Sekvencni injekCéni analyza
(Stanoveni obsahu dusitani rivanolovou metodou)

Teorie:

Sekvencni injekéni analyza (SIA) je pritokova analytickd metoda, feSici nékteré
nedostatky pritokové injekéni analyzy (FIA). Sekvencni injekéni analyza také umoziuje
snadnou automatizaci slozitych postupli sériovych analyz velkého poctu vzork.

Vyznamnymi rozdily techniky sekvenéni injek¢ni analyzy a FIA techniky je odliSnost v
geometrii nosného toku, kdy FIA vyuziva pfimy konstantni tok, zatimco SIA vyuzZivd zménu
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pfimého a zpétného toku (Obr. €. 1). Tim je dosaZeno vysSiho stupné konverze analytu na

vysledny produkt.

Obr. ¢&. 1: Princip sekvencni injekcni analyzy

Systém SIA pracuje v cyklu naprogramovanych pohybtl ¢erpadla, synchronizovanych s
pfepinanim pozic selekéniho ventilu. Ziskéni reprodukovatelného koncentra¢niho gradientu
produktu dosdhneme piesnou synchronizaci a opakovatelnosti jednotlivych programovych
krokl. Z toho vyplyva, Ze soucasti SIA systému musi byt i1 pocitac s fidici kartou a ptisluSnym
programovym vybavenim, ktery fidi kroky méficiho cyklu a souCasné sbira, uchovava a

vyhodnocuje vystupni data (Obr. €. 2).
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Obr. ¢. 2: Schématické usporadani sekvencni injekcni analyzy

U SIA techniky je moZné provést zmény davkovaného objemu vzorku od jednotek az po
stovky ;1 programovanim doby otevieni kanalu selekéniho ventilu a tim optimalizovat disperzi
zony vzorku a citlivost stanoveni. Doba trvani jednoho méficiho cyklu se pohybuje okolo 30 s;
prutokové rychlosti jsou u FIA a SIA techniky témét shodné a pohybuji se okolo 1 ml.min"-

Hlavni charakteristikou techniky SIA jsou oddélené méfici cykly, kdy jsou nejprve zony
vSech Ccinidel a vzorku davkovany postupné do jednokandlového systému s pouzitim
vicecestného (nejcastéji 6, 8 ¢i 10 cestného) selekéniho ventilu a pistového (peristaltického)
erpadla. Pomoci selekéniho ventilu jsou fazeny zoény &inidel a vzorku v misici civce. Pohyb
toku je dale pomoci &erpadla obricen a tim dojde k dokonalému promiseni zén za vzniku
reakéniho produktu, ktery je dale detekovan. Nékdy se vyuziva uzavieni zony vzorku mezi dvé
¢inidla, coz zvySuje vytézek chemické reakce.

Jako detektory v SIA jsou pouzivany spektrofotometry, fluorimetry, elektrochemické
detektory atd. Ziskany signal ma opé&t tvar piku.

Vyhodou SIA techniky oproti FIA je jednokanalové uspoiadani s jednim ventilem. Pii
zastaveném toku je mozno provadeét i kinetickd méteni stejné jako u FIA. Protoze SIA vyuziva
zastaveni a zménu sméru toku, jsou spotieby vzorku a hlavné ¢inidel podstatné niZsi nez u

FIA, kde je Gerpani kontinudlni. Velkou vyhodou je i jeji flexibilita, dand snadnou zmé&nou



parametrti méfeni pomoci klavesnice pocitace beze zmén konfigurace SIA systému. Nevyhodou
SIA oproti FIA je nizsi frekvence davkovani vzorku.

Dusitany a dusi¢nany jsou latky piitomné v pfirod€, potravindch, primyslovych a
fyziologickych  systémech. Stanoveni dusitani je nejCastéji  provadéno  pfimo
spektrofotometricky, elektrochemicky, chromatograficky ¢i metodami pritokové analyzy.
Dusi¢nany jsou ve vétSin€ ptipadi redukovany a nasledné stanoveny jako dusitany.

Nejbéznégjsi postup pro spektrofotometrickou detekci dusitanti je Griessova reakce,
zalozena na diazotaci kyseliny sulfanilové dusitanem v kyselém prostiedi a nasledné kopulaci
vzniklé diazoniové soli s l-naftylaminem za vzniku vyrazn& Cerveného azobarviva. Jinou
moznosti stanoveni dusitanii je jejich spektrofotometrické stanoveni s rivanolem (Obr. ¢&. 3)
V ptitomnosti kyseliny chlorovodikové. Toto stanoveni, které je mozno provadét za bézné

laboratorni teploty, je zaloZeno na tvorbé stabilniho vyrazné cerveného produktu, ktery byl

identifikovan jako diazoniova stll.
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obr. &. 3: Struktura rivanolu
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Ukol:

Stanovte obsah dusitan(i ve vzorku metodou sekvenéni injekéni analyzy se spektrofotometrickou

detekei. Pro stanoveni pouzijte rivanolovou metodu.



Pristroje a chemikalie:

Absorpéni  spektrometr Pye-Unicam PU 8800 (Philips-Unicam, Cambridge, Anglie)
ptipojeny k fidicimu pocitaci ptes sériové rozhrani RS-232C (COM 1) a ovladany vytvorenym
software pro SIA aparaturu. Pritokova kiemenna Kyvety s ynitinim objemem 80 ul s tloustkou
absorp¢ni vrstvy 10,00 mm.

Programovatelna pistova pumpa s injekéni stiikackou o objemu 500 pl (katalogové ¢&islo
1-800-323-4390) firmy Cole-Parmer (USA) piipojend k fidicimu pocitaci ptes sériové rozhrani
RS-232C (COM 2).

Programovatelnd peristaltickd pumpa s osmikanalovou Cerpaci hlavou Ismatec (Cole-
Parmer, Vernon Hills, U.S.A.) pfipojena k fidicimu pogcitaci pies sériové rozhrani RS-232C
(COM 3).
8-cestny selekéni ventil C25-3188 (Valco International, U.S.A.) fizeny digitalnimi vystupy Fidici
karty.

Ridici karta PCI-6036E s konektorovym blokem BNC-2110 (National Instuments, U.S.A..).
Grafické programovaci prostiedi LabView FDS (7.1) (National Instruments, U.S.A.).

Cerpaci hadi¢ka Tygon (Cole-Parmer), reakéni civka 600 mm (0,5 mm vnitini primér), spojovaci
teflonové hadicky (vnitini primér 0,5 mm) pro vedeni vSech roztoki.

Rivanol (mlé&nan -2- ethoxy -6,9- diaminoakridinia), zasobni roztok o koncentraci 2107

mol-l'l; roztok je nutno chranit pied svétlem. HCI o koncentraci 1,0 mol-1"". Zasobni roztok NOy

o koncentraci 1,000 g1, Odmérky, pipety.

Pracovni postup a ovladani aparatury:

1. Ze zasobniho roztoku NO, o koncentraci 1000 pg'ml'1 piipravime sadu kalibracnich roztokl
V koncentracnim rozmezi 0 — 50 pg-ml'l-

2. Sestavime aparaturu pro méfeni podle obrazku (Obr. &. 4) (pedagogicky dozor praktika vam
S propojenim vSech soucasti aparatury a pocitace poradi).

3. Zapneme spektrometr hlavnim vypinadem a pockdme na probé&hnuti testovaciho programu;
zapneme fidici pocita¢ a ptihlasime se do profilu ,,Praktika“. Provedeme inicializaci spojeni

spektrometru - na panelu spektrometru postupné zmackneme nasledujici tlacitka: ,,**,



,MODIFY*, ,ENTER®, ,ENTER* a oto¢ime klickem do polohy ,,LOCK/REMOTE®. Timto

je spektrometr prepnut do modu fizeni pocitacem.
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Obr. &. 4: Zapojeni SIA aparatury

Zapneme pistové cCerpadlo a peristaltickou pumpu; piislusné hadicky zasuneme do

odpovidajicich odmérek (zasobni roztok — destilovana voda, vzorek, Rivanol, HCI) a do odpadni

nadoby.

5. Na fidicim pocitadi spustime program ,,LabView* a po jeho inicializaci otevieme vlastni

vytvoteny fidici software ,,SIA-praktika“ v adresafi ,,Praktika“.

6. Na ¢&elnim panelu tohoto virtudlniho piistroje musime navolit nasledujici parametry - PU

8800 (COM 1), pistové cerpadlo (COM 2), peristaltickd pumpa (COM 3), vlnova délka

stanoveni (520) nm; dale navolime parametry analyzy:

davkovany objem vzorku 350 pl
davkovany objem HCI 250 pl
davkovany objem rivanolu 250 pl
prittokové rychlost vzorku 3,0 ml'min’
pritokova rychlost HCI 2,0 ml'min”’
prittokova rychlost rivanolu 1,0 ml'min’’
podet michani 2

7. Tim je aparatura pfipravena pro méfeni. Nejdiive proméfime jednotlivé body kalibra¢ni

zavislosti véetné nulové hodnoty a potom neznamy vzorek. VSechna méfeni opakujeme 4

krat (nulovou hodnotu 10 krat).



Me¢teni provadime takto: Vstupni hadicku pro nasavani daného roztoku zasuneme do
piislusného roztoku a na ovlddacim panelu virtudlniho pfistroje pro SIA analyzu spustime
méfeni tlacitkem ,,Start. Ovladaci program nejdiive inicializuje ovladani spektrofotometru,
nastavi jeho parametry métfeni (vinova délka stanoveni, spektralni interval, integrace); v pribéhu
analyzy pak pfed vlastnim priichodem reakéni smési detektorem tento detektor vynuluje a ve
vhodny ¢asovy okamzik spusti sbér absorban¢nich dat v Case.

Software dale inicializuje ovladani pistového Cerpadla, peristaltické pumpy a selekéniho
ventilu a v pribéhu analyzy nastavuje pritokové rychlosti i objemy &erpanych slozek a ve
vhodné okamziky spousti Cerpani.

Po proplachnuti celého systému je postupné do reakéni civky nasata kyselina, vzorek a
¢inidlo, reakéni smés je dvakrat v reak¢ni civce promichana a zreagovana smés je vedena pies

detektor do odpadu a cely systém je ptfipraven na novy cyklus.

Vyhodnoceni vysledkii:

1. Ze vSech digitalizovanych ¢asovych zavislosti absorbance diazoniové soli odecteme vysky SIA
pikd; statisticky je zhodnotime; sestrojime kalibracni zavislost; zjistime citlivost stanoveni, mez
detekce a mez stanovitelnosti. Nakonec odecteme obsah dusitanii v neznamém vzorku.

2. Z gasovych pribéhii SIA pikii odhadneme maximalni frekvenci analyz za danych optimélnich

podminek analyzy.

Podékovani:

Dékujeme agentufe FRVS (projekt 275/2006) za poskytnuti finanénich prostfedki na
zakoupeni potiebné instrumentace pro provedeni této ulohy (programovatelné pistové pumpy a
programovatelného peristaltického &erpadla firmy Cole-Parmer s p¥islusenstvim, multifunkéni
karty a programovaciho prostiedi LabView firmy National Instruments pro ¥izeni sekvenéni

injekéni analyzy a selekéniho ventilu s piislugenstvim firmy Valco).



