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Abstrakt

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra analytické chemie

Kandidat: Michaela Blahynkova

Skolitel: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Nazev diplomové prace: Stanoveni hladin Zelezitych iontd v SIA systému

s chemiluminiscenéni detekci

Bylo sledovano katalytické pusobeni zelezitych iontd na oxidaci luminolu
peroxidem vodiku v bazickém prostfedi pomoci chemiluminiscencni detekce.
Optimalizovana byla sekvence aspirace vzorku a €inidel, jejich objemy, rychlosti
miseni a prutoku detektorem. Také byl zkouSen vliv promiseni, rlznych
zelezitych  slouCenin  a  pfitomnost  Zeleznatych iontd na intenzitu
chemiluminiscence. Vysledky optimalizace byly sekvence aspirace 50 ul H,O;
10 mol‘I*, 50 ul Ks[Fe(CN)s] 10 mol-I* ,50 pl luminol 10° mol-I*. Aspirace
roztok probihala pfi 100 pl's™, rychlost pratoku detektorem byla 70 pl-s™.
Kalibracni zavislost intenzity chemiluminiscence na koncentraci Zelezitych iontu
pfi nizkych koncentracich (107 — 10° mol-I*) byla nelinearni. Linearni oblast
kalibrace Fe** iontll za standardnich podminek nebyla nalezena s dostate¢né
vysokym korelacnim koeficientem, proto byla pouzita polynomicka kalibraéni
zavislost druhého fadu s korelacnim koeficientem R? = 0,9785. Byl vypocitan
detekéni limit, ktery se rovna 7,48:10° moll* Fe®* iontd, hodnota
kvantifikaéniho limitu je 1,26-10™° mol-I* Fe®*" iontil. Pro koncentraci 2-10° mol-I
! Fe* iontd za standartnich podminek je opakovatelnost hodnocena jako
relativni smérodatna odchylka rovna 3,79 %. Pro koncentraci 4-10° mol-I* Fe®*

iontd za standartnich podminek je relativni smérodatna odchylka rovna 6,28 %.



Abstract

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical Chemistry

Candidate: Michaela Blahynkova

Supervisor: Doc. PharmDr. Hana Sklenafova, Ph.D.

Title of Diploma Thesis: Determination of ferric ions in the SIA system

with chemiluminescence detection

Catalytic influence of ferric ions on the oxidation of luminol using hydrogen
peroxide in alkaline environment has been observed through
chemiluminiscence detection. The sequence of sample and reagent aspiration,
their volumes, mixing flow rate and flow rate through the detector have been
optimized. The influence of mixing, various ferric compounds, and the presence
of ferrous ions on the intensity of chemiluminiscence have also been tested.
The resulting optimization was an aspiration sequence of 50 pl of 10° molI*
H,0,, 50 ul of 10 molI* Ks[Fe(CN)g], 50 ul of 10 mol-I* luminol. Solution
aspiration speed was 100 pl-s™, flow rate through detector was 70 pl-s™.
Calibration dependence of chemiluminiscence intensity on ferric ion
concentration at low concentrations (10”7 — 10 mol-I'*) was non-linear. Linear
area of calibration for Fe** ions at standard conditions has not been found with
correlation coefficient high enough, therefore polynomial calibration
dependence of second degree with correlation coefficient of R? = 0.9785 has
been used. Detection limit of 7.48-:10™° mol-I* Fe** ions has been calculated
and the value of quantification limit is 1.26:10° mol-I* Fe** ions. For the
concentration of 2:10° mol-I* Fe*" ions at standard conditions, repeatability is
evaluated as relative standard deviation of 3.79 %. For the concentration of
4-10° mol-I* Fe** ions at standard conditions, relative standard deviation is
6.28 %.
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1 Uvod

Zelezo je jednim z nejéast&ji stanovovanych analytd z hlediska Zivotniho
prostfedi. V poslednich desetiletich ziskava na vyznamu znalost koncentrace
Zeleza, jako jednoho z nejhojnéji se vyskytujiciho prvku zemské Kkary,
v pfirodnich vodach. Hlavni formou Zeleza ve vodach jsou Zelezité ionty, avSak
pouze mala &ast se vyskytuje ve volné hydratované formé&. Zeleznaté ionty,
které jsou dobfe hydratovatelné, se rychle oxiduji na Zelezité ionty [1].

Je mnoho zpUsobUl stanoveni a detekce Zelezitych iontd. Pro tuto praci byla
vybrana metoda stanoveni pomoci sekvencni injekCni analyzy. Tato metoda
patfi mezi moderni pritokové metody. Rychlost, jednoduchost, flexibilita
a automatizace zaruCuje vysoké vyuziti a uplatnéni pfi stanoveni koncentrace

analytd. Byla zkombinovana s chemiluminiscencni detekci [2].



2 Cil a popis zadani prace

Cilem bylo testovat vliv nizkych koncentraci (10”7 az 10° mol-I') Zelezitych
iontd ve formé hexakyanozelezitanu draselného, optimalizovat
chemiluminiscencni systém obsahujici luminol v zasaditém prostfedi hydroxidu
sodného, peroxid vodiku a hexakyanozZelezitanem draselnym, zjistit
nejvyhodnéjsi sekvenci, objemy c¢inidel, rychlosti miseni a prutoku detektorem
a optimalizovat stanoveni Zelezitych iontd, linearni rozsah, limity detekce

a kvantifikace, opakovatelnost.

Zadanim diplomové prace bylo studovat vliv Zelezitych iontd
na chemiluminiscencni systém s peroxidem vodiku a Iuminolem pomoci
systému SIA, ktery byl sestaven na Katedie analytické chemie Farmaceutické

fakulty v Hradci Kralové.
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3 Teoreticka cast

3.1 Sekvencni injekéni analyza

Sekvencni injek¢ni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) patfi
do skupiny prutokovych analytickych metod, které umozriuji automatizovat
slozité postupy pfi analyze velkych sérii vzorku instrumentalnimi metodami, tim
zvySovat produktivitu zejména rutinnich stanoveni. Tato metoda byla vyvinuta
bé&hem odstrafiovani nevyhod techniky pritokové injekéni analyzy (FIA).
Nevyhodou SIA by mohla byt snizena frekvence davkovani vzorku a nutnost
slozité pocitaCové techniky. Nesporné vyhody jsou vidény v tom, Ze analyza
probiha v jednokanalovém usporadani s jednim ventilem a jednim Cerpadlem.
Cas pohybu pistu erpadla uréuje objemy aspirovanych roztokd. Tyto postupy
vedou k optimalizaci reakéniho €asu, uspofe Cinidel, eliminaci interferujicich

signalu pozadi [2].

3.1.1 Princip a popis SIA

SIA zavisi na principu fizené CasteCné disperze. Kombinuje pfimy
a zpétny tok zpuUsobeny pistovym Cerpadlem pres vicecestny selekéni ventil,
ktery umoznuje aspiraci vice Cinidel a vzorkl bez nutnosti rekonfigurace
zarizeni. Tyto cinnosti jsou pfesné naprogramovany a fizeny pocitaCem.
Do dutiny Cerpadla je nejprve aspirovano pozadované mnozstvi nosného
proudu. Poté jsou nasavany cinidla a vzorek do misici civky. Naslednym
obracenim toku dochazi k ¢asteCnému promiseni zoén a dopraveni reakcni

smési do detektoru [3,4].
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Multiposition
Valve

Carrier— Pump

Obrazek 1: Schematické znazornéni jednoduchého SIA systému

Carrier — nosny proud; pump — pistové Cerpadlo; holding coil — misici civka;
multiposition valve — vicecestny ventil; A,B,C — Cinidla a vzorky v zasobniku;
detector — detektor [3].

Obrazek 2: Schématické znazornéni disperze jednotlivych roztok
pfi méreni
R — Cinidlo; S — vzorek; P — produkt; valve — ventil; 1,2 — nasati €inidla a vzorku;

3 — tvorba z6ny produktu po obraceni toku [3].

3.1.2 Uplatnéni SIA v praxi
SIA se jevi jako jedna z nadéjnych alternativ, umoznujicich provadét
analyzy velkych sérii vzork( (napf.: rutinni analyza vod, potravin, krve, moci)

s vysokou produktivitou a dostateCnou spolehlivosti a sledovat zmény

12



koncentrace dullezitych analytl v prubé&hu rdznych procesu. Vzristaji potfeby
na kontrolu kvality Zivotniho prostfedi, potravin, |€Civ, pozadavky na rychlost
a spolehlivost diagnostickych metod v mediciné a biologickém vyzkumu,
na racionalizaci fizeni technologickych procesu [2].

Tato metoda byla jiz mnohokrat vyuzita pfi analyze slozek Zzivotniho
prostfedi. Uplatnila se pfi stanoveni nékterych anorganickych iontd (Ca?*, Mg?*,
Fe¥*, CI, F, NO,, NOjs, SO,%, PO,>, SiOs%) ve vodé rizného plvodu
(povrchové, pitné, odpadni) za ucelem kontroly jeji kvality. Dale byla vyuZita
v pracich tykajicich se stanoveni obsahu herbicidl, které vyznamné ovliviuji
kvalitu zivotniho prostredi [2].

Uplatnéni nasla i v imunoanalytickych reakcich. Byly vyvinuty specialni
typy detekénich cel, které umoznuji imobilizaci protilatek nebo antigent pfimo
v SIA systému. Tento zpusob byl vyuzit pfi stanoveni imunoglobulinu G,
pficemz imobilizace probéhla v reakcni civce [2].

V oblasti farmacie se SIA vztahuje na kontrolu kvality, u€innosti I€Civ,
hodnoceni stability. Pomaha zjistit obsahovou stejnomérnost ucinné latky
v rliznych |éCivych pfipravcich a rychlost jejiho uvolfiovani z dané Iékové

formy [2].

3.2 Chemiluminiscence

Vétsina molekul latek, které absorbuji energii (zafeni) v ultrafialové nebo
viditelné oblasti, ji pfedavaji pfi kolizich ostatnim &asticim. Rada analyticky
vyznamnych sloucenin vS8ak takto ztraci jen Cast ziskané energie a zbytek
emituje jako tzv. luminiscencni zareni.

Podle povahy plvodné absorbované energie je mozno luminiscencni
zafeni molekul rozdélit na fotoluminiscenci (latka absorbovala energii ve formé
svételného zareni), chemiluminiscenci (energie byla latce dodana chemickou
reakci), bioluminiscence (energie byla dodavana biologickymi pochody)
a elektroluminiscenci (energie byla dodana plasobenim elektrického pole) [5].

Chemiluminiscence (CL) je proces produkujici elektromagnetické
(ultrafialoveé, viditelné, infraCervené) zafeni v disledku chemické reakce
(obvykle oxidace). Jeden nebo vice reakCnich produktd pfechazi

do excitovaného stavu a emituje zareni pfi pfechodu do zakladniho stavu. Diky
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absenci excitacniho svételného zdroje staci pro CL stanoveni zafizeni, které je
jednoduché na ovladani, robustni a nakladové efektivni. CL se vyznacuje
limitovanou selektivitou, nizkymi detekénimi limity a Sirokym linearnim
rozsahem kalibrace. CL &inidlo poskytuje pozitivni reakci na skupinu podobnych
slouCenin spiSe nez na jeden analyt [6].

Mezi faktory ovliviujici CL patfi: chemicka struktura CL prekurzoru,
povaha a koncentrace ostatnich substratd podilejicich se na CL reakci, vybér
katalyzatoru, hydrofobicita rozpoustédla a sloZek roztoku, pfitomnost kovovych
iontd, pH a iontova sila, teplota [7].

Tato detekéni metoda se v souCasné dobé uplatiuje v mnoha oborech

jako napf. farmacie, analyticka chemie, medicina, potravinarstvi a dalsi.

3.2.1 Mechanismus a vznik CL signalu

Ma-li dojit k luminiscenci, musi molekula nejprve pfejit do excitovaného
stavu absorpci zafeni vhodné vinové délky. Absorpci energie muize jeden
z parovych elektroni molekulového orbitalu (zpravidla jeden z elektronu
1T orbitalu) prFejit do prvého excitovaného singletového stavu S;, ve kterém se
jeho vysledny spinovy moment nezménil. Takto excitovana molekula ma
zpravidla jen velmi kratkou dobu Zivota (107 az 10® s). Pfijatou energii pak
muze predat celou jinym ¢&asticim napf. srazkami (nezafivym prfechodem
pfi kolizni deaktivaci).

Jestlize v8ak je stav S; relativné stabilni, mohou excitované molekuly
prechazet zpét do zakladniho elektronového stavu Sp sloZitéjSim
mechanismem. Excitovana molekula pfejde nezafivym pfechodem (tzv. vibraéni
relaxaci) na nejnizsi, zakladni vibraéni hladinu excitovaného singletového stavu
S;. Poté mlze dojit k fluorescenéni fotonové emisi v ultrafialové nebo viditelné
oblasti spektra tj. k fluorescenci, kdy se elektrony vraceji do riznych vibraénich
podhladin zakladniho singletového stavu So.

V jinych pfipadech prejdou elektrony tzv. interkombinacni konverzi
na vysSi vibraCni hladinu excitovaného tripletového stavu Ti, kdy v systému
existuji dva elektrony se stejnym spinem (stav T; ma obecné mensi energii nez

S;). Protoze molekula bude mit nadbytek vibraéni energie, pfejde nejprve
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deaktivacnim nezafivym pfechodem do zakladniho vibra¢niho stavu v T1. Tento
stav ma dlouhou dobu Zivota (fadové 10 s), nebot prechod do S; je spinové
zakazany a proto prechod elektronu ztohoto stavu zpét do zakladniho
singletového stavu Sy (do jeho riznych vibragnich podhladin) tzv. fosforescenci
bude velmi zavisly na experimentalnich podminkach. Pokud dojde k pfechodu
do zakladniho stavu kolizni deaktivaci, nebude fosforescence pozorovana.
Proto chceme-li pozorovat fosforescenci latky, je nutno vétSinou pracovat

za nizké teploty [5].
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Obrazek 3: Jablonského energeticky diagram

C - chemiluminiscence, F -fluorescence, P - fosforescence; CD - kolizni
deaktivace, IC - vnitini konverze, ISC, mezisystemovy pfechod, Sy - zakladni
singletovy stav, Si;, S, - excitované singletové stavy, T1, T2 — excitované
tropletové stavy, — - zafivy pfechod (emise fotonl), “ -+ - nezafivy pfechod
(bez fotonu) [8]

Chemiluminiscence je emise svétla diky chemické reakci. Muze probihat
v pevném, kapalném i plynném systému. Podle druhu CL procesu ji mizeme
rozdeélit na pfimé a nepfimé reak¢ni systémy.

U pfimého systému je zarfeni emitovano diky pfimé reakci dvou reaktantut
(A a B), obvykle to byva CL prekurzor (substrat) a oxidant. Vznikne meziprodukt
(I) v excitovaném stavu (*), ktery pfechazi do zakladniho stavu, a tim se zméni
v produkt (P) a dochazi k emisi fotonu. Jako pfiklad mizeme uvést pfimou
oxidaci analytd manganistanem.

A+ B —[l]* > P + svétlo [8]
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Nepfimy systém se vyznacCuje tim, Ze analyt pouze ovliviuje CL reakci.
Analyt je inhibitor nebo katalyzator CL reakce [9]. Podobné jako u pfimé CL
spolu reaguji dva reaktanty (A a B) a vznika meziprodukt (I) v excitovaném
stavu (*), ktery pfedava svou energii luminiscenénimu akceptoru (F). Ten poté
pfechazi z excitovaného stavu do zakladniho za emise fotonu. Jako pfiklad
muzeme uvést luminolovou nebo peroxyoxalatovou reakci [8]. Analyt muze
pusobit jako inhibitor nebo induktor CL reakce, jehoz koncentrace maze ovlivnit
intenzitu nebo mnozstvi emitovaného zareni [6]. Zde je mozZno zafadit nasi CL
reakci, kdy dochazi k oxidaci luminolu peroxidem vodiku v bazickém prostiedi
za katalyzy zelezitymi ionty.

A+B—[l]*+F — [F]* —> F + svétlo [8]

Emise vzniklé pomoci chemické reakce musi splnit zakladni energetické
pozadavky:
a) Chemiluminiscentni agens musi byt schopno pfijmout energii
z chemické reakce a prejit do excitovaného stavu s dostateéné velkou
ucinnosti.
b) Reakce musi byt exotermicka s vyménou volnou energii v rozmezi
170 - 300 kJ-mol™.
c) Na minimu by mély byt udrzovany deaktivacni procesy CL emise, coz je
molekularni disociace, spontanni izomerizace, fyzikalni zhaseni, a také
kompetitivni nezafivé prechody (intra- a intermolekularni pfenos

energie) [8].

3.2.2 Luminol jako chemiluminiscencni €inidlo

Luminol je odrazovym mustkem v oblasti vyzkumu chemiluminiscence -
byl objeven roku 1928 a od té doby se datuji dalsi objevy v této oblasti.
Pfi oxidaci luminolu peroxidem vodiku v bazickém prostfedi a za katalyzy
dochazi k chemiluminiscenci. Bazické prostfedi je zde vétSinou zajisténo
alkalickym karbonatovym pufrem, katalyzatorem reakce jsou zde ionty
pfechodného kovu (nejCastéji se pouzivaji ionty médnaté nebo Zeleznaté Ci

Zelezité, nejvhodnéjSi pro tuto reakci jsou vSak ionty kobaltnaté; reakci také
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katalyzuji i rizné pfirodni latky napf. porfyriny aj. Reakci je mozno proveést
I ve zjednoduSeném provedeni, kdy se bazické prostfedi zajisti pfidanim
hydroxidu sodného nebo draselného. V tomto provedeni vSak nelze pouzit jako
katalyzator médnaté ani zeleznaté soli, protoze by se srazely jejich nerozpustné
hydroxidy. Proto vtomto provedeni s vyhodou pouzivame jako katalyzator
hexakyanozelezitan draselny, pfipadné hexakyanozeleznatan draselny.
Nevyhodou zjednoduSeného provedeni je fakt, Ze hydroxidem vytvorené
zasadité prostiedi neni tak stalé jako prostfedi vytvofené pufrem, a proto je

délka vyzafovani chemiluminiscence v tomto provedeni ponékud kratsi [10].

MHy ]

MNH

| + 20H + H,0,
NH = =
] \ NH,

@ + N, + 4H,0 + hv
COor

Obrazek 4. Schéma CL luminolu [10]

3.3 Stanoveni zelezitych iontd jinymi instrumentalnimi

metodami

K dispozici je Siroka Skala moznych instrumentalnich metod ke stanoveni
zelezitych iontl a pro jejich detekci, napf. pratokova injekéni analyza (FIA),
zpétna pratokova injekéni analyza (rFIA), voltametrické  metody,
spektrofotometrie, fluorescence. Dale napfiklad iontovyménna kapalinova
chromatografie (HPLC), hmotnostni spektrometrie s indukéné sprazenym

plazmatem (ICP-MS), atomova absorp¢ni spektrometrie (AAS) [1].
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3.3.1 Stanoveni Zzelezitych iontd pomoci pritokové injekéni analyzy
spektrofotometrickou detekci na zakladé vzniku komplext

s salicylamidem kyseliny o-octové (AcSHA)

FIA je rychla a pfesna metoda, z niz se vydélila metoda SIA. Obé tyto
metody nasly Siroké uplatnéni pfi stanoveni Zeleza v riznych vzorcich [11].
Tremi zakladnimi kameny této metody jsou

1. vlozeni definovaného objemu roztoku do nosného proudu (Cinidla a dalSi
reagencia byla pfidavana dodatecné);

2. reprodukovatelna a pfesné naCasovana manipulace vstfikovani vzorku;

3. vytvoreni koncentracniho gradientu vstfikovaného vzorku poskytuji

prechodny, ale pfesné reprodukovatelny signal [12].

FIA je metoda s plynulym tokem nosného proudu a cCinidel. Vzorek je
vstfikovan do tohoto proudu zvlast. Hlavni rozdil je v geometrii toku, ktery je
konstantni. Oproti SIA ma FIA vySSi spotfebu Cinidel a vzorku, vicekanalovy
systém s vice ventily a Cerpadly, coz je nevyhodou [2]. Kromé automatizace ale
nabizi FIA dalsi vyhody (napf. jednoducha instrumentace, vysoka rychlost
analyzy vzorku, snadna automatizace rOznych analytickych postupu
a chemickych reakci) [13].

Toto stanoveni je zaloZeno na reakci Fe** ionttl s AcSHA v prostredi 2 %
roztoku methanolu. Vysledkem je komplex s intenzivnim fialovym zbarvenim,
ktery silné absorbuje pfi 475 nm. Za optimalizovanych podminek byl linearni
rozsah vrozmezi 5 — 140 pg* Fe®* skoreladnim koeficientem 0,9914

a detekénim limitem 0,5 pg-I™* [11].

3.3.2 Stanoveni zelezitych iontl pomoci zpétné pratokové injekéni
analyzy spektrofotometrickou detekci na zakladé vzniku komplexu
s chlortetracyklinem
Specialni metodou FIA je zpétna pruatokova analyza (rFIA). Zpétny tok
zahrnuje vstfikovani detekéniho €inidla do konstantniho toku vzorku. rFIA je
jednim z FIA rezimu, ktery slouzi ke snizeni spotfeby C¢inidla, vzorkovaci

disperze, ke zlepSeni ucinnosti michani a zvySeni citlivosti. Tento jednoduchy
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a levny pfistup je aplikovan i na viceslozkové analyzy sekvencéniho vstfikovani
riznych €inidel do toku vzorku [13].

Zde muzeme uvést stanoveni Fe®" iontd zalozené na reakci Fe** ionty
s chlortetracyklinem. Vznika intenzivné zbarveny Zluty komplex s vyhodnou
absorpci pfi vinové délce 435 nm. Za optimalizovanych podminek byl linearni
rozsah vrozmezi 0,5 — 20,0 pgl* Fe®* skorelaénim koeficientem 0,997

a detekénim limitem 0,10 pg-1™ [14].

3.3.3 Stanoveni zelezitych iontl pomoci poklesu fluorescence

Mezi daldi metody vyvinuté ke stanoveni Zelezitych iontl ve vodé
muzeme uvést metodu, ktera byla vyvinuta za pouziti derivatu rhodaminu B,
rhodamin amidu (RHA), v kyselém acetatovém pufru (HAc-NaAC). V tomto
pristupu je vyuzit tézky atom I3, ktery je schopen zhaset fluorescenci RHA.
K vytvoreni nefluorescenéni slouceniny dochazi kdyz Fe®** reaguje s prebytkem
Kl a vznika I3, které je schopno zhaset fluorescenci RHA. Vysledky ukazaly, Ze
intenzita poklesu fluorescence RHA predstavovala dobrou linearni zavislost
na obsahu Fe** vrozmezi koncentraci 0,5 — 5-10° mol-I* s korela¢nim
koeficientem 0,9970, a detekénim limitem 0,3 mol-I* Fe®* . Tento pfistup byl
pouzit pro stanoveni Fe®*" ve vzorcich vody, a vytéZnost byla zji$téna v rozmezi
80,7% az 100,8%. Tato metoda vykazuje vysokou citlivost a dobrou selektivitu

vuci zelezitym iontam [15].

3.3.4 Stanoveni zelezitych ionti pomoci zlaté elektrody modifikované
samoorganizaénimi monovrstvami (SAM) kyseliny 2-sulfojantarové
(MSA)

Zelezité ionty byly citlivé a selektivng stanoveny pfi nizkych
koncentracich v pfitomnosti Zeleznatych iontl za pouziti zlato — 2-sulfojantarové
kyseliny jednovrstevné elektrody pomoci adsorpCni rozpoustéci voltametrie
obdélnikovou vinou. Tento vytvofeny snimac je vyhodny jednoduchou vyrobou,
nizkymi detekénimi limity (10° az 10™ mol-I™*) a $irokym linearnim dynamickym
rozsahem. Nema nedostatky, které souvisi se rtutovou elektrodou. Pouzitelnost
elektrody pro stanoveni zelezitych iontd v realnych vzorcich byl Uspésné

testovan ve farmaceutickém materialu stejné jako u vzorkd vody s mensim
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ruSenim matrici vzorku. Chemicka modifikace povrchu elektrod je hlavni oblasti
souCasného vyzkumu v elektrochemii. Mérny systém byl slozen z pracovni Au-
MSA elektrody, zreferenéni Ag/AgCl elektrody a platinové fdlie s velkou
plochou jako pomocné elektrody.

Rozpoustéci  voltametrie je metoda, ktera& umozZnuje pfimé
elektrochemické stanoveni stopovych mnozstvi zeleza v realnych vzorcich.
Sklada se zprekoncentratniho kroku (nahromadéni stanovované latky
na elektrodu) a rozpoustéciho ,stripping“ kroku, kdy se sleduje elektrochemické

chovani nahromadéné latky [16].
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Laboratorni pristroje

Analytické vahy SARTORIUS 2004 MP, Némecko

Ultrazvukova lazen SONOREX RK 100, Bandelin electronic, Némecko

SIA systém:

PocitaC se specialnimi  kartami  AT-MIO-16E10 a  AT-23214
a programovacim prostfedim LabVIEW (National Instruments Corporation,
USA)

Ovladaci program FAFSIA vytvofeny na Katedfe analytické chemie, verze
FafSia 1.0

SIA systém s detektorem

Pistové cCerpadlo Cavro XL 3000 s objemem 2,5ml (Cavro Scientific
Instruments Inc. USA)

Deseticestny selekéni ventil VICI VALCO (Valco Instruments Co. Inc., USA)
Misici civka o objemu 1,2 ml zteflonové (PTFE) hadicky o prdméru
0,75 mm

Fluorimetricky pratokovy detektor model FS 970 (Schoeffel Instruments Inc.
USA)

Spojovaci material — hadi¢ka z teflonu (PTFE) o vnitfnim priméru 0,50

a 0,75 mm (Watrex, Ceska republika)

4.2 Pouzité chemikalie

Hexakyanozelezitan draselny 99%, Balex, Pardubice, CR
Peroxid vodiku 30%, Sigma-Aldrich, Némecko

Luminol 98%, Fluka BioChemika, Némecko

Hydroxid sodny, min. 98%, Penta Chrudim, CR
Hexakyanozeleznatan draselny 99%, Sigma-Aldrich, Némecko
Dusiénan zelezity nonahydrat 98%, Lachema, Praha, CR
Chlorid Zelezity hexahydrat 99%, Balex, Pardubice, CR
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4.3 SIA systém s detektorem

4.3.1 SIA systém

Nejprve byla naprogramovana dvojcestna pistova pumpa, ktera slouzila
jako Cerpadlo. Pfi prvnim méfeni kazdého dne byla pumpa vynulovana
(initialize) a promyty vSechny porty. Polohou IN bylo umoznéno nasavani
nosného proudu (destilovana voda) do dutiny pistového ¢erpadla a byla zvolena
jeho rychlost a objem. Pak byla pumpa pfepnuta do polohy OUT a tim doSlo
ke spojeni s misici civkou. Do této civky byly zadanymi porty selekéniho ventilu
aspirovany roztoky €inidel a vzorku. Poté doslo k obraceni toku a objem misici
civky a dutiny Cerpadla byl stanovenou rychlosti poslan do detektoru, ktery
zacCal snimat intenzitu CL. Ukazky vytvofenych program, které byly pouzity,
jsou zobrazeny na obrazku 5,6.

Tento systém obsahoval 10-cestny selekéni ventil. Porty na tomto ventilu
byly oznaceny od 1 do 10 a vyuzity byly porty: 2 — peroxid vodiku, 3 - luminol,
4 — hexakyanozelezitan draselny, 9 - detektor. Ostatni porty nebyly zapojeny.

Princip a popis tohoto systému byl popsan v experimentalni ¢asti v kapitole 2.1.

Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump

valve position IN

set flow rate [ul/s] 100
aspirate [ul] 500
valve position OUT
set flow rate [ulis] 100
set valve position 2
aspirate [ul] 50
set valve position 4
aspirate [ul] 50
set valve position 3
aspirate [ul] 50
set valve position 9
set flow rate [ulis] 100

empty syringe

*Number of cycles #3

v wr

Obrazek 5: Mérici cyklus

(pumpa pozice IN)
(rychlost aspirace)
(aspirovany objem)
(pumpa pozice OUT)

(peroxid vodiku)

(hexakyanoielezitan draselny)

(luminol)

(detektor)

(rychlost pritoku detekrotem)

(vyprazdnit pumpu)
(opakovat 3 krat)
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Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
multi-port valve
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump
Syringe pump

valve position IN

set flow rate [ulfs] 100
aspirate [ul] 500
valve position OUT
set flow rate [ulfs] 100
set valve position 2
aspirate [ul] 50
set valve position 4
aspirate [ul] 50
set valve position 3
aspirate [ul] 50
set valve position b
aspirate [ul] 100
set valve position 9
dispense [ul] 70
aspirate [ul] ]
set flow rate [ulfs] 120

empty syringe

*Mumber of cycles #3

(pumpa pozice IN)
(rychlost aspirace)
(aspirovany objem)
(pumpa pozice OUT)

(peroxid vodiku)
(hexakyanoielezitan draselny)
(luminol)

(nosny proud)

(detektor)

(vypustit objem do detektoru)
(aspirovat objem z detektoru)
(rychlost pritoku detekrotem)
(vyprazdnit pumpu)
(opakovat 3 krat)

Obrazek 6: Promiseni

4.3.2 Detekce a hodnoceni signalu
Pro CL stanoveni byl upraven fluorimetricky pratokovy detektor model
FS 970.

sekundarniho filtru byl vioZzen spiralni CL modul z plexiskla, ktery kopiroval tvar

Lampa fluorimetru byla vypnuta (primarni zafeni). V misté
sekundarniho filtru. Soucasti tohoto modulu byla pétkrat stoCena spirala tvofena
z teflonové prahledné hadi¢ky o vnitfnim praméru 0,50 mm. Méfeny produkt byl
pfivadén do stfedu spiraly a odvadén do vnéjSi Casti spiraly a poté az
do odpadu [17]. Cely detektor byl uzavien v nepropustném ¢erném obalu, aby
nebylo ovlivnéno CL zéafeni.

Graficky zaznam byl vyhodnocen pomoci ovladaciho program FAFSIA
vytvofeného na Katedife analytické chemie. Z grafického zaznamu byla
odectena vysSka piku. Pfi méfeni bylo tfeba ménit rozsah stupnice (citlivost
méreni). PouZitim vzorce byla vypocitana intenzita CL. Intenzita CL je pfimo
umérna vysce piku.

Vypocet: (rozsah [WA] - 1000 - & vysky piku) / 2,5 = intenzita CL [nA]

4.4 Priprava roztok

Roztoky byly pfipravovany v odmérnych bankach o potfebnych objemech
a vSechny roztoky (kromé& roztoku peroxidu vodiku) byly ponofeny na 5 minut
do ultrazvukové lazné. Roztoky byly uchovavany v lednici. Pfed méfenim byly

vytaZeny, aby ziskaly pokojovou teplotu, pfi které bylo provadéno mérfeni.
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Roztok peroxidu vodiku byl pfipravovan pfed kazdym méfenim znovu kvali své

nestabilité.

4.4.1 Priprava zasobnich roztoku
Zasobni roztok hydroxidu sodného o koncentraci 0,1 mol-I* byl pfipraven

pomoci navazky 0,4 g rozpusténé ve 100 ml destilované vody.

4.4.2 Priprava pracovnich roztoku

Pracovni roztok peroxidu vodiku o koncentraci 1 mmol-I* byl pfipraven
odpipetovanim 560 yl 30% peroxidu vodiku do odmérné barnky na 50 ml
a doplnén po rysku destilovanou vodou. Po promichani byl z tohoto roztoku
odebran 1 ml do odmérné barnky na 100 ml a dopInén destilovanou vodou.

Pracovni roztok luminolu o koncentraci 1 mmol-I* byl pfipraven pomoci
navazky 0,0177 g rozpu$téné v hydroxidu sodném o koncentraci 0,1 mol-I*
v odmérné barice na 100 ml.

Zasobni roztok chloridu Zelezitého hexahydratu o koncentraci 1 mmol-I™* byl
pfipraven pomoci navazky 0,0269 g rozpusténé v destilované vody v odmérné
barfice o objemu 100 ml. Z néhoz byl postupnym fedénim pfipraven pracovni
roztok o koncentraci 4-:10° mol-I™.

Zasobni roztok dusiénanu Zelezitého nonahydratu o koncentraci 1 mmol-I*
byl pfipraven pomoci navazky 0,0402 g rozpusténé v destilované vody
v odmérné barice o objemu 100 ml. Z néhoz byl postupnym fedénim pfipraven
pracovni roztok o koncentraci 4:10°° mol-I™.

Zasobni roztok hexakyanozelezitanu draselného o koncentraci 1 mmol-I*
byl pfipraven pomoci navazky 0,0328 g rozpusténé v destilované vody
v odmérné bance na 100 ml. Z tohoto roztoku byla pfipravena kalibra¢ni fada

roztokd.
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Tabulka 1 : Priprava roztoku hexakyanozelezitanu draselného.

Zasobni roztok Odebrany objem Vysledny objem Pracovni roztok
[mol-I™] [mi] [ml] [mol-I™"]
1-107 10,00 100 1-10™*
1-10* 10,00 100 1-10°
1-10° 10,00 100 1-10°
1-10° 10,00 100 1-107
1-107 8,00 10 8:10°
1-10” 6,00 10 6-10°
1-107 4,00 10 4-10°
1107 2,00 10 2:10°
1-10” 10,00 100 1-10°
1-10° 6,00 10 6-10°
1-10° 4,00 10 4-107
1-10° 2,00 10 2:10”
1-10° 10,00 100 1-107
1-107 8,00 10 8:10™

4.5 Optimalizace parametru

Pro nalezeni vhodnych podminek stanoveni Zelezitych iontd pomoci SIA
bylo nutné optimalizovat parametry metody a tim zajistit co nejlepSi odezvy
detektoru a opakovatelnost vysledkl. Zakladem stanoveni Zelezitych iontd bylo
jejich katalytické pasobeni na intenzitu CL pfi oxidaci luminolu peroxidem
vodiku v alkalickém prostfedi.

Optimalizované parametry:
e sekvence
e rychlost miseni
e rychlost prutoku detektorem
e koncentrace zelezitych iontu
e pracovni napéti detektoru
e objemy Cinidel

e promiseni

4.5.1 Vliv aspirace roztoki na intenzitu CL

Bylo potfeba zjistit nejvhodnéjSi sekvenci aspirace Cinidel a vzorku tak,
aby odezva detektoru byla co nejvyssi. Jako zaklad byla vzata Cinidla a vzorek
o koncentraci 10° mol-I* a objemu 50 pl. Byly vyzkou$eny vSechny varianty

aspirace roztoku (Kap. 5.1.1). Vysledna nejvhodnéjsi sekvence byla pouzivana
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v dalSich mérenich. Musime si uvédomit také to, Ze dochazi k aspiraci Cinidel

a vzorku do misici civky, takze poradi prichodu detektorem je opacné.

4.5.2 Vliv rychlosti miseni a pratoku detektorem na intenzitu CL

Byly testovany nejoptimalnéjSi hodnoty misici rychlosti. Rozmezi
testovaného parametru bylo 30 — 150 pl-s™.

Dale byly testovany rychlosti pritoku detektorem v rozmezi 30 - 60 pl-s™.
Poté byla jesté testovana vy$si rychlost v rozmezi 30 — 90 pl-s™.

Optimalni rychlosti byly ty s nejlepSi odezvou detektory, tedy s nejvysSi
intenzitou CL, ktera je zajisténa dostateCnym promisenim, ale také rychlym

transportem produktu do detektoru.

4.5.3 Vliv koncentrace zelezitych iontl na intenzitu CL

Byla zkoumana katalyticka uc€innost Zelezitych iontd v rdznych
koncentracich. Zde byl pozorovan vztah mezi koncentraci Zelezitych iontl
aintenzitou CL. Byly méfeny sekvence s rliznymi koncentracemi zelezitych

iontd a velikost Sumu ve slepém vzorku.

4.5.4 Vlivzmény napéti na intenzitu chemiluminiscence

Cilem bylo optimalizovat pracovni napéti detektoru se snahou o co
nejvétsi rozliseni méFenych koncentraci Zelezitych iontd (10%, 107 mol-I™)
od slepého vzorku. Vzdy byla proméfovana jedna koncentrace a bylo postupné

po 10 V zvySovano napéti a vysledky byly zaznamenany do tabulek.

4.5.5 Vliv objemu €inidel na intenzitu CL
Byly hledany nejvhodnéjSi objemy aspirace Cinidel a vzorku, pfi kterych by

odezva detektoru byla nejvyssi.

4.5.6 Vliv promiseni na intenzitu CL

Byla snaha zvySit promiseni nékolikanasobnou zménou sméru toku
nosného proudu a tim celé detekované smési. Program pro promiseni je
uveden na obrazku 6. Podle stanovené sekvence byly nasavany Ccinidla
a vzorek. V tomto méfeni bylo jesté aspirovano 100 ul nosného proudy z portu
6, aby se reagujici smés posunula dale do misici civky. Poté bylo pusténo 70 ul

objemu nosného proudu z pumpy do detektoru a nasledné vraceno stejné
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mnozstvi zpét a pak doslo k uplnému vypusténi celého objemu pumpy

do detektoru a zméreni intenzity CL.

4.6 Kalibracni zavislost

Byla proméfena za standardizovanych podminek uvedenych v tabulce 35.

Byl zjistén typ kalibracni zavislosti, kvantifikacni a detekcni limity.

4.7 Opakovatelnost

Opakovatelnost byla proméfena u koncentraci Fe** jontt: 2:10° a 4-10°
mol.I* za podminek uvedenych v tabulce 35Tabulka 35 pfi napéti 350 V.
Méreni bylo provedeno 10 krat. Byl zjistén primér vysky piku, smérodatna

odchylka a relativni smérodatna odchylka.

4.8 Porovnani intenzity CL u ruznych zelezitych sloucenin

Jako standard pro méfeni koncentrace Fe® iontli byla pouZita slougenina
hexakyanozelezitan draselny. Dale byly pouzity sloucCeniny dusi¢nanu
Zelezitého a chloridu Zelezitého. VSechny tyto slou€eniny byly porovnavany se
slepym vzorkem a proméfeny za stejnych podminek uvedenych v tabulce 39.
Koncentrace Fe® iontll byla u v&ech slougenin 4:10° mol-I*. Bylo sledovano,
jaky vliv maji razné anionty v Fe** slougeninach na intenzitu CL a jaky dopad

muze mit rychlost pritoku detektorem na rychlost katalyzy CL reakce.

4.9 Vliv zeleznatych ionti na intenzitu CL pfi stanoveni
zelezitych iontt
Byly méfeny roztoky hexakyanozelezitanu a hexakyanozZeleznatanu
draselného o koncentraci 4:10° mol-I* pfi 350 V za podminek uvedenych
v tabulce 42. Nejprve byl kazdy roztok zméfen zvlast a pak byly smichany

dohromady v poméru 1:1 a byl sledovan vliv na intenzitu CL.
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5 Vysledky méreni a diskuse

5.1 Optimalizace parametrui

Optimalizace méla za cil nalezeni vhodnych podminek pro stanoveni

Zelezitych iontd sekvenéni injekéni analyzou pomoci chemiluminiscenéni

detekce.

5.1.1 Vliv aspirace roztokl na intenzitu chemiluminiscence

Tabulka 2: Parametry méreni vlivu aspirace roztokl na intenzitu CL

Port 2 50 ul H,0, 10™ mol-I™*

Port 3 50 ul luminol 10 mol-I™

Port 4 50 ul Ks[Fe(CN)g] 10° mol-I™*
Napéti 190V

Rychlost miseni 30uls™

Rychlost pratoku detektorem 30uls™

Rozsah 0,2 uA

Kazdé méfeni bylo provadéno ftfikrat a primérna hodnota byla

zaznamenana do tabulky.

Tabulka 3: Vysledky méreni vlivu aspirace roztokt na intenzitu CL

Aspirace vzorku Méfeni & Intenzita CL & [nA] | SD[nA] RSD [%]
1. 234 1,222 97,723 2,895 2,96
2. 243 1,407 112,559 1,981 1,76
3. 324 0,462 36,929 0,570 1,54
4, 342 0,675 54,007 0,433 0,80
5. 423 0,727 58,134 1,224 2,11
6. 432 0,917 73,373 0,903 1,23

Nejvyhodnéjsi sekvence byla nalezena pfi nejvy§Si namérené hodnoté

intenzity CL, coz byla hodnota odpovidajici aspiraci roztok( v pofadi 243.

S touto sekvenci aspirace bylo dale pracovano.
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5.1.2 Vliv rychlosti miseni a pratoku detektorem na intenzitu

chemiluminiscence

Tabulka 4: Parametry méreni vlivu rychlosti miseni a pritoku detektorem

na intenzitu CL

Port 2 50 ul H,0, 10™° mol-I™*

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™

Port 4 50 ul Ks[Fe(CN)g] 10° mol-I™
Poradi aspirace roztoku 243

Napéti 190V

Rozsah 0,2 yA
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Tabulka 5: Vysledky méreni rychlosti miseni pri pritoku detektorem
30 pl-s™

Rychlost miseni | Méfeni 1] Intenzita CL J [nA] SD [nA] RSD
[ul-s™] [NA] [%6]
1. 1,372 109,766
2. 1,422 113,777
3. 130 1,427 1,407 114,134 112,559 1,981 1,76
1. 1,412 112,960
2. 1,424 113,890
3. 140 1,446 1,427 115,711 114,187 1,143 1,00
1. 1,472 117,788
2. 1,490 119,166
3. | 50 1,504 1,489 120,288 119,081 1,022 0,86
1. 1,445 115,619
2. 1,484 118,707
3. | 60 1,477 1,469 118,184 117,503 1,349 1,15
1. 1,468 117,446
2. 1,504 120,356
3. |70 1,522 1,468 121,798 119,867 1,810 1,51
1. 1,514 121,129
2. 1,522 121,797
3. 180 1,547 1,530 123,762 122,400 1,117 0,91
1. 1,529 122,344
2. 1,574 125,887
3. 190 1,563 1,555 125,049 124,427 1,512 1,22
1. 1,543 123,454
2. 1,548 123,862
3. | 100 1,567 1,553 125,392 124,236 0,834 0,67
1. 1,534 122,754
2. 1,545 123,626
3. | 110 1,559 1,546 124,718 123,699 0,803 0,65
1. 1,532 122,594
2. 1,552 124,197
3. | 120 1,541 1,542 123,281 123,357 0,656 0,53
1. 1,544 123,534
2. 1,544 123,502
3. | 130 1,536 1,541 122,860 123,299 0,310 0,25
1. 1,519 121,505
2. 1,498 119,857
3. | 140 1,510 1,509 120,787 120,716 0,675 0,56
1. 1,456 116,455
2. 1,481 118,513
3. | 150 1,495 1,477 119,586 118,185 1,299 1,10
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130 - Zavislost intenzity CL na misici rychlosti
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Obrazek 7: Grafické zpracovani vysledkii méreni rychlosti

pfi pratoku detektorem 30 pl-s™
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Tabulka 6: Vysledky méreni rychlosti miseni pri pritoku detektorem
40 pl-s™

Rychlost miseni | Méfeni 1] Intenzita CL J [nA] SD [nA] RSD
[ul-s™] [NA] [%6]
1. 1,447 115,722
2. 1,447 115,722
3. 130 1,491 1,461 119,240 116,895 1,658 1,42
1. 1,468 117,423
2. 1,476 118,040
3. 140 1,512 1,485 120,940 118,801 1,533 1,29
1. 1,488 119,033
2. 1,520 121,587
3. | 50 1,526 1,511 122,058 120,893 1,329 1,10
1. 1,465 117,202
2. 1,493 119,421
3. | 60 1,516 1,491 121,264 119,296 1,660 1,39
1. 1,490 119,163
2. 1,493 119,422
3. |70 1,493 1,492 119,417 119,334 0,121 0,10
1. 1,506 120,478
2. 1,506 120,466
3. 180 1,499 1,504 119,909 120,284 0,265 0,22
1. 1,514 121,151
2. 1,531 122,466
3. 190 1,541 1,529 123,269 122,295 0,873 0,71
1. 1,489 119,145
2. 1,509 120,738
3. | 100 1,517 1,505 121,386 120,423 0,942 0,78
1. 1,459 116,682
2. 1,469 117,482
3. | 110 1,479 1,469 118,288 117,484 0,655 0,56
1. 1,479 118,287
2. 1,498 119,808
3. | 120 1,489 1,488 119,125 119,073 0,622 0,52
1. 1,413 113,035
2. 1,463 117,079
3. | 130 1,493 1,457 119,456 116,523 2,651 2,27
1. 1,447 115,794
2. 1,463 117,034
3. | 140 1,496 1,469 119,719 117,516 1,638 1,39
1. 1,440 115,228
2. 1,479 118,342
3. | 150 1,482 1,467 118,542 117,371 1,517 1,29
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130 - Zavislost intenzity CL na misici rychlosti
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Obrazek 8: Grafické zpracovani vysledkii méreni rychlosti miseni

pfi pratoku detektorem 40 pl-s™
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Tabulka 7: Vysledky méreni rychlosti miseni pfi pritoku detektorem
50 pl-s™

Rychlost miseni Méfeni %] Intenzita J [nA] SD [nA] | RSD [%)]

[ul-s™] CL [nA]
1. 1,370 109,590
2. 1,399 111,950
3. 130 1,424 1,398 113,926 | 111,822 | 1,772 1,59
1. 1,366 109,242
2. 1,412 112,985
3. 140 1,438 1,405 115,008 | 112,411 | 2,389 2,13
1. 1,410 112,815
2. 1,435 114,794
3. |50 1,447 1,431 115,764 | 114,458 | 1,227 1,07
1. 1,409 112,738
2. 1,424 113,944
3. | 60 1,441 1,425 115,314 | 113,999 | 1,052 0,92
1. 1,416 113,242
2. 1,444 115,538
3. |70 1,479 1,446 118,294 | 115,691 | 2,065 1,78
1. 1,403 112,216
2. 1,412 112,950
3. 180 1,446 1,420 115,662 | 113,609 | 1,482 1,30
1. 1,407 112,592
2. 1,441 115,301
3. 190 1,457 1,435 116,588 | 114,827 | 1,665 1,45
1 1,361 108,913
2. 1,445 115,614
3. | 100 1,459 1,422 116,758 | 113,762 | 3,460 3,04
1. 1,353 108,234
2. 1,420 113,611
3. | 110 1,413 1,395 113,017 111,621 2,407 2,16
1. 1,418 113,439
2. 1,431 114,468
3. | 120 1,450 1,433 116,006 | 114,638 | 1,055 0,92
1. 1,452 116,197
2. 1,470 117,602
3. 1130 1,491 1,471 119,304 | 117,701 | 1,270 1,08
1. 1,462 116,991
2. 1,481 118,502
3. | 140 1,491 1,478 119,310 | 118,268 | 0,961 0,81
1. 1,442 115,322
2. 1,460 116,838
3. | 150 1,471 1,458 117,694 | 116,618 | 0,980 0,84
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Tabulka 8: Vysledky méreni rychlosti miseni pfi pritoku detektorem
60 pl-s™

Rychlost miseni | Méfeni 1] Intenzita CL J [nA] SD [nA] RSD
[ul-s™] [NA] [%6]
1. 1,359 108,727
2. 1,377 110,145
3. 130 1,419 1,385 113,539 110,804 2,019 1,82
1. 1,450 116,008
2. 1,448 115,832
3. 140 1,460 1,453 116,786 116,209 0,414 0,36
1. 1,430 114,362
2. 1,435 114,830
3. | 50 1,467 1,444 117,368 115,520 1,321 1,14
1. 1,412 112,990
2. 1,427 114,137
3. | 60 1,449 1,429 115,952 114,359 1,220 1,07
1. 1,387 110,988
2. 1,446 115,707
3. |70 1,455 1,430 116,418 114,371 2,410 2,11
1. 1,429 114,307
2. 1,465 117,223
3. 180 1,456 1,450 116,449 115,993 1,233 1,06
1. 1,467 117,370
2. 1,485 118,834
3. 190 1,466 1,473 117,241 117,815 0,722 0,61
1. 1,427 114,161
2. 1,448 115,819
3. | 100 1,477 1,451 118,157 116,046 1,639 1,41
1. 1,405 112,377
2. 1,438 115,051
3. | 110 1,457 1,433 116,592 114,673 1,741 1,52
1. 1,458 116,654
2. 1,454 116,309
3. | 120 1,473 1,462 117,819 116,927 0,646 0,55
1. 1,485 118,807
2. 1,486 118,918
3. | 130 1,492 1,488 119,325 119,017 0,223 0,19
1. 1,470 117,592
2. 1,473 117,862
3. | 140 1,489 1,477 119,143 118,199 0,677 0,57
1. 1,481 118,454
2. 1,482 118,553
3. | 150 1,523 1,495 121,849 119,619 1,577 1,32
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130 - Zavislost intenzity CL na misici rychlosti
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Obrazek 10: Grafické zpracovani vysledkli méreni rychlosti miseni

pfi pratoku detektorem 60 pl-s™
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Obrazek 11: Porovnani vsech rychlosti pritoku detektorem

NejvysSi intenzita CL odpovidala méfeni pfi rychlosti pritoku detektorem
30 ul-s™ a pfi rychlosti miseni 90 ul-s™. Pro dal$i méfeni byla pouzita hodnota
rychlosti miseni 100 pl-s® zdlvodu niz§i smérodatné odchylky a pfitom
srovnatelného CL signalu. NejvysSi hodnoty CL byly ziskany pfi rychlosti
prichodu detektorem 30 pl-s™, coz odpovida delsi reakéni dobé (trva déle, nez

se reagujici zona dostane do detekéni cely). V této zavislosti je viditelny narlst
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CL od rychlosti miseni 30 do 90 ul-s™, pak do rychlosti 130 ul-s™ signal ztistava

na stejné urovni a pfi pouziti vyssich rychlosti za€ina klesat.

5.1.3 Vliv koncentrace zelezitych iontll na intenzitu chemiluminiscence

Tabulka 9:

na intenzitu CL

Parametry méreni

vlivu koncentrace zelezitych ionta

Port 2 50 ul H,O, 10™ mol-I™*
Port 3 50 ul luminol 10 mol-I*
Port 4 50 ul K3[Fe(CN)g] rtzné koncentrace

Poradi aspirace roztoku

243

2V3 Slepy vzorek (misto Ks[Fe(CN)g] nosny proud)
Napéti 190V
Rychlost miseni 100 ul-s™
Rychlost pratoku detektorem 30ulsT
Tabulka 10: Vysledky méfeni vlivu koncentrace zelezitych ionta
na intenzitu CL
Koncentrace Rozsah Méfeni %] Intenzita J [nA] SD RSD
[mol-I™] [WA] CL [nA] Al | [%]
1. 0,027* 0,108
2. 0,020* 0,080
3. | Slepy 0,01 0,012* 0,020 | 0,048 0,079 - -
1. 0,001* 0,004
2. 0,001~ 0,004
3.]110% 0,01 0,001~ 0,001 | 0,004 0,004 - -
1. 0,022* 0,088
2. 0,022* 0,088
3./1107 0,01 0,019* 0,021 | 0,076 0,084 - -
1. 0,208 0,831
2. 0,190* 0,760
3.]110° 0,01 0,180* 0,193 | 0,720 0,770 - -
1. 1,453 5,813
2. 1,454 5,816
3./110° 0,01 1,493 1,467 | 5,972 5,867 0,074 | 1,26
1. 1,268 25,355
2. 1,300 26,002
3. /110" 0,05 1,349 1,306 | 26,979 26,112 | 0,668 | 2,56
1. 1,566 125,315
2. 1,601 128,087
3./110° 0,2 1,590 1,586 | 127,201 126,868 | 1,156 | 0,91

* Namérené hodnot
CL.

y byly odedteny z programu ruéné kvuli pfili§ nizké intenzité
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140 - Zavislost intenzity CL na koncentraci zelezitych iontt
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Obrazek 12: Grafické zpracovani vysledkii méreni vlivu koncentrace

zelezitych iontd na intenzitu CL

Bylo zjisténo, ze intenzita CL se zvySuje se zvySujici koncentraci
Zelezitych iontll vrozmezi koncentraci 1-10° — 1:10° mol-I*, u niz8ich

koncentraci uz pak zUstava témeér stejna, srovnatelna se slepym vzorkem.

5.1.4 Vliv zmény napéti na intenzitu chemiluminiscence pfi riznych

koncentracich zelezitych ionta

Tabulka 11: Parametry méreni vlivu napéti na intenzitu CL pfi riznych

koncentracich zelezitych ionta

Port 2 50 ul H,0, 10” mol-I*

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™

Port 4 50 ul K3[Fe(CN)g] rtzné koncentrace
Poradi aspirace roztoku 243

Rychlost miseni 100 ul-s™

Rychlost pratoku detektorem 30uls™
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Tabulka 12: Vysledky méreni vlivu zmény napéti na intenzitu CL slepého

vzorku
Napéti [V] Rozsah [uA] Méfeni @ Intenzita CL & [nA] SD [nA] RSD [%]

300 0,1 0,14* 5,6 - -

310 0,1 0,19* 7,6 - -

320 0,1 0,257 10,293 0,040 0,38
330 0,1 0,351 14,031 0,335 2,39
340 0,1 0,481 19,256 0,069 0,36
350 0,2 0,337 26,969 1,465 5,43
360 0,2 0,450 35,973 0,465 1,29
370 0,5 0,234 46,773 3,059 6,54
380 0,2 0,823 65,874 1,436 2,18
390 0,2 1,047 83,773 1,815 2,17
400 0,2 1,490 119,201 1,498 1,26

* Namérené hodnoty byly odecteny z programu ru¢né kvuli pfili§ nizké intenzité
CL.

Tabulka 13: Vysledky méreni vlivu zmény napéti na intenzitu CL

pfi koncentraci zelezitych iontd 107 mol-I*

Napéti [V] Rozsah [uA] Méreni @ Intenzita CL & [nA] SD [nA] RSD [%]
300 0,1 0,555 22,206 0,408 1,84
310 0,1 0,714 28,551 0,960 3,36
320 0,1 1,060 42,399 0,176 0,41
330 0,1 1,421 56,833 0,369 0,65
340 0,1 1,943 77,716 1,683 2,17
350 0,2 1,333 106,621 3,066 2,88
360 0,2 1,747 139,767 0,382 0,27
370 0,5 0,947 189,301 6,931 3,66
380 0,5 1,168 233,551 1,501 0,64
390 0,5 1,492 298,433 5,637 1,89
400 0,5 1,931 386,133 8,140 2,11

Tabulka 14: Vysledky méreni vlivu zmény napéti na intenzitu CL

pfi koncentraci zelezitych iontt 10 mol-I*

Napéti [V] Rozsah [uA] Méreni @ Intenzita CL & [nA] SD [nA] RSD [%]
350 0,1 0,778 31,139 0,232 0,75
360 0,1 1,049 41,948 0,394 0,94
370 0,5 0,296 59,211 3,032 5,12
380 0,2 0,948 75,841 0,483 0,64
390 0,2 1,155 92,373 2,190 2,37
400 0,2 1,674 133,944 0,386 0,29
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Tabulka 15: Vysledky méfreni vlivu zmény napéti na

pfi koncentraci zelezitych iontt 10° mol-I*

intenzitu CL

Napéti [V] Rozsah [uA] Méfeni @ Intenzita CL & [nA] SD [nA] RSD [%]
350 0,1 0,671 26,825 0,402 1,50
360 0,1 0,876 35,051 0,323 0,92
370 0,1 1,191 47,634 0,403 0,85
380 0,1 1,591 63,621 0,115 0,18
390 0,2 1,080 86,396 1,450 1,68
400 0,2 1,479 118,289 5,546 4,69

Tabulka 16: Souhrn vysledkt vlivu zmény napéti na CL
N Praimér intenzity CL [nA)/c (Fe™)
Napéti [V] ; = T =S T 7 T
slepy 107 mol-| 10" mol-| 10" mol-l
300 5,600 - - 22,206
310 7,600 - - 28,551
320 10,293 - - 42,399
330 14,031 - - 56,833
340 19,256 - - 77,716
350 26,969 26,825 31,139 106,621
360 35,973 35,051 41,948 139,767
370 46,773 47,634 59,211 189,301
380 65,874 63,621 75,841 233,551
390 83,773 86,396 92,373 298,433
400 119,201 118,289 133,944 386,133
Zavislost intenzity CL na zméné napéti
400 - R
390 - /
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370 -
_ 360 1 —e—slepy
> 350 -
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Obrazek 13: Grafické zpracovani vysledkt vlivu zmény napéti na CL
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Z grafu bylo zjiSténo, Ze pfi napéti 400 V bylo umoznéno nejvysSi
rozliseni dvou méfenych koncentraci Zelezitych iontd (10%, 107 mol-I™)

od slepého vzorku. S touto hodnotou napéti bylo dale méreno.

Méfeni od Kkapitoly 5.1.6 byla provadéna sodstupem 9 mésicl
za teplejSiho a slunecnéjSino pocasi. Pristroje byly pfestéhovany do jiné
laboratofe, tim se zménilo prostfedi. Byly pfipraveny nové roztoky. Hodnoty

prutokové rychlosti byly znovu zkontrolovany.

5.1.5 Vliv koncentrace zelezitych ionti a ménici se rychlosti prutoku

detektorem na intenzitu chemiluminiscence pfi napéti 400 V

Tabulka 17: Parametry méfeni koncentrace Fe®* a ménici se rychlosti

prutoku detektorem na intenzitu CL

Port 2 50 ul H,0, 10™ mol-I*

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™*

Port 4 50 ul K3[Fe(CN)e] rtzné koncentrace
Poradi aspirace roztoku 243

Napéti 400V

Rychlost miseni 100 pl-s™

Tabulka 18: Vysledky méreni pro slepy vzorek

Pritok detektorem | Rozsah | Méfeni ] Intenzita J [nA] SD | RSD
[ul-s™] [WA] CL [nA] [PA] | [%]
1. 1,510 120,834
2. 1,494 119,552
3.130 0,2 1,465 1,490 117,216 | 119,201 1,498 | 1,26
1. 1,599 127,906
2. 1,435 114,821
3. |50 0,2 1,456 | 1,497 | 116,496 | 119,741 5,814 | 4,86
1. 1,728 138,279
2. 1,682 134,586
3.|70 0,2 1,664 | 1,692 | 133,140 | 135,335 2,164 | 1,60
1. 0,787 157,370
2. 0,745 149,094
3.190 0,5 0,746 | 0,760 | 149,278 | 151,914 3,859 | 2,54
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Tabulka 19: Vysledky méfeni pro koncentraci zelezitych iontd 107 mol-|™

Pritok detektorem | Rozsah | Méfeni ] Intenzita d [nA] SD RSD
[ul-s™] [LA] CL [nA] NA] | [%]
1. 0,896 358,544
2. 0,879 351,504
3.130 1 0,879 0,885 351,508 | 353,852 3,318 | 0,94
1. 0,915 365,928
2. 0,887 354,976
3. |50 1 0,894 | 0,899 | 357,624 | 359,509 4,666 | 1,30
1. 0,994 397,752
2. 0,985 393,952
3.[70 1 0,987 | 0,989 | 394,688 | 395,464 1,646 | 0,42
1. 1,047 418,640
2. 1,043 417,140
3. |90 1 1,032 | 1,041 | 412,836 | 416,205 2,460 | 0,59

Tabulka 20: Vysledky méreni pro koncentra

ci zelezitych iontti 10® mol-I*

Pratok detektorem | Rozsah | Méfeni 4] Intenzita J [nA] SD RSD
[ul-s™] [WA] CL [nA] [PA] | [%]
1. 1,680 134,944
2. 1,668 133,452
3.130 0,2 1,675 | 1,674 | 133,985 | 133,944 | 0,386 | 0,29
1. 0,701 140,248
2. 0,702 140,460
3. |50 0,5 0,689 0,697 137,736 | 139,481 1,237 | 0,89
1. 0,880 175,978
2. 0,868 173,610
3.170 0,5 0,863 0,870 172,692 | 174,093 1,384 | 0,80
1. 1,043 208,610
2. 1,048 209,576
3.190 0,5 1,043 | 1,045 | 208,638 | 208,941 | 0,449 | 0,21

Tabulka 21: Vysledky méfeni pro koncentraci zelezitych iontd 10° mol-I™

Pritok detektorem | Rozsah | Méfeni ] Intenzita J [nA] SD RSD
[ul.s™] [MA] CL [nA] nA] | [%]
1. 1,420 113,612
2.130 0,2 1,440 1,430 115,175 | 114,394 0,782 | 0,68
1. 1,558 124,619
2. 1,507 120,557
3. 150 0,2 1,522 1,529 121,759 | 122,312 1,704 | 1,39
1. 0,786 157,144
2. 0,779 155,782
3.170 0,5 0,776 0,780 155,246 | 156,057 0,799 | 0,51
1. 0,993 198,532
2. 0,980 196,006
3.190 0,5 0,995 0,989 199,002 | 197,847 1,316 | 0,66
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Tabulka 22: Souhrn vysledki méfeni koncentrace Fe®* a ménici se

rychlosti pritoku detektorem na intenzitu CL

Pritok detektorem Primér intenzity CL [nA)/c (Fe™)
[ul-s™] slepy 10” mol-I" 10° mol-I"* 10" mol-I"
30 119,201 114,394 133,944 353,852
50 119,741 122,312 139,481 359,509
70 135,335 156,057 174,093 395,464
90 151,914 197,847 208,941 416,205
Zavislost intenzity CL na pritoku detektorem
400 +
—e—slepy

350 +
. —=—10-7 mol.I-1
<
£.300 - 10-8 mol.l-1
—
O 10-9 mol.l-1
S 250 -
N
c
2
£ 200 A

150 - /

—
100 T T T T T 1
20 30 40 60 70 80 90 100
Rychlost pritoku detektorem [pl-s1]

Obrazek 14: Grafické zpracovani vysledkd méfeni koncentrace Fe®*

a ménici se rychlosti prutoku detektorem na intenzitu CL

Bylo ZzjiSténo,

Ze v pfipadé zménénych podminek méfeni byla

pro rozliSeni jednotlivych koncentraci nejlepSi rychlost prutoku detektorem

70 ul-s™. S touto hodnotou bylo dale méfeno.

5.1.6 Vliv objemu ¢€inidel na intenzitu chemiluminiscence

Tabulka 23: Parametry méreni vlivu objemu €inidel na intenzitu CL

Port 2 H,0, 10 mol-I**

Port 3 luminol 10 mol-I™*

Port 4 Ks[Fe(CN)g] rdzné koncentrace*
Poradi aspirace roztoku 243

Napéti 330V

Rychlost miseni 100 ul-s™

Pratok detektorem 70 ul-s™
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*Zména aspirace objemu c¢inidel a vzorkl byla uvedena v nasledujicich
tabulkach.
Zde muselo byt snizeno napéti na 330 V tak, abychom se vesly

do rozsahu detektoru. Divodem byla pfiprava peroxidu vodiku z nové Sarze.

Tabulka 24: Aspirace objemu vzorku a €inidel

50 ul K3[Fe(CN)g] o riizné koncentraci
50 pl H,0, 10° mol-I™
50 pl luminolu 10™ mol-I™

Koncentrace Fe** | Rozsah | Méfeni a Intenzita J[nA] | s[nA] | RSD
[mol-1™] [LA] CL [nA] [%]
1. 1,582 632,740
2. 1,475 589,952
3. | slepy 1 1,409 | 1,488 | 563,480 595,391 | 28,536 | 4,79
1. 1,437 574,924
2. 1,455 582,140
3.|110° 1 1,372 | 1,422 | 548,972 568,679 | 14,243 | 2,50
1 1,378 551,158
2. 1,378 551,008
3.|110° 1 1,287 | 1,348 | 514,896 539,021 | 17,059 | 3,16
1 1,806 722,304
2. 1,826 730,380
3. | 1107 1 1,763 | 1,798 | 705,260 719,315 | 10,471 | 1,46

Tabulka 25: Aspirace objemu vzorku a ¢inidel

50 ul K3[Fe(CN)g] o razné koncentraci
30 pl H,0, 10° mol.I"
50 pl luminolu 10° mol.I™

Koncentrace Rozsah | Méfeni ] Intenzita d [nA] s[nA] | RSD
Fe* [mol-I"] [LA] CL [nA] [%)]
1. 1,043 208,628
2. | slepy 0,5 1,002 1,022 200,316 204,472 4,156 2,03
1. 0,985 196,992
2. 1,001 200,142
3. | 1107 0,5 0,952 0,979 190,322 | 195,819 4,094 2,09
1. 0,884 176,844
2. | 1-10% 0,5 0,870 0,877 174,026 175,435 1,409 0,80
1. 1,036 207,124
2. 1,028 205,544
3. | 1107 0,5 0,981 1,015 196,188 | 202,952 4,826 2,38
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Tabulka 26: Aspirace objemu vzorku a €inidel

50 ul K3[Fe(CN)g] o riizné koncentraci

40 pl H,0, 10° mol-I™"

50 pl luminolu 107 mol-I™

Koncentrace Rozsah | Méfeni ] Intenzita @ [nA] s [nA] | RSD
Fe* [mol-I"] [MA] CL [nA] [%)]
1. 0,700 279,828
2. 0,683 273,160
3. | slepy 1 0,698 0,694 279,340 277,443 | 3,035 1,09
1. 0,590 236,016
2. |110° 1 0,576 0,583 230,220 | 233,118 | 2,898 1,24
1. 0,544 217,424
2. | 1-10® 1 0,559 0,551 223,404 220,414 | 2,990 1,36
1. 0,528 211,300
2. 0,513 205,020
3. | 1107 1 0,547 0,529 218,928 | 211,749 | 5,687 2,69
Tabulka 27: Aspirace objemu vzorku a ¢inidel
50 ul K3[Fe(CN)g] o razné koncentraci
30 pl H,0, 10° mol-I™
30 pl luminolu 107 mol-I™
Koncentrace | Rozsah | Méfeni a Intenzita J [nA] s[nA] | RSD
Fe** [molI”] [LA] CL [nA] [%]
1. 1,409 281,714
2. 1,420 283,968
3. | slepy 0,5 1,377 1,402 275,456 280,379 | 3,601 1,28
1. 1,496 299,246
2. 1,191 238,250
3. |110° 0,5 1,236 1,308 247,242 | 261,579 | 26,886 | 10,28
1. 0,596 238,272
2. 0,547 218,668
3. |110°® 1 0,573 0,572 229,356 | 228,765 |8,014 | 3,50
1. 0,582 232,856
2. 0,576 230,336
3. | 1107 1 0,535 0,564 214,192 225,795 | 8,269 3,66
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Tabulka 28: Aspirace objemu vzorku a €inidel

70 ul K3[Fe(CN)g] o riizné koncentraci

50 pl H,0, 10° mol-I™*

50 pl luminolu 107 mol-I™

Koncentrace Rozsah | Méfeni 0] Intenzita J [nA] s[nA] | RSD
Fe* [mol-I"] [MA] CL [nA] [%)]
1. 1,755 140,424
2. 1,881 150,490
3. | slepy 0,2 1,789 1,808 143,090 | 144,668 | 4,258 2,94
1. 1,608 128,640
2. 1,555 124,421
3. |110° 0,2 1,536 1,567 122,917 | 125,326 | 2,423 1,93
1. 1,548 123,840
2. 1,437 114,959
3. |110°® 0,2 1,411 1,465 112,898 | 117,233 | 4,750 4,05
1. 1,458 116,674
2. 1,405 112,430
3. | 1107 0,2 1,373 1,412 109,866 | 112,990 | 2,807 2,48

Tabulka 29: Souhrn vysledkli méreni vlivu objemu €inidel na intenzitu CL

. Praimér intenzity CL [nA] J/c (Fe™)
Aspirace [ul] . =y T = T =7 T
slepy 107 mol-I” | 10™ mol-I" | 10" mol-l

1. | 50 pl K5[Fe(CN)g], H,0,, luminolu 595,391 | 568,679 |539,021 719,315
2. | 50 pl K3[Fe(CN)g], luminolu, 30 ul H,0, | 204,472 | 195,819 175,435 | 202,952
3. | 50 pl K3[Fe(CN)g], luminolu, 40 ul H,O, |277,443 | 233,118 [220,414 |211,749
4. | 50 pl Ks[Fe(CN)g], 30 pl H,O, luminolu | 280,379 | 261,579 |228,765 | 225,795
5. | 70 pl K3[Fe(CN)g] 50 pl H,O, luminolu | 144,668 | 125,326 117,233 112,990

200 Zavislost intenzity CL na zméné objemu aspirovanych

Cinidel

600
<
£.500 - ——1
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@) -2
2 400 - 3
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§ =>4

200 ?\l -

100 ! T T T T 1

0 2E-08 4E-08 6E-08 8E-08 0,0000001

Koncentrace zelezitych iontt [mol-1-1]

Obrazek 15: Grafické zpracovani vysledkii méreni vlivu objemu cinidel

naintenzitu CL
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Tento krok optimalizace byl zaméfen na stanoveni velmi nizkych
koncentraci, proto byly porovnavany pouze koncentrace vrozmezi 1-10° —
1-:107 mol-I". Nejvy$si intenzita CL byla naméfena pfi aspiraci 50 ul véech
¢inidel a vzorkd (1. kombinace uvedena v tabulce 29). Se zvysujici koncentraci
by se méla zvySovat intenzita CL, k €emuz pfi téchto méfenich nedochazelo
u velmi nizkych koncentraci 1:10° mol-I* a 1-:10® mol I}, kde byla intenzita CL
slepého roztoku dokonce vys$i nez uvedené koncentrace. Narust CL byl patrny
jen u prvni kombinace objemtl pouzitych roztok(i a v rozmezi koncentraci 1-10°
—1-107 mol-I"",

5.1.7 Vliv promiseni obracenim sméru toku nosného proudu

pred prichodem detektorem na intenzitu CL

Tabulka 30: Parametry méreni

Port 2 50 ul H,0, 10™ mol-I*

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™*

Port 4 50 ul K3[Fe(CN)g] rtzné koncentrace
Port 6 100 ul nosného proudu

Poradi aspirace roztok( bez promiseni 243

Poradi aspirace roztok(i s promisenim 2436

Rychlost miseni 100 ul-s™

Nebylo mozné zachovat predchozi velikost napéti. Cerstvé pfipraveny
roztok peroxidu vodiku byl nestabilni. Z poatku méreni bylo nutné hodnotu
napéti snizit, aby se naméfené hodnoty vesly do rozsahu detektoru. Stabilitu
tohoto roztoku jsme se snazily udrzet chlazenim a pouzitim tmavého

laboratorniho skla.

Tabulka 31: Vysledky méreni bez opakované zmény sméru toku

Napéti 275V
Rychlost pritoku detektorem 70 pl-s'1
Koncentrace Fe** Rozsah Mé&feni Intenzita CL & SD [nA] | RSD [%)]
[mol-1™] [LA] %] [nA]

slepy 0,5 1,494 298,733 10,015 | 3,35
1-107 1 0,842 336,600 5,800 1,72
1-10° 1 1,339 535,467 12,187 | 2,28
1-10” 1 1,526 610,354 12,890 | 2,11
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Tabulka 32: Vysledky méreni s opakovanou zménou sméru toku
a zvySenim prutoku detektorem
Napéti 275V
Rychlost pritoku detektorem 120 pl-s™
Koncentrace Fe™* Rozsah Méreni Intenzita CL & SD [nA] | RSD [%]
[mol-I"] [uA] 7] [nA]
slepy 0,2 0,699 55,893 3,267 5,84
1-10° 0,1 1,729 69,147 69,147 1,80
1-10° 0,2 0,882 70,587 2,244 3,18
1-107 0,2 0,986 78,853 0,425 0,54
Tabulka 33: Vysledky méreni s opakovanou zménou sméru toku
a zvysenim napéti
Napéti 350 V
Rychlost pritoku detektorem 120 pl-s'l
Koncentrace Fe* Rozsah Mé&feni Intenzita CL & SD [nA] RSD [%]
[mol-I] [LA] %} [nA]
slepy 1 0,995 398,000 6,101 1,53
1-107 1 0,976 390,533 18,317 | 4,69
1-10° 1 0,982 392,800 2,286 0,58
1-107 1 0,915 366,000 5,494 1,50
Tabulka 34: Souhrn vysledkli se zménou sméru toku nosného proudu
Promiseni opakovanou zménou Prdmér intenzity CL [nA] /c (Fe3+)
sméru toku; , 9 1 3 1 7 1
Pritok detektorem / napéti slepy 10 mol-l 107 mol-l 10" moll
1| Beze zmény toku; 70 ul-s™/ 275V | 298,733 | 336,600 535,467 610,354
2 | Se zménou toku; 120 pl-s'1 /275V 55,893 69,147 70,587 78,853
3| Se zménou toku; 120 pl-s'1 /350V |398,000 |[390,533 392,800 366,000
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Obrazek 16: Grafické zpracovani vysledkt vlivu promiseni na intenzitu CL

Porovnanim hodnot bylo zjiSténo, Ze opakovana zména sméru toku nebyla
vyhodna. Doslo ke snizeni intenzity CL diky opozdénému pritoku detektorem.
Nepomohlo ani zvySeni rychlosti pritoku detektorem. Bylo vyzkouSeno vysSi
napéti, ale vysledky byly srovnatelné s nizSim napétim, jen s vy$Si naméfenou
intenzitou CL. Nedochazelo ani ke zvySovani intenzity CL v dusledku zvysSujici
se koncentrace zelezitych iontll. To mohlo byt zplsobeno rozmytim reaguijici

zony a nedostatecnou reakci €inidel a Zzelezitych iontd.

5.2 Kalibracni zavislost

Byla proméfena kalibracni zavislost podle optimalizovanych parametra

pfi pracovnim napéti 275V a 350 V.

Tabulka 35: Parametry méreni kalibra¢ni zavislosti

Port 2 50 ul H,0, 10™ mol-I™

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™

Port 4 50 ul K3[Fe(CN)g] riizné koncentrace
Poradi aspirace roztoku 243

Rychlost pratoku detektorem 70 ul-s™

Rychlost miseni 100 pl-s™
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Tabulka 36: Kalibraéni zavislost pfi napéti 275 V

Koncentrace | Rozsah | Méfeni 1] Intenzita CL | @ [nA] SD [nA] | RSD
Fe* [mol-I"] [nA] [nA] [%)]
1. 1,041 41,640
2. 1,060 42,400
3. | Slepy 0,1 1,029 | 1,043 | 41,160 41,733 | 0,511 1,22
1. 1,077 43,080
2. 1,122 44,880
3.]1810™ 0,1 1,123 | 1,107 | 44,920 44,293 | 0,858 1,94
1. 1,404 56,160
2. 1,332 53,280
3.]110° 0,1 1,291 | 1,342 | 51,640 53,693 | 1,868 3,48
1. 1,044 83,520
2. 1,036 82,880
3.]210° 0,2 1,034 | 1,038 | 82,720 83,040 | 0,346 0,42
1. 1,216 97,280
2. 1,195 95,600
3.]410° 0,2 1,250 | 1,220 | 100,000 97,627 | 1,813 1,86
1. 1,292 103,360
2. 1,371 109,680
3.]6:10° 0,2 1,363 | 1,439 | 109,040 107,360 | 2,840 2,65
1. 1,210 96,800
2. 1,221 97,680
3.]110°® 0,2 1,236 | 1,222 | 98,880 97,787 | 0,852 0,87
1. 1,443 115,440
2. 1,494 119,520
3. ] 210 0,2 1,511 | 1,483 | 120,880 118,613 | 2,312 1,95

Kalibraéni zavislost pfi 275 V
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Koncentrace Zelezitych ionti [mol-I-1]

Obrazek 17: Grafické zpracovani vysledkt kalibracni zavislosti pri napéti
275V
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Tabulka 37: Kalibraéni zavislost pfi napéti 350 V

Koncentrace | Rozsah | Méfeni 1] Intenzita CL | @ [nA] SD [nA] | RSD
Fe* [mol-I"] [nA] [nA] [%)]
1. 1,289 257,800
2. 1,330 266,000
3. | Slepy 0,5 1,250 | 1,290 | 250,000 257,933 | 6,533 2,53
1. 1,399 279,800
2. 1,318 263,600
3. | 810" 0,5 1,283 | 1,333 | 256,600 266,667 | 9,716 3,64
1. 1,618 323,600
2. 1,523 304,600
3. | 2107 0,5 1,590 | 1,577 | 318,000 315,400 | 7,972 2,53
1. 0,932 372,800
2. 1,023 409,200
3.]410° 1 0,878 | 0,989 | 351,200 377,733 | 23,934 |6,34
1. 1,015 406,000
2. 1,011 404,400
3.]610° 1 1,037 | 1,021 | 414,800 408,400 | 4,572 1,12
1. 1,147 458,800
2. 1,133 453,200
3.|110°® 1 1,016 | 1,099 | 406,400 439,467 | 23,493 |5,35
1. 1,156 462,400
2. 1,225 490,000
3.|210°® 1 1,226 | 1,202 | 490,400 480,933 | 13,106 | 2,73
600 - Kalibraéni zavislost pii 350 V
500 -
< 400
=
—
C; 300 y = -9E+17x2 + 3E+10x + 258,53
= R2=0,9785
c
3 200 -
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Obrazek 18: Grafické zpracovani vysledk( kalibra¢ni zavislosti pri napéti
350V
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5.2.1 Kalibraéni zavislost
Kalibracni zavislost roztoku Zzelezitych iontl za standardizovanych

podminek je polynomického tvaru.

Rovnice a korela¢ni koeficient byly vypocitany:
y=-9-10"x*+3 - 10" x + 258,53
R?=0,9785

Nebyla nalezena linearni oblast s dostatecné vysokym korelacnim

koeficientem, proto byla pouZita polynomicka kalibra¢ni zavislost druhého radu.

5.2.2 Kvantifika€ni a detekéni limity
Detekeni limit byl vypocten z velikosti slepého signalu a velikosti Sumu:
VySka piku slepého signalu odpovidala hodnoté 1,290 a byla zméfena
pfi 350 V, citlivosti detektoru 0,5 pA, coZ odpovida intenzité CL 257,933 nA.
Velikost Sumu odpovidala hodnoté 0,011 a byla zméfena pfi 350 V,

citlivosti detektoru 0,5 pA, coz odpovida intenzité CL 2,200 nA.

Detekéni limit je soucet trojnasobku Sumu a slepého signalu:
(3:2,200) + 257,933 = 264,533 nA - 7,48:10™° molI*

Kvantifika¢ni limit je souCet desetinasobku Sumu a slepého signalu:
(10'2,200) + 257,933 = 279,933 nA - 1,26-10° mol-I*

Linearni oblast roztoku Fe®" iontt za standardnich podminek nebyla
nalezena s dostateCné vysokym korelaénim koeficientem, proto byla pouzita
polynomicka kalibraéni zavislost druhého Fadu. Hodnoty detekéniho
a kvantifikacniho limitu byly vypocitany z poslednich tfi hodnot kalibrace. Byla
vypocitana velikost detekCniho limitu, ktera se rovna 264,533 nA, coz odpovida
koncentraci 7,48:10%° molI* Fe®* iontt, hodnota kvantifikaéniho limitu je
279,933 nA - 1,26-10°° mol-I'* Fe*" iontd.
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5.3 Opakovatelnost

Byla méfena opakovatelnost stanoveni Zelezitych iontd

podle optimalizovaného méficiho cyklu.

Tabulka 38:Opakovatelnost stanoveni Fe®" iontd u koncentraci 2-10°
a 4-10"° mol-I™ pfi napéti 350 V

Koncentrace Fe** [mol-1™] 2-107 4-10”
Méreni / Rozsah [pA] 0,5 1

1. 1,618 1,065

2. 1,523 1,018

3. 1,590 1,099

4. 1,475 0,948

5. 1,585 1,003

6. 1,538 0,960

7. 1,458 0,967

8. 1,653 0,932

9. 1,565 1,023

10. 1,514 0,878

g 1,552 0,989

SD 0,059 0,062

RSD [%] 3,79 6,28

Lu.....,.J me , \_J L._J

DDDEIEIDD EIDEI4 10,0

|
——

Obrazek 19: Zaznam méfeni opakovatelnosti stanoveni Fe*' iontu

u koncentrace 4-10° mol-I™* pfi napéti 350 V
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Pro koncentraci 2-:10° Fe® iontt za standartnich podminek je relativni

smérodatna odchylka rovna 3,79 %.

Pro koncentraci 4-10° Fe** iontd za standartnich podminek je relativni

smérodatna odchylka rovna 6,28 %.

5.4 Porovnani intenzity CL riznych zelezitych slouc¢enin

Tabulka 39: Parametry méfeni intenzity CL rtznych Fe** slouéenin

Port 2 50 pl H,0, 10 mol-I™*

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™*

Port 4 50 ul rizné sloudeniny Fe>* o koncentraci 4:10° mol-I™
Poradi aspirace roztoki 243

Napéti 350V

Rychlost miseni 100 pl-s™

VS8echny hodnoty byly mérfeny tfikrat a do tabulky byla uvedena

prumérna hodnota.

Tabulka 40: Porovnani intenzity CL rtiznych Fe** slouéenin o koncentraci

4-10° mol-I™* p¥i rychlosti pritoku detektorem 70 pl-s™

Sloucenina Rozsah | Méfeni @ | Méfeni @ Intenzita SD [nA] RSD
[nA] 1. pik 2. pik CL @ [nA] [%0]
Slepy 1 0,948 - 391,067 9,331 2,39
Ks[Fe(CN)g] 1 1,626 - 650,533 24,292 3,73
Fe(NOs); 1 1,140 0,216* 456,000 6,532 1,43
FeCl; 1 0,819 0,120* 327,600 19,019 5,81

* Namérené hodnoty byly odecteny z programu ru¢né kvdli pfili§ nizké intenzité

CL.

U dusi¢nanu zelezitého a chloridu zZelezitého doslo ke vzniku dvou pika.

Proto bylo vyzkou$eno zvyseni rychlosti priitoku detektorem na 100 pl-s™.
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Tabulka 41: Porovnani intenzity CL rtiznych Fe** slouéenin o koncentraci

4-10° mol-I* pfi rychlosti pratoku detektorem 100 pl-s™

Sloucenina | Rozsah | Mé&feni a Intenzita CL | @ [nA] SD [nA] | RSD
[NA] [NA] [%]
1. 1,289 257,800
2. 1,330 266,000
3. | Slepy 0,5 1,250 | 1,290 | 250,000 257,933 | 6,533 2,53
1. 1,399 279,800
2. 1,318 263,600
3. | Ks[Fe(CN)g] 0,5 1,283 | 1,333 | 256,600 266,667 | 9,716 3,64
1. 1,086 217,200
2. 1,021 204,200
3. | Fe(NOgz); 0,5 1,011 | 1,039 | 202,200 207,867 | 6,650 3,20
1. 1,618 323,600
2. 1,523 304,600
3. | FeCly 0,5 1,590 | 1,577 | 318,000 315,400 | 7,972 2,53

Metoda byla optimalizovana na katalytické pusobeni hexakyanozelezitanu
draselného pfi oxidaci luminolu peroxidem vodiku v alkalickém prostfedi. Byl
porovnavan rozdil mezi intenzitou CL u riznych Zelezitych slou€enin. Dusi¢nan
Zelezity vykazoval ve stejné koncentraci jako hexakyanozelezitan draselny nizsi
intenzitu CL a chlorid Zelezity vy$Si intenzitu CL. Rozdily mohly byt zpasobeny
tim, Ze jiné anionty ovlivnily reakci bud pozitivné, nebo negativné. V dalSim
pokracovani experimentalni prace bude nutno ovéfit vliv rdznych aniontl

na toto stanoveni.

5.5 Vliv zeleznatych iontd na intenzitu CL pfi stanoveni
zelezitych iontt

Tabulka 42: Parametry méreni vlivu Zeleznatych iontd na stanoveni

zelezitych iontl

Port 2 50 ul H,0, 10™ mol-I™

Port 3 50 ul luminol 10° mol-I™

Port 4 50 pl rtizné sloudeniny Fe>* a Fe** o koncentraci 4-10 mol-I™
Poradi aspirace roztoku 243

Napéti 350V

Rychlost miseni 100 ul-s™

Rychlost pritoku detektorem | 100 pl-s™

Rozsah 1nA
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Tabulka 43: Vlivu zeleznatych iontd na stanoveni zelezitych iontu

Sloucenina Méfeni | @ Intenzita | @ [nA] SD [nA] | RSD [%]

CL [nA]

1. 1,493 597,200

2. 1,546 618,400

3. | Slepy 1,437 | 1,492 | 574,800 | 596,800 | 17,802 | 2,98

1. 1,711 684,400

2. 1,686 674,400

3. | K3[Fe(CN)g] 1,708 | 1,702 | 683,200 | 680,667 | 1,458 0,65

1. 2,065 826,000

2. 2,089 835,600

3. | K4Fe(CN)g] 2,108 | 2,087 | 843,200 | 834,933 | 7,038 0,84

1. 2,888 1155,200

2. | K3[Fe(CN)gl: K4[Fe(CN)g] | 3,009 1203,600

3. (11 3,040 | 2,979 | 1216,000 | 1191,600 | 26,232 | 2,20

NejvétSi vliv na intenzitu CL byl zjistén u Zeleznatych iontd, coz se
predpokladalo. Byl potvrzen aditivni charakter intenzity CL pfi kombinaci téchto
iontd v jednom roztoku. Pro soucasné stanoveni by bylo nutno nejprve
separovat zeleznaté ionty od Zelezitych (napf. iontovou chromatografii)

a az poté pouzit CL detekce (postkolonova derivatizace separovanych iontd).
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6 Souhrn

Z méreni vyplynuly nasledujici vysledky:

Tabulka 44: Souhrn

Optimalizace

Rozmezi

Nejvhodnéjsi

Sekvence

V3echny kombinace

50 ul H,0, 10° mol-I7,
50 pl Ks[Fe(CN)g] 10 mol-I™,
50 ul luminol 10 mol-I*

50, 70 pl Ks[Fe(CN)s],
30, 50 plluminolu

Rychlost miseni pfi 30-150puls™ 100 pl-s™
napéti 190 V

Rychlost pratoku 30-60uls™ 30uls™
detektorem pfi 190 V

Rychlost priitoku 30-90uls™ 70 ul-s™
detektorem pii 400 V

Pracovni napéti detektoru | 190, 275 - 400 V 350V
Objemy ¢€inidel 30, 40, 50 ul H,0, 50 pl H,0O,

50 ul Ks[Fe(CN)g],
50 plluminolu

Dodate¢né promiseni

100 pl nosného proudu

nevyhodné

Rozmezi kalibrace

810 -2-10% mol-I*

Detekéni limit

264,533 nA - 7,48:10° mol-I"

Kvantifikacni limit

279,933 nA - 1,26-:10° mol-I*

stanoveni Fe*' iontu

Ks[Fe(CN)g]: Ks[FE(CN)]

RGzné Zelezité slouceniny | Fe(NO;); nizsi intenzita
FeCl; vysSi intenzita
Vliv Fe” iontd na K4[Fe(CN)g] nameéfena intenzita CL 0 18,48 %

vy38i nez K3[Fe(CN)g]
aditivni vliv

Optimalizace systému

Sekvence

Nejprve byla optimalizovana sekvence.

kombinace aspirace vzorku a Cinidel. Nejvyhodnéjsi sekvence byla v poradi:

Byly vyzkouSeny vSechny

peroxid vodiku, hexakyanozelezitan draselny a luminol.

Rychlost miseni a pratoku detektorem pi#i 190
Byly zkouSeny rdzné rychlosti v rozmezi uvedeném v tabulce 44. Rychlost

miseni byla nejvyhodngjsi pfi 100 pl-s' a rychlost pritoku detektorem

pfi 30 ul-s™.
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Rychlost pratoku detektorem pf#i 400 V

Po zvySeni napéti byla jeSté jednou preméfena rychlost pratoku
detektorem, tentokrat pfi vy$sim rozsahu (30, 50, 70 a 90 pl-s™). Nejvyhodn&jsi
byla rychlost pritoku detektorem 70 pl-s™.

Pracovni napéti detektoru

Byla snaha o pouziti stejné vysokého napéti. Nejdfive bylo nahodné
zvoleno napéti 190 V. Kvuli lepSimu rozliSeni bodl rdznych koncentraci bylo
napéti zvySovano az na hodnotu 400 V, tato hodnota se jevila optimalni
k méfeni. Poté doslo ke zméné prostfedi, podminek méfeni a pfipravé novych
roztokl. Byla pouzita nova Sarze peroxidu vodiku a hodnota napéti musela byt

shizena.

Objemy ¢€inidel:
Byly aspirovany ruzné objemy cinidel. Nejvyhodnéjsi vSak byly pocatecni

objemy cinidel 50 pl.

Promiseni

Porovnanim hodnot bylo zjisténo, Ze opakovana zména sméru toku
nebyla vyhodna. DoSlo ke snizeni intenzity CL diky opozdénému prutoku
detektorem. Nepomohlo ani zvySeni rychlosti pratoku detektorem. Bylo
vyzkousSeno vySSi napéti, ale vysledky byly srovnatelné s niZzSim napétim, jen

s vy$8i namérenou intenzitou CL.

Kalibrac¢ni zavislost

Linearni oblast roztoku Fe®" iontll za standardnich podminek
pro kalibradni rozmezi 8:10"° — 2:10® mol-I* nebyla nalezena s dostate¢né
vysokym korelacnim koeficientem, proto byla pouzita polynomicka kalibraéni
zavislost druhého fadu. Byla vypocitana velikost detekéniho limitu, ktera se
rovna 264,533 nA, coz odpovida koncentraci 7,48:10° mol-I* Fe®** iontd,
hodnota kvantifikadniho limitu je 279,933 nA - 1,26-10° mol-I'* Fe** iontu.
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Opakovatelnost

Pro koncentraci 2.10° mol-I* Fe®" iontll za standartnich podminek je
relativni smérodatna odchylka rovna 3,79 %.
Pro koncentraci 4-10° molI* Fe*" iontll za standartnich podminek je

relativni smérodatna odchylka rovna 6,28 %.

Razné zelezité slouceniny

U dusi¢nanu zelezitého a chloridu Zelezitého doslo ke vzniku dvou piku.
Proto bylo vyzkou$eno zvyseni rychlosti priitoku detektorem na 100 pl-s™.
DusiCnan zelezity vykazoval ve stejné koncentraci jako hexakyanozelezitan
draselny nizSi intenzitu CL a chlorid Zelezity vysSi intenzitu CL. Rozdily mohly
byt zplsobeny tim, Ze jiné anionty ovlivnily reakci bud pozitivné, nebo
negativné. V dalSim pokraCovani experimentalni prace bude nutno ovéfit vliv

riznych aniontd na toto stanoveni.

Vliv zeleznatych iontl na stanoveni zelezitych iontt
NejvétSi vliv na intenzitu CL byl zjistén u Zeleznatych iontd, coz se
predpokladalo. Byl potvrzen aditivni charakter intenzity CL pfi kombinaci téchto

iontd v jednom roztoku.
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7 Zaver

Cilem této diplomové prace bylo testovat vliv nizkych koncentraci
(107 az 10 mol-I'") Zelezitych iontl ve formé& hexakyanoZelezitanu draselného
v SIA systému pomoci chemiluminiscencni detekce a optimalizovat toto
stanoveni v prutokovém systému. Nalezena kalibracni zavislost mérena
za optimalizovanych podminek byla vyhodnocena nelinearni regresi v rozmezi
8-:10° — 2:10°® mol-I* Fe*" iontd. Limit detekce a kvantifikace byl 264,533 nA
a 279,933 nA. Opakovatelnost stanoveni hodnocena na dvou koncentracnich
hladinach byla pro koncentraci 2:10° mol-I* Fe** 3,79 % a pro koncentraci
4-10° molI* Fe*" 6,28 %. Rychlost stanoveni odpovida 40 vzorkim za hodinu,

pokud je kazdy vzorek nastfikovan 3x.
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