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ABSTRAKT 

 

Univerzita Karlova 

Farmaceutická fakulta v Hradci Králové 

Katedra analytické chemie 

Kandidát: Daniela Kopinská 

Školitel: PharmDr. Petr Chocholouš, Ph.D. 

Název diplomové práce: On-line extrakce na tuhé fázi s využitím komplexačních činidel 

 

 

 Nasledujúca diplomová práca je zameraná na testovanie podmienok pre analýzu 

zinočnatých iónov, pomocou extrakcie na tuhej fáze s využitím systému sekvenčnej 

injekčnej analýzy (SIA). 

 Práca zahrňuje stručnú charakteristiku extrakcie na tuhej fáze a systému SIA. 

V rámci optimalizácie metódy boli využité koncentrácie 0,1 - 100,0 µmol/l síranu 

zinočnatého. Taktiež boli testované elučné roztoky o rôznej koncentrácii acetonitrilu 

a derivatizačného činidla 4-(2-Pyridylazo) resorcinol (PAR), ktorý tvorí farebný komplex 

so zinkom. Testované boli tri extrakčné kolóny so sorbentom C18, CN a C8 s rozmerom 

10 x 1,5 mm. Nosným prúdom bol 0,1 mol/l octan amónny o pH 6. Snahou bolo 

extrahovať a stanoviť komplex zinočnatých iónov v čo najnižších koncentráciách. 

Detekcia bola prevedená pri vlnových dĺžkach 430, 490 a 630 nm pomocou 

spektrofotometrického detektora. 

 Najvhodnejšou kolónou pre analýzu bola C8 (10 x 1,5 mm). Ako najvhodnejšie 

elučné činidlo sme zvolili 50% ACN. Vyhovujúca koncentrácia činidla PAR bola 5 

µmol/l. Testované boli kalibračné rozsahy 0,5 – 5,0 µmol/l a opakovateľnosť metódy. 
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ABSTRACT 

 

Charles University 

Faculty of Pharmacy in Hradec Králové  

Department of Analytical chemistry 

Candidate: Daniela Kopinská 

Supervisor: PharmDr. Petr Chocholouš, Ph.D. 

Title of the diploma thesis: On-line solid phase extraction using complexing reagents 

 

 

Following diploma thesis was focused on testing of conditions for zinc ions 

analysis by solid phase extraction using sequential injection analysis system (SIA). 

The thesis includes introduction to solid phase extraction and SIA system. To 

optimize the method, concentrations of 0.1 – 100.0 µmol/l zinc sulfate were used. Also, 

testing of elution solutions with various concentrations of acetonitrile and derivatization 

reagent 4- (2-Pyridylazo) resorcinol (PAR) was performed. Three columns with sorbents 

C18, CN and C8 of dimensions 10 x 1.5 mm were tested. The carrier and sample diluent 

was 0.1 mol/l ammonium acetate pH 6. The aim was to extract and determine zinc ions 

at the lowest concentrations possible. Detection was performed at 430, 490 and 630 nm 

by using a spectrophotometric detector. 

The most suitable column for analysis was C8 (10 x 1.5 mm. The most suitable 

eluent was 50% ACN. The applicable concentration of PAR reagent was 5 µmol/l. Tested 

parameters were calibration range 0.5 – 5.0 µmol/l and method repeatability. 
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1.ÚVOD 

 

 V súčasnosti význam analýzy stopových kovových prvkov v modernej analytickej 

chémii stále stúpa. Dôraz sa kladie hlavne na rýchlosť, presnosť a efektivitu analytického 

stanovenia. 

Analýza stopových prvkov ako sú zinočnaté ióny je dôležitá, pretože zinok je 

nevyhnutný pre správne fungovanie všetkých živých organizmov, predovšetkým ich 

enzymatických systémov. V tejto práci bola na analýzu zinočnatých iónov využitá 

analytická metóda SIA. Je to jedna z progresívnych metód, ktorej výhodami sú 

automatizácia, finančná nenáročnosť, efektivita, presnosť, reprodukovateľnosť, využitie 

malých objemov vzorky a činidiel, časová nenáročnosť a ďalšie. V súčasnosti je 

využívaná hlavne kvôli jej možnosti automatizácie a spojenie s ďalšími analytickými 

metódami. V tejto diplomovej práci bola využitá SIA k extrakcii zinočnatých iónov na 

tuhú fázu.  
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2. CIEĽ A ZADANIE PRÁCE 

 

Cieľom diplomovej práce bolo overenie funkčnosti a optimalizácia metódy SIA 

pre automatizáciu stanovenia zinočnatých iónov pomocou on-line extrakcie na tuhej fáze. 

Boli použité sorbenty C8, CN a C18 s cieľom porovnať ich efektivitu pri stanovení 

zinočnatých iónov pri nízkych koncentráciách vzorky  s použitím komplexačného činidla 

PAR. Cieľom bolo zhodnotenie optimálnych podmienok pre analýzu zinočnatých iónov. 
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3. TEORETICKÁ ČASŤ 

3.1 Extrakcia na tuhej fáze (SPE)  

SPE je jednou z najvyužívanejších metód extrakcie založená na selektívnom 

rozdelení jednej alebo viacerých zložiek medzi dve fázy, z ktorých je jedna tuhý sorbent 

a druhá fáza môže byť kvapalina, emulzia, plyn alebo superkritická tekutina. Zložky sa 

môžu absorbovať buď na tuhej fáze alebo ostanú v tekutej fáze. Keď dôjde k rovnováhe, 

zložky sa rozdelia filtráciou, dekantáciu, centrifugáciou alebo iným postupom. Zložky 

adsorbované na tuhej fáze, môžu byť premyté vhodným rozpúšťadlom a zložky, ktoré 

ostanú v kvapalnej fáze získame rekryštalizáciou, odparovaním alebo chromatografickou 

separáciou. Základom on-line SPE metódy je uloženie sorbentu do kolóny, tak aby 

vytvoril stabilnú vrstvu s dobrou charakteristikou prietoku [1]. 

Výhodami SPE extrakcie je možnosť výberu vhodného sorbentu, pomocou 

ktorého môže dôjsť k úplnej adsorpcii alebo desorpcii zložiek vzorky. Taktiež je potrebné 

vybrať správne elučné činidlo, vyhodnotiť chemickú povahu a polaritu vzorky a vybrať 

správnu veľkosť častíc a aktivitu sorbentu, ktorý sa uloží do kolóny. Vytvorená vrstva 

sorbentu v kolóne by mala byť bez dutín a kanálikov, aby bola zaistená maximálna 

efektivita pri kontakte so vzorkou, ktorá sa nanáša na začiatok kolóny [1]. 

Pred tým ako si určíme presný postup metódy, musíme poznať polaritu, 

rozpustnosť vzorky, to či je naša vzorka kyselina alebo zásada. Existujú dve možnosti 

ako izolovať a vymyť vzorku. Po prvé je možné adsorbovať na sorbent interferujúce 

častice a skúmaný analyt nechať prejsť cez sorbent v nezmenenej forme alebo druhým 

spôsobom je zachytiť na sorbente skúmaný analyt zatiaľ čo interferujúce častice prejdú 

nezmenené. Prvú možnosť si vyberáme väčšinou keď je zložka vzorky, ktorá nás zaujíma 

vo vyššej koncentrácii. Naopak druhú variantu si vyberieme vtedy, keď je zložka vzorky 

v nízkych koncentráciách, či v malom množstve alebo keď je potrebné rozdeliť zložky s 

rozdielnou polaritou [1,2]. 
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 Postup SPE metódy sa skladá z piatich krokov. Na začiatku sa prevedie aktivácia 

a kondicionácia sorbentu. Cieľom je aktivácia funkčných skupín sorbentu a pripravenie 

kolóny pre nadávkovanie vzorky. Nasleduje nanesenie vzorky na kolónu, pri stanovenom 

prietoku. Tretím krokom je premytie, pri ktorom dochádza k eliminácii interferujúcich 

látok a skúmaný analyt ostáva zachytený na sorbente. Nasleduje sušenie pomocou 

inertného plynu. Posledným krokom je elúcia, kedy dochádza k vymytiu zachyteného 

skúmaného analytu [2,4].  

 

Obrázok č.1: Princíp metódy SPE: Prvým krokom je výber vhodnej kolóny. Nasleduje 

kondicionácia – zvlhčenie sorbentu a aktivácia jeho funkčných skupín. Tretím krokom 

je nanesenie vzorky – dôjde k interakcii vzorky so sorbentom. V štvrtom kroku sa 

kolóna premyje – odstránenie interagujúcich zložiek zo sorbentu. Nakoniec sa 

zachytené analyty zo sorbentu eluujú – vymytie z kolóny. Prevzaté a upravené z: [3]. 

 

Kolóny môžu byť premývané tromi spôsobmi: gravitačný tok, pomocou piestu 

alebo vákua. Gravitačný tok je najjednoduchší spôsob ale prietok je veľmi pomalý 

(0.25ml/min). Pri piestovom naplnení využívame striekačku a môžeme dosiahnuť prietok 

až 10ml/min. Naplnenie pomocou vákua využívame vtedy, keď je potrebné spracovať 

viacero podobných vzoriek [1,4]. 
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Metóda SPE sa používa pri príprave kvapalných vzoriek a extrakcii polotekavých, 

netekavých analytov a tiež sa dá použiť pri pevných látkach, ktoré sú predom extrahované 

do rozpúšťadla [5]. 

Výhodami SPE metódy v porovnaní s metódou LLE sú nižšia cena, nižšia 

spotreba rozpúšťadiel, nižšia spotreba činidiel, vyššie výťažky, rýchlejší postup, väčšia 

bezpečnosť a presnosť, priamy odber vzorky, minimálne odparovanie vzorky a menej 

použitého laboratórneho skla [5]. 

3.1.1 Sorbenty  

3.1.1.1 Sorbenty s normálnou fázou 

Sorbenty- oxid kremičitý, NH2, oxid hlinitý, florisil, diol 

Pri tejto metóde je kvapalná fáza nepolárna a pevná modifikovaná fáza je polárna. 

Zachytenie analytu je spôsobené interakciou medzi polárnou funkčnou skupinou analytu 

a polárnymi skupinami sorbentu. Medzi tieto interakcie patria polárne-nepolárne 

interakcie, pí-pí interakcie, vodíkové väzby a interakcie dipól-dipól. Pri elúcii dochádza 

k rozrušeniu väzieb, za použitia rozpúšťadla s vyššou polaritou ako je polarita sorbentu 

[2]. 

Postup pri SPE metóde s normálnou fázou: Pripravíme kolóny so siedmimi až 

desiatimi objemami nepolárnych rozpúšťadiel. Potom nanesieme vzorku do kolóny a 

vymyjeme nezachytené zložky vzorky s nepolárnym elučným činidlom. Ďalším krokom 

je vymytie skúmaného analytu polárnym rozpúšťadlom [2]. 

3.1.1.2 Sorbenty s reverznou fázou 

Sorbenty- CN, C18, C8, C2, diol, NH2  

Pri tejto metóde je mobilná fáza polárna a stacionárna fáza je nepolárna. Zadržanie 

organických analytov na tuhej fáze je dané prevažne príťažlivými silami medzi väzbami 

uhlík-vodík v analyte s funkčnými skupinami na povrchu oxidu kremičitého. Tieto 

hydrofóbne interakcie sa nazývajú Van der Waalsove, či disperzné sily[1,2]. 
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K elúcii adsorbovanej zlúčeniny potom použijeme nepolárne rozpúšťadlo. Každá 

kolóna má však určitý podiel nezreagovaného oxidu kremičitého, ktorý pôsobí ako 

sekundárne interakčné miesto. Tieto sekundárne interakcie môžu byť užitočné pri analýze 

vysoko polárnych analytov. V opačnom prípade však môžu ireverzibilne viazať skúmané 

analyty [2]. 

Postup pri SPE metóde s reverznou fázou: rozpustíme spojenú fázu v acetonitrile 

alebo metanole a premyjeme kolónu so šiestimi až desiatimi objemami vody alebo pufru. 

Nanesieme vzorku rozpustenú v polárnom rozpúšťadle. Kolónu premyjeme silným 

polárnym elučným činidlom a vymyjeme interferujúce zložky. Následne eluujeme menej 

adsorbované skúmané zložky slabším polárnym činidlom. Nakoniec použijeme nepolárne 

elučné činidlo na vymytie pevne adsorbovaných zložiek [2]. 

3.1.1.3 Sorbenty s ionomeničovou fázou 

Sorbenty- NH2, Accell Plus QMA, Accell Plus CM  

Dochádza k elektrostatickému priťahovaniu nabitej skupiny vzorky k nabitej 

funkčnej skupine sorbentu. Hlavnou podmienkou tejto interakcie je hodnota pH, pri ktorej 

musí dôjsť k nabitiu zlúčeniny aj funkčnej skupiny sorbentu. K elúcii skúmanej zlúčeniny 

sa používa roztok, ktorý ma neutralizačnú hodnotu pH. K elúcii sa taktiež môže použiť 

roztok s vysokou iónovou silou [2]. 

Postup pri SPE metóde s ionomeničovou fázou: pripravíme kolóny so šiestimi až 

desiatimi objemami neionizovanej vody alebo pufru. Nanesieme vzorku rozpustenú 

v neionizovanej vode alebo pufri. Najprv vymyjeme slabo adsorbované zložky vzorky so 

slabším pufrom. Potom zmeníme ph pufru alebo iónovú silu a eluujeme skúmané zložky. 

Ďalšie zložky eluujeme postupne silnejšími puframi [2]. 

3.1.1.4 Chelatačné sorbenty 

 Sorbenty- DPTH-gél, TS-gél 

Chelatačné sorbenty sú tvorené ligandom (chelatačným činidlom) a polymérnym 

nosičom. Chelatačné činidlá sú imobilizované na povrchu silikagelu a sú tvorené rôznymi 

funkčnými skupinami. Chelatačné činidlá vytvárajú s iónmi stabilné komplexy len pri 
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určitých hodnotách pH. Interferujúce zložky vzorky prechádzajú nezmenené a skúmaný 

analyt vytvorí chelát so srobentom. K elúcií skúmaného analytu využívame elučné činidlo 

s odlišnou hodnotou pH, prevažne kyslého charakteru [6]. 

Prvým krokom prípravy chelatačných sorbentov je aplikácia vhodnej funkčnej 

skupiny na povrch polymérneho nosiča alebo aktivácia polymérneho nosiča. Nasleduje 

imobilizácia ligandu kondenzačnou reakciou [6]. 

3.2 Prietokové metódy  

Jedným z hlavných cieľov analytickej chémie bolo vytvorenie takých metód, 

postupov a zariadení, aby došlo k zlepšeniu citlivosti, rýchlosti, selektivity, zníženiu 

nákladov a zvýšeniu rýchlosti analýzy. Jednou z hlavných výhod prietokových techník je 

možnosť ich prepojenia s extrakciou na tuhej fáze alebo extrakciou kvapalina – kvapalina. 

Spojenie FT s chromatografickými metódami umožňuje dosiahnuť potrebnej selektivity 

a úrovne detekcie organických nečistôt alebo analýzu skúmaných iónov. Výhodou je 

taktiež možnosť automatizácie, jednoduché nastavenie prietokovej rýchlosti a objemu 

v jednotlivých krokoch analýzy, vysoká opakovateľnosť a priebežná detekcia. Pri spojení 

s extrakčnými metódami SPE alebo LLE je však stále potrebná predbežná úprava vzorky 

[7,8]. 

3.2.1 Prietoková injekčná analýza (FIA) 

Prietoková injekčná analýza je analytická metóda s plynulým tokom, založená na 

vstrieknutí vzorky do tečúceho prúdu reakčných činidiel. Roztok vzorky sa pomaly 

disperguje do roztoku činidiel a na rozhraní zóny reakčných činidiel a zóny vzorky vzniká 

produkt reakcie. Detektor umiestnený v prúde zaznamenáva absorbanciu alebo iný 

parameter, ktorý vzniká pri prechode derivatizovanej vzorky prietokovou celou. Odozva 

detektoru je výsledkom dvoch procesov a to rozptylu vzorky a nasledujúcej chemickej 

reakcie [10,11]. 
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Obrázok č.2: Princíp prietokovej injekčnej analýzy: Nazačiatku analýzy nanesieme 

vzorku. Nasleduje disperzia vzorky v prúde kvapaliny. Detektor zaznamenáva zmenu 

v dôsledku chemickej reakcie. Nakoniec dôjde k premytiu vzorky. Prevzaté a 

upravené z: [9]. 

 

 Jednosmerný systém využíva jednu pumpu, ktorá čerpá nosný prúd kvapaliny cez 

zmiešavací ventil až do detektora. Pumpa zaisťuje rovnakú rýchlosť prietoku pri 

spracovávaní aj väčšieho množstva vzoriek a činidiel. Zmiešavací ventil určuje objem 

vstrieknutej vzorky a činidiel [11]. 
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Obrázok č.3: Schéma základného zapojenia prietokovej injekčnej analýzy.  

Peristaltická pumpa čerpá vzorku a nosný prúd. V reakčnej cievke dôjde k rozptylu 

vzorky a detektor zaznamená zmenu v dôsledku chemickej reakcie. Prevzaté a 

upravené z: [12]. 

 

 Pre detekciu pri metóde FIA sa využíva spektrofotometria, chemiluminiscencia 

alebo fluorescencia. Extrakcie pri tejto metóde sa využíva hlavne pre predkoncentrovanie 

vzorky a odstránenie interferujúcich zložiek vzorky. Metódu FIA využívajú analytici v 

oceánografii pri detekcii stopových prvkov v hlbokých vodách oceánu v spojení s 

extrakciou na tuhej fáze. [14,15]. 

3.2.2 Sekvenčná injekčná analýza (SIA) 

Sekvenčná injekčná analýza je metóda patriaca do prietokových analytických 

metód, ktorá racionalizuje, automatizuje zložité analytické postupy a zvyšuje 

produktivitu práce. Vznikla pri vylepšovaní metódy FIA kolektívom analytikov z 

University of Washington v Seattle, vedených J. Růžičkou [14,15]. 

SIA využíva programovateľný tok nosného prúdu na analýzu látok. Je založená 

na vstrieknutí zóny roztoku vzorky obklopenou zónami reakčného činidla. Vzorka a 

činidlo v nosnom prúde nasáva pumpa cez viaccestný ventil do zmiešavacej cievky. Na 

rozhraní zón vzorky a činidla vzniká produkt chemickej reakcie. Nasleduje zmena toku 

nosného prúdu, pri ktorej dochádza k premiešaniu (rozptýlenie zóny vzorky, ktorá 

vytvára koncentračný gradient) a k transportu produktu reakcie smerom k detektoru. 

Výsledok reakcie zaznamená detektor a odozvou je analytický signál vo forme piku 

[14,15].  
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Obrázok č.4: Princíp metódy SIA: A- nasatie vzorky do zmiešavacej cievky B- nasatie 

reakčného činidlá do zmiešavacej cievky C- vytvorenie zóny vzorky a zóny činidla, 

na rozhraní vzniká produkt reakcie D- zmena toku nosného prúdu E-vytlačenie 

produktu reakcie smerom k detektoru. Prevzaté a upravené z: [13]. 

 

Citlivosť merania môžeme zvýšiť predĺžením doby inkubácie, zastavením toku. 

V zmiešavacej cievke (HC) alebo prietokovej cele (FC). Pri zadržaní v HC vznikne 

odozva vo forme piku. Výška piku je úmerná koncentrácii analytu. Pri zadržaní v FC 

vznikne krivka reakčnej rýchlosti [12]. 

 Metódu SIA v praxi využívame pri stanovení anorganických iónov vo vode, 

organických látok, liečiv, v medicíne, biologickom výskume a pri analýze zložiek 

životného prostredia. Taktiež má metóda SIA uplatnenie aj v bioanalytike a farmácii. 

Dokážeme pomocou nej pozorovať väzbu protilátok s antigénmi, pri ktorej sledujeme 

fluorescenciu komplexov, ktoré sú označené. V odvetví farmácie sledujeme kontrolu 

kvality, účinnosti a stability liečiv [14]. 

3.2.2.1 Schéma prístroja SIA 

Základnou súčasťou prístroja SIA je viaccestný ventil, jednokanálová dvojsmerná 

piestová pumpa, zmiešavacia cievka, ktorá slúži aj proti spätnému nasatiu vzorky a 

činidla pumpou a vhodným detektorom s prietokovou celou. Celý systém je prepojený 

plastovými chemicky odolnými hadičkami. Súčasťou každého systému SIA je počítač, 
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ktorý pomocou vhodného programu kontroluje všetky komponenty systému SIA. Systém 

môže byť nastavený na tri konfigurácie. Prvou je konvenčné zapojenie. Úzke hadičky 

spojujú viaccestný ventil so separačnou kolónou a zmiešavacou cievkou. Druhou 

možnosťou je zapojenie mini-SIA-1, kde viaccestný ventil spojuje tok vzorky s prietokom 

cez celu a cez mikrokolóny. Najnovšie zapojenie je mini-SIA-2, ktoré obsahuje dve 

pumpy. Tie umožňujú dvojzložkové stanovenie a taktiež poskytujú možnosť širokej škály 

objemov a prietokov [17]. 

 Rovnako ako pri FIA metóde môžeme k SIA systému pripojiť doplnkové moduly, 

napr. jednotky pre kvapalinovú extrakciu, extrakciu na tuhej fáze, dialýzu a difúziu 

plynov. 

 

Obrázok č.5: Schéma prístroja SIA: Piestová pumpa nasáva vzorku a činidlá do 

zmiešavacej cievky, kde dôjde k zmiešaniu a vzniku reakčného produktu. Po zmene smeru 

toku sa reakčná zmes premieša a reakčný produkt putuje smerom k detektoru a následne 

do odpadu Prevzaté a upravené z: [17]. 
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3.2.2.2 Porovnanie SIA a FIA 

Hlavnými výhodami SIA oproti FIA: šetrí čas merania, je úspornejšia vo 

využívaní činidiel, dokážeme pri nej odstrániť interferujúce zložky vzorky a taktiež vieme 

zmeniť parametre merania, (napr.: objem vzorky a reakčných činidiel). Nevýhodami SIA 

sú zložitejšie programové vybavenie (počítačová technika) a nižšia frekvencia 

dávkovania vzorky [14]. 

3.3 Zinok 

Zinok je modrobiely kovový prvok, ktorý sa v zlúčeninách nachádza v oxidačnom 

čísle II. Patrí medzi d prvky periodickej tabuľky. Je rozpustný v minerálnych kyselinách, 

hydroxidoch, vo vodnom amoniaku, a za tepla v chloride amónnom. Zdrojom zinku v 

potrave sú predovšetkým vaječné žĺtka, pečeň, morské ustrice, mlieko, orechy, je 

súčasťou enzýmov a bielkovín morského planktónu. Využíva sa ako antikorózny materiál 

pre železo a zliatiny železa, náterové farby, pri výrobe mincí a taktiež v klenotníctve  [18]. 

3.4 Komplexotvorné činidlo PAR 

4-(pyridyl-2-azo) resorcinol (PAR) je chromogénné komplexotvorné činidlo so 

širokým využitím v oblasti fotometrického stanovenia. Je vysoko selektívne, a preto nie 

je nutné použitie viacerých činidiel pre detekciu stopových prvkov. Vytvára celkom dobre 

rozpustné komplexné zlúčeniny, ktoré absorbujú svetlo pri rôznych vlnových dĺžkach 

(450-600 nm). V porovnaní s inými chromogénnymi činidlami, umožňuje stanovenie 

dvojmocných iónov zinku, kadmia, kobaltu, medi, olova, niklu a mangánu. Pri reakcii 

zinočnatých iónov s činidlom PAR vznikajú farebné komplexy [16]. 
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4. EXPERIMENTÁLNA ČASŤ 

4.1 Použitý prístroj a pomôcky 

Prietokový systém SIA- Systém SIChrom™ (FIAlab®, Bellewue, WA, USA) 

Ultrazvuková kúpeľ Sonorex Bandelin RK-100 

Analytické váhy Sartorius Analytic A200S 

Digitálny pH meter Hanna instruments pH212 

Automatické pipety 10 – 100 μl, 100 – 1000 μl, 1 – 10 ml 

Sklenené fľaše s objemom 250 ml 

Odmerné valce 

Plastové centrifugačné skúmavky s uzáverom 15 ml a 50 ml 

Sorbenty pre extrakciu na tuhej fáze 

Cartridge pre tvorbu extrakčných kolón 

 

4.2 Použité chemikálie 

Síran zinočnatý (ZnSO4), Sigma-Aldrich 

Kyselina octová (CH3COOH) 99%, Sigma-Aldrich 

Kyselina chlorovodíková (HCl) 36%, Sigma-Aldrich 

Amoniak (NH4) 24%, Sigma-Aldrich 

4-(2-Pyridylazo)resorcinol (PAR), Sigma-Aldrich 

Ultračistá voda – MilliQ (Millipore-Merck) 
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4.3 Príprava roztokov 

4.3.1 Príprava roztoku pufru 

Nazačiatku bol pripravený zásobný roztok octanu amónneho v koncentrácii 

4mol/l , ktorý bol získaný zmiešaním 68,8 ml amoniaku (24%) a 57,4 ml kyseliny octovej 

(99%) a doplnili vodou na 250 ml. Tento roztok mal hodnotu pH 6. Zo zásobného roztoku 

boli nachystané pracovné roztoky 0,1 mol/l octanu amónneho, pripravené zmiešaním 6,25 

ml zásobného roztoku s vodou doplnenou na 250 ml. 

4.3.2 Príprava roztoku síranu zinočnatého  

Pre prípravu pracovných roztokov síranu zinočnatého bol k dispozícii zásobné 

roztoky síranu zinočnatého vo vode s koncentráciou 1,0 a 5,0 mmol/l. Na prípravu vzorky 

bol použitý zásobný roztok síranu zinočnatého, z ktorého boli získané rôzne koncentrácie 

vzorky ZnSO4 pomocou zriedenia vodou na objem 10 ml do plastových odmerných 

baniek. Postup prípravy vzoriek ZnSO4 je podrobne popísaný v tabuľke 1.  

Pri ďalšom meraní boli namiesto vody doplnené roztoky vzoriek pufrom octanom 

amónnym na objem 50 ml. 

Tabuľka č.1: Príprava vzoriek ZnSO4 pomocou zriedenia 1 mmol/l alebo 5 mmol/l 

zásobného roztoku ZnSO4 s vodou do 10 ml odmernej banky. 

  

Pracovný roztok 

c (µmol/l) 
0,1 0,25 0,5 1,0 2,0 5,0 10,0 20,0 50,0 100,0 

1 mmol/l ZnSO4 

(µl) 
1,0 2,5 5,0 10,0 20,0 50,0 100,0 200,0 - - 

5 mmol/l ZnSO4 

(µl) 
- - - - - - - - 100,0 200,0 
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4.3.3 Príprava roztoku činidla PAR 

Zásobný roztok činidla PAR bol pripravený zriedením 0,1 g pevného PAR vodou 

na objem 25 ml. Výsledná koncentrácia roztoku činidla bola 1,86 mmol/l. Pracovné 

roztoky boli získané nariedením zásobného roztoku činidla PAR s vodou na objem 50 ml. 

Pri meraní bol používaný roztok činidla PAR s koncentráciou 1; 2,5; 5; 10; 100 µmol/l.  

4.3.4 Príprava vzorky 

Vzorka pre meranie bola pripravená zmiešaním roztoku ZnSO4 s roztokom činidla 

PAR vo vhodnom pomere tak, aby bol vo vzorke nadbytok činidla. Cieľom tak bolo 

extrahovať komplex Zn-PAR a minimalizovať interferenciu nezreagovaného činidla. 

Slepá vzorka bola pripravená zmiešaním reakčného činidla PAR s vodou v pomere 1:1. 

4.3.5 Príprava nosného prúdu 

Nosný prúd bol pripravený zmiešaním roztoku pufru a 5% ACN v pomere 1:1. 

ACN bol pridávaný, aby bolo zabránené adsorpcii činidla a komplexu Zn-PAR v 

prietokovom systéme. 

 

4.3.6 Príprava elučného činidla 

 Pri meraní bolo používané ako elučné činidlo 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 

100 % acetonitril získaný zriedením 100% acetonitrilu s vodou. 

4.4 Použité sorbenty 

Reverzná fáza: C18 je to silne hydrofóbna spojená fáza na bázy oxidu 

kremičitého, ktorá sa využíva k stanoveniu analytov so slabou hydrofobicitou, napríklad 

sledovanie organických látok vo vodných vzorkách získaných v životnom prostredí. 

Problémom môže byť ich nižšia stabilita pri vyšších hodnotách pH a ich adsorpcia 

iónových zlúčenín, kvôli prítomnosti voľných silanolových skupín. Priemer veľkosti 

častíc je 55-105 µm [2,19]. 
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Obrázok č.6: Zobrazenie funkčnej skupiny sorbentu C18. Prevzaté a upravené z: [19]. 

 

C8 je hydrofóbna fáza, používaná pri potrebe menšej retencie látok ako u C18, 

napríklad zistenie hladiny liečiva v krvi alebo v moči. Priemer veľkosti častíc je 37-55 

µm [20]. 

 

Obrázok č.7: Zobrazenie funkčnej skupiny sorbentu C8. Prevzaté a upravené z: [20]. 

 

Normálna alebo reverzná fáza: CN je slabo hydrofóbna fáza na bázy oxidu 

kremičitého s nižšou hydrofobicitou ako C18 a C8. Vhodný je pre stanovenie polárnych 

i nepolárnych zlúčenín, ktoré obsahujú hydroxidovú skupinu. Príkladom je stanovenie 

pesticídov vo vzorkách. Priemerná veľkosť častíc je 55-105 µm [21]. 

 

Obrázok č.8: Zobrazenie funkčnej skupiny sorbentu CN. Prevzaté a upravené z: [21]. 
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4.5 Parametre merania 

4.5.1 Popis prístroja 

 V diplomovej práci bol na analýzu vzorky po celú dobu používaný prístroj s 

počítačovým programom SIChrom™. Prístroj pre SIA bol zložený z hlavnej piestovej 

pumpy s dvojcestným ventilom, ktorá slúžila pre nasávanie a vypustenie nosného prúdu. 

Piestová pumpa bola spojená so zmiešavacou cievkou a osemcestným selekčným 

ventilom, pomocou ktorého sme mohli nastavovať polohy, a tak nasávať a vypúšťať 

vzorku, slepú vzorku, elučné činidlo a nosný prúd. K viaccestnému ventilu bola pripojená 

taktiež SPE kolóna (CN, C18- alebo C8- 10mm x 1,5mm), v ktorej sa nachádzal sorbent 

na zachytenie analyzovaného komplexu Zn-PAR, zložky, ktorá bola ďalej analyzovaná 

spektrofotometrickým detektorom Ocean Optics USB4000 a halogénovej lampy Ocean 

Optics LS-1 (vis spektrum) s detekčnou prietokovou Z celou Ultem® SMA, o efektívnej 

dĺžke 20 mm. Presné zapojenie prístroja je na obrázku č. 9. 

 

  

Obrázok č.9: Zobrazenie zapojenia prístroja pri analýze – Osemcestný ventil s polohami 

1- odpad, 2- kolóna, 3- prázdny, 4- slepá vzorka, 5- vzorka, 6- elučné činidlo, 7- prázdny, 

8- nosný prúd. Prevzaté a upravené z: [22]. 
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4.5.2 Programy 

Pred začiatkom analýzy boli každý deň pomocou ultrazvukového kúpeľa 

odstránené bubliny vo vzorkách, elučnom roztoku a pufri. Pred každou analýzou boli 

spustené programy na prepláchnutie prístroja. Najprv bola premytá kolóna nosným 

prúdom a potom elučným činidlom podľa programu č.1 a č.2. Počas analýzy sa pri zmene 

vzorky používal program č.4 na prepláchnutie systému novou vzorkou. Podobne sa 

postupovalo pri prepláchnutí systému slepou vzorkou. V programe č.4 bol viaccestný 

ventil prepnutý do polohy 4 namiesto polohy 5. 

Tabuľka č.2: Premytie systému nosným prúdom. Program č.1  

 

Tabuľka č.3: Premytie kolóny elučným roztokom. Program č. 2 

 

Program č.1 Premytie systému nosným prúdom 

Jednotka Príkaz/Dej 

 Opakovanie cyklu 3x 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

Pumpa Nasať 3800 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 1 

Pumpa Vytlačiť celý objem rýchlosťou 50μl/s; počkať do 

konce 

Program č. 2 Premytie kolóny elučným roztokom 

Jednotka Príkaz/Dej 

 Opakovanie cyklu 3x 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

Pumpa Nasať 500 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 6 

Pumpa Nasať 500 µl rýchlosťou 30µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 2 

Pumpa Vypustiť 1000 µl rýchlosťou 15µl/s, počkať do konca 
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Tabuľka č.4: Premytie systému elučným roztokom. Program č. 3 

 

Tabuľka č.5: Premytie systému vzorkou. Program č. 4 

 

  

Program č.3 Premytie systému elučným roztokom 

Jednotka Príkaz/Dej 

 Opakovanie cyklu 3x 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

Pumpa Nasať 150 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 6 

Pumpa Nasať 150 µl rýchlosťou 30µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 1 

Pumpa Vypustiť 300µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 

Program č. 4 Premytie systému vzorkou 

Jednotka Príkaz/Dej 

 Opakovanie cyklu 3x 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

Pumpa Nasať 150 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 5 

Pumpa Nasať 150 µl rýchlosťou 30µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 1 

Pumpa Vypustiť 300µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 
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Tabuľka č.6: Meranie vzorky. Program č. 5 

 

4.6 Optimalizácia analýzy vzorky 

4.6.1 Vývoj objemu a rýchlosti nástreku 

Samotná analýza vzorky prebiehala podľa programu č.4. Vzorka obsahujúci 

komplex Zn-PAR, ktorá bola nasávaná pomocou pumpy z polohy 5 viaccestného ventila 

sa zachytávala na sorbente v kolóne. Následne bola pomocou elučného činidla vymytá a 

pomocou spektrofotometra prebehla detekcia. Bola zisťovaná absorbancia vzorky pri 

vlnovej dĺžke 430, 490 a 630nm. Vlnová dĺžka 430 nm odpovedala nezreagovanému 

činidlu, 490 nm komplexu Zn-PAR a 630 nm bola použitá ako korekcia signálu. 

Program č.5 Meranie vzorky- nástrek vzorky 50µl 

Jednotka Príkaz/Dej 

Hardware Nastavenie vlnovej dĺžky 430, 490 a 630 nm 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

Pumpa Nasať 700 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 5 

Pumpa Nasať 50 µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 2 

Pumpa Vypustiť 15µl rýchlosťou 250µl/s, počkať do konca 

 Počkať 5 sekúnd 

Spektrometer Meranie absorbancie a referenčného spektra 

 Počkať 10 sekúnd 

Pumpa Počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 6 

Pumpa Nasať 500µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 2 

Pumpa 

Vypustiť 15µl rýchlosťou 1000µl/s, počkať do 

konca 

 Počkať 5 sekúnd 

Spektrometer Meranie absorbancie a referenčného spektra 

 Počkať 60 sekúnd 

Pumpa Počkať do konca 

Spektrometer Koniec merania 
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Pri meraní absorbancie vzorky bolo použitých viacero programov. V programe 

sme menili rýchlosť a objem nástreku vzorky, slepej vzorky, elučného činidla a nosného 

prúdu. V programe č.6 bol použitý nástrek vzorky 500 µl, pre vyššie nástreky 1, 2 a 4 ml 

boli použité opakované cykly nástreku po 500 µl.  

Tabuľka č.7: Meranie vzorky. Programč.6 

  

Program č.6 Meranie vzorky- nástrek vzorky 500µl 

Jednotka Príkaz/Dej 

Hardware Nastavenie vlnovej dĺžky 430, 490 a 630 nm 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 8 

 Opakovanie cyklu 1x 

Pumpa Nasať 700 µl rýchlosťou 70µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 5 

Pumpa Nasať 500µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 2 

Pumpa Vypustiť 15µl rýchlosťou 700µl/s, počkať do konca 

 Počkať 5 sekúnd 

 Koniec cyklu 

Spektrometer Meranie absorbancie a referenčného spektra 

 Počkať 10 sekúnd 

Pumpa Počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 6 

Pumpa Nasať 800µl rýchlosťou 50µl/s, počkať do konca 

Viaccestný ventil Prepnúť do polohy 2 

Pumpa Vypustiť 15µl rýchlosťou 1300µl/s, počkať do konca 

 Počkať 5 sekúnd 

Spektrometer Meranie absorbancie a referenčného spektra 

 Počkať 60 sekúnd 

Pumpa Počkať do konca 

Spektrometer Koniec merania 
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4.6.2 Výber SPE sorbentu kolóny 

Počas analýzy boli testované tri kolóny (C8, C18, CN). Pri kolónach CN a C18 

neboli detekované dostatočné odozvy signálu pri analýze zinočnatých iónov. Preto bola 

pri optimalizovaní metódy používaná iba kolóna C8 s rozmermi 10 x 1,5 mm. 

4.6.3 Vývoj elučného činidla 

Pri analýze vzorky boli použité rôzne koncentrácie elučného činidla. Na začiatku 

merania sme používali 50 a 100 % acetontril. V priebehu ďalšieho merania boli 

vyskúšané koncentrácie 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 %. Tieto elučné roztoky 

boli testované pri rôznych koncentráciách vzoriek ZnSO₄. Záznamy odozvy sú 

znázornené na obrázku č. 10. 

 

Obrázok č.10: Porovnanie elučných činidiel v koncentrácii 50, 60, 70, 80, 90, 100% ACN. 

Objem nástreku vzorky bol 500 µl. Koncentrácia vzorky bola 5 µmol/l za použitia 

sorbentu C8. Výška piku bola odčítaná v čase 117 s, výška základnej línie v čase 129 s. 
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Tabuľka č.8: Hodnoty absorbancie pri nástreku 500 µl a koncentrácie vzorky 5 µmol/l. 

Porovnanie elučných činidiel v koncentrácii 50, 60, 70, 80, 90, 100% ACN 

Koncentrácia ACN 

(%) 
A - 117 s A – 129 s 

A - výška piku 

50 0,135 -0,152 0,287 

60 0,183 -0,133 0,316 

70 0,197 -0,121 0,318 

80 0,173 -0,095 0,268 

90 -0,006 -0,134 0,128 

100 0,028 -0,102 0,130 
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Obrázok č.11: Porovnanie elučných činidiel v koncentrácii 50, 60, 70, 80 % ACN. Objem 

nástreku vzorky bol 500 µl. Koncentrácia vzorky bola 5 µmol/l a slepej vzorky za použitia 

sorbentu C8. Výška piku bola odčítaná v čase 117 s, výška základnej línie v čase 129 s. 

 

Tabuľka č.9: Hodnoty absorbancie pri nástreku 500 µl a koncentrácie vzorky 5 µmol/l. 

Porovnanie elučných činidiel v koncentrácii 50, 60, 70, 80 % ACN so slepou vzorkou. 

Koncentrácia ACN 

(%) 
A - 117 s A – 129 s 

A - výška piku 

50 0,109 -0,153 0,262 

Slepá vzorka 0,004 -0,150 0,154 

60 0,165 -0,134 0,479 

Slepá vzorka 0,004 -0,135 0,139 

70 0,203 -0,125 0,328 

Slepá vzorka 0,008 -0,123 0,131 

80 0,120 -0,095 0,215 

Slepá vzorka 0,001 -0,119 0,120 
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Z tabuľky č.9 vyplýva, že vhodnejšie pre ďalšiu analýzu boli elučné činidlá s 

koncentráciou 50, 60, 70 %. Pri nižších koncentráciách sme nedosiahli kompletnú elúciu 

komplexu Zn-PAR, preto sú znázornené na obrázku č.11 porovnania analýzy vzorky so 

slepou vzorkou len pri týchto koncentráciách. 

4.6.4 Testovanie koncentrácií vzorky 

Pri zisťovaní optimálnych podmienok analýzy boli vyskúšané rôzne koncentrácie 

vzoriek. Na začiatku analýzy boli používané vyššie koncentrácie vzoriek. Postupne však 

vďaka zmene kolóny a koncentrácie reakčného činidla a taktiež vďaka vhodnému 

zvoleniu elučného činidla boli dosiahnuté nižšie koncentrácie vzorky (0,1µmol), pri 

nástreku o objeme 4 ml (Obrázok č. 12). 

 

Obrázok č.12: Porovnanie koncentrácií vzoriek za použitia 70% elučného činidla. Objem 

nástreku vzoriek bol 4 ml. Koncentrácia vzoriek bola 5, 2, 1, 0,5 µmol/l za použitia 

sorbentu C8. Výška piku bola odčítaná v čase 114 s, výška základnej línie v čase 129 s. 
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Tabuľka č.10: Hodnoty absorbancie pri nástreku 4 ml a koncentrácií vzoriek 5,2,1,0,5 

µmol/l a slepá vzorka. Elučným činidlom bol 70% ACN. Porovnávanie prebehlo na 

kolóne C8. 

c ZnSo₄ (µmol/l) A  - 116 s A – 128 s A -výška piku 

0 0,162 -0,040 0,202 

0,5 0,200 -0,035 0,235 

1 0,211 -0,039 0,250 

2 0,267 -0,039 0,306 

5 0,311 -0,036 0,347 

y = 0,0281x + 0,1825    R² = 0,9003 

 

Podľa tabuľky č.10 môžeme vidieť závislosť medzi koncentráciou a výškou piku. Taktiež 

bola určená hodnota determinancie a smernica priamky. Pri ďalších experimentoch sme 

používali koncentrácie vzorky 5; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,1 µmol/l. 

4.6.5 Vývoj koncentrácie reakčného činidla 

V priebehu merania boli používané odlišné koncentrácie roztoku činidla PAR. 

Použité a overené boli koncentrácie 1; 2; 5; 10; 100 µmol/l. Najvýhodnejšia koncentrácia 

činidla PAR bola 5 µmol/l. Pri nižších koncentráciách nedošlo k dostatočnému 

zreagovaniu so zinočnatými iónmi a odozva signálu bola nízka v porovnaní so slepou 

vzorkou (Obrázok č.13, č.14). Piky na obrázku č.13 a č.14 sa nachádzajú v zápornej časti 

osy ale pri našej analýze bolo cieľom porovnať odozvy pri testovaní vzorky a slepej 

vzorky za použitia 5 a 10 µmol/l činidla PAR, preto sú tieto hodnoty prípustné. 
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Obrázok č.13: Koncentrácia reakčného činidla 5 µmol/l PAR za použitia 70% elučného 

činidla. Objem nástreku vzoriek bol 500 µl. Koncentrácia vzorky bola 2 µmol/l ZnSO₄ za 

použitia slepej vzorky a sorbentu C8. Výška piku bola odčítaná v čase 114 s, výška 

základnej línie v čase 129 s.  

 

Obrázok č.14: Koncentrácia reakčného činidla 10 µmol/l PAR za použitia 70% elučného 

činidla. Objem nástreku vzoriek bol 500 µl. Koncentrácia vzorky bola 2 µmol/l ZnSO₄ za 

použitia slepej vzorky a sorbentu C8. Výška piku bola odčítaná v čase 114 s, výška 

základnej línie v čase 129 s. 
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Tabuľka č.11: Porovnanie hodnôt absorbancie za použitia rekčného činidla PAR s 

koncentráciou 5 a 10 µmol/l pri nástreku 500 µl. Koncentrácia vzorky bola 2 µmol/l a 

slepá vzorka (PAR + voda v pomere 1:1). Elučným činidlom bol 70% ACN. Porovnávanie 

prebehlo na kolóne C8. 

c PAR (µmol/l) A - 116 s A – 126 s A - výška piku 

5 -0,217 -0,363 0,146 

Slepá vzorka -0,292 -0,377 0,085 

10 -0,252 -0,369 0,117 

Slepá vzorka -0,268 -0,371 0,103 
 

 

Podľa tabuľky č.11 môžeme vidieť, že výška piku pri koncentrácii reakčného činidla PAR 

5 µmol/l bola vyššia. Pri experimentoch boli tiež použité koncentrácie 2,5 a 1 µmol/l 

činidla PAR ale výsledné odozvy neboli dostatočne presné, preto boli vynechané.   
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5. VÝSLEDKY 

 V priebehu meranie boli vyskúšané tri kolóny (C8, CN, C18). Sorbenty boli 

skúšané pre extrakciu Zn-PAR, pri rôznych koncentráciách roztoku síranu zinočnatého. 

Vyhovujúcim sorbentom bol sorbent C8, ktorý sme ďalej používali na vývoj metódy. V 

priebehu experimentu sme skúšali rôzne činidlá (obrázok č.11), z ktorých sme si zvolili 

elučné činidlá s koncentráciou 50, 60, 70 %, pretože preukazovali najvyššiu odozvu pri 

analýze. Ďalej sme experimentovali s koncentráciou činidla PAR (obrázok č.12, 13). Za 

vhodnú koncentráciu činidla PAR bola pre ďalšie testovanie zvolená koncentrácia 2,5 a 

5 µmol/l. Boli skúšané aj nižšie koncentrácie činidla PAR, ale nižšia koncentrácia 

elučného činidla nebola dostatočná na zreagovanie so skúmaným roztokom síranu 

zinočnatého. Nosným prúdom pre analýzu bol 0,1 mol/l octan amónny s 5% ACN (pH 

6). K derivatizácii bol k vzorkám pridávaný 5% ACN a činidlo PAR v pomere 1:1. 

 Pri testovaní metódy boli skúmané nástreky o objeme 1, 2 a 4 ml na kolónu C8 a 

rôzne koncentrácie vzorky síranu zinočnatého. Pre každý objem nástreku vzorky bola 

urobená kalibrácia, z ktorej bol zjavný záchyt komplexu Zn-PAR. Namerané hodnoty 

absorbancie sme vložili do tabuľky. Na záver bola zhotovená kalibračná krivka, ktorá 

bola preložená priamkou s danou rovnicou a koeficientom determinancie. Na základe 

týchto dát boli vyhodnotené výsledky, ktoré vyjadrovali závislosť odozvy detektoru na 

koncentrácii vzorky. 

 Pre zistenie presnosti bola určená taktiež opakovateľnosť pre jednotlivé 

koncentrácie vzorky a slepej vzorky, pri rôznych nástrekoch na kolónu (tabuľka 12, 13). 

 

Nástrek vzorky o objeme 1 ml 

Podmienky merania: 

Program Program 6 

Kolóna C8 10 x 1,5 mm 

Nosný prúd 

0,1M octan amónny pH6 : acetonitril (95:5, 

v/v) 

Elučné činidlo voda : acetonitril (50:50, v/v) 

Derivatizačné činidlo PAR 10,0 µmol/l 

Zloženie vzorky nosný prúd : derivatizačné činidlo (50:50, v/v) 

Objem vzorky 1 ml 

Koncentrácia Zn2+ (µmol/l) 1,00; 2,00; 5,00   
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Obrázok č.15: Porovnanie rôznych koncentrácií vzoriek pri nástreku o objeme 1 ml. 

  

Obrázok č.16: Kalibračná krivka pre nástrek vzoriek o objeme 1 ml. Rozsah koncentrácií 

vzoriek 1,00 – 5,00 µmol/l.  

Na obrázku č.15 môžeme vidieť záchyt Zn-PAR v závislosti na koncentrácii 

vzoriek. Experiment preukázal zmenu signálu vzhľadom k meniacej sa koncentrácii 

vzorky, avšak nie je dostatočne rozlíšená koncentrácia 2 a 5 µmol/l Linearita nebola 

preukázaná s dostatočne vysokou spoľahlivosťou. 

Následne bola zostrojená kalibračná krivka pomocou absorbancie jednotlivých 

roztokov a vypočítaná hodnota R2 (obrázok č.16).  

Koncentrácia 

Zn2+ (µmol/l) 

Absorbancia 

210-235 s 

5,00 1,837 

2,00 1,811 

1,00 1,626 

Slepá vzorka 1,132 
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Nástrek vzorky o objeme 2 ml 

Podmienky merania: 

 

 

Obrázok č.17: Porovnanie rôznych koncentrácií vzoriek pri nástreku o objeme 2 ml za 

použitia 10µmol/l činidla PAR. 

Pri nástreku vzorky o objeme 2ml môžeme podľa obrázka č.17 pozorovať, že 

experiment preukázal zmenu signálu pri zmene koncentrácie. Pri použití reakčného 

činidla PAR 10,0 µmol/l sme dosiahli významný záchyt Zn-PAR. Pri nižšej koncentrácii 

(0,10 µmol/l) vzorky je len minimálna odchýlka od slepej vzorky. Pre určenie koeficientu 

determinancie a smernice priamky bola zostrojená kalibračná krivka (obrázok č.18). 

Program Program 6 

Kolóna C8 10 x 1,5 mm 

Nosný prúd 

0,1M octan amónny pH6 : acetonitril (95:5, 

v/v) 

Elučné činidlo voda : acetonitril (50:50, v/v) 

Derivatizačné činidlo PAR 10,0 µmol/l 

Zloženie vzorky nosný prúd : derivatizačné činidlo (50:50, v/v) 

Objem vzorky 2 ml 

Koncentrácia Zn2+ (µmol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00   
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Obrázok č.18: Kalibračná krivka pre nástrek vzoriek o objeme 2 ml a použitia 10µmol/l 

činidla PAR. Rozsah koncentrácií vzoriek 0,10 – 2,00 µmol/l.  

Nástrek vzorky o objeme 2 ml 

Podmienky merania: 

 

 

Koncentrácia 

Zn2+ (µmol/l) 

Absorbancia 

366-390 s 

2,00 2,279 

1,00 2,118 

0,50 1,787 

0,25 1,227 

0,10 0,809 

Slepá vzorka 0,835 

Program Program 6 

Kolóna C8 10 x 1,5 mm 

Nosný prúd 0,1M octan amónny pH6 : acetonitril (95:5, 

v/v) 

Elučné činidlo voda : acetonitril (50:50, v/v) 

Derivatizačné činidlo PAR 5,0 µmol/l 

Zloženie vzorky nosný prúd : derivatizačné činidlo (50:50, v/v) 

Objem vzorky 2 ml 

Koncentrácia Zn2+ (µmol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00   
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Obrázok č.19: Porovnanie rôznych koncentrácií vzoriek pri nástreku o objeme 2 ml za 

použitia 5,0 µmol/l činidla PAR. 

 

Obrázok č.20: Kalibračná krivka pre nástrek vzoriek o objeme 2 ml a použitia 5,0 µmol/l 

činidla PAR. Rozsah koncentrácií vzoriek 0,10 – 2,00 µmol/l.  

 

Na obrázku č.19 môžeme vidieť záchyt Zn-PAR v závislosti na koncentrácii 

vzoriek. Experiment preukázal zmenu signálu vzhľadom k meniacej sa koncentrácii 

vzorky. Linearita nebola preukázaná s dostatočne vysokou spoľahlivosťou, zrejme i kvôli 

nižšej presnosti odčítania signálu (výšky piku). 

Následne bola zostrojená kalibračná krivka pomocou absorbancie jednotlivých 

roztokov a vypočítaná hodnota R2 (obrázok č.20). Pre lepšie znázornenie bol bod 0, ktorý 

predstavuje slepú vzorku z grafu vynechaný. 

Pre zistenie presnosti merania, bola určená opakovateľnosť. Podľa nasledujúcej 

tabuľky č.12 vidíme, že hodnota RSD je pomerne nízka, čo znamená, že metóda je 

opakovateľná pre všetky hodnoty koncentrácie. 

  

Koncentrácia 

Zn2+ (µmol/l) 

Absorbancia 

364-390 s 

2,00 0,600 

1,00 0,422 

0,50 0,378 

0,25 0,369 

0,10 0,337 
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Tabuľka č.12: Opakovateľnosť pre nástrek o objeme 2 ml za použitia 5 µmol/l činidla 

PAR. 

 2 µmol/l 1 µmol/l 0,5 µmol/l 

µmol/l 

0,25 µmol/l 

µmol/l 

0,1 µmol/l Slepá vzorka 

Nástrek 1 0,900 0,850 0,580 0,350 0,310 0,290 

Nástrek 2 0,890 0,840 0,590 0,350 0,310 0,290 

Nástrek 3 0,890 0,840 0,570 0,350 0,300 0,290 

Nástrek 4 0,890 0,850 0,570 0,350 0,300 0,300 

Nástrek 5 0,880 0,840 0,570 0,340 0,310 0,300 

Nástrek 6 0,880 0,810 0,570 0,350 0,310 0,290 

Priemer 0,888 0,838 0,575 0,348 0,307 0,293 

SD 0,006 0,013 0,007 0,004 0,005 0,005 

RSD 0,773% 1,603% 1,328% 1,070% 1,537% 1,607% 

 

Nástrek vzorky o objeme 4 ml 

Podmienky merania: 

Program Program 6 

Kolóna C8 10 x 1,5 mm 

Nosný prúd 

0,1M octan amónny pH6 : acetonitril (95:5, 

v/v) 

Elučné činidlo voda : acetonitril (50:50, v/v) 

Derivatizačné činidlo PAR 5,0 µmol/l 

Zloženie vzorky nosný prúd : derivatizačné činidlo (50:50, v/v) 

Objem vzorky 4 ml 

Koncentrácia Zn2+ (µmol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00   
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Obrázok č.21: Porovnanie rôznych koncentrácií vzoriek pri nástreku o objeme 4 ml. 

  

  

Obrázok č.22: Kalibračná krivka pre nástrek vzoriek o objeme 4 ml. Rozsah koncentrácií 

vzoriek 0,10 – 2,00 µmol/l.  

Z obrázku č.21 môžeme usúdiť, že záchyt Zn-PAR komplexu bol patrný pri 

nižších tak pri vyšších koncentráciách. Experiment preukázal zmenu signálu vzhľadom k 

meniacej sa koncentrácii vzorky. Závislosť odozvy však nebola preukázaná s dostatočne 

vysokou spoľahlivosťou. 

Koncentrácia 

Zn2+ (µmol/l) 

Absorbancia 

674-700 s 

2,00 1,084119 

1,00 0,881973 

0,50 1,004307 

0,25 0,369664 

0,10 0,337807 

Slepá vzorka 0,826549 
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Následne bola zostrojená kalibračná krivka (obrázok č.22) pomocou absorbancie 

jednotlivých roztokov a vypočítaná hodnota R2. 

Pri tomto nástreku bola taktiež určená opakovateľnosť. Podľa tabuľky č.13 

môžeme usúdiť, že hodnota RSD je pod 10%, čo znamená že metóda je opakovateľná, 

pri všetkých hodnotách koncentrácie vzorky. 

Tabuľka č.13: Opakovateľnosť pre nástrek o objeme 4 ml. 

 2 µmol/l 1 µmol/l 0,5 µmol/l 

µmol/l 

0,25 µmol/l 

µmol/l 

0,1 µmol/l Slepá vzorka 

Nástrek 1 1,370 1,250 0,970 0,630 0,510 0,450 

Nátrek 2 1,340 1,230 0,970 0,610 0,510 0,450 

Nástrek 3 1,340 1,250 0,960 0,610 0,510 0,450 

Nástrek 4 1,300 1,250 0,980 0,620 0,500 0,450 

Nástrek 5 1,280 1,250 0,980 0,610 0,510 0,440 

Nástrek 6 1,290 1,260 0,960 0,600 0,500 0,440 

Priemer 1,320 1,248 0,970 0,613 0,506 0,447 

SD 0,032 0,009 0,008 0,009 0,005 0,005 

RSD 2,435% 0,719% 0,841% 1,537% 0,930% 1,055% 

 

Súhrn výsledkov 

Podľa nameraných hodnôt môžeme určiť výťažnosť jednotlivých metód. Pri 

metóde, v ktorej bol použitý nástrek o objeme 1 ml nebola dosiahnutá dostatočná 

detekovateľnosť koncentrácií 5,0 a 2,0 µmol/l. Pri použití nástreku o objeme 2 ml boli 

testované dve koncentrácie reakčného činidla PAR (5,0 a 10,0 µmol/l). Pri nástreku 

o objeme 2 ml bola dosiahnutá vyššia citlivosť metódy pri použití činidla PAR o 

koncentrácii 5 µmol/l. Pri metóde nástreku o objeme 4 ml neboli koncentrácie 0,1 a 0,25 

hodnotiteľné, pretože ich absorpčné maximum sa nachádzalo pod absorpčným maximum 

slepej vzorky. Pri nástreku o objeme 4 a 2 ml bola hodnotená taktiež opakovateľnosť. 

Obidve metódy umožnili dobrú opakovateľnosť. 
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6. ZÁVER 

V tejto diplomovej práci boli porovnávané rôzne podmienky na analýzu vzorky. 

Cieľom diplomovej práce bolo nájsť optimálnejšie podmienky pre analýzu Zn2+ iónov 

pomocou on-line extrakcie na tuhej fáze s využitím sekvenčnej injekčnej analýzy. 

Skúmané boli vzorky ZnSO4 s koncentráciou 5; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,1 µmol/l. 

Pomocou zistených vlastností metódy boli testované tri nástreky metódy (1, 2 a 4 ml) za 

použitia kolóny C8 s rozmermi 10 x 1,5 mm. Pre každý nástrek bola zhotovená kalibrácia 

za použitia štyroch až šiestich vzoriek s rôznou koncentráciou. Z nameraných výsledkov 

bola zhotovená kalibračná krivka, vypočítaná smernica priamky a koeficient 

determinancie. Pri nástrekoch o objeme 2 a 4 ml bola zistená aj opakovateľnosť zo 

šiestich nástrekov o rovnakej koncentrácii vzorky. Zo zistenej hodnoty RSD bolo možné 

určiť presnosť metódy. 

Z nameraných hodnôt bol nástrek vzorky o objeme 1 ml citlivý, no nedokázal 

dostatočne separovať vzorky s koncentráciami 2 a 5 µmol/l. Pri nástreku 2 ml boli 

testované aj rôzne koncentrácie činidla PAR. Pri koncentrácii činidla PAR 10 µmol/l bola 

metóda najcitlivejšia a s najväčšou výťažnosťou, pretože bola detekovaná aj koncentrácia 

0,1 µmol/l. Pri nástreku o objeme 4 ml bola metóda presná ale nevykazovala dostatočne 

vysokú spoľahlivosť. Výťažnosťou sa podobala metóde s nástrekom 1 ml. 

Diplomová práca založená na extrakcii komplexu Zn-PAR bola vysoko 

experimentálna a slúži ako prvý krok testujúci tento postup stanovenia koncentrácií zinku 

menších ako 1 µmol/l. Vo vývoji metódy hlavne v detekcii je potrebné ďalej pokračovať. 

Naďalej by bolo možné upravovať koncentrácie vzorky, či meniť objem a rýchlosť 

nástreku vzorky. Metóda extrakcie môže byť využitá univerzálne pre rôzne komplexy 

kovových iónov. 
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