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ABSTRAKT

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Vladéna Mréakotova

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

Nazev diplomové prace: Vliv priitokové rychlosti na prabéh a moZnosti

vyhodnoceni riznych reakcei v SIA systému

Diplomova prace se zabyvala testovanim vlivu miseni a pritokové rychlosti na prab¢h
a moznosti vyhodnoceni riznych reakci v SIA systému se spektrofotometrickou detekci.
Byla méfena absorbance u dvou druhti chemickych reakci s rozdilnou rychlosti
pribéhu. U rychleji probihajici reakce bromthymolové modii (BTB) s hydroxidem
sodnym (NaOH) byla provedena zména pH a reakce byla hodnocena nartstem
absorbance modré formy/poklesem absorbance zluté formy BTB. Byl testovan vliv
prutokové rychlosti a zptisob miseni (rizné pofadi aspirace, rizné poméry miseni
pracovnich roztokd). Stejné parametry byly testovany 1 u pomaleji probihajici
dvojstupiiové reakce stanoveni dusitani (D) s diazotaéné-kopulaénim ¢inidlem (DKC).
Navic byl méfen stop-flow technikou vliv zastaveni toku Vurcitych ¢astech
prutokového systému. Byla testovana i technika ,,sandwich®“. Vyhodnocovano bylo

pomoci hodnot vysek a ploch piki.

Vyhodné bylo pouziti pomalejSich pratokovych rychlosti spolu s vét§imi objemovymi
mnozstvimi pracovnich roztokll. Pouziti bylo pfiznivé z hlediska vyssi citlivosti méfeni,
ale na druhou stranu rozSifovalo piky a prodluZovalo dobu analyzy. PouZivani
ekvivalentnich poméri pracovnich roztokti se ukazalo jako nejvhodnéjsi. Pti reakci
D s DKC bylo dosahovano nejvyssich hodnot pii nejdelsim zastaveni toku. Od doby
zastaveni toku na 60 -80s nedochdzelo jiz k vyznamnému navySovani signalu.
Zastaveni toku v misici civce apfed detektorem se projevovalo niz$imi hodnotami
ploch neZ pii zastaveni toku v prutokové cele detektoru. Pii hodnoceni pomoci vySek
pikdl nebyly pozorovany vyznamnéj$i rozdily v hodnoceni mezi misty zastaveni toku.
Pouziti sendvicové techniky, kde byla provedena aspirace vzorku mezi dvé zony

¢inidla, vykazovalo nejvétsi vytéznost.



ABSTRACT

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of analytical chemistry

Candidate: Vladéna Mrakotova

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

Title of diploma thesis: Effect of flow rate on the kinetic and the possibility of evaluating

different reactions in the SIA system

The diploma thesis dealt with testing the effect of mixing and flow rate on the kinetic
and the possibility of evaluating different reactions in the SIA system with spectrophotometric
detection. Absorbance was measured for two kinds of chemical reactions with different
reaction speed. For faster running reaction color change of bromothymol blue (BTB)
with sodium hydroxide (NaOH) by the change in pH was evaluated by the increase
in absorbance of blue form/decrease in absorbance of yellow form of BTB. The effect of flow
rate and method of mixing (different sequence aspirations, different mixing ratio of working
solution) was tested. The same parameters were also tested for slowly running two-step
reaction of nitrites (D) with a diazo-coupling reagent (DKC). Furthermore, stop-flow
technique was applied to see the effect of stopping the flow at certain parts of the flow system.
The "sandwich" technique was tested too. The obtained results were evaluated using peak

heights and peak areas.

In case of slower flow rates the larger volume amounts of working solutions were
advantageous. Application was favorable in terms of higher measurement sensitivity,
but on the other hand, peaks got wider and the time of analysis was prolonged. Using
the equivalent ratio of the working solutions proved to be the most appropriate.
For the reaction of nitrites with diazo-coupling reagent the highest values were achieved using
the longest period of stopping the flow. Stopping the flow for 60-80s did not bring
a significant increase in the signal. Stop the flow in the holding coil and before the detector
was reflected by lower values of peak area than stop the flow in the flow cell of the detector.
In evaluation using the peak height significant differences using stop the flow in different
places were not observed. Use of the sandwich technique where the aspiration of the sample

was made between the two zones reagent showed the highest reaction yield.
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SEZNAM ZKRATEK

BTB modf bromthymolova (bromothymol blue)
D dusitany

DKC diazota¢né-kopulacni ¢inidlo

MC misici civka

MPV vicecestny ventil (multi-position valve)
PD pied detektorem

PTFE polytetrafluorethylen ~ teflon

R ¢inidlo (reagent)

RSD relativni smérodatna odchylka (relative standard deviation)
S vzorek (sample)

SD smérodatna odchylka (standard deviation)

SIA sekvenc¢ni injek¢ni analyza (sequential injection analysis)

UV-VIS ultrafialovo-viditelna oblast zafeni (ultraviolet-visible)

VD v detektoru



1. UvoD

Sekvenéni injek¢ni analyza (Sequential Injection Analysis, SIA) je druhou generaci
prutokovych analytickych technik. Kdyz byla vynalezena, byla prvni analytickou
metodou zalozenou na programovani toku [1]. SIA je zalozena na programovatelném,
obousmérné diskontinudlnim toku pfesné ¢asové ovladanym pocitaCem. Podstatné je
piizptisobeni a optimalizace jednotlivych kroka testovani[2], jako je naptiklad

prutokova rychlost, potfadi aspirace nebo pomér miseni reagencii.

Digitéalni zpracovani ziskaného signalu, nizka spotfeba reagencii a univerzalnost metody
¢ini SIA Siroce pouzivanym nastrojem pro vyzkum a kontinualni monitorovani [1].
Pratokova analytickd technika SIA se da vyuzit pro reakce srychlym i pomalym
prubéhem [2]. Ve vyzkumu je SIA vyuzivana pro snadnou arychlou optimalizaci,
programovatelnou upravu reakénich podminek a sledovani reak¢ni Kkinetiky.
Jednoducha instrumentace - systém s jednim kanalem, realizace zmény méticiho cyklu
pomoci ovladaciho programu, efektivni vyuzivani chemikalii, minimalizace odpadu,
snadnéj$i manipulace s rizikovymi latkami a zlepSeni miseni reagencii pomoci

obousmérného toku jsou hlavni vyhody pouzivani SIA [3].

Metoda SIA je vyuzivana v oboru farmacie naptiklad pro stanoveni obsahu G¢inné latky
Vv substancich, 1€kovych formach a biologickych materidlech, dale pro monitorovani
disolu¢niho procesu pevnych lékovych forem a zjiStovani vazby 1é¢iv na bilkoviny.
Z dalsich oborli je SIA aplikovana v potravindistvi, zemé&délstvi, monitorovani

dlouhodobych procest a kvality zivotniho prostiedi [3].



2. CiL A POPIS ZADANI PRACE

Cilem diplomové prace je testovani vlivu miseni a pratokové rychlosti na prubéh
a moznosti vyhodnoceni riiznych reakci v SIA systému. Testovani se bude zabyvat
meéfenim absorbance u dvou druhli chemickych reakci, znichz prvni ma rychlejsi
a druhd pomalejsi pribéh. Testovani bude probihat pomoci SIA systému, ktery byl

sestaven na Katedre analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové.

Za rychleji probihajici reakci byla pro ucéely diplomové prace zvolena acidobazicka
reakce bromthymolové modii (BTB) s hydroxidem sodnym (NaOH), ktera bude
hodnocena nartstem absorbance modré formy/poklesem absorbance zluté formy BTB.
Za pomaleji probihajici reakci byla zvolena dvojstupnova reakce stanoveni dusitant (D)

s diazota¢né-kopulaénim &inidlem (DKC).

Pii rychlejsi reakci BTB s NaOH bude upravovano pH a tim bude dochazet ke zméné
barevné formy - piechodu ze zluté na modrou. Bude testovan vliv velkého rozmezi
priatokové rychlosti a zpisob miseni (rizné potadi aspirace, ruzné poméry miseni
pracovnich roztoki). Ziskany signal bude vyhodnocovan pomoci vysek, ale také ploch
pikd.

Pii delsim pribéhu reakce stanoveni dusitanid po diazotaci a kopulaci se smésnym
diazota¢né-kopulacnim c¢inidlem bude testovan vliv prutokové rychlosti ve velkém
rozmezi, zpusob miseni (rtizné potfadi aspirace, rozdilné poméry miseni pracovnich
roztokll) a zastaveni toku Vv uritych ¢&astech pritokového systému. Opét bude

vyhodnocovano hodnotami vysek i ploch piki.



3. TEORETICKA CAST

3.1 SySsTEM SIA

3.1.1 Instrumentace

Systém SIA se sklada (Obrazek 1) z obousmérného Cerpadla (syringe pump), misici
civky (holding coil), vicecestného ventilu (multi-position valve, MPV) a detektoru

(detector) [2]. Nejcastéji pouzivana detekéni technika je UV-VIS spektrofotometrie [1].

SYRINGE HOLDING COIL
PUMP a -

DETECTOR

CARRIER SAMPLE

AUX.
PUMP

REAGENT #1 REAGENT #2

Obrazek 1 — Instrumentace systému SIA [1]

Klicovym nastrojem systému SIA je vicecestny ventil. Jeho centralni port je ptipojen
k obousmérnému ¢erpadlu, které se pouziva k aspiraci piesné¢ definovanych mnozstvi
roztoktl - vzorku (sample) a &inidel (reagent #1, #2) do misici civky [1]. Cerpadlo
slouzi téZ pro aspiraci a pohyb nosného proudu (carrier), do kterého jsou aspirovany

roztoky vzorku a ¢inidel.

Obracenim sméru toku se navrstvené zony roztokli pohybuji dopfedu pres ventil
do detektoru pro sledovani reak¢éniho produktu [1]. Poté jsou roztoky odvadény

do odpadu (waste) a po skonc¢eni méticiho cyklu je systém promyvan.

Vsechny funkce systému — pritokova rychlost, aspirované a davkované objemy,

ventilové pozice a sbér dat — jsou fizené pocitacem a programovatelné [1].



3.1.2 Princip

SAMPLE REAGENT DETECTOR

A

ol
E GO
=

Obrazek 2 — Princip systému SIA [4]

Metici cyklus ma nasledujici kroky (Obrazek 2): A) Nastiiku vzorku se dosahuje
aspiraci presného mnozstvi vzorku (sample) ptes MPV do misici civky, po kterém
nasleduje B) postupna aspirace zvoleného objemu ¢inidla (reagent). C) Jako navrstvené
zOny se pohybuji proti proudu a vzajemné Se do Sebe rozptyluji a zacina Se tvofit
reakéni produkt ( ). D) Po obraceni sméru toku se zony dale michaji a reaguji.
E) Reakéni smés dosahne pritokové cely detektoru, kde se monitoruje méfeny signal
reakéniho produktu. Na konci méticiho cyklu je systém rychlou pratokovou rychlosti
vymyvan [2].

Vzhledem k tomu, ze pohyb sekvencné nastiiknutych zon je fizen pocitatem, Casovy
interval mezi nastiikem vzorku (A) a detekci produktu (E) je reprodukovatelny. Timto
zpusobem jsou vSechny vzorky zpracovany piesné stejnym zpusobem, ktery umoziiuje

jejich srovnani - standardu s neznamymi vzorky [1].

3.1.3 Technika sandwich (Sandwich technique)

Sendvicova technika znamena, Ze vzorek (S) je aspirovan mezi dvé zony roztoku ¢inidla
(R1, R2). Aspirovana sestava R; / S/ R, v misici civce SIA systému je obracenim toku
dopravena do prutokové cely detektoru [6]. Tato technika je vyhodna z hlediska

efektivniho promiseni vzorku a ¢inidla i pfi pouziti vétSiho objemu vzorku.
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3.1.4 Technika zastaveni toku (Stop flow technique)

Vybrané c¢asti smiSené zoény vzorku a cinidla

mohou byt zadrzeny zastavenim  toku ERASVARN VERANE

HC - - )

(Obrazek 4) bud’ - v misici civce nebo

FORWARD FLOW

- V prutokové cele detektoru.
Zadrzenim smiSené zoOny v priatokové cele
detektoru (Obrazek 3) jsou zmény absorbance
pouze Vv disledku chemické reakce, ktera
probiha a =ziskda se tak kineticka kitivka

odpovidajici reakéni rychlosti. Pouze

fitomnosti analytu (analyte) je vysledkem
p yu | ye) ] y FLOW REVERSAL

zvySujici se zaznamenavany signdl, zatimco ) ]
. ) Obrazek 3 — Technika stop flow[1]
ptiabsenci  analytu  bude  zaznamenana

vodorovna ¢ara (blank) [1].

HOLDING COIL FL
>
HOLDING COIL F'I I ii"
>

Obrazek 4 — Zastaveni toku v misici civce (holding coil) a pritokové cele (flow cell)[1]

Optimalizace testovacich podminek je dosazeno pomoci Gpravy davkovaného objemu
(reversal volume) nejvhodnéji vybraného poméru vzorek (sample, S) a cinidlo
(reagent, R). Pro nejvyssi citlivost by se mél davkovany objem shodovat s maximem
piku, ktery m& vyhodnou polohu zji§ténou méfenim zastavenim toku v misici civce
(Obrazek 5) [1].

SAMPLE REAGENT
Déavkovany objem urcuje, jak - D ‘

FLOW REVERSAL VOLUME uL: :

daleko reakéni smés cestuje zpé&t

Zmisici civky pies MPV A:’“"’ 180 /190 /200 /2 ’ / 2020 -

do pritokové cely detektoru. %:: /‘“ / " / / / / / / / / / ”
Piilis maly dévkovany objem .. [ [ [ [ [ 1 1 O 0 1
nedopravi produkt do pritokové - Time s

cely detektoru, zatimco pfiilis Obrazek 5 — Optimalizace poméru S/R [5]

velky davkovany objem pritokovou celou detektoru projde [1].
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3.2 OPTIMALIZACE PARAMETRU PROGRAMOVATELNEHO TOKU

Jak jiz bylo zmin€no, systém SIA je zalozen na programovatelném toku, ktery je zcela
ovladan pocitacem. Kardindlni je pfizplisobeni a optimalizace jednotlivych krokt
meéfictho cyklu, jako je pratokova rychlost, poradi aspirace nebo pomér miseni
reagencii. DuleZita je i optimalizace nasledujicich parametrt, které patii mezi zakladni
kameny techniky SIA: nastiik vzorku, kontrolovand disperze a reprodukovatelny

¢as [1].

3.2.1 Pritokova rychlost

Kazdy jednotlivy krok méticiho cyklu miize byt proveden rtiznou pratokovou rychlosti.
Optimalizace pritokové rychlosti je tedy dualezitym kritériem pii programovani

toku. Pouzivaji se nasledujici kombinace pratokovych rychlosti [1].

» Rychly pritok
- pro plnéni nebo promyvani systému nosnym proudem (100 — 200 pl/s)
» Stiedni prutok
- pro aspiraci pomocnych latek (50 pl/s)
» Nizky prutok
- pro aspiraci vzorku a ¢inidla (20 pl/s)
» Velmi nizky prutok
- pro pruchod zony detektorem (10 ul/s) — zalezi na pouzité chemické
reakci a stabilité produktu, typu pritokové cely detektoru a citlivosti
stanoveni [3]
» Zastaveni toku a drzeni reakéni smési v misici civce nebo prutokové cele

detektoru pro méfeni reak¢ni rychlosti [1]

3.2.2 Nastrik vzorku

Nastiik vzorku a ¢inidla poskytuje pocatecni vstup, ktery slouzi jako vychozi bod
pro pocate¢ni koncentraci (C°) vzorku a c¢inidla. Objem injikovaného vzorku by nemél
ptrekrocit hodnotu Sy, ktera odpovida disperznimu koeficientu (D) ne vétsimu nez 2 [1].

Obrazek 8 nize popisuje vztah mezi hodnotami S;, a D.
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3.2.3 Kontrolovana disperze

Kontrolovana disperze probiha v podob¢ navrstvenych zon pohybujicich se proti proudu
Vv misici civce, které se pak vraceji zpét pies ventil do detektoru pomoci obracené¢ho
toku (Obrazek 6). Tento proces vytvaii velmi dobie definovany koncentrac¢ni gradient,
ktery je pozorovatelny jako kontinualni prvky sriznymi koncentracemi vzorku,
produktu a ¢inidla. K vytvofeni signalu, ktery je umérny pocatecni koncentraci vzorku,
je nezbytné, aby doslo k ptekryti zony vzorku a Cinidla. Piekryti se hodnoti méfenim
disperzniho koeficientu vzorku (D =C°/Cnax), ktery je stupném ziedéni vzorku.
Vzhledem k tomu, Ze koncentrace ¢inidla je vzdy vyssi nez vzorku (D > 2), bude

existovat dostate¢ny piebytek Cinidla v reakéni smési [1].

.l T

-GS b

Obrazek 6 — Disperze vzorku [1]

Princip disperze

Existuji dva typy disperze, které poskytuji miseni vzorku s Cinidlem: axidlni a radialni
disperze (Obrazek 7). Nastfikem vzorku (A) a nasledné nastfikem ¢inidla (B), pronika
¢inidlo do zény vzorku diky axialni disperzi, jako navrstvené zony se pohybuji proti
proudu (C). Po obraceni sméru toku (D) turbulentni proudéni zptisobi podporu radialni
a axialni disperze reak¢éni smési, ktera prochazi pratokovym kanalem do detektoru.
KdyZ reak¢éni smés dosahne prutokové cely detektoru (E) je radialni miseni téméf

kompletni [1].

Odezva systému SIA je vysledkem dvou procest, a to jak fyzikalniho procesu disperze
zony vzorku a Ccinidla, tak chemického procesu tvorby produktu na rozhrani
navrstvenych zén. Systém SIA musi byt konstruovéan tak, aby byla maximalizovana
radidlni disperze, zatimco axialni disperze, ktera urcuje vzdjemné pronikani zon vzorku
a Cinidla by méla byt optimalizovanid. Rychlost chemické reakce by méla byt

maximalizovana za ucelem dosazeni vysoké vzorkovaci frekvence [1].

12



SAMPLE REAGENT DETECTOR

st A R O
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Obrazek 7 — Princip disperze [1]

Faktory ovliviiujici disperzi

Konstrukce systému SIA je v praxi zavisla na pouzité chemické metod¢ a detekénim
systému, ktery byl zvolen pro analyzu. V praxi lze zménou konstrukce systému

postoupit ke kontrolované disperzi vzorku [8].

Mezi faktory ovliviiujici disperzi vzorku patii zejména objem nastfikovaného vzorku,

prutokova rychlost, délka a pramér pratokového kanalu [7].

1) Objem nasttikovaného vzorku (Obrazek 8)

Pfi zvySujicim se objemu nastfikovaného vzorku se zvySuje i maximum piku

(vyska) asnizuje se disperzni koeficient. Zatimco velky

objem nastiikovaného vzorku zvysuje citlivost tak zaroven
rozsifuje pik. Je tedy obvykle vhodnéjsi pouzit mensi objem
vzorku, aby se zvySila rychlost analyzy a zaroven zajistila

dostatecna citlivost. Parametr Si;, je pouzivan k oznaceni

objemu vzorku potiebného Kk ziskani D =2 (tzn., Ze vyska

piku odpovida poloviénimu signdlu pro nefedény vzorek).

Figure 2.6 Influence of the
sample volume on peak
shape.

Proto pfi objemu mens$im nez Sj; je disperze nepiimo
umérna objemu nastiikovaného vzorku [7].

Obrazek 8 — VIiv objemu nastiikovaného vzorku na disperzi [7]
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2) Délka a primér prutokového kanalu

S prodluzujici se délkou a zvétSenim priméru pratokového kandlu se prodluzuje
reak¢ni Cas a dochazi ke zvySeni disperze. Aby se dosahnulo delsi reak¢ni doby

bez zvysujici se disperze, musi se pouzit technika zastaveni toku [7].

3) Prutokova rychlost
Vliv pritokové rychlosti ma opacny efekt oproti délce pratokového kanalu.
Proto s danou délkou pritokového kanalu se zvysujici se pratokovou rychlosti

se snizuje reak¢ni Cas a téz disperze [7].

3.2.4 Reprodukovatelny cas

Pomoci precizniho opakovani jednotlivych naprogramovanych krokti méteni v SIA
systému je dosazeno ptresné¢ho ¢asovani [3]. Opakovatelné kroky zahrnuji (Obrazek 6)
vrstveni vzorku a Cinidla do misici civky, transport navrstvenych zoén do detektoru
a délku trvani do zastaveni toku[1], ve které je systém promyt pied nastiikem dal$iho
vzorku. Z tohoto divodu je ¢as (T), ktery uplyne od nastiku (T°) pies odeéteni maxima

signalu (Tmax) do zastaveni toku reprodukovatelny[1].
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 PRIiSTROJE

Analytické vahy SARTORIUS 2004 MP, Némecko

Ultrazvukova lazen SONOREX RK 100, BANDELIN electronic, Némecko
Diode Array UV-VIS Spektrofotometr Hewlett Packard 8453, USA
Systém SIA

Pocitac se specialnimi kartami pro zpracovani dat a komunikaéni rozhrani systému SIA
S pocCitacem; programovaci prostiedi LabVIEW 8.5 (National Instruments, USA)
sovladacim programem FaFSIA vytvofenym na Katedie analytické chemie

Farmaceutické fakulty v Hradci Kréalové

Pistové ¢erpadlo Cavro XL 3000 s objemem 2,5 ml, Cavro Scientific Instruments, USA
Deseticestny selekéni ventil Vici-Valco, Valco Instruments, USA

Pratokova Z-cela opticka délka 20 mm

Svételny zdroj Ocean optics LS-1 Series Tungsten Halogen Light, Ocean optics, USA
Detektor UV-VIS Ocean optics USB 2000, Ocean optics, USA

Spojovaci hadicky z teflonu (PTFE) 0 vnitinim praméru 0,50 a 75 mm, Watrex Praha,

Ceska republika

4.2 CHEMIKALIE

Mod# bromthymolova ind. - LACHEMA s.p. Brno, Ceska republika
Hydroxid sodny &isty — PENTA Chrudim, Ceska republika

Dusitan sodny p.a. > 99% — SIGMA-ALDRICH, Cesk4 republika
N-(1-naftyl)ethylendiamin chlorid > 99% — SIGMA-ALDRICH, Svycarsko
Sulfanilamid > 99% — SIGMA-ALDRICH, Cina

Methanol — SIGMA-ALDRICH, Cesk4 republika

Ethanol 96%, denaturovany methanolem, BIOFERM - lihovar Kolin, Ceska republika
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4.3 PRIPRAVA ROZTOKU

Roztoky byly pfipravovany do sklenénych odmérnych bancék potiebnych objemd.
K ptfipravé roztokd byla pouzivana demineralizovand voda pfipravovana na Katedie
analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové demineralizaci systémem
Milli-Q (Millipore, USA). Vsechny roztoky byly po pfipravé ponofeny na dobu 2 minut
do ultrazvukové lazn€. Roztoky byly uchovavany v lednici. Pied méfenim byly roztoky

z lednice vyjmuty, aby ziskaly laboratorni teplotu, pfi které bylo provadéno méteni.

4.3.1 Priprava zasobnich roztoki

Zasobni roztok bromthymolové modie o koncentraci 10°mol/l byl pfipraven
rozpusténim navazky 0,0624 g ve 2 ml methanolu a doplnén vodou po rysku 100 ml
odmérné banky.

Zasobni roztok hydroxidu sodného o koncentraci 10" mol/I byl pfipraven rozpusténim
navazky 0,4 g ve vodé a doplnénim na 100 ml.

Zasobni roztok dusitani o koncentraci 103 mg/l byl pfipraven rozpusténim navazky
0,0154 g dusitanu sodného ve vodé a doplnénim na 100 ml.

Zasobni roztok diazota¢né-kopulacniho c¢inidla byl pfipraven rozpuSténim 1,09
sulfanilamidu za stdlého michdni v 5 ml koncentrované kyseliny chlorovodikové a byl
ziedén vodou na 40 ml. Bylo rozpusténo 0,1 g N-(1-naftyl)ethylendiaminium chloridu
ve 40 ml vody. Oba roztoky byly slity a doplnény vodou do 200 ml. Cinidlo bylo
uchovavano v tmavé lahvi. Zasobni roztok diazotacné-kopulaéniho ¢inidla byl zaroven

pracovnim roztokem.

4.3.2 Priprava pracovnich roztoku

Pracovni roztok bromthymolové modie o koncentraci 10> mol/l byl ptipraven z 0,5 ml
zasobniho roztoku bromthymolové modfe o koncentraci 10°mol/l a doplnén
vodou do 50 ml.

Pracovni roztok hydroxidu sodného o koncentraci 10 mol/l byl pfipraven z 0,5 ml
zasobniho roztoku hydroxidu sodného o koncentraci 10" mol/l a doplnén vodou
do 50 ml.

Pracovni roztok dusitani o koncentraci 2 mg/l byl pfipraven z 2 ml zasobniho roztoku

dusitant o koncentraci 103 mg/1 a doplnén vodou do 100 ml.

16



4.4 POSTUP MERENI

441 Systém SIA

Jednotlivda méfeni byla provadéna pomoci systému SIA, ktery se skladal z pistové
pumpy, misici civky, vicecestného selekéniho ventilu a detektoru. Obousmérna pistova
pumpa a dvoucestny ventil umoznovaly pohyb kapalin obéma sméry a slouzily jako
¢erpadlo. Nosnym proudem byla demineralizovana voda — poloha pumpy IN umoznila
nasavani nosného proudu do dutiny cerpadla. Poloha pumpy OUT umoznila spojeni
S misici civkou. Pred zacatkem denniho méfeni byla provadéna inicializace pumpy
(nastaveni pumpy do nulové polohy) a byly promyty vSechny porty — nejdiive vodou,
nasledné ethanolem a nakonec opét vodou. Meéfeni probihalo podle predem
naprogramovaného méticiho cyklu. Do misici civky byly pomoci vicecestného
selekéniho ventilu zvolenymi porty aspirovany pracovni roztoky. Dochazelo
k vzajemnému miseni pracovnich roztokli a chemické reakci v misici civce. Nasledné
bylo nastaveno obraceni toku a doslo k dokonalému promiseni z6n roztoki. Objem
misici civky a dutiny Cerpadla byl poslan do prutokové cely detektoru a nasledné
do odpadu. Vzdy byla zvolena pozadovana pritokova rychlost a objem pro jednotlivé
kroky méfeni. Pfi stejnych reakénich podminkach byly provedeny tfi cykly méfeni

a pro hodnoceni byla vzata primérna hodnota.

Detektor byl pouzivan spektrofotometricky a byly zaznamenavany hodnoty absorbance.
Dil¢i méfeni v systému SIA byla proméfovana pii absorban¢nich maximech - vlnovych
délkach meéfenych produktd, kter¢é byly ovéfeny na UV-VIS diode-array
spektrofotometru. Nezbytnou soucasti systému byl pocita¢ s pfislusnym programovym
vybavenim. Vysledky méfeni byly hodnoceny pomoci ovladaciho programu FaFSIA
vytvofeného na Katedfe analytické chemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové,

z grafického zaznamu byly odecitany hodnoty vysek a ploch pikd.

4.4.2 Reakce bromthymolové modii s hydroxidem sodnym

Prvni byla proméfena zlutd forma pracovniho roztoku bromthymolové modii (BTB)
pii vinové délce 433 nm. Transport do detektoru byl proveden pii ¢tyfech rtuznych
prutokovych rychlostech (25, 50, 75 a 100 ul/s) v objemovém rozmezi 20 — 490 ul, kdy
v rozmezi 20 —100 pl byl jednotlivy pfirGstek 10 pl a v rozmezi 100 —490 ul byl
jednotlivy ptirastek 30 pl.
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Nasledovalo méteni, kdy dochazelo k upravé pH hydroxidem sodnym - dochazelo
ke zméné barevné formy - ptechodu ze zluté barvy na modrou. Méteni bylo provadéno
pii vinové délce 615 nm. Byly proméieny prutokové rychlosti v rozmezi 10 — 120 pl/s,
kdy jednotlivy piiristek byl 10 ul a navic byly prométfeny pratokové rychlosti
25a 75 pl/s.
1:5@0ul:50pul), 1:2(50 ul:50 ul)a5:21 (50 ul: 10 ul), zaroven byl testovan vliv

Zméteny byly tfi poméry miseni pracovnich roztokl, konkrétné

aspiracniho potradi pracovnich roztok.

Tabulka 1 — Ukazka méficiho cyklu u reakce BTB s NaOH

syringe pump valve position IN pumpa poloha IN

detector scan reference

detector on

syringe pump set flow rate [ul/s] | 100 | rychlost aspirace nosného proudu
syringe pump aspirate [ul] 1000 | aspirovany objem vody

syringe pump valve position OUT pumpa poloha OUT

syringe pump set flow rate [ul/s] | 50 rychlost aspirace pracovnich roztoku
multiport valve set valve position 2 port2 - BTB

syringe pump aspirate [pl] 10 aspirovany objem BTB

multiport valve set valve position 3 port 3 - NaOH

syringe pump aspirate [pl] 50 aspirovany objem NaOH

syringe pump set flow rate [ul/s] | 60 rychlost transportu do detektoru
multi port valve set valve position 8 port 8 — pritokova cela detektoru
syringe pump empty syringe detekce, vyprazdnéni pumpy
*number of cycles 3 opakovat 3x

4.4.3 Reakce dusitani se smésnym diazota¢né-kopula¢nim ¢inidlem

Nejdiive byl proméfen vliv pofadi aspirace pracovnich roztoka pii miseni dusitand (D)
s diazotaéné-kopulaénim ¢inidlem (DKC). Méfeni bylo provadéno pii vinové délce
540 nm. Byly proméfeny pratokové rychlosti v rozmezi 10 — 150 pl/s, kdy jednotlivy
ptirtstek byl 10 pl a navic byly prométeny pratokové rychlosti 25 a 75 pl/s. Zméteny
roztokl, konkrétné¢ 1:5 (10 pl:50 pl),

byly tfi pracovnich

1:1(50 ul:50 ul)as:1 (50 pul: 10 pl).

poméry miseni

Daéle bylo testovano zastaveni toku pii reakci D s DKC. Bylo zastavovano po 10 s
v ¢asovém rozmezi 0 — 60s. Tok byl zastavovan Vv misici civce, pfed detektorem
a v detektoru (v prutokové detekéni cele). Zastaveni toku v pozadovaném misté bylo
dosdhnuto nastavenim objemu pro transport vznikajiciho reakéniho produktu v méticim
programu nasledné — pii zastaveni v misici civce byl program zastaven pted obracenim
sméru toku nosného proudu, pii zastaveni pied detektorem byl objem davkovany
ve sméru k detekéni cele 100 ul a pii zastaveni v detektoru byl objem nastaven

individualné dle poméru miseni a aspira¢niho potadi pracovnich roztokt - uvedeno
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v tabulce 2 (dole). Byl zjistovan vliv aspira¢niho pofadi pracovnich roztoku a byly
proméfeny tii poméry miseni pracovnich roztoki, konkrétné 1 :5 (10 ul: 50 pl),
1:12(050ul:50ul)a5:1 (50 ul: 10 ul). Méteno bylo pii pratokové rychlosti 100 ul/s,
vlnové délce 540 nm. Pred za¢atkem méfeni se zastavenim toku u reakce D s DKC byla
vyménéna spojovaci hadiCka mezi ventilem a detekéni prutokovou celou za delsi,

nez byla u predchoziho prométovani vlivu aspiracniho potadi bez zastavovani toku.

Tabulka 2 — Objem davkovany p¥i zastaveni toku v detektoru u reakce D s DKC

pomér miseni pracovnich roztokii
1:5 | 1:1 | 5:1
aspiracni poradi davkovany objem [ul]
D -DKC 195 230 165
DKC - D 200 210 220

Dalsi méteni se zabyvalo zastavenim toku pfi sendvi¢ovém miseni pracovnich roztokd.
Tzn., Ze aspiraéni pofadi pracovnich roztokii bylo D-DKC-D nebo DKC-D-DKC,
a velikost aspirovanych objemut byla 25 -50 - 25 pl. Sendvicové miseni pracovnich
roztokl tedy znamenalo 25pulD-50 ul DKC-25pulD a obracend 25 pul DKC -
50 pul D - 25 ul DKC. Tok byl zastavovan po 10 s v Easovém rozmezi 0 — 60 s V misici
civce, pred detektorem a Vv detektoru, toho bylo docileno nastavenim objemu
davkovaného v méficim programu — pii zastaveni v misici civee byl program zastaven
pfed obracenim sméru toku nosného proudu, pii zastaveni pied detektorem byl
davkovany objem 100 ul a pii zastaveni v detektoru byl pouzit objem 210 ul. Bylo

meéteno pti vinové délce 540 nm a pratokové rychlosti 100 pl/s.

Tabulka 3 — Ukazka mé¥iciho cyklu pri sendvicové metodé stanoveni D

syringe pump valve position IN pumpa poloha IN

detector scan reference

detector on

syringe pump set flow rate [ul/s] | 100 | rychlost aspirace nosného proudu
syringe pump aspirate [pl] 1500 | aspirovany objem vody

syringe pump valve position OUT pumpa poloha OUT

syringe pump set flow rate [ul/s] | 50 rychlost aspirace pracovnich roztoku
multiport valve set valve position 2 port2-D

syringe pump aspirate [pl] 25 aspirovany objem D

multiport valve set valve position 3 port 3 - DKC

syringe pump aspirate [ul] 50 | aspirovany objem DKC

multiport valve set valve position 2 port2-D

syringe pump aspirate [pl] 25 aspirovany objem D

syringe pump set flow rate [ul/s] | 100 | rychlost transportu do detektoru a vyprazdnéni pumpy
multi port valve set valve position 8 port 8 — pratokova cela detektoru
syringe pump dispense [ul] 100 | objem rozmyti

timer pause [s] 60 délka trvani zastaveni toku

syringe pump empty syringe detekce, vyprazdnéni pumpy
*number of cycles 3 opakovat 3x
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Nakonec byla zjistovana U stanoveni dusitani délka trvani dosazeni rovnovahy reakce,
resp. maxima signalu. Méfeni bylo provadéno pii pratokové rychlosti 100 ul/s a vinové
délce 540 nm. Byla zméfena ob¢ poradi aspirace miseni pracovnich roztokud a dale bylo
meéfeno sendvi¢ovou metodou pro ob¢ aspiracni poradi. Tok byl zastavovan v detektoru
a reakce sledovana v intervalech (60, 120, 180s). Pouzity davkovany objem byl
pro reakci D s DKC dle potadi aspirace a pomérii miseni pracovnich roztoki podle
hodnot uvedenych v tabulce 2 (nahote), pro sendvicovou metodu byl davkovany objem
210 pl. Pfi stejnych reakénich podminkach byl proveden pouze jeden cyklus méfeni

oproti vSem predchozim dil¢im métfenim, kde byly méteny vzdy tfi cykly méfeni.

4.4.4 Vyhodnocovani vysledki

Ziskany signal byl vyhodnocen vyskou i plochou piku. Opakovatelnost vysledkl byla
vyjadfovana vypoctem smérodatné odchylky (SD) arelativni smérodatné odchylky

(RSD). Vypocty SD a RSD byly provadény dle vzorci:

n
1
D= |— Z(xl-— x)?
=1

100 - SD
RSD = T[%]

kde SD je smérodatna odchylka, n oznaCuje pocet opakovani méfeni, X znaci
aritmeticky primér, x; — X znamend absolutni odchylku jednotlivych vysledkl
od aritmetického priméru, RSD je relativni smérodatna odchylka vyjadiena

v procentech.
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5. VYSLEDKY A DISKUSE

5.1 REAKCE BROMTHYMOLOVE MODRE S HYDROXIDEM SODNYM

5.1.1 Vliv pratokové rychlosti na absorbanci zluté formy BTB

Nejdiive byla prométena zluta forma BTB bez zmény pH a zbarveni pii vinové délce
433 nm. Transport do detektoru byl p#i prutokovych rychlostech 25,50, 75 a 100 pl/s
(Tabulka 4, Tabulka 5, Tabulka 6 a Tabulka 7).

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot pomoci vysek pika (Obrazek 9) bylo pozorovano,
Ze Se zvySujicim se objemem u vSech pratokovych rychlosti méfeny signal rostl. Ovsem
pii prutokové rychlosti 100 pl/s bylo zjisténo, Ze ziskané hodnoty vysek piki byly nizsi
nez U pomalejSich rychlosti z divodu jiz rychlého transportu detektorem. Ptiblizné
do hodnoty objemu 250 ul signal u vSech prutokovych rychlosti rostl logaritmicky

a v objemech vétsich linearné.

Pifi hodnoceni naméfenych hodnot plochami pikti (Obrazek 10) se zvySujicim
se objemem u vSech testovanych pritokovych rychlosti méfeny signal rostl linearné.
Nejvyssich hodnot ploch pikl bylo dosazeno pii nejpomalejsi pouzité rychlosti 25 pl/s,
protoZze byl zajiStén pomaly transport detektorem a vétSi pocet bodi odectenych
detektorem. U rychlejsich pritokovych rychlosti bylo dosahovano nizsich hodnot ploch
pikli z divodu rychlejSiho transportu detektorem. Pfi hodnoceni vlivu pritokové
rychlosti na absorbanci zlut¢ formy BTB bylo pozorovano, Ze s pouzitim vySssi
pritokové rychlosti rostou i hodnoty RSD. Pozorovatelné je to hlavné u pouziti mensich

objemt BTB u rychlejsich priatokovych rychlosti 75 a 100 ul/s.
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Tabulka 4 — BTB, rychlost 25 ul/s

objem [ul] | & vyska SD RSD [%] | & plocha SD RSD [%)]
20 0,1077 0,01 796| 0,1962 0,03 13,71
30 0,1415 0,00 0,48| 0,3167 0,02 6,22
40 0,1580 0,00 1,55 0,4256 0,01 1,59
50 0,1674 0,01 3,86| 05792 0,07 11,82
60 0,1784 0,01 3,98| 10,6834 0,05 7,83
70 0,1871 0,00 158| 0,7724 0,03 4,13
80 0,1908 0,00 1,31| 0,9419 0,06 6,05
90 0,1983 0,00 2,35| 11,0984 0,01 1,13
100 0,2007 0,00 154 11915 0,05 4,27
130 0,2217 0,00 2,01 16513 0,06 3,87
160 0,2202 0,00 1,37| 1,8701 0,12 6,24
190 0,2128 0,00 1,14| 2,4676 0,07 2,89
220 0,2136 0,00 0,71| 2,4676 0,07 2,89
250 0,2322 0,00 0,67| 2,8683 0,10 3,40
280 0,2356 0,00 2,10 3,2051 0,14 4,25
310 0,2495 0,01 2,17| 3,5247 0,09 2,45
340 0,2504 0,01 2,15| 3,8878 0,19 4,91
370 0,2597 0,01 2,34 4,3022 0,15 3,50
400 0,2646 0,01 2,49| 45107 0,14 3,05
430 0,2729 0,01 2,01| 4,9446 0,08 1,61
460 0,2883 0,01 1,92| 5,4768 0,03 0,50
490 0,2897 0,00 1,41| 5,7449 0,20 3,41
Tabulka 5 - BTB, rychlost 50 ul/s
objem [ul] | @ vyska| SD |RSD[%]|D plocha| SD |RSD [%]
20 0,0882 0,01 13,06/ 0,1070 0,02 16,55
30 0,1261 0,00 2,64| 0,1453 0,03 20,00
40 0,1431 0,01 9,42| 0,2405 0,03 12,46
50 0,1588 0,00 2,03| 0,2841 0,04 12,66
60 0,1761 0,01 3,63| 0,3479 0,03 8,92
70 0,1890 0,01 3,48| 10,4470 0,01 2,90
80 0,1827 0,00 1,06/ 0,3970 0,04 9,07
90 0,1899 0,00 2,33| 0,4696 0,02 4,20
100 0,2123 0,00 1,33| 0,6429 0,01 2,32
130 0,2410 0,00 154 0,8498 0,04 4,58
160 0,2537 0,00 1,15] 1,0504 0,03 2,71
190 0,2660 0,01 2,09| 1,2831 0,07 5,57
220 0,2837 0,00 161 15012 0,02 1,58
250 0,2893 0,00 0,61 1,6593 0,02 1,09
280 0,3032 0,00 146| 18921 0,03 1,44
310 0,3074 0,00 1,15| 2,1110 0,02 0,72
340 0,3087 0,00 0,72| 2,2611 0,05 2,30
370 0,3130 0,01 2,09 2,4308 0,02 0,80
400 0,3188 0,01 189 2,6173 0,01 0,49
430 0,3157 0,00 0,58| 2,7582 0,07 2,47
460 0,3227 0,00 1,26| 2,9238 0,04 1,28
490 0,3246 0,00 0,97| 3,0953 0,05 1,62
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Tabulka 6 — BTB, rychlost 75 ul/s

objem[ul] | @vyska | SD | RSD [%] | plocha| SD | RSD [%]
20 0,0875 0,01 6,96| 0,0526 0,02 34,77
30 0,1064 0,01 11,49| 0,1085 0,01 13,33
40 0,1493 0,02 11,81 10,1502 0,02 15,41
50 0,1784 0,01 3,01 0,1922 0,03 18,16
60 0,1721 0,02 12,38| 0,2451 0,08 30,88
70 0,1855 0,01 3,12| 0,2656 0,07 26,64
80 0,2147 0,02 8,92| 0,3591 0,03 8,69
90 0,2209 0,01 452| 0,3661 0,05 12,75
100 0,2193 0,01 590| 0,3544 0,04 10,38
130 0,2531 0,01 2,76 | 0,5065 0,03 6,68
160 0,2673 0,00 1,72| 0,6312 0,02 3,09
190 0,2788 0,01 3,24| 0,7604 0,05 6,61
220 0,2847 0,01 2,96 0,8760 0,02 2,81
250 0,2930 0,00 0,86 0,9910 0,01 1,23
280 0,2992 0,01 2,01 1,1037 0,06 5,34
310 0,3050 0,01 3,45| 11,2196 0,05 4,10
340 0,3149 0,00 141 1,3205 0,02 1,28
370 0,3108 0,01 2,62| 1,3830 0,03 2,05
400 0,3197 0,01 2,67 15218 0,02 1,11
430 0,3262 0,01 2,26 1,6101 0,03 1,62
460 0,3212 0,01 1,721 1,5979 0,07 4,35
490 0,2708 0,00 1,03| 1,3771 0,02 1,14
Tabulka 7 — BTB, rychlost 100 ul/s

objem [ul] | @ vyska| SD |RSD[%]|@ plocha| SD |RSD [%]
20 0,0914 0,02 16,80| 0,0412 0,00 7,47
30 0,0943 0,01 14,20 0,0433 0,00 3,46
40 0,1041 0,01 526| 0,0682 0,00 5,84
50 0,1089 0,01 501| 0,0784 0,01 16,92
60 0,1175 0,01 7,92 0,0996 0,01 6,15
70 0,1143 0,01 8,95| 10,0921 0,01 10,09
80 0,1425 0,02 12,08| 0,1350 0,02 12,00
90 0,1422 0,01 520 0,1390 0,01 6,46
100 0,1474 0,00 0,36| 0,1603 0,01 8,34
130 0,1608 0,01 3,60| 0,2058 0,00 1,78
160 0,1636 0,01 552| 10,2391 0,05 22,01
190 0,1775 0,00 0,48| 10,3118 0,01 1,85
220 0,1757 0,00 2,00| 0,3765 0,02 6,03
250 0,1792 0,00 192 0,4145 0,03 6,43
280 0,1833 0,00 1,16 0,4228 0,01 3,08
310 0,1849 0,00 1,42 0,4586 0,01 3,23
340 0,1863 0,00 2,30 0,4855 0,01 1,07
370 0,1865 0,00 1,30( 0,5107 0,02 3,98
400 0,1804 0,01 4,24 0,6583 0,15 23,43
430 0,2223 0,01 6,45| 0,7547 0,17 22,90
460 0,2234 0,00 2,04| 0,8838 0,13 14,82
490 0,2236 0,01 2,74| 0,8327 0,08 9,62
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5.1.2 Vliv priitokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace BTB a NaOH

na absorbanci modré formy BTB

Nasledovalo méfeni, kdy byla zéona BTB misena v prutokovém systému se zonou
hydroxidu sodného - dochazelo ke zméné barevné formy BTB - pfechodu ze zluté barvy
na modrou. Byla méfena modra forma BTB pti vinové délce 615 nm. Testovano bylo
rozmezi pratokovych rychlosti 10— 120 pl/s. Byly zméfeny tii poméry miseni
pracovnich roztoku v pofadi aspirace BTB a NaOH ~ 1:5 (10 ul BTB : 50 ul NaOH),
1:1(50 I BTB:50 ul NaOH) a5:1 (50 ul BTB : 10 ul NaOH).

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot vyskou piku (Tabulka 8, Obrazek 11) bylo
pozorovano, ze nejvyssiho signalu bylo dosazeno pfi aspira¢nim poméru BTB a NaOH
5:1, zdtvodu vzniku nejvétsiho mnozstvi méfeného produktu - modré formy BTB.
Vliv zvysujici se prutokové rychlosti byl vykreslen rostoucimi mirné logaritmickymi
ktivkami.

Pfi hodnoceni namétenych hodnot plochou piku (Tabulka 8, Obrazek 12) bylo zjisténo,
ze nejvyssich hodnot ploch bylo dosdhnuto pfi aspiraénim poméru BTB a NaOH 1 : 1,
protoze byly ekvivalentni aspiraéni objemy a dochazelo k plynulému piechodu barevné
formy BTB. Vliv zvysujici se pritokové rychlosti se projevil klesajicimi mocninnymi

ktivkami, které od prutokové rychlosti 75 ul/s a rychleji maji téméf linearni priabéh.
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Tabulka 8 — Vliv prutokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace BTB a NaOH na absorbanci modré formy BTB

vyska —pomér1l:5 plocha—pomér1:5 vyska — pomér1:1 plocha—pomér1:1 vyska — pomér 5 : 1 plocha — pomér 5 : 1
rﬁ';/';’ft viska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%]| @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
10 0,0766| 0,00| 4,47|1,0450| 0,06| 6,04|0,3173| 0,00| 1,43| 4,1208| 0,07| 1,74]|0,3430| 0,01 1,91|2,9584| 0,04| 1,42
20 0,0770| 0,00| 3,62|0,5755| 0,01 1,48|0,3371| 0,00, 0,79 2,1782| 0,01| 0,34|0,3856| 0,00] 0,95|1,6129| 0,03| 1,67
25 0,0838| 0,00 2,93|0,4293| 0,02| 4,28|0,3466| 0,00\ 1,17 1,7477| 0,01| 0,75|0,3889| 0,00, 0,50| 1,3268| 0,03| 2,04
30 0,0848| 0,00 2,12|0,3471| 0,01| 4,02|0,3474| 0,00| 0,59| 1,4462| 0,01| 0,65|0,3888| 0,00 0,64| 1,0960| 0,00| 0,29
40 0,0809| 0,00 3,71|0,2838| 0,01| 1,82|0,3441| 0,00 0,62| 1,1018| 0,06 5,37|0,3873| 0,01, 1,35|0,8390| 0,02| 1,88
50 0,0884| 0,00 4,06|0,2285| 0,01| 5,36|0,3512| 0,00 1,17| 0,8684| 0,04| 4,39|0,4006| 0,00| 1,04|0,6729| 0,01| 1,45
60 0,0924| 0,00| 5,10| 0,1919| 0,02| 8,52|0,3585| 0,01| 1,77 0,7290| 0,03| 4,66| 0,4182| 0,00| 0,86| 0,5588| 0,00| 0,45
70 0,0887| 0,00 3,89|0,1439| 0,01| 6,35|0,3638| 0,00 0O,51| 0,6345| 0,02| 3,47|0,4218| 0,00| 1,18|0,4891| 0,01| 2,25
75 0,0921| 0,00 3,28|0,1402| 0,01| 6,88| 0,3545| 0,01| 1,69| 0,5826| 0,02 4,28|0,4194| 0,01| 1,77| 0,4565| 0,01| 2,89
80 0,0949| 0,00 2,69|0,1392| 0,01 3,97|0,3607| 0,01| 2,03| 0,5269| 0,02 3,22|0,4219| 0,01| 1,42|0,4285| 0,00| 1,11
90 0,0937| 0,00 1,03|0,1285| 0,00 3,32|0,3628| 0,01| 2,07| 0,4892| 0,01| 2,07|0,4242| 0,01, 1,62|0,3853| 0,00| 0,84
100 0,0901| 0,00 1,56|0,1029| 0,01| 12,59| 0,3818| 0,01| 1,34| 0,4312| 0,01| 2,36|0,4259| 0,01| 1,32|0,3344| 0,01| 3,16
110 0,0947| 0,01| 6,60|0,0889| 0,01| 10,44|0,3731| 0,00 0,50| 0,3826| 0,01| 1,75|0,4216| 0,02| 4,03|0,3124| 0,01| 2,04
120 0,0881| 0,00 0,54|0,0885| 0,01 9,91|0,3734| 0,00| 0,74 0,3656| 0,01| 2,44|0,4109| 0,02| 4,25|0,2659| 0,02| 8,46
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Obrazek 11 — Vliv priitokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace BTB

a NaOH na absorbanci modré formy BTB — hodnoceni vySkou piku
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a NaOH na absorbanci modré formy BTB — hodnoceni plochou piku
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5.1.3 VIliv priitokové rychlosti, poméru miseni a poiadi aspirace NaOH a BTB

na absorbanci modré formy BTB

M¢ieni bylo provedeno pfi stejnych podminkach jako pfedchozi méfeni, S tim rozdilem,
Ze pracovni roztoky byly aspirovany v opacném potadi. Byla méfena modra forma BTB
pti vlnové délce 615 nm v rozmezi prutokovych rychlosti 10 — 120 ul/s. Byly zméfeny
tfi poméry miseni pracovnich roztokd v potadi aspirace NaOH a BTB ~ 1:5

(10 ul NaOH : 50 pl BTB), 1: 1 (50 ul NaOH : 50 ul BTB) a5: 1 (50 pl NaOH : 10 pl BTB).

Aspira¢ni pofadi NaOH a BTB bylo méfeno v jiny den neZz piedchazejici méfeni
s poradim aspirace BTB a NaOH. Béhem testovani byl nalezen problém s nadmérnou
tvorbou bublin v SIA systému, a tak probihalo nékolikeré promyvani systému SIA
V pribéhu meéteni jednotlivych cykld. Odchylky mezi jednotlivymi hodnotami byly
zjiStény az pii zpracovavani ptislusnych hodnot.

Pfi hodnoceni namétenych hodnot pomoci vysek piku (Tabulka 9, Obrazek 13) byly
zaznamenany nejvyssi hodnoty u poméru NaOH a BTB 1 : 1, tedy pro stejné mnozstvi
pracovnich roztoku, dostatku NaOH, které pfeménilo zlutou formu BTB na méfenou
modrou. O néco malo nizsich hodnot dosahl pomér NaOH a BTB 1:5, kde byl
aspirovan pétkrat mensi objem NaOH, ktery byl nedostacujici na objemovou preménu

barevné formy BTB jako u poméru NaOH a BTB 1 : 1.

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot plochou piku (Tabulka 9, Obrazek 14) nejvyssich
hodnot ploch pikti bylo dosazeno u poméru NaOH a BTB 1 : 1, protoze dochazelo
k miseni zon ekvivalentnich objeml pracovnich roztokd a zlutda forma piechazela
na méfenou modrou formu BTB. Vliv zvysujici se prutokové rychlosti byl vyjadien
klesajicimi mocninnymi kiivkami, které od pritokové rychlosti 80 pul/s a rychleji maji
témet linearni pribéh. Zaroven u pouZiti vysSich priatokovych rychlosti byly zjiStény
velké hodnoty relativnich smérodatnych odchylek. Zejména u poméru NaOH a BTB
5:1, kde nejen pii hodnoceni plochou, ale i pfi hodnoceni vyskou, byl zhruba

od pratokové rychlosti 70 ul/s a rychleji zjistén trend zvySovani RSD.
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Tabulka 9 — Vliv priatokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace NaOH a BTB na absorbanci modré formy BTB

vyska —pomér1l:5 plocha—pomér1:5 vyska — pomér1:1 plocha—pomér1:1 vyska — pomér 5 : 1 plocha — pomér 5 : 1
rﬁ';/';’ft viska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%]| @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
10 0,0928| 0,01| 5,59|0,9147| 0,04| 4,36| 0,3082| 0,02| 5,45| 3,7830| 0,17| 4,37|0,1831| 0,00| 1,23|1,3067| 0,05| 4,11
20 0,2626| 0,01| 3,98|1,2794| 0,04| 3,46|0,4710| 0,01| 2,00 2,3164| 0,08| 3,24|0,2555| 0,00| 1,77|0,8340| 0,02| 2,08
25 0,3144| 0,01| 3,23|1,2455| 0,03| 2,43|0,4568| 0,01| 2,20, 1,8605| 0,07| 3,59|0,2527| 0,00, 0,54| 0,6489| 0,03| 4,13
30 0,4174| 0,01| 2,40|1,1386| 0,02 1,82|0,4568| 0,00 0,39| 1,5277| 0,06 3,73|0,2601| 0,01, 2,15|0,5558| 0,02| 3,58
40 0,4661| 0,00 0,93|0,8617| 0,01| 0,79|0,4185| 0,01| 2,61| 1,0090| 0,03| 3,25|0,2778| 0,01| 3,84|0,4242| 0,02| 4,84
50 0,3606| 0,00 0,15|0,6960| 0,02, 3,30|0,4713| 0,01| 1,55| 0,9322| 0,03| 3,29|0,2602| 0,01| 3,22|0,3341| 0,03| 8,22
60 0,4355| 0,03| 6,31| 0,5542| 0,02| 3,88| 0,5145| 0,00 0,87 0,7549| 0,01| 0,84| 0,2650| 0,01| 2,98| 0,2849| 0,02| 6,21
70 0,4108| 0,02| 3,82|0,4712| 0,02 3,83|0,4622| 0,04| 7,64| 0,6482| 0,03| 4,05|0,2267| 0,01| 6,25|0,2247| 0,02| 11,00
75 0,4630| 0,01| 259|0,4762| 0,02 4,69|0,4337| 0,01| 1,28 0,6124| 0,03| 4,73|0,2168| 0,01| 4,46| 0,2191| 0,02| 7,70
80 0,4055| 0,00f 0,96| 0,4179| 0,02 4,56]|0,4717| 0,01| 1,15, 0,5702| 0,02 3,70|0,2136| 0,01| 4,50| 0,1898| 0,01| 7,09
90 0,3978| 0,00 1,08|0,3242| 0,02| 5,29|0,4587| 0,00| 0,62| 0,4860| 0,02| 3,20|0,2188| 0,01, 6,03|0,1838| 0,01| 3,36
100 0,4036| 0,01| 1,33|0,3710| 0,02| 5,51|0,4654| 0,02| 4,98| 0,4634| 0,04| 8,27|0,2122| 0,02| 7,46| 0,1553| 0,04 | 26,64
110 0,3180| 0,07| 20,95| 0,2186| 0,01| 3,36| 0,4474| 0,01| 1,42 0,3903| 0,03| 6,57|0,1869| 0,02| 12,40| 0,1322| 0,00| 3,49
120 0,2710| 0,01| 4,60| 0,1950| 0,01| 7,40|0,4532| 0,00, 0,15 0,3636| 0,00| 1,28|0,1903| 0,02| 9,88]| 0,1124| 0,03| 24,76
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Obrazek 13 — Vliv pritokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace NaOH

a BTB na absorbanci modré formy BTB — hodnoceni vySkou piku
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Obrazek 14 — Vliv pritokové rychlosti, poméru miseni a poradi aspirace NaOH

a BTB na absorbanci modré formy BTB — hodnoceni plochou piku
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5.2 REAKCE DUSITANU S DIAZOTACNE-KOPULACNIM CINIDLEM

5.2.1 Vliv pritokové rychlosti, poméru miseni a pofadi aspirace D aDKC

na stanoveni dusitanua

Jako prvni u pomaleji probihajici reakce byl proméien vliv aspira¢niho potadi
D aDKC. Byl zjistovan vliv pritokové rychlosti v rozmezi 10— 150 pl/s. Zméfeny
byly tifi poméry miseni D a DKC, konkrétné 1:5 (10 ul D : 50 ul DKC),
1:1(50pulD:50 ul DKC) a 5:1(50 ul D:10 pl DKC). Méfeni bylo provadéno

pti vinové délce 540 nm.

Pfi hodnoceni ziskanych hodnot pomoci vysek pika (Tabulka 10, Obrazek 15) bylo
zjisténo, Ze nejvyssich hodnot dosahl pomér D a DKC 1 : 1, stejné objemy pracovnich
roztokl daly u pomaleji probihajici reakce vzniknout nejvétSimu mnozstvi mefeného
produktu. Vliv vzrastajici prutokové rychlosti se projevil klesajicimi hodnotami vysek
pikd z diivodu rychlejsiho transportu produktu detektorem (nedostate¢nym pribéhem

pomalejsi reakce).

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot pomoci ploch piki (Tabulka 10, Obrazek 16) bylo
dosazeno nejvyssich hodnot pii niz§ich rychlostech, u poméru D a DKC 1 : 1 byl signal
nejvyssi. Pfi pomalé rychlosti mély ekvivalentni objemy pracovnich roztokl postacujici
Cas na reakci a tedy vznik nejvétsiho mnozstvi méteného produktu. Vliv zvysujici
se prutokové rychlosti byl vyjadien klesajicimi mocninnymi kiivkami, které ptiblizné
od pratokové rychlosti 90 ul/s a rychleji mély linearni prabéh. U pouziti vysSich
priatokovych rychlosti — od 100 pl/s a rychleji byly pozorovany vyssi hodnoty
relativnich smérodatnych odchylek, patrné je to hlavné u aspiraéniho pofadi D a DKC

poméru 5 : 1.
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Tabulka 10 — Vliv priitokové rychlosti, poméru miseni a potadi aspirace D a DKC na stanoveni dusitant

vyska — pomér1:5 plocha — pomér 1 : 5 vyska — pomér1:1 plocha — pomér1:1 vyska — pomér 5 : 1 plocha — pomér 5 : 1
rﬁrl‘/'s]“ Bviska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @viska | SD | RSD[%]| @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
10 0,3028| 0,01| 2,02|4,0811| 0,06| 1,45|1,0058| 0,05| 5,42| 12,3192| 0,45| 3,68|0,5404| 0,00| 0,81|5,2117| 0,07| 1,27
20 0,3025| 0,00/ 0,41 1,8626| 0,00/ 0,20|0,8640| 0,01| 1,59| 5,2447| 0,03| 0,64|0,3413| 0,01| 2,56|1,6036| 0,05| 2,82
25 0,2870| 0,00 0,42|1,4438| 0,03| 1,97|0,7725| 0,00) 0,63| 3,8034| 0,02/ 0,43|0,2830| 0,00 1,32| 1,0646| 0,04| 3,72
30 0,2741| 0,00 0,77|1,1363| 0,02| 1,33|0,7039| 0,00f 0,39| 2,8890| 0,05 1,73|0,2318| 0,00| 1,61|0,7367| 0,01| 1,51
40 0,2678| 0,00/ 0,65|0,7420| 0,01| 1,13]0,5996| 0,02\ 2,68| 1,7976| 0,04| 2,14|0,1870| 0,01| 3,27|0,4188| 0,01| 1,21
50 0,2413| 0,00 1,24|0,4801| 0,01| 2,05|0,5013| 0,00f 0,93 1,1956| 0,01 0,54|0,1647| 0,00f 1,03|0,2784| 0,01| 2,39
60 0,2153| 0,01| 3,16|0,3565| 0,00/ 1,09| 0,4849| 0,01, 2,63| 0,8889| 0,02| 2,36|0,1626| 0,01| 3,90| 0,2205| 0,00 1,78
70 0,2116| 0,01| 2,85|0,3006| 0,01| 2,61]|0,4572| 0,03, 6,05 06783| 0,01 1,26|0,1708| 0,00| 2,76|0,1731| 0,00| 2,13
75 0,2119] 0,01| 4,29/ 0,2729| 0,01| 3,94|0,4542| 0,02| 3,52| 0,6016| 0,01| 1,84|0,1637| 0,00f 1,54|0,1511| 0,00| 0,85
80 0,2274| 0,00 1,95|0,2664| 0,01| 3,19|0,4351| 0,01 1,87| 0,5389| 0,02 4,32|0,1595| 0,01| 4,90| 0,1318| 0,01 10,67
90 0,2156| 0,01| 3,48|0,2296| 0,00| 1,33|0,4356| 0,00 1,12| 0,4614| 0,01| 1,68 0,1585| 0,01 4,48|0,1252| 0,00| 2,28
100 |0,2177| 0,01| 3,04|0,1976| 0,01| 4,72|0,4131| 0,00| 0,86| 0,3964| 0,01| 221|0,1505| 0,01| 3,62|0,1015| 0,01| 6,50
110 |0,1959| 0,02| 7,87|0,1728| 0,01| 3,53|0,3941| 0,01, 2,554 0,3190| 0,01| 2,75|0,1200| 0,01| 5,74/ 0,0808| 0,01| 8,35
120 | 0,2069| 0,01| 2,83|0,1594| 0,01| 5,48|0,3735| 0,01| 2,68| 0,3259| 0,01| 4,49|0,0997| 0,00| 2,74|0,0728| 0,00| 2,38
130 | 0,2084| 0,01| 4,40|0,1294| 0,00| 3,29|0,3708| 0,01| 1,77| 0,2619| 0,01| 5,27|0,1060| 0,00 1,72|0,0674| 0,01| 11,51
140 |0,1782| 0,00/ 1,51|0,1263| 0,01| 8,76|0,3446| 0,01| 1,56| 0,2260| 0,01 2,27|0,0904| 0,01 7,55|0,0705| 0,01| 17,03
150 | 0,1807| 0,01| 2,92|0,1180| 0,01| 5,35|0,3210| 0,01| 3,67| 0,2236| 0,03| 11,41| 0,0874| 0,01| 8,66| 0,0490| 0,02| 32,87
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5.2.2 Vliv pritokové rychlosti, poméru miseni a poFadi aspirace DKC aD

na stanoveni dusitana

V dalSim testovani byl proméfen vliv opacného aspiraéniho pofadi
nez v predchazejicim méienti, bylo tedy testovano poiadi aspirace DKC a D. Jinak bylo
meéfeno pii stejnych reakénich podminkach. Byly proméfeny priutokové rychlosti
vrozmezi 10— 150 pl/s. Zméfeny byly tii poméry miseni DKC aD, konkrétné
1:5(10ulDKC:50ulD), 1:1(B0puIDKC:50ulD) a 5:1 (50 ul DKC: 10 pl D).

Meéieni bylo provadéno pii vinové délce 540 nm.

Hodnoty pro aspiracni potadi DKC a D pomér 5:1 nebyly hodnoceny. Z divodu
pétindsobné mensiho objemového mnozstvi D oproti DKC nebylo moZno naméfit
pfi vyssich rychlostech odpovidajici hodnoty. DKC je samo o sob& barevné a byl
oéekavan slepy signal, ktery byl nasledné porovnan méfenim s vodou misto se vzorkem.
Hodnoceni v nékterych piipadech pak bylo slozité a nebyl ziskdn dostate¢ny rozdil
meétfeného signalu od slepého. Na grafickém znazornéni méfeni byly pozorovany dva
piky, a to z davodu, ze bylo jako prvni do detektoru transportovano malé mnozstvi
méfené¢ho produktu (prvni pik), které stacilo vzniknout pii pomalejSich rychlostech
a nasledng bylo transportovano vétsi mnozstvi DKC (druhy pik). Z grafickych vysledkt
pii vysSich rychlostech nebylo moZno poznat, zda byl méten produkt nebo Samotné
DKC. Byl proveden pokus, kdy misto dusitanii byla aspirovana voda. Mé&feno bylo
za puvodnich podminek, ale pouze pfi pritokovych rychlostech 25, 50, 75 a 100 ul/s
(Obrazek 18), a bylo potvrzeno, ze naméfené hodnoty odpovidaly DKC. Proto hodnoty
aspiraéniho potadi DKC a D poméru 5 : 1 nebyly zhodnoceny, nevznikalo dostateéné

mnozstvi produktu, které by mohlo byt zméfeno.
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Pii hodnoceni ziskanych hodnot pomoci vysek pika (Tabulka 11, Obrazek 19) bylo
dosazeno nejvyssich hodnot pii pomalejSich rychlostech a nejvétsich hodnot u poméru
DKC a D 1: 1. Zrychlovani pritokovych rychlosti se projevilo klesajicimi mocninnymi
kiivkami. Pomér DKC a D 5: 1 byl uveden jen pro pomale;jsi rychlosti (10 — 70 pl/s),
kdy bylo mozné odecist hodnoty vysek pikd, které patfily méfenému produktu a rozlisit
je od vysek pikd, které patiily DKC. Pii vyssich rychlostech nestihlo vzniknout
dostate¢né mnozstvi métitelného produktu a nebylo tedy mozné odecist hodnoty vysek

pikt produktu, byly pozorovany pouze hodnoty vysek DKC.

Pii hodnoceni ziskanych hodnot pomoci ploch piki (Tabulka 11, Obrazek 20) byly
hodnoceny poméry 1:1 a 1:5 aspiraéniho pofadi DKC a D, protoze pii poméru 5 : 1
nebylo mozno z grafického zaznamu odeéist ptislusné hodnoty ploch pikii — nebylo
rozliSitelné, ani pii pomalych pratokovych rychlostech, zda plocha patfila produktu
nebo DKC. Nejvyssich hodnot ploch pikd bylo dosaZeno pii pomalejsich rychlostech a
nejvetsi hodnoty byly pozorovany u ekvivalentniho mnozstvi aspirovanych objemt
pracovnich roztoki, tedy poméru 1: 1 aspiraéniho potadi DKC a D. Vliv vzristajici
pritokové rychlosti byl popsan klesajicimi mocninnymi kiivkami, kdy pfi pomalejSich
rychlostech (10 — 70 pul/s) bylo prudké klesani a pii méfenych vyssich prutokovych
rychlostech, byl pokles kiivek velmi mirny.
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Tabulka 11 — Vliv priitokové rychlosti, poméru miseni a poiadi aspirace DKC a D na stanoveni dusitanii

vyska —pomeér1:5 plocha—pomér1:5 vyska —pomeér1:1 plocha—pomér1:1 vyska —pomér 5 : 1 plocha — pomér 5 : 1
rﬁ;/':]“ Bviska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @viska | SD | RSD[%]| @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
10 0,6112| 0,02| 2,59]| 6,7448| 0,11| 1,57|0,9712| 0,04| 4,13| 11,7139| 0,15 1,31|0,3243| 0,00| 0,36 - - -
20 0,4510| 0,01| 2,45]|2,1260| 0,01| 0,57|0,8611| 0,03 3,27| 4,3121| 0,05| 1,18 0,1573| 0,01| 5,84 - - -
25 0,4286| 0,01| 2,88| 1,4439| 0,03| 2,13|0,7802| 0,03| 3,23| 3,2651| 0,12 3,56 0,1197| 0,01| 4,37 - - -
30 0,3961| 0,00| 0,96|1,0881| 0,02 1,98|0,5566| 0,02 3,98 2,3196| 0,04| 1,81|0,0861| 0,00| 3,74 - - -
40 0,3035| 0,00| 0,74| 0,659 | 0,01| 1,35|0,4691| 0,02 3,65| 1,6280| 0,01| 0,50 0,0568| 0,01| 18,45 - - -
50 0,2721| 0,00| 0,90]| 0,4511| 0,02| 4,02|0,4168| 0,00 0,69 1,1520| 0,03| 2,31|0,0168| 0,01| 35,10 - - -
60 0,2437| 0,01| 2,65|0,3475| 0,02 5,23|0,3777| 0,01| 2,89| 0,8882| 0,03| 3,54|0,0151| 0,01| 49,49 - - -
70 0,2218| 0,00| 1,82|0,2614| 0,01| 5,01|0,3211| 0,00 1,03| 0,6845| 0,02| 2,23|0,0157| 0,00| 15,25 - - -
75 0,2038| 0,00| 1,75|0,2682| 0,03| 9,72|0,3016| 0,01| 4,82| 0,6130| 0,00 0,50 - - - - - -
80 0,2012| 0,01| 3,54|0,2251| 0,01| 2,23|0,2823| 0,01| 2,65| 0,5477| 0,01 1,12 - - - - - -
90 0,1863| 0,00| 1,88|0,1953| 0,00| 1,87|0,2821| 0,02| 6,32| 0,4907| 0,01| 2,65 - - - - - -
100 |0,1762| 0,00f 1,71|0,1770| 0,01| 6,17|0,2683| 0,01| 4,59| 0,4070| 0,03| 6,49 - - - - - -
110 | 0,1615| 0,01} 3,15| 0,1387| 0,00 1,57|0,2571| 0,02| 7,11| 0,3660| 0,01| 1,52 - - - - - -
120 | 0,1496| 0,01 4,47|0,1282| 0,01| 7,34|0,2589| 0,02| 6,84| 0,3081| 0,01| 4,11 - - - - - -
130 | 0,1526| 0,00f 1,95 0,1236| 0,01| 8,02|0,2178| 0,01| 4,03| 0,2869| 0,02| 7,69 - - - - - -
140 | 0,1366| 0,00| 2,18 0,1051| 0,00 4,06|0,2091| 0,01| 4,04| 0,2566| 0,01| 4,63 - - - - - -
150 | 0,1286| 0,00f 3,59 0,0981| 0,00 0,87|0,2146| 0,02| 7,59| 0,2323| 0,01| 2,88 - - - - - -
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Obrazek 20 — Vliv pritokové rychlosti, poméru miseni a poiadi aspirace DKC

a D na stanoveni dusitantii — hodnoceni plochou piku
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5.2.3 Vliv zastaveni toku, poméru miseni a pofadi aspirace D aDKC

na stanoveni dusitanua

Bylo proméfeno aspiraéni potadi D a DKC. Méfeni bylo provadéno pii vinové délce
540 nm pii pratokové rychlosti 100 pl/s a zméteny byly tii nasledujici poméry miseni
pracovnich roztokd, konkrétné 1:5 (10 ul D : 50 ul DKC), 1 : 1 (50 ul D : 50 pl DKC)
a5:1(50 pl D: 10 ul DKC). Tok roztokii v systému SIA byl zastavovan v &asovém
rozmezi 0—60 sV misici civce, pfed detektorem a v detektoru. Zastaveni toku
V potiebném mist¢ bylo dosazeno nastavenim davkovaného objemu (Tabulka 2)

V pfedem naprogramovaném meticim cyklu.

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot pomoci vysek pika (Tabulka 12 a Obrazek 21,
Tabulka 13 a Obrazek 22, Tabulka 14 a Obrazek 23) bylo mozno pozorovat rostouci
kiivky v zéavislosti na prodluzujicim se case zastaveni toku. NejvétSich hodnot pikli bylo
dosazeno u poméru D a DKC 1 : 1 pfi viech typech zastaveni toku. U poméru D a DKC
5:1 bylo zjisténo, ze kiivky, které popisuji zastaveni toku pted detektorem
a Vv detektoru mély stoupajici charakter v zavislosti na prodluzujicim se ¢ase zastaveni
toku. Zatimco k¥ivky popisujici zastaveni toku v misici civce U poméru D a DKC 1 :5
s prodluzujicim se casem =zastaveni toku zlstdvaly v okoli podobnych hodnot

a nevykazovaly prudce rostouci charakter.

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot pomoci ploch piki (Tabulka 12 a Obrazek 24,
Tabulka 13 a Obrazek 25, Tabulka 14 a Obrazek 26) byl pozorovan stejny pribéh jako
pfi hodnoceni pomoci vysek pikl, avSak pfi zastaveni toku v detektoru byl sledovan

markantni vzrast hodnot ploch piki a jimi znazornénych kiivek.
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Tabulka 12 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a pofadi aspirace D a DKC na stanoveni dusitani

vyska — pomér 1 : 5

plocha —pomér 1 : 5

vySka —pomér 1 : 1

plocha —pomér 1 : 1

vySka —pomér 5 : 1

plocha —pomér 5 : 1

cas[s] | @vytka | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | Dplocha | SD | RSD[%]
0 0,2166 | 0,01 3,77 0,2223| 0,01 2,66| 0,4494| 0,01 1,34| 0,5380| 0,03 6,47 | 0,1367| 0,01 3,76 0,1351| 0,00 1,77
10 0,2901| 0,01 3,50| 0,3248| 0,01 3,43| 0,7217| 0,00 0,68 0,8395| 0,04 4,41| 0,2498| 0,02 6,24| 0,2610| 0,01 4,12
20 0,3156| 0,00 0,50| 0,3579| 0,02 535| 0,8235| 0,02 2,05| 0,9897| 0,02 2,12 | 0,3063| 0,01 4,01| 0,3316| 0,03 7,75
30 0,3377| 0,00 0,70| 0,3630| 0,01 2,57| 0,8847| 0,01 1,51| 1,0640| 0,02 1,53| 0,3260| 0,00 1,15 0,3285| 0,01 2,22
40 0,3468 | 0,00 0,66| 0,3826| 0,01 2,61| 0,9380| 0,02 1,63| 1,1154| 0,04 3,66| 0,3620| 0,00 0,30 0,3472| 0,00 1,05
50 0,3698 | 0,00 0,86| 0,4144| 0,00 1,08| 0,9881| 0,01 0,80 1,1611| 0,01 1,13| 0,3507| 0,02 7,05| 0,3631| 0,00 1,25
60 0,3779| 0,01 1,94 | 0,4136| 0,02 3,68| 1,0048| 0,01 1,09| 1,1817| 0,02 1,69| 0,3584| 0,01 2,18 0,3789| 0,01 1,42
Tabulka 13 — Vliv zastaveni toku pied detektorem, poméru miseni a poi'adi aspirace D a DKC na stanoveni dusitani

vySka —pomér 1 : 5

plocha —pomér 1 : 5

vySka —pomér1:1

plocha—pomér 1 : 1

vySka — pomér 5 : 1

plocha — pomér 5 : 1

cas[s] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
0 0,1667 | 0,01 6,38 | 0,2298| 0,01 4,06 | 0,4653| 0,01 1,72 0,5535| 0,02 3,35| 0,1318| 0,00 0,55| 0,1386| 0,01 3,81
10 0,2523| 0,01 3,89| 0,3026| 0,00 0,96| 0,9783| 0,01 1,36 1,1390| 0,02 2,13| 0,6320| 0,02 2,85| 0,6082| 0,01 1,27
20 0,2742| 0,00 1,19| 0,3263| 0,03 8,62| 1,1849| 0,01 0,81 1,3001| 0,01 0,68| 0,9736| 0,03 3,49 0,8805| 0,03 3,26
30 0,3090| 0,01 1,78 | 0,3827| 0,01 1,37 | 1,3125| 0,02 1,48| 1,4332| 0,00 0,24| 1,1218| 0,04 3,46| 1,0836| 0,02 1,76
40 0,3225| 0,01 4,23| 0,3757| 0,02 5141 1,3607| 0,01 1,01| 1,5155| 0,04 2,87 1,2685| 0,01 0,49| 1,2216| 0,03 2,31
50 0,3154| 0,00 0,99| 0,3506| 0,01 1,62| 1,4456| 0,03 1,79 1,5939| 0,05 3,16| 1,3666| 0,03 2,10| 1,3430| 0,05 3,82
60 0,3336| 0,02 471| 0,3837| 0,03 7,26| 1,4573| 0,03 1,75| 1,6063| 0,03 1,63| 1,4383| 0,02 1,48| 1,4152| 0,04 2,75
Tabulka 14 — Vliv zastaveni toku v detektoru, poméru miseni a poi‘adi aspirace D a DKC na stanoveni dusitani
vySka —pomér 1 : 5 plocha — pomér 1 : 5 vyska —pomér 1 : 1 plocha —pomér 1 : 1 vyska — pomér 5 : 1 plocha — pomér 5 : 1

¢as[s] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD [ RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
0 0,2016| 0,01 5,64 | 0,2465| 0,01 462| 0,4449| 0,01 2,67 0,6101| 0,02 4,05| 0,2079| 0,01 573 0,1634| 0,01 5,21
10 0,2171| 0,01 342 2,0171| 0,01 0,27 1,1029| 0,06 5,62 9,6106| 0,58 599| 0,4793| 0,01 2,13 3,1109| 0,15 4,86
20 0,2177| 0,01 2,66 4,0971| 0,03 0,69| 1,2416| 0,01 1,11 | 20,6276 | 0,29 1,40 | 0,8217| 0,02 2,16 9,9660| 0,24 2,37
30 0,2335| 0,00 1,86| 6,4458| 0,01 0,08| 1,3919| 0,02 1,39 | 34,7652 | 0,51 1,47| 1,0587| 0,03 2,97 19,9630 | 0,59 2,95
40 0,2434| 0,01 3,23 8,6927| 0,12 1,37| 1,4899| 0,02 1,24 | 49,9308 | 0,27 0,55| 1,2160| 0,02 1,68| 31,8409 | 0,41 1,27
50 0,2472| 0,01 5,05| 11,2510 0,17 1,52| 1,3966| 0,02 1,15| 59,4836 | 0,36 0,61 1,3570| 0,02 1,51| 44,9506 | 0,40 0,88
60 0,2530| 0,00 1,38 | 13,8206 | 0,13 0,94| 1,4640| 0,03 2,06 | 74,4332| 1,16 1,56 | 1,4264| 0,01 0,73 ] 59,3545| 0,99 1,67
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Obrazek 21 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a poradi aspirace
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Obrazek 22 — Vliv zastaveni toku pred detektorem, poméru miseni a poradi
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Obrazek 23 — Vliv zastaveni toku v detektoru, poméru miseni a poradi aspirace

D a DKC na stanoveni dusitanti — hodnoceni vy§kou piku
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Obrazek 24 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a poiadi aspirace
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2,0
18 DaDKC1:5

1,6 | ADaDkC1:1
1,4 | ADaDKC5:1

1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2
0,0

A

plocha

|

0 10 20 30 40 50 60
Cas [s]

Obrazek 25 — Vliv zastaveni toku pred detektorem, poméru miseni a poradi

aspirace D a DKC na stanoveni dusitanii — hodnoceni plochou piku
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Obrazek 26 — Vliv zastaveni toku v detektoru, poméru miseni a poiadi aspirace

D a DKC na stanoveni dusitanti — hodnoceni plochou piku
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5.2.4 Vliv zastaveni toku, poméru miseni a poradi aspirace DKCaD

na stanoveni dusitanua

Bylo testovano aspiraéni potadi DKC a D pii stejnych podminkach jako v pfedchozim
méfeni. Bylo méfeno pii vinové délce 540 nm a prutokové rychlosti 100 pl/s.
Zméfeny byly tii typy pomérd miseni 1:5(10pulDKC:50pulD), 1:1
(50 pl DKC : 50 pl D) a5:1 (50 ul DKC : 10 pl D). Tok roztokd v systému SIA byl
opét zastavovan v misici civce, pfed detektorem a v detektoru. Zastaveni toku bylo

testovano v ¢asovém rozmezi 0 — 60 s.

Hodnoty pii zastaveni toku v detektoru u poméru DKC a D 5:1 nebyly odeéteny,
protoze nebylo rozeznatelné na grafickém vyhodnoceni, zda se jednalo o hodnotu
méfeného produktu nebo DKC, které bylo Vv pdtinisobné pievaze aspirovano oproti

dusitanim. Bylo ukazkové zméfeno v ¢asech 0, 30 a 60 s (Obrazek 28).

-0,z zastaveni toku VD - 60 s, DEC aD1:1 !
00:00:00,0 00;05:0

Obrazek 27 — Zaznamy méfeni zastaveni toku v detektoru na 60 s aspiracniho

poradi DKC aD v pomérech1:5a1:1
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Obrazek 28 — Zaznam méfeni zastaveni toku v detektoru na 60s aspira¢niho

poiadi DKC a D v poméru 5 : 1

Pfi hodnoceni naméfenych hodnot pomoci vySek pikid (Tabulka 15 a Obrazek 29,
Tabulka 16 a Obrazek 30, Tabulka 17 a Obrazek 31) byly pozorovany s prodluzujicim
se Gasem zastaveni toku vzristajici kiivky vysek pikd. U aspiraéniho potadi DKC a D
poméru 1 : 1 byly zjiStény nejvyssi hodnoty vysek piki pti vSech tfech typech zastaveni
toku. Pomér DKC a D 5:1 byl pfi zastaveni toku v misici civce a pred detektorem
na srovnatelnych hodnotach vysek piki, zatimco pii zastaveni toku v detektoru nebyly
naméfené udaje hodnoceny, protoze neSlo rozeznat, zda idaj vysky patii méfenému

produktu nebo DKC.

Pfi hodnoceni namétfenych hodnot pomoci ploch pikti (Tabulka 15 a Obrazek 32,
Tabulka 16 a Obrazek 33, Tabulka 17 a Obrazek 34) byl priabéh podobny jako
pfi hodnoceni pomoci vysek pikd, s tim rozdilem, Ze pfi zastaveni toku v detektoru byl
pozorovan markantni vzrist hodnot ploch pikti oproti zastaveni toku v misici civce nebo
pied detektorem. Protoze, kdyz byl tok zastaven v detektoru, bylo piimo sledovano
navySovani signalu diky vznikajicimu produktu. Zatimco pfi transportu z mista
zastaveni toku - at’ uz v misici civce nebo pted detektorem - bylo dopravovano jiz urcité
mnozstvi produktu, které detektorem proslo a mnozstvi vznikajici produktu bylo
zanedbatelné vzhledem ke kratké dobé zdrzeni v detektoru. P¥i pouZiti poméru DKC

a D 5: 1 bylo pozorovano nepatrné zvySeni hodnot RSD.

44



Tabulka 15 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a pofadi aspirace DKC a D na stanoveni dusitani

vyska — pomér 1 : 5

plocha —pomér 1 : 5

vySka —pomér 1 : 1

plocha — pomér 1 : 1

vyska —pomér 5 : 1

plocha — pomér 5 : 1

as[s] | @vyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | Dplocha | SD | RSD[%] | Dvyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
0 0,2026| 0,01 3,03| 0,1841| 0,01 6,32| 0,3951| 0,02 4,75 0,5296 | 0,02 3,95| 0,1478| 0,01 3,92| 0,1698| 0,01 7,58
10 0,5600 | 0,02 435| 0,5795| 0,01 2,491 0,8787| 0,01 0,91 1,0876 | 0,02 2,29 0,3153| 0,02 6,98 | 0,3568| 0,01 1,96
20 0,8233| 0,02 2,35 0,8158| 0,02 2,64 1,0391| 0,03 2,41 1,3163| 0,06 459| 0,3562| 0,01 2,79 0,4186| 0,01 3,15
30 0,9870| 0,00 0,29| 1,0195| 0,01 0,71| 1,2005| 0,03 2,43 1,4920| 0,06 4,09| 0,3219| 0,01 3,97 | 0,4738| 0,03 5,69
40 1,0714| 0,01 1,35| 1,1389| 0,05 4,79| 1,3346| 0,01 0,90 1,6687 | 0,02 1,50| 0,3435| 0,01 3,16 | 0,4857| 0,00 0,37
50 1,1473| 0,01 0,52 1,2033| 0,04 3,23 | 1,4424| 0,07 4,93 1,7238 | 0,02 1,36| 0,3430| 0,02 484 0,4952| 0,01 2,17
60 1,2128| 0,01 0,57 1,3086| 0,00 0,32| 1,5395| 0,02 1,01 1,7765| 0,03 1,73| 0,3634| 0,01 3,38| 0,4989| 0,01 2,22

Tabulka 16 — Vliv zastaveni toku pied detektorem, poméru miseni a poradi aspirace DKC a D

na stanoveni dusitana

vySka —pomér 1 : 5

plocha —pomér 1 : 5

vySka —pomér 1 : 1

plocha— pomér 1 : 1

vyska —pomér 5 : 1

plocha — pomér 5 : 1

Cas[s] | Dvyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSD[%] | Q@plocha | SD | RSD[%] | @Dvyska | SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%]
0 0,1592| 0,00 0,97 0,1758| 0,00 0,42 0,3121| 0,01 3,27 0,4897| 0,01 1,74| 0,1297| 0,01 5,22 | 0,1522| 0,02| 10,05
10 0,5322| 0,01 1,71 0,5350| 0,00 0,72 0,8335| 0,02 2,69 0,9900| 0,01 1,20| 0,2420| 0,00 1,00| 0,3083| 0,01 3,47
20 0,7279| 0,04 534| 0,7524| 0,04 512| 1,0411| 0,03 2,54 1,1950| 0,01 1,14| 0,2605| 0,00 1,35| 0,3184| 0,02 6,79
30 0,8467| 0,01 1,19| 0,8916| 0,01 1,10| 1,1503| 0,05 4,26 1,3563| 0,02 1,50| 0,2669| 0,00 1,79 | 0,3447| 0,01 1,97
40 0,9200| 0,01 1,04 | 0,9859| 0,04 4,10| 1,2605| 0,01 0,71 1,4328 | 0,01 0,47| 0,2770| 0,00 1,02 | 0,3504| 0,02 5,24
50 1,0094 | 0,02 1,98| 1,0744| 0,02 1,66 1,3718| 0,04 2,97 1,4357 | 0,06 4,15| 0,3024| 0,01 3,28| 0,3370| 0,02 6,01
60 1,0682| 0,01 0,91 1,1285| 0,03 2,74 1,4780| 0,04 2,68 1,5308 | 0,02 1,31| 0,3216| 0,03 9,30| 0,3526| 0,02 6,04

Tabulka 17 — Vliv zastaveni toku v detektoru, pomé

ru miseni a poradi aspirace DKC a D na stanoveni dusitanu

vyska —pomér 1 : 5

plocha — pomér 1 : 5

vySka —pomér 1 : 1

plocha —pomér 1 : 1

vyska —pomeér 5 : 1

plocha — pomér 5 : 1

Cas [s] Dvyska SD | RSD[%] | @plocha SD | RSD[%] | Dvyska SD | RSD[%] | @plocha SD | RSD[%] | Ovyska SD | RSD[%] | @plocha SD | RSD[%)]
0 0,1481| 0,00 1,33| 0,2108| 0,01 3,24 0,3892| 0,00 0,89 0,6521| 0,00 0,56 - - - - - -
10 0,5209| 0,01 1,06| 3,8136| 0,05 1,41| 0,9801| 0,01 1,40 8,9185| 0,15 1,73 - - - - - -
20 0,7612| 0,03 3,54| 10,5021 | 0,18 1,76| 1,1196| 0,01 1,17 19,8995| 0,29 1,47 - - - - - -
30 0,9227| 0,01 1,60 | 19,5492 | 0,34 1,75| 1,1390| 0,05 454| 30,8160 | 1,58 5,14 - - - - - -
40 1,0020| 0,02 1,78 | 29,4067 | 0,22 0,76 | 1,2121| 0,02 1,81 | 43,2926| 0,15 0,36 - - - - - -
50 1,0683| 0,02 1,81 | 40,0039 | 0,36 0,91 1,2593| 0,02 1,26 | 56,2851| 1,02 1,81 - - - - - -
60 1,1180| 0,01 0,81 50,2110| 0,43 0,86| 1,4415| 0,07 455| 75,8701| 3,12 4,11 - - - - - -
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Obrazek 29 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a poradi aspirace

DKC a D na stanoveni dusitanii — hodnoceni vy$kou piku

1,8 -
oDKCaD1:5
1,6 °
= 14 oDKCaD1:1
§ 1,2 oDKCaD5:1
)
5 1,0
a
® 08 *
(4]
£ 0,6
>
> 04
0,2
0,0
0 10 20 30 40 50 60
Cas [s]

Obrazek 30 — Vliv zastaveni toku pred detektorem, poméru miseni a poradi

aspirace DKC a D na stanoveni dusitanii — hodnoceni vy$kou piku
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Obrazek 31 — Vliv zastaveni toku v detektoru, poméru miseni a poiadi aspirace

DKC a D na stanoveni dusitanii — hodnoceni vy$§kou piku
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Obrazek 32 — Vliv zastaveni toku v misici civce, poméru miseni a poradi aspirace

DKC a D na stanoveni dusitant — hodnoceni plochou piku
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Obrazek 33 — Vliv zastaveni toku pred detektorem, poméru miseni a poradi

aspirace DKC a D na stanoveni dusitanii — hodnoceni plochou piku
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Obrazek 34 — Vliv zastaveni toku v detektoru, poméru miseni a poiadi aspirace
DKC a D na stanoveni dusitani — hodnoceni plochou piku
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5.2.5 VIliv zastaveni toku a poradi aspirace pracovnich roztoki pii sendviové

metodé stanoveni dusitanu

Bylo testovano zastaveni toku pii sendvi¢ovém miseni pracovnich roztokd. Sendvi¢ova
metoda znamenala, Ze aspirované objemy roztokd byly 25 ul D - 50 pl DKC - 25 ul D
nebo s obracenym aspiraénim poiadim 25 pl DKC - 50 ul D - 25 pl DKC. V &asovém
rozmezi 0 — 60 s byl zastavovan tok roztokt v misici civce (MC), pted detektorem (PD)
a v detektoru (VD). Zastaveni toku v pozadovaném misté bylo dosahnuto davkovanym
objemem, ktery byl nastaven v méficim programu. Pfi zastaveni toku v misici civce byl
program zastaven pred obracenim sméru toku nosného proudu, piizastaveni
pied detektorem byl davkovany objem 100 ul a pi#i zastaveni v detektoru byl pouzit

davkovany objem 210 pl.

Naméfené hodnoty vysek a ploch pikii aspiraéniho potadi D-DKC-D byly tabelovany
(Tabulka 18) a graficky vykresleny (Obrazek 35 a Obrazek 36).

Naméfené hodnoty vyiek a ploch piki aspiraéniho potadi DKC-D-DKC byly piehledné
sepsany (Tabulka 19) a graficky vykresleny (Obrazek 37 a Obrazek 38).

Pii aspiraénim potadi DKC-D-DKC byla pozorovana zvysena vytéznost stanoveni
dusitand oproti aspira¢nimu pofadi D-DKC-D (Obrazek 42). Pii prodluzujicim
se zastaveni toku ve vSech pozadovanych mistech byly pozorovany vzristajici hodnoty
jak ploch, tak vysek pikd. Markantni vzrist naméfenych hodnot ploch pikd byl sledovan
pfi zastaveni toku v detektoru, protoze bylo pfimo pozorovano navysovani signalu diky
vznikajicimu produktu, zatimco pfi transportu z mista zastaveni toku - at’ uZ v misici
civce nebo pied detektorem - bylo dopravovano jiz urcité mnozstvi produktu, které
detektorem proSlo a mnozstvi vznikajici produktu bylo zanedbatelné vzhledem

ke kratké dob¢ zdrzeni v detektoru (Obrazek 39).
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Tabulka 18 — Vliv zastaveni toku a pofadi aspirace D-DKC-D na stanoveni dusitani sendvi¢ovou metodou

vySka — misici civka plocha — misici civka | vy$ka — pfed detektorem | plocha — pted detektorem vyska — v detektoru plocha — v detektoru

cas[s] |Dvyska| SD | RSDI%] | Dplocha| SD |RSDI%] | @vyska| SD | RSDI%] | Pplocha | SD | RSD[%] | @vyska | SD | RSDI%] | Pplocha | SD | RsDI%]

0 0,4515| 0,01 2,63|0,7629| 0,05| 6,70| 0,4580( 0,00 0,91| 0,7710| 0,02 3,06|0,4755| 0,01| 2,06| 0,9557| 0,07 7,52

10 0,7434| 0,01 1,09|1,3313| 0,02| 1,81]|0,8477| 0,00| 0,48| 1,4440| 0,02| 1,62|0,8540| 0,01| 1,20 8,55189| 0,03| 0,33

20 0,8756| 0,02 2,28| 1,5552| 0,01| 0,34|0,9649| 0,01| 1,40| 1,6507| 0,02 1,42|0,9436| 0,02 1,73| 17,6089| 0,13| 0,76

30 0,9483| 0,02| 2,05|1,6949| 0,11| 6,69 1,0307| 0,02| 1,73| 1,7306| 0,03| 1,74|0,9765| 0,02 1,66| 27,3238| 0,08| 0,31

40 0,9893| 0,02| 2,01|1,7675| 0,02 1,24|1,0957| 0,02| 24| 1,8565| 0,04| 2,42|1,0053| 0,01 1,41| 36,8089| 0,05| 0,15

50 1,0321| 0,02 2,04|1,8488| 0,04| 196 1,1171| 0,02| 1,42 19365| 0,03| 1,59|1,0383| 0,01| 0,79| 46,7465| 0,24| 0,51

60 1,0452| 0,02 2,31|1,8469| 0,06| 3,06|1,1622| 0,03| 2,48 1,9992| 0,05 2,67|1,0599| 0,02| 1,78| 57,1595| 0,24| 0,42

Tabulka 19 — Vliv zastaveni toku a poiadi aspirace DKC-D-DKC na stanoveni dusitanii sendvi¢ovou metodou

vy§ka — misici civka plocha — misici civka | vySka — pted detektorem | plocha — pted detektorem vyska — v detektoru plocha — v detektoru

Cas[s] |@vyska | SD | RSD[%] | Dplocha| SD | RSD[%] | Dvyska| SD | RSD[%] | @plocha | SD | RSD[%] | Jvyska | SD | RSD[%] | Jplocha | SD | RSD[%]

0 0,5395| 0,00f 0,69|0,8744| 0,01| 1,40|0,5398| 0,01| 2,38| 0,8947| 0,05| 5,49|0,5555| 0,01| 2,21| 1,0252| 0,01| 0,56

10 1,1243| 0,01 1,19|1,6413| 0,01| 0,36|1,2570| 0,02 1,57 1,7354| 0,06 3,48|1,0989| 0,03| 2,69| 10,2609 0,08/ 0,76

20 1,4285| 0,04 2,75|1,8836| 0,03| 1,49|1,55280| 0,05| 3,15| 1,9869| 0,04| 2,21|1,2505| 0,03| 2,78| 22,3982| 0,21| 0,95

30 1,6468| 0,05 2,77|2,0861| 0,03| 1,49|1,6909| 0,02, 1,40| 2,0730| 0,03| 1,66|1,3387| 0,02| 1,75| 35,8658| 0,33| 0,93

40 1,6822| 0,02 1,00|2,1278| 0,06 2,65|1,7449| 0,00| 0,28| 2,1789| 0,06| 2,88| 1,4344| 0,00 0,30| 49,9059| 0,93| 1,87

50 1,7130| 0,02 1,04|2,1559| 0,04| 1,72|1,7262| 0,08| 4,88 2,1904| 0,07 3,13|1,4648| 0,02| 1,15| 64,0022| 0,42| 0,66

60 1,8452| 0,12| 6,32| 2,2315| 0,02| 1,10|1,8433| 0,08| 4,31| 2,2904| 0,07 2,95|1,5178| 0,03| 2,16| 80,0703| 1,35| 1,68
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Obrazek 35— VIiv zastaveni toku a potadi aspirace D-DKC-D na stanoveni

dusitani sendvicovou metodou — hodnoceni vySkou piku
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Obrizek 36 — Vliv zastaveni toku a poradi aspirace D-DKC-D na stanoveni

dusitant sendvi¢ovou metodou — hodnoceni plochou piku

2,0
-~ 1,8
S 1,6
& 1,4
]
5 1,2
21,0
® 0,8 . N
E 06 ¢ DKC-D-DKC MC
% 04 @ DKC-D-DKC PD
>0,2 & DKC-D-DKC VD
0,0
0 10 20 30 40 50 60

cas [s]
Obriazek 37 — Vliv zastaveni toku a po¥adi aspirace DKC-D-DKC na stanoveni

dusitanu sendvi¢ovou metodou — hodnoceni vySkou piku
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Obrazek 38 — Vliv zastaveni toku a poradi aspirace DKC-D-DKC na stanoveni

dusitant sendvi¢ovou metodou — hodnoceni plochou piku
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Obrazek 39 — Zaznamy méreni zastaveni toku v misici civce, pfed detektorem

a v detektoru na 60 s p¥i stanoveni dusitanii sendvi¢ovou metodou DKC-D-DKC
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5.2.6 Méreni délky trvani dosaZeni rovnovahy reakce pri stanoveni dusitani

Pfi tomto méteni byla zjistovana délka trvani dosazeni rovnovahy reakce, resp. maxima
signalu pfi stanoveni dusitan. Méfeni bylo provadéno pfi pratokové rychlosti 100 ul/s
a vlnové délce 540 nm. Byla zméfena obé poradi aspirace miseni D s DKC (Tabulka 20
a Tabulka 21), stejné tak bylo pro ob¢ aspiracni pofadi méfeno sendvi¢ovou metodou
(Tabulka 22 a Tabulka 23).

davkovany objem byl pro reakci D s DKC dle aspiraéniho pofadi a poméri miseni

Tok byl zastavovan na 60,120a180s v detektoru,

pracovnich roztokd podle hodnot dfive uvedenych (Tabulka2), pro sendvi¢ovou

metodu byl pouzit davkovany objem 210 pl.

Pro aspiraéni pofadi DKC a D pomér 5:1 nebyly odetteny hodnoty z divodu

nemoznosti rozeznat, zda hodnota vysky ¢&i plochy patiila méfenému produktu &i DKC.

Tabulka 20 — Délka trvani dosaZeni rovnovihy reakce u poradi aspirace D-DKC

1:5=(0pul:50ul) [ 1:1=(B0pul:50ul) | 5:1=(50ul: 10 ul)

Cas [s]| vySka plocha vyska plocha vyska plocha
60| 0,2910 15,7951 | 1,3374 68,5528 | 1,3785 65,0066
120| 0,3087 34,0764 | 1,3880| 148,7244| 15075| 152,9059
180| 0,3066 51,9026 | 1,4071| 235,0918| 1,5759| 248,3224

Tabulka 21 — Délka trvani dosaZeni rovnovahy reakce u poiadi aspirace DKC-D

1:5=(10pl:50pul) [ 1:1=(50pl:50ul) [ 5:1=(50pul: 10 ul)

Cas [s]| vyska plocha vyska plocha vyska plocha
60| 1,0851 51,2141 | 1,1550 59,8027 - -
120| 1,1882| 122,1998| 1,2164| 130,9442 - -
180| 1,2426| 194,5436| 1,2272| 208,2038 - -

Tabulka 22 — Délka trvani dosaZeni rovnovihy reakce u poradi aspirace D-DKC-D

Cas [s]| vyska plocha
60 0,9964 | 54,2272
120 1,0774| 115,5436
180 1,0448| 176,4433

Tabulka 23 — Délka trvani dosaZeni rovnovahy reakce u poradi aspirace DKC-D-DKC

Cas [s]| wvyska plocha
60 1,4741| 76,7878
120 1,5254| 165,7523
180 1,6333| 257,8459
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vyska (absorbance)

Obrazek 40 — Délka trvani dosaZeni rovnovahy reakce D s DKC u obou poiadi aspirace

Rovnovahy reakce bylo dosazeno u obou pofadi aspirace miseni D s DKC (Obrazek 40)
pii zastaveni toku na 60 — 80 s, poté nedochazelo k vyznamnému navySovani maxima
signalu. Pouze u pétindsobné vét§iho objemového mnozstvi D oproti DKC bylo

pozorovano jesté mirné zvysSeni signalu po dobu zastaveni toku na 120 s, ale pii del$im
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Case zastaveni toku jiz nebyl pozorovan podstatny vzrust hodnot vysek piku.
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Obrizek 41 — Délka trvani dosaZeni rovnovahy reakce D s DKC sendvi¢ovou metodou

Pfi stanoveni dusitanti pomoci sendvi¢ové techniky (Obrazek 41, Obrazek 42) bylo
rovnovahy reakce dosazeno u obou poradi aspirace pfiblizné pfizastaveni toku
v detektoru na 80 s, pii delsim Case zastaveni toku uz neni pozorovatelné vyznamné

zvySeni signalu.
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D-DEC-D, zastaveni toku VD - 180 s
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Obrazek 42 — Zaznamy méieni zastaveni toku v detektoru na 180 s p¥i stanoveni

dusitanu sendvi¢ovou metodou
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6. SOUHRN

6.1 REAKCE BROMTHYMOLOVE MODRI S HYDROXIDEM SODNYM

Nejprve byl zmétfen vliv pritokové rychlosti na absorbanci zlut¢ formy BTB.
Jako optimalni se ukazaly pomalejsi pritokové rychlosti (25 a 50 pl/s) s pouzitim
vétsich objemovych mnozstvi BTB (90 — 490 ul), v téchto hranicich se RSD
pohybovaly v rozmezi 0,49 — 6,24 %. Pii hodnoceni pomoci ploch pika jednotlivé
kiivky vykazovaly linearni prubéh (Obrazek 10), zatimco pii hodnoceni pomoci vysek

pikd kiivky vykreslovaly logaritmicky pribéh (Obrazek 9).

Poté bylo u rychleji probihajici reakce upravovano pH a byl testovan vliv prutokové
rychlosti a zptisobu miseni (rizné poradi aspirace, rizné poméry miseni pracovnich
roztokdl) na absorbanci modré formy BTB (Obrazek 11 — Obrazek 14). Pomalejsi
pratokové rychlosti do 90 pl/s vykazovaly mensi hodnoty RSD. Nejvhodnéjsi bylo
pouziti ekvivalentniho mnozstvi pracovnich roztokd — pomér miseni 1:1 — 50 ul BTB
a 50 ul NaOH, vyhovujici byl i pomér pétinasobné vétsiho mnozstvi BTB vic¢i NaOH
(50 ul BTB a 10 pul NaOH). Vliv aspira¢niho pofadi byl patrny pii hodnoceni vyskou
piku, kde bylo optimalni potadi aspirace NaOH a BTB, zatimco pfi hodnoceni pomoci
ploch pikii nebyly pozorovany vyznamngj$i rozdily mezi pouzitymi aspiracnimi

potadimi.

6.2 REAKCE DUSITANU S DIAZOTACNE-KOPULACNIM CINIDLEM

Pii del§im pribéhu reakce stanoveni D s DKC byl nejprve testovan vliv pritokové
rychlosti, poméru miseni a potfadi aspirace na stanoveni dusitanii (Obrazek 15
a Obrazek 16, Obrazek 19 a Obrazek 20). Optimalni bylo pouziti pomalejSich
pratokovych rychlosti (10 — 70 ul/s), pro hranice téchto hodnot pritokovych rychlosti
byly hodnoty relativnich smérodatnych odchylek v rozmezi 0,20 — 6,05 %. Vhodny
pomér miseni byl 1 : 1, tedy stejné objemové mnozstvi D a DKC. Aspiraéni pofadi D
aDKC bylo vyhodngjsi u ekvivalentnich objemovych mnozstvi pracovnich roztoki
atéz bylo optimalni u poméru pétkrat vétsiho objemového mnozstvi DKC oproti D.
Zatimco opaéné potadi aspirace — DKC a D bylo vhodné pii pétindsobné vétsim

objemovém mnozstvi D oproti DKC. Jako nepouzitelné se projevilo aspira¢ni potadi
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DKC a D pomér 5 : 1, protoze pii pomaleji probihajici reakci nestati u tohoto

aspira¢niho poradi a poméru vzniknout dostate¢né mnozstvi méteného produktu.

Dalsi testovani se zabyvalo vlivem zastaveni toku, poméru miseni a poradi aspirace
pracovnich roztokl na stanoveni dusitand. Pfi hodnoceni dat pomoci vysek a ploch pikt
(Obrazek 21 - Obrazek 26, Obrazek 29 - Obrazek 34) bylo dosahovano nejvétsich
hodnot pfi nejdelSim zastaveni toku (60 s). Markantni vzrist naméfenych dat byl
pozorovan pii hodnoceni pomoci ploch pikli pfi zastaveni toku v prutokové detekéni
cele diky vétsimu poctu bodl odectenych detektorem. Optimalni pomér miseni byl 1: 1,
tedy pouziti stejného mnozstvi pracovnich roztokii pro ob¢ aspiracni pofadi. Vhodné
pro méteni byly 1 poméry, kde bylo pétindsobné vétsi objemové mnozstvi dusitant.
Jako nepouzitelné se projevilo aspiraéni poradi DKC a D pomér 5 : 1, protoZe
pfi pomaleji probihajici reakci nestaci u tohoto aspiracniho potadi a poméru vzniknout
dostatecné mnozstvi méfeného produktu. Pii zastaveni toku v misici civce bylo
vhodngjsi aspiraéni potadi DKC a D, zatimco pii zastaveni toku pied detektorem
av pritokové detekéni cele bylo optimalni pofadi aspirace D a DKC. Hodnoty RSD
byly v rozmezi 0,08 — 10,05 %.

Poté byl pomoci sendvicové metody testovan vliv zastaveni toku, poméru miseni
aaspiracni pofadi pracovnich roztokii na stanoveni dusitani (Obrazek 35—
Obrazek 38). Vyssi vytéznost byla u aspira¢éniho pofadi a poméru miseni 25 pl DKC -
50 ul D - 25 ul DKC pii hodnoceni pomoci ploch i vysek piki. Markantni vzriist
hodnot byl pozorovan pii hodnoceni pomoci ploch pikti pti zastaveni toku v prutokové
cele detektoru diky vétSimu poctu bodi odectenych detektorem. Hodnoty relativnich

smérodatnych odchylek byly v rozmezi 0,15 — 7,52 %.

Jako posledni bylo méfeni délky dosazeni rovnovahy reakce pii stanoveni dusitant
(Obrazek 40 a Obrazek 41). Pii pouziti obou potadi aspirace miseni pracovnich roztok,
tak pomoci sendvi¢ové techniky, bylo zjisténo, ze od urcité doby nedochazelo
K vyznamnému navySovani signalu, proto je dostate¢na doba odpovidajici zastaveni
toku na 60 — 80 s. Pouze u pétindsobné vétiiho objemového mnozstvi D viigi DKC bylo
pozorovano jesté¢ mirné zvysSeni signalu pii zastaveni toku na 120 s, ale jiz pii delSim

Case zastaveni toku nedochazi k podstatnému vzristu signalu.

56



7. ZAVER

Cilem diplomové prace bylo testovani vlivu miseni a prutokové rychlosti na pribéh
a moznosti vyhodnoceni rtznych reakci v SIA systému - rychleji probihajici reakce

BTB s NaOH a pomaleji probihajici dvojstupiiové reakce stanoveni D s DKC.

Pti rychlejsi reakci BTB s NaOH i pii del$im prubéhu reakce stanoveni D po diazotaci
a kopulaci s DKC bylo vyhodnéjsi pouziti pomalejsich pritokovych rychlosti, protoze
byl poskytnut del$i reakéni Cas. Pouziti vétSich objemovych mnozZstvi pracovnich
roztokt bylo piiznivé z hlediska vyssi citlivosti méfeni, ale zaroven pouziti velkych
objemovych mnozstvi rozsitovalo piky a prodluzovalo dobu analyzy. Z toho vyplyva,
ze je prihodné pouzivat takovy mensi objem vzorku, ktery poskytuje jesté dostacujici
citlivost pii soucasném zrychleni analyzy. PouZzivani ekvivalentnich pomé&ri pracovnich
roztokl se ukazalo jako nejvhodnéjsi, z divodu dostate¢né axialni i radialni disperze
vzorku a efektivniho promiseni zon pii transportu do detektoru. Vhodné byly i poméry

kde bylo pétinasobné vétsi mnozstvi vzorku oproti ¢inidlu.

Pii deldim priibdhu reakce stanoveni dusitanti po diazotaci a kopulaci DKC bylo
dosahovano nejvyssich hodnot pii nejdel$im zastavovani toku, protoze byl poskytnut
pracovnim roztokiim del$i ¢as zadrzeni a tedy reakce. Pii méfeni délky trvani dosazeni
rovnovahy reakce bylo zjisténo, ze od doby zastaveni toku na 60 - 80 s nedochazelo
jiz K vyznamnému navySovani signalu. Zastavovani toku pfinasi del$i dobu zadrzeni
bez zvyseni disperzniho koeficientu. Zastavovani toku v misici civce a pred detektorem
se projevovalo niz§imi hodnotami ploch neZ pfi zastaveni v pratokové cele detektoru,
kde byl pozorovan markantni vzrist naméfenych dat diky vétSimu poctu odeCtenych
bodi detektorem. Pfi hodnoceni pomoci vysek pikii nebyly pozorovany vyznamnéjsi
rozdily v hodnoceni mezi misty zastaveni toku. Pfi pouZiti sendvicové techniky bylo
z davodu vyssi vytéznosti vhodnéj$i vlozeni vétSiho objemu vzorku mezi dvé zony
¢inidla, kdy vznikalo vétSi mnozstvi produktu. Zaroven je pii stanoveni dusitant
sendvicova technika efektivnéjsi oproti ob&éma aspiracnim pofadim miseni

ekvivalentnich objemovych mnoZstvi pracovnich roztoki.
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