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Abstrakt:

Piedlozena diplomova prace se zabyva stanovenim kyseliny barbiturové pomoci
prutokové injekéni analyzy a sekvencni injekéni analyzy se spektrofotometrickou
detekci. Pro stanoveni kyseliny barbiturové byly vybrany dva postupy, ve kterych byly
zjistény optimalni podminky pro jeji stanoveni. U prutokové injekéni analyzy byly
zjistovany optimalni koncentrace reagencii, optimalni prutokova rychlost, optimalni
objem davkované¢ho vzorku a optimalni objem reakéni civky. V pfipadé sekvenéni
injek¢ni analyzy byly zjiStovany stejné parametry s vyjimkou optimdlniho objemu
reakéni civky, ktery byl nahrazen optimalni dobou setrvani v misici civce. Pfi stanoveni
kyseliny barbiturové pomoci reakce s o-—nitroanilinovou smési bylo za optimalnich
podminek dosazeno linearni zavislosti v rozmezi 2,0.10° az 1,2.10* mol dm™ pii
pouziti FIA metody a 3,9.10°° a7 6,2.10° mol dm™ v piipad& pouziti SIA metody. P¥i
stanoveni kyseliny barbiturové pomoci inhibice rozkladu methyloranze vznikajicimi
halogeny bylo dosazeno za optimalnich podminek linearni zéavislosti v rozmezi 5.10°
az 3.10"° mol dm p¥i pouziti FIA metody a 2.10°> az 1.10* mol dm p#i pouziti SIA
metody.
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Optimalizace



Abstract:

This thesis is focused on the determination of barbituric acid using two methods
of flow analysis: flow injection analysis and sequential injection analysis, with
spectrophotometric detection. Two reactions were selected for the determination of
barbituric acid and different experimental conditions were optimized conditions for its
determination. In the case of flow injection analysis, the concentration and flow rates of
many reagents, the sample volume and the volume of the reaction coil were optimized.
In the case of sequential injection analysis the same parameters except the optimum
volume of the reaction coil were optimized. The optimal volume of the reaction coil was
replaced by the optimum retention time in the mixing coil. Determination of barbituric
acid by reaction with a nitroaniline mixture achieved a calibration range from 2,0.10° to
1,2.10* mol dm™ and from 3,9.10° to 6,2.10° mol dm™ using using FIA and SIA
method, respectively, under the optimal conditions. Determination of barbituric acid by
inhibition effect on the reaction between hydrochloric acid and bromate ions served a
calibration range from 5.10°° to 3.10” mol dm™ using FIA method and 2.10” to 1.10™
mol dm™ using methods SIA under optimal conditions.
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Barbituric acid
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Seznam zkratek a symbolii:

SFA — segmentovana pratokova analyza

FIA — pratokova injek¢ni analyza

SIA — sekvenc¢ni injek¢ni analyza

PC — osobni pocitac

KB — kyselina barbiturova

DS — nitroanilinova diazotacni smés

p-DS — para-nitroanilinova diazota¢ni smes

0-DS — ortho-nitroanilinova diazota¢ni smés

MO — methyloranz

DNA — kyselina deoxyribonukleova

RSD — relativni smérodatnéa odchylka

A — absorbance

Ao-ps — vInova délka absorp¢niho maxima 0-DS

Ao-ps — vInova délka absorpcniho maxima p-DS

Amo v Hel — VvInova délka absorpéniho maxima MO v HCl
Amov— vIinové délka absorpéniho maxima MO

v — rychlost prutoku detektorem (SI1A)

V(H20 i DS) — pritokova rychlost vody a diazota¢ni smési
V(H20,MO,KBrO3) — pritokova rychlost vody, methyloranze a bromi¢nanu draselného
Vivky — objem reakéni civky (FIA)

V(KBrOs) — davkovany objem bromi¢nanu draselného
Vg — davkovany objem kyseliny barbiturové

VMo — davkovany objem methyloranze

c(KBrOg3) — koncentrace bromi¢nanu draselného

Cmo — koncentrace methyloranze

cks — koncentrace kyseliny barbiturové

t— Cas

t, — Cas setrvani v misici civce

LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti



1 Uvod

Prutokova injek¢ni analyza (FIA) a sekven¢ni injekéni analyza (SIA) jsou
jednoduché, rychlé a univerzalni metody SSirokym uplatnénim piedevsim
pro kvantitativni analyzu. Uplatnéni nasly nejen Vv hutnickém pramyslu, geologii,
zemédélstvi, potravinafstvi, farmaceutickém pramyslu a studiich zabyvajicich se

védeckym vyzkumem.

1.1 Cile prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo najit vhodné analytické reakce pro
stanoveni kyseliny barbiturové a pievést tyto reakce, v literatufe popsané ve statickém
usporadani, do rezimu pratokové injekéni analyzy a sekvencni injekéni analyzy se
spektrofotometrickou detekci. V souvislosti s timto ukolem bylo dale zapotiebi nalézt
optimalni podminky téchto stanoveni, a to pro oba typy prutokovych metod. Dale bylo
nutné za optimalnich podminek zjistit a porovnat zékladni charakteristiky stanoveni
kyseliny barbiturové testovanymi metodami. Poslednim cilem prace bylo zjisténi vlivu

biologické matrice na stanoveni kyseliny barbiturové.



2 Teoreticka cast

V moderni dobé je zvykem vSe urychlovat a automatizovat. Z tohoto divodu
zaCaly vznikat pratokové analytické metody. Jsou jednoduché, rychlé, flexibilni, snadno
automatizovatelné, umoziujici sériovou analyzu. Navic s miniaturizaci aparatur je

spojena niz$i finan¢ni naro¢nost.

2.1 Historie prutokovych metod

Prvni priutokovd metoda Siroce vyuzivand nejprve v oceanografickych a
klinickych laboratofich byla SFA (segmentovana prutokova analyza) znama spiSe pod
obchodnim nazvem Autoanalyser. Tato metoda byla popsana jiz v roce 1957 Skeggsem.
Jeji schéma je znazornéno na obr. 2.1. Princip metody spociva v davkovani vzorku do
nosného media. Vzorek lze zavést ponofenim trubi¢ky ptfimo do vzorku nebo pomoci
automatického davkovace[1]. Jednotlivé vzorky jsou oddéleny vzduchovymi bublinami,
které jsou posléze odstranény. Trubi¢ky jsou znacné Siroké priamér okolo 2 mm [2].
Davkované mnozstvi vzorku odpovida 0,2-2 ml a je zapotiebi pomérné dlouha doba
analyzy 2-30 min. Vzhledem k mozné frekvenci davkovani vzorku je mozné stanovit

80 vzorkd za hodinu[3].

Flowp

Obr. 2.1 segmentovany systém proudéni [4]

Radu let probihaly drobné upravy a vylepseni této metody a v roce 1975 byla

popsana metoda FIA (prutokova injek¢ni analyza) J. Ruzickou[2]. Princip FIA metody

je popsan v nasledujici kapitole. Nicmén¢ mezi hlavni rozdily patii nepfitomnost bublin,



uzs$i trubicky, a mozna vyssi frekvence davkovani vzorku. O dalSich 15 let pozdéji byla
popsana J. Rtizickou i metoda s nazvem SIA (sekvencni injek¢ni analyza), jejiz princip
je rovnéz popsan v nasledujici kapitole. Metoda SIA vznikla na zdklad¢ odstranovani
nedostatkl pritokové injekeni analyzy.

Tim se vyvoj nezastavil a nasledovala metoda, kterda je dnes v literature
oznacovana jako ,,multicommutation flow analysis* (MCFA)[5],[6]. Jedna se 0 metodu,
sestaveny tak, aby umoznily efektivni manipulaci vzorkll a reagencii. Na obr. 2.2 je

znazornén diagram této metody pro automatické jednostupiiové fedéni.[3]

Obr. 2.2 Diagram vice komuta¢niho systému pro automatické jednostupiiové
fedéni[3]

Dalsi metodou je metoda oznaCovana v literatuie jako ,,multisyringe flow
injection analysis (MSFIA). Tato metoda se od klasické metody FIA a SIA lisi
predev§im v davkovacim ventilu. Zatimco FIA pouziva rotacni davkovaci ventil
s davkovaci smyckou a SIA vicecestny selekéni ventil, MSFIA pouziva vice injek¢ni
byretu zndzornénou na obr. 2.3, ktera je napojena na automatickou davkovaci pumpu

umoziujici pohyb vice stiikacek [7].
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Obr. 2.3 Davkovaci zaFizeni pro MSFIA[7]
1- 7idici jednotka, 2- stiikacka, 3- elektromagneticky komutacni ventil,

4- konektory a hadicky

2.2 FIA

Prutokova injek¢éni analyza je metoda zalozena na zavadéni kapalného vzorku do
nosného proudu vhodné kapaliny. Vzorek je dale unasen pies reakéni civku k detektoru,
ktery pribézné zaznamenava veli¢inu zavislou na pfitomnosti vzorku v pritokové cele.
Takovouto veli¢inou muze byt absorbance, fluorescence, elektrodovy potencial nebo
jiny fyzikalni parametr.

Nejjednodussi pratokovy injekéni analyzér se skladd z pumpy, kterd pohani nosny
proud Gzkymi trubi¢kami aparatury. Analyzér dale obsahuje davkovaci smycku, diky
které je zavadén pifesné definovany a reprodukovatelny objem vzorku do aparatury.
Dale obsahuje reak¢ni civku, ve které dochazi k definované disperzi a reakci mezi
jednotlivymi komponenty nosného proudu. Posledni ¢ésti je detektor, ktery pribézné
zaznamenava zvolenou veli¢inu. Disperze vzorku je zakladni -charakteristikou
metody.[4] Zafizeni pro pritokovou injek¢ni analyzu je znazornéno na obr. 2.4.

Tato metoda je rychlejsi nez jeji pfedchiidce SFA. Vzorky mohou byt ddvkovany
po méné jak 30 sekundach, takze je mozné stanovit okolo 120 vzorkli za hodinu.
Davkovany objem vzorku je mnohem nizsi. Obvykle mezi 1 — 200 pl[4]. Trubicky jsou

uzsi jejich pramér je 0,5 az 0,7 mm.[3]
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Obr 2.4 Zatizeni pro pritokovou injekéni analyzu
1- nosny proud, 2- reakcni cinidlo, 3- pumpa, 4- vzorek, 5- reakcni civka,
6-detektor, 7-odpad

2.3 SIA

Sekvenc¢ni injekéni analyza je dalsi historicky objevenou prutokovou metodou.
Ovsem nevyuziva ptimého konstantniho toku jako FIA, ale kombinuje pfimy a zpétny
tok. Nejprve jsou postupné nasaty zony nosného media, vzorku a ¢inidla do misici
civky. Posléze je proud toku obracen, dojde k promiseni jednotlivych slozek a
dopraveni vzniklych produktt k pifislusnému detektoru.

Jednoduchy sekvencni injek¢éni analyzator se skladd =z jednokanédlového
dvousmérného pistového cerpadla, které pohani a urcuje smér toku. Dalsi dileZitou
soucasti je selekeni vicecestny ventil, ktery zajiStuje nasati vSech pozadovanych roztoka
ve spravném potadi. Nasleduje misici civka umisténd mezi Cerpadlem a selekénim
ventilem, ktera navic zabranuje vniknuti reagencii do ¢erpadla. V ptipadé déle trvajicich
reakci je mozno zapojit dal$i misici civku mezi selekéni ventil a detektor. Dale je
zapotfebi vhodny detektor a spojovaci materidl (vétSinou teflonové a tygonové
trubicky). Pro tuto metodu je podstatné spravné naprogramovani pohybu pistového
Cerpadla synchronné s pfepinanim pozic selekéniho vicecestného ventilu. Nezbytnou
soucasti je tudiz mikroprocesor (PC) s pfislusSnym programem. Schématické zapojeni
sekven¢ni injekéni analyzy je zndzornéno na obr. 2.5.

Pritokova rychlost pouzivana pro sekvencni injekéni analyzu je srovnatelna

s pritokovou rychlosti pro prittokovou injekéni analyzu a pohybuje se okolo 1 ml min™.
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Tygonové hadicky mdji vnitini pramér okolo 0,7 az 0,8 mm, coz je srovnatelné
s hadickami pro FIA. OvSem vyhodou této metody oproti FIA je variabilita
davkovaného objemu v jednotlivych cyklech. Zatimco u FIA je davkovany objem dan
objemem davkovaci smyc¢ky, U SIA ho lze ménit v rozmezi jednotek az stovek ul diky

moznosti otevieni selekéniho ventilu na del$i dobu.

Obr. 2.5 Schéma zapojeni sekvenéni injekéni analyzy
1- dvousmeérné pistové cerpadlo, 2- misici civka, 3- selekcni vicecestny ventil,

4- detektor, 5- Fidici pocitac¢

2.4 Vyuziti FIA a SIA

Vzhledem ke zvySujicim se narokim na kontrolu kvality 1é¢iv, potravin a
zivotniho prosttedi se zvySuje i vyuziti pritokovych metod, spliujicich pozadavky na
rychlost, spolehlivost a ptesnost stanoveni.

Ve farmacii je mozné uplatnéni pratokovych metod pro stanoveni mnoha riznych
latek. Mnozstvi latek, které lze stanovit je nepfeberné. Dulezité je zvolit vhodny zptisob
detekce pro dané stanoveni. Ve farmacii se nejcastéji pouziva FIA s rliznymi zplsoby
detekce, SIA se  spektrofotometrickou detekci, fluorimetrickou detekci,
chemiluminiscenéni detekci a elektrochemickou detekci[8]. Spektrofotometricky lze
stanovit naptiklad néktera antibiotika norfloxacin, ciprofloxacin[9], cefradin,

ceftazidin[10] a né¢ktera dalsi cefalosporinova antibiotika[11], latky pouzivané jako
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bézna analgetika jako je ibuprofen[12], paracetamol[13] i latky ovliviiujici centralni
nervovou soustavu jako je diazepam[14] a mnohé dal$i. Chemiluminiscen¢né lze
stanovit alkaloidy jako je morfin[15], heroin[16], reserpin[17], sympatomimetikum
antibiotikum gentamicin[20], penicilin[21] nebo analgetika jako je ibuprofen[22]. Pro
stanoveni ibuprofenu lze pouzit nejen spektrofotometrickou a chemiluminiscenéni
detekci, ale i fluorimetrickou detekci[23]. Fluorimetricky lze dale stanovit derivaty
fenothiazinu[24] pouzivané jako antipsychotika a antihistaminika, antituberkulotikum
isoniazid a dfive pouzivané antidepresivum iproniazid[25] nebo antipyretikum
paracetamol[26]. Elektrochemickou detekci je mozné vyuzit pro stanoveni opioidu jako
je kodein[27], dihydrokodein[28] a meptazinol[29], alopurinol[30] (1é¢ba DNY),
kyselina salicylova[31], kyselina askorbova[32], serotonin[33], vitamin B2[34] a dalsi.
Kromé kontroly kvality 1éCiv jsou priatokové metody vhodné ke zjisténi stejnomérnosti
obsahu ucinné latky v ptipravcich a jejich rychlosti uvoliiovani z 1€kové formy.

V potravinaiském priimyslu maji tyto metody velky vyznam a vyuziti pfi kontrole
kvality a obsahu slozek v potravinach. Velké uplatnéni maji prutokové metody pro
stanoveni obsahu latek v napojich, zelening, mléce, mlé¢nych vyrobcich a mase[8]. Lze
stanovit naptiklad mnozstvi vapniku v mléce[35]. Kromé vapniku Ize v mléce stanovit
i obsah lakt6zy[36], mocoviny[37], kadmia, olova[38], mé&di, zeleza[39], chloridovych
ionti, fosfat[40], peroxidu vodiku, dichromanu, formaldehydu, bikarbonatu[41],
dusitand a dusi¢nani[42], vitaminu E[43] a dal$ich. Dale je mozné pratokové metody
vyuZzit pro stanoveni riznych toxind v potravinach napt. aflatoxinu[44].

Co se tyka monitorovani zivotniho prostfedi, tak jsou nejcastéji analyzovany
atmosférické plyny, voda, sedimenty a soli. Po zvoleni vhodného zptsobu detekce jsou
moznosti stanoveni latek velmi rozmanité[8]. Spektrofotometricky Ize stanovit
napiiklad anorganické kationty: dusitany[45], fosfaty[46], thiokyanaty[47]. Z anionti
Ize stanovit napt. hlinik[48], méd’[49], vapnik[50], hot¢ik[51], amoniak[52] a dalsi. Lze
stanovit i organické slouceniny naptiklad halogenové organické slouceniny a fenolicky
index[53]. Dalsi moznosti je elektrochemicka detekce. Amperometricky lze stanovit
naptiklad azidy[54]. Kovy jako je méd’, olovo, kadmium a zinek lze stanovit pomoci

anodické rozpoustéci voltametrie[55].
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Déle je mozné vyuzit tuto techniku pro extrakci latek nebo jejich
prekoncentraci[8]. Dalsi moznosti vyuziti téchto technik se nachazi na védeckych
pracoviStich zabyvajicich se studiem DNA, proteinl, aminokyselin, enzymii nebo

imunologickymi testy.[8]

2.5 Kyselina barbiturova

Kyselina barbiturovd je organickd sloucenina obsahujici heterocyklickou
pyrimidinovou kostru. Jeji zakladni fyzikalni vlastnosti jsou v tab. 2.1. Byla objevena
némeckym chemikem Adolfem von Baeyerem 4.prosince 1864. Kyselina barbiturova
vznika kondenzaci mocoviny a kyseliny malonové. Pomoci Knoevenagelovy
kondenzacni reakce ji lze prevést na Sirokou Skalu barbituratd, které se diive hojné
vyuzivali ve farmacii jako léky se sedativnimi a hypnotickymi u¢inky na centrdlni
nervovou soustavu. Kyselina barbiturovd vSak nema depresivni U¢inky na centralni
Nervovou soustavu.

Kyselina barbiturova se pouziva pii vyrobé plastt, farmaceutickych ptipravku
(riboflavinu[56]), indikatort (stanoveni nikotinovy derivati v moci[57]), textilii a
polymert (teplotni stabilizace PVC[58]). Kyselina barbiturova je také prekurzorem pro

latky s antimikrobialni a protinadorovou aktivitou.[59]

Tab. 2.1 Zakladni vlastnosti kyseliny barbiturové

Molekulovy vzorec C4H4N,05
Molarni hmotnost 128,086 g mol™
Teplota tani 245°C
Teplota varu 260°C
Rozpustnost ve vodé 142 g I (20°C)

2.6 Moznosti stanoveni kyseliny barbiturové

Stanoveni kyseliny barbiturové lze provést mnoha zpisoby napf. pomoci
chromatografie at jiz plynové[60] nebo kapalinové[61], dale pomoci kapilarni
elektroforézy[62], elektrochemicky[63], chemiluminiscenéné[64] nebo
spektrofotometricky[59], [65]-[69].
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V piipadé pouziti kapilarni elektroforézy byl linearni rozsah 0,13 — 130 ug ml™
limit detekce 0,070 pg ml™ a RSD ¢&inila 3,4%[62]. V piipadé coulometrického
stanoveni byl linearni rozsah 0 — 20 ug ml™* limit detekce 0,50 pg mlI™ a RSD ¢inila
1,9%[63]. V ptipad¢ pouziti voltametrického stanoveni s molekuldrnim potiskovym
polymerem byl linearni rozsah 5 — 100 pg ml™* limit detekce 1,6 ng ml™ a RSD ¢inila
1,25%(70]. V ptipadé chemiluminiscenéniho stanoveni za pouziti Ru(phen)s**~Ce(IV)
systému byl linearni rozsah 0,005 — 2 pg ml™ limit detekce 0,0007 ug ml™ a RSD ¢inila
3,2%([64].

Co se tyce spektrofotometrického stanoveni, je zde velké mnozstvi latek, se
kterymi tvofi kyselina barbiturova barevné produkty. V ptipad¢ spektrofotometrického
stanoveni zalozeného na reakci kyseliny barbiturové s 2,2,2—trichloroethan—1,1-diolem
byla vyvinuta metoda stanoveni s linearnim rozsahem 1 — 600 ug ml™ kde RSD ¢&inila
1,1%(71]. V ptipad¢ stanoveni zalozeného na reakci Kkyseliny barbiturové s
1,4-naphtoquinonem byla vyvinuta metoda s linearnim rozsahem 3,2 — 32 ug ml™ kde
RSD ¢ini 1%[72]. Jelikoz tvorba barevného komplexu Kkyseliny barbiturové
s 1,4-naphtoquinonem je pomérné ¢asoveé naro¢na (cca 1 hod pti 50°C) je mozné pouZit
i jiné quinony jako napt. p-benzoquinon nebo p-chloranil. V ptipadé pouziti
p-benzoquinonu trva vznik barevného komplexu cca 5 min[69]. Dal§i mozZnosti je
reakce kyseliny barbiturové s dusitanem sodnym v prostiedi Kyseliny octové. Toto
stanoveni poskytuje linearni rozsah v rozmezi 18,75 — 2250 ug ml™[59]. Dalsi moznosti
je pouziti reakce kyseliny barbiturové s p-dimethylaminobenzaldehydem. V tomto
ptipadé bylo diky pouziti disperzni kapalina—kapalina mikroextrakce kyseliny
barbiturové ze vzorku pifed vlastnim spektrofotometrickym stanovenim dosazeno
linearniho rozsahu 0,005 — 0,2 ug ml* limitu detekce 0,002 ug ml™ a RSD ¢&inila
1,65%(65]. Dalsi moznosti je reakce Kyseliny barbiturové s diazota¢ni nitroanilinovou
smési. Pro stanoveni byly pouzity 0—, m— i p— nitro anilinova smés a bylo dosazeno
linearniho rozsahu v rozmezi 0,2 — 12 ug ml™*. Poloha nitroskupiny je rozhodujici jak
pro reakéni Cas potiebny k tvorbé vysledného barevné azokomplexu, tak pro vinovou
délku absorpcniho maxima [68].

Dalsi moznosti spektrofotometrického stanoveni Kyseliny barbiturové je pomoci

inhibice odbarveni methyloranze. Metoda je zalozena na odbarveni methyloranze
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pomoci halogent vzniklych reakci 10CI™ + 2BrO; + 12H* — 5Cl, + Br, + 6H,0.
Kyselina barbiturova inhibuje tuto reakci, a tudiz nedochadzi ke vzniku halogena
schopnych odbarvit methyloranz. Tato technika poskytuje linearni rozsah pro 1.10°° —
6.10* mol dm™® limit detekce je 7,9.10" mol dm™ a RSD &inni 1,8% [66).

2.7 Princip stanoveni kyseliny barbiturové

Spektrofotometricky Ize stanovit kyselinu barbiturovou mnoha zptsoby
viz. kapitola 2.6 Moznosti stanoveni kyseliny barbiturové. VétSina téchto reakci probiha
relativné dlouho, a proto je nutné zvolit metodu stanoveni kyseliny barbiturové, ktera
bude vhodna i pro pouziti v pritoku. Z piedpokladané doby reakce byly zvoleny dvé
metody, a to stanoveni pomoci reakce s diazota¢ni nitroanilinovou smési[68] a pomoci

inhibi¢ni reakce rozkladu methyloranze s vyuZzitim bromi¢nanu[66].

2.7.1 Reakce s diazotacéni nitroanilinovou smeési

Stanoveni kyseliny barbiturové pomoci diazotacni nitroanilinové smési je
zalozeno na dvoukrokové reakci. Prvnim krokem je tzv. diazotace, ptesnéji reakce

nitroanilinu s dusitanem v kyselém prostiedi.

NaNO,
H+

4-nitroanilin 4-nitrobenzendiazoniut

Tim vznik4d benzendiazoniova sil, ktera je slabym elektrofilem. V druhém
kroku dochazi ke kopulacni rekci, kde reaguje benzendiazoniova sul S aktivovanym
jadrem kyseliny barbiturové za vzniku piislusné azoslou¢eniny. Tato azoslou¢enina
absorbuje elektromagnetické zafeni ve viditelné oblasti svétla, diky rozsdhlému
konjugovanému m—elektronovému systému[73]. Konkrétni vinova délka absorpéniho
maxima vzniklého azobarviva je zavisld na poloze nitroskupiny v diazota¢ni smési.

Reakce kyseliny barbiturové s nitroanilinovou diazoniovou soli probiha podle reakce:
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H H
N / N
O:< + NENJ'—<;>—NO2 —_— o:< N\\
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H O H (o]

2,4,6-trihydroxy pyrimidin  4-nitrobenzendiazonium 5-[(4-nitrofenyl)diazenyl]-2,4,6-trihydroxypyrimid

2.7.2 Inhibice rozkladu methyloranze s vyuzitim bromiénanu

Bromic¢nan reaguje s kyselinou chlorovodikovou za vzniku chloru a bromu podle
rovnice:
10CI" +2BrO; + 12H" <> 5Cl, + Br, +6 H,0

Vznikly brom a chlor jsou latky schopné rozlozit methyloranz na
4-chlorbenzensulfonovou kyselinu, 4-(dimethylamino)fenol a atomarni dusik podle

nasledujici rovnice[74].

CH
0,S N ;3
\\N N + X+ HO ——m—
\
CHj
methyloranz
/CHS
CHj
4-chlorbenzensulfonova kys. 4-(dimethylamino)fenol

MethyloranZ obsahuje rozsahly konjugovany n—elektronovy systému, diky kterému
absorbuje zafeni ve viditelné oblasti stejné jako azobarvivo z piedchoziho stanoveni.
V tomto piipad¢ vSak nedochézi k jejimu vzniku, ale zaniku vlivem halogent (Cl; a

Bry). Kyselina barbiturova inhibuje rozklad methyloranze.

18



3 Experimentalni ¢cast

3.1 Seznam pouzitych latek a pristrojt
3.1.1 Pouzité chemikalie

Kyselina barbiturové p.a. (LachNer, CR)

2—Nitroanilin> 98% (pro HPLC) (Fluka, USA)
4—Nitroanilin >99% (Sigma Aldrich, USA)
4—(dimethylamino)benzaldehyd 98% (Sigma Aldrich, USA)
Bromiénan draselny p.a. (Lachema, CR)

Methyloranz p.a. (Lachema, CR)

Hydroxid sodny 98% (Lachema, CR)

Kyselina chlorovodikova ACS reagent 37% (Sigma Aldrich, Némecko)
Dusitan sodny p.a. (Lachema, CR)

Acetonitril > 99,9% (HPLC) (Sigma Aldrich, USA)
Trifluoroctova kyselina > 99,9% (Romil LTP, Anglie)
Krevni sérum lidské (Sigma Aldrich, USA)

Hydroxid sodny p.a. (Lachema, CR)

Hydroxid draselny p.a. (Lachema, CR)

Octan sodny p.a. (Lachema, CR)

3.1.1.1 Diazotacni nitroanilinova smés

Bylo navédzeno 0,0700 g ptisluSného nitroanilinu a ¢aste€né rozpuSténo v malém
mnozstvi H,0. Poté bylo piidano 1,6 ml 5 mol dm™ kyseliny chlorovodikové a
dorozpusténo za vyssi teploty ve vodni lazni. Poté byla smés opatrné zfedéna na objem
cca 50 ml H,O a ochlazena na 0 az 5°C. Nasledné bylo pfidano 3,5 ml 1% NaNO; a
smés byla michana po dobu 5 min. Poté byla smés doplnéna na objem 100 ml a

uchovana v tmavé zasobni lahvi.

3.1.1.2 Priprava biologického materialu

Vzorky krevniho séra pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci kopulacni

reakce s nitroanilinovou smési byly nejprve vysrazeny acetonitrilem. Do 700 pl
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lidského séra bylo ptidano 200 pl acetonitrilu a vzorek byl centrifugovan po dobu
10 min pfi 7000 otackach za min. Poté byl odd€len supernatant od vysrazenych
bilkovin. K supernatantu bylo piipadn¢ piidano dal$i mnozZstvi acetonitrilu. Mezi
jednotlivymi piidavky byl vzorek vzdy centrifugovan stejnym zptsobem, 10 min pii
7000 otackach za min.

Vzorky krevniho séra pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci inhibice
rozkladu methyloranze byly vysrazeny Kyselinou trifluoroctovou. K 1,5 ml séra bylo
ptidano 50 pl trifluoroctové kyseliny a smés byla centrifugovana po dobu 10 min pfii
7000 otackdch za minutu. Poté byl supernatant oddélen od vysrdZenych bilkovin.
K supernatantu bylo pfidano dal§i 20 ul trifluoroctové kyseliny a centrifugovano po

dobu 10 min p#i 7000 otackach za minutu.

3.1.1.3 Priprava biologického materialu s kyselinou barbiturovou

Do 10 ml odmérné banky bylo odpipetovano 1,0 ml lidského séra po vysrazeni a
doplnéno vodou po rysku. Poté bylo sérum injikovano do optimalizované aparatury pro
stanoveni kyseliny barbiturové v pritoku a byla zméfena jeho absorbance pii vhodné
vlnove délce.

Nésledné bylo k vzorku pifidano 10, 10, 20 a 40 ul kyseliny barbiturové o
koncentraci 7.8 102 mol dm™ pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci reakce
s benzendiazoniovou soli za vyuziti FIA techniky a 4x po 10 pl pro SIA techniku.
Absorbance byla méfena pii 408 nm.

Pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci inhibice rozkladu methyloranze byla

k vzorku pipetovéna 4x kyselina barbiturova o koncentraci 5.10° mol dm™ po 10 pl.

3.1.2 Pouzité pristroje a zarizeni

Automatické pipety (Thermo Scietific, USA)

Analytické vahy Sartorious RC 210D (Sartorious ,USA)

pH metr Adwa AD1000 (Adwa, Mad’arsko)

Sonifikator Elmasonic E 30 H (Elma, Némecko)
Spektrofotometr Agilent 8953 (Agilent technologies, USA)
Mikrocentrifuga 7200g (Denver Instrument Company, USA)
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Zatizeni pro deonizaci vody Milli QpLus (Millipore, USA)

3.1.2.1 Zafizeni pro pritokovou injekéni analyzu

Peristalticka pumpa Masterflax L/S (Cole—Parmer, USA)

Davkovaci ventil 6-Port Medium Pressure Injection Valves Bulkhead Version model
V-451 (ViciValco, USA)

Zdroj zéateni Mikropack DT mini-2-GS (Ocean Optics, USA)

Detektor Ocean Optics QE65000 ( Ocean Optics, USA)

Detek¢ni prutokova Z cela ( Ocean Optics, USA)

Optické kabely CPATCH 3180652 ( Ocean Optics, USA)

Cerpaci a spojovaci hadi¢ky Tygon (Cole—Parmer, USA)

3.1.2.2 Zarizeni pro sekvenéni injekéni analyzu

FlAlab 3500 (FIAlab, USA)

Zdroj zateni Mikropack DT miny —2—GS (Ocean Optics, USA)
Detektor Ocean Optics QE65000 ( Ocean Optics, USA)
Optické kabely QP600-2-SR ( Ocean Optics, USA)

Cerpaci a spojovaci hadi¢ky Tygon (Cole—Parmer, USA)
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4 Vysledky

4.1 Reakce kyseliny barbiturové s nitroanilinovou smeési
4.1.1 Predbézna méreni

Nejprve bylo zapotiebi zjistit absorpcni spektra jednotlivych slozek reakce a
reak¢énich produktii. Dale byl zjistén vliv pH prostiedi na absorbanci a nakonec byl

sledovan i asovy prabeh vzniku produkta.

4.1.2 Absorpéni spektra a vliv pH

Bylo zjisténo, Ze Samotnd p-nitroanilinova diazotatni smés (p—DS) ma
absorpéni maximum pii 260 nm. Kyselina barbiturova (KB) ma absorpéni maximum pfi
257 nm. Barevny komplex vznikly reakci KB s p—DS bez ovlivnéni pH (pH rovno 2,5)
ma absorpéni maximum pii 399 nm. Pfi stejné reakci v alkalickém prostiedi od pH 10 je
absorpéni maximum pii 330 nm. Tento barevny komplex vSak neni tvofen komplexem
p—DS s KB, ale samotnou p-DS v alkalickém prostiedi. V pfitomnosti KB dochazi
k ubytku mnozstvi volné p—DS, a tim i zeslabeni signalu pii 330 nm (snizeni hodnoty
absorbance). Jako optimalni byla zvolena hodnota pH okolo 2,5, kdy neni zapotiebi

upravy pH. Absorpéni spektra jsou zndzornéna na obr. 4.1.
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Obr. 4.1 Absorp¢ni spektra s p-nitroanilinovou diazota¢ni smési
1- KB, 2- p-DS , 3- KB a p-DS (pH 2,5), 4- KB a p-DS (pH 12,9), 5- p-DS (pH 12,9),

Cks=3,1.10° mol dm3, ¢,.ps = 5.10"° mol dm®

Diazotacni smés s 0—nitroanilinem ma dvé absorpéni maxima, jedno pii 220 nm
a druhé pii 275 nm znazornéné na obr 4.2. Komplex s 0-DS vykazoval oproti p-DS
odli$nou zavislost na pH. Pfi sniZeni na pH 2 absorbance siln€ poklesla oproti hodnoté
meéfené bez Upravy pH (pH = 2,5). Pti zvySeni pH na 4, hodnota absorbance jesté o néco
malo poklesla oproti hodnoté¢ métené pii pH 2. Tato lehce klesajici tendence se projevila
I U pH 6. Pro pH 8 byla hodnota absorbance jiz stejna jako pro pH 6. Pti pH 10 byla
hodnota absorbance nejvyssi, ovSem nasledné navySeni pH zplsobilo lehky pokles
absorbance na hodnotu srovnatelnou pro méfeni pii pH 2,5 ov§em absorpéni maximum
se pii obou téchto dvou méteni zacalo posouvat doprava na 414 nm pro pH 10 a 417 nm

pro pH 12.9. Jako optimalni byla tudiZ zvolena hodnota pH 2,5.
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Obr. 4.2 Absorp¢ni spektra s 0-nitroanilinovou diazota¢ni smési
1- KB, 2- 0-DS, 3- KB a 0-DS (pH 2,5), 4- KB a 0-DS (pH 12,9), 5- 0-DS (pH 12,9)

kg =3,1.10° mol dm, ¢o.0s =5.10° mol dm™3

4.1.2.1 Kinetika vzniku azobarviva

Dalsim zjistovanym faktorem byla doba vzniku azobarviva. Z obr. 4.3 je patrné,
ze ke kvantitativnimu zreagovani KB s p—DS dochazi az po cca 10 minutach. Z tohoto
duvodu je tato reakce nevyhovujici pro pouziti v prutokovych metodach FIA i SIA.
V piipad¢ pouziti 0-DS, dochazi ke kvantitativnimu zreagovani KB s 0-DS jiz po 90 s,
a proto ji bylo mozné pouzit pro méfeni pomoci pratokovych metod FIA a SIA. Méfeni
rychlosti vzniku azobarviva probihalo ve statickém uspofadani a byla pouzita KB 0
koncentraci 3,1.10° mol dm™= a o0-DS i p-DS o koncentraci 5.10°mol dm™.
Absorbance azobarviva s 0-DS byla méfena pii vinové délce 408 nm a absorbance
azobarviva s p—DS byla méfena pii 399 nm. Jelikoz je dale pracovano pouze s 0-DS, je

pro zjednoduseni oznacena pouze symbolem DS.
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Obr. 4.3 Rychlost vzniku azobarviva
1- p-DS, 2- 0-DS
ckg = 3,1.10° mol dm'®; ¢o.ps = 5.10"° mol dm®; ¢,.ps = 5.10°> mol dm>; 2, ps

=399 nm; Ao_ps =408 nm

4.1.3 FIA stanoveni

Pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci reakce s nitroanilinovou smeési byla
sestavena FIA aparatura s jednocinidlovym systémem skladajici se ze dvou tokd.
Tok diazotacni smési (tou bude nadale pouze smés pripravena z o-nitroanilinu) a tok
vody, do kterého byla pomoci davkovaciho ventilu se smyckou davkovana kyselina
barbiturova. Po smiSeni tokli smés putovala do reakcni civky, kde dosSlo k promichéani
jednotlivych slozek, a nasledn¢ do spektrofotometrického detektoru. Schéma zapojeni

FIA metody je zndzornéno na obr. 4.4.
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Obr. 4.4 Schéma zapojeni FIA

1-davkovaci smycka 2-reakcni civka 3- detektor

4.1.3.1 Optimalizace prutokové rychlosti

Optimalizace pratokové rychlosti byla prvnim kritériem optimalizace pro
stanoveni Kyseliny barbiturové prutokovou injekéni analyzou. Pii méfeni byla ménéna
pratokova rychlost nosného toku (H,O) a vybarvovaciho ¢inidla (DS), ostatni parametry
byly konstantni. Z tab. 4.1 je patrné, ze ¢im niz$i prutokova rychlost, tim vyssi hodnota
absorbance. Dale bylo zjisténo, Ze pratokova rychlost vybarvovaciho ¢inidla hodnotu
absorbance ovliviluje vyraznéji, nez prutokova rychlost toku obsahujici vzorek. Pii
nizké pratokové rychlosti (0.5 mlmin™) vody a vysoké pritokové rychlosti
(2,5 ml min*) vybarvovaciho &inidla byla hodnota absorbance vic jak 4,5x niZsi, nez pii
opaéném provedeni (v(H20) = 2,5 mImin™ a vps = 0,5 ml min™Y). Jako optimélni byla
zvolena pritokova rychlost v = 0,5 mlmin™, jak pro analyt, tak pro vybarvovaci
&inidlo. M&feni probihalo za tdchto podminek: koncentrace KB 3,1.10 mol dm™,
koncentrace DS 5.10 % mol dm 3, davkovany objem KB 250 pl, objem pouzité civky
100 pl.

Tab. 4.1 Optimalizace pritokové rychlosti
cks=3,1.10° mol dm®; cps=5.10">mol dm®; Vg = 250 zd; Ve, = 100 4

V(HZO)/ ml min_l

A408
0,5 1 1,5 2 2,5

0,5| 0305 0292 0,287 0,264 0,217
1 0152 0,177 0,187 0,188 0,175
15 (0089 0,120 0,136 0,141 0,142
2 | 006 0092 0,101 0,107 0,114

Vpsy Ml mint

2,5 10046 0,082 0,078 0,084 X
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4.1.3.2 Optimalizace davkovaného objemu

Dalsim
parametry by

koncentrace D

zjistovanym parametrem byl davkovany objem analytu. Ostatni
ly béhem méfeni konstantni. Koncentrace KB 3,1.10° mol dm?,

S 5.10 % mol dm™3, objem pouzité civky 100 pl. Pro méfeni byla pouZita

zji§téna optimalni pritokova rychlost z predchozich méfeni 0,5 mlmin™ jak pro

mobilni fazi, tak pro vybarvovaci ¢inidlo. Z grafu na obr. 4.5 je patrné, ze pii vétSim

davkovacim objemu dochazi vzdy Kk rozsifeni absorpéniho piku. Pti niz§ich davkovacich

objemech (100 pl a 200 pl) hodnota absorpéniho maxima vzristala se vzrdstajicim

mnozstvim davkované KB. Od objemu 250 ul se hodnota absorbance témét neménila,

dochazelo jiz pouze k rozsitovani piku vlivem rozsiteni zony s kyselinou barbiturovou.

Proto byl jako

408

optimalni davkovany objem zvolen objem 250 pl.

04 -

(
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Obr. 4.5 Optimalizace davkovaného objemu
1- 100 zd, 2- 200 zd, 3- 250 4, 4- 500 4, 5- 1000 zd
v(H,0 i DS) = 0,5 ml min; cps = 5.10 2 mol dm™>; Vs, = 100 zd;

ckg = 3,1.10° mol dm™3
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4.1.3.3 Optimalizace objemu reakéni civky

Dalsim sledovanym parametrem byl objem reak¢ni civky. Optiméalni pritokova
rychlost mobilni faze 1 vybarvovaciho c¢inidla byly pouzity z piedchozich méfeni
0,5 ml min?, stejné jako optimalni davkovany objem 250 ul. Pro méfeni byla pouzita
KB o koncentraci 3,1.10 > mol dm™ a DS o koncentraci 5.10 mol dm. Jelikoz ke
kvantitativnimu vzniku barevného komplexu dochazi az po cca 90 s, je zapotiebi takova
reak¢ni civka, ktera zabezpeci komplexu dostatek ¢asu na kvantitativni zreagovani, ale
zaroven nesmi dochazet k pfiliSnému rozmyvani reakéni zony a tim i tvaru piku. Z grafu
na obr. 4.6 je patrné, ze pti objemech reakéni civky do 750 ul s nardstajicim objemem
narustala i hodnota absorbance barevného komplexu nebo-li s pfirdstajicim ¢asem
stravenym v reakéni civce vznikne vétsi mnozstvi sledovaného komplexu. Pfi objemu
750 a 1000 pl byla absorbance barevného komplexu nejvyssi, 750 ul bylo zvoleno jako
optimalni. Pfi vysSich objemech 1250 ul a 1500 ul byla absorbance nizsi v disledku

rozmyvani zony.
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Obr. 4.6 Optimalizace objemu reakéni civky
1- 100 gd, 2- 200 g4, 3- 250 g, 4- 500 g4, 5- 750 4d, 6- 1000 g4, 7- 1250 g, 8- 1500 4
v(H,0 i DS) = 0,5 ml min™; cps = 5.10 *mol dm3; Vg = 250 d;

kg =3,1.10° mol dm™3
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4.1.3.4 Optimalizace koncentrace diazotacni smési

Poslednim sledovanym parametrem byla koncentrace diazota¢ni smési. Jako
optimalni koncentrace DS byla zvolena koncentrace 2.10* mol dm™>. Pi nizsi
koncentraci DS 5.10° mol dm byla absorbance niz3i a nedochazelo ke kvantitativnimu
zreagovani veskeré KB. PH koncentraci DS od 1.10* moldm™ byla hodnota
absorbance takika stejna. LiSila se nepatrné o pozlstatek piku nezreagované DS.
Vysledky méfeni jsou zaznamenany v tab. 4.2. Pro méfeni byla pouzita KB o
koncentraci 3,1.10° mol dm™3, pritokova rychlost mobilni faze i vybarvovaciho &inidla
0,5 ml min, davkovany objem KB byl 250 pl a byla pouZita reakéni civka o objemu
750 pl.

Tab. 4.2 Optimalizace koncentrace diazota¢ni smési
v(H,0 i DS) = 0,5 ml min™; Vg = 250 u; ckg = 3,1.10 > mol dm™3;
Veiviy = 750 g4

Cps, (Mol dm_s) Asgog

5x107 0,681
2,5x107 0,680

1x10°° 0,685
5x10™* 0,675
1x10~* 0,660
5x107° 0,610

4.1.3.5 Kalibrac¢ni zavislost

Po zjisténi optimalnich experimentalnich podminek této reakce ve FIA
uspofadani byla proméfena kalibraéni zavislost a zjiStény zakladni charakteristiky
stanoveni kyseliny barbiturové pomoci diazotacni smési s pouzitim priitokové injekcni
analyzy se spektrofotometrickou detekci.

Byly proméfeny koncentrace KB vrozmezi 7,8.10" az 5.10™ mol dm™.
Linearni zavislost vSak byla zjisténa pouze pro hodnoty 2,0.10° az 1,2.20* mol dm™
(obr. 4.7). Pii vysSich hodnotach koncentrace KB dochazelo jiz k vyraznému

zaktivovani kalibrac¢ni zavislosti. Hodnoty absorbance byly métfeny pti pritoku 0,5

29



ml min* DS i H,0, koncentraci DS byla 2.10* mol dm, objemu reakéni civky 750 pl

a davkovaném objemu kyseliny barbiturové 250 pl.
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Obr. 4.7 Kalibraéni zavislost stanoveni koncentrace kyseliny barbiturové

V(H,0 i DS) = 0,5 ml min™; cps = 2.10* mol dm™>; Vig = 250 d; Vejusy = 750 4

Nasledné byly zjisStovany dalsi charakteristiky stanoveni KB touto metodou.
Mezi uvedené charakteristiky byla zahrnuta mez detekce a stanovitelnosti,
opakovatelnost, citlivost a korelacni koeficient. Tyto hodnoty jsou pro néazornost

uvedeny spolu s charakteristikami pro SIA uspotadani v tab. 4.4 (na str. 36).

4.1.4 SIA stanoveni
4.1.4.1 Optimalizace davkovaného objemu

Optimalizace davkovaného objemu KB i DS byla prvnim kritériem optimalizace
pro stanoveni kyseliny barbiturové sekvencni injekéni analyzou. Pfi méfeni byly
méneény davkovaci objemy obou slozek a ostatni parametry zustaly konstantni. Na obr.
4.8 prvni pik odpovida davkovanému objemu 50 pl obou slozek. Druhy pik odpovida
davkovanému objemu 100 pl, tfeti 150 pl, ¢tvrty 200 pl a posledni 300 ul vzdy obou

slozek. Z grafu na obr. 4.8 je patrné, ze pii zvySovani objemt davkovanych slozek se
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hodnota absorbance zvySuje pouze nepatrné. Pii davkovacim objemu 10 pl DS i KB
nebyl pik zaznamenan. Pfi davkovacim objemu 50 ul, 100 ul a 150 ul DS i KB byl
ziskan $picaty pik na konci lehce rozmyty. Pfi davkovacich objemech 200 ul a 300 pl
opét U obou cinidel dochazelo k mirnému navySovani absorbance zdkladni linie a
prudkému sestupu absorbance pod zakladni linii tésné pfed vznikem piku. Tyto piky
m¢ély Ssice o néco vyssi hodnotu absorbance, ale byly jiz znaéné ze zadni ¢asti rozmyté.
V piipadé zachovani davkovaného objemu KB a navyseni ddvkovaného objemu DS
dochazelo k snizeni hodnoty absorbance (viz tab. 4.3). Naopak pii zachovani
davkovaného objemu DS se se zvySenim davkovaného objemu KB absorbance zvysila.
Z té&chto diavodu byl jako optimalni davkovany objem obou slozek zvolen 150 pl.
Mgfeni probihalo pii pritoku 0,5 mImin™ a byla pouzita DS o koncentraci 2.10°*

mol dm a KB o koncentraci 3,1.10° mol dm >, ¢as setrvéni v misici civee byl 10 s.
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Obr. 4.8 Optimalizace davkovaného objemu

v=0,5mlmin?; cps = 2.10" mol dm™; ckg = 3,1.107° mol dm™3; t, = 10s
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Tab. 4.3 Optimalizace davkovaného objemu
v=0,5ml min?; cps=2.10"* mol dm>; ckg=3,1.10 > mol dm>; t,=10's

Ve ()
50 100 150 200 300
50 {0,18 0,204 - - -

100|0,16 0,182 - 0,21 0,25
Vos (ul) 150 — - 0182 - -

200 - 0,158 - 0,185 -

300 - 0,155 - - 0216

4.1.4.2 Optimalizace koncentrace diazotaéni smési

Dal$im sledovanym parametrem byla koncentrace diazotacni smési. Pfi méfeni
byly pouzity optimalni davkovaci objemy z piede§lého méfeni, tedy 150 pl. Ostatni
parametry zistaly konstantni. Priitokova rychlost 0,5 ml min™, koncentrace KB 3,1.10°°

mol dm, &as setrvani v misici civee byl 10 s.
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Obr. 4.9 Optimalizace koncentrace diazota¢ni smési

v=0,5ml min™; Vkg = 150 u; Vps = 150 z; ckg = 3,1.10° mol dm™>; t,=10 s
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Z grafu na obr. 4.9 je patrné, Ze pii koncentracich DS do 1,6.10° mol dm™
dochazelo s velkym zvySenim koncentrace DS k velkému zvySeni hodnoty absorbance.
Pii koncentracich nad 1,6.10° mol dm™ jiz nebyl rozdil tak vyrazny. Jako optimalni
koncentrace DS byla stanovena koncentrace 3.10° mol dm™ z divodu dali aspory

reak¢énich ¢inidel.

4.1.4.3 Optimalizace rychlosti prutoku

Dalsim sledovanym parametrem byla pritokova rychlost reakéni smési
detektorem. Na obr. 4.10 prvni pik odpovida rychlosti pritoku 0,125 ml min™, druhy
0,25 ml min, tieti 0,5 ml min ™, &vrty 1,0 ml min™, paty 1,5 mlmin™ a posledni 3,0
ml mint. Z grafu je patrné, e se zvysujici se pritokovou rychlosti se mirng sniZuje
hodnota absorbance, a pik se zuzuje. Pti nizkych pritokovych rychlostech 0,125 az 0,5
ml min navic dochazi k vyraznému rozmyvani sestupné &asti piku. Proto byla jako
optimalni rychlost pritoku zvolena hodnota 1,0 ml min™'. Pik je dostate¢né Gzky a
nedochdzi k pfili§ vyraznému rozmyvani. Hodnota absorbance je sice niz$i, ale to je
zpusobeno kratkym reakénim Casem, ktery byl nasledné prodlouzen délkou setrvani

V misici civce.
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Obr. 4.10 Optimalizace rychlosti pritoku
Vks =150 l; ckg = 3,1.10° mol dm™>; Vps = 150 zd; cps= 2.10*mol dm™>; t,= 10 s
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Pti vysSich pritokovych rychlostech byly piky jiz velmi uzké. Pro méfeni bylo
pouzito 150 pl DS o koncentraci 3.10° mol dm=a 150 ul KB o koncentraci 3,1.10°°

mol dm 3, &as setrvani v misici civee byl 10 s.

4.1.4.4 Optimalizace €asu setrvani v misici civce

Poslednim sledovanym parametrem byla doba setrvani komponent v misici civce
(). Z grafu na obr. 4.11 je patrné, ze pii Case pod 20 s, tedy s relativné malym ¢asovym
intervalem setrvani reak¢éni smési v civee dochazelo k velké zméné absorbance pii malé
zméné Casu. Naopak pii ¢ase nad 30 s dochazelo pii velké zméné Casu k relativné
malému nardstu absorbance. Rozmyti konce piku nemélo na Cas setrvani komponent
vV misici civee pfili§ vliv. Jako optimalni doba byla zvolena hodnota 25 S. Pro méteni
bylo pouzito 150 pl DS o koncentraci 3.10° mol dm2 a 150 ul KB o koncentraci

3,1.10"° mol dm™3, rychlost priitoku &inila 1,0 ml min 2,
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A408 ! E E
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Obr. 4.11 Optimalizace ¢asu setrvani v misici civce
v=1,0ml min?; Vkg =150 u; ckg = 3,1.10"> mol dm>; Vps = 150.4;

Cps = 3.107° mol dm™
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4.1.4.5 Kalibraéni zavislost

Po zjisténi optimalnich experimentalnich podminek byla proméfena kalibracni
zavislost a zjistény zakladni charakteristiky stanoveni kyseliny barbiturové pomoci
diazota¢ni smési s pouzitim sekvencni injek¢ni analyzy.

Byly promé&feny koncentrace v rozmezi 7,8.10 " az 5.10* mol dm™> Linearni
zavislost vSak byla zjisténa pouze pro hodnoty 3,9.10 ® a7 6,2.10° mol dm znézornéné
na obr. 4.12. Pii vys$ich hodnotach koncentrace KB dochazelo jiz k vyraznému
zakiivovani kalibracni zavislosti. Hodnoty absorbance byly méfeny pi#i pratoku 1,0
ml min™*, koncentrace DS byla 3.10° mol dm3, ¢as straveny v misici civce byl 25 s a

davkovany objem kyseliny barbiturové i diazota¢niho ¢inidla ¢inil 150 pl.
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Obr. 4.12 Kalibra¢ni zavislost stanoveni koncentrace Kyseliny barbiturové

v=1,0mlmin™; Vkg =150 zd; Vps = 150; cps = 3.10° mol dm™

4.1.4.6 Porovnani charakteristik FIA a SIA stanoveni

Citlivost stanoveni byla zjiSténa ze smérnice kalibracni pfimky stanoveni
kyseliny barbiturové pomoci obou metod. Hodnota LOD byla spoditana jako
trojnasobek Sumu podéleny smérnici kalibra¢ni pifimky prochazejici pocatkem. Hodnota

LOQ byla vypoctena jako desetinasobek Sumu podéleny smérnici kalibracni ptimky

35



prochazejici pocatkem. Korela¢ni koeficient byl spocitan pomoci funkce CORREL
v programu Microsoft Excel 2010. Procentualni opakovatelnost byla spocitana jako
pomér smérodatné odchylky 10-ti méfeni k jejich priméru.

Ztab. 4.4 je patrné, ze pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci reakce
S nitroanilinovou smési je vhodnéjsi vyuziti FIA metody. FIA metoda ma sice niz$i
citlivost, ale mez detekce FIA metody je niz$i a pohybuje se okolo 1.10" mol dm™.
piesnosti je 3,3.10" mol dm™, coZ je niz& hodnota v porovnani se SIA metodou.

Opakovatelnost a korela¢ni koeficient je také lepsi pii pouziti FIA metody.

Tab. 4.4 Prehled dosazZené citlivosti, LOD, LOQ, korela¢niho koeficientu a
opakovatelnosti

Charakteristika FIA SIA
Citlivost (dm® mol™) 1,6.10° 7,7.10"

LOD (mol dm™3) 1,0.107 4,9.10”

LOQ (mol dm™) 3,3.107 1,6.10°°
Korelacni koeficient 0,9989 0,9988
Opakovatelnost (%) 1,30 3,10

4.2 Inhibice rozkladu methyloranze kyselinou barbiturovou

4.2.1 Predbézna méreni

Nejprve bylo zapotiebi zjistit absorpéni spektra jednotlivych slozek, jejich
stabilitu a casovy pribéh vzniku produkti. Na zakladé téchto spekter bylo rozhodnuto o

zplisobu vyuziti této metody pro analytické ucely.

4.2.1.1 Absorpcni spektra

Z méteni bylo zjisténo, Ze kyselina barbiturovd ma absorpéni maximum pfi
257 nm viz obr. 4.13. Samotna methyloranz (MO) vykazuje absorpéni maximum pfi

466 nm. V kyselém prostiedi 0,35 mol dm3HCl se jeji absorpéni maximum posouva na

36



508 nm. Pritomnost bromi¢nanu neovliviiuje absorpéni maximum MO. Z uvedeného

tedy vyplyva princip stanoveni KB.

200 300 400 500 600 700

A, nm

Obr. 4.13 Absorpéni spektra
1- MO, 2- KB, 3- MO+HCL, 4- MO+HCI+KBrOg3, 5- MO+KBrOs
cke=1.10"° mol dm 3, cyo = 10 mg I*,cricr = 0,35 mol dm 3, ¢(KBrO3) = 0,001 mol dm™®

MO poskytuje v pFitomnosti HCI absorpéni signal, ktery je odlisny od signalu ve
vodném prostiedi o pH piiblizné 7. Po piidavku bromi¢nanu dochazi k rozkladu MO (v
pfitomnosti HCI), coz se projevi vyraznym poklesem absorpcniho signalu pifi vinové
délce 508 nm v disledku jejiho rozkladu. Pfi soucasné ptitomnosti KB dochéazi ke
zpomaleni rozkladu MO, coz Ize vyuzit pro analytické tcely, kdy jako zékladni stav
(blank) je povaZzovano maximalni rozlozeni MO a tedy velmi nizky signal pfi 508 nm.
S rostoucim ptidavkem KB dochazi pak ke zpomaleni rozkladu MO, coz se projevi

Vv piesné daném ¢asovém okamziku naristem signalu oproti blanku.

4.2.1.2 Stabilita zasobniho roztoku MO

Dalsim zjistovanym faktorem byla stabilita zasobniho roztoku MO V neutralnim

a v kyselém prostredi.
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Obr.4.14 Stabilita MO a MO v kyselém prostiedi
1- cmo =10 mg It Ao = 466 nm, 2- cyo = 10 mg I"'v 0,35 mol dm 2 HCl,
Arviovhcr = 508 nm
Z grafu na obr. 4.14 je patrné, Ze prvni hodinu po ptipravé zasobniho roztoku
MO dochazi k lehkému zvySovani absorbance, poté se hodnota ustali, oviem z grafu na
obr. 4.15 je vidét, Ze s delSim ¢asovym odstupem hodnota absorbance MO znaéné klesa.
Po Sesti dnech se hodnota ustali na mén€ nez polovi¢ni hodnoté ptivodni absorbance.
V kyselém prosttedi je MO stabiln€jsi a dochdzi pouze k malym vykyviim hodnoty
absorbance. Z téchto divodi byl pro méfeni optimalni koncentrace MO, KBrOs a
kalibra¢ni ktivku pouzit vzdy cerstvy roztok MO, ktery byl néasledné okyselen 3,5

mol dm 2 HCL. P ostatnich m&fenich byl pouzit starsi roztok MO s vyssi koncentraci.
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Obr.4.15 Stabilita methyloranze
(cmo.=10 mg I'Y; Ap0= 466 nm)

4.2.1.3 Rychlost rozpadu MO

Poslednim sledovanym parametrem bylo ovlivnéni rychlosti rozpadu MO
piitomnosti kyseliny barbiturové. Z grafu na obr. 4.16 je patrné, Ze okyselena MO se
v pfitomnosti KBrOs rozpada kinetikou O-tého tadu. V ptitomnosti KB lze kiivku
rozdélit na dvé Casti. Absorbance se v prvni ¢asti kiivky snizuje velice pomalu. Délka a
strmost této kiivky je zavisla na koncentraci KB. V pfipadé nizké koncentrace KB
(1,6.10°° mol dm™) je kiivka velice kratka a strma. V piipadé vyssich koncentraci KB
(1,2.10° mol dm) je tato Cast delsi a méné strmd. V druhé casti vSech kiivek dochazi
k rozkladu MO srovnatelnou rychlosti jako v nepfitomnosti KB, coz je v rozporu se
zjisténymi vysledky v ¢lanku A. A. Ensafi a H. Movahedinia (2003) [66], kde se
rychlost rozpadu 1isi i ve druhé ¢asti kiivky. A to tak, ze pfi vysSich koncentracich KB

je druha ¢ast kiivky strméjsi, neZ v neptitomnosti KB.
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Obr. 4.16 Rychlost reakce MO a bromi¢nanu v pritomnosti riznych
koncentraci KB
1- ckg=0 mol dm >, 2- cxg=1,6.10"° mol dm 3, 3- ¢xg=2,6.10"° mol dm™?, 4-
cke=7,2.10° mol dm 3, 5- ckg=1,2.10"> mol dm™
cmo = 10 mg (v 0,35 mol dm™ HCI) ; ¢(KBrOs) = 0,001 mol dm>

4.2.2 FIA stanoveni
4.2.2.1 Usporadani metody FIA

Nejprve bylo zapotiebi sestavit aparaturu pro FIA méfeni. Jako prvni bylo
vyzkouseno zapojeni se dvéma mobilnimi fazemi, viz obr. 4.17a. Jednu fazi zde tvotila
jiz okyselena MO a druhou tvofil KBrOs. Vzorek KB se davkoval ptimo do faze
KBrOs;. Pfi tomto zapojeni vSak nedochdzelo k dostatecnému promiseni vsech
komponent. Pfi nadavkovéani vzorku se dostavila odezva nezdvisle na tom, zda byla
davkovana KB nebo H;O. Nosny tok slozeny zokyselené MO byl sloucen S
davkovanou latkou, ale k reakci s bromi¢nanem v daném tseku nedoslo, a byla ziskdna
fale$né pozitivni odezva. Poté bylo schéma zapojeni zménéno podle obr. 4.17b. Zde se
vzorek zavadi do vodné faze, ke které se postupné piida faze s KBrOs a posléze faze

S MO. Zde jiz dochézi k optimalnimu smiSeni jednotlivych slozek.

40



a) dvouproudova sestava FIA

KB

KBroO,

Y

y
()
1

MO+HCI

b) tfiproudova sestava FIA

KBrO,

H,O KB Q0009
. VY 3

MO+HCI 1

Obr.4.17 Schéma zapojeni metody FIA

1-davkovaci smycka 2-reakcni civka 3- detektor

4.2.2.2 Optimalizace prutokové rychlosti

Optimalizace pritokové rychlosti byla opét prvnim kritériem pro stanoveni
kyseliny barbiturové prutokovou injekéni analyzou. Pro méfeni byla pouzita pouze
jedna pumpa, proto nebylo mozné ménit pritoky jednotlivych komponent libovolné. Pfi
meéfeni dochazelo ke zméné prutokové rychlosti mobilni faze slozené z H,O, MO a
roztoku bromi¢nanu draselného. Ostatni parametry zdstaly zachovany. Jako zakladni
linie je pouzit nosny tok slozeny ze vSech tfi slozek (MO, H,O a KBrOs) po smiSeni.
Z grafu na obr 4.18 je patrné, ze se zvysujici se prutokovou rychlosti se snizuje hodnota
absorbance smési. Tato skutecnost je ovlivnéna dvéma faktory a to jednak nedostatecné
dlouhou ¢asovou reakci mezi methyloranzi a bromi¢nanem (v pfipadé pouziti H,O jako
zakladni linie s rostouci pritokovou rychlosti roste hodnota absorbance zakladni linie
tvofené mobilni fazi). Tak i krat§i dobou reakce KB abromi¢nanu draselného. Pii
nizkych pritokovych rychlostech 0,3 a 0,5 ml min™ vznika nejednotny pik. Z t&chto
diivodi byla jako optimélni pritokova rychlost zvolena rychlost 0,7 ml min™.

Umoziuje dostatecné dlouhou dobu reakce mezi MO, bromicnanem a kyselinou
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barbiturovou. M&keni probihalo za téchto podminek: koncentrace MO 40 mg I*, objem
davkovaci smycky 250 ul, objem reakéni civky 1000 pl, koncentrace KB 1,0.10°*

mol dm~3, koncentrace KBrOz 0,2 mol dm™.
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Obr. 4.18 Optimalizace pritokové rychlosti
1-0,3ml min%, 2- 0,5 ml min'%, 3- 0,7 ml min %, 4- 1,0 ml min?, 5- 1,5 ml min?,
6-2,0ml min't, 7- 2,5 ml min*
tmo.= 40 mg I'Y; Vig = 250 sl Vejugy = 1000 £4; cg = 1.10* mol dm3;
¢(KBrO3)= 0,2 mol dm™ 3

4.2.2.3 Optimalizace davkovaného objemu

Dal$im zjiStovanym parametrem byl davkovany objem analytu. Ostatni
parametry zistaly bshem méfeni konstantni. Koncentrace KB 1.10* mol dm
koncentrace MO 40 mg I*, koncentrace KBrO3 0,2 mol dm™3, objem reakéni civky 1,0
ml. Pro méfeni byla pouzita zjiSténd optimalni pratokova rychlost z predchoziho méfeni
0,7 mlmin pro vSechny tii komponenty. Zakladni linii tvoii odezva na nosny tok
slozeny ze vsech tii slozek (MO, H,O a KBrOs). Z grafu na obr 4.19 je patrné, ze u

davkovaného objemu 100 a 250 pl se hodnota absorbance zvySuje. Od davkovaného
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objemu 250 pl se se zvySenim objemu jiz hodnota absorbance neméni a dochazi pouze

k rozsifovani piku. Proto byl jako optimalni davkovany objem zvolen objem 250 pl.
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Obr.4.19 Optimalizace davkovaného objemu.
1- 1000 zd, 2- 700 4, 3- 500 4, 4- 250 4, 5- 100 zd
v(H,0,MO0,KBr0s) = 0,7 ml min™*; cyo = 40 mg I'*; Vs, = 1000 z4; cg = 1.10* mol
dm3; ¢(KBrOs) = 0,2 mol dm™®

4.2.2.4 Optimalizace objemu reakéni civky

DalSim sledovanym parametrem byl objem reak¢ni civky. Ostatni parametry
ziistaly konstantni. Koncentrace KB 1.10* mol dm™, koncentrace MO 40 mg I,
koncentrace KBrO; 0,2 mol dm™. Pro mé&feni byl pouzit zjistény optimalni objem
davkovaci smy&ky 250 pl a pritokova rychlost z predchoziho mé&feni 0,7 ml min™ pro
vSechny tfi komponenty. Zékladni linii tvoii odezva na nosny tok slozeny ze vSech tii
slozek (MO, H,O a KBrOs). Z grafu na obr 4.20 je patrné, ze az do objemu 1500 pl
S nartstajicim objemem reak¢ni civky narusta i hodnota absorbance. ZvysSeni objemu
reakéni civky nad 1500 pl jiz nema na hodnotu absorbance vliv. Pfi objemu 250 pl je
navic patrné nedostate¢né promiSeni vSech komponent a drobné kolisani absorbance.

Jako optimalni objem reak¢ni civky byl zvolen objem 1500 pl.
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Obr. 4.20 Optimalizace objemu reakéni civky.
1- 1750 gd, 2- 1500 g4, 3- 1000 g4, 4- 750 g, 5- 500 zd, 6- 250 zd
v(H,0,MO,KBrOs) = 0,7 ml min'%; cyo =40 mg I'"; Vg = 250 ud;
cke = 1.10* mol dm3; ¢(KBrOs) = 0,2 mol dm™®

4.2.2.5 Optimalizace koncentrace MO a KBrOg3

DalSim sledovanym parametrem byla koncentrace MO. JelikoZ sledovany pik se
nachazi mezi hodnotou absorbance samotné MO a hodnotou absorbance MO po reakci
s KBrO3 je zapotifebi aby tento rozptyl byl co nejvétsi. Z tab. 4.5 je patrné, ze se
zvySujici se koncentraci MO se zvySuje 1 hodnota absorbance. Z hlediska pifesnosti
meéfeni je vSak nevhodné, aby absorbance presahovala hodnotu jedna. Proto byla jako
optimalni stanovena koncentrace MO 25 mg I™. P¥ méfeni nebyl davkovan zadny
vzorek ani nedochazelo ke smiSeni s bromi¢nanem. Zasobni roztok bromic¢nanu byl

nahrazen destilovanou vodou.
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Tab. 4.5 Optimalizace koncentrace MO
v(H,0, MO) = 0,7 ml min!

cmo(mg ™) Asog
10 0,332
25 0,797
50 1,27
75 1,53

Poté byla sledovana optimalni koncentrace bromi¢nanu. Zde bylo zapotiebi, aby
sledovana absorbance klesla t€sné nad nulu, aby byl rozsah co nejvétsi. Z grafu na obr
4.21 vyplyva, ze je pii dané pratokové rychlosti dostacujici KBrO3z o koncentraci 0,2
mol dm™. P¥i vy$$i koncentraci bromi¢nanu dochézi ke sniZeni piku. Méteni probihalo
za téchto podminek: zékladni linii tvoii odezva na H,O, prutokova rychlost nosného
toku (MO, H,0 a KBrOs) 0,7 ml min™, koncentrace MO 25 mg I}, objem davkovaci
smy&ky 250 pl, objem reakéni civky 1500 pl, koncentrace KB 1.10* mol dm>.
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Obr.4.21 Optimalizace koncentrace KBrOs
1- 0,1 mol dm3, 2- 0,2 mol dm™3, 3- 0,25 mol dm 3, 4- 0,3 mol dm
v(H,0,MO,KBrOs) = 0,7 ml min'*; cmo = 25 mg I'"; Vg = 250 4d;
cke = 1.10* mol dm™>; V.14, =1500 4
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4.2.2.6 Kalibraéni zavislost

Po zjisténi optimalnich experimentalnich podminek byla proméfena kalibracni
zavislost a zjistény zakladni charakteristiky stanoveni kyseliny barbiturové pomoci
inhibi¢ni reakce v pfitomnosti bromic¢nanu a methyloranze s pouzitim pritokové
injek¢ni analyzy.

Byly proméfeny koncentrace v rozmezi 1.10° az 5.10* mol dm™. Linearni
zavislost viak byla zjisténa pouze pro hodnoty od 5.10° az 3.10"> mol dm ™ znazornéné
na obr 4.22. Pii vysSich hodnotach koncentrace KB dochazelo jiz k vyraznému
zakiivovani kalibra¢ni zavislosti. Hodnoty absorbance byly méfeny pii pritoku nosného
toku (MO, H,0 a KBrO3) 0,7 ml min™, koncentraci MO 25 mg I}, objemu davkovaci
smycky 250 ul, objemu reakéni civky 1500 ul, koncentraci KBrO3 0,2 mol dm ™,
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Obr. 4.22 Kalibraéni zavislost stanoveni koncentrace kyseliny barbiturové
v(H,0,MO,KBrOs) = 0,7 ml min'*; cmo = 25 mg I'"; Vg = 250 4d;
Ve, = 1500 zd; ¢(KBrOz) = 0,2 mol dm™®

Nasledné byly zjiStovany dalsi charakteristiky stanoveni KB touto metodou.

Mezi uvedené charakteristiky byla zahrnuta mez detekce a stanovitelnosti,
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opakovatelnost, citlivost a korela¢ni koeficient. Tyto hodnoty jsou pro nazornost

uvedeny spolu s charakteristikami pro SIA uspofadani v tab. 4.9 (na str.54).

4.2.3 SIA stanoveni
4.2.3.1 Optimalizace davkovaného objemu

Optimalizace davkovaného objemu KB, MO i KBrOs byla prvnim kritériem
optimalizace pro stanoveni kyseliny barbiturové sekvencni injek¢éni analyzou. Pti
méfeni byly ménény davkovaci objemy vSech tii slozek, ostatni parametry zistaly
konstantni. Na obr. 4.23 prvni pik odpovidd davkovanému objemu 50 pl vSech tii
slozek. Druhy pik odpovida davkovanému objemu 100 pl, tieti 150 pl a ¢tvrty 200 pl
vzdy vSech slozek. Z grafu je patrné, ze pfi zvySovani objemi davkovanych slozek se
hodnota absorbance zvySuje u prvnich dvou (50 a 100 pl) pouze nepatrné. Pii dalSim

navyseni davkovanych objemu (150 a 200 pl) je rozdil vétsi.
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Obr. 4.23 Optimalizace davkovaného objemu
cmo =25 mg 1'%, ckg = 1.10* mol dm ™, ¢(KBrOs) = 0,2 mol dm ™3, t, = 0s,

v=1,0mlmin?

47



Pti zachovéani objemt reakcnich Cinidel (MO a KBrOs) a soucasném zvyseni
objemu vzorku dochézelo ke snizeni hodnoty absorbance vlivem nafedéni komponent.
Z tohoto divodu byl zvolen co nejmensi objem jako optimalni objem davkovaného
vzorku a to 50 ul. V ptipadé¢ zachovani davkovaného objemu KB a navySeni
davkovaného objemu KBrOjz dochazelo k snizeni hodnoty absorbance (viz tab. 4.6 ).
Velikost snizeni byla zavisla na davkovaném objemu MO. Z téchto divodi byl jako
optimalni davkovany objem zvolen objem 150 ul jak pro MO tak pro KBrOs;. Méteni
probihalo pii prtoku 1,0 ml min* a byla pouzita MO o koncentraci 25 mg 1!, KBrO; 0
koncentraci 0,2 mol dm™ a KB o koncentraci 1,0.10 mol dm™ , &as setrvani v misici

civee byl 0 s.

Tab. 4.6 Optimalizace davkovaného objemu
cmo =25 mg 1%, ckg = 1.10* mol dm 3, ¢(KBrO3) = 0,2 mol dm ™=, t, =0,

v=1,0mlmin?

Pro Vg 50 pl Pro Vg 100 pl
" V(KBrOy), (1) _ V(KBrO), (s
50 100 150 200 50 100 150 200
50 |0,778 50 |0,484 0,485 0,476
100 0,963 100 | 0,985 0,789
150 | 1,341 1,003 150 |1,174 1,077 0,984
200 200
Pro Vg 150 ul Pro Vg 200 ul
V(KBrO,), () V(KBrO3), (s
Vuolt) | s 100 150 200 ™M) | 50 100 150 200
50 50
100 0,694 100
150 0,893 150
200 200 1,003

4.2.3.2 Optimalizace rychlosti priutoku

DalSim sledovanym parametrem byla rychlost pritoku. Na obr 4.24 prvni pik
odpovida rychlosti priitoku 0,125 ml min™, druhy 0,25 ml min™, tfeti 0,5 ml min™,
tvrty 1,0 ml min™, paty 1,5 ml min ™, a posledni 2,0 ml min*. Z grafu na obr 4.24 je
patrné, ze se zvysujici se pritokovou rychlosti se snizuje hodnota absorbance, a pik se

zuzuje. PH nizkych pritokovych rychlostech 0,125 az 0,5 mlmin™” navic dochazi
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k vyraznému rozdvojeni piku. Proto byla jako optimalni rychlost pratoku zvolena
hodnota 1,0 mI mint. Pik je dostate¢né uzky a nedochazi k prili§ vyraznému
rozmyvani. Pfi vySSich pratokovych rychlostech byly piky jiz velmi tzké. Pro méfeni
bylo pouzito 150 ul KBrOs o koncentraci 0,2 mol dm 2, 150 ul MO o koncentraci 25

mg I*a 50 ul KB o koncentraci 1.10 mol dm ™, &as setrvani v misici civce byl 0's.

1.2 T T T T T T T T T T T T
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Obr. 4.24 Optimalizace rychlosti priitoku
V(KBrO3) = 150 u, ¢(KBrOs) = 0,2 mol dm 3, Vo= 150 4, cmo = 25 mg |2,
Vks = 50 4, ckg = 1.10 * mol dm™>,t, = 0s

4.2.3.3 Optimalizace koncentrace MO a KBrO3

DalSim sledovanym parametrem byla koncentrace MO. Pii méteni byly pouzity
optimalni davkované objemy z piedeslého méfeni tedy 150 ul KBrOsz, 150 ul MO a
50 ul KB. Ovsem tyto slozky davkované nebyly, byla davkovana pouze MO 0 rizné
koncentraci a misto KBrO; a KB byla pouzita voda. Prutokova rychlost byla
1,0 ml min*. Z tab. 4.7 je patrné, Ze se zvySujici se koncentraci se zvySuje i hodnota

absorbance MO. Jelikoz pfi reakci s bromi¢nanem dochazi k rozkladu MO byla zvolena
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koncentrace s vysokou hodnotou absorbance, ktera nepiedstavuje piili§ velkou chybu

méfeni a to okolo 1,2. Této absorbanci nejbliZze odpovidala koncentrace MO 25 mg I .

Tab. 4.7 Optimalizace koncentrace MO
V(H,0)=200 2, Vyo= 150 s, t; =0's, v=1,0 ml min™

Crmo, mg 1™ Asos
10 0,509
20 0,982
25 1,204
30 1,423
40 1,742
50 1,931

Poté byla stanovena optimalni koncentrace KBrOs. Méfeni bylo provadéno vzdy
dvakrat. Jednou v ptitomnosti KB a jednou bez piitomnosti KB za stejnych podminek.
Pro méfeni byly pouzity optimalni davkované objemy 150 ul KBrO; o rizné
koncentraci, 150 pul MO o koncentraci 25 mg 1™ a 50 pl KB o koncentraci 1,0.10*
mol dm 3, &as setrvani v misici civce byl 0 s a pritokova rychlost &inila 1,0 ml min.
V ptitomnosti KB byly ziskany symetrické Gaussovské piky lisici se nepatrné hodnotou
absorbance v zavislosti na koncentraci KBrOs. Se stoupajici koncentraci KBrOz mirné
klesa hodnota absorbance smési. V piipadé¢ neptfitomnosti KB dochazelo s rostouci
koncentraci KBrOs; ke zméné vysky i tvaru piku. Pfi koncentracich 0,1 az 0,2 mol dm®
KBrO; dochéazelo k rozdéleni piku na dvé ¢asti. Prvni ¢ast méla lehce niz§i hodnotu
maximalni absorbance, druhd ¢ast ji méla vyssi, presto pik pusobil celistvy. Pfi
koncentracich 0,25 a 0,30 mol dm™ KBrO; dochazelo k vyraznému rozdsleni piku na
dve casti viz. obr. 4.25. Jako optimalni koncentrace KBrOjs byla zvolena koncentrace
s nejvétsim rozdilem vysek pikd, a to 0,2 mol dm . Nejvétsi rozdil ploch pikil byl sice
dosazen pii koncentraci 0,3 mol dm™ viz tab. 4.8, oviem pouze v p¥ipadé pouziti KB o
vyS$ich koncentracich 1,0.10™* mol dm~3, v piipadé pouziti niz8i koncentrace se rozdil

ploch piku snizoval.
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Obr. 4.25 Optimalizace koncentrace KBrO;
1- v pritomnosti KB, 2- bez KB
V(KBrO3)=150 z, Vo = 150 2, cmo = 25 mg 1%, Vkg = 50 ud, cxg = 1.10* mol dm 3,

t,=0s,v=21,0mlmin?

Tab. 4.8 Optimalizace koncentrace KBrO;
V(KBrO3)=150 z, Vo= 150 z, cmo = 25 mg I}, Vkg = 50 u, cxg = 1.10* mol dm 3,

t,=0s,v=1,0mlmin?

c(KBrO;), Asos rozdil rozdil
mol dm™ (s KB) vysek ploch
pikd pikd
0,1 1,107 0,357 3,972
0,15 1,088 0,456 7,195
0,2 1,035 0,478 8,800
0,25 1,023 0,459 8,868
0,3 0,953 0,446 9,054
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4.2.3.4 Optimalizace ¢asu setrvani v misici civce

Poslednim sledovanym parametrem byla doba setrvani komponent v misici civce
(t). Z grafu na obr. 4.26 je patrné, Ze pti Case pod 10 s, S prodlouzenim ¢asu doslo
K nepatrnému nartstu absorbance. Naopak pii Case nad 10 s, s nardstem ¢asu doslo
k relativné velkému snizeni absorbance. Reakce viditelné probiha jiz po 10 s stravenych
V misici civce, a proto byl tento ¢as zvolen jako optimalni. Rozmyti piku nemélo na Cas
setrvani komponent v misici civce vliv. Pro méfeni bylo pouzito 150 ul KBrOz; o
koncentraci 0,2 mol dm=a 50 ul KB o koncentraci 1,0.10°° mol dm®, 150 pl MO o

koncentraci 25 mg I}, rychlost priitoku &inila 1,0 ml min ™,
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Obr.4.26 Optimalizace ¢asu setrvani v misici civce
v=1,0ml min™, V(KBrOs) = 150 s, ¢(KBrO3) = 0,2 mol dm™, Vo = 150 /4,
cmo = 25 mg 1%, Vg = 50 4, ckg = 1.10°* mol dm®

4.2.3.5 Kalibrac¢ni zavislost

Po zjisténi optimalnich experimentalnich podminek byla prométena kalibracni

zavislost a zjiStény zakladni charakteristiky stanoveni kyseliny barbiturové pomoci
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inhibice rozkladu methyloranze pomoci bromi¢nanu S pouzitim sekvencni injekéni
analyzy.

Byly proméfeny koncentrace v rozmezi 3.10° az 1.10° mol dm™. Linearni
zavislost viak byla zjiiténa pouze pro hodnoty od 2.10° az 1.10™* mol dm® znazornéné
na obr 4.27. Pii vysSich hodnotach koncentrace KB dochazelo jiz k vyraznému
zakiivovani kalibra¢ni zavislosti. Hodnoty absorbance byly méfeny pi#i pratoku 1,0
ml min™*, koncentraci MO 25 mg I, koncentraci KBrOs 0,2 mol dm™, davkovanych

objemech 150 pul KBrOs, 150 ul MO a 50 pl, ¢as setrvani v misici civee byl 10 s.
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Obr. 4.27 Kalibra¢ni zavislost stanoveni koncentrace kyseliny barbiturové
v=1,0 ml min™, V(KBrO3)=150 z, c(KBrOs) = 0,2 mol dm 3, Vo= 150 4,
cmo=25mg I}, Vg =50 4, t, =10 s

4.2.3.6 Porovnani FIA a SIA

Zakladni charakteristiky, jako jsou citlivost, LOD, LOQ, korela¢ni koeficient a
opakovatelnost, byly spocitany stejnym zptisobem jako v piedchozim stanoveni.
Ztab. 4.9 je patrné, ze pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci inhibice

rozkladu methyloranze je opét vhodné&jsi vyuziti FIA metody. FIA metoda ma o tad
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koncentrace analytu, kterou Ize stanovit s pfijatelnym stupném spravnosti a piesnosti je
1,3.10° mol dm3, coz jsou hodnoty srovnatelné s hodnotami pro SIA metodu. Lepsi
opakovatelnost i korela¢ni koeficient vykazuje FIA metoda z divodu nejednotnosti piku

ziskanych pfi SIA metodé.

Tab. 4.9 Prehled dosazZené citlivosti, LOD, LOQ, korela¢niho koeficientu a
opakovatelnosti

Charakteristika FIA SIA
Citlivost (dm® mol™) 2,8.10" 4,9.10°

LOD (mol dm™3) 3,8.107 3,1.107

LOQ (mol dm™) 1,3.10° 1,0.10°
Korelacni koeficient 0,9981 0,9955
Opakovatelnost (%) 2,04% 6,40%

4.2.4 Shrnuti
4.2.4.1 Prehled optimalnich podminek pro jednotliva stanoveni

V tab. 4.10 jsou shrnuty optimalni podminky pro stanoveni KB pomoci metody
FIA s vyuzitim reakce KB s DS (Reakce 1) a inhibice rozkladu MO v piitomnosti KB

(Reakce 2).

Tab. 4.10 Pfehled optimalnich podminek pro stanoveni KB pomoci FIA
reakce 1- reakce KB s DS, c; - DS,
reakce 2-inhibice rozkladu MO pomoci KB, c¢1 - KBrOs, ¢; - MO

Parametry Reakce 1 Reakce 2
Vor (Ml min_l) 0,5 0,7

¢i (mol dm™) 5.107 2.10™
¢ (mgl™) X 25
Vi () 250 250
Veivky (1) 750 1500

Vtab. 4.11 jsou znazornény optimalni podminky pro stanoveni KB pomoci

metody SIA s vyuzitim reakce KB s DS (reakce 1) a inhibice rozkladu MO

Vv piitomnosti KB (reakce 2).
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Tab. 4.11 Pi‘ehled optimalnich podminek pro stanoveni KB pomoci SIA
reakce 1- reakce KB s DS, ¢,V - DS,
reakce 2- inhibice rozkladu MO pomoci KB, V1,C1 - KBrOs, V,,c, - MO

Parametry Reakce 1 Reakce 2
Vo, (ml min™) 1,0 1,0

c1 (mol dm™) 3.10° 2.107"
c, (mg ™) X 25
Vig (1) 150 50

Vi () 150 150
Vs (ul) X 150

t, (s) 25 10

4.2.4.2 Prehled dosazenych charakteristik metod

Jak je patrné z tab. 4.12 nejvétsi citlivosti bylo dosazeno pii stanoveni kyseliny
barbiturové pomoci reakce s nitroanilinovou diazota¢ni smési za pouziti SIA metody.
reakce s nitroanilinovou diazota¢ni smési za pouziti FIA metody. Nejniz$i hodnota
meze stanovitelnosti byla ziskana taktéZ pifi stanoveni kyseliny barbiturové pomoci
reakce s nitroanilinovou diazota¢ni smési za pouziti FIA metody. Z toho divodu byla
tato metoda zvolena za nejvhodngj$i pro stanoveni kyseliny barbiturové. Navic

vykazovala nejlepsi opakovatelnost a nejvyssi korelacni koeficient.

Tab. 4.12 Piehled dosazené citlivosti, LOD, LOQ, korela¢niho koeficientu a
opakovatelnosti

reakce 1- reakce KB s DS, reakce 2- Inhibice rozkladu MO

L. Reakce 1 Reakce 2
Charakteristiky
FIA SIA FIA SIA

Citlivost (dm> mol™) 1,6.10* | 7,7.10* | 2,810 | 4,9.10°
LOD (mol dm™3) 1,0.107 | 4,9.107 | 3,8107 | 3,1.10”
LOQ (mol dm™) 3,3.107 | 1,6.10° | 1,3.10° | 1,0.10°°
Korelacni koeficient 0,9989 0,9988 0,9981 0,9955
Opakovatelnost (%) 1,30% 3,10% 2,04% 6,40%
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NejhorSich vysledkli stanoveni kyseliny barbiturové bylo dosazeno pomoci
inhibice rozkladu methyloranze SIA metodou. Pii tomto provedeni bylo dosazeno o fad
a opakovatelnost vykazovala také nejhorsi vysledek. Z toho diivodu nebyla stanovovana
koncentrace kyseliny barbiturové pomoci inhibice rozkladu methyloranze SIA metodou

Vv biologickém materialu.

4.3 Stanoveni kyseliny barbiturové v biologickém materialu

Po optimalizaci podminek a ziskani kalibracnich zavislosti pro jednotlivé metody
byla stanovena koncentrace KB v krevnim séru. Koncentrace KB se nedala stanovit
Z neupraven¢ho séra diky pfitomnosti bilkovin, které ruSily spektrofotometrickou
detekci. Ve vSech méfenich (oba typy reakce, obé metody) byly ziskany vysoké hodnoty
absorbance nezéavislé na koncentraci KB. Bilkoviny ze séra byly srdZzeny pomoci

kyseliny trifluoroctové a acetonitrilu.
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Obr. 4.28 Stanoveni KB v séru pomoci reakce s benzendiazoniovou soli
1-FIA v(H20 i DS) = 0,5 ml min™; cps = 2.10* mol dm™>; V., = 250 zd; Ve, = 750 4
2-SIA v=0,5ml min™; Vi, =150 z; Vps = 1501; cps = 3.10~> mol dm™
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Kyselina trifluoroctova rusila stanoveni KB pomoci reakce s o0-nitroanilinovou
smési. Hodnoty absorbance =ziskané po reakci KB s o0-nitroanilinovou smési
Vv pfitomnosti trifluoroctové kyseliny byly velice nizké a nezavislé na koncentraci KB.
Hodnoty absorbance ziskané po reakci KB s o-nitroanilinovou smési v séru vysrazeném
acetonitrilem byly linearné zavislé na koncentraci KB. Linearni zavislost hodnot
absorbance na koncentraci KB v séru vysrazeném acetonitrilem je znazornéna na obr.

4.28, jak pii vyuziti metody FIA a tak pro metodu SIA.

Stanoveni KB pomoci inhibice rozkladu methyloranze bylo mozZzné provést
v ptitomnosti Kkys. trifluoroctové i acetonitrilu. Ov§em sérum vysrazené acetonitrilem
vykazovalo hodnoty srovnatelné vysoké, jako nevysrazené sérum. Navic nebyla
prokazana zavislost hodnot absorbance séra vysrazen¢ho acetonitrilem na koncentraci
KB. Z tohoto ditivodu bylo pro stanoveni KB pomoci inhibice rozkladu methyloranze

sérum srazeno pomoci trifluoroctové Kys.
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Obr.4.29 Stanoveni KB v séru pomoci inhibice rozkladu MO
v(H,0,MO,KBr0s) = 0,7 ml min™; cyo = 25 mg I'; Vig = 250 z4; Vi, = 1500 pl;
¢(KBrOs) = 0,2 mol dm3
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Linearni zavislost hodnot absorbance na koncentraci KB v séru vysrazeném
trifluoroctovou kyselinou je zndzornéna na obr. 4.29 pfi vyuziti metody FIA. Vzhledem
k nepfesnosti a nespolehlivosti metody SIA pro toto stanoveni nebyly biologické vzorky

touto metodou stanovovany.

Z vyse uvedeného vyplyva, ze pti spektrofotometrickém stanoveni KB obéma
metodami ma biologicka matrice (krevni sérum) vyznamny vliv na ziskany signal.
V téchto ptipadech je tedy nutné pracovat metodou standardniho ptidavku nebo

metodou spikovani vzorku.
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5 Zaver

Cilem této prace bylo nalezeni a porovnani optimalnich podminek pro stanoveni
kyseliny barbiturové pomoci dvou riiznych chemickych reakci v rezimu priatokové
injek¢ni analyzy a sekvencni injekéni analyzy se spektrofotometrickou detekci. Daéle
byla pozornost veénovdna zjiSténi moznosti stanoveni kyseliny barbiturové
Vv biologickém materidlu (krevnim séru).

Pro méfeni byly vyuzity dva typy reakci. Prvni z téchto reakci byla kopulacni
reakce mezi kyselinou barbiturovou a nitroanilinovou smési, pii které vznika barevny
produkt, ktery lze detegovat spektrofotometricky pti vinové délce 408 nm. Druhym
typem reakce byla inhibice rozkladu barevné slouc¢eniny. Konkrétné inhibice rozkladu
methyloranze pomoci halogend. Koncentraci methyloranze Ize detegovat
spektrofotometricky pii vinové délce 508 nm.

Optimalni hodnoty pro jednotliva stanoveni jsou shrnuty v tab. 4.10 a 4.11.
Dosazené charakteristiky jsou shrnuty v tab. 4.12, ze které je patrné, ze nejvhodnéjsi
zpusob stanoveni koncentrace KB je zaloZzeny na metodé vyuzivajici reakci so-—
nitroanilinovou smési za vyuziti FIA metody. Tato metoda vykazovala linearni rozsah
v rozmezi 2,0.107° az 1,2.10* mol dm™ kyseliny barbiturové. Citlivost metody byla
1,6.10* dm® mol™, LOD byl 1,0.10 " mol dm3, LOQ byl 3,3.10 " mol dm™3, korela¢ni
koeficient byl 0,9989, opakovatelnost 1,30 %. Naopak jako nejméné vhodné se jevilo
stanoveni kyseliny barbiturové pomoci inhibice rozkladu methyoranze metodou SIA.
V tomto piipadé bylo dosazeno linearni zavislosti v rozmezi 2.10° az 1.10* mol dm™
kyseliny barbiturové. Pii stanoveni kyseliny barbiturové pomoci reakce s o0-—
nitroanilinovou smési bylo za optimalnich podminek dosazeno linearni zavislosti
v rozmezi 3,9.107° az 6,2.10° mol dm® v piipadé pouziti SIA metody. Pii stanoveni
kyseliny barbiturové pomoci inhibice rozkladu methyloranze halogeny bylo dosazeno
za optimalnich podminek linearni zavislosti v rozmezi 5.10° az 3.10~° mol dm™ pii
pouziti FIA metody.

Porovnanim vysledkid méfeni koncentrace kyseliny barbiturové pomoci reakce
s nitroanilinovou smési pritokovymi metodami FIA a SIA s vysledky ziskanymi (B. B.
Ibraheem, 2011) bylo zjisténo, Ze prutokové metody maji linearni rozsah pti koncentraci

kyseliny barbiturové o tii fady niz, nez publikoval (B. B. Ibraheem, 2011).
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Porovnanim vysledkti méfeni koncentrace kyseliny barbiturové pomoci inhibice
rozkladu methyloranze pritokovymi metodami FIA a SIA s vysledky ziskanymi (A. A.
Ensafi a H. Movahedinia, 2003) bylo zjisténo, ze pratokovou metodou bylo dosazeno
vice jak polovi¢niho limitu detekce. Linearni rozsah byl u pritokovych metod nepatrné
z(zen Z obou stran.

Dale byla potvrzena linearni zavislost hodnoty absorbance na koncentraci
kyseliny barbiturové v modelovém biologickém materialu (krevnim séru) pro 3 metody
stanoveni. Konkrétn€ pro stanoveni kyseliny barbiturové pomoci reakce S 0—
nitroanilinovou smési metodou FIA i SIA a dale pro stanoveni kyseliny barbiturové

pomoci inhibice rozkladu methyloranze metodou FIA.
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