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Abstrakt

Tato diplomova prace se =zabyvala konstrukci a testovanim pratokoveé
nefelometrické detek¢ni cely zalozené na fotodiodé jako sensoru a laserovém zdroji
zafeni.

Funk¢nost zkonstruovaného zafizeni byla prokdzédna na stanoveni siranii
srazenim s chloridem barnatym pritokovou injek¢ni analyzou a bylo dosazeno vysledk
srovnatelnych se spektrometrickou detekci. Dale bylo zafizeni Gspésné aplikovano pro
stanoveni promethazinu na zakladé tvorby jeho $patné rozpustného iontového asociatu

s bromefenolovou modii.

Klic¢ova slova:
Nefelometrické stanoveni, prutokova injekcni analyza, laserovy zdroj zafeni, opticky

sensor, sirany, promethazin



Abstract

The aim of this thesis has been design, construction and application of a flow-
through nephelometric detection cell based on photodiode as a sensor and a laser
source.

The developed device has been tested and its function has been proven on the
determination of sulphate by flow injection analysis with nephelometric detection after
precipitation by barium chloride. The results achieved were comparable with those
obtained by spectrometric detection. Furthermore, the device has been successfully
applied to the determination of promethazine based on formation of its insoluble ion

associate with bromophenol blue.
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Seznam zkratek a symbolu
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BPB
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CBa
C BpB
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C pva
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DR

drc

bead injection

bromfenolova modi

koncentrace

koncentrace analytu

koncentrace barnatych iontd v roztoku ¢inidla
koncentrace bromfenolové modfi v roztoku ¢inidla
koncentrace chloridu sodného v roztoku ¢inidla
koncentrace polyvinylalkoholu v roztoku ¢inidla
kontinualni pritokova analyza

vzdalenost

digitaln€ analogovy prevodnik

dynamicky rozsah metody

délka reakeni civky

zativy tok, pti kterém vyrobce testoval parametry sensoru
pritokova rychlost ¢inidla

pritokova injek¢ni analyza

vysokouc¢inna kapalinova chromatografie

intenzita zafeni po pruchodu prostfednim

intenzita zéfeni pied prichodem prostiedim

vnitini primér

tabelovany koeficient pro vypocet smérodatné odchylky z rozpéti
linearni dynamicky rozsah metody

limit detekce

limit stanoveni

vlnova délka

vlnova délka maxima

vlnova délka, pii které vyrobce testoval parametry sensoru
mikrofluidni systém

pocet méteni

pocet kvant zéafeni vV daném Ccasovém intervalu (spektrometr

Ocean Optics HR 4000)
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PVA

SIA

Sr

vnéjsi pramér

typ sbérnice pro ptipojeni periferii k zakladni desce pocitace
polyvinylalkohol

koeficient korelace

rozpéti

odpor mezi vystupem a uzemnénim sensoru
signal

smérodatnd odchylka méfeni

sekven¢ni injek¢ni analyza

relativni smérodatna odchylka méfeni
rozptyl métfeni
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napéti na vystupu ze sensoru

aritmeticky pramér namétenych hodnot

median namétenych hodnot
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1 Uvod

1.1 Cil prace

Podstatnou vyzvou analytickych laboratofi jsou finan¢ni investice spojené
S pofizovanim a provozem instrumentace. Jednim z moznych pfistupti je doplikové
pouzivani =zafizeni sestrojenych z elektronickych soucéstek pifimo v laboratofi.
Jednoduchy turbidimetricky nebo nefelometricky detektor zalozeny na laserovém
modulu a fotodiodé¢ muze, napiiklad, nahradit spektrometricky detektor, ktery je pro
méieni rozptylu zafeni pouzivan nejcastéji.

Cilem této diplomové prace bylo zkonstruovat miniaturizovany pratokovy
detek¢éni systém pro nefelometrickd méfeni zalozeny na laserovém zdroji zéteni
a aplikovat ho pro stanoveni siranii a lé¢iva promethazinu pritokovou injekéni
analyzou. Zamérem bylo ziskat zatfizeni, které¢ by poskytovalo vysledky srovnatelné
s pouzitim komer¢niho zdroje zateni a spektrometru pii mnohem nizsich nakladech.

Stanoveni siranti bylo jako modelovy systém pro ovéieni funkce zafizeni
vybrano z n¢kolika divodi. Jedna se o bézny, zaroven ale vyznamny analyt nachdzejici
se, mimo jiné, ve vodnych vzorcich. Jeho stanoveni rliznymi analytickymi metodami jiz
bylo mnohokrat publikovano, takze existuje fada literarnich odkazd pro porovnani
vysledku ziskanych v této praci.

Jako druhy analyt byla zvolena organicka latka promethazin, 1é¢ivo ze skupiny
fenothiazini. Jedna se o Hj; antihistaminikum s vyraznymi tlumivymi G¢inky
na centralni nervovy systém. Toto léCivo lze mimo jiné stanovit turbidimetricky
prostiednictvim  tvorby Spatn€¢ rozpustného iontového asocidtu s nékterymi

acidobazickymi indikatory. [1]
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2 Teoreticka cast

2.1 Prutokové metody analyzy

Pritokové metody analyzy jsou jednou z modernich instrumentalnich technik
umoznujicich rychlé automatizované analyzy velkého mnozstvi vzorkd. Z tohoto
divodu se uplatiuji napt. ve farmaceutickém pramyslu. [2]

Vzorek je pii nich davkovan do proudu kapaliny, ktera ho transportuje z mista
nastfiku do detektoru a nasledné¢ do odpadu. Nosnym tokem mulze byt Ccinidlo,
do které¢ho je analyt nastiiknut, nebo mize sestavat ze zon Cinidel a analyti. V kazdém
ptipadé dochazi k reakci mezi analytem a ¢inidlem za vzniku detegovatelného produktu.
Protoze vSechny vzorky se nachazeji v jednom analytickém systému, musi byt zajisténo,
aby nedochazelo k jejich vzajemné kontaminaci. Vyznam tohoto pozadavku vzrista
s rostouci frekvenci zpracovavanych vzorki za jednotku Casu.

Automatizované analytické techniky poskytuji mnoho vyhod. Mimo jiné Setii pfi
analyzach velkych mnoZzstvi vzorka ¢as a naklady. Zarovenl automaticky analyzator
produkuje reprodukovatelnéjsi vysledky nez analytik provadéjici manudlni analyzu.
Uzavfeny systém navic rozsifil moznosti analyzy o pouzivani nestabilnich ¢inidel; jako
ptiklad lze uvést on-line generovani bromu z bromidu v kyselém prostiedi reakéniho
média. Dale je minimalizovan kontakt analytika s piipadnymi zdravi skodlivymi ¢inidly,
jejichz spotieba, a tudiz 1 mnoZstvi produkovaného odpadu, je oproti manudlnim
analyzdm niz§i. Tim jsou automatizované metody také Setrnéj$i vici zivotnimu

prostiedi. [3]

2.1.1 Kontinualni pratokova analyza

Prvni metodou pritokové analyzy byla kontinualni pritokova analyza (CFA),
poprvé publikovana v roce 1957, nékdy oznacovana také jako segmentova pritokova
analyza (SFA). Kontinualni pratokova analyza se ve své dobé prosadila v klinickych
a ocednografickych laboratofich zpracovavajicich velké objemy vzorkl, ovSem pozdéji
bylo od jejiho uzivani upusténo. Princip CFA spociva v nasavani vzorkl oddélenych
bublinami plynu do proudu reak¢niho ¢inidla. Bubliny zajistuji michani reakcéni smési

a zabranuji kontaminaci vzorki mezi sebou. Nicméné musi byt po probehnuti reakce
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mezi analytem a Cinidlem pfed vstupem do detektoru odstranény. Nevyhodou této
techniky je pulzovani toku zptsobené stladitelnosti plynu. Od nasledujicich
prutokovych technik se zasadné odliSuje tim, Ze stanoveni (odecet velikosti signalu)

probiha az po dosazeni rovnovazného stavu. [4-6]

2.1.2 Prutokova injekcni analyza

Priutokova injekéni analyza (FIA) byla poprvé navrzena Ruzickou a Hansenem
roku 1975 ve spojeni s fotometrickou a elektrochemickou detekci. [7] Zavedeni ¢asove
odstupiiované¢ho davkovani vzorku do nosného proudu bez pouziti vzduchovych bublin
vyznamné zjednodusilo rutinni analyzy, aniz by pfitom doslo k vzajemné kontaminaci
vzorkd.

V principu je FIA zalozena na nastiiknuti definovaného objemu vzorku
do pohybujiciho se nedéleného toku reakéniho <¢inidla. [8] Nejjednodussi FIA
usporadani tak sestava z peristaltické pumpy pohanégjici nosny tok, davkovaciho ventilu,
reak¢ni smycky a vhodného pritokového detektoru, jak zobrazuje schéma na obr. 2.1.
Analyt lze davkovat bud’ piimo do proudu cinidla anebo do proudu nosného toku,
ke kterému je c¢inidlo pfimichavano. Druhy postup umoznuje leps$i promichani zény

¢inidla a analytu, ale miiZze vyZzadovat vySsi koncentraci Cinidla.

Obr. 2.1: Schéma uspoiadani FIA aparatury s ¢inidlem pfimichavanym k nosnému toku
1 - pumpa, 2 — ddvkovaci ventil, 3 — nosny tok, 4 — ¢inidlo, 5 — reakéni civka, 6 —

detektor, 7 - odpad

Se zavedenim FIA byla poprvé uplatnéna mySlenka provadéni analyz
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pied dosazenim rovnovazného stavu, coz si vyzadalo pouzivani transportniho vedeni
0 prumérech, které umoznuji lamindrni tok vSech kapalin v systému, a zajiSténi
opakovatelnych experimentalnich podminek stanoveni pro vSechny vzorky i standardy.
Po nadavkovani vzorku do ¢inidla dojde k ¢aste¢nému promiseni zon vlivem difuze
anasledn¢ k chemické reakci. Ziskany zaznam signalu ma tvar piku, jehoz vyska
Vmaximu je umérna koncentraci vzorku a je vyuzivana jako analytickd odezva.
Vysledny tvar zony je kombinaci axialni a radialni diftize; velikost difize je podminéna
objemem vzorku, prutokovou rychlosti a délkou transportniho vedeni. [3,9,10]
Vyhodnym dasledkem detekce reak¢nich produktt pfed dosazenim rovnovahy je
moznost vyuziti souhry termodynamiky a kinetiky reakce. Kinetickou diskriminaci lze
vyuzit naptiklad pro omezeni interferenci nebo pro speciacni analyzu. [11] Méfeni
signalu pfed dosazenim rovnovazného stavu reakce umoznilo i detekci bio- a

chemiluminiscence, ktera v ptedchozim pritokovém usporadani nebyla mozna. [12]

2.1.3 Sekvencni injekéni analyza

Sekvencni injekéni analyza (SIA) byla vyvinuta b&hem odstrafiovani
nedokonalosti pritokové injekéni analyzy, pficemz u jejiho zrodu stal opét J. Ruzicka.
Prvni ¢lanek popisujici koncepci této techniky byl publikovan v roce 1990. [13] Jeji
zavedeni umoznilo dal$i snizeni spotfeby cinidel pfi menSich narocich na udrzbu
systému, a tudiZ se SIA vice prosadila v komer¢ni sféfe. OvSem jejim hlavnim pfinosem
byla snadnd zména parametra stanoveni bez nutnosti manuélné pfestavovat aparaturu.

Klicovym prvkem SIA uspotadani je obraceni sméru nosného toku. Nejprve jsou
zony nosného meédia, vzorku a Cinidla postupné nasaty do jednokandlového systému
pomoci selekéniho ventilu, a poté je pohyb pistu Cerpadla obracen, ¢imz dojde
k efektivnéj§imu promiseni vzorku a ¢inidla, a vznikly produkt je nasledné dopraven
do detektoru. [14] Nahrazeni peristaltické pumpy pistovou pumpou snizilo pulzovani
toku, ovSem vyzadalo si pouzivani odplynénych roztoku. [15] Vniknuti ¢inidel a vzorkt
do cerpadla brani zatazeni reakéni (zadrzovaci) civky mezi selekéni ventil a ¢erpadlo.
Podminkou tUspé$né analyzy v SIA wuspofddani je pfesna synchronizace
naprogramovanych pohybl pistového cerpadla a prepinani selekéniho ventilu.

ZjednoduSeni aparatury je tedy provazeno vétSimi naroky na fizeni celého systému
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pocitacovou technikou. [14,16,17] Schematicky je uspofadani SIA znazornéno na obr.

2.2.

Obr. 2.2: Schéma usporadani aparatury pro SIA
1 — pistova pumpa, 2 — reak¢ni (zadrzovaci) civka, 3 — selekéni ventil, 4 — druha reakéni

civka (pouzivana u pomalu probihajicich reakci), 5 - detektor

2.1.4 Odvozené prutokové metody

Soucasnou tendenci v oblasti prutokovych analyz je snaha o integraci vSech
operaci se vzorkem vcetné prekoncentra¢nich krokd do uzavieného analytického
systému. Zde se prutokové techniky inspirovaly chromatografii. [18] V moédu FIA
je mozné piimo zafazeni kolony se sorbentem, v médu SIA se rozvinul tzv. ,,bead
injection” (BI) protokol. [19] BI-SIA vyuziva suspenze pevnych ¢astic, které mohou
slouzit jako sorbent pro zakoncentrovani anylytu nebo jako nosi¢e reaktanti.
Toto uspofadani je obzvlaste vhodné pro vysoce citlivd imunochemickd stanoveni.
[20,21]

Miniaturizace se projevila v oblasti prutokovych technik jako tzv. mikrofluidni
systémy (u-TAS; z anglického pojmenovani Micro Total Analysis System) nékdy
oznacované jako Lab-on-a-chip, které spocivaji ve zmenSeni objemu pritokového
systému. Tyto systémy se vyvijeji pfedev§im pro analyzy z oblasti Zivotniho prostiedi
jako automatickd monitorovaci zafizeni. Jejich vyhodou je snadna ptenosnost; pokud
nevyzaduji adrzbu, pak je ovladani a sbér dat v souCasnosti mozné pies internet.

Naopak slabinou je =zatim velmi obtizna integrace preanalytickych kroku
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napt. zakoncentrovani analytu a dale komplikace vyplyvajici z prace s komplexni
matrici obsahujici napi. 1 pevné latky. V takovém piipadé redln¢ hrozi 1 ucpani

prutokovych obvodd, které jsou dimenzované na objemy nl ¢i dokonce pl. [11,22,23]

2.2 Metody detekce zalozené na rozptylu zareni

2.2.1 Principy rozptylu zareni

Nefelometrie a turbidimetrie jsou piibuzné analytické techniky zalozené
na rozptylu zateni v tekutiné (tj. kapaliné¢ nebo plynu) obsahujici rozptylené castecky
pevné hmoty. Pii prichodu zateni prisvitnym prostiedim s pevnymi Casticemi je ¢ast
zateni rozptylena ve vSech smérech a pouze Cast projde skrz prostiedi. Schematicky je

tento d&j znazornén na obr. 2.3.

Zdroj zéfeni |

YYYvYYy

4 Ay L |

Obr. 2.3: Rozptyl zafeni na pevnych ¢asticich

Prevazujici smér rozptylu zavisi pfedevS§im na poméru mezi velikosti a tvarem
rozptylujicich ¢astic a vlnovou délkou zéateni. Pro monochromaticky paprsek o vlnové
délce A plati, ze k rozptylu bude dochdzet na casticich, jejichz nejvétsi rozmér
nepfesahne 3/2 A. Naopak u vétSich castic se uplatiiuje pfedevS§im odraz a ohyb.
Pro méfeni intenzity zakalu v ultrafialové a viditelné oblasti by se velikost
suspendovanych ¢astic méla pohybovat v oblasti 0,1-1um.

Elasticky rozptyl se déli do dvou kategorii. Tzv. Rayleightiv rozptyl nastava
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u ¢astic, jejichz nejveétsi rozmér neptesahuje 5% vinové délky rozptylovaného zéteni.
V takovém pfipad¢€ je zareni rozptylovano rovnomérné ve vSech smeérech a pro jeho
intenzitu plati, 7e je zavisla na &tvrté mocniné frekvence (I ~ v*). Zafeni o kratsich
vlnovych délkach je tedy rozptylovano vyrazné intenzivnéji. Se vzristajicim pomérem
velikosti ¢astice a vinové délky zacne pievazovat tzv. Mietv rozptyl s charakteristickym
smérem rozptylu vpied. Pfi elastickém rozptylu nedochdzi k vyméné energie mezi
zafenim a hmotou. Zéfeni je vyzareno na stejné¢ vinové délce, jako byla vinova délka
zateni absorbovaného; dochazi tedy pouze ke zméné¢ sméru jeho pohybu v prostoru.
[24]

Schéma znazoriujici prevazujici smér rozptylu zéaeni pro dvé rtizné velikosti

Castic zobrazuje obr. 2.4,

E—

Mietv

_ rozptyl
B .

Obr. 2.4: Zavislost pievazujiciho sméru rozptylu zafeni na velikosti ¢astic

Upraveno dle [25]

2.2.2 Nefelometrie a turbidimetrie

Principialné se tyto dvé techniky liSi svym geometrickym uspofadanim.
Zakladem turbidimetrickych méfeni je pokles intenzity proSlého zafeni a detektor
jetedy zafazen ve sméru prichodu paprsku (tedy v optické ose zdroje zateni)
za rozptylujicim prostfedim obdobné jako pii absorpcni spektrometrii. V nefelometrii

je detektor umistén mimo drahu paprsku, nejcastéji v uhlu 90°, protoze tato technika
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je zalozena na méfeni intenzity rozptyleného zateni. Je tedy mozna ji pfirovnat k méfeni
fluorescence. Volba mezi nefelometrickym a turbidimetrickym uspofadanim zavisi
nejcastéji na koncentraci rozptylujicich castic. Pii velkém rozptylu zpiisobeném
pritomnosti velkého mnozstvi castic poskytuje lepsi vysledky turbidimetrie, naopak
nefelometrie je preferovana pii nizkych koncentracich, protoze je snazs$i méfit nizky

rozptyl proti ¢ernému pozadi nez maly pokles intenzity pro§lého zafeni. [26,27]

2.2.3 Analytické vyuziti nefelometrie a turbidimetrie

Jako metoda urCovani koncentrace je méfeni zakalu turbidimetricky
I nefelometricky rutinné aplikovano Vv praxi pro imunochemicka stanoveni proteind
Vv klinickych laboratofich. [28-30] V mikrobiologickych laboratotich jsou nefelometrie
a turbidimetrie vyuzivany pro stanoveni bakterialni biomasy. [31,32] V analytické
chemii ptevladaji aplikace pro stanoveni anorganickych iont; jmenovité chloridu
[33,34] a sirant [35], dale fosfore¢nant, drasliku a dusiku. OvSsem metody zaloZené
na rozptylu zateni byly aplikovany i pro stanoveni organickych latek napt. nékterych
1éciv. [26]

Krom¢ stanovovani koncentrace lze tyto techniky vyuZzit i v mnoha dalSich
oblastech. Navrzena byla napfiklad metoda studia bobtnani polymerti v prostiedi
hydrogelové membrany prostiednictvim turbidimetrie. [36] Dale jsou vyuzivany
pfi riznych studiich kinetiky rozpousténi malo rozpustnych sloucenin; jako piiklad lze
uvést studium kinetiky rozpousténi nékterych anorganickych hydroxida (Cr " a Ni ).
[37] Ve farmaceutickych laboratofich Ize vyuzit metody zalozené na rozptylu zafeni
pro sledovani rozpustnosti pii screeningu potencidlné UCinnych latek beéhem vyvoje
novych 1é¢iv. [38]

Pii kombinaci turbidimetrickych a nefelometrickych technik s pritokovymi
metodami analyzy nastdva problém S omezenim uUSazovani srazeniny na vnitinim
povrchu aparatury. To vede kromé carry-over efektu (kontaminace z ptedchozi analyzy)
ke zméndm pritokové rychlosti a pfipadné 1 vzniku turbulentniho toku, které vyrazné
zhorsSuji reprodukovatelnost vysledki. V extrémnim ptipadé mize dojit k ucpani vedeni.
Resenim je pouzivani stabilizujicich latek pokryvajicich povrch srazeniny (napiiklad

polyvinylalkoholu, polyethylenglykolu, Zelatiny anebo jejich kombinaci) a zatazeni
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promyvacich kroka. Udava se, Ze pokryti sraZzeniny stabilizatorem zabranuje koagulaci
Castecek srazeniny ve vetsi Castice, a tedy zajisStuje jejich reprodukovatelnéjsi rozméry,

a dale brani jejich usazovani na vnitfnim povrchu aparatury.

2.2.4 Vliv parametru stanoveni na rozptyl zareni

Intenzita zafeni rozptyleného pod libovolnym uhlem zévisi mimo jiné
na koncentraci ¢astic, které stoji paprsku v cesté, jejich velikosti a tvaru a na zvolené
vlnové délce a intenzité zatfeni. [26]

Turbidimetrie je svym uspoiadanim analogii méfeni absorpce zafeni. Zavislost
intenzity proslého zafeni na intenzité zateni vstupujiciho je nelineédrni; vyjadiend jako

transmitance nabyva tvaru:

° ! (1)

kde T je transmitance, | intenzita pro$lého a ly intenzita vstupniho zafeni. Z uvedeného
vztahu vyplyva, Ze zvySeni intenzity vstupniho zareni nijak neovlivni citlivost analyzy,
protoze pomér intenzit zistane konstantni.

V praxi se pouziva logaritmovany vztah vyjadreny jako zavislost na koncentraci:
—logT =k-b-c )

kde b je délka optického prostiedi, ¢ koncentrace a k konstanta zavisla na vice
faktorech, mimo jiné na vinové délce zateni, koncentraci ¢astic a jejich velikosti a tvaru.
U nefelometrickych méteni byla zavislost intenzity rozptyleného zafeni

na intenzité zafeni vstupniho uréena jako pfimoumeérna:

I=k-I -C
° , @3)

kde k je empiricka konstanta systému za danych podminek, lp intenzita vstupniho
zafeni a C koncentrace rozptylujicich ¢astic. V praxi to znamena, Ze vysSi intenzita

zareni zdroje bude poskytovat vyssi signal a umozni vyssi citlivost méfeni. [24,27]
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Déle je nezbytné pii volbé¢ vinové délky zohlednit moznou absorpci
a luminiscenci matrice. Pfi turbidimetrickém uspofadani je nutné se vyvarovat pouziti
vinové délky, pii které by matrice absorbovala. [24] Pokud absorbuje zafeni analyt, 1ze
tuto vlastnost nékdy vyuzit pro zvyseni citlivosti. [39] U nefelometrie je naopak

nezadouci luminiscence matrice na detegované vinové délce.

2.3 Stanoveni siranu

2.3.1 Vyskyt a vyznam

Sirany se vyskytuji pfirozen¢ v pfirodé rozpustné i nerozpustné; Ve druhém
ptipadé nejcastéji jako slozky hornin a mineralt. Z hlediska lidské ¢innosti ma vyznam
predev§im pouzivani rozpustnych siranti jako pramyslovych hnojiv. Obsah sirani
ve vodach se stanovuje predevSim v pitné vodé [40] a odpadnich vodach
z prumyslovych zafizeni [41].

V soucasné¢ dobé vzrista také produkce bioethanolu ptidavaného
do automobilového benzinu, jehoz soucasti mohou byt mnozstvi zbytkova mnozstvi
sirani z vyroby schopna deaktivovat katalyzator. [42]

Dalsi cestou vstupu sirantt do zivotniho prostiedi je oxidace a hydrolyza oxidu
sifi¢itého vznikajiciho spalovanim fosilnich paliv. [43] P#i spalovacich procesech
dochazi k rychlé konverzi SO, na SO,% obzvlasts v pritomnosti piechodnych kovi (Fe,
Mn, V), atmosféricka oxidace mize probihat také fotochemicky. Oxid sificity i aerosol
kyseliny sirové pii vdechnuti vyvolavaji bronchokonstrikei, jejiz intenzita je zavisla

na jejich koncentraci. [44]

2.3.2 Metody stanoveni

Diive vyuzivanou standardni metodou pro stanoveni siranii byla gravimetricka
analyza po vysrazeni siranovych aniontll barnatymi kationty, ovSem jeji provedeni bylo
zdlouhavé. [45] Mezi dal§i difive pouZivané metody patii nepfimé stanoveni SO°
titraci olovnatymi kationty za pouziti olovéné iontové selektivni elektrody [46] nebo
prutokové stanoveni se stejnou detekci [47]. Relativni novinkou je vyvoj iontové
selektivnich elektrod pro siranovy anion. [48] Dale je mozné stanovit sirany pomoci

atomové emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou. [49] V soucasnosti
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je nejrozsifenéjsi stanovovani sirani prutokovymi metodami se spektrofotometrickou
[42,50], spektrofluorimetrickou [43] nebo turbidimetrickou ¢i nefelometrickou detekci
[5,41,4551-56]. Ve smési s dal$imi ionty jsou nejb&znéjsimi separace a stanoveni
elektromigra¢nimi metodami [40] nebo iontovou chromatografii [57].

Pfi stanoveni sirani srazenim barnatymi ionty V prutokovém uspofadani
je K eliminaci usazovani srazeniny v aparatufe doporucovano pouZzivani promyvaciho

roztoku ethylendiamintetraoctové kyseliny (EDTA) v bazickém roztoku. [41,55,58,59]
2.4 Stanoveni promethazinu

2.4.1 Vyznam

Promethazin (10-[2-(dimethylamin)propyl]fenothiazin) je 1é¢ivo ze skupiny
fenothiazini; jedna se o Hj—antihistaminikum prvni generace S vyraznym
antiemetickym a sedativnim uC¢inkem. Uplatiiuje se v prevenci nauzey a zvraceni
u kinetoz a vestibularnich poruch (napt. Méniériv syndrom). Indikovan je také
U migrény provazené stavy nauzey. [60] V omezené mife je stale jeSté vyuzivan i jako
antialergikum. Dale miiZze potencovat napt. analgetické a sedativni ucinky jinych 1éku.

[61] Struktura promethazinu (racematu) je uvedena na obr. 2.5.

s

i
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e

Obr. 2.5: Chemicka struktura promethazinu

2.4.2 Metody stanoveni

Ve vzorcich lidského séra byl promethazin stanovovan vysokoucinnou
kapalinovou chromatografii (HPLC) bud’ s UV [62] nebo elektrochemickou detekci
[63]. VIékovych formach byl promethazin stanovovan rdznymi voltametrickymi
metodami a to bud’ samostatné [64] nebo v Iékovych smésich napt. s chlorpromazinem

[65]. Dale byl vlécivych piipravcich stanovovan spektrofotometricky po reakci
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s disiranem draselnym [66] nebo na zakladé¢ fluorescence jeho intenzivné Cervené

vyzafujictho komplexu s Au'" [67].

2.5 Statistické vyhodnoceni

2.5.1 Méreni

Proces meéteni je definovan jako soubor cinnosti, jejichz cilem je stanovit
kvantitativné, tj. ¢iselnou formou a v uréitych jednotkach, hodnotu veli¢iny. Naméfena
hodnota bud’ sama ptedstavuje pozadovanou informaci, nebo — coz je Castéjsi ptipad —
musi byt na pozadovanou informaci pfevedena napt. vypoctem z vysledkli méteni.

[68,69]

2.5.2 Odhad stredni hodnoty

Soubor vysledkt (xi1, ..., Xn) ziskanych n-krat provedenym méfenim, Ize
zpravidla pokladat za ndhodny vybér ze zdkladniho souboru s normdlnim rozdélenim.
Ten lze charakterizovat mirou polohy a mirou variability méfené veliciny. Mirou polohy
nahodné veliCiny je stfedni hodnota; jistd primérnd hodnota, kolem niz nahodna
veli¢ina kolisa. Mirou kolisani nahodné veli¢iny kolem stfedni hodnoty je rozptyl o,
V praxi je vyuzivana i jeho odmocnina — smérodatna odchylka. [70] Stfedni hodnota
muze byt zastoupena bud’ aritmetickym primérem X nebo medidnem X .

Aritmeticky primér je nestrannym odhadem stfedni hodnoty ale muze byt

znehodnocen pfi existenci odlehlych pozorovani v datech. [71]

X=

S

Xi
E Q)

po nejvyssi hodnotu. V ptipadé sudého poctu méfeni je medianem aritmeticky pramér
dvou prostfednich hodnot. Median je vydatnéjsim odhadem stfedni hodnoty pro maly

pocet méteni, protoze eliminuje vliv odlehlého pozorovani na sttedni hodnotu.

Odhad smérodatné odchylky s charakterizuje Sitku intervalu, v némz se mohou
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vyskytnout vysledky opakovanych méfeni v mezich ndhodné chyby. Pti vyhodnocovani
sve velké sérii méfeni, zniz mohou byt vylou¢ené¢ odlehlé hodnoty, je nejCastéji

pouzivana vybérova smérodatna odchylka.

1 n
s:\/—z (x, —x
e ©

V kombinaci s medianem se castéji pouziva vypocet smérodatné odchylky
Z rozpéti pomoci tabelovaného koeficientu Kp.

s=k ‘R ©)

R=X__ —X .
max min (7)

Relativni smérodatnad odchylka charakterizuje relativni hodnotu ndhodné chyby

vztazenou ke stfedni hodnoté naméfenych vysledkd.

X (8)

V této praci byl pro vyhodnoceni vysledkli pouzivdn medidn a smérodatna
odchylka vypocétena zrozpéti. Kazda hodnota byla zméfena nejméné tiikrat. Jako

analyticky signal byla vyhodnocovana vyska piku, tak jak je v technice FIA obvyklé.

2.5.3 Kalibrace

Kalibrace je empiricky postup zjiSténi zdvislosti mezi méfenou veliinou
a pozadovanou informaci. Uplatiuje se pii instrumentalnich analyzach, kdy je
Z intenzity signalu pfistroje (zavisla proménna y) odecitan obsah analyzované slozky
(nezavisle proménna x). [69]

Kalibra¢ni zavislost se zjiStuje proméfenim odezev pfistroje na standardni
vzorky se znamym obsahem analytu a vypoctem kalibra¢ni rovnice vhodnou regresni
analyzou. Kalibraéni zavislost y = f(x) resp. S = f(¢c) mize mit obecny prub¢h, idealni
jeovsem zavislost linearni. Vtom piipadé je citlivost stanoveni nezavisla

na koncentraci analytu a nabyva hodnoty smérice kalibraéni pfimky. [72] Uplng
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obecné je citlivost definovana pomérem dS/dx.

V popisu linearni kalibracni zavislosti se uplatiuje i pojem linearni dynamicky
rozsah piedstavujici rozsah koncentraci analytu, pro které plati linearni regrese. Horni
mez linearniho dynamického rozsahu byva dana méficim systémem, spodni mezi je pak

mez stanovitelnosti.

2.5.4 Sum

Sum je vyznamnym parametrem ovliviwujicim limity detekce popiipadé
spravnost mefeni. Pfi méfeni je mozné se setkat S vice typy Sumu. Pro bily Sum plati,
ze soucet negativnich a pozitivnich vychylek je v dostatecné¢ dlouhém casovém
intervalu roven nule. Sum, jehoZ suma je ve vysledku nenulova, je oznatovan jako tzv.
nahodny Sum. Poslednim typem Sumu je tzv. drift, pii kterém vychylky zékladni linie

vykazuji ¢asovou zavislost.

2.5.5 Mez detekce a mez stanovitelnosti

Mez detekce a stanovitelnosti udavaji jaka mnozstvi analytu ve vzorku je metoda
schopna prokazatelné ur€it respektive stanovit. Dle IUPAC odpovidda mez detekce
koncentraci poskytujici odezvu rovnou trojnasobku smérodatné odchylky (3s) nulového
vzorku. Je to nejmensi koncentrace analytu, kterou miizeme danou analytickou metodou
s jistotou detekovat.

Mez stanovitelnosti analogicky odpovida desetindsobku (10s) smérodatné
danou analytickou metodou stanovit ve vzorku s pfijatelnou presnosti.

V této praci byly LOD a LOQ urCovany na zdkladé¢ smérodatné odchylky

stanoveni deseti tésn¢ za sebou provedenych méteni nizké koncentrace vzorku.

2.5.6 Opakovatelnost

Opakovatelnost je mirou preciznosti méteni a v této praci byla vyjadfovana jako
relativni smérodatnd odchylka vysledki deseti tésn€ po sobé nasledujicich méteni.
Preciznost za podminek opakovatelnosti odpovida vysledkiim naméfenym v kratkém

casovém useku, na jednom pfistroji a jednim analytikem.
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3 Experimentalni ¢cast

3.1 Pouzité chemikalie

Vsechny pouzivané chemikalie byly Cistoty p.a. (kde neni specifikovano) nebo
vy$$i. Roztoky byly fedény deionizovanou vodou (18,2 MQ-cm) pfipravovanou
zatizenim MilliQp_ys (Millipore, USA).

Zasobni roztok siranu pro optimalizace byl piipravovan z bezvodého siranu
sodného (Lachema, CR). Pro kalibrace a stanoveni realnych vzorkdi byl pouzivan
standardni roztok siranu 1000 mg-1*(CertiPUR, Merck, Némecko)

Cinidlo pro stanoveni sirant bylo pfipravovano navaZzenim piislu§né hmotnosti
PVA (Merck, Némecko) a rozpuSténim v deionizované vod¢ zavaru vcca dvou
tietindch vysledného objemu. Po vychladnuti na laboratorni teplotu byla pfidana
odpovidajici navazka dihydratu chloridu barnatého (Merck, Némecko), roztok byl
doplnén na pozadovany objem a piefiltrovan. Koncentrace Ba®* a PVA je udavéna
v procentech (m/v).

Jako standard promethazinu byl pouzivan promethazin hydrochlorid (Sigma-
Aldrich, USA). Cinidlo pro stanoveni promethazinu - roztok bromfenolové modii - bylo
pfipravovano vzdy cCerstvé navazenim piislusné hmotnosti jeho sodné soli (Sigma-
Aldrich, USA), rozpusténim v deionizované vod¢ V ultrazvukové lazni a piidanim
potfebného objemu zasobniho roztoku KCl. Nasledné bylo ¢inidlo doplnéno na piesny
objem, pfefiltrovano a jeho pH bylo upraveno piidavkem HCI (37 %, ACS Reagent,
Sigma-Aldrich, USA) o koncentraci 6,0 mol-dm po kapkéch.

Zasobni roztok KCl o koncentraci 1,0-102 mol-dm™ byl pfipraven ze soli
(Lachema, CR).

3.2 Realné vzorky

Pro stanoveni sirani ve vzorcich pitné vody byly pouzity nasledujici redlné
vzorky: studni¢ni voda (obec Kosik, okres Nymburk), Aquila; prvni voda (Karlovarské
mineralni vody a.s.), Korunni neperlivé; pfichut’ merunika (Karlovarskd Korunni s.r.0.),
Podébradka ptirodni; jemné perliva (Podébradka a.s.). VSechny vzorky balené vody

byly zakoupeny v bézné obchodni siti.
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Pro stanoveni promethazinu byly jako vzorky pouzity oba 1éCivé piipravky
schvalené v Ceské republice v humanni medicing: Prothazin 25 mg, potahovana tableta
(UCB Pharma SA, Belgie) a Coldrex No¢ni 1é¢ba, sirup (GlaxoSmithKline, UK).

Postup piipravy realnych vzorki je uveden vzdy u konkrétni metody stanoveni.

3.3 Pouzita zarizeni

Pro tpravu pH roztoki byl pouzivan pH metr Adwa AD 1000 (Adwa, Mad’arsko)
vybaveny sklenénou kombinovanou elektrodou.

K Cerpani roztokt slouzila peristaltickd pumpa Masterflex L/S (Cole-Parmer,
USA).

Ke zméfteni stabilit a maxim vlnovych délek laserovych zdroji zateni byl pouzit
prenosny spektrometr HR 4000 s optickym vlaknem (OceanOptics, USA).

Referen¢ni stanoveni promethazinu v UV spektru byla provedena na diode-array
UV-Vis spektrofotometru Agilent 8453 (Agilent Technologies, USA).

3.4 Aparatura FIA

Aparatura pro nefelometrické stanoveni siranti a promethazinu technikou FIA
(obr. 3.1) byla jednoduchého uspotadani s davkovanim vzorku ptimo do nosného toku
¢inidla. Sestavala z peristaltické pumpy, Sesticestného davkovaciho ventilu, teflonovych
davkovacich a reak¢nich smycek a Tygonovych hadic¢ek. Reakéni civky mély vnitini

prumér 0,5 mm.
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Obr. 3.1: Schéma aparatury
1 — zasobnik Cinidla, 2 — peristalticka pumpa, 3 — davkovaci ventil, 4 — reak¢ni civka,
5 — pratokovy detektor, 6 — elektronické obvody zajistujici napajeni a ovladani zdroje

zateni a sensoru, 7 — pocita¢ zajist'ujici sbér a vyhodnoceni dat, 8 — odpad

3.5 Prutokova cela detektoru

Detekéni cela (viz obr. 3.2) byla vyfrézovana z plexiskla a sestavala z kiemenné
kapilary (ID = 2,0 mm, OD = 4,0 mm) piedstavujici optické prostiedi a vyfrézovanych
otvort pro umisténi optickych soucastek. V pouzitém experimentalnim uspotadani byl
uvnitf cely kromé kiemenné trubicky upevnén pouze sensor. S laserovou diodou byla
cela spojena prostiednictvim optického okénka vytvoreného z obrouseného spojovaciho
Htécka z polypropylenu, vnémz byl vznikly otvor zalepen prihlednym chemicky
odolnym epoxidovym lepidlem. Rozméry cely byly 72 mm na $itku, 22 mm na vySku
a 40 mm na hloubku. Cela byla pevné spojena tiemi Srouby a uzaviena v neprusvitném
cerném plastovém pouzdie. Samotny vnitini objem detektoru byl uréen vzdalenosti
sensoru od laserového zdroje a vnitinim primérem kiemenné kapilary. Pfi zanedbani
vnitiniho objemu Spojky s okénkem byl objem detekéni oblasti pii optimalni
vzdalenosti sensoru od zdroje zafeni fadoveé 150 pl. Smér pricchodu zon detekéni celou
byl zleva doprava; spojka s optickym okénkem byla zaroven vyuzita jako vystup
do odpadu.
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Obr. 3.2: Schéma prutokové detekéni cely
1 — kifemenna trubicka upevnéna plastovymi tésnénimi, 2 — vstup pro fotodiodu, 3 —
spojka s optickym okénkem, 4 — cela prutokového detektoru, 5 - laserova

dioda v pouzdfe nebo laserovy modul

3.6 Zdroje zareni

Zdroj zateni byl pouzit laserovy (dioda nebo modul, tj dioda s fidici
elektronikou), poskytujici intenzivni monochromatické zafeni. Vycet pouzitych zdroju

se naléz4 v tab. 3.1.

Tab. 3.1: Pouzité zdroje zafeni

Zdroj Vykon A deklarovana vyrobcem A . zméfend®
laserova dioda infraCervena 10 mW 775 —-800 nm 783 nm
laserova dioda ¢ervena 5mW 650 - 660 nm 653 nm

. , b 531 nm
laserovy modul zeleny 20 mwW 805 — 810 nm °
laserovy modul fialovy 20mw 405 nm 403 nm

# VInové délky byly zméieny na spektrometru Ocean Optics HR 4000.

® Po omezeni napajeciho proudu viazenim odporu neodpovida vykon deklarované
hodnot€ (viz nize)

¢ Laserovy modul produkoval kromé zifeni ve viditelné oblasti i intenzivni pas
vlnovych délek v oblasti infracervené zptusobovany zahfivanim modulu pfi provozu.

Tento jev byl vyznamné potlacen omezenim napéajeciho proudu pfediazenim odporu 2,2
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Q pred vystup napajeni laserového modulu.

3.7 Snimac zareni

Pro detekci rozptyleného zéieni byl pouzit opticky sensor TSL250R (Light-to-
Voltage Optical Sensor, vyrobce Texas Advanced Optoelectronic Solutions, USA)
obsahujici ve svém pouzdre fotodiodu, operacni zesilova¢ a zpétnovazebné soucastky.
Tento sensor byl pouzivan ve standardnim zapojeni doporu¢eném vyrobcem — napajeci
napéti Vpp = 5 'V, odpor mezi vystupem a zemi R = 10 kQ.

Na nasledujicich obrazcich jsou uvedeny zakladni charakteristiky optického
sensoru prevzaté z firemni literatury [73]. Dle obr. 3.3 je odezva sensoru (tj. napéti
na vystupu) pfimo umeérna dopadajicimu zafivému toku monochromatického zéfeni,

obr. 3.4 zobrazuje zavislost odezvy sensoru na vinové délce dopadajiciho zafeni.
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Obr. 3.3: Zavislost napéti na vystupu ze sensoru na zafivém toku pro sensor TSL250R
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Obr. 3.4: Zavislost odezvy sensoru TSL250R na vinové délce dopadajiciho zateni

3.8 Schéma napajeni laserovych diod

Pro nap4jeni tidici elektroniky laserovych diod bylo pouZito jednoduché napéjeni
uvedené V horni ¢asti obrazku 3.5. U zeleného a fialového modulu byl pro napéjeni
fidici elektroniky pouzivan laboratorni napajeci zdroj LPS 303 (American Reliance,
Taiwan) z dtvodu lepsi dlouhodobé stability napajeciho napéti. Na vySe zminéném
obrazku je ve spodni cCasti zaroven zobrazeno schéma zapojeni modulu fidici
elektroniky laserové diody obsahujici fidici integrovany obvod tady IC-WJ (iC-Haus
GmbH, Némecko).
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Obr. 3.5: Nap4jeni laserovych diod

3.9 Mechanismus sbéru dat a oviadani detektoru

Ziskany analogovy signal z optického senzoru byl dale pfiveden do analogové-
digitalni pfevodnikové karty NI 6036E pomoci propojovaciho modulu BNC-2120 (oboji
National Instruments, USA).

Signal byl nejprve v analogové digitalnim pfevodniku digitalizovan (frekvence
digitalizace 0,1 s), nasledné byl filtrovan a integrovan a po pievedeni do vysledné¢ho
formatu byl uloZen v pocitaci. Blokové schéma ¢innosti programu vytvotfeného pro sbér

a zpracovani vystupniho signalu je uvedeno na obr. 3.6.
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format

DAQ
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Meérici cela
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-

3.10 Pouzity software

Zpracovani

prostiedi LabView 7.1 (National Instruments, USA). Pro zpracovani naméfenych
vysledku byl pouzivan software Microcal Origin (Microcal Software Inc., USA). Dale
byl béhem prace vyuzivan textovy editor Microsoft Word 2003 a tabulkovy procesor
Microsoft Excel 2003 (Microsoft Corporation, USA), editor chemickych struktur
ChemSketch (ACD/Labs) a graficky editor Draw kancelafského balicku Open Office

(Oracle Corp.).

digitalizovaného

filtrovany signal, data

digitalizovany format neupraveny
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Obr 3.6: Schéma sbéru dat a ovladani detektoru

signalu probihalo v grafickém programovacim




4 Vysledky a diskuze

4.1 Optimalizace prutokové detekcni cely

Na vyslednou citlivost analytického stanoveni maji vliv i parametry konstrukce
detekéni cely. Vzhledem k tomu, ze stanoveni byla provadéna s v laboratofi sestavenou
pratokovou nefelometrickou celou, bylo nutné provést fadu optimaliza¢nich krokd.
Cilem optimalizace detek¢ni cely a méfici aparatury bylo dosazeni vysoké citlivosti
a opakovatelnosti stanoveni vybranych analytt.

V pouzitém eXperimentdlnim uspofadani dochazi na vstupu do detektoru
k ndhlému vyraznému zvé€tSeni vnitiniho pruméru pritokového systému (postupny
ptechod z 0,5 az na 2,0 mm ID). Je znamo, ze tento jev vede v pritokovych metodach
k v&tsi disperzi nadavkované zony a tedy ke snizeni citlivosti odezvy, protoze
V roz§ifeném misté¢ dochdzi ke zméné proudéni z laminarniho na turbulentni a tedy
K promichani nadavkované zoény. [74] Tento jev byl jednim z faktord limitujicich
citlivost stanoveni.

Rozptyl zéafeni v misté vstupu do systému nebylo mozné vyrazngji ovlivnit,
a proto byla spojka, kterd vstup zareni zajistovala, fixovana, aby se jeji poloha vici
laserovému paprsku nemohla ménit.

Jako vyznamné konstrukéni faktory méfici aparatury byly vyhodnoceny
a testovany: vzajemna vzdalenost zdroje a snimace zafeni a vzdalenost snimace zatreni
od kiemenné kapilary predstavujici pritokovou ¢ast detektoru a tedy optické prostredi.
Kromé& téchto parametrii byla sledovana také stabilita zatfivého toku jednotlivych

laserovych diod.

4.1.1 Stabilita pouzitych zdroju zareni

V ramci optimalizace méfici aparatury byly sledovany stability jednotlivych
zdrojii zafeni. Laserovd dioda spolecné¢ s chladicem byla uchycena v externim
kyvetovém drzaku (Ocean Optics) v jednom ze vstupi pro optické vlakno a
k protilehlému vystupu bylo ptipojeno optické vlakno, které privadélo zateni z laserové
diody do spektrometru. Mezi vstup a vystup byl vlozen gradientovy neutralni Sedy filtr

(Ocean Optics). Jeho nastavenim byla vzdy intenzita vstupniho zafeni jednotlivych diod
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zeslabena tak, aby detektor spektrometru nebyl ptehlcen.

Stabilita jednotlivych zdroji byla méfena po dobu minimalné¢ 60 minut
a intenzita vstupniho signalu méfena spektrometrem byla zaznamenavana a uloZena.
Na obr. 4.1 jsou pro ilustraci znazornény ¢asové priubéhy vystupniho zafeni po dobu 60

minut.
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Obr. 4.1: Stabilita laserovych zdroju

Stability signalu jednotlivych zdroji zéafeni byly méfeny spektrometrem,
do kterého bylo zafeni ptivadéno vlaknovou optikou. Odezva spektrometru odpovidala
poctu zaznamenanych kvant zafeni o dané¢ vinové délce béhem zadaného integra¢niho
Casu. Integracni Casy a neutrdlni Sedy filtr byly nastaveny tak, aby bylo dosazeno
podobnych intenzit odezev laserovych zdroji. Signal zeleného laserového modulu

zobrazuje stav po omezeni napajeciho proudu odporem 2,2 Q.

Signal zelené diody byl 1 po zatazeni odporu do napdjeciho obvodu za ucelem
snizeni napajeciho proudu dostate¢n¢ stabilni az po jisté dobé provozu. Tento jev bylo
mozno v mens§i mife pozorovat i u obou laserovych diod. Z téchto grafickych zavislosti
jednoznaéné vyplynulo, ze pro provoz laserového zdroje v kontinualnim rezimu
je nutné dany zdroj stabilizovat minimalné¢ 20 minut. Po tomto intervalu bylo mozné

vSechny laserové zdroje povaZovat za stabilni.
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4.1.2 Zavislost odezvy na vzdalenosti zdroje a snimace zareni

Délka optického prostiedi, pokud dana vinova délka neni absorbovéna, nema
teoreticky vliv na intenzitu prochdzejiciho zareni. V pfipad¢ pritokového detektoru
vzdalenost sensoru od zdroje zafeni urcuje vnitini objem detektoru. Intenzita zafeni
je tedy vyskytem zony rozptylujici zafeni mezi sensorem a zdrojem zafeni v optické
draze zeslabena a klesa méteny signal.

Vliv vzdalenosti sensoru od ¢ocky laserové diody byl optimalizovan v rozsahu
42 — 124 mm, tedy v maximalnim rozsahu, ktery zatemnéné pouzdro cely umoznovalo.
Cilem experimentu bylo zjistit, v jaké vzdalenosti mezi zdrojem zafeni a detektorem
by bylo nejvhodnéjsi sensor umistit. Cela v principu umoziovala volbu mezi dvéma
moznostmi upevnéni, a to ve vzdalenosti 55 nebo 108 mm od ¢oc¢ky laserové diody.

Podminky méteni byly nasledujici: fotodioda pfitisknuta na podlozce
ke kfemenné kapilate, pratokova rychlost reakéniho ¢inidla 4,0 ml-mint, koncentrace
&inidla 5,0 % Ba** v 0,1% PVA, délka reakéni smycky 80 cm, koncentrace sirantl

200 mg.I™%, vlnova délka 653 nm.

15+ 1

40 60 80 100 120 140
d (mm)

Obr. 4.2: Zavislost signalu na vzdalenosti mezi zdrojem a snimacem zafeni

Cga=5,0%V0,1% PVA, ¢ o =200 mg-1™, V=250 ul, F = 4,0 mlmin?, d gc = 80 cm,
A=653nm
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Zavislost uvedena na obr 4.2 vykazovala nelinearni pokles, ktery bylo mozno
prolozit sigmoidni kiivkou. Vyplynulo z ni, Ze nejvhodnéjsi by bylo fotodiodu umistit
hned za vstup kapilary do zatemnéné ¢asti prutokového detektoru.

V tomto misté¢ by ovSem mohlo do detektoru také vstupovat spojité viditelné
svétlo z vnéjsiho prostiedi, které by mohlo zvySovat signal detektoru. Rozptyl
polychromatického zafeni na srazenin¢ by byl nezadouci z diavodu potencialné
nelinearni odezvy. Dale by rozptyl laserového paprsku do okoli v misté vstupu zafeni
do optického prostiedi mohl vést k ohrozeni zraku analytika. Omezeni obou téchto rizik
bylo zajisténo prekrytim mista spojeni cernym krytem ptlkruhového tvaru.

Na zdklad¢ namétfenych zavislosti byla zvolena vzdalenost mezi zdrojem
a snimacem zafeni 55 mm, kterd by m¢la zajis§tovat vysokou citlivost méfeni. Pfi této

délce optického prostiedi byl vnitini objem detekéni cely piiblizné 150 pl.

4.1.3 Zavislost odezvy na vzdalenosti sensoru od kfemenné
kapilary

Mnozstvi rozptyleného zateni zachycené¢ho sensorem je urceno thlem, ktery je
schopna pokryt fotodioda. Tento thel klesa se vzdalenosti sensoru od kiemenné
kapilary. Dale muize byt uhel rozptylu paprski ovlivnén i rozptylem v materialu
kfemenné kapilary. Existuje tudiz divod predpokladat, ze signal bude s rostouci
vzdalenosti od rozptylujiciho prostiedi klesat. V ptipadé zkoumané pratokové detekéni
cely byl do vzdalenosti 4 mm od kifemenné kapilary kolmo na ni vyvrtan kruhovy otvor,
takze paprsek byl ve svém Sifeni omezen sténami cely az za touto vzdalenosti. Hloubka
vyfrézované drazky pro fotodiodu, ve které s ni bylo mozné bezpetné¢ manipulovat,
odpovidala 0 — 10 mm od kfemenné kapilary a v tomto rozmezi také byla zavislost
optimalizovéna.

Zavislost byla métena pii vzajemné vzdalenosti zdroje a snimace zafeni 55 mm,;

ostatni podminky byly stejné jako v ptedchozim méteni.
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Obr. 4.3: Zavislost signalu na vzdalenosti snimace zateni od prutokové trubicky
Cga=50%V0,1% PVA, ¢ o =200 mg1™, V=250 ul, F = 4,0 ml-min, d rc = 80 cm,
A=653nm

Z namétené zavislosti je patrné, ze srostouci vzdalenosti fotodiody
od rozptylujiciho prostiedi vyrazné klesalo mnozstvi zachyceného rozptyleného zafeni.
Pro dal§i méfeni byla fotodioda upevnéna tésné k pritokové kapiléfe, kterd zaroven

odebirala ptipadné teplo vyprodukované sensorem.

4.1.4 Volba vinové délky

Pro méfeni bylo pofizeno vice laserovych diod resp. laserovych modulid
pokryvajicich cely rozsah vinovych délek viditelného a blizkého infracerveného zateni,
které odpovidalo spektralni citlivosti fotodiody. Vzhledem Kk rozdilnym vykonim
jednotlivych zdroji zareni bylo ztizeno jejich vzajemné porovnani, protoze kromeé
vlnové délky ma na intenzitu rozptylu vliv 1 vstupni intenzita zafeni.

Srovnani vysledkl stanoveni s jednotlivymi zdroji zéfeni je soucasti kapitoly

stanoveni siranil. Pouzité zdroje zatreni jsou shrnuty v tab. 3.1 na strané 28.
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4.2 Optimalizace stanoveni SO, srazenim Ba®* v médu FIA

Po optimalizaci konstrukce detektoru byly optimalizovany parametry ovliviiujici
srazeni siranll barnatymi ionty. Jak jiz bylo zminéno v teoretické ¢asti, v pratokovém
uspotadani je v publikacich zdaraznovdna nutnost pouZzivat stabilizator a vymyvaci
¢inidlo bez nichz nelze dosahnout reprodukovatelnych vysledk.

Béhem meéfeni bylo zjiSténo, ze dostateCné¢ dlouhé cCasové intervaly mezi
davkovanimi a pripadné proplachovani aparatury deionizovanou vodou zajistovaly
navrat signalu na zakladni linii. Pouzivani EDTA jako vymyvaci faze se neosvédcilo,
protoze jeji prachod detektorem zpusoboval intenzivni signal, ktery je v odborné
literatufe oznacovan jako ,,schlieren efekt“ (rozptyl a lom zateni na rozhrani prostiedi
o ruznych indexech lomu, nejcastéji zplusobeny koncentratnim nebo teplotnim
gradientem). [75] Nadale byl roztok EDTA pouZzivan pouze pro vy¢isténi aparatury
po sérii méfeni nebo na konci pracovniho dne.

Alkalické prostiedi, které dle literatury zvysuje rozpustnost siranu barnatého,
nebylo mozné pouzit z diivodu mozného naruseni vnitiniho povrchu kiemenné kapilary.
Optimalni reakéni podminky byly métfeny za pouziti laserové diody o vlnové

délce 653 nm.

4.2.1 Optimalizace koncentrace srazeciho ¢inidla

Prvnim optimalizovanym parametrem byla koncentrace barnatych ionti. Méteni
meélo dva cile. Kromé zjisténi vhodné koncentrace barnatych iontd bylo druhym
zamérem zjistit, jak ovliviiuje pfitomnost stabilizatoru velikost a reprodukovatelnost
signalu. Optimalizace byla provedena vrozmezi 2,0 — 10,0 % Ba** rozpusténého

jak v 0,1% PVA (obr. 4.4) tak pouze v deionizované vod¢ (obr. 4.5).
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Obr. 4.4: Vliv koncentrace barnatych iontti na signal za pouziti stabilizatoru

Cpva = 0,1%, ¢ o =200 mg.-I}, V=250 ul, F = 4,0 mI'min*, d rc = 80 cm, A = 653 nm
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Obr.4.5: Vliv koncentrace barnatych iontli na signal bez pouziti stabilizatoru

Ca=200mgl™, V=250 ul, F=4,0ml'min™, d gc = 80 cm, A =653 nm
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Z vySse uvedenych zavislosti vyplynulo, Zze pouzivani vysSich koncentraci
barnatych ionti nez 10,0 % nemélo smysl, protoze uz dale nedoslo ke zvySeni citlivosti.
Pii 0,1% koncentraci PVA v roztoku vykazovala zavislost na koncentraci srazeciho
Cinidla strm¢&j$i narGst nez pii pouziti barnatych iontli rozpusténych pouze
V deionizované vod¢. Dosazené maximalni hodnoty zavislosti byly podobné, pfi¢emz
pii pouzivani stabilizatoru postacovala polovicni koncentrace barnatych iontt.

Rozdil v opakovatelnosti neni z naméfenych hodnot patrny, ale bez stabilizatoru
dochazelo Kk usazovani sraZzeniny v aparatuie (nejspisSe v davkovacim ventilu) a k jejimu
opozdénému vymyti jako dal§iho menSiho piku (,,ghost piku®). Tvar signala pii a

bez pouzivani PVA je 1épe patrny z obr. 4.6. Pouzivani PVA bylo tedy vyhodnoceno

jako nezbytné.
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Obr. 4.6: Porovnani tvaru signalu pii sraZeni 200 mg:1™* SO,* pomoci 4,0% Ba**
kiivka A — Ba®* v deionizované vodg, kiivka B — Ba** v 0,1% PVA
Cga=4,0%, ca=200mgl™ V=250 pul, F=4,0mlmin?, dgc=80cm, =653 nm

4.2.2 Optimalizace koncentrace stabilizatoru (PVA)

Z ptedchazejicich optimalizaci vyplynula potieba piidavat do cinidla
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polyvinylalkohol (PVA) jako stabilizator, protoze jeho pfitomnost ve vhodné
koncentraci méla pozitivni vliv na reprodukovatelnost signalu.

Koncentrace stabilizatoru byla optimalizovana v rozsahu 0 — 1,0 % a naméfena
zavislost je uvedena na obr. 4.7. Koncentrace 1,0 % se ukazala byt hrani¢ni, protoze
pfini jiz bylo obtizné polyvinylalkohol rozpustit, aniz by zaroven dosSlo k jeho

degradaci zvysenou teplotou.
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Obr.4.7: V1iv koncentrace stabilizatoru na signal

Cga=5,0%,Ca=100mgl™ V=250 pul, F=4,0mlmin?, dgc=80cm, A=653 nm

Literatura uvadi mirnou linearni zavislost velikosti signdlu na koncentraci PVA
pii stanoveni sirant. [51] Tato zavislost vSak Vv této praci pozorovana nebyla.

Nameétend zavislost ma obtizné€ Citelny prib¢eh, ale vyplyva z ni, Ze jak absence
tak 1 pouzivani vysokych koncentraci PVA mély negativni vliv na reprodukovatelnost
méfeni. Pfi nulové koncentraci koloidu se piky vyznacovaly velmi pomalym navratem
na zakladni linii (,,tailing* piku). Pfi zvySovani koncentrace PVA rostl signal, ale spolu
snim rostla i smérodatnd odchylka méfeni. Jako kompromis mezi citlivosti

a smérodatnou odchylkou méteni byla zvolena koncentrace PVA 0,05 %.
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4.2.3 Optimalizace délky reakéni civky

Vyznamnym parametrem ovliviiujicim velikost signdlu u pratokové injekéni
analyzy je délka reak¢ni civky. Pti priichodu zony analytu civkou dochazi k promiseni
analytu a €inidla vlivem difuze a k prob&hnuti reakce. Délka reak¢ni civky tedy pfimo
ovlivituje rozmyti piku i uroven konverze analytu na produkt. Obecné plati, ze pftilis
kratké a piili§ dlouhé reakéni civky zhorSuji tvar signdlu a reprodukovatelnost méfeni.
Délka reakéni civky byla optimalizovana v rozmezi 20 — 180 cm, které odpovidalo

rozmezi objemu 39 — 353 pl.
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Obr. 4.8: Zavislost velikosti signalu na délce reakéni civky

Ca=5,0%, Cpyva=0,05%, c=100mg.I", V=250 pl, F=4,0 ml.min, A =653 nm

Maximum signalu bylo nalezeno pro délku civky 60 cm, ale z nasledné
provedenych experimentd vyplynulo, Ze reakéni smycCka této délky nezajistovala
dostatecnou konverzi analytu a vzniklé piky byly rozstépené nebo rizné deformované.
Tyto jevy byly odstranény pouzitim reakcéni civky o délce 80 cm (ktera odpovida

objemu 157 pl) a dal§i méteni byla provadéna s touto reakéni civkou.
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4.2.4 Optimalizace davkovaného objemu vzorku a prutokové
rychlosti ¢inidla
Vlivy objemu vzorku a prutokové rychlosti ¢inidla byly zméfeny zaroven a
to v rozsahu davkovaného objemu vzorku 150 — 400 ul a objemové pritokové rychlosti

&inidla 2,0 — 8,0 mI-min . Vysledky jsou zpracovany na obr. 4.9.
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Obr. 4.9: Zavislost signalu na pritokové rychlosti ¢inidla a davkovaném objemu vzorku

Cpa— 5,0 %, ¢ pya = 0,05 %, c o = 100 mg-I’l, d RC = 80 cm, A =653 nm

Z naméfené zavislosti vyplynulo, Ze nejvyssi signaly odpovidaly kombinaci
velkych objemt vzorku a nizkych pritokovych rychlosti. Pouziti velmi nizké pritokové
rychlosti by zpomalovalo analyzu a poskytovalo prostor pro rozmyti piku difuzi; vyssi
priatokové rychlosti vedly K poklesu signalu nejspiSe diky pomalé kinetice tvorby
srazeniny BaSO,. Zvolena byla pritokova rychlost 3,0 ml'min™ a davkovany objem
250 pl.

4.2.5 Vliv vinové délky zdroje zareni na citlivost detekce

4.2.5.1 Kalibrace a zakladni charakteristiky stanoveni SO42_, A=653 nm

Pii optimalnich podminkach a vlnové délce zdroje zafeni 653 nm (Cervena
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laserova dioda) byla namétena kalibracni zéavislost a urCeny zakladni charakteristiky
stanoveni pro tuto vlnovou délku. Pro ziskani linedrni kalibra¢ni zavislosti bylo
nezbytné dukladné filtrovat reak¢ni Cinidlo; ptipadné pevné Castice se chovaly jako
kondenzacni jadra a jejich vyskyt v roztoku cinidla vedl ke skoku na kalibra¢ni
zavislosti piipominajicimu inflex na titracni kiivce. Kalibrac¢ni ptfimka pii vinové délce
653 nm se nachazi na obr. 4.9 a zakladni charakteristiky stanoveni v tab. 4.1.

Filtrace cCinidla vedla k vyznamnému poklesu velikosti  signalu

oproti optimalizacim.

U (mV)

I : I : I : I : I : I
0 20 40 60 80 100

¢, (mg.I)

Obr. 4.9: Kalibrac¢ni zavislost stanoveni siranového aniontu pii vinové délce 653 nm.

C8a=5,0%, Cpva =0,05%, V=250 ul, F= 3,0 mI'min, d gc = 80 cm, A = 653 nm

Tab. 4.1: Zakladni charakteristiky stanoveni pii A = 653 nm

h (mV)
Citlivost [I'mg™] 0,0773
Opakovatelnost (50 mg-™) [%] 11,68
LOD [mg-I™] 6,7
LOQ [mg-1™] 22

R 0,99257
LDR do [mg-™] 100
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4.2.5.2 Optimalizace koncentrace PVA pro A =783 nm

Nelze vyloucit, ze koncentrace PVA miize ovliviiovat velikost ¢astic srazeniny
a tudiz parametry detekce pii konkrétni vinové délce. Pro konstrukci kalibracni kiivky
pii 783 nm byla znovu optimalizovana koncentrace PVA v rozsahu 0 — 1,0 %. Ziskana
zavislost je uvedena na obr. 4.10. Ostatni parametry byly ponechany na optimalnich
hodnotach.

6.0 |- T _
U (mvV)

56 - [ T |
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Obr. 4.10: Zavislost signalu na koncentraci PVA pii vinové délce 783 nm
Cga=5,0%, ca=100mgl™ V=250 pul, F=23,0mlmin?, dgc =80 cm,
A =783 nm

Vysledna zavislost byla opét obtizné Citelna, S rostouci tendenci pii nizsich
hodnotach koncentrace PVA. Oproti vlnové délce 653 nm doslo k vyraznému zhorSeni
opakovatelnosti a poklesu velikosti signalu.

Protoze bylo mozno V infraCervené Casti spektra predpokladat nizsi citlivost
v disledku slabsiho rozptylu, byla pro méfeni zvolena koncentrace 0,1 % poskytujici

nejvyssi signal.

4.2.5.3 Kalibrace a zakladni charakteristiky stanoveni SO42_, A=783 nm

Pti optimalnich podminkach byla naméfena kalibrace uvedena na nésledujicim
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obrazku 4.11. Zakladni charakteristiky stanoveni ziskané pii vinové délce 783 nm jsou

uvedeny v tabulce 4.2.

U (mV)

100

c, (mg.I")

Obr. 4.11: Kalibra¢ni zavislost stanoveni siranového aniontu pii vinové délce 783 nm

Cga=5,0%, Cpya=0,1%,V=250pul, F=30mlmin? dgrc=80cm,A=783nm

Tab.4.2: Zakladni charakteristiky stanoveni pii A = 783 nm

h (mV)
Citlivost [I'mg™] 0,0251
Opakovatelnost (60 mg.I™) [%] 15,18
LOD [mg-I™] 8,6
LOQ [mg-1™] 29

R 0,99257
LDR do [mg-™] 100

4.2.5.4 Optimalizace koncentrace PVA pro A =531 nm

Ptesto, Ze pravdépodobné budou mit zavislosti velikosti signdlu na koncentraci
stabilizatoru pro rtzné vlnové délky obdobny pribéh, byla tato zavislost naméiena
I pfi vinové délce 531 nm. Ziskanad zavislost se nachazi na obr. 4.12. M¢fteni bylo

provedeno pii optimalnich podminkéch.
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Obr. 4.12: Zavislost odezvy na koncentraci PVA pii vinové délce 531 nm
Cga=5,0%, Cpya=05%,ca=100mgl™ V=250 pul, F=3,0mlmin?, dgc =80
cm, A =531 nm

Pribéh zavislosti obsahuje nezvykly pokles signalu u hodnoty 0,1 %; zvolena
byla vyssi koncentrace PVA 0,5 %, protoze pfi této vinové délce vykazovalo méfeni
Cist&jsi zakladni linii.

Ziskana zavislost sice vykazovala vysoké signaly, ale pfi davkovaném objemu
250 pul byl pik nasledovan poklesem signalu (negativnim pikem).

Vzhledem K intenzité zdroje a vySe zminéné asymetrii piku pii optimalizaci
koncentrace stabilizatoru se jevilo nevhodné pouzivat velky davkovany objem vzorku.
Tento parametr byl opét optimalizovan (v rozsahu 100 — 250 ul) a jako kompromis mezi
vyskou a tvarem piku byla zvolena hodnota 150 pl poskytujici Gzké, symetrické piky
s relativné mensi smérodatnou odchylkou méfeni. Tento davkovany objem byl nadale

pouzivan pfi stanoveni sirant u zdrojii s vinovou délkou 403 a 531 nm.

4.2.5.5 Kalibrace a zakladni charakteristiky stanoveni SO42_, A=531nm

Pii vinové délce zdroje zéafeni 531 nm byla nameéfena kalibracni zavislost

uvedena na obr. 4.13. Zakladni charakteristiky stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.3.
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Obr 4.13:Kalibra¢ni zavislost stanoveni siranového aniontu pfi vinové délce 531 nm

Cga=5,0%,Cpna=05%, V=150 ul, F=3,0 ml-mint, d grc = 80 cm, A = 531 nm

Tab.4.3: Zakladni charakteristiky stanoveni pti A = 531 nm

h (mV)

Citlivost [I'mg™] 0,2548
Opakovatelnost (60 mg-I™) [%] 3,21

LOD [mg-I™] 7.4
LOQ [mg-1™] 25

R 0,9976
LDR do [mg-™] 120

Pii vlnové délce 531 nm bylo dosaZzeno o jeden fad vyssi citlivosti oproti
laserovym dioddm o vinovych délkach 653 a783 nm. Dosazeno bylo také

opakovatelnosti vysledk mensi nez 5 %.

4.2.5.6 Optimalizace koncentrace PVA pro A =403 nm

Poslednim testovanym zdrojem byl laserovy modul o vinové délce 403 nm. Tato

vlnova délka zafeni sice poskytovala intenzivni rozptyl, jeji snimani ovSem bylo
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omezeno klesajici odezvou fotodiody na nizsi vinové délky. Z firemnich materiala (viz
str. 30 tab. 3.4) vyrobce sensoru vyplynulo, Ze pii vlnové délce 403 nm je odezva
sensoru nizsi nez 50 %.

Pii jinak optimalnich parametrech a vlnové délce 403 nm byla naméfena

zavislost velikosti signdlu na koncentraci stabilizatoru.
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Obr. 4.14: Optimalizace koncentrace PVA pii vinové délce 403 nm
Ca=5,0%, Cpyva=05%,ca=100mgl™ V=150 ul, F=23,0mlmin? drc =80 cm,
A=403 nm

Jako koncentrace PVA poskytujici rozumny pomér mezi velikosti signalu

a smérodatnou odchylkou byla opét zvolena hodnota 0,5 %.

4.2.5.7 Kalibrace a zakladni charakteristiky stanoveni S042', A=403 nm

Pti optimalnich parametrech stanoveni byla namétena kalibrace a zjiStény
zakladni charakteristiky stanoveni pii vinové délce 403 nm. Vysledky jsou uvedeny

na obr. 4.15 a v tab. 4.4.
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Obr. 4.15: Kalibra¢ni zavislost stanoveni siranového aniontu pfi 403 nm

Cga=5,0%,Cpna=05%, V=150 ul, F=3,0 ml-mint, d rc = 80 cm, A = 403 nm

Na rozdil od delsich vinovych délek bylo mozné pii 403 nm pozorovat asymetrii
piku ve vzrustajici i1 klesajici fazi; vrchol piku byl obly, jakoby ufiznuty. Pfi¢inou byla
nejspiSe nizka odezva fotodiody na danou vinovou délku. Namétené hodnoty v kalibraci
byly snizeny o intenzivni signal nulového vzorku, nejspise zpisobeny odlisSnym

indexem lomu pro danou vinovou délku v ¢isté deionizované vodé a reakénim Cinidle.

Tab.4.4: Zakladni charakteristiky stanoveni pfi A = 403 nm

h (mV)
Citlivost [I'mg™] 0,0584
Opakovatelnost (60 mg-I™) [%] 6,02
LOD [mg-I™] 12,5
LOQ [mg-™] 42

R 0,99613
LDR do [mg-™] 120
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4.3 Srovnani dosazenych vysledku s literaturou

Experimentalni vysledky naznacCily, ze linedrni dynamicky rozsah by mohl
souviset s volbou vlnové délky a intenzity zafeni. Vliv ovSem mohla mit i vyssi
koncentrace stabilizatoru pouzivana s vinovymi délkami 403 a 531 nm nebo odlisny
zpusob napéjeni zdroje zaieni.

Z hlediska zakladnich charakteristik stanoveni byl jako optimalni pro stanoveni
bezbarvé srazeniny vyhodnocen zeleny laserovy modul, a jeho parametry pii stanoveni
siranli sraZenim barnatymi ionty byly porovnany s dostupnymi literarnimi zdroji.
Zakladni charakteristiky zelené¢ho laserového modulu jsou pro piehlednost uvedeny

v prvnim fadku tab. 4.5 shrnujici vysledky literarni reserse.

Tab. 4.5: Srovnani dosazenych vysledki s literarnimi zdroji

Charakter
Metoda O LOD_1 kalibracni R;SD Detekce Pozn. Citace
[mg.I"T  [mg.l"] zavislosti [%]
FIA 25-120 7.4 lineami 3,01 nefelometrickd, -\ i) hraci
A =531 nm
S turbidimetricka,
FIA 40-140 - linearni 0,85 A=480 nm T [76]
S turbidimetricka, analyza
FIA 5-200 e lineamni <1 A =410 nm rostlinnych vzorkd [52]
. .- . . vodné vzorky
rovnice turbidimetricka, .
SIA 10 - 100 10 druhého Fadu <33 A = 420 nm mimo odpadni [55]
vody
L, turbidimetricka,
SIA 10-200  -------- linearni <39 A=540 nm T [41]
., turbidimetricka, a
SIA 40 - 200 33 linearni 3,2 A =410 nm [58]
., turbidimetricka, a
FIA 40 - 200 29 linearni 2,7 A =410 nm [58]
turbidimetricka, SraZeni Pb”,
FIA 2-20 0,3 linearni <30 _ ’ EtOH-voda (1:1, [45]
A=410 nm
\A%)
rovnice nefelometricka, * laboratori
FIA 10-80  -------- &tvrtého Fadu 10,0 A = 680 nm sestrojeny [56]
detektor

# autofi neuvedli, jakym zptsobem ur¢ili limit detekce; neodpovida konvenci IUPAC

Porovnanim s vysledky publikovanymi v literatute bylo prokazano, Ze

zkonstruovana detek¢ni cela nevykazuje pfi stanoveni siranti horsi charakteristiky nez
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spektrometr. Ze srovnani vyplyva, Ze nebylo dosazeno niz$iho detek¢éniho limitu
nez poskytovala turbidimetrickd stanoveni, piesto ze nefelometrické stanoveni byvaji
citlivéjsi. Na rozdil od publikovanych vysledki bylo Vvtéto praci pouzito
nejjednodussiho mozného experimentalniho uspofadani. Snizeni limitu detekce by bylo
mozné dosahnout snizenim pH reakéniho cinidla nebo piidavkem organického
modifikatoru. U¢innost tohoto postupu je ilustrovana vysledky dosaZenymi sraZenim
sirantl olovnatymi kationty v prostfedi 50% ethanolu.

Stanoveni siranii srazenim barnatymi kationty metodou FIA s nefelometrickou
detekci prostiednictvim jednoduché cely bylo limitovano chemickou reakci nikoliv

instrumentaci.

4.4 Stanoveni SO0,* v realnych vzorcich metodou FIA

s nefelometrickou detekci

Vyse popsana a optimalizovand metoda byla pii vinové délce 531 nm aplikovana
pro stanoveni obsahu siranii ve vzorcich pitné a mineralni vody metodou kalibra¢ni
pfimky a metodou standardniho pfidavku. Mozn4 interference hydrogenuhli¢itanového
aniontu byla omezena okyselenim 50 ml vzorku 20ul 2M HCI a pievatenim po dobu
10 minut na vodni lazni. Stejnym zptisobem jako vzorky byly okyseleny i kalibra¢ni
standardy:.

Vzorky bez okyseleni byly pted fedénim 20 minut sonikovany na ultrazvuku za
ucelem odstranéni rozpusténého oxidu uhli¢itého. Vzorky okyselené a prevafené za
ucelem prevedeni rozpusténych hydrogenuhli¢itani na oxid uhli¢ity a jeho odstranéni

ze vzorku uz nasledné sonikovany nebyly. Vysledky stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.6.

Tab. 4.6: Vysledky stanoveni siranQ ve vzorcich pitné a mineralni vody

. , Stanoveni
, Stanoveni Stanoveni metodou
Deklarovany D metodou
o metodou kalibra€ni pfimky ,
Identifikace vzorku  obsah e, , standardniho
-1 kalibracni pfimky  po okyseleni v
[mg.I"] (mg 1] (mg I_¥] pfidavku
i ' [mg.I"]

studni¢nivoda = ------—-- 192 +10,0 180 + 0,6 150 + 6,5
Aquila, prvni voda 32,60 38,3+ 0,7 36,0+ 1,1 346+26
Korunni neperliva, 576 e 236+32 e
merunka
Podébradka jemné 73,10 111 + 3,2 776+28 75,0+ 4,2
perliva
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Metoda kalibra¢ni piimky byla zatizena vyznamnou pozitivni chybou
zpusobenou matrici, naopak metoda standardniho pfidavku poskytla vysledky
srovnatelné s deklarovanymi hodnotami. Vyrobci neuvadi uplné slozeni mineralnich
vod, ale dle pfedpokladu by matricové efekty mély byt zplsobeny ptredevSim
hydrogenuhli¢itanovym aniontem. Modifikovany postup ptipravy vzorki a kalibracnich
roztokli omezujici vliv rozpusténych hydrogenuhli¢itanovych aniont mél pozitivni vliv,
ale nevedl k uplnému odstranéni pozitivni chyby stanoveni, coZ naznaCuje existenci
dalsich interferentii ve vzorku.

Ve vzorku ochucené mineralni vody Korunni nebylo mozno stanovit obsah
sirant. V neutralnim pH neposkytl vzorek Zadnou analytickou odezvu ani po piidavku
standardu. Po okyseleni bylo mozno stanovit obsah siranového aniontu odpovidajici
jen 41 % deklarované koncentrace. Doslo tedy pouze k ¢astecnému potlaceni vlivu
matrice. Lze predpokladat, ze matrice vzorku obsahovala latky branici vzniku srazeniny.
Aditivy ve vzorku uvedenymi na etiket¢ byly jmenovité v pofadi dle obsahu:
invertovany cukr, kyselina citronovd, aroma, sorbat draselny, benzoat sodny, pfi¢emz
napft. sacharidy jsou znamy kosmotropnimi u¢inky (stabilizujicimi povrchové napéti

vody).

4.5 Stanoveni promethazinu metodou FIA s nefelometrickou
detekci

Za ucelem aplikace v laboratofi sestaveného nefelometrického detektoru pro
stanoveni farmakologicky aktivnich latek bylo vybrano stanoveni promethazinu
zalozené na tvorbé jeho nerozpustného iontového asociatu s bromfenolovou modii. [1]
Aplikaci metody pro pritokové uspofadani pfedchéazelo ovéfeni jeji pouzitelnosti. Bylo
zjisténo, Ze sraZeni je podporovano nizkym pH a probihd pouze za zvySené iontové sily.
V okyseleném roztoku bromfenolové modii bez ptidavku soli silné kyseliny a zasady
ke vzniku srazeniny nedoslo. Zkoumany byly dvé moznosti tpravy iontové sily a pH
¢inidla. Bud’ pfidavkem roztoku chloridu sodného a okyseleni kyselinou
chlorovodikovou nebo pifidavkem roztoku siranu sodné¢ho a okyseleni kyselinou
sirovou. V obou pfipadech doslo ke stejné zméné barevného ptrechodu pii poklesu pH
(zbordo pii pH 4-5 do oranzové pii pH niz§im nez 2; bez ptidavku soli nebo

po nafedéni vedl ptechod ke zluté barveé) a ke vzniku viditelné srazeniny. Na zakladé
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faktu, ze analytem byl promethazin hydrochlorid, byla zvolena kombinace kyselina

chlorovodikova a chlorid draselny.

4.5.1 Optimalizace pH a vinové délky

Vzhledem k barevnému ptechodu pii upravé pH roztoku byla zkoumana odezva
na pH pfi dvou vinovych délkach 531 a 653 nm. Kromé rozptylu zafeni na barevné
srazenin¢ mohla mit na intenzitu odezvy vliv 1 absorpce dané vlnové délky v barevném
roztoku Cinidla.

Bromfenolova modr je slabou kyselinou, horni mez zavislosti intenzity srazeni
na pH byla omezena jeji vlastni disociaci v deionizované vodé. Dolni mez byla zvolena
s ohledem na kyselou chybu pH metru, ktera u pouzivaného zafizeni nebyla pfesné
znama. Zavislosti tedy byly optimalizovany Vv rozmezi pH 0,9 - 4,4 a hodnoty namétené
pii nizkych pH byly hodnoceny s rezervou. Zavislosti pro dvé vinové délky 531
a 653 nm byly zméfeny za jinak stejnych podminek, kterymi byly: koncentrace ¢inidla
1,0-10" mol-dm™ bromfenolové modfi obsahujici 5,0-10° mol-dm™ KCl, davkovany

objem 150 pl, priitok ¢inidla 1,5 ml'min " a délka reakéni civky 80 cm (157 pl).

U (mV) _

Obr. 4.16: Zavislost signalu na pH pfi vinové délce 653 nm
¢ gpg = 1,0:10 > mol-dm™, ¢ ke =5,0-10° mol-dm ™, ¢ o = 100 mg-l"}, V = 150 pl,

F=15mlmin? dgrc=80cm
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Obr. 4.17: Zavislost signalu na pH pii vinové délce 531 nm
¢ gpg = 1,0-10 2 mol-dm3, ¢ kcL = 5,0-10° mol-dm >, ¢ o = 100 mg-1™, V = 150 pl,

F=15mlmin? dgrc=80cm

Z namétenych zavislosti vyplynulo, Ze pii pouziti laserového modulu o vlnové
délce 531 nm byly ziskané hodnoty pfiblizn€ o pul fadu vyssi nez pii pouziti diody
0 vlnové délce 653 nm. Pfi obou vinovych délkach bylo mozné pozorovat zietelny
pokles rozptylu zateni s rostouci hodnotou pH. Pribéh kiivky pti vinové délce 653 nm
odpovidal kombinaci vétsi tvorby sraZeniny pii nizSich pH a vétsi absorpce zareni pfi
vy$§im pH, kdy bylo srazeci cinidlo Cervené. Zavislost naméfena pii 531 nm
obsahovala maximum okolo hodnoty pH 1,4 naznacujici, Ze ve velmi kyselém prostiedi
by mohlo dochazet k d&jiim negativné ovlivilujicim stanoveni.

Jako optimalni zdroj byl zvolen laserovy modul o vlnové délce 531 nm

a hodnota pH 1,4 odpovidajici maximalni citlivosti v daném intervalu pH.

4.5.2 Optimalizace koncentrace chloridu draselného

Jak bylo vySe zminéno, vyssi iontova sila roztoku Ccinidla je podminkou
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probéhnuti srazeci reakce. Proto byla optimalizovana koncentrace chloridu draselné¢ho
v &inidle v rozmezi 5,0-10° — 1,010 mol-dm™ za udelem zjisténi jejiho vlivu

na velikost a reprodukovatelnost signalu.

T T T

28 L ]
U (mV)
24 L i
° %
20 - i
16 N PMEETEETErE | N P | N sl
10° 1x10° 1x10™* 10°
C g (Mol.dm?)

Obr. 4.18: Zavislost signalu na koncentraci chloridu draselného
¢ g = 1,0-10 2 mol-dm™3, ¢ o =100 mg-I™*, V =150 pl, F = 1,5 mI-min ", d rc = 80 cm,
A=531nm,pH=14

Ukézalo se, Ze koncentrace chloridu draselného neméla zZadny vliv na citlivost
stanoveni. VSechny namétené hodnoty oscilovaly v ramci smérodatnych odchylek okolo
hodnoty blizici se 21 mV. V nasledujicich méfenich byla pouzivana koncentrace KCl
5.10° mol.dm™ zajistujici dostatetnou iontovou silu roztoku potiebnou pro srazeni

promethazinu bromfenolovou modfi.

4.5.3 Optimalizace koncentrace bromfenolové modfri

Dle ptedpokladu by koncentrace bromfenolové modifi v Cinidle méla byt
nejdulezitéjSim parametrem pro dosazeni vysoké citlivosti stanoveni. S rostouci
koncentraci indikatoru by mélo dochazet k hyperbolickému vzristu odezvy v disledku

vzniku vétStho mnozstvi srazeniny az do konstantni hodnoty. Tento acidobazicky
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indikator je ovSem natolik intenzivné zabarveny, ze by mohl pii vysSich koncentracich

absorbovat vétSinu zaieni ze zdroje pred jeho interakci se srazeninou.

30 T T T T T T T T T
U (mv)
24| -
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0,0 50x10*  1,0x10°  15x10°  2,0x10°

C oy (MOLAM?)
Obr. 4.19: Zavislost signalu na koncentraci bromfenolové modii
CkeL =5,0:10° mol.dm™, ¢ o = 100 mg-1™, V = 150 ul, F = 1,5 mI'min™*, d rc = 80 cm,
A=531nm,pH=14

V souladu s vySe uvedenymi ptedpoklady méla naméfena zavislost maximum
nasledované prudkym poklesem signalu. Ten byl zpuisoben nejspise ¢aste¢nou absorpci
a predevsim intenzivnim nespecifickym rozptylem zareni v koncentrovaném c¢inidle. Pfi
hodnotach v maximu kiivky bylo ¢inidlo mirné zakalené resp. opalizujici, ale stale jesté
pruhledné pro zvolenou vlnovou délku. Jako optimdlni hodnota byla zvolena

koncentrace bromfenolové modii v ¢inidle 5,0-10~* mol-dm,

4.5.4 Optimalizace koncentrace polyvinylalkoholu

Piky byly ve vétsiné pfipadii deformované, byl tedy ucinén pokus o vylepseni
reprodukovatelnosti signalu pouzitim stabilizaéniho c¢inidla. Pfi stanoveni sirant
se pozitivné projevila ptfitomnost polyvinylalkoholu v koncentracich desetin procenta
v ¢inidle. Jeho vliv na signal byl zkouman 1 pfi stanoveni promethazinu.

Pripraveny byly roztoky o koncentracich 0 - 1,0 % PVA a koncentraci BPB
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5,0-10* mol-dm™. Roztoky bromfenolové modii v PVA se barevné lisily od roztoku
BPB v deionizované vodé naznacujici interakci mezi obéma organickymi slou¢eninami.

Zavislost, jejiz pribéh je zobrazen na obr. 4.20, byla zméfena v rozmezi
koncentraci PVA Vv roztoku c¢inidla pouze do 0,5 %, protoze pii koncentraci 1,0 % PVA

nedoslo k ustaleni zakladni linie.
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Obr. 4.20: Vliv koncentrace PVA na signal pii stanoveni promethazinu
¢ gpe = 5,0-10 * mol-dm3, ¢ ke = 5,0-10° mol-dm 3, ¢ o = 100 mg-I™, V = 150 pl,
F=15mlmin?, drc=80cm, A =531 nm,pH=14

Ze zavislosti vyplynulo, Ze pfitomnost polyvinylakoholu rusila stanoveni a jeho
ptidavek nevedl K vylepSeni tvaru signalu. Pfi¢ina poklesu signalu tkvéla
V neznamém d¢&ji, ktery se projevil zménou barvy Ccinidla pifi piipraveé roztoki.

Konkrétni pfi¢ina této barevné zmény nebyla zifejma a nebyla zkoumana.

4.5.5 Optimalizace délky reakcni civky

Dalsim optimalizovanym parametrem stanoveni byla délka reakéni civky. VIiv
jeji délky byl zkouman v rozsahu 20 — 100 cm, coz pfi piepoctu na objem odpovidalo

39 — 196 pl. Pribeh této zavislosti je zobrazen na obr. 4.21.
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Obr. 4.21: Zavislost velikosti signalu na délce reakéni civky
¢ gpe = 5,0-10 * mol-dm3, ¢ ke = 5,0-10° mol-dm 3, ¢ o = 100 mg-I™, V = 150 pl,
F=15mlmin, A=531nm, pH=1,4

Vyslednd zavislost obsahovala maximum odpovidajici délce reakéni smycky
40 cm a ukazala, ze asociace promethazinu s ¢inidlem a jejich vysraZzeni probiha rychle.
ProdluZovani reakéni smycky vedlo pouze k vyssi disperzi zony. Pro dal$i métfeni byla
zvolena reak¢éni civka délky 40 cm pfiblizn€ odpovidajici vnitfnimu objemu civky

79 pl.

4.5.6 Optimalizace davkovaného objemu vzorku a prutokové
rychlosti éinidla

Poslednim optimalizovanym parametrem byla vzajemna zavislost davkovaného
objemu a pritokové rychlosti ¢inidla. Z dosavadnich zkusenosti bylo mozno vyvodit, ze
optimalni pro stanoveni by méla byt spie nizkd prtokovéa rychlost do 3 ml-min
a davkovany objem vzorku mensi nez 250 pl.

Pritokova rychlost byla optimalizovana vrozmezi 0,8 - 3,2 ml-min™

a davkovany objem vzorku v rozmezi 100 — 200 pl.
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Obr. 4.22: Zavislost vysky piku na prutokové rychlosti ¢inidla a davkovaném objemu

vzorku

C gpg = 5,0-10 * mol-dm3, ¢ kcL = 5,0-10 ° mol-dm >, ¢ o = 100 mg-1™, d rc = 40 cm,
A=531nm,pH=14

Z grafu je patrné, Ze nejvySsi odezvy poskytovala kombinace velkych
davkovanych objemt vzorku a nizkych pritokovych rychlosti.

Jako kompromisni byla zvolena kombinace prutokové rychlosti Ccinidla
1,1 ml.min™ a davkovany objem vzorku 150 pl, protoze davkovani objemu 200 pl bylo
pfi nizkych pritokovych rychlostech provdzeno vétSsim rozptylem naméfenych hodnot.

Tento aspekt neni z konturového grafu mozné vycist.

4.5.7 Kalibrace a zakladni charakteristiky stanoveni
promethazinu
Pfi optimalnich hodnotich podminek stanoveni byla naméfena kalibracni
zavislost a ur€eny zakladni charakteristiky stanoveni promethazinu skrze tvorbu jeho

Spatné rozpustného asociatu s bromfenolovou modti. Kalibraéni zavislost je zobrazena

na obr. 4.23 a zakladni charakteristiky stanoveni jsou uvedeny v tab. 4.7.
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Obr. 4.23: Kalibra¢ni zavislost nefelometrického stanoveni promethazinu
S bromfenolovou modii

C gps = 5,0-10 * mol-dm™, ¢ ker = 5,0-10° mol-dm ™, V = 150 ul, F = 1,1 ml-min™?,
drc=40cm, A =531nm,pH=1/4

Tab. 4.7: Zakladni charakteristiky nefelometrického stanoveni promethazinu s BPB

h (mV)

Citlivost [I'mg™] 0,2935
Opakovatelnost (120 mg-™) [%] 2,64

LOD [mg-I™] 15,9
LOQ [mgT™] 53,0
R 0,99505
LDR do [mg-™] 200

Z vyse uvedenych zdkladnich charakteristik vyplynulo, Ze linearni dynamicky
rozsah a opakovatelnost metody jsou dostacujici pro stanoveni promethazinu v jeho
lékovych formach.

Omezené mnozstvi literarnich zdroji tykajicich se stanoveni promethazinu

na zakladé rozptylu zatfeni jeho iontového asociatu s bromfenolovou modii [1]
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neumoznilo porovnani vysledka ziskanych s prutokovou detekéni celou s vysledky
ziskanymi na spektrofotometru. Autofi zminéného ¢lanku publikovali linearni pracovni
rozsah 25 — 195 mg:l™" promethazinu, oviem bez udani limitu detekce. Na zaklad&
této neuplné informace nebylo mozné vytvaret zavéry o vlivu pouzité detekéni cely

na parametry stanoventi.

4.6 Stanoveni realnych vzorku lékovych forem promethazinu

metodou FIA s nefelometrickou detekci

Vzorky ve formé sirupu byly pro obé metody stanoveni pfipravovany nafedénim
na pfislusné koncentrace.

Vzorky ve formé tablety byly vzdy zvazeny, rozdrceny a z rozdrcené tablety byl
odebran definovany podil, ktery byl nasledné rozpustén. Rozpusténé podily byly dale
sonikovany Vv ultrazvuku 20 minut za ucelem dosazeni Gplného prevedeni G¢inné latky
do roztoku a prefiltrovany pies vatu do odmérné barky, kde byly roztoky doplnény
po rysku. Pro stanoveni metodou UV spektrometrie byly takto ptipravené roztoky jesté

dale fedény.

4.6.1 Stanoveni promethazinu metodou UV-spektrometrie

Metoda absorpcni spektrometrie v UV oblasti byla zvolena jako referencni
metoda stanoveni obsahu promethazin hydrochloridu v jeho 1ékovych formach.
Spektrum standardu promethazinu o koncentraci 1.10° mol.dm™ (v deionizované vodg)
bylo zméteno v rozsahu vinovych délek 200 — 400 nm a je zobrazeno na obr. 4.24.

Byly nalezeny dva absorp¢ni pasy s maximy pii vinovych délkach 249 a 300 nm.
Pti vinové délce 249 nm byl nasledné metodou kalibracni pfimky stanoven obsah
promethazinu ve vzorcich 1éCiv.

Deklarované hodnoty obsahu promethazinu v l€kovych forméach a hodnoty

stanovené metodou UV spektrometrie jsou uvedeny v tab. 4.8.
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Obr. 4.24: Absorpéni spektrum promethazinu v UV oblasti

Tab. 4.8: Stanoveni promethazinu Vv realnych vzorcich metodou

UV spektrometrie pii A = 249 nm

Stanoveni UV
spektrometricky (249 nm)

Prothazin (tbl.) 25 mg v tableté 22,8 £ 0,8 mg v tableté

Coldrex, noc¢ni
I&Cba (sirup)

Vzorek Deklarovany obsah

20 mg ve 20 ml (1000 mg-I™) 830 # 4,1 mg™

Referen¢ni metodou UV spektrometrie byl v Iékovych formach stanoven mensi

obsah promethazin hydrochloridu nez bylo deklarovano vyrobcem.

4.6.2 Stanoveni promethazinu v realnych vzorcich metodou FIA

s nefelometrickou detekci

Pro stanoveni obsahu promethazin hydrochloridu v lé€ivych ptipravcich
metodou FIA s nefelometrickou detekci po srazeni bromefenolovou modii byla pouzita

metoda kalibra¢ni ptimky. Vysledky jdou uvedeny v tab. 4.9.
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Tab. 4.9: Stanoveni promethazinu V realnych vzorcich metodou FIA

s nefelometrickou detekci

Stanoveni FIA

Vzorek s nefelometrickou detekci
Prothazin (tbl.) 25,6 £ 1,6 mg v tableté
C(?Idrex, nocéni l1é¢ba 1480 + 120 mgll—l

(sirup)

Z porovnani vysledkti s referencni metodou a hodnotami deklarovanymi
vyrobcem vyplynulo, ze stanoveni promethazinu metodou FIA s nefelometrickou
detekci bylo zatizeno pozitivni chybou, ktera se obzvlast’ vyznamné projevila u 1é¢iva
ve form¢ sirupu. Naopak referen¢ni metodou byl v této matrici nalezen mensi obsah
analytu, nez vyrobce udaval. Chyby byly pravdépodobné zpisobeny efektem matrice
vzorku, ktera méla na kazdou metodu stanoveni odlisny vliv.

V laboratofi sestaveny nefelometricky detektor se osvédCil i pifi stanoveni
organického analytu, prestoze aplikovana metoda neni vhodna pro vSechny typy

matrice.
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5 Zaver

V této praci byla zkonstruovana prutokova nefelometrickd detekéni cela
a aplikovana pro stanoveni dvou analytli: siranového aniontu a 1éCiva promethazinu.
Vyznamnou vyhodou tohoto jednotucelového zatizeni byla jeho finan¢ni nenarocnost,
protoze bylo sestaveno ze snadno dostupnych soucéastek. Navic bylo toto zafizeni
pienosne.

Prvnim krokem této prace byl navrh, sestaveni nefelometrické cely a optimalizace
jejich konstrukénich parametri. Druhym krokem pak byla optimalizace reakcénich
podminek stanoveni SO4* srazenim chloridem barnatym a volba nejvhodngjsiho
laserového zdroje zafeni za uCelem dosazeni vysoké citlivosti a opakovatelnosti
stanoveni pritokovou injekéni analyzou. V souladu s predpoklady bylo zjisténo, Ze bylo
optimalni pracovat s laserovym modulem o relativné vysokém vykonu a vinové délce
poskytujici jak intenzivni rozptyl tak i vysokou odezvu sensoru, i kdyz si toto
uspotadani vynutilo stabilizaci laserového zdroje omezenim napajeciho proudu.
Porovnanim dosazenych vysledkll stanoveni vybranych analytl S literarnimi zdroji bylo
zjisténo, ze v laboratofi sestaveny detektor nebyl limitujicim parametrem stanoveni
abylo snim dosazeno vysledkt srovnatelnych s vysledky stanoveni za pouZiti
komerénich spektrometrickych pfistrojii. Metoda byla aplikovana pro stanoveni siranti
ve vzorcich pitné a minerdlni vody s vybornymi vysledky.

Dale byla detekéni cela Gispé$né aplikovana ve stejném experimentalnim uspotradani
I pro stanoveni organického analytu - 1é¢iva promethazinu na zaklad¢ tvorby jeho Spatné
rozpustného iontového asociatu s bromfenolovou modfi. V pfipadé tohoto stanoveni
nebylo mozné vysledky porovnat s literarnimi zdroji. Zakladni charakteristiky stanoveni
ovSem byly pln¢ postacujici pro analyzu realnych vzorki — Ilékovych forem
obsahujicich promethazin a porovnani dosazenych vysledku s referenéni metodou UV
spektrometrie. V tomto ptipad¢ byly dosazené vysledky sporné — vyznamné se projevily
interference matrice. OvSem opét nebyla limitujicim faktorem instrumentace, ale
probihajici chemicka reakce.

Experimenty popsané v této diplomové praci probihaly intenzivné po dobu péti
mésict a po celou dobu byl pouzivan jeden sensor, u kterého, béhem této doby, nebyla
pozorovana zadné degradace odezvy. Zatizeni tak je schopno dlouhodobého provozu.

Vsechny cile vyt€ené v této praci byly splnény.

65



6 Literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]
[9]

[10]
[11]

[12]

[13]

[14]

[15]

Calatayud, J. M.; Sarrion, S. N.; Sampedro, A. S.; Benito, C. G.: Determination of
promethazine hydrochloride with bromophenol blue by a turbidimetric method
and flow injection analysis. Microchemical Journal 45:2, 129-136 (1992).

Tzanavaras, P. D.; Themelis, D. G.: Review of recent applications of flow
injection spectrophotometry to pharmaceutical analysis. Analytica Chimica Acta
588:1, 1-9 (2007).

Skoog, D. A.; Holler, F. J.; Crouch, S. R.: Principles of Instrumental Analysis.
Brooks/Cole, 6th edn.2006.

Segundo, M. A.; Rangel, A. O. S. S.: Flow Analysis: a Critical View of its
Evolution and Perspectives. Journal of Flow Injection Analysis 19, 3-8 (2002).

Vieira, J.; Jr, I. R.; Reis, B.: Sampling strategies in sequential injection analysis:
Exploiting the monosegmented-flow approach. Analytica Chimica Acta 366,
257-262 (1998).

Cerda, V.; Estela, J. M.; Forteza, R.; et al.: Flow techniques in water analysis.
Talanta 50:4, 695705 (1999).

Ruzicka, J.; Hansen, E. H.: Flow injection analyses. Analytica Chimica Acta
78:1, 145-157 (1975).

Ruzicka, J.; Hansen, E. H.: Flow Injection Analysis. 1988.

Ruzicka, J.: From Test Tube to Integrated Microconduits. Analytical Chemistry
55:11, 1043A-1053A (1983).

Betteridge, D.: Flow Injection. Analytical Chemistry 50:9, 832A — 846A (1978).

Mir6, M.; Hansen, E. H.: Miniaturization of environmental chemical assays in
flowing systems: the lab-on-a-valve approach vis-a-vis lab-on-a-chip
microfluidic devices. Analytica Chimica Acta 600:1-2, 46-57 (2007).

Hansen, E. H.: The impact of flow injection on modern chemical analysis: has it
fulfilled our expectations? And where are we going? Talanta 64:5, 107683
(2004).

Ruzicka, J.; Marshall, G. D.: Sequential injection: a new concept for chemical
sensors, process analysis and laboratory assays. Analytica Chimica Acta 237,
329-343 (1990).

Pasekova, H.; Polasek, M.; Solich, P.: Sekven¢ni injek¢ni analyza. Chemické listy
93, 354-359 (1999).

Lima, J. L. F. C.; Santos, J. L. M.; Dias, A. C. B.; et al.: Multi-pumping flow
systems: an automation tool. Talanta 64:5, 1091-8 (2004).

66



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]
[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

Gubeli, T.; Christian, G. D.; Ruzicka, J.: Fundamentals of Sinusoidal Flow
Sequential Injection Spectrophotometry. Analytical Chemistry, 2407-2413
(1991).

Ruzicka, J.; Gubeli, T.: Principles of Stopped-Flow Sequential Injection Analysis
and Its Application to the Kinetic Determination 63, 1680-1685 (1991).

Ruzicka, J.; Hansen, E. H.: Flow injection analysis — Where are we heading?
TrAC Trends in Analytical Chemistry 17:2, 69—73 (1998).

Wang, J.; Hansen, E. H.: Sequential injection lab-on-valve: the third generation
of flow injection analysis. TrAC Trends in Analytical Chemistry 22:4, 225-231
(2003).

Grudpan, K.: Some recent developments on cost-effective flow-based analysis.
Talanta 64:5, 1084-90 (2004).

Ruzicka, J.: Lab-on-valve: universal microflow analyzer based on sequential and
bead injection. The Analyst 125, 1053-1060 (2000).

Sequeira, M.; Bowden, M.; Minogue, E.; Diamond, D.: Towards autonomous
environmental monitoring systems. Talanta 56:2, 355-63 (2002).

Wang, J.: Lab-on-valve mesofluidic analytical system and its perspectives as a
“world-to-chip” front-end. Analytical and Bioanalytical Chemistry 381:4, 809-11
(2005).

Harvey, D.: Modern Analytical Chemistry. Boston: McGraw-Hill, 2000.

Rayleigh and Mie Scattering: Dostupné z URL: <http://hyperphysics.phy-
astr.gsu.edu/hbase/atmos/blusky.html#c3> [cit. 1.7.2013].

Morais, I. P. A.; Toth, 1. V.; Rangel, A. O. S. S.: Turbidimetric and Nephelometric
Flow Analysis: Concepts and Applications. Spectroscopy Letters 39:6, 547-579
(2006).

Vagner, B. dos S.; Thiago, B. G.; Suarez, W. T.; et al.: Evaluation of
Turbidimetric and Nephelometric Techniques for Analytical Determination of N-
Acatylcysteine and Thiamine in Pharmaceutical Formulations Employing a Lab-
Made Portable Microcontroled Turbidimeter and Nephelometer. Journal of the
Brazilian Chemical Society 22:10, 1968-1978 (2011).

Sohrabian, A.; Noraddin, F. H.; Flodin, M.; et al.: Particle enhanced turbidimetric
immunoassay for the determination of urine cystatin C on Cobas ¢501. Clinical
Biochemistry 45, 339-344 (2012).

Christiansen, M. S.; Blirup-Jensen, S.; Foged, L.; et al.: A particle-enhanced
turbidimetric immunoassay for quantitative determination of orosomucoid in
urine: development, validation and reference values. Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine 42:10, 1168-1177 (2004).

67



[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

Montagne, P. M.; Trégoat, V. S.; Cuilliére, M. L.; et al.: Measurement of Nine
Human Milk Proteins by Nephelometric Immunoassays: Application to the
Determination of Mature Milk Protein Profile. Clinical Biochemistry 33:3, 181-
186 (2000).

Begot, C.; Desnier, I.; Daudin, J. D.; et al.. Recommendations for calculating
growth parameters by optical density measurements, 225-232 (1996).

Augustin, J.-C.; Rosso, L.; Carlier, V.: Estimation of temperature dependent
growth rate and lag time of Listeria monocytogenes by optical density
measurements. Journal of Microbiological Methods 38, 137-146 (1999).

Taylor, R. H.; Grate, J. W.: A Flow Injection Analysis Technique for the
Determination of Chloride Using reflectance Detection. Talanta 42:2, 257— 261
(1995).

Oliveira, C. C.; Sartini, R. P.; Zagatto, E. A. G,; da Costa Lima, J. L. F.: Flow
analysis with accuracy assessment. Analytica Chimica Acta 350, 31-36 (1997).

Van Staden, J. F.: Flow-injection analysis of substances in water. Part I. Anions. A
critical review. Water SA 13, 197-208 (1987).

Lavine, B. K.; Oxenford, L.; Kim, M.; et al.: Novel turbidimetric method to study
polymer swelling. Microchemical Journal 103, 97-104 (2012).

Avena, M.; Giacomelli, C.; Garcia, C.; Pauli, C. De: : Dissolution of chromium
hydroxides monitored by turbidimetry. Langmuir 12, 66596664 (1996).

Dehring, K. a; Workman, H. L.; Miller, K. D.; et al.: Automated robotic liquid
handling/laser-based nephelometry system for high throughput measurement of
kinetic aqueous solubility. Journal of pharmaceutical and biomedical analysis
36:3, 447-56 (2004).

Kuban, V.: Continuous precipitation techniques in flow injection analysis.
Fresenius Journal of Analytical Chemistry 346, 837-881 (1993).

Masar, M.; Bomastyk, B.; Bodor, R.; et al.: Determination of chloride, sulfate and
nitrate in drinking water by microchip electrophoresis. Microchimica Acta 117,
309-316 (2012).

Van Staden, J. F.; Taljaard, R. E.: Determination of sulphate in natural waters and
industrial effluents by sequential injection analysis. Analytica Chimica Acta
331:3, 271-280 (1996).

De Oliveira, F. S.; Korn, M.: Spectrophotometric determination of sulphate in
automotive fuel ethanol by sequential injection analysis using
dimethylsulphonazo(l11) reaction. Talanta 68:3, 992-9 (2006).

Chimpalee, N.; Cimpalee, D.; Suparuknari, S.; et al.: Flow-injection

spectrofluorimetric determination of sulphate using calcein and zirconium.
Analytica Chimica Acta 298, 401-404 (1994).

68



[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

Klaassen, C. D.: Casarett and Doull s toxicology.: The Basic Science of Poisons.
New York: McGraw-Hill, 2001.

Santelli, R.; Lopes, P.: Turbidimetric determination of sulphate in waters
employing flow injection and lead sulphate formation. Analytica Chimica Acta
300, 149-153 (1995).

Hulanicki, A.; Lewandowski, R.; Lewenstam, A.: Elimintion of ionic
interferences in the determination of sulfates in water using the lead-sensitive
ion-selective electrode. The Analyst 101, 939-942 (1976).

Hirokazu, H.; Horvai, G.; Pungor, E.: Continuous Flow Determination of
Sulphate With a Lead-selective Electrode. The Analyst 113, 1870-1820 (1988).

Firouzabadi, S.; Razavipanah, I.; Zhiani, R.; Ghanei-Motlagh, M.: Sulfate-
selective electrode based on a bis-thiourea ionophore. Monatshefte fiir Chemie
144:2, 113-120 (2013).

Miles, D. L.; Cook, J. M.: The determination of sulphate in natural waters by
inductively coupled plasma emission spektrometry. Analytica Chimica Acta
1982, 207-212 (261AD).

Lapa, R. A. S.; Lima, J. L. F. C.; Pinto, I. V. O. S.: Sequential Injection Analysis
Determination of Sulphate in Wastewaters by Ultraviolet-Spectrophotometry.
Journal of Brazilian Chemical Society 11:2, 170-174 (2000).

Krug, F. J.; Filho, B. H.; Zagatto, E. A. G,; Jorgensen, S. S.: Rapid Determination
of Sulphate in Natural Waters and Plant Digests by Continuous Flow Injection
Turbidimetry. Analyst 102, 503 — 508 (1977).

Krug, F. J.; Zagatto, E. A. G; Reis, B. F,; et al.: Turbidimetric determination of
sulphate in plant digests and natural waters by flow injection analysis with
alternating streams. Analytica Chimica Acta 145, 179-187 (1983).

Baban, S.; Beetlestone, D.; Betteridge, D.; Sweet, P.: The Determination of
Sulphate by Flow-injection Analysis with Exploitation of pH Gradients and
EDTA. Analytica Chimica Acta 114, 319-323 (1980).

Liu, H.; Dasgupta, P. K.: A liquid drop: A windowless optical cell and a reactor
without walls for flow injection analysis. Analytica Chimica Acta 326:1-3, 13-22
(1996).

Morais, I. P. a; Souto, M. R. S.; Lopes, T. I. M. S.; Rangel, A. O. S. S.: Use of a
single air segment to minimise dispersion and improve mixing in sequential
injection: turbidimetric determination of sulphate in waters. Water research
37:17, 4243-9 (2003).

Jakmunee, J.; Udnan, Y.; Morrison, R.; et al.: A low-cost light-scattering detector
for the flow-injection nephelometric determination of sulfate. Analytical
sciences: the International Journal of the Japan Society for Analytical Chemistry
19:11, 1495-8 (2003).

69



[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]
[70]

Singh, R. P.; Pambid, E. R.; Abbas, N. M.: Determination of Sulfate in Deep
Subsurface Waters by Supressed lon Chromatogryphy. Analytical Chemistry
63:6, 1897-1901 (1991).

Vieira, J. a; Raimundo, I. M.; Reis, B. F.: Turbidimetric determination of sulphate
employing gravity flow-based systems. Analytica Chimica Acta 438:1-2, 75-81
(2001).

Vieira, J.; Reis, B.; Kronka, E.: Multicommutation in flow analysis. Part 6.
Binary sampling for wide concentration range turbidimetric determination of
sulphate in plant digests. Analytica Chimica Acta 366, 251255 (1998).

Lincova, D.; Farghali, H.: Zdkladni a aplikovana farmakologie. Praha: Galén,
2007.

Daniel, D.; Gutz, I. G. R.: Flow injection spectroelectroanalytical method for the
determination of promethazine hydrochloride in pharmaceutical preparations.
Analytica Chimica Acta 494:1-2, 215-224 (2003).

Wallace, J. E.; Shimek, E. L.; Harris, S. C.; Stavchansky, S.: Determination of
promethazine in serum by liquid chromatography. Clinical Chemistry 27:2, 253~
5(1981).

Wallace, J. E.; Shimek, E. L.; Stavchansky, S.; Harris, S. C.: Determination of
promethazine and other phenothiazine compounds by liquid chromatography wih
electrochemical detection. Analytical chemistry 53:7, 960-2 (1981).

Ribeiro, F. W. P.; Cardoso, A. S.; Portela, R. R.; et al.: Electroanalytical
Determination of Promethazine Hydrochloride in Pharmaceutical Formulations
on Highly Boron-Doped Diamond Electrodes Using Square-Wave Adsorptive
\oltammetry. Electroanalysis 20:18, 2031-2039 (2008).

Ni, Y.; Wang, L.; Kokot, S.: Voltammetric determination of chlorpromazine
hydrochloride and promethazine hydrochloride with the use of multivariate
calibration. Analytica Chimica Acta 439:1, 159-168 (2001).

Saif, M. J.; Anwar, J.: A new spectrophotometric method for the determination of
promethazine-HCI from pure and pharmaceutical preparations. Talanta 67:5,
869-72 (2005).

Hornyak, I.; Kozma, L.; Lapat, A.; Tovari, |.: Spectrofluoric Determination of
Diethazine and Promethazine in Pharmaceutical Preparations. Biomedical
Chromatography 11, 99-101 (1997).

Terminologicka komise.: Nomenklatura a terminologie. Chemické listy 444, 439—
444 (2000).

Eckschlager, K.: Chemometrie. Praha: Karolinum, 1991.

Pavlik, J.: Aplikovana statistika. Praha: VSCHT, 2005.

70



[71]

[72]

[73]

[74]
[75]

[76]

Zichova, J.: Planovani experimentii a predikcni vicerozmérna analyza. Praha:
Karolinum, 2007.

Opekar, F.; Jelinek, 1.; Rychlovsky, P.; Plzak, Z.: Zdkladni analyticka chemie.
Praha: Karolinum, 2007.

Technicky list k TSL250/Light-to-voltage sensor Dostupné z URL:
<http://www.ams.com/eng/Products/Light-Sensors/Light-to-Voltage/TSL250>
[cit. 8.8.2013].

RuZicka, J.: Flow injection analysis. New York: J. Wiley, 2nd ed.1988.

Dias, A. C. B.; Borges, E. P.; Zagatto, E. a G.; Worsfold, P. J.: A critical
examination of the components of the Schlieren effect in flow analysis. Talanta
68:4, 107682 (2006).

Filha, M. M. S.; Krug, J.: Sulphate preconcentration by anion exchange resin in

flow injection and its turbidimetric determination in water. Talanta 40:10, 1529—
1534 (1993).

71



