CTAB). The limit of quantiftizn
was 5,41.18 mol/l (CTAB) and 9,26.16 mol/l (Septonex).

Finally the developed method was tested on theomattive tenzides

determination by using spiked samples of drinkiradex.
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Seznam zkratek a symbol U

RB
FIA
Ur
Vs
Aexc
Aem
VFsv
VEsMm
Lc
Vs

barvivo Bengalskéervei (Bengal red)

pratokova injekni analyza

naggti na fotonasoldi detektoru [V]

rychlost skenu spektrometru [nm/s]

excitani vinova délka [nm]

emisnivinova délka [nm]

pratokova rychlost peristaltické pumpy Masterflex [min]
priatokova rychlost peristaltické pumpy C.P. 78017+20tin]
délka reaéni civky [cm]

objem davkovaci sndity [ul]
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1. Cil diplomové préace

Cilem této diplomové prace bylo vypracovat citligg@noveni kationaktivnich
tenzidi ve vodach za pomocifiokové injekini analyzy s fluorimetrickou detekci.

Samotné kationaktivni tenzidy nejsou fluorestgnaktivni. Cilem prace proto
bylo nejdive pi statickych mdienich nalézt vhodné fluoreseéemn barvivo, jehoz
intenzita fluorescence bude ovlwana pitomnosti tenzitl v podolE zhaseni nebo
naopak zvyseni intenzity fluorescence.

DalSim cilem prace bylofpstatickych ndtenich nalézt optimalni experimentalni
podminky pro provathi stanoveni, provést kalibraci aciirzakladni charakteristiky
vyvijené metody stanoveni.

DalSim cilem prace pro realizaciapskového stanoveni kationaktivnich tenzid
bylo navrhnout a sestavit vhodnou aparaturu pro, Fdptimalizovat opt reakni
podminky, provést kalibraci adir zdkladni charakteristiky vyvijené metody starnuive

Konetnym cilem této diplomové prace bylo vyzkouSet wwgu metodu pro

stanoveni kationaktivnich tenzidve vzorku pitné vody.
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2. Teoreticka €ast
2.1 Princip fluorescence molekul

2.1.1 Historie uziti molekulové fluorescence

Patdtek uziti molekulové fluorescence pro kvalitativahalyzu niZze byt
vysledovan k polovi& 19. stoleti. Resné metody pro kvantitativni stanoveni ariabg
objevujive 20-tych letech 20. stoleti. Vybaveni pfloorescetni spektroskopii
vyuZzivajici filtri a monochromatérpro selekci fisluSnych vinovych délek #alo byt
uzivano ve 30-tych az 50-tych letech 20. stoletfest®Ze objev fosforescence
piedchazel objevu fluorescence o vice nez 200 letypoji instrumentace pro metody
vyuZzivajici molekularni fluorescence si kvalitafiva kvantitativni aplikace metod

vyuZivajicich molekularni fosforescenci neziskaiigpozornosti.

2.1.2 Luminiscence

Luminiscencee jev, [ kterém dochazi k emisi #ni poté, co je dana latka
prevedena do elektrondwexcitovaného stavu Vétsina molekul latek, které absorbuji
energii z&eni v UV/VIS oblasti, pedava ziskanou energififkolizi ostatnimeasticin.

Ve spoust pripadi vSak kolizemi nedojde kipdani veSkeré ziskané energie a zbyla
¢ast energie je vydana ve fo¥muminiscerniho zdeni. Podle povahy tohoto
excitovaného stavu rozliSujeme dva druhy luminiseen fluorescenci a fosforescenci.
Na energetické hladiny elektronovyckephod: fluorescence a fosforescence molekul
navazuji molekularni energetické vibné hladiny. Oba jevy Ize znazornit pomoci tzv.

Jablonskiho diagram{obrazekl)

11
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Obrazek 1: Jablonskiho diagram

2.1.3 Nezéariva relaxace

Nezaivou deaktivaci (Radiationless deactivatiorgzyvame jev, kdy se molekula
v excitovaném stavu zbavuje ziskané energie jingestami nez f@chodem mezi
jednotlivymi elektronovymi hladinami. Tyto jevy ted probihaji za stejného
elektronového stavifobrazekl) Pro jev fluorescence a fosforescence maji zasadni
vyznam fechody elektronové a vihmai.

Pri vibracni relaxaci (vibrational relaxationyfechazi molekula z excitovaného
vibraéniho energetického stavu na nizSi vimaenergetickou hladinu, beze &my
elektronové energetické hladiny. Jednd se o ryghigces, molekula vydrzi na
excitované vibrani energetické hladin10*? a mér sekund.

Jinou formou nez#&é relaxace (nez&é deaktivace) jenitni konverze (internal
conversion) kdy molekula na zakladni viknai hladiré pfi excitovaném elektronovém
stavu pechazi pimo na niZSi elektronovou hladinii gachovani orientaci spinu jejich
elektroni a so¢asre na vyssi vibréni hladinu. B kombinacich jevu vnihich konverzi
a vibrani relaxace se fize vratit molekula v excitovaném energetickém staau

zéakladni elektronovou hladinu bez vieai fotond.

12



Vi s

Pribuznym jevem k nex&eé relaxaci jevnejSi konverze (external conversiompyi
které je ziskana energie molekuly interakcerfénpsena na molekulu rozpacidia
nebo jinou molekulu v roztoku zkoumaného analytu

Vrcholnou podobou ne#i&ého gechodu jemezisystémovyrechod (intersystem
crossing) pii  kterém molekula na zakladni vikrd energetické hladin pri
excitovaném elektronovém stavu molekuteghazi na nizsi elektronovou energetickou
hladinu i sowasném pechodu na vysSi vibéai energetickou hladinu figemz dojde
také ke zmin¢ spinu elektrofi molekuly (obrazek 1) Dojde ke zminé singletového

excitovaného elektronového stavy)(8a tripletovy excitovany elektronovy stavi)T

2.1.4 Fluorescence

Zarenim excitovana molekula koné kolize s molekulangjim okoli a zbavuje se
nezaivymi prechody svoji energie,igchazi na nizsi vibéai hladiny @i zachovani
stejného elektronového excitovaného stavu. Molelakginiho prostedi nemusi byt
schopny pjmout vySSi mnozstvi energie odpovidaji¢eghodu zEenim excitované
molekuly do zakladniho stavu. Pokud je k tomutaujelostéasu, zé&enim excitovana
molekula spontarinvyzé&i foton fluoresceéniho zd&eni a kona fluorescerfci

V zakladnim energetickém stavu dané latky (jeji ekoly) se oba jeji elektrony
nachazeji ve stejném orbitalu a maji @@aorientované spiny (singletovy stav, stay.S
Pii excitaci dané latky i@chazi jeden zthto elektrod v molekulovém orbitalu na
vyS8Si energetickou hladinu. \tipad fluorescence se jedna o excitovanyétop
singletovy stav (stav:psowet spinovych kvantovychisel (s) je roven 0, elektron na
vySSi energetické hladinma spin opéné orientovany ve vztahu k elektronu v orbitalu
na zakladni energetické hladinTento ziskany kvantovy stav molekuly trva po vielm
kratkou dobujadow 107 aZ 10°s. Navrat druhého elektronu navedni energetickou

hladinu je spino¥ povoleny, dojde k vyzéni fotonu fluorescemiho z&eni(obrazek 1)

2.1.5 Fosforescence

Prvni faze fosforescence ma podobngigh jako fluorescence. LiSi se vSak tim,
Ze elektron na vySSi energetické hladiriska stejny spin jako elektron v zakladni
energetické hladi#fy z niz excitovany elektron vzeSel. Dokud nezisKékteon
nezaivym prechodem fivodni op&né orientovany spin, netize se vratit na vychozi
elektronovou energetickou hladinu, za vgrd fotonu fosforescéniho zéenf'.

K fosforescenci dochazi, pokud ma elektron, ktergzdrojem fosforescence, po

piechodu na vySSi energetickou hladinu steprientovany spin jako elektron
13



v zakladnim stavu. Souhlasrorientovany spin ziskd v ramci tzinterkombinahi
konverze nez&ivym piechodem (mezisystémovym rgchodem). Pak hovéime o
tripletovém stavu molekuly (stav i)l - souwet spinovych kvantovyckisel obou
elektrori je roven jedné. Tento stav trva u molekuly refatidlouho, giblizng od 10*s
do 10 s *%. Fosforescence tedyirte pokraovat réjakou dobu po odstréni zdroje
excitainiho z&enf. Obecr plati, Ze kvantovy stav molekuly; Tha nizsi energii nez
stav S 3. Navrat tohoto elektronu naipodni energetickou hladinu je spirozakazany
do té doby, nez ziskaupodni spin, opén¢ orientovany ve vztahu k druhému
z elektrorii. Poté, co ho ziska, se vraci nav@dni energetickou hladinu za vyeai
fotonu (obrazekl)

Pokud dojde kiechodu do stavu ¢Skolizni deaktivaci, nebude fosforescence
pozorovana

Fluorescence je jev charakteristicky pro molekubsahujici aromaticka jadta
Absorpci energie excitaiho z@eni na aromatickém j&el zaji¥uje zpravidla jeden

z elektrori jehox orbitalu. Jako fiklad Ize uvést chinin, fluorescein, rhodamih B

2.1.6 Excita €ni a emisni spektra

Fotoluminiscetni (fluorescetini a fosforescami) spektra jsou ziskavany
meienim intenzity emisniho #éni jako funkce bdi excita&ni nebo emisni vinové
délky".

U latek konajicich fluorescenci ttheme promsfovat tzv. excitani (aktivaini)
spektra Excitatni spektrum ziskame tak, Ze monitorujeme interetisniho z&eni @i
dané vinové délce (odpovidajici emisnimu maximuédamolekuly) @i postupr
m&néné exciténi vinové délcé Ziskané excitani spektrum se podoba absairfmu
spektru dané molekuly, ale nebyva s nim zcela mdfoZProngiovani excitanich
spekter nam poskytuje vhodnyizob, jak nalézt vhodnou exaitd vinovou délku pro
kvantitativni nebo kvalitativni analyztemisni spektrunziskame tak, Zefpnastavenée
excitani vinové délce moniturujeme intenzitu emitovanéh@eni v zavislosti na
nastaveni vinové délky emisniho monochromatoru.elMidlh analytu ma obe&pedno
excitatni spektrum a dv emisni spektra; jedno figluSici fluorescenci a druhé

e

fosforescendi Charakteristiku v&echitdruhi spekter finasiobrazek 2

14



fluorescencni
So— 51 emisni spektrum
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Obrazek 2: Exciteni, fluorescetini a fosforescefi spektra

2.2 ZhaSeni a dalsi jevy provazejici molekulovou fl  uorescenci

ZhasSeni fluorescence (fluorescence quenchm@v, v jehoz dsledku dochazi ke
snizovani intenzity Z&ni fluorescencde Ke zhaSeni five dojit v disledku fiznych
mechanismi, nagiklad na zakla8dl kolizi molekul zhasSedel (quenchers)
s fluoreskujicimi molekulami v excitovaném stavuakP hovd@ime o dynamickém
zh&Seni, zhaSeni kolizemi (Dynamic Quenching, stahlal Quenching) ZhaSedly
mohou byt (podle druhu fluoreskujici molekuly) r&fad rozpu&tné molekuly kysliku
O,, ionty I, CS" nebo akrylamid

2.2.1 Dynamické zhasSeni

Proces fluorescence a zhaSeni peabtictvim kolizi nizeme demonstrovat na
nasledujicich ilustrativnich rovnicich:

M + hv => M" (absorpce excitmiho z&eni)

M’ =>M + hv (emise fluorescaitho z&eni)

M" + Q => zhaSeni

kde M je molekula konajici fluorescenci a Q je nkala zhaSedla
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Proces dynamického (kolizniho) zh&Seni Ize popsietogi vztahu:
Fo/lF — 1 = Kev. [Q]
kde k a F jsou intenzity fluoresceéniho z&eni v nepitomnosti a pitomnosti zhasedla,
[Q] je koncentrace zhaSedla @ Ke Stern-Volmerovo konstanta zhaseni (Stern-Volmer

guenching constant).

2.2.2 Statické zhaseni

Molekuly zh&Sedla mohou rovh vytvarit s fluoreskujici molekulou komplex.
Tento komplex pak neni schopen konat fluorescétak. hovéime ostatickém zhaseni
(StaticQuenching)

MQ + hv => energeticka degradace (nizé prechody)

Proces statického zhaSeni |ze popsat pomoci vztahu:
Fo/F=1+ K. [Q]
kde K je slitovaci konstanta pro dany komplex (association emgif the complex),
[Q] je koncentrace zhéSedla ag R F jsou intenzity fluoresceéniho zdeni
Vv negitomnosti a pitomnosti zhasedta

V piipack, kdy se vroztoku kombinuji oba procesy zhaSerd, jeho chovani
popsat pomoci vzorce:
Fo/lF = (1 + kT[Q]) (1 + KJQI)
kde by a F jsou intenzity fluorescéniho zd&eni v nepitomnosti a pitomnosti zhaSedla,
kqje konstanta zhaseni obou molekul zhaSedla (tmeolbcular quenching rate
constant), [Q] je koncentrace zhaSedla, & slitovaci konstanta pro dany komplex
(association constant of the complek)e ¢as fluorescence (lifetime of fluorescence)-

gasovy rozdil mezi absorpci excitdho a psatkem emise fluoresceniho zden?.

2.2.3 DalSi jevy provazejici fluorescenci

Zmeéna teploty roztoku, ktery analyzujeme, s sebou klevyrinaSi zngnu nami
meétené intenzity fluorescéniho z&eni, g@iblizn¢ o rekolik procent na stugezmeny
teploty. Za nizkych teplot dosahujeme fluoreso@mo maxima, za vysokych teplot
miZe fluorescence v krajnimiipads vymizef. Dgje se tak na zakl&dnejrtizngjSich
faktoni, energetické zemy v excitované molekule nastavaji hayp disledku tepelného
pohybu c¢astic vroztoku. Uplauji se gitom nezéivé intramolekularni

a mezimolekularni deaktigai procesy.
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Zména nangiené intenzity fluorescéniho zdeni je celko¥ spjata se z#nmami
v prostedi samotného rozpogdta. Vyznamg se uplaiuji nagiklad interakce
vodikovych vazeb, zsmy ve stupnich disociace, skupin$astic odvozenych od
oxoniovych kationi v prostedi roztoki silnych kyselin oxid siry. Tyto interakce
napomahaji  konkrétnim nd&d&ym intramolekularnim a mezimolekularnim
deaktiv&nim procedm. V disledku omezeni éthto vlivi pak maji nepolarni
sloweniny v prostedi nepolarnich rozpoustel vyssi kvantovy vy¥ek fluorescence
(viz. nize). V prosedi rozpou&tdel se snaze polarizovatelnymi molekulami nap

v disledku van der Waalsovych interakci) pak snazeaidhzhaseni fluorescerfce

Pri fluorescenci je energie emitovanéhdezd nizSi nez energie absorbovaného
excitainiho zd&enf. Emitované fluoresceéni z&eni méa tedy delsi vinovou délku neZ
z&eni exciténi. Tento jev byl poprvé pozorovan sirem G.G. Sseke v roce 1852
a nazyva se poém Stokesv posun (Stoke’s shift)

Fluorescedni rezonadni energeticky fenos (Fluorescence Resonance Energy
Transfer, FRET)je jev, @i kterém dochazi kienosu energie zjedné molekuly
v excitovaném stavu (donor) na jinou molekulu (gitog (obrdzek 3) Pxi prenosu
dojde k zvySeni energetického stavu elekirakceptoru na ukor poklesu energetického
stavu elektrofh donoru, samotny mechanismugemosu energie mezi molekulami
nezahrnuje emisi #éni. K FRET dochazi na zakkadnterakci dipol-dipol mezi
molekulami donoru a akceptdruodehrava se na relatiénvelkych vzdalenostech—
15 a7 604 2.

FRET

DPINSE

Obrazek 3: Fluorescemni rezonadni energeticky fenos
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2.3 Veli¢iny charakterizujici molekulovou fluorescenci

Kvantovy vydZek fluorescence (Quantum Yeald, @¥palyzovaném prasdi Ize
vyjadiit jako podil p@tu emitovanych fotol fluoresceniho z&eni ku p@étu vSech
absorbovanych fotdnexcita&niho zdeni. Lze jej rovdZz popsat pomoci koeficieint
charakterizujicich jednotlivé elektronoviephody.

QY =kn/ (km + ki + ki)
kde ky, je koeficient charakterizujici fluorescenci (ratefluorescence), ije konstanta
charakterizujici nez&vé prechody (rate of radiationless decay) a j& konstanta

charakterizujici mezisystémovygzhod (rate of intersystem crossihg)

Cas fluorescence (Lifetime of fluorescenceje ¢asovy rozdil mezi absorpci
excita&tniho a poatkem emise fluorescénmiho zdeni. Lze jej popsat pomoci
koeficienti charakterizujicich jednotlivé elektronoviephody.

=1/ (ka + Ku)
kde ks je konstanta specificka pro dany chromofor (nateanstant for each
chromophore) , k je soudet konstant charakterizujici néz&@ prechody (sum of kinetic

constants of all non-radiative procéss)

Doba trvani fluorescence (Fluorescence lifetimejetdoba, za kterou poklesla
intenzita z&eni na hodnotu 1/e intenzityizai populace na gatku fluorescence.
Intenzitu z&eni Ize vyjadit pomoci vztahu.

l=qa.et'"
kde | je intenzita z&eni vcase t (intensity at time ty je tzv. normalizéni ¢len

(normalization term) a je ¢as fluorescence (lifetime of fluorescerice)
2.4 Metody fluorescen éni spektrometrie

2.4.1 Molekulova fluorescen €ni spektrometrie

Zakladni konstrukce aparatur pro metody molekultw@resceiini spektrometrie
(fluorimetrie) a molekulové fosforesoari spektrometrie je podobna konstrukci
aparatur pro molekulovou absond spektroskopii. Rkteré gistroje maji dva rezimi
méteni — pro mifeni molekularni absorpce a proéieni molekularni fluorescence
(a také fosforescence)

Konstrukeni schéma typické aparatury pro fluorimetrii jeatmazku 4 Na rozdil

od metody molekulové absai spektrometrie, detektor ighi a zdroj z&eni jsou ve
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vztahu k drdze &ni zdrojového paprsku obvykle orientovaniyivsoke v thlu 90°.
Existuji dw zakladni konstrutni feSeni pro meni molekulové fluorescente

V ptipact flourimetru jsou exciténi a emisni vinové délky ¥éni vymezeny
absorgnimi nebo interferaimimi filtry. Zdrojem exciténiho z&eni pro fluorimetr byva
obvykle nizkotlakd rttova vybojka. Ta vyzaje intenzivni emisnicary rozlozené
napi¢ ultrafialovym a viditelnym spektrem (254, 312, 3%®5, 436, 546, 577, 691
a 773 nm).

Pokud je jako selektor exctaich a emisnich vinovych délek pouzit
monochromator, nazyvameé takovytigiroj spektrofluorimetr Pokud je pouZit
monochromator, uziva se obvykle jako zdroj exeitho z&eni vysokotlaka xenonova
vybojka. Ta vyzéuje spojité spektrum.

Pro nmefeni molekularni fluorescence se pouzivaji ty sakién&né kyvety jako
pro mefeni molekulové absorpce i&menné kyvety se pouzivaji pro praci s exaitia

z&enim o vinové délce pod 300 Mm

Zdroj VInovy selektor

L oL Vzorek
zéafeni ||]|::> (excita éni A) ||]|::>

{

Vinovy

selektor

(emisni A)

4

Detektor

Obrézek 4: Konstrulni schéma aparatury pro spektrofluorimetrii

Zejména pro aplikace na zivé vzorkyibe byt pouzito dalkové snimani na bazi
sond s optickymi vidkny (fiber-optic probev. optrody (obrdzek 5)Pak hovéime
0 analyze vzornk in-situ. Sonda je vybavena &wua oddlenymi svazky optickych
vlaken. Jeden svazek propoustferd od zdroje do specialni kyvety, ktera umng2
snadny piitok roztoku se vzorkem skrz jeji propustnéngt Z&eni prochazi roztokem,
po piichodu skrz vzorek az ke dnu kyvety je odrazenodtos@u vrstvou zgt. Druhy

svazek optickych vldken propousti neabsorbovan&nta smrem k vinovému
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selektoru. Siny kyvety mohou obsahovat proipok roztoku se vzorkem v§zy nebo
také membranu sifslusSnou fazi, schopné reakce s analytem. V takopipac se
vytvaii pii difundovani skrz membranu produkt, ktery absaeblyV z&eni nebo
viditeIné zdeni. Pro analyzu nefluoreskujicich latekiza byt na okraje optickych
vlaken nanesena sonda v poé&lommolekul schopnych fluorescence. Jejich reakce
s analytem pak fre sniZit nebo zvysit vyslednou intenzitu fluoregoého zdent.

= vinowy .
zéfeni selektor ) vinovy
zafeni selektor
M membréana
®_ rcadlo reagenéni HJ/
ginido  —

Obrazek 5: Optrody

2.4.2 Laserem indukovana fluorescence, laserem indu kovana

fluorimetricka detekce

Laserem indukovana fluorescence (LIfMplekul je zakladem pro nejcithjsi
analytické metody. Extrénérmonochromatické laserovéieai je schopné vstupovat do
interakce s jedinym absamim prechodem a excitovat tak jedinou energetickou
hladinu molekuly. Proces excitace molekuly je taknofadre (cinny. Vysledkem
excitace jsou (ve srovnani s buzenim fluorescenomopi vybojky) jednoducha
a prehledna spektra. Budici ie@i byva obvykle v ultrafialové obla&tiPro spravné
meieni fluorescence se ma vinova délka exaiitao zdéeni produkovaného laserem co
nejvice piblizovat vinové délce excitmiho maxima dané&dastice, proto byvaji
sledované molekulyi ionty fluorescetiné znaeny (nap. pomoci tzv. fluoresceénich

sond).
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Pri laserem indukované fluorescenci je nutné zabna&eim procesn vedoucim
k nez&ivé relaxaci molekuly. Je vhodnéfiyadét vzorek v minimalnim mnoZstvi
v podolg molekulového svazku, ffpadré uzawit vzorek do kyvety spotee
s molekulami naraznikového plynuii Ravadni vzorku do kyvety je vhodné snovat
ziskAvame co nejdelSi drahu pro absorpci lasero&eni. Je vhodné, aby pro
spravnost vysledk detekovana molekula proSla procesem absorpce agxitio
z&enilfluorescence vicekrat

Mimoradre kratké délky laserovych pulzumoziuji sledovat fluoresceni
spektrum ase (tzvéasow rozliSitelna spektroskopie), ziskasow rozliSitelné udaje
a postupa sledovat fluorescemi dohasinani. Rozvinutigdasoveé zavislosti Ize ziskat
trojrozmsrné spektrum: amplituda fluores@@ho z&eni/vinova délkasas .

Metoda laserem indukované fluorescence umzv idealnim gipac dosadhnout
nebo se fiblizit k limitu detekce jediné molekuly.iPultrastopové analyze limitnich
mnozstvich analytu je nutné minimalizovat ztratgiexniho a fluorescemiho zdeni.
Ty mohou nastat ve vstupni aéghe optice, fi vicefotonové absorpci nebo srazkovou
relaxacf. Laserova analyticka fluorescemi spektroskopiese vyuziva fi chemickém
vyzkumu a studiich (nd&p fluorescence bwnych makromolekul, studium fo¢hu
chemickych reakci).

Laserem indukované fluorescence vyuziva metodaerem indukované
fluorimetrické detekce (LIF)Paprsek laseru prochazi kapilarouifpkovou celou), je
zaznamenavana emise fluoresgeho zdeni jednotlivych floureskujicich molekul
nebo molekul fluoresceéné znasenycl. Tato metoda stanoveni byla jiz pouZita
nagiklad ke stanoveni albuminu z lidského séra ve &amb molekuly-fluorescemi
sondy. Metoda byla pouZita také ke stanoveni uranu vercigh z piimyslové
krajiny'®.

2.5 Uziti molekulové fluorescen éni spektroskopie

a spektrometrie

Ptimé kvantitativni stanoveni dané latky pomoci fasmence lze pouZzit pouze
tehdy, pokud molekula analyturipexcitaci poskytuje dostatey kvantovy vyézek.
Pokud analyt neni schopen fluorescence nebo je kghatovy vytzek @ilis nizky,
muzeme pouzit ndggmou analyzu. Jednim Ziptupi je nechat reagovat analyt

scinidlem na mgfitelny komplex, ktery je mozné fluorimetricky stauiio piimo.
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Druhym gFistupem je réit pokles intenzity fluoresceéniho z&eni roztoku dodaného
k analytu, picemz molekuly analytu vyvolavaji u dodané fluoreskiujmolekuly
nezaivou deaktivaci nebo s fluoreskujici molekulou rngjaga fluorescence neschopny
produkt.

AZ na par vyjimek, jmenowit nag. UO,", v&tSina anorganickych iofit neni
schopna fluorescence pro jejiciimou analyzu. Mnohé kovové ionty vS8ak mohou byt
stanoveny reakci s organickym ligandem vedoucbRavfluorescenceschopného nebo
meére c¢asto fosforescenceschopného komplexu poskytujicibstatény kvantovy
vytéZzek pro @ely stanoveni. f#&hled iont a chelatovyckinidel zachycujetabulka 1
Jednim z fikladi je chelatovy ligand - sodnéils 2,4,3 -trihydroxyazobenzen-5-
sulfonova kyselina, také znama jako alizarin garRetktera vytvéi fluoreskujici
komplex kov-ligand s ionty Af. K analyze se pouZiva excitd vinova délka 470 nm,
flourescence je zaznamenavana na vinové délcers0 n

Nekolik anorganickych nekovovych sléenin ntize byt uéeno na zaklatljejich
schopnosti omezit, neboiipmo zhaSet fluorescenci jinych st@nin. Rikladem je
stanoveni F které je zaloZeno na jeho schopnosti zhaSetefhoenci komplexu Af-
alizarin garnet R.

Organické sloteniny obsahujici aromatickd jadra jsou okecachopny
fluorescence. Aromatické heterocyklické sleniny casto fosforeskuji. Mnoho
dulezitych biochemickych, farmaceutickych a enviromtaéne dalezitych molekul pat
mezi aromatické sldeniny a je je proto mozné stanovovat pomoci fluetile nebo
meifenim fosforescence. iéhled takovych slaienin zachycujetabulka 2 Pokud
organicka slotenina neni v firozeném stavu schopna fluorescence nebo fosfaresce
lze ji z&lenit do chemické reakce poskytujici fluoresggnnebo fosforesceéni
produkt. Tak Ize stanovit enzym kreatinfosfokinaktery katalyzuje tvorbu kreatinu
z fosfokreatinu. Kreatin ut¥@ny enzymem nech@me reagovat s ninhydrinem, reakce
poskytuje fluorescence schopny produkt

Metody fluorescetni spektroskopie jsou také vhodné ke stanoveni atiokych
slozek petrolejové frakce. K identifikaci jednofioh sloZzek je vhodné pouzit excite
z&eni ovlnové délce 250 nm. Tim je z&na identifikace &3iny aromatickych
uhlovodika'.

Metoda FIA vyuZivajici pH gradient byla uzZita keidtescetinimu stanoveni
slozek smisi kovovych iont (Zn, Cd, Pb, Al a Mg) tvidicich fluoreskujici komplex

s chelatéanim ¢inidlem  8-hydroxychinolin-5-sulfonovou kyselinou HQS). Ri
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dostaténe vysokém pH byly ionty kov vazany téz ionty hydroxidovymi na ukor
formovaného komplexu. Spektrofluorimetrické morotcani reakni zény vcéase
poskytovalo pro dany komplex kovového iontu s HQSnas komplexu s kovem

vazanym do hydroxidu charakteristické dva pfky

Tabulka 1: Vybrand chelatai cinidla pro fluorimetrické stanoveni anorganickyicimtiz kowi

Chelataéni ¢inidlo Kovové ionty

8-hydroxychinolin AF*, BE€F, ', Li*, Mg (a dalsi)
flavonal ZF*, s

benzoin BO/”, zn**
2°,3,4".5,7-pentahydroxyflavon Be

2-(o-hydroxyfenyl) benzoxazol éd

Tabulka 2: Vybrané organické skamminy biochemicky, farmaceuticky a environmeditaln

vyznamné, jejichz molekuly vykazejigzenou fluorescenci a fosforescenci

Trida slowtenin Nazev slodeniny

Aromatické aminokyseliny Fenylalanin (F)
Tyrosin (F)
Tryptofan (F,P)
Vitaminy Vitamin A (F)
Vitamin B, (F)
Vitamin Bs (F)
Vitamin By, (F)
Vitamin E (F)
Katecholaminy Dopamin (F)
Norepinefrin (F)
Léciva a narkotika Chinin (F)
Salicylova kyselina (F,P)
Morfin (F)
Barbituaty (F)
LSD (F)
Kontaminanty Zivotniho prostdi Pyren (F)
Benzopyren (F)
Organothiofosforénanoveé pesticidy (F)

F= fluorescence P=fosforescence
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2.6 Zdroje excita €éniho zéa feni pro fluorescen ¢ni spektrometrii

Zdroje uzivané k produkci excitaiho z&eni vyzduji ¢arova nebo spojita spektra.
Pro ziskani z hlediska dfeni spravné produkce fluores¢arho zdeni je vhodné, aby
se vinova délka excitaiho z&eni co nejvice blizila vinové délce exc¢imdgho maxima
sledované molekuly, ktera mé& konat fluorescencikudozdroj vyz#éuje spojité
spektrum, Ize vinovou délku exait@iho maxima sledované molekuly ziskat pomoci
monochrommatoru. Toho vSak nelze dosahnoutarovych spekter. Pouziti zdtoj
produkujicich¢arova spektra proto s seb&asto nese pouziti fluoresagiho znageni
sledovanych molekuéi ionta (nag. pomoci tzv. fluoresceénich sond), které zajisti

piitomnost exciténiho maxima naislusnétére zdrojem vyzibvaného spektra.

2.6.1 Laserové zdroje

Laserové zdroje (Lasersjsou uzivany jako zdroj #é&ni @i molekulové
fluorescewti spektrometrii (spektrofluorimetrii).

Lasery vynikaji nad ostatnimi zdroji excaitdho z&eni v rékolika oblastech.
Emituji vysoce koherentni, vysoce monochromatick® raonofrekvenni z&eni.
Vyuzivaji se nafiklad dusikové, excimerové nebo neodymové lasesjchl z&eni
muze byt zaoseno na plochu o rozrech viadu rekolika mikrometi. Laserové
zdroje jsou také schopny vyted pulzy zéeni o velmi kratké dab trvani, od
mikrosekundovych putzaZz po nanosekundové pulzy. Kratka doba trvanitpsigebou
piindSi celko¢ menSi mnoZstvi rozptyleného iedi, které by mohlo byt zdrojem

interferenci ruicich podminky, za kterych nastéd@rescenc¥.

2.6.2 Vybojky

Vybojkyjsou uzivany jako zdroj #éni @ molekulové fluoresceti spektrometrii
(fluorimetrii).

Ve vybojkach dochazi k elektrickému vyboji v plyhea parach kov. Jedna se
o obloukovy vyboj, ktery nastava mezi katodou adauouvnit plynosné trubice
s obsahem ijslusné néapla Elektrony uvolgné z katody postupuji k anéd
a vyvolavaji lavinovitou ionizaci napin Atomy naplg vybojky jsou ionizovany
proudem elektroin (tzv. katodové z&ni) mezi elektrodami a jsou zdrojems®iného
z&ent*™
Podle urova tlaku plynové naplkh rozeznavametrit zakladni kategorie vybojek.

Nizkotlaké vybojkyyuZivaji k produkci z&ni nap. pary sodiku a rtuti a jejich
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vystupni spektrum jeéarove v oblasti UV/VIS spektr&tedretlaké vybojkwyuzivaji k
produkci zéeni nap. pary rtuti a jejich vystupni spektrum je r@ntarové v oblasti
UV/VIS spektra. Vysokotlaké vybojkywyuZzivaji k produkci zi&ni elektricky vyboj
v xenonu, plynném vodiku nebo deuteriu a emitupjisp spektrum v UV oblasti
spektra®.

Vybojkami produkované spojité t&ni je rozkladané na monochrométoru, timto
zpiasobem je pro &ely meteni molekulové fluorescence vymezerigsipsSna exciténi

vinova délka.

Obrazek 6: Konstruli uspdgadani rtuove vybojky. 1-nosny rawek, 2-hlavni
elektrody, 3-pomocna elektroda, 4-molybdenova félieermistor, 6-rtd, 7-vrejSi

baiika, 8-luminofor, 9-zavitova patice

2.7 Detektory fluorescen éniho za reni - optoelektronicka

zobrazovaci za Fizeni

2.7.1 Fotonasobhi ¢e

Zakladem fotonasobé (photomultiplier tube) je fotokatoda, ktera en@typo
dopadu s#tla (fotoni fluorescetniho zdeni) na zaklagvnejSiho fotoelektrického jevu
elektrony. Jedna se v podstat maly ¢ip z polovodéového materialu (n&p na bazi
arzenidu galia). Fotonasahilale sestava ze série dynod ze slitinglna berylia. Jedna

se o jakeési destky, na které je filozeno vysoké nafi. Fotokatoda, dynody a anoda
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jsou pod vysokym nagim zapojeny do jednoho obvodu. VSe je instalowameakuoy
uzawene trubici s okénkem propogitim UV z&eni.

Dopad fotonu na fotokatodu vyvola vyraZzeni elekiromyrazeny elektron ma
nizkou kinetickou energii. Elektron je ndjm akcelerovan k prvni dynédodkud po
dopadu vyrazi dva a vice sekundarnich elektrofyto sekundarni elektrony jsou
napstim akcelerovany k dalSi dyné&dkde po dopadu vyrazi dalSi elektrony, a to samé
se opakuje na dalSich elektrodach. Vysledkefiblipné po 20 ns, je pulz 105 — 107
elektroni, které po pblizn¢ 2 ns dopadaji na anodu. Urychlené elektrony dgpada
anodu, kde jsou zdrojem elektricky signalu &ného mvodnimu mnoZstvi fotan
fluorescerniho zdeni.

Kvantova w@innost fotonasolse typu RCA C31034A PMT se pohybuje v rozsahu
od 15 do 35%, snimaigni o spektralnim rozsahu od 220 do 85G*hm

urychlujici
fotokatoda elaktroda

zaostiovaci |
elektroda - —

v L | J—L{

Myzureny - | | XA NN L |
fotoelekiron dé&liE napéti . . .

L e

VNA1300 Y

Obrazek 7: Konstrui schema fotonasata

2.7.2 SIT snimaci elektronka

Zakladem SIT snimaci elektronky (silicon intenglfitarget vidicon) je
polovodicovy prvek, ktery sestava z ostka polovodite typu P na bazi ikmiki
umisgénych na destce polovodie typu N na bazi lemiku. RPechod P-N v misgt
rozhrani destky a ostfivka vytvaii efekt polovodiové diody. B chodu detektoru jsou
jednotlivé ostlivky sowasti obvodu, cely prvek ma charakter anody, a daggive
ostiivky dopada srrovany elektronovy paprsek. Ostky vytvareji pole 1000 x 1000
jednotek na ploSe ofoméru 16 mm (typ RCA 4804 SIT).
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Kdyz fotony fluorescetniho zdeni dopadaji na fotokatodu, vyvolaji v rdmci
vngjSiho fotoelektrického jevu emisi fotoelektfonTy jsou akcelerovany na&gpm
smérem k anod, kde vyvolavaji na jednotlivychiechodech tvorbu parelektron-dira.
Tvorba €chto echod je zdrojem elektrického signalu, ktery je vyhodoagn dalSimi
prvky detektoru.

Detektor umi pracovat jeStv druhém maodu, tzv. integaim modu (integration
mode). Fotokatoda je wesrE daném case vystavena zdroji &ni. Ve vySe
vedeném polovodovém prvku dojde k vytvi@ni paru elektron-dira, kteryipszhodrg
zvolené teplat udrzované chladicim #aenim vydrzi relativé dlouho. Nasledh je
z druhé strany vySe uvedeny polovamily prvek oz#ovan elektrony generovanymi
elektronovym dlem (generace termoemisi); urychlené elektrony jsmstednictvim
zaostovacich elektrod s#movany na jednotlivé P-Nipchody. Ped jejich dopadem
jes€ dojde kjejich zpomaleni. Dochazi k zanikuivpdniho rozlozeni elektran
a k tvorl® detegovatelného elektrického sigrfalu

2.7.3 Detektory s diodovym polem

Zakladem detektoru s diodovym polem (self-scannedalarray) jecip slozeny
ztady fotodiod. Fotodiody jsou Siroké 2om a vysoké 2,5 mm (typ RL1024S).
Sestavaji z osivkt polovoditového materidlu typu P a z dékiy z polovodéového
materialu typu N. Rechod P-N v mistrozhrani destky a ostfivka vytvéri efekt
polovodicové diody. Dopadajici fotony fluoresemiho zd&eni vytvdeji na oswtlené
strart diody na zakla#l vnitrniho fotoelektrického jevu v polovagivém materialu
typu N par elektron-dira, elektrony migruji na & P-N gechod, vysledkem
je tvorba elektrického nafi na obou stranach diodkada diod je satésti néticino
obvodu, zm$na napti je registrovana jako signal @mmy mnozZstvi fotof
fluoresceniho z&eni.

Vysoké kvantové &innosti detektoru (quantum efficienciestinnost detektoru
menit swtelnou energii dopadajiciho ihi na energii elektrickou, ktera je
vyhodnocovéana jako zdroj signalu) je dosahovandlasti viditelného a blizkého
infracerveného zi#ni. V oblasti ultrafialoveho #éni je kvantova dinnost detektoru
mensi nez u fotonasalevého detektoru.

Stejre jako SIT vidicony mohou detektory s diodovym polepracovat

v tzv. integr&nim moédd?®.
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Obrazek 8: Konstruki schéma detektoru s diodovym polem

2.8 Tenzidy — povrchov é aktivni latky

2.8.1 Vymezeni pojmu tenzid

Tenzidje organicka latka, ktera je schopna se hromgndij nizké koncentraci na
fazovém rozhrani a tim snizovat mezifazovou ensaiistavy’.

Mezifazova energieyX je prace pdebna k vratnému a izotermnimu vzniku
jednotkové plochy fazového rozhrani, spojenéhéesquem molekul z nitra objemové
faze do fazového rozhrdhi Charakterizuje rozhrani kapalina/tuhd latka nebo
kapalina/kapalina. Jednotkou je ¥m

Povrchova energie kapalinje prace pdebna k vytveéeni jednotkové plochy
nového povrchu kapaliny na daném fazovém rozhrasystémech kapalina/plyh
Ciselrs i rozmgrové je rovna povrchovému naip soustavy. Jednotkou je J°m

Povrchové nagti kapalin ¢) charakterizuje konkrétni fazové rozhrani soustavy
kapalina/plyn. Je definovano jako sila (tzv. poesghsila), kterasobi ve srru teiny
k povrchu daného rozhrani na dse jednotkové délky. Jednotkou je N'mudaj je
doplngn o druh konkrétniho rozhrafii Napiklad povrchové nafi vody na rozhrani
voda/vzduchini 74,3.10°N.m™.

Povrchov aktivni latkaje latka, ktera se samoveélhromadi na fazovém rozhrani,
kde sniZuje povrchovoufipadré mezifazovou enerdil. Diky tomu je na rozhrani tzv.

pozitivné absorbovana.
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2.8.2. Mechanismus €isticich G €ink & tenzid G

S tenzidy pichdzime v rdmci svych hygienickych néwvyklo styku prakticky
denrg. Jejich molekuly vykazuji polarni a nepola#ast. V polarnim prostdi vodného
roztoku molekuly tenzidu disociuji. Tim se uvolrdnsotna dinna slozka tenzidu,
kterou byva nejZngji anion s navazanym linearnim nepolarnfe€zcem. Winnou
sloZzkou je tedy vipact obyejnych mydel k myti rukou na bézi dodecylsiranu
sodného (GH2sSOyNa) dodecylsiranovy anion (§,5-SOy).

U¢inna slozka vykazujdetergengitedy schopnostipvadt netistotu z tuhé faze
(uSpirsny pevny povrch) do objemové faze roztkuNesistotou je nejasgji smas
raznych tuki, ve které jsou zachyceny ngrgjSi pevné né&stoty, nap. Supinky Kize,
oleja zbytky potravy’. Vykazuje navenek nepolarni charakter a nelzegigpodstranit
samotnou vodou. &inna slozka tenzidu se hromadi na fazovém rozhvada/tuha
latka (snés tuki). Nepolarni¢ast &inné slozky tenzidu adsorbuje kdmgote, zatimco
jeji polarni ¢ast je vtahovana do vodného predi. Tato sila nakonecigkona
povrchovou silu, kterou je ¥j$i vrstva molekul néstoty pitahovana jejimi vnitnimi
vrstvami molekul, a ionty dinné slozky tenzidu s navazanowiséotou jsou vtazeny do
vodného prosedi. Neistota je tedy z uSpémého povrchu fgnesena na misto, kde jeji
piitomnost tolik nevadi (odpadni vod&etergentje snes tenzidi a dalSich latek, které
zvySuji detergetni vlastnosti této s#si. V praxi jsou k dispozici praskové praci
prostedky a kapalné myci a praci piestky.

2.8.3 Kasifikace tenzid

Mydla jsou soli vysSich mastnych kyselin, kationty wdgej struktde jsou
negastji alkalické kovy.

Saponatye starSi nefesny ndzev pro syntetické tenzidy.

Saponinyjsou glykosidické tenzidy obsazené v rostlinach.

Syndefe zkratka nazvu synteticky detergent, ktery jéazid neobsahuje mydlo,

ale synteticky tenzid.

Podle ionogenity molekul a jejich nasledovného dmdvviaci rozpoustdlu
rozliSujeme nasledujici katergorie tenzid

Tenzidy ionogenniu kterych rozliSujeme kategoranionaktivnia kationaktivni
tenzidy Jejich molekuly maji vyraznoddilenou polarni a nepolargést, a ve vodl

disociuji na ionty.
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Anionaktivni tenzidy maji jako svouciinnou sloZzku, nesouci nepolarsést
ietzce, objemny aniontMydla jsou sodné, draselné &kdy i amonné sole vysSich
mastnych nasycenych i nenasycenych kyselitkldlem syntetickych anionaktivnich
tenzid: je dodecylsulfat sodny a sek-dodecylsulfonan so@yyaji sodasti kapalnych
a praskovych mycich a pracich presiii.

Kationaktivni tenzidy maji jako svou organickou ikatovou &innou slozZku,
nesouci nepolarriastiettzce, ténd ve vSech fipadech kvartérni amoniovou bazi. Ta
vytvéii s anorganickym, ndiklad chloridovym aniontem kvartérni amoniovodl. s
Vykazuji antiseptické a dezinf&ki &inky, nici mikrobialni organismy. Proti
anionaktivnim  tenzi@in vykazuji zn&nou variabilitu usptadani molekul.
NejvyznamijSi sloweninami jsou kvarterni amoniové soli alifatickycljfaticko-
aromatickych amii a sole pyridinP. Prikladem kationaktivniho tenzidu jgeptonex
kvartérni amoniova s trimethylamoniumbromid ethylesteru kyseliny patlovié
(obrdzek 9) nebo CTAB, cetyltrimethylamonium bromidobrdzek 10).V této
diplomové praci byly oba zmované tenzidy vyuzivany pro vyvoj metody stanoveni
kationaktivnich tenzidl

Tenzidy neionogenni (neionické) kterych rozliSujeme kategoroxyethylenéaty
pro které se v literate pouZiva technicky nazethoxylaty a polyhydroxyslodeniny®.
Oxyethylenaty obsahuji protitigodni molekule vice oxyethylenovych skupin (£H
CHx-0O-). Ve vod na ionty nedisociuji, jejich molekuly vykazuji pohi oblast nesouci
castény kladny acasté&n¢e zaporny naboj. Ten ize byt dan nafklad lokalni vySsi

koncentraci kyslikovych ataimv molekule. Jsou s@ésti mycich a pracich prostki.

O
/\/\/V\/\/\/\HJ\O/‘&
.-'h|lt“-. Br

Obrazek 9: Strukturni vzorec molekuly septonexu
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Obrézek 10: Strukturni vzorec molekuly CTAB

2.8.4 Tenzidy a spektrofluorimetrie

Tenzidy mohou v roztoku ovlivovat mikroprosiedi fluoreskujicich latek a énit
tak jejich charakteristické fluoresaem parametry - excitami a emisni spektrum nebo
kvantovy vytzek fluorescence, mohou se projevovat phaSecich procesech
a podobs. Téchto vlivii tenzidi na Gzné fluoreskujici latky se vyuzZiva heéjrpri
chemickém vyzkumu a studiich (rfaprychlosti tvorby a struktury vznikajicich
produkfi, objasgni hydrofébnich interakci micéh

Tenzidy maji vliv na excitai a fluorescetni spektra latek pouzivanych pro
fluoresceni analyzu iont kovi. MuZe dochézet az ke stonasobnému zvySeni intenzity
fluorescence fluoreskujiciho produktu. ZvySeni kesgho vytZku je mimo jiné
prisuzovano micelarni solubilizaci fluoreskujicihcoguktu i vlivu polarity prosedi,
ktera je v pitomnosti tenzid zménéna. V analytické praxi bylo vyuzito tenZichag.
pii fluorimetrickém stanoveni katioithliniku, galia, india¢i niobu lumogallionem

nebo moriner.
2.9 Analytické metody uZzitelné ke stanoveni tenzid d

2.9.1 Sekven éni injek €ni analyza

Sekvetni injek’ni analyza (Sequential Injection Analysis, Spaki do skupiny
pritokovych analytickych technik. SIA je dalSim vyvejon stupgm pritokové
injekéni analyzy (Flow Injection Analysis). Prviianek definujici koncepci SIA, byl
zvaejrén vroce 1990. U zrodu metody stala skupina andytz University of
Washington.

Pri stanoveni analytu metodou SIA je naSi snahouaiittv misici civce fstroje
asociat analytu s vhodnytiinidlem a nasledhho po ukogeni jeho tvorby detekovat
vhodnou spektrometrickou nebo elektrochemickou deicstanoveni. Howame o tzv.

odctlenych ngficich cyklech. Zakladnéasti aparatury pro SIA zachycuje nasledujici
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obrazek (obrdzek 11) Systém je tvien jednokanalovym dvojstmym pistovym

cerpadlem, vicecestym setekm ventilem, vhodnym detektorem, misici civkowerat

slouzi zarove jako pojistka proti vniknuti vzorku &nidel do ¢erpadla, a spojovacim
materialem. Systém SIA pracuje v haprogramovanéRiucgohyhi pistu cerpadila,

synchronizovaném si@pinanim pozic selékiho ventild. Sowasti systému je proto
fidici paita¢, mize byt pouzito &né PC.

» =0 Odpad

reagent 1

r:H:tsnjr tok

Obrazek 11: Konstruki schéma aparatury SIA

Nejprve jsou zony nosného média, vzorkimidla prostednictvim pistového
serpadla dodany vicecestnym ventilem do jednokagfiowsystémtt. Poté je pohyb
cerpadla obracen, dojde k promiseni vzorkiingdlem a vznikly produkt je dopraven
do detektoru a tim je cyklus ukien (je vyuZivana zeéma gimého a z@tného toku).
Zménou toku je dosaZzeno vyssiho stéironverze analytu na detekovatelny produkt.
Vznikly zadznam, ktery je funkci okamzité koncen&radetekovatelného asociatu
a detektorem gfené velkiny, ma formu piku jako v fjjpact pritokoveé injekni
analyzy. Jedna se dikku grafu zavislosti odezvy detektoru tase (mdtriciho cyklu).
PouZivaji se népstji spektrometrické, fluorescéni a elektrochemické detektory
s piitokovymi meficimi celam?’. Priitokové rychlosti SIA se prakticky nelisi od FIA
a dosahuiji 1ml.mif, doba trvani jednoho #ficiho cyklu u SIA nefesahuje 30 sekund.

Metoda SIA byla jiz dve uZita ke stanoveni tensid prirodni vod. Nagiklad
pomoci monoklonalnich protilatek vazanych na magkétmikrokulicky (microbeads)
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byly vytvoreny komplexy anionionaktivnich tenzid ze skupin linearnich
alkylbenzenovych sulfoné&t Vysledny rea&ni produkt byl stanoven detekci
emitovaného chemiluminiscamiho z&enf?.

Za vyuziti SIA byly také stanoveny asociaty monoidmich protilatek vazanych
na magnetické mikrokuky (microbeads) a neionickych tenéide skupiny alkylfenol
ethoxyldti v prirodni vod. Pincipem detekce byl zaznam emitovaného

chemiluminiscetniho z&eni vysledného reakiho produkté®.

2.9.2 Pratokova injek €ni analyza

Pritokova injekni analyza (Flow injection analyses, FlAjati do skupiny
analytickych metod zvané fiokové analytické techniky, které vyuzivaji postépa
davkovani vzork v pravidelnych intervalech do proudu nosného médigravujiciho
vzorky k detektoru. Metoda byla vyvinuta v polo¥i@0. let 20. stoleti jako vysoce
produktivni technika pro sériovou analyzu vzdrk

Zakladni funkni komponenty aparatury pro FIA jsou zachycenyheazku 12
Reagenini ¢inidlo slouzici zarové jako nosné médium je usklasho v zasobniku.
Cerpadlo udrzuje konstantnitpok nosného média skrz vedeni. Vzorek je davkovacim
ventilem vstiknut gimo do proudu nosného meédia. &mprochazi reaki civkou.
V reakeni civce probiha chemicka reakce —inagnika asociatinidla a analytu. Po
opusSéni reakni civky je produkt chemické reakce detekovan iwtgkové ngfici cele
piislusného detektoru. Detektor podle okamzité komaea reakniho produktu
ukazuje zavislost ttené velkiny na case, v podob tzv. fiagramu (obrazek 13)
VyuZivaji se roviz slozigjSi uspdadani aparatur, kde existujekolik oddilenych
zasobnik proinidla a nosné médium{igemz vysledna siés pro reakci s analytem se
utvéi cestou do reaki civky.
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Obrazek 12: Konstruki schéma aparatury FIA. R1, R2- zasobniky reé&gjeh
cinidel, P- peristalticka pumpa, S- vzorek, | - daw&ci ventil, B- davkovaci sika, W-
odpad, C- rea#ni civka, D- detektor.
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Obrazek 13: FIA gram

Disperze (rozptyleni) vzorku s analytem do nosnépudu <inidlem
zprostedkovavd mechanismus konvekce uglddku toku nosného média a difuze
v disledku existence koncentrdho gradientu mezi vzorkem a nosnym proudem.
Disperze analytu do proudu nosného médimiglem je prvnich 100 ms po n&g&u
vzorku zajiséno konvekci (prouthim). K difuzi dochazi v axialnim i radialnim 8ra
ve vztahu ke s#ru nosného proudu. Diflze zargvpomaha krom miseni udrZovat
integritu v celém objemu proudu vyslednéésim Difuze a konvekcesobi sodinné
piiblizné 3-20 sekund po nd&ttu vzorku, po 25 sekundach se v disperzi znételn
uplatiuje pouze difuze, proud vysledné &inziskava konany parabolickycelni profil
(obrazek 14)
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Obrazek 14: Profil toku v zavislosti @ase @i FIA analyze a) i nastiku vzorku, b)

T
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(d)

po disperzi vzorku vidledku konvekce, c) pdagobeni konvekce a difuze, pispbeni
difaze (d).

Jakocerpadlo pro udrzovani konstantniho nosného proedposiziva nepst;ji
peristalticka pumpa. Peristalticka pumpa sestavsadg valéka piipojenych zvejsSku
na ot@&ny valec. Trubice vedeniinidla s nosnym médiem se nachazi mezi valcem
s valeky a pevnou nehybnouiitlaénou ¢asti. Jak se oté valec s valgky, valeky
matkaji trubici vedeni, a posouvaji tak kapalny obsadeni ve srru rotace valce.
Peristalticka pumpa poskytuje konstantni rychlastuggEni kapalného obsahu vedeni,
danou rychlosti oté@ni bubnu a vnihim prtimérem trubice. Zpravidla poskytujetgok
v rozsahu 0,0005 a7 40 ml.rifinpri¢emZ rozsah hodnot jtoku uZivany f FIA
dosahuje 0,5 - 2,5 ml.mifn Nevyhodou peristaltickych pump je, Ze vyfvidulzuijici tok
kapaliny, ktery miZze vést k oscilacim signalu detektoru.

Nastik vzorku probihd neépsgji pomoci Sesticestného davkovaciho ventilu
s vymenitelnou smykou. Nastik se provadi v objemu obvykle 5 — 200D

FIA vyuZiva mnohé z detektior uzivanych g HPLC. Jedna se zejména
o spektroskopické detektory, vyuzivajici UV/VIS alpxce analytu a jeho fluorescen
vlastnosti. Pomoci ptokové cely UV/VIS detektory zaznamenavaji absocbgako
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funkci ¢asu; kazdémuwasovému momentu odpoviddigluSna okamzita koncentrace
analytu. Jsou vyuZivany ro¥h elektrochemické detektory na bézi ampérometrie,
voltametrie, coulometrie a konduktometri€asto jsou uzivany iontév selektivni

elektrody.

2.9.3 Rovnovazna potenciometrie

Rovnovazna potenciometripati do skupiny elektrochemickym analytickych
metod. Analyt je stanoven z rovnovaznéhodtiaplektrochemickéhalanku tvaeného
indikacni elektrodou pon@nou do analyzovaného roztoku a referentni ele&trod
spojenou s analyzovanym roztokem solnyrisstkem. Napti je méfeno za podminek,
pii nichZ glankem net&e elektricky proutf.

Ke stanoveni koncentrace kationaktivniho tenzidpts®exu byla pouZzita jako
indikacni elektroda ionto¥ selektivni elektroda typu SPE (Screen-Printed tidele).
Elektroaktivni sloZzka elektrody byla zaloZzena naorié komplexu septonex-
tetrafenylboran (tetraphenylborate). Jako plagijciz slozka elektrody slouZil o-
nitrofenyloktyleter (0-NPOE). Vznikly senzor byl sgce selektivni na septonex tidp
Sirokym spektrem slaenin, jako vyznamné interferenty byly identifikoyaiodidové
ionty a cetyltrimethylamonium bromid. Dolni mez elate senzorwinila 9.10° M.
lontow selektivni elektroda senzoru byla otestovana rmorior pripravenych
vzorcich i ptimé potenciometrii, jeji modifikovana verze také& potenciometrické
titraci. Uzite&enost senzoru byla doloZzena jeho schopnosti staneeptonex

v laboratorg pripravenych farmaceutickych vzorcfch
2.10 Analytické metody uZzitelné k separaci tenzid

2.10.1 Vysoceu ¢€inna kapalinova chromatografie

Vysocedinna kapalinova chromatografie (High Performance guid
Chromatography, HPLCje uZivana jako sepata metoda ufena k oddleni molekul
tenzidh ze sndsi. HPLC se vyvinula z plynové chromatografie wé@twich 70 - tych let
20. stoleti. Vysokych dinnosti separace se dosahuje pouZzitim stacionafazthkteré
obsahuji maléastice pravidelného tvaru a jednotné velikostir&teomogen& vypliuji
kolonu. Tim se dosahujeciinosti fadow desitek tisic pater na jednotku koléhy
Davkuji se mala mnozstvi analytu, pro dosazeni atgsicho pttoku je poteba

aplikovat tlak viadu jednotek az desitek MPa.
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Separani kolony jsou ¥tSinou vyrobeny z ocelové nebo tlustosté trubice
0 vnittnim piiméru 2-5 mm. Jsou napiny stacionérni fazi o vhodné zrnitosti, obvykle
na bazi oxidu kemkitého, s vhodnymi navazanymi fuirkmi skupinami. Jedna se
b&Zné o nepolarni uhlovodikovietszce”.

Pomoci metody HPLC byla n&klad provedena separace neionickych teinziel
skupiny derival nonylfenolu a nonylfenol ethoxyi&?° v odpadni vod umslého
mokiaduf® a v laboratornich podminkéch simulujicich odpadmidu v unglém
mokiadif®,

2.10.2 Extrakce L-L

K separaci tenzitl ze vzorki odpadni vody Ize pouzit extrakci L-L, tedy extriakc
kapalinou. Z polarniho prasdi vodného roztoku je analyteqpvadn do nepolarniho
prostedi organického rozpousltla, z jehoz faze je posléze vhodnou metodou stareov
jeho koncentrace. dihnost procesu separace mezi rozpdl§tje charakterizovana
distribwtnim koeficientem. Byva vyuzivan postup, kdy stan@my analyt nejprve
vytvari s vhodnynxinidlem dokonaleji extrahovatelny komplex, kteryge provedeni
extrakce vhodnou detéki metodou z faze organického rozpedi kvantitative
stanovovan.

V praxi bylo napiklad provedeno stanoveni anionaktivnich tetzd vzorku za
vyuziti extrakce vyepavanim v éicich nélevkach. Molekuly tenzid v prostedi
polarni fdze odpadni vody uttedy s methylenovou matdmeritelny komplex, ktery byl
extrahovan vyepavanim vdici nalevce do chloroformové nepolarni faze.
Koncentrace komplexu byla po dokemi extrakce stanovena molekulovou ab&oirp

spektrometrit’.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Pouzité chemikalie

Na pipravu vSech roztak byla pouzita deionizovana voda. Priippavu
deionizované vody byla pouZzita aparatura Milli QF.Uirmy Millipore
(USA).

Methanol, CHOH (M,=32,04)¢istoty min. 99,8% (Merck, Bimecko).
Hydrogenfosforenan sodny, NadPO,.7H,O (M,=268,07), k pipraw
25mM fosfatového pufrusistota min 98% (Sigma Aldrich, USA).

Sodna 8l 4,5,6,7-tetrachloro-2',4',5',7'-tetrajodofluorest  (Bengalska
gervai) (M,=904,79) gistota p.a. (Lachem&eskoslovensko).
N-(a-karbethoxypentadecyltrimethyl ammonium bromid piBeex),
CoiH4BrNO, (M,=422,89), cistoty dle Iékopisu (Slovakofarma,
Ceskoslovensko).

Cetyltrimethylamonium bromid (CTAB), gH4NBr (M,=364,46), ¢istota
p. a. (Lachema(eskoslovensko).

Hydroxid sodny, NaOH (M39,99), cistota min. 98%, pro analyzu
(Chemapol(eskoslovensko).

Kyselina chlorovodikova, HCI (M36,46), 37% roztok, pro analyzu
(Merck, Némecko).

Zasobni roztoky byly uchovavany v temnu a chladedwicce.

3.2 Pouzité p Fistroje a za Fizeni

Excita&tni a emisni fluorescéni spektra fsluSnych roztok byla
promgfovana na luminiscénim spektrometru AMINCO BOWMAN
Series 2 (Aminco, USA); pouzita byla kyvetaieikenného skla o tlotde
vrstvy 1cm.
Pro nmefeni pH gisluSnych roztok byl pouzit pH metr Adwa AD1000 firmy
Adwa Research (MBarsko).
Pro odvazovani pevnych latek protigsavu roztok byly pouzity
elektronické laboratorni vahy Sartorius Researct2R@D (Nemecko).
Kiemenna pitokova cela pro fluorescenci (typ 583.4F/Q/10/Z248Q( pul))
firmy Starna (UK).
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» Programovatelna peristaltickd pumpa Masterflex,obge Cole - Parmer
(USA), s¢erpaci osmikanalovou hlavou firmy Ismatec (Svycaysk

* Programovatelna peristalticka pumpa model C.P. 7€l firmy Ismatec
(Svycarsko).

» Nizkotlaky Sesticestny davkovaci ventil typ 512851y Rheodyne (USA).

* Vyménné davkovaci sntky o objemech 100, 250, 500 a 100D byly
zhotoveny z teflonovych trutek o vnitnim piméru 0,5 mm.

» Reakni civky o délkach 20, 40, 60, 80 a100 cm byly mkeny z teflonové
trubi¢ky o vnittnim priméru 0,5 mm.

» Procerpani vSech roztakbyly pouzity tygonové hadky riznych ptiméru.

» Ostatni spojovaci hatky byly zhotoveny z teflonu o vritim piméru

0,5 mm.

3.3. Statické experimentalni uspo Fadani pro vyvoj metody

o

stanoveni kationaktivnich tenzid a

Statické  experimentalni  usfgmlani  vyuZivalo  ®ficich  schopnosti
luminiscergniho spektrometru AMINCO BOWMAN Series 2, ovladangdes osobni
pocitac.

Pracovni roztoky barviv, vhodnych pro vyvoj metaignoveni tenzid urcenych
pro znEreni na luminiscemim spektrometru, bylyipravovany do 50 ml nebo 25 mi
odmernych baiek. Z nich byla¢ast roztok prelévana do iemenné kyvety o tlotige
vrstvy 1 cm ke zré¥eni excit&nich spekter a emisnich spektér malezené optimalni
vinové délce. Pracovni roztoky barviv s tenzidyazymi modifikacemi rozpou&del,
byly rovréz pripravovany do 50ml nebo 25ml odmych bagk a prongrovany na
zminovaném spektrometru s cilem zjistit, jak dané wyzpri své zvysSujici se
koncentraci ovliviuji intenzitu fluorescence barviva (zda zvySuji kevy vygzZzek
fluorescence nebotpobi naopak jako zhasSedla). Sledovanim vySek fhoereénich
pika jejich emisnich spekter bylo zj&to, Ze nejvhod§jSim barvivem z uvaZzovanych
aniontovych barviv pro stanoveni Septonexu je Bkskg&ervai, v jejimz roztoku
kationaktivni tenzid Septonex zhaSi fluorescencinowaného barviva (tud iontovy
asociat, ktery pottd fluorescenci samotného barviva). Na stejném lisnernim
spektrometru byly zjishy téz zakladni charakteristiky statické metodynsteni.
Podrobrji se vysledky a provedenim poKuszabyva oddil ,Vysledkovacast

a diskuze*.
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3.4 Pratokové experimentalni uspo Fadani pro stanoveni
kationaktivnich tenzid d prdtokovou injek éni analyzou

Pro pftokové stanoveni kationaktivniho tenzidu Septonexupro zjiséni
zakladnich charakteristik tohoto stanoveni bylateseha aparatura pro tpokovou
injekéni analyzu (FIA). Principem stanoveni Septonexuon€d AB bylo sledovani
intenzity fluorescetniho zdeni roztoku barviva Bengalska&ervai. Intenzita
vydavaného z&ni klesala vfitomnosti zvySujici se mnoZstvi jmenovaneho tenzidu
v méeném roztoku, principem prodeni koncentrace Septonexu byl tedy jev zhaSeni
fluorescence. Podrobj se vysledky a provedenim pokugabyva oddil ,Vysledkova
cast a diskuze”.

Aparatura FIA sestava z peristaltické pumpy Makderf nizkotlakého
Sesticestného davkovaciho ventiluigppjenymi vyménnymi davkovacimi smikami,
reakini civky a z kemenné prtokové cely pro fluorescenci. Pro¢teni fluorescence
byl pouzit luminiscedni spektrometr AMINCO BOWMAN Series2. V apar&upro
FIA bylo pouzito dvoukanalové usfamani. Procerpani nosného roztoku slozeného
z barviva Bengalsk&ervai a fosfatového pufru vjednom kanalu a p¥erpani
deionizované vody v druhém kanalu slouzily R&gi z Tygonu, ostatni hatky
spojujici jednotlivé komponenty aparatury byly oefbvé. Luminiscedni spektrometr
byl fizen gipojenym osobnim pidtacem. Pfitok pumpy byl nastavovan € pomoci
jejich ovladacich prvk Davkovani tenzidu do vygnnych davkovacich snigk bylo
realizovano inje&ni stikackou o objemu 10ml.

Pritok v obou kandlech zaji@vala peristaltickd pumpa Masterflex. Pro sérii
nasledujicich r¥eni byla pro zajighi toku v kazdém kanalu pouZzita samostatna
peristalticka pumpa. Pro zajii toku v kanalu s deionizovanou vodou byla pouzita
peristalticka pumpa Masterflex, pro zajigt toku v kanalu s barvivem Bengalskéa
cervai a fosfatovym pufrem byla pouZzita peristalticka panC.P. 78017-20.

3.5 Pouzity software

K ovladani luminiscetniho spektrometru AMINCO BOWMAN Series Zegs
osobni peita¢ byl pouzit program AB2 Luminiscence spectrometersion 5.50 firmy
Thermo Electron. Program umiaival jak statické progtovani roztok na
spektrometru, tak pro&hovani roztoki v pritokové néfici cele ve spojeni s aparaturou
FIA.
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Vysledky nefeni ulozené ve formatu .txt byly zpracovany progeammMicrosoft
Excel 2003. Program byl pouzit ktve@rbgrafi spekter v magisterské praci
a k jednotlivym vypeétam, nag. zakladnich charakteristik metody.

Kalibracni grafy s chybovymi us&ami byly zpracovany v programu Origin 6.0.
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4. Vysledkova ¢ast a diskuze

Pro stanoveni kationaktivnich ten&idbyla pouZita reakce mezi tenzidem
a anionogennim barvivem, které ma fluoregoénaktivitu — Bengalskouwerveni.
Barvivo Bengalsk&ervei bylo vybrano na zakladpiedlzznych pokus. Toto barvivo
vytvari v alkalickém prosedi s kationaktivnimi tenzidy ve védozpustné iontové
asociaty, které pottaji fluorescetini aktivitu samotného barviva. Stanoveni je tedy
zaloZzeno na gteni poklesu fluorescéni aktivity barviva, ktery je ugrny koncentraci

kationaktivniho tenzidu.

4.1 Davkové stanoveni kationaktivnich tenzid & reakci

s barvivem Bengalskad ¢éerven

4.1.1. Priprava zasobniho roztoku barviva Bengalska  €erven

Zvolené barvivo Bengalské&ervai obsahuje jako svou barevnou slozku objemny
organicky aniont, ktery obsahuje mnoho atosiln¢ elektronegativnich prik Za
laboratorni teploty ma charaktéerveného prasku. Jeji sodnal g rozpustna dle
literatury ve vod a ethanolu. V textu je barvivo ozftwano zkratkou RB.

Pro vSechny experimenty bylfipraven z&sobni roztok barviva v methanolu
o koncentraci 5.1 M. ProtoZe nedo$lo ke kompletnimu rozpoét navazené
substance, byl zasobni roztokefitrovan a nasledn byl zasobni nasyceny roztok
uchovavan vtemnu a v chladu.i PporedlEznych pokusech byla ip reakci se
Septonexem pozorovana &ma zabarvenitivodniho roztoku barviva, doSlo ke vzniku
asociatu.

Pro prongteni fluorescetnich spekter byl ifipraven roztok barviva o koncentraci
5.10° mol/l (zasobni roztok barviva byledsn jiz vodou). U roztoku barviva byla

pozorovana silna fluorescenci ynové délce 560 nm.

4.1.2 Excita €ni spektrum barviva Bengalska ¢erven

Pro nalezeni optimalni exctiai vinové délky bylo progieno exciténi spektrum
rozoku RB o koncentraci 5.Famol/l v rozsahu 200 aZ 300 nm v emisnim maximu RB
560 nm. Jako vhodna exditd vinova délka byla vybrana hodnota 300 nm. RikkB0

nm nalezi polovié emisni vinové deélky.
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Obrézek 15: Exciténi spektrum samotného barviva RB o koncentraci5riol/l. U=
900 V; =5 nm/s; Aem= 560 nm.

4.1.3 Emisni spektrum barviva Bengalska €erven

Pii promsfovani emisnich spekter barviva RB o 5°1®0l/l v rozsahu 350 aZ
700 nm(obrazek 16)sme registrovali emisni maxima okolo 556 nm. EXtii vinova
délka 300 nm poskytovala vysSi fluorestr@inpik nez exciténi vinova délka 250 nm
a byla pouzita pro nasledujiciéieni s barvivem RB. Na grafu jsou patrné vysoké piky
pii 600 nm a 500 nm, které odpovidaji druhé harman{ckojnasobek excitai vinovée
délky).
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Obréazek 16: Emisni spektrum samotného barviva R®rmentraci 5.18 mol/l pA
Jexc=250 Nm (1) alex=300 nm (2). =900 V. w=5 nm/s.

4.1.4 Optimalizace experimentalnich podminek stano  veni tenzid G

reakci s barvivem RB

Cilem dalSich experimeint bylo vyzkouSet, jak se bude énit intenzita
fluorescekiniho zdeni barviva se zémou pH roztoku.

Bylo pripraveno 6 roztok se stejnou koncentraci RB 2,5”1énol/l. 3 roztoky
obsahovaly Septonex o koncentraci T1@nol/l, dali ti roztoky Septonex
neobsahovaly. K s&dvorené jednim roztokem se Septonexem a jednim bebrgasqt
byl pridan maly objem roztoku HCI o koncentraci 1?10l HCI, k dal$i sa#iroztoki
bylo piidano malé mnoZstvi 1-Famol NaOH. K posledni s&doztoki nebylo gidano
nic. Emisni spektra jednotlivych roztibkyla prongtena v intervalu 350 az 700 nm.

Po gidani HCI do sady roztdk se roztok bez Septonexu odbarvil, roztok se
Septonexem se odbarvil éao mér. Vyska flourescetnich piki se snizila na nulovou
hodnotu(obrazek 17)

Po gidani NaOH do druhé sady roztokoztok bez Septonexu zml mirn¢ barvu
na fizovofialovou, roztok se Septonexem mndizintenzivnil fizovofialové zabarveni.
VySka fluorescetnich piki se zn&n¢ zvySila oproti vySce fluorescémich piki

zaznamenanych u sady rozidbez gidavku kyseliny nebo s kyselinou.
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Obrazek 17: Emisni spektrum s fluoresgemi piky barviva RB o teoretické
koncentraci 2,5.18 mol/l bez Septonexu (1), RB 2,5°100l/l se Septonexem 110
mol/l (2), RB 2,5.18 mol/l bez Septonexu gigavkem 18 mol HCI (3), RB 2,5.19
mol/l se Septonexem 1:1fhol/l s pidavkem 10 mol HCI (4), RB 2,5.I0mol/l bez
Septonexu sifdavkem 10 mol NaOH (5),RB 2,5.10mol/l se Septonexem 1710
mol/ls pidavkem 18 mol NaOH (6)4exc=300 nm.U= 900 V. &=5 nm/s.

Pridavek silné zdsady vyrazrzvysil fluorescenci roztoku. Cilem dalSichkeieni
bylo nalézt konkrétni hodnotu pHiimiz bude dosazeno nejvyssi intenzity fluorescence
roztoku RB.

Bylo pripraveno v jedné s&d6 roztoki RB o koncentraci 2,5.10mol/l bez
piidavku Septonexu a 6 roziokRB o koncentraci 2,5.10 mol/l se Septonexem
o koncentraci 1-I®mol/l. Frikapavanim roztoku NaOH za s@msného réieni hodnoty
pH sklerfnou elektrodou pH metru bylo u kazdé sadiblgné nastaveno pH na
hodnoty 7,0; 8,0; 9,0; 10,0; 11,0 a 12,0. U kazdébmtoku o daném pH bylo
promegieno emisni spektrum v rozsahu 350 az 700 nm a déu dryla vynesena

zavislost vysky fluoresceéniho piku na pH roztok(obrazek 18)
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Obrazek 18: Zavislost intenzity fluoresépino z&eni na pH roztoku RB bez Septonexu
(1)a se Septonexem (2). Ke konstrukci grafu \ayetisni spektra barviva RB

o teoretické koncentraci 2,5.20nol/l bez Septonexu (1) a RB 2,5 100l/l se
Septonexem 1.2amol/l (2).4ex=300 nm. = 900 V. &5 nm/s.

V grafu Ize u obou mibéht zavislosti pozorovat mezi pH 7,9 az 9,2 nejvyssi
hodnoty vySek fluorescénich piki. Pro tuto oblast pH je zaravedostupny
fosfore&nanovy pufr o pH=9,0. Pro dalSi éreni proto bylo zvoleno prasdi
fosforeinanového pufru (o koncentraci 8P 0O, 25 mmol/l).

Cilem dalSich pokus bylo zjistit, zda je mozZné prové&dméteni fluorescence
v prostedi fosforénanového pufru. Tedy vyzkousSet, zda se roztok tiengibarvivem
v prostedi pufru nesrazi, zjistit dlouhodobou stabilitataki (pies noc v laborato pri
pokojové teplat) a vyzkouSet chovani roztoku s vyssi koncentra®i(R10° molll).

Pri pripraw roztoki RB se Septonexem ve fosfatovém pufru nebyla poZo@
tvorba srazeniny. Potigdani pufru roztoky s RB zémily zabarveni. Bylo zjigho, Ze
piipravené roztoky barviva s tenzidem v alkalickémgiedi jsou minimalé jeden den
stalé. Roztok RB o dvojnasobné koncentraci RB vgkak vysSSi fluorescemi piky
(obrazek 19) a doslo k posunu maxin®xo dalSi réfeni jsme se rozhodli pouzivat

dvojnasobnou koncentraci RB 5:1fhol/.
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Obrazek 19: Fluoresceni piky roztok v 25mM fosfatovém pufru o koncentraci RB
2,5.10° mol/l bez Septonexu- denl (1), RB 2,3.4®l/l se Septonexem 1énol/l-denl
(2), RB 2,5.18 mol/l bez Septonexu-den2 (3), 2,5 10ol/l se Septonexem 1énol/l-
den2 (4), RB 5.10mol/l bez Septonexu (5), RB 5°1fol/l se Septonexem 2 AMol/l
(6). 2ex=300 nm. =900 V. \&=5 nm/s.

Na grafu emisniho spektra roztolRB se Septonexem ve fosfatovém pufru Ize
pozorovat posun maxim fluores@égich pas. Pro zjiSéni, zda za posun maximaie
proménna koncentrace vody (vodu obsahoval davkovany okoz$ rozpuinym
tenzidem) nebo pro#gmna koncentrace tenzidu, bylafigravena sada rozték
s koncentraci RB 5.10 mol/l v pufru - jeden roztok bezijpavku vody, a dalsi
s pidavky vody (bez obsahu tenzidu) o koncentracicdyva.10®, 5.10°, 1.10*

a 2.10" mol/l. Zmsna zabarveni roztdkpodle koncentrace vody nebyla pozorovana,
vSechny roztoky byly stefnfialové. Ri zméireni emisniho spektra=300 nm. Y=
900 V. w=5 nm/s) byly vSechny fluoresaari piky steji vysoké, posun vrcholpiki
nenastal. Za posun vrclidluoresceginich piki miZze tedy pitomnost Septonexu.

4.1.5 Kalibra éni zavislost stanoveni kationaktivniho tenzidu
Septonex

Optimalni reakni podminky byly nalezeny a bylo tedyigioupeno k progieni
kalibratni zavislosti a zakladnich charakteristik stanoweddvkovem usp@dani.
Byla pripravena sada rozték s koncentr&nim rozsahem Septonexu

2.10" az 7.10 mol/l v prostedi 25 mM fosfatového pufru a s koncentraci RB .10
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mol/l. Byla prongfena emisni spektraédhto roztoki (Aex=300 nm. = 900 V.
vs=5 nm/s). Z pror&enych spekter byla sestrojena kalthmiazavislost. Hodnota vysky
pasu v emisnim spektru pro roztok s danou konceinteazidu byla vzdy odéena od
vySky pasu roztoku bez tenzidu (slepy pokus) a typolnoty byly po vynasobeni
konstantou (-1) vynaSeny na osu Yy kaldmiazavislosti.

Rovnice kalibrani piimky byla: y= 0,0368 + 16684x

Roztok Septonexu o koncentraci 2’1o/l jiz nedaval nifitelnou odezvu.

0,000 f 1 i 1 i 1 f 1 i 1 i 1 . -
0,0 1,0 20 3.0 4.0 50 6.0 7.0

Koncentrace Septonexu x10° [mol/1]

Obrazek 20: Kalibrani graf-zavislost vySe signalu na koncentraci Segxa

v prostedi 25 mM fosfatového pufru

4.1.6 Zakladni charakteristiky vyvijené metody stan  oveni Septonexu
v davkovém uspo Fadani
Citlivost vyjadiené jako srirnice kalibr&ni piimky ma hodnotu 16684 mdl
Linearni dynamicky rozsakalibrace ¢ini 3,72.1¢° - 7.10° mol/l. Dolni mez
intervalu gedstavuje mez stanovitelnosti, horni mez interdayly experimental&

uréena i kalibraci metody.
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Opakovatelnostyjadiena jako relativni chybadtenicini 2,26 %.
Mez detekce3(o kritérium) méa hodnotu 1,12.famolll.

Mez stanovitelnostilQ o kritérium) méa hodnotu 3,72.famolll.

4.1.7 Kalibra éni zavislost stanoveni kationaktivniho tenzidu CTAB

Podobri jako @i stanoveni Septonexu, byla préimna kalibrani zavislost
stanoveni kationaktivniho tenzidu CTAB. Byly poyziptimalni podminky zjigné i
optimalizaci se Septonexem.

V koncentrgnim rozsahu CTAB 5.19aZ 1.10" mol/l v prostedi 25 mM fosfatového

pufru s koncentraci RB 5.F0mol/l byla prongiena emisni spektra $snych roztok

uréenych ke kalibraci 3x=300 nm. Y= 900 V. w=5 nm/s). Na zaklad vySek

fluoresceknich piki v zavislosti na koncentraci CTAB byl sestrojeniliani graf

(graf byl konstruovan stejnym égobem jako v fipact stanoveni Septonexu).
Rovnice kalibrani primky byla: y = -0,0186 + 44003 x

500 T T T T T T T T T T T T T T T T T T T3]
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Obrazek 21: Kalibrani graf-zavislost vySe signalu na koncentraci CVABostedi 25

mM fosfatového pufru.
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Smeérnice kalibr&ni piimky dosahuje u CTAB znatelnvySSich hodnot nez
v pfipad Septonexu. Stanoveni CTAB by tedy bylo znatetitlivéjSi a vyvijenou
metodu v davkovém uspéadani tedy nelze pouZzit pro sasné stanoveni Septonexu
a CTAB ve snisi (a pro stanoveni sisi kationaktivnich tenzitl obecrt). Fi vysSich

koncentracich CTAB byl pozorovan vyr&gi posun vrchdl fluorescetinich pas.

4.2 Pratokové stanoveni kationaktivnich tenzid d

Pro metodu prtokového stanoveni kationaktivnich tenzidbylo pouZito
dvoukanalového uspadani aparatury pro FIA (popis aparatury se nach&zipitole
3.4). Vjednom kanalu proudila deionizovana vodadruhém barvivo RB ve
fosfatovém pufru. Do kanalu s destilovanou vodouddykovan roztok tenzidu.

Pavodre bylo zkouSeno i jednokanalové zapojeni, kdy tetiddavkovan imo
do proudu barviva. V tomtoifpact davala pozitivni hodnotu i samotna voda feani
barviva rozpougdlem), proto toto jednodussi ugpdani nebylo pouzitelné.

S ohledem na chemickou odolnost plastovych dekdaparatury bylo nutné pouzit
pro RB jiné rozpoustlo nez sms methanolu s vodou. V tomtaipad tedy bylo
barvivo Ffimo rozpudtno v 25 mM fosfatovém pufru (koncentrace 5'1fol/l).

Prislusny FIA zaznam ma charakter zavislosti intgnfilorescedniho zdeni
snimaného kontinu&inv ¢ase pi nastavené vinové délce excitdho (300 nm)
a emisniho maxima (560 nm). Z&kladni linie odpowddgéalu roredéného barviva RB
proudiciho detektorem. Pokud je do aparatury naméwk tenzid, dojde ke vzniku
iontového asociatu a k poklesu signalu fluorescekiegy se projevi charakteristickym
inverznim FIA pikem. Ve vSechtipadech byla odétana vyska piku jako rozdil
ypsilonové sokadnice zakladni linie a ypsilonové $adnice vrcholu piku, a v této

formé dale porovnavana.
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Obrazek 22: Ukazka zaznamu detektorti mpereni FIA. Obrazek zachycujaist
hodnoty zakladni linie fluorescémiho signalu a zénu tvaru a vysky fluorescémich

piki pii zvySeni koncentrace RB

4.2.1 Optimalizace pr utokovych experimentalnich podminek

stanoveni

Pro optimalizaci podminek &eni byl zvolen s ohledem na vySSi citlivost roztok
tenzidu CTAB o koncentraci 2.f0mol/l. Fi m&tenich byla vZdy pouZita excitai
vinova délka 300 nm, fluoresa@ri signal byl snimanipemisni vinové délce 560 nm.
Snimani trvalo vzdy 100 s, signal byl vzorkovannteivalu jedné sekundy.
Koncentrace RB v 25mM fosfarovém pufru byla vZdy®. mol/l, ménéna byla pouze
pii sledovani vlivu koncentrace barviva na intenzignalu.

Pri optimalizaci ptitokovych rychlosti byly osteny skuténé pitokové rychlosti

peristaltickych pump objemovou metodou.
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4.2.2 Objem davkovaného vzorku

V aparatiie FIA byly postupd ménény davkovaci smiky davkovaciho ventilu,
vzdy se vyhodnocovala vySka FIA jika jejich tvar. Byly testovany nasledujici
davkované objemy 30, 100 ul, 250 pl, 500 ul a 1000ul. Na zaklad dosazené
citivosti a zarové miry dosazené disperze byla vybrana jako optim&b0 pl

davkovaci smgka.

5,000 +

4,500 +

4,000 -

signal [jed.]

3,500 +

3,000

30 130 230 330 430 530 630 730 830 930

objem davkovaci smy ¢ky [mikrolitry]

Obrazek 23: Zavislost vysky FIA pika objemu davkovaci siky. Délka reakni civky
Lc =80 cm. ¥sy=3,1 ml/min..} =800 V.

4.2.3 Optimalizace délky reak €ni civky

Pri optimalizaci byly vyzkouSeny reaki civky délek O cm (tv@né pouze
rovnym vedenim s vynechanou civkou), 20 cm, 40 66,cm, 80 cm a 100 cm.
Z pripojené zAavislosti je viit, Ze reakni civku je poteba do obvodu zapojit a to
nejlépe v délce 60 cm.fiPpouziti delSich civek jiz igvladne disperze nadavkované

zbény nad dginnosti promichani.
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Obrazek 24: Zavislost vySky FIA pika délce readni civky. Objem davkovaci sthy
Vs = 250,“'-VFSV:311 mI/mlnL;E =800 V.

4.2.4 Optimalizace pr utokové rychlosti obou kanal

Na peristaltické pumpMasterflex udrzujici konstantnitpok v obou kanalech, byly
postupi nastaveny nasledujici tpokové rychlosti 0,95; 1,55; 3,1; 5 a 6,36 ml/mia
zaklad vyhodnoceni dosazenych FIA pikyla pro dalSi mieni vybrana jako optimalni

pratokova rychlost 3,1 ml/min jako kompromis mezi dms#u citlivosti a rychlosti analyzy.

5,300

5,200 +

5,100 ~

5,000 +

signal [jed.]

4,900 -

4,800 +

4,700 -

4,600 T T T T T
0,95 1,95 2,95 3,95 4,95 5,95

skute énd pr Gitokova rychlost v(FSV) [ml/min]

Obrazek 25: Zavislost vySky FIA pika skutené pritokové rychlosti pumpy

Masterflex. lc = 60 cm. ¥=250ul.Us =800 V.
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4.2.5 Optimalizace jednotlivych pr  atokovych rychlosti kanéal

V tomto pipact byla pro zajidini toku v kanalu s deionizovanou vodou pouZzita
peristalticka pumpa Masterflex, a pro zajst toku v kanalu s barvivem Bengalska
cervai a fosfatovym pufrem byla pouZzita peristalticka pan€.P. 78017-20.

Nejprve byla nastavena konstantni rychlositgku u pumpy C.P. 78017-20 na
hodnotu 2,6 ml/min a #mila se hodnota ptoku dodavaného pumpou Masterflex. Byly
vyzkouSeny nasledujici flokové rychlosti 0,95; 1,55; 3,1; 5,0 a 6,36 ml/milejvyssi
vySka FIA piki byla zjiS€na @i pratoku 3,1 ml/min.

4,900 -

4,400 +

signal [jed.]

3,900 +

3,400 +

2,900 T T T T T T
0,95 1,95 2,95 3,95 4,95 5,95
skute éna pr titokova rychlost v(FSV) [ml/min]

Obrazek 26: Zavislost vysky FIA pika pritokové rychlosti pumpy Masteflexsm
=2,6 ml/min. Il = 60 cm. ¢ =250ul. Ur =800 V.

V dalsi fazi byla na pumdpMasterflex nastavena konstantnfifpkova rychlost
3,1 ml/min. Na pump C.P. 78017-20 byly postupmastaveny gitokové rychlosti 1,6;
2,6; a 3,8 ml/min. NejvysSi hodnoty FIA gibylo dosazenoippritokove rychlosti 2,6

ml/min).

54



4,950
4,900 ~
4,850 -
4,800 -
4,750
4,700

signal [jed.]

4,650 -

4,600

4,550 - ‘ ‘
1,60 2,60 3,60

skute éna pr ttokova rychlost v(FSM) [mI/min]

Obrazek 27: Zavislost vySky FIA pika pritokové rychlosti pumpy C.P.78017-20.
Vesy=3,97 ml/min. I = 60 cm. ¥ =250ul. U =800 V.

4.2.6 Vliv koncentrace RB v pufru

Pro prongieni zavislosti byly fipraveny roztoky RB v 25 mM fosfatovém pufru
o nasledujicich koncentracich barviva: 5:1@ol/l, 1.10* mol/l, 2.10* mol/l a 5.1¢"
mol/l. Vyhodnocenim progtenych FIA zaznainbylo ugeno, Ze pro dalsi pokusy bude

optimalni pouzivat koncentraci RB 5:1folll.

4,500 -
4,000 -
3,500 -
3,000 -

2,500 ~

signal [jed.]

2,000 ~

1,500 -

1,000 T T T T T
0,00005 0,00015 0,00025 0,00035 0,00045

koncentrace RB [mol/l]

Obrazek 28: Zavislost vysky FIA fpika koncentraci RB v pufrugay = 3,1 mi/min.
Vesm = 2,6 ml/min. Ig = 60 cm \é= 250ul. Ur = 800 V.
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4.2.7 Vysledné optimalni podminky pro FIA stanoveni

kationaktivnich tenzid U

Délka reakni CiVKY ..........oovviieiiiiiiii e 60 cm
Objem davkovaného VZOorku ................... e eeeeeeeseeeeeeniinnnnnnns 250
Pratokova rychlost pumpy Masterflex

(kandl s deionizovanou VOdOU) ..............cemmmeeeeieeeeneennnnnn. 3,2 MI/MIN
Pratokova rychlost pumpy C.P. 78017-20

(kanal s RB ve fosfatovem pufru)........ccccceeeeeeeiiiiieeeeeeeeeen, 2,6 ml/min

Koncentrace RB v 25mM fosfatovém pufru......................5.18 mol/l

Zjisténé optimalni podminky pro FIA stanoveni byly powZzipii kalibraci
a zjiseni zakladnich paramétiFIA stanoveni. B métenich byla vzdy pouZzita excitai
vinova délka 300 nm, fluoresaari signal byl snimanipemisni vinové délce 560 nm.

Snimani trvalo vzdy 100 s, intenzita fluorescenga betena vzdy kazdou sekundu.

4.2.8 Kalibra éni zavislost stanoveni CTAB

Na zéklad meieni vySky FIA piki na koncentraci CTAB byla sestrojena nize
uvedend kalibreni zavislost. Byly prorieny roztoky CTAB o koncentraci 5.20nol/l
aZ 5.10" mol/l. Roztok o koncentraci 5.f0mol/l jiz neposkytoval § pouZitém nagti
na fotonasolsi Zadny n@fitelny signdl. Studovana zavislost byla linearrintervalu
koncentraci 2.10 mol/l az 1.10" mol/l. U dal§ich n¥teni pro sestrojeni kalib¥aiho
grafu bylo pouzito s ohledem na dosazenou citlivgSEi napti na fotonasoldi.

Linearnicast zavislosti Ize popsat rovnici: y = 0,0856 +@3%
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Obrazek 29: Kalibrani zavislost stanoveni CTABgsy= 3,1 ml/min. ¥sy = 2,6
ml/min. Lc = 60 cm. ¥ = 250ul. U =800 V.
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Obrazek 30: Linearndast kalibra’ni zavislosti stanoveni CTABsy= 3,1 ml/min. ¥sy
=2,6 ml/min. g =60 cm \{=250pul. U =800 V.

w

4.2.9 Kalibra €ni zavislost stanoveni CTAB (vySSi nap éti na
fotonasobi ¢&i)
Ke konstrukci kalibréniho grafu stanoveni CTAB byly pouzity vodné roztok

CTAB v koncentranim rozsahu 18mol/l aZz 2.10'mol/l. Pro dosaZeni vy3si citlivosti
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bylo pouZita na fotonasahivyssi hodnota nagi (850 V). Hodnota sirnice kalibr&ni
piimKky oproti gedchozimu rékeni (nagti na fotonasoksi 800 V) vzrostla.

Hodnota nové rovnice kalibtai primky: y =-0,0121 + 36752x

4,000

3,000

Signal [jed.]
[3e]
()
S
T

1,000

07000 L 1 L L I L L 1 L I 1 L L L I L L L L I .
0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020

Koncentrace CTAB [mol/]]

Obrazek 31: Kalibrani zavislost stanoveni CTABsy= 3,1 ml/min. ¥sy= 2,6
ml/min. Lc = 60 cm = 250ul. U = 850 V.

4.2.10 zakladni charakteristiky stanoveni CTAB v pr  Gtokovém
uspo Fadani FIA
Citlivost vyjadiené jako srirnice kalibr&ni piimky ma hodnotu 36752 mdl
Linearni dynamicky rozsakkalibrace ¢ini 5,41.10°-2.10* mol/l. Dolni mez
intervalu gedstavuje mez stanovitelnosti, horni mez interviayla experimentéakn
uréena i kalibraci metody.
Opakovatelnostyjadiena jako relativni chybadtenicini 1,20 %.
Mez detekce3(o kritérium) méa hodnotu 1,62.Famol/l.

Mez stanovitelnostilQ o kritérium) méa hodnotu 5,41.famolll.
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4.2.11 Kalibra €ni zavislost stanoveni Septonexu ve FIA uspo  fadani

Ke konstrukci kalibraniho grafu Septonexu byly pouzity vodné roztoky
Septonexu v koncentmaim rozsahu 1-10mol/l az 2.10'mol/l.
Hodnota rovnice kalibkani piimky: y = 0,0676 + 36955x
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6,000 _
5,000 _
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0,00000 0,00005 0,00010 0,00015 0,00020

Koncentrace Septonex [mol/l]

Obrazek 32: Kalibrani zavislost stanoveni Septonexg, ¥« 3,1 ml/min. ysy = 2,6
ml/min. Lc = 60 cm = 250ul. U = 850 V.

4.2.12 Zakladni charakteristiky stanoveni Septonexu v pr utokovém
uspo radani FIA

Citlivost vyjadiené jako srirnice kalibr&ni piimky ma hodnotu 36955 midl

Linearni dynamicky rozsakalibrace &ini 9,26.1¢° - 2.10* mol/l. Dolni mez
intervalu gedstavuje mez stanovitelnosti, horni mez interviayla experimentéakn
uréena i kalibraci metody.

Opakovatelnostyjadiena jako relativni chybadtenicini 2,06 %.

Mez detekcé3 o kritérium) méa hodnotu 2,78.famolll.

Mez stanovitelnostiLO o kritérium) méa hodnotu 9,26.famol/l.
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Smernice obou kalibrénich gimek se v fipact FIA stanoveni kationaktivnich
tenzidh témet shoduji. Tento jev jeifznivy pro obecné stanoveni &nkationaktivnich

tenzidi metodou FIA v neznamém vzorku.

4.3 Stanoveni koncentrace kationaktivnich tenzid & v pitné vod é

metodou FIA

Jako vzorek byla pouZzita pitnd voda odebrana nadkatanalytické chemie
PfF UK. U tohoto vzorku obsahujiciho pouze pithou watkbyl po nadavkovani do
aparatury zaznamenan zadny signal. Zaznamenangbyle hodnota Sumbrazek
33). Z odebranych vzotkbyly dale gipraveny spikované vzorky gipgavkem CTAB o
koncentraci 1-1® mol/l, 2.10° mol/l a 3.1 mol/l. Pro nieni byly pouZity
optimalizované experimentalni podminky.

U spikovaného vzorku s koncentraci CTAB I21Mol/l nebyly fes pidavek
tenzidu roveZz zaznamenany zadné pouzitelné piky. Zaznamenapdude zvysSeny
sum.

U spikovaného vzorku s koncentraci CTAB 221iol/l byly zaznamenany piky
na pozadi se Sumem. Zaznamenana vySka FIA jeikvSak nizSi nez hodnota, ktera
podle kalibr&niho grafu pislusi hodnat roztoku CTAB o koncentraci 2.FOmol/l
v deionizované vad

U spikovaného vzorku s koncentraci CTAB 3*1fol/l byly zaznamenanyip
opakovaném rieni piky na pozadi s Sumem. Zaznamenana vyska W& jp opit
nizSi nez hodnota, ktera podle kaldwého grafu pislusi hodnat roztoku CTAB

o koncentraci 3.1&mol/l v deionizované vad
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Obrazek 33: Zaznam zfluoreséeiho detektoru § stanoveni koncentrace
kationaktivnich tenzidl v pitné vod. Zaznam pitné vody (1), pitna voda s koncentraci
CTAB 10 mol/l (2), pitnd voda s koncentraci CTAB 2°1fnol/l (3), pitha voda

s koncentraci CTAB 3.P@nol/l-prvni nereni (4), pitnd voda s koncentraci CTAB
3.10°mol/l-druhé ngreni (5). ¥sv= 3,1 ml/min. ¥sy = 2,6 ml/min. lc = 60 cm =
250ul. U = 850 V.

Po gepaitu zjisStného signalugisté vysky pik) pres rovnici kalibrani piimky
na koncentraci CTAB dojdeme k nizSi hodné&bncentrace tenzidu, nez je vychozi
koncentraceifidavku CTAB.

Toto mize byt zfisobeno nap prednostni tvorbou kompléx kationtu
kationaktivnich tenzidl s anionty nachazejicimi v pitné wodationty tenzid pak jiz
nejsou schopné tvid asociaty sreagentem a snizovat tak fluoresceaonotného
barviva. Mohlo by se jednat nidklad o rusivy vliv anionaktivnich tenzid

Pro stanoveni kationaktivnich teni&idbe vzorcich s realnou matrici bude tedy

nutné nejtive tenzidy ze sisi vhodnou metodou separovat.
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5. Zaveér

Predkladdana diplomova prace je&novana vyvoji metody citlivého stanoveni
kationaktivnich tenziil metodou pitokové injekni analyzy s fluorimetrickou detekci.

V prvni fazi prace bylo nejprve vyzkouSendi périi statickych meni barvivo
Bengalskacervai, které poskytovalo vhodny zaklad pro dosazenialingé zavislosti
signélu fluorescence na koncentraci kationaktivrtezich. Pri dalSich métenich se
poddilo nalézt optimalni pH a nalézt vhodny pufr progifredi reakce tvorby asociat
s barvivem Bengalsk&ervai. Byla provedena kalibrace na kationaktivni tenzidy
Septonex a CTAB a teny zakladni charakteristiky vyvijené metody stamivgi
davkové metod stanoveni septonexu. Linearni dynamicky rozsaibrace septonexu
gini 3,72.1¢°- 7.10° molll.

DalSi faze prace byla za&tena na vyvoj metody stanoveni proufokovou
injekéni metodu. Byla navrZzena a sestavena aparaturprfi@kovou injekni analyzu
auceno vhodné sloZeni a koncentrace latek dodavanyahélk aparatury. iP
optimaliza&nich nmefenich byly nalezeny vhodné parametry zakladiésti aparatury-
velikost davkovaného objemu, délka ré&aikcivky, optimalni pitokova rychlost obou
kanah a byla o¢ifena optimalni koncentrace barviva RB. Byla petena kalibrani
zavislost stanoveni septonexu i CTAB. Zist linearni dynamicky rozsakalibrace
septonexwini 9,26.10° - 2.10* mol/l. Zjis&ny linearni dynamicky rozsakalibrace
CTAB ¢ini 5,41.1¢ - 2.10* mol/l. Dale byly ugeny zéakladni charakteristiky vyvijené
metody v pitokovém usptadani. U obou druhtenzidi bylo dosazeno stejné citlivosti.

V posledni fazi prace byly pratfeny CTAB spikované vzorky vodovodni pitné
vody s cilem zjistit koncentraci kationaktivnicmzedi v pitné vo@. U spikovanych
vzorka byl registrovan zvySeny Sum a sniZeni signalu eidjagiciho Ubytku dinné
formy tenzidi. Experiment prokazal, Ze vyvijena metoda vyZadwuje spolehlivé

meéieni nejprve separaci kationaktivnich teriizodl matrice vzorku.
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