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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceutické fakulta v Hradci Kralové
Katedra analytické chemie

Kandidat: Daniela Kopinska

Skolitel: PharmDr. Petr Chocholous, Ph.D.

Nézev diplomové prace: On-line extrakce na tuhé fazi s vyuzitim komplexacnich ¢inidel

Nasledujtica diplomova praca je zamerand na testovanie podmienok pre analyzu
zino¢natych i6nov, pomocou extrakcie na tuhej faze s vyuZzitim systému sekvencnej

injek¢nej analyzy (SIA).

Praca zahriiuje stru¢nu charakteristiku extrakcie na tuhej faze a systému SIA.
V ramci optimalizadcie metody boli vyuZité koncentracie 0,1 - 100,0 pmol/l siranu
zinocnatého. Taktiez boli testované eluné roztoky o réznej koncentracii acetonitrilu
a derivatiza¢ného ¢inidla 4-(2-Pyridylazo) resorcinol (PAR), ktory tvori farebny komplex
so zinkom. Testované boli tri extrakéné kolony so sorbentom C18, CN a C8 s rozmerom
10 x 1,5 mm. Nosnym pradom bol 0,1 mol/l octan amoénny o pH 6. Snahou bolo
Detekcia bola prevedend pri vinovych dizkach 430, 490 a630 nm pomocou

spektrofotometrického detektora.

NajvhodnejSou kolonou pre analyzu bola C8 (10 x 1,5 mm). Ako najvhodnejSie
elucné cinidlo sme zvolili 50% ACN. Vyhovujtica koncentracia ¢inidla PAR bola 5

pumol/l. Testované boli kalibra¢né rozsahy 0,5 — 5,0 umol/l a opakovatel'nost’ metddy.



ABSTRACT

Charles University

Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Analytical chemistry

Candidate:  Daniela Kopinska

Supervisor:  PharmDr. Petr Chocholous, 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 umol/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 pmol/l. Tested

parameters were calibration range 0.5 — 5.0 umol/l and method repeatability.
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1.UVOD

V sucasnosti vyznam analyzy stopovych kovovych prvkov v modernej analyticke;j
chémii stéle stipa. Doraz sa kladie hlavne na rychlost’, presnost’ a efektivitu analytického

stanovenia.

Analyza stopovych prvkov ako st zino¢naté idny je dolezitd, pretoze zinok je
nevyhnutny pre spravne fungovanie vsetkych zivych organizmov, predovsetkym ich
enzymatickych systémov. V tejto praci bola na analyzu zinoc¢natych idénov vyuzita
analytickd metéda SIA. Je to jedna zprogresivnhych metod, ktorej vyhodami st
automatizacia, finan¢na nendro¢nost’, efektivita, presnost, reprodukovatel’nost’, vyuzitie
malych objemov vzorky a cinidiel, casova nendrocnost’ a d’alSie. V sucasnosti je
vyuzivand hlavne kvoli jej moznosti automatizacie a spojenie s d’al§imi analytickymi
metddami. V tejto diplomovej praci bola vyuzitd SIA k extrakcii zino¢natych i6nov na

tuhu fazu.
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2. CIEL. A ZADANIE PRACE

Cielom diplomovej prace bolo overenie funkcnosti a optimalizacia metédy SIA
pre automatizaciu stanovenia zino¢natych iénov pomocou on-line extrakcie na tuhej faze.
Boli pouzité¢ sorbenty C8, CN a C18 s cielom porovnat’ ich efektivitu pri stanoveni
zino¢natych 16nov pri nizkych koncentraciach vzorky s pouzitim komplexa¢ného ¢inidla

PAR. Ciel'om bolo zhodnotenie optimalnych podmienok pre analyzu zino¢natych i6nov.
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3. TEORETICKA CAST

3.1 Extrakcia na tuhej faze (SPE)

SPE je jednou z najvyuzivanejSich metod extrakcie zalozena na selektivnom
rozdeleni jednej alebo viacerych zloziek medzi dve fazy, z ktorych je jedna tuhy sorbent
a druhd faza méze byt kvapalina, emulzia, plyn alebo superkritickd tekutina. Zlozky sa
mozu absorbovat’ bud’ na tuhej faze alebo ostana v tekutej faze. Ked’ d6jde k rovnovahe,
zlozky sa rozdelia filtraciou, dekantaciu, centrifugaciou alebo inym postupom. Zlozky
adsorbované na tuhej faze, mozu byt premyté vhodnym rozpastadlom a zlozky, ktoré
ostanu v kvapalnej faze ziskame rekrystalizaciou, odparovanim alebo chromatografickou
separaciou. Zakladom on-line SPE metody je uloZenie sorbentu do koldony, tak aby

vytvoril stabilnt vrstvu s dobrou charakteristikou prietoku [1].

Vyhodami SPE extrakcie je moznost vyberu vhodného sorbentu, pomocou
ktorého moze dojst’ k tplnej adsorpcii alebo desorpcii zloziek vzorky. Taktiez je potrebné
vybrat’ spravne elucné ¢inidlo, vyhodnotit’ chemicku povahu a polaritu vzorky a vybrat
spravnu velkost Castic a aktivitu sorbentu, ktory sa ulozi do koldny. Vytvorena vrstva
sorbentu v kolone by mala byt bez dutin a kanalikov, aby bola zaistend maximalna

efektivita pri kontakte so vzorkou, ktora sa nandsa na zaciatok kolony [1].

Pred tym ako si ur¢ime presny postup metddy, musime poznat' polaritu,
rozpustnost’ vzorky, to ¢i je naSa vzorka kyselina alebo zésada. Existujii dve moznosti
ako izolovat’ a vymyt’ vzorku. Po prvé je mozné adsorbovat na sorbent interferujuce
Castice a skumany analyt nechat’ prejst’ cez sorbent v nezmenenej forme alebo druhym
sposobom je zachytit’ na sorbente skimany analyt zatial’ o interferujice Castice prejda
nezmenené. Prvi moznost’ si vyberame vic¢sinou ked’ je zlozka vzorky, ktord nas zaujima
vo vysSej koncentracii. Naopak druht variantu si vyberieme vtedy, ked je zlozka vzorky
v nizkych koncentraciach, ¢i v malom mnozstve alebo ked’ je potrebné rozdelit’ zlozky s

rozdielnou polaritou [1,2].
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Postup SPE metddy sa skladé z piatich krokov. Na zaciatku sa prevedie aktivacia
a kondiciondcia sorbentu. Ciel'om je aktivacia funkénych skupin sorbentu a pripravenie
kolény pre nadavkovanie vzorky. Nasleduje nanesenie vzorky na kolonu, pri stanovenom
prietoku. Tretim krokom je premytie, pri ktorom dochédza k eliminacii interferujucich
latok a skimany analyt ostdva zachyteny na sorbente. Nasleduje suSenie pomocou

inertného plynu. Poslednym krokom je elicia, kedy dochadza k vymytiu zachyteného

skimaného analytu [2,4].
Lkrok 2 krok 3 krok 4 krok 5. krok
viber vhodnel  kondiciondcia  davkovanie prennitie vymyiie
SPE koléiy  kolony vzorku analytit
K ) & =
B = matrica
9 - necistoty

| = anabit
e = rozpiiitadlo 4 =

- rozpiiitadio B

) - rozpiiitadio C ﬁ ﬁ

: ] 2 ]

Obrazok ¢.1: Princip metody SPE: Prvym krokom je vyber vhodnej kolony. Nasleduje
kondiciondcia — zvlhcenie sorbentu a aktivacia jeho funkcnych skupin. Tretim krokom
je nanesenie vzorky — dojde k interakcii vzorky so sorbentom. V Stvrtom kroku sa
kolona premyje — odstranenie interagujucich zloZiek zo sorbentu. Nakoniec sa

zachytené analyty zo sorbentu eluuju — vymytie z kolony. Prevzaté a upravené z: [3].

Kolony moézu byt premyvané tromi spdsobmi: gravitacny tok, pomocou piestu
alebo vékua. Gravitatny tok je najjednoduchsi spdsob ale prietok je vel'mi pomaly
(0.25ml/min). Pri piestovom naplneni vyuzivame strickacku a méZeme dosiahnut’ prietok
az 10ml/min. Naplnenie pomocou vakua vyuzivame vtedy, ked’ je potrebné spracovat’

viacero podobnych vzoriek [1,4].
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Metdda SPE sa pouziva pri priprave kvapalnych vzoriek a extrakcii polotekavych,
netekavych analytov a tiez sa da pouzit’ pri pevnych latkach, ktoré su predom extrahované

do rozpustadla [5].

Vyhodami SPE metdédy v porovnani s metdodou LLE st nizSia cena, nizSia
spotreba rozpustadiel, nizsia spotreba Cinidiel, vysSie vytazky, rychlejsi postup, vacsia
bezpecnost’ a presnost’, priamy odber vzorky, minimalne odparovanie vzorky a mene;j

pouzitého laboratérneho skla [5].

3.1.1 Sorbenty

3.1.1.1 Sorbenty s normalnou fazou

Sorbenty- oxid kremicity, NH2, oxid hlinity, florisil, diol

Pri tejto metdde je kvapalna faza nepolarna a pevnd modifikovana faza je polarna.
Zachytenie analytu je spdsobené interakciou medzi polarnou funkénou skupinou analytu
a polarnymi skupinami sorbentu. Medzi tieto interakcie patria polarne-nepolarne
interakcie, pi-pi interakcie, vodikové vézby a interakcie dipol-dipol. Pri elicii dochadza
k rozruseniu vézieb, za pouzitia rozpustadla s vy$Sou polaritou ako je polarita sorbentu

[2].

Postup pri SPE metdde s normalnou fazou: Pripravime kolony so siedmimi az
desiatimi objemami nepolarnych rozpusStadiel. Potom nanesieme vzorku do kolony a
vymyjeme nezachytené zlozky vzorky s nepolarnym eluénym ¢&inidlom. Dal§im krokom

je vymytie skimaného analytu polarnym rozpustadlom [2].
3.1.1.2 Sorbenty s reverznou fazou
Sorbenty- CN, C18, C8, C2, diol, NH2

Pri tejto metode je mobilna fdza polarna a stacionarna faza je nepoldrna. ZadrZanie
organickych analytov na tuhej faze je dané prevazne pritazlivymi silami medzi vizbami
uhlik-vodik v analyte s funkénymi skupinami na povrchu oxidu kremicitého. Tieto

hydrofobne interakcie sa nazyvaju Van der Waalsove, ¢i disperzné sily[1,2].

16



K elucii adsorbovanej zluceniny potom pouZzijeme nepolarne rozpustadlo. Kazda
kolona ma vsak urcity podiel nezreagované¢ho oxidu kremicitého, ktory posobi ako
sekundarne interakcné miesto. Tieto sekundarne interakcie mézu byt’ uzito¢né pri analyze

vysoko polarnych analytov. V opacnom pripade vSak moZu ireverzibilne viazat’ skimané

analyty [2].

Postup pri SPE metode s reverznou fazou: rozpustime spojenu fazu v acetonitrile
alebo metanole a premyjeme kolonu so Siestimi az desiatimi objemami vody alebo pufru.
Nanesieme vzorku rozpusten v polarnom rozpustadle. Kolonu premyjeme silnym
polarnym eluénym ¢inidlom a vymyjeme interferujuce zlozky. Nésledne eluujeme mene;j
adsorbované skiimané zlozky slabsim polarnym ¢inidlom. Nakoniec pouzijeme nepolarne

elu¢né ¢inidlo na vymytie pevne adsorbovanych zloziek [2].

3.1.1.3 Sorbenty s ionomenicovou fazou

Sorbenty- NH2, Accell Plus QMA, Accell Plus CM

Dochadza k elektrostatickému pritahovaniu nabitej skupiny vzorky k nabitej
funk¢nej skupine sorbentu. Hlavnou podmienkou tejto interakcie je hodnota pH, pri ktore;j
musi dgjst’ k nabitiu zluceniny aj funkénej skupiny sorbentu. K elticii skimanej zli€eniny
sa pouziva roztok, ktory ma neutralizaénti hodnotu pH. K eltcii sa taktiez méze pouzit’

roztok s vysokou iénovou silou [2].

Postup pri SPE metdde s ionomenic¢ovou fazou: pripravime kolony so Siestimi az
desiatimi objemami neionizovanej vody alebo pufru. Nanesieme vzorku rozpustenu
v neionizovanej vode alebo puftri. Najprv vymyjeme slabo adsorbované zloZzky vzorky so
slabsim pufrom. Potom zmenime ph pufru alebo i6novu silu a eluujeme skiimané zlozky.

Dalsie zlozky eluujeme postupne silnej$imi puframi [2].
3.1.1.4 Chelata¢né sorbenty
Sorbenty- DPTH-gél, TS-gél

Chelatacné sorbenty su tvorené ligandom (chelata¢nym ¢inidlom) a polymérnym
nosi¢om. Chelata¢né ¢inidla st imobilizované na povrchu silikagelu a st tvorené roznymi

funkénymi skupinami. Chelata¢né ¢inidla vytvaraji s idnmi stabilné komplexy len pri
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urcitych hodnotach pH. Interferujuce zlozky vzorky prechadzaji nezmenené a skimany
analyt vytvori chelat so srobentom. K elticii skimaného analytu vyuzivame elu¢né ¢inidlo

s odlisSnou hodnotou pH, prevazne kyslého charakteru [6].

Prvym krokom pripravy chelataénych sorbentov je aplikacia vhodnej funkénej
skupiny na povrch polymérneho nosica alebo aktivacia polymérneho nosica. Nasleduje

imobilizacia ligandu kondenzac¢nou reakciou [6].

3.2 Prietokové metody

Jednym z hlavnych ciel'ov analytickej chémie bolo vytvorenie takych metod,
postupov a zariadeni, aby doslo k zlepSeniu citlivosti, rychlosti, selektivity, znizeniu
nakladov a zvySeniu rychlosti analyzy. Jednou z hlavnych vyhod prietokovych technik je
moznost’ ich prepojenia s extrakciou na tuhej faze alebo extrakciou kvapalina — kvapalina.
Spojenie FT s chromatografickymi metddami umoziiuje dosiahnut’ potrebnej selektivity
a urovne detekcie organickych necistot alebo analyzu skimanych i6nov. Vyhodou je
taktiez moznost’ automatizacie, jednoduché nastavenie prietokovej rychlosti a objemu
v jednotlivych krokoch analyzy, vysoké opakovatelnost a priebeznd detekcia. Pri spojeni
s extrakénymi metodami SPE alebo LLE je vSak stale potrebna predbezna tprava vzorky

[7,8].
3.2.1 Prietokova injekéna analyza (FIA)

Prietokova injek¢né analyza je analytickda metdda s plynulym tokom, zaloZen4 na
vstrieknuti vzorky do tecliceho prudu reakénych cinidiel. Roztok vzorky sa pomaly
disperguje do roztoku €inidiel a na rozhrani zony reak&nych ¢inidiel a zony vzorky vznika
produkt reakcie. Detektor umiestneny v prade zaznamenava absorbanciu alebo iny
parameter, ktory vznika pri prechode derivatizovanej vzorky prietokovou celou. Odozva
detektoru je vysledkom dvoch procesov a to rozptylu vzorky a nasledujticej chemicke;j

reakcie [10,11].
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Obrazok ¢.2: Princip prietokovej injekcnej analyzy: Nazaciatku analyzy nanesieme

vzorku. Nasleduje disperzia vzorky v prude kvapaliny. Detektor zaznamendva zmenu
v dosledku chemickej reakcie. Nakoniec dojde k premytiu vzorky. Prevzaté a

upravené z: [9].

Jednosmerny systém vyuZiva jednu pumpu, ktora ¢erpa nosny prud kvapaliny cez
zmieSavaci ventil aZz do detektora. Pumpa zaistuje rovnaka rychlost’ prietoku pri
spracovavani aj vacSieho mnozstva vzoriek a ¢inidiel. ZmieSavaci ventil urcuje objem

vstrieknutej vzorky a Cinidiel [11].
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Vzorok

ml/min * Detektor
Nosny prud () /\/\/7 ﬂj\_— Odpad

Reakéna cievka

Peristalticka
pumpa

Obrazok ¢.3: Schéma zdkladného zapojenia prietokovej injekcnej analyzy.
Peristalticka pumpa cerpd vzorku a nosny prud. V reakcnej cievke dojde k rozptylu
vzorky a detektor zaznamend zmenu v dosledku chemickej reakcie. Prevzaté a

upravené z: [12].

Pre detekciu pri metéde FIA sa vyuziva spektrofotometria, chemiluminiscencia
alebo fluorescencia. Extrakcie pri tejto metode sa vyuZziva hlavne pre predkoncentrovanie
vzorky a odstranenie interferujucich zloziek vzorky. Metodu FIA vyuzivaju analytici v
oceanografii pri detekcii stopovych prvkov v hlbokych vodach ocedanu v spojeni s

extrakciou na tuhej faze. [14,15].

3.2.2 Sekven¢na injekéna analyza (SIA)

Sekvencna injek¢na analyza je metdda patriaca do prietokovych analytickych
metdd, ktord racionalizuje, automatizuje zlozité analytické postupy a zvySuje
produktivitu prace. Vznikla pri vylepSovani metdody FIA kolektivom analytikov z

0 v *v

University of Washington v Seattle, vedenych J. Razi¢kou [14,15].

SIA vyuZziva programovatelny tok nosného prudu na analyzu latok. Je zalozena
na vstrieknuti zony roztoku vzorky obklopenou zoénami reakéného cinidla. Vzorka a
¢inidlo v nosnom prude nasava pumpa cez viaccestny ventil do zmieSavacej cievky. Na
rozhrani zon vzorky a ¢inidla vznika produkt chemickej reakcie. Nasleduje zmena toku
nosného prudu, pri ktorej dochddza k premieSaniu (rozptylenie zény vzorky, ktora
vytvara koncentraény gradient) a k transportu produktu reakcie smerom k detektoru.
Vysledok reakcie zaznamena detektor a odozvou je analyticky signdl vo forme piku

[14,15].

20



Zmiedavacia cievka Detektor

~

E o, I—

Y

Obrazok ¢.4: Princip metody SIA: A- nasatie vzorky do zmieSavacej cievky B- nasatie
reakcného cinidld do zmieSavacej cievky C- vytvorenie zony vzorky a zony cinidla,
na rozhrani vznika produkt reakcie D- zmena toku nosného prudu E-vytlacenie

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

Citlivost merania mbézeme zvysit' predizenim doby inkubacie, zastavenim toku.
V zmiesavacej cievke (HC) alebo prietokovej cele (FC). Pri zadrzani v HC vznikne
odozva vo forme piku. Vyska piku je umerna koncentracii analytu. Pri zadrzani v FC

vznikne krivka reak¢nej rychlosti [12].

Metodu SIA v praxi vyuzivame pri stanoveni anorganickych iénov vo vode,
organickych latok, lie¢iv, v medicine, biologickom vyskume a pri analyze zloziek
zivotného prostredia. TaktieZ ma metdda SIA uplatnenie aj v bioanalytike a farmacii.
DokaZzeme pomocou nej pozorovat’ vizbu protilatok s antigénmi, pri ktorej sledujeme
fluorescenciu komplexov, ktoré su oznacené. V odvetvi farmacie sledujeme kontrolu

kvality, u€innosti a stability lieciv [14].
3.2.2.1 Schéma pristroja SIA

Zakladnou sucast’ou pristroja SIA je viaccestny ventil, jednokanalova dvojsmerna
piestova pumpa, zmieSavacia cievka, ktord sluzi aj proti spidtnému nasatiu vzorky a
¢inidla pumpou a vhodnym detektorom s prietokovou celou. Cely systém je prepojeny

plastovymi chemicky odolnymi hadickami. Stucast'ou kazdého systému SIA je pocitac,
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ktory pomocou vhodného programu kontroluje vSetky komponenty systému SIA. Systém
moZe byt’ nastaveny na tri konfiguracie. Prvou je konvenéné zapojenie. Uzke haditky
spojuju viaccestny ventil so separacnou kolénou a zmieSavacou cievkou. Druhou
moznost'ou je zapojenie mini-SIA-1, kde viaccestny ventil spojuje tok vzorky s prietokom
cez celu a cez mikrokolony. Najnovsie zapojenie je mini-SIA-2, ktoré obsahuje dve
pumpy. Tie umoziuju dvojzlozkové stanovenie a taktiez poskytuji moznost’ Sirokej skaly

objemov a prietokov [17].

Rovnako ako pri FIA metéde mozeme k SIA systému pripojit’ doplnkové moduly,
napr. jednotky pre kvapalinovi extrakciu, extrakciu na tuhej faze, dialyzu a diftziu

plynov.

Zmiesavacia cievka

Piestovad pumpa

Detektor

Odpad

Nosny pruad

Doplnkova pumpa

Odpad

Reakéné ¢inidla

Obradzok ¢.5: Schéma pristroja SIA: Piestova pumpa nasava vzorku a cinidla do
zmiesavacej cievky, kde dojde k zmiesaniu a vzniku reakcného produktu. Po zmene smeru
toku sa reakcna zmes premiesa a reakcny produkt putuje smerom k detektoru a nasledne

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

Hlavnymi vyhodami SIA oproti FIA: Setri ¢as merania, je uspornejSia vo
vyuzivani ¢inidiel, dokdZeme pri nej odstranit’ interferujtice zlozky vzorky a taktiez vieme
zmenit’ parametre merania, (napr.: objem vzorky a reakénych ¢inidiel). Nevyhodami SIA
su zlozitejSie programové vybavenie (pocCitatova technika) a nizSia frekvencia

davkovania vzorky [14].

3.3 Zinok

Zinok je modrobiely kovovy prvok, ktory sa v zli€eninadch nachadza v oxidaénom
¢isle II. Patri medzi d prvky periodickej tabul’ky. Je rozpustny v mineralnych kyselinach,
hydroxidoch, vo vodnom amoniaku, a za tepla v chloride aménnom. Zdrojom zinku v
potrave si predovSetkym vajecné 7itka, peceni, morské ustrice, mlieko, orechy, je
sucast’ou enzymov a bielkovin morského planktonu. Vyuziva sa ako antikor6zny material

pre Zelezo a zliatiny Zeleza, naterové farby, pri vyrobe minci a taktiez v klenotnictve [18].

3.4 Komplexotvorné ¢inidlo PAR

4-(pyridyl-2-azo) resorcinol (PAR) je chromogénné komplexotvorné ¢inidlo so
Sirokym vyuZitim v oblasti fotometrického stanovenia. Je vysoko selektivne, a preto nie
jenutné pouzitie viacerych ¢inidiel pre detekciu stopovych prvkov. Vytvara celkom dobre
rozpustné komplexné zlu¢eniny, ktoré absorbuju svetlo pri réznych vinovych dizkach
(450-600 nm). V porovnani s inymi chromogénnymi ¢inidlami, umoziiuje stanovenie
dvojmocnych i6nov zinku, kadmia, kobaltu, medi, olova, niklu a mangénu. Pri reakcii

zinocnatych i6nov s ¢inidlom PAR vznikaju farebné komplexy [16].
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4. EXPERIMENTALNA CAST
4.1 Pouzity pristroj a pomocky

Prietokovy systém SIA- Systém SIChrom™ (FIAlab®, Bellewue, WA, USA)
Ultrazvukova ktipel’ Sonorex Bandelin RK-100

Analytické vahy Sartorius Analytic A200S

Digitalny pH meter Hanna instruments pH212

Automatické pipety 10 — 100 pl, 100 — 1000 pl, 1 — 10 ml

Sklenené fl'ase s objemom 250 ml

Odmerné valce

Plastové centrifuga¢né skimavky s uzaverom 15 ml a 50 ml

Sorbenty pre extrakciu na tuhej faze

Cartridge pre tvorbu extrakénych kolon

4.2 Pouzité chemikalie

Siran zino¢naty (ZnS04), Sigma-Aldrich

Kyselina octovda (CH3COOH) 99%, Sigma-Aldrich
Kyselina chlorovodikova (HCI1) 36%, Sigma-Aldrich
Amoniak (NH4) 24%, Sigma-Aldrich
4-(2-Pyridylazo)resorcinol (PAR), Sigma-Aldrich
Ultracista voda — MilliQ (Millipore-Merck)
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4.3 Priprava roztokov

4.3.1 Priprava roztoku pufru

Nazaciatku bol pripraveny zasobny roztok octanu amoénneho v koncentrécii
4mol/l, ktory bol ziskany zmieSanim 68,8 ml amoniaku (24%) a 57,4 ml kyseliny octove;j
(99%) a doplnili vodou na 250 ml. Tento roztok mal hodnotu pH 6. Zo zdsobného roztoku
boli nachystané pracovné roztoky 0,1 mol/l octanu amoénneho, pripravené zmieSanim 6,25

ml zasobného roztoku s vodou doplnenou na 250 ml.

4.3.2 Priprava roztoku siranu zino¢natého

Pre pripravu pracovnych roztokov siranu zino¢natého bol k dispozicii zdsobné
roztoky siranu zino¢natého vo vode s koncentraciou 1,0 a 5,0 mmol/l. Na pripravu vzorky
bol pouzity zasobny roztok siranu zino¢natého, z ktorého boli ziskané r6zne koncentracie
vzorky ZnSO4 pomocou zriedenia vodou na objem 10 ml do plastovych odmernych
baniek. Postup pripravy vzoriek ZnSO4 je podrobne popisany v tabulke 1.

Pri d’alSom merani boli namiesto vody doplnené roztoky vzoriek pufrom octanom

amonnym na objem 50 ml.

Tabulka ¢.1: Priprava vzoriek ZnSO4 pomocou zriedenia 1 mmol/l alebo 5 mmol/l

zasobného roztoku ZnSOq s vodou do 10 ml odmernej banky.

Pracovny roztok

0,1 0,25 0,5 1,0 2,0 5,0 10,0 | 20,0 | 50,0 | 100,0
¢ (umol/l)

1 mmol/l ZnSOy4

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

5 mmol/l ZnSO4

_ ] ] _ ] _ - - 1100,0 | 200,0
(1D
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4.3.3 Priprava roztoku ¢inidla PAR

Zasobny roztok ¢inidla PAR bol pripraveny zriedenim 0,1 g pevného PAR vodou
na objem 25 ml. Vysledna koncentracia roztoku ¢inidla bola 1,86 mmol/l. Pracovné
roztoky boli ziskané nariedenim zésobného roztoku ¢inidla PAR s vodou na objem 50 ml.

Pri merani bol pouzivany roztok ¢inidla PAR s koncentraciou 1; 2,5; 5; 10; 100 umol/I.

4.3.4 Priprava vzorky

Vzorka pre meranie bola pripravend zmieSanim roztoku ZnSQOs s roztokom ¢inidla
PAR vo vhodnom pomere tak, aby bol vo vzorke nadbytok ¢inidla. Cielom tak bolo
extrahovat’” komplex Zn-PAR a minimalizovat’ interferenciu nezreagovaného cinidla.

Slepa vzorka bola pripravend zmieSanim reakéného ¢inidla PAR s vodou v pomere 1:1.

4.3.5 Priprava nosného prudu

Nosny prud bol pripraveny zmieSanim roztoku pufru a 5% ACN v pomere 1:1.
ACN bol pridavany, aby bolo zabrdnené adsorpcii ¢inidla a komplexu Zn-PAR v

prietokovom systéme.

4.3.6 Priprava elu¢ného ¢inidla

Pri merani bolo pouzivané ako elu¢né ¢inidlo 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90,

100 % acetonitril ziskany zriedenim 100% acetonitrilu s vodou.

4.4 Pouzité sorbenty

Reverzna faza: CI8 je to silne hydrofoébna spojena fadza na bazy oxidu
kremicitého, ktord sa vyuziva k stanoveniu analytov so slabou hydrofobicitou, napriklad
sledovanie organickych latok vo vodnych vzorkéch ziskanych v Zivotnom prostredi.
Problémom modZze byt ich niZSia stabilita pri vySSich hodnotach pH a ich adsorpcia
i6novych zlucenin, kvoli pritomnosti volnych silanolovych skupin. Priemer velkosti

Castic je 55-105 um [2,19].
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Obrazok ¢.6.: Zobrazenie funkcnej skupiny sorbentu C18. Prevzaté a upravené z: [19].

C8 je hydrofébna faza, pouzivana pri potrebe mensej retencie latok ako u C18,
napriklad zistenie hladiny liec¢iva v krvi alebo v moci. Priemer velkosti Castic je 37-55

um [20].

\
Si—O—Si—(CH,),CH,
o

\
i—OH
/SI O

Obrazok ¢.7: Zobrazenie funkcnej skupiny sorbentu C8. Prevzaté a upravené z: [20)].

Normalna alebo reverzna faza: CN je slabo hydrofobna fdza na bazy oxidu
kremicitého s nizSou hydrofobicitou ako C18 a C8. Vhodny je pre stanovenie polarnych
1 nepolarnych zlicenin, ktoré obsahuji hydroxidovu skupinu. Prikladom je stanovenie

pesticidov vo vzorkach. Priemerna velkost’ Castic je 55-105 pum [21].

\ |
Si—0—Si—(CH,),CN

O

/Bi—OH

Obrazok ¢.8: Zobrazenie funkcnej skupiny sorbentu CN. Prevzaté a upravené z: [21].

27



4.5 Parametre merania

4.5.1 Popis pristroja

V diplomovej praci bol na analyzu vzorky po celu dobu pouzivany pristroj s
pocitacovym programom SIChrom™. Pristroj pre SIA bol zlozeny z hlavnej piestovej
pumpy s dvojcestnym ventilom, ktora sluzila pre nasavanie a vypustenie nosného pradu.
Piestova pumpa bola spojena so zmieSavacou cievkou a osemcestnym selekénym
ventilom, pomocou ktorého sme mohli nastavovat’ polohy, a tak nasavat a vypustat
vzorku, sleptl vzorku, elu¢né ¢inidlo a nosny priad. K viaccestnému ventilu bola pripojena
taktiez SPE kolona (CN, C18- alebo C8- 10mm x 1,5mm), v ktorej sa nachadzal sorbent
na zachytenie analyzovaného komplexu Zn-PAR, zlozky, ktor4 bola d’alej analyzovana
spektrofotometrickym detektorom Ocean Optics USB4000 a halogénovej lampy Ocean
Optics LS-1 (vis spektrum) s detekénou prietokovou Z celou Ultem® SMA, o efektivnej

dizke 20 mm. Presné zapojenie pristroja je na obrazku &. 9.

Potitad

..........................................................................................................

UV-VIS
s e e | detektor
Osemcestny Odpad i s
Dvojcestny selekény ventil il H Pﬂetnkové
i 2 cela
ventil Y Odpad
L/
il I EluEné Slepy vzorok i
Nosny prid cinidlo Vzorok UV lampa
Piestova
pumpa

Obrazok ¢.9: Zobrazenie zapojenia pristroja pri analyze — Osemcestny ventil s polohami
1- odpad, 2- kolona, 3- prazdny, 4- slepa vzorka, 5- vzorka, 6- elucné cinidlo, 7- prazdny,

8- nosny prud. Prevzaté a upravené z: [22].
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4.5.2 Programy

Pred zaciatkom analyzy boli kazdy deii pomocou ultrazvukového kupela
odstranené bubliny vo vzorkach, eluénom roztoku a pufri. Pred kazdou analyzou boli
spustené programy na preplachnutie pristroja. Najprv bola premytd koléna nosnym
pradom a potom elu¢nym ¢inidlom podl'a programu €.1 a €.2. Pocas analyzy sa pri zmene
vzorky pouzival program ¢.4 na preplachnutie systému novou vzorkou. Podobne sa
postupovalo pri preplachnuti systému slepou vzorkou. V programe ¢.4 bol viaccestny

ventil prepnuty do polohy 4 namiesto polohy 5.

Tabulka ¢.2: Premytie systéemu nosnym prudom. Program ¢.1

Program ¢.1 Premytie systému nosnym pradom

Jednotka Prikaz/Dej
Opakovanie cyklu 3x

Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 8

Pumpa Nasat’ 3800 pl rychlostou 70ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 1

Pumpa Vytlacit’ cely objem rychlostou 50ul/s; pockat’ do
konce

Tabulka ¢.3: Premytie kolony elucnym roztokom. Program ¢. 2

Program &. 2 Premytie kolony eluénym roztokom
Jednotka Prikaz/Dej
Opakovanie cyklu 3x
Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 8
Pumpa Nasat’ 500 pl rychlost'ou 70ul/s, pockat’ do konca
Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 6
Pumpa Nasat’ 500 pl rychlost'ou 30ul/s, pockat’ do konca
Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 2
Pumpa Vypustit' 1000 pl rychlostou 15ul/s, pockat’ do konca
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Tabulka ¢.4: Premytie systéemu elucnym roztokom. Program ¢. 3

Program ¢.3 Premytie systému elu¢nym roztokom

Jednotka

Prikaz/Dej

Opakovanie cyklu 3x

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 8

Pumpa

Nasat’ 150 pl rychlost'ou 70ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 6

Pumpa

Nasat’ 150 pl rychlost'ou 30ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 1

Pumpa

Vypustit’ 300ul rychlost'ou 50ul/s, pockat’ do konca

Tabulka ¢.5: Premytie systéemu vzorkou. Program ¢. 4

Program ¢. 4 Premytie systému vzorkou

Jednotka

Prikaz/Dej

Opakovanie cyklu 3x

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 8

Pumpa Nasat’ 150 pl rychlost'ou 70ul/s, pockat’ do konca
Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 5

Pumpa Nasat’ 150 pl rychlostou 30ul/s, pockat’ do konca
Viaccestny ventil Prepnut’ do polohy 1

Pumpa Vypustit’ 300ul rychlost'ou 50ul/s, pockat’ do konca
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Tabulka ¢.6: Meranie vzorky. Program ¢. 5

Program ¢.5 Meranie vzorky- nastrek vzorky 50ul

Jednotka

Prikaz/Dej

Hardware

Nastavenie vinovej dizky 430, 490 a 630 nm

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 8

Pumpa

Nasat’ 700 pl rychlost'ou 70ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 5

Pumpa

Nasat’ 50 ul rychlostou 50ul/s, poc¢kat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 2

Pumpa Vypustit’ 15ul rychlost'ou 250ul/s, pockat’ do konca
Pockat’ 5 sekund

Spektrometer Meranie absorbancie a referencného spektra
Pockat’ 10 sekund

Pumpa Pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 6

Pumpa

Nasat’ 500ul rychlost’ou 50ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 2

Vypustit' 15ul rychlostou 1000ul/s, pockat do

Pumpa konca
Pockat 5 sektund

Spektrometer Meranie absorbancie a referencného spektra
Pockat’ 60 sekiind

Pumpa Pockat’ do konca

Spektrometer Koniec merania

4.6 Optimalizacia analyzy vzorky

4.6.1 Vyvoj objemu a rychlosti nastreku

Samotnd analyza vzorky prebiehala podla programu ¢.4. Vzorka obsahujici

komplex Zn-PAR, ktora bola nasdvana pomocou pumpy z polohy 5 viaccestného ventila

sa zachytavala na sorbente v kolone. Nasledne bola pomocou elu¢ného ¢inidla vymyta a

pomocou spektrofotometra prebehla detekcia. Bola zistovana absorbancia vzorky pri

vinovej dizke 430, 490 a 630nm. Vlnové dizka 430 nm odpovedala nezreagovanému

¢inidlu, 490 nm komplexu Zn-PAR a 630 nm bola pouzita ako korekcia signalu.
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Pri merani absorbancie vzorky bolo pouzitych viacero programov. V programe

sme menili rychlost’ a objem néstreku vzorky, slepej vzorky, elu¢ného ¢inidla a nosného

pradu. V programe ¢€.6 bol pouzity néstrek vzorky 500 pul, pre vyssie nastreky 1, 2 a 4 ml

boli pouzité opakované cykly nastreku po 500 pl.

Tabulka ¢.7: Meranie vzorky. Programc.6

Program ¢.6 Meranie vzorky- nastrek vzorky 500ul

Jednotka

Prikaz/Dej

Hardware

Nastavenie vinovej dizky 430, 490 a 630 nm

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 8

Opakovanie cyklu 1x

Pumpa

Nasat’ 700 ul rychlost'ou 70ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 5

Pumpa

Nasat’ 500ul rychlost’ou 50ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 2

Pumpa Vypustit’ 15ul rychlostou 700ul/s, pockat’ do konca
Pockat’ 5 sekund
Koniec cyklu

Spektrometer Meranie absorbancie a referencného spektra
Pockat’ 10 sekund

Pumpa Pockat’ do konca

Viaccestny ventil

Prepnut’ do polohy 6

Pumpa Nasat’ 800ul rychlostou 50ul/s, pockat’ do konca

Viaccestny ventil Prepntt’ do polohy 2

Pumpa Vypustit’ 15pl rychlostou 1300ul/s, pockat’ do konca
Pockat’ 5 sekund

Spektrometer Meranie absorbancie a referenéného spektra
Pockat’ 60 sekund

Pumpa Pockat’ do konca

Spektrometer Koniec merania
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4.6.2 Vyber SPE sorbentu kolony

Pocas analyzy boli testované tri kolony (C8, C18, CN). Pri koléonach CN a C18
neboli detekované dostato¢né odozvy signalu pri analyze zino¢natych idénov. Preto bola

pri optimalizovani met6dy pouzivana iba koléna C8 s rozmermi 10 x 1,5 mm.
4.6.3 Vyvoj elu¢ného cCinidla

Pri analyze vzorky boli pouzité rozne koncentracie elu¢ného ¢inidla. Na zaciatku
merania sme pouzivali 50 a 100 % acetontril. V priebehu d’alSicho merania boli
vyskusané koncentracie 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 %. Tieto elucné roztoky
boli testované pri roznych koncentraciach vzoriek ZnSOs. Zaznamy odozvy su

zndzornené na obrazku ¢. 10.

= 100% ACN
—90% ACN

03

80% ACN
70% ACN
— 60% ACN
———50% ACN

0,2

Absorbancia

0,1

200

01

-0,2

0,3 Cas (s)

Obrazok ¢.10: Porovnanie elucnych cinidiel v koncentracii 50, 60, 70, 80, 90, 100% ACN.
Objem nastreku vzorky bol 500 ul. Koncentrdcia vzorky bola 5 umol/l za pouZitia

sorbentu C8. Vyska piku bola odcitana v case 117 s, vyska zakladnej linie v case 129 s.
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Tabulka ¢.8: Hodnoty absorbancie pri nastreku 500 ul a koncentracie vzorky 5 umol/l.
Porovnanie elucnych cinidiel v koncentracii 50, 60, 70, 80, 90, 100% ACN

i%/i))ncentrécia ACN A-117 A_129¢ A - vyska 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
.g 03
E 02 ——50% ACN slepi vzorka
<

50% ACN vzorka

0,1
0 j\

0 {50 100 | 15 200

0,1 i h\ |
\'\\ Pt Y
-
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0,3 Cas (s)
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Obrazok ¢.11: Porovnanie elucnych cinidiel v koncentracii 50, 60, 70, 80 % ACN. Objem
nastreku vzorky bol 500 ul. Koncentracia vzorky bola 5 umol/l a slepej vzorky za pouZitia

sorbentu C8. Vyska piku bola odcitana v case 117 s, vyska zakladnej linie v case 129 s.

Tabulka ¢.9: Hodnoty absorbancie pri nastreku 500 ul a koncentracie vzorky 5 umol/l.

Porovnanie elucnych cinidiel v koncentracii 50, 60, 70, 80 % ACN so slepou vzorkou.

i%/i);lcentrécia ACN A-117s A_129 s A - vySka piku
50 0,109 -0,153 0,262
Slepa vzorka 0,004 -0,150 0,154
60 0,165 -0,134 0,479
Slepé vzorka 0,004 -0,135 0,139
70 0,203 -0,125 0,328
Slepé vzorka 0,008 -0,123 0,131
80 0,120 -0,095 0,215
Slepa vzorka 0,001 -0,119 0,120
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Z tabulky ¢.9 vyplyva, Ze vhodnejsSie pre dalSiu analyzu boli elu¢né cinidlad s
koncentraciou 50, 60, 70 %. Pri nizSich koncentracidch sme nedosiahli kompletnu eliciu
komplexu Zn-PAR, preto su zndzornené na obrazku ¢.11 porovnania analyzy vzorky so

slepou vzorkou len pri tychto koncentraciach.

4.6.4 Testovanie koncentracii vzorky

Pri zistovani optimalnych podmienok analyzy boli vyskuSané rozne koncentracie
vzoriek. Na zaciatku analyzy boli pouzivané vyssie koncentracie vzoriek. Postupne vSak
vd’aka zmene kolony a koncentracie reakéného cinidla a taktiez vdaka vhodnému
zvoleniu elu¢ného ¢inidla boli dosiahnuté nizSie koncentracie vzorky (0,1pmol), pri

nastreku o objeme 4 ml (Obrazok ¢. 12).

2 ——slepa vzorka
£ 04
£ =—(),5 umol/|
o
5 03 1,0 pmol/l
2,0 umol/|
02 - ——5,0 umol/|
[
01 - "
0 T v = ey T 1
J 50 10 wlso , 200
Cas(s)

01 -

Obrdzok ¢.12: Porovnanie koncentrdcii vzoriek za pouzitia 70% elucného cinidla. Objem
nastreku vzoriek bol 4 ml. Koncentracia vzoriek bola 5, 2, 1, 0,5 umol/l za pouZitia

sorbentu C8. Vyska piku bola odcitana v case 114 s, vySka zdkladnej linie v case 129 s.
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Tabulka ¢.10: Hodnoty absorbancie pri nastreku 4 ml a koncentrdcii vzoriek 5,2,1,0,5
umol/l a slepd vzorka. Elucnym cinidlom bol 70% ACN. Porovnavanie prebehlo na
kolone C8.

¢ ZnSo4 (umol/l) A -116s A—-128s A -vyska 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 R?*=0,9003

Podra tabul’ky ¢.10 mézeme vidiet’ zavislost’ medzi koncentraciou a vyskou piku. Taktiez
bola urc¢end hodnota determinancie a smernica priamky. Pri d’al§ich experimentoch sme

pouzivali koncentracie vzorky 5; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,1 pmol/l.
4.6.5 Vyvoj koncentracie reakéného ¢inidla

V priebehu merania boli pouzivané odlisné koncentracie roztoku cinidla PAR.
Pouzité a overené boli koncentracie 1; 2; 5; 10; 100 umol/l. Najvyhodnej$ia koncentracia
¢inidla PAR bola 5 pmol/l. Pri nizSich koncentraciach nedoSlo k dostatoénému
zreagovaniu so zino¢natymi i6nmi a odozva signéalu bola nizka v porovnani so slepou
vzorkou (Obrazok €.13, ¢.14). Piky na obrazku ¢€.13 a ¢.14 sa nachadzaji v zapornej Casti
osy ale pri naSej analyze bolo cielom porovnat’ odozvy pri testovani vzorky a slepej

vzorky za pouzitia 5 a 10 pmol/l ¢inidla PAR, preto su tieto hodnoty pripustné.
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Obrazok ¢.13: Koncentracia reakcného cinidla 5 pmol/l PAR za pouzitia 70% elucného
cinidla. Objem nastreku vzoriek bol 500 ul. Koncentrdcia vzorky bola 2 umol/l ZnSO+ za
pouczitia slepej vzorky a sorbentu C8. Vyska piku bola odcitana v case 114 s, vyska

zakladnej linie v case 129 s.
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Cas(s)
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= 5lepd vzorka
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03
0,4

05

Obrazok ¢.14: Koncentrdcia reakcného cinidla 10 umol/l PAR za pouZzitia 70% elucného
cinidla. Objem ndstreku vzoriek bol 500 ul. Koncentracia vzorky bola 2 umol/l ZnSO+ za
pouczitia slepej vzorky a sorbentu C8. Vyska piku bola odcitand v case 114 s, vyska

zdkladnej linie v case 129 s.
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Tabulka ¢.11: Porovnanie hodnot absorbancie za pouZitia rekcného cinidla PAR s
koncentraciou 5 a 10 umol/l pri nastreku 500 ul. Koncentracia vzorky bola 2 umol/l a

slepd vzorka (PAR + voda v pomere 1:1). Elucnym cinidlom bol 70% ACN. Porovndvanie

prebehlo na kolone C8.
¢ PAR (umol/l) A-116s A—126s A - vyska piku
5 -0,217 -0,363 0,146
Slepa vzorka -0,292 -0,377 0,085
10 -0,252 -0,369 0,117
Slepa vzorka -0,268 -0,371 0,103

Podrla tabul’ky ¢.11 moZeme vidiet’, ze vyska piku pri koncentracii reakéného ¢inidla PAR
5 umol/l bola vysSia. Pri experimentoch boli tiez pouzité koncentracie 2,5 a 1 umol/l

¢inidla PAR ale vysledné odozvy neboli dostato¢ne presné, preto boli vynechané.
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5. VYSLEDKY

V priebehu meranie boli vyskusané tri kolény (C8, CN, C18). Sorbenty boli
skasané pre extrakciu Zn-PAR, pri r6znych koncentraciach roztoku siranu zino¢natého.
Vyhovujicim sorbentom bol sorbent C8, ktory sme d’alej pouzivali na vyvoj metody. V
priebehu experimentu sme skusali rozne ¢inidla (obrazok ¢€.11), z ktorych sme si zvolili
eluéné ¢inidla s koncentraciou 50, 60, 70 %, pretoze preukazovali najvyssiu odozvu pri
analyze. Dalej sme experimentovali s koncentraciou ¢inidla PAR (obrazok &.12, 13). Za
vhodnu koncentraciu ¢inidla PAR bola pre d’alSie testovanie zvolena koncentracia 2,5 a
5 umol/l. Boli skuSané aj nizSie koncentracie ¢inidla PAR, ale niZzSia koncentréacia
eluéného cinidla nebola dostatotnd na zreagovanie so skimanym roztokom siranu
zino¢natého. Nosnym prudom pre analyzu bol 0,1 mol/l octan aménny s 5% ACN (pH
6). K derivatizacii bol k vzorkam priddvany 5% ACN a ¢inidlo PAR v pomere 1:1.

Pri testovani metody boli skiimané nastreky o objeme 1, 2 a 4 ml na kolénu C8 a
rozne koncentracie vzorky siranu zino¢natého. Pre kazdy objem nastreku vzorky bola
urobena kalibracia, z ktorej bol zjavny zachyt komplexu Zn-PAR. Namerané hodnoty
absorbancie sme vlozili do tabulky. Na zaver bola zhotovena kalibra¢na krivka, ktora
bola prelozena priamkou s danou rovnicou a koeficientom determinancie. Na zaklade
tychto dat boli vyhodnotené vysledky, ktoré vyjadrovali zavislost’ odozvy detektoru na
koncentracii vzorky.

Pre zistenie presnosti bola urcend taktiez opakovatelnost pre jednotlivé

koncentrécie vzorky a slepej vzorky, pri réznych néstrekoch na kolénu (tabul’ka 12, 13).

Nastrek vzorky o objeme 1 ml

Podmienky merania:

Program Program 6
Koléna C810x 1,5 mm
0,1M octan aménny pH6 : acetonitril (95:5,
Nosny prud v/v)
Elu¢né ¢inidlo voda : acetonitril (50:50, v/v)
Derivatizacné Cinidlo PAR 10,0 pmol/l
Zlozenie vzorky nosny prud : derivatizacné ¢inidlo (50:50, v/v)
Objem vzorky 1 ml
Koncentracia Zn*" (umol/l) 1,00; 2,00; 5,00
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Obrazok ¢.15: Porovnanie roznych koncentrdcii vzoriek pri ndastreku o objeme 1 ml.
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Obrdzok ¢.16: Kalibracna krivka pre nastrek vzoriek o objeme 1 ml. Rozsah koncentracii

vzoriek 1,00 — 5,00 umol/l.

Na obrazku ¢.15 moézeme vidiet zachyt Zn-PAR v zavislosti na koncentracii
vzoriek. Experiment preukdzal zmenu signdlu vzhladom k meniacej sa koncentracii
vzorky, avSak nie je dostato¢ne rozliSena koncentracia 2 a 5 pmol/l Linearita nebola

preukdzana s dostato¢ne vysokou spol’ahlivostou.

Nésledne bola zostrojend kalibracna krivka pomocou absorbancie jednotlivych

roztokov a vypoéitana hodnota R? (obrazok ¢.16).
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Nastrek vzorky o objeme 2 ml

Podmienky merania:

Program Program 6
Kolbéna C810x 1,5mm
0,1M octan aménny pH6 : acetonitril (95:5,
Nosny prud v/V)
Elu¢né ¢inidlo voda : acetonitril (50:50, v/v)
Derivatiza¢né Cinidlo PAR 10,0 pmol/I
ZlozZenie vzorky nosny prud : derivatizacné ¢inidlo (50:50, v/v)
Objem vzorky 2 ml
Koncentracia Zn*" (umol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00

2,5 -

=——2,00 pmol/I
1,00 umol/l
0,50 umol/l
——0,25 umol/l

Absorbancia

2,0 -
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— Sl A
390 10
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Obrazok ¢.17: Porovnanie roznych koncentrdacii vzoriek pri nastreku o objeme 2 ml za

pouczitia 10umol/I cinidla PAR.

Pri néstreku vzorky o objeme 2ml mdézZeme podl'a obrazka ¢.17 pozorovat, Ze
experiment preukdzal zmenu signalu pri zmene koncentracie. Pri pouZiti reakéného
¢inidla PAR 10,0 pmol/l sme dosiahli vyznamny zachyt Zn-PAR. Pri niZ8ej koncentracii
(0,10 umol/1) vzorky je len minimalna odchylka od slepej vzorky. Pre urcenie koeficientu

determinancie a smernice priamky bola zostrojena kalibra¢na krivka (obrézok ¢.18).
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Obrdazok ¢.18: Kalibracna krivka pre nastrek vzoriek o objeme 2 ml a pouZitia 10umol/l

c¢inidla PAR. Rozsah koncentracii vzoriek 0,10 — 2,00 umol/I.

Nastrek vzorky o objeme 2 ml

Podmienky merania:
Program Program 6
Kolona C810x 1,5 mm
Nosny prud 0,1M octan amoénny pH6 : acetonitril (95:5,
v/V)
Eluéné ¢inidlo voda : acetonitril (50:50, v/v)
Derivatizacné Cinidlo PAR 5,0 pmol/I
Zlozenie vzorky nosny prud : derivatizacné ¢inidlo (50:50, v/v)
Objem vzorky 2 ml
Koncentracia Zn** (umol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00
0,7 A
E 0,6 4 ——2,00 umol/I
.E 1,00 umol/l
<
0,50 umol/I
0,5
——0,25 umol/l
——0,10 umol/I
0,4

03 -

0,2 -

01 -

-0,1
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Obrazok ¢.19: Porovnanie roznych koncentracii vzoriek pri nastreku o objeme 2 ml za

pouczitia 5,0 umol/I ¢inidla PAR.

kalibraéna zavislost
® y=0,1333x+ 0,3191
E 07 1 R? = 0,9654
8 o5 .
Z
05
04 P .
034 Koncentracia | Absorbancia
Zn*" (umol/l) | 364-390 s
02 -
2,00 0,600
o1 1,00 0,422
0 . . . . . 0,50 0,378
0,00 0,50 1,00 1,50 ) 2t,o'o- ’ 2,50 0.25 0,369
oncentracia (umol/I) 0’10 0,337

Obrazok ¢.20: Kalibracna krivka pre nastrek vzoriek o objeme 2 ml a pouzitia 5,0 umol/l

c¢inidla PAR. Rozsah koncentracii vzoriek 0,10 — 2,00 umol/I.

Na obrazku ¢.19 moézeme vidiet' zachyt Zn-PAR v zévislosti na koncentrécii
vzoriek. Experiment preukazal zmenu signalu vzhl'adom k meniacej sa koncentracii
vzorky. Linearita nebola preukédzana s dostato¢ne vysokou spolahlivostou, zrejme 1 kvoli

nizS8ej presnosti od¢itania signalu (vysky piku).

Nasledne bola zostrojena kalibra¢na krivka pomocou absorbancie jednotlivych
roztokov a vypo&itana hodnota R? (obrazok ¢.20). Pre lepsie znazornenie bol bod 0, ktory

predstavuje slept vzorku z grafu vynechany.

Pre zistenie presnosti merania, bola ur¢end opakovatel'nost. Podl'a nasledujuce;j
tabul’ky ¢.12 vidime, Ze hodnota RSD je pomerne nizka, ¢o znamend, Ze metoda je

opakovatel'na pre vSetky hodnoty koncentracie.
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Tabulka ¢.12: Opakovatelnost pre nastrek o objeme 2 ml za pouzitia 5 umol/l cinidla

PAR.

2 pmol/l | 1 pmol/1 | 0,5 pmol/l | 0,25 pmol/l | 0,1 pmol/l | Slepa vzorka
Nastrek 1 | 0,900 0,850 0,580 0,350 0,310 0,290
Nastrek 2 | 0,890 0,840 0,590 0,350 0,310 0,290
Nastrek 3 | 0,890 0,840 0,570 0,350 0,300 0,290
Nastrek 4 | 0,890 0,850 0,570 0,350 0,300 0,300
Nastrek 5 | 0,880 0,840 0,570 0,340 0,310 0,300
Nastrek 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%

Nastrek vzorky o objeme 4 ml

Podmienky merania:

Program Program 6
Kolbéna C810x 1,5 mm
0,1M octan aménny pH6 : acetonitril (95:5,
Nosny prud v/v)
Eluéné ¢inidlo voda : acetonitril (50:50, v/v)
Derivatizacné Cinidlo PAR 5,0 pumol/I
Zlozenie vzorky nosny prud : derivatiza¢né ¢inidlo (50:50, v/v)
Objem vzorky 4 ml
Koncentracia Zn** (umol/l) 0,10; 0,25; 0,50; 1,00; 2,00
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1,2 4
a7 00 umol/I
1,0 4 s 1,00 pmol /|

e (),50 pumol/|

Absorbancia

0,8 wm—=(),25 pmol/l
s 0,10 pmol /|

06 A —s|epd vzorka

0,4 4

0,2 4

0,0 d
770

-0,2 4

Cas (s)

Obrazok ¢.21: Porovnanie roznych koncentrdcii vzoriek pri ndstreku o objeme 4 ml.

o kalibraéna zavislost
E 12 -
g i
C °
e..
038 9
o6 Y= 0;5_2163?(42;),75734 Koncentracia | Absorbancia
Zn* (umol/l) | 674-700 s
0471 4 ® 2,00 1,084119
0 | 1,00 0,881973
' 0,50 1,004307
0 . ' : : s 0,25 0,369664
0,00 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50
koncentrécia (umol/l) O’ 10 0’337807
Slepa vzorka | 0,826549

Obrazok ¢.22: Kalibracna krivka pre ndstrek vzoriek o objeme 4 ml. Rozsah koncentracii

vzoriek 0,10 — 2,00 umol/Il.

Z obrazku ¢.21 mozeme usudit, Ze zachyt Zn-PAR komplexu bol patrny pri
nizsich tak pri vysSsich koncentraciach. Experiment preukazal zmenu signalu vzhl'adom k
meniacej sa koncentracii vzorky. Zavislost’ odozvy vSak nebola preukdzana s dostatocne

vysokou spol'ahlivost'ou.
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Nasledne bola zostrojena kalibra¢na krivka (obrazok ¢.22) pomocou absorbancie

jednotlivych roztokov a vypo&itana hodnota R2.

Pri tomto nastreku bola taktiez urCena opakovatelnost. Podl'a tabulky ¢.13
moézeme usudit’, ze hodnota RSD je pod 10%, ¢o znamena ze metoda je opakovatelna,

pri vSetkych hodnotach koncentracie vzorky.

Tabulka ¢.13: Opakovatelnost pre nastrek o objeme 4 ml.

2 pmol/l | 1 pmol/l | 0,5 pmol/l | 0,25 pmol/l | 0,1 pmol/l | Slepa vzorka
Nastrek 1 | 1,370 1,250 0,970 0,630 0,510 0,450
Natrek 2 | 1,340 1,230 0,970 0,610 0,510 0,450
Nastrek 3 | 1,340 1,250 0,960 0,610 0,510 0,450
Nastrek 4 | 1,300 1,250 0,980 0,620 0,500 0,450
Nastrek S | 1,280 1,250 0,980 0,610 0,510 0,440
Nastrek 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%
Suhrn vysledkov

Podl'a nameranych hodn6t moéZeme urcit’ vytaznost' jednotlivych metod. Pri
metdde, v ktorej bol pouzity nastrek o objeme 1 ml nebola dosiahnutd dostato¢na
detekovatelnost’ koncentracii 5,0 a 2,0 umol/l. Pri pouziti nastreku o objeme 2 ml boli
testované dve koncentracie reakéného cinidla PAR (5,0 a 10,0 pmol/l). Pri nastreku
oobjeme 2 ml bola dosiahnuta vysSia citlivost metddy pri pouziti ¢inidla PAR o
koncentracii 5 pmol/l. Pri metdde néastreku o objeme 4 ml neboli koncentrécie 0,1 a 0,25
hodnotitel'né, pretoZe ich absorpéné maximum sa nachadzalo pod absorpénym maximum
slepej vzorky. Pri néstreku o objeme 4 a 2 ml bola hodnotend taktieZ opakovatelnost’.

Obidve metddy umoznili dobru opakovatelnost’.
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6. ZAVER

V tejto diplomovej praci boli porovnavané rozne podmienky na analyzu vzorky.
Ciel'om diplomovej prace bolo najst’ optimalnejsie podmienky pre analyzu Zn?>* iénov

pomocou on-line extrakcie na tuhej faze s vyuzitim sekvencnej injek¢nej analyzy.

Skumané boli vzorky ZnSOs4 s koncentraciou 5; 2; 1; 0,5; 0,25 a 0,1 pmol/l.
Pomocou zistenych vlastnosti metody boli testované tri ndstreky metddy (1, 2 a 4 ml) za
pouzitia kolony C8 s rozmermi 10 x 1,5 mm. Pre kazdy néstrek bola zhotovena kalibracia
za pouzitia Styroch az Siestich vzoriek s roznou koncentraciou. Z nameranych vysledkov
bola zhotovend kalibracnd krivka, vypocitand smernica priamky a koeficient
determinancie. Pri ndstrekoch o objeme 2 a 4 ml bola zistena aj opakovatelnost’ zo
Siestich nastrekov o rovnakej koncentracii vzorky. Zo zistenej hodnoty RSD bolo mozné

urcit’ presnost’ metody.

Z nameranych hodnot bol néstrek vzorky o objeme 1 ml citlivy, no nedokazal
dostato¢ne separovat’ vzorky s koncentraciami 2 a 5 pmol/l. Pri néstreku 2 ml boli
testované aj r6zne koncentracie ¢inidla PAR. Pri koncentracii ¢inidla PAR 10 umol/I bola
metoda najcitlivejsia a s najvac¢sou vytaznost'ou, pretoze bola detekovana aj koncentracia
0,1 pmol/l. Pri nastreku o objeme 4 ml bola metoda presné ale nevykazovala dostatocne

vysoku spolahlivost’. Vytaznostou sa podobala metdde s nastrekom 1 ml.

Diplomovéa praca zaloZend na extrakcii komplexu Zn-PAR bola vysoko
experimentalna a slizi ako prvy krok testujici tento postup stanovenia koncentracii zinku
mensich ako 1 pmol/l. Vo vyvoji metddy hlavne v detekeii je potrebné d’alej pokracovat.
Nad’alej by bolo mozné upravovat’ koncentracie vzorky, ¢i menit’ objem a rychlost’
nastreku vzorky. Metoda extrakcie moZe byt vyuZitd univerzalne pre r6zne komplexy

kovovych i6nov.
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