14. PRUTOKOVA CHRONOPOTENCIOMETRIE

Stanoveni kyseliny askorbové C¢HsOg

V coulometrii a chronopotenciometrii se meri elektricky naboj potrebny k uplné preméné stanovované latky na
Jinou formu v rozdilném oxidacnim stupni.

Pri stanoveni kyseliny askorbové se méri naboj potrebny na uplny pritbeh kvantitativni oxidace kyseliny
askorbové na dehydroaskorbovou kyselinu uvniti porézni uhlikové elektrody E53C pomoci konstantniho proudu.

CsHgOg - 2™ — CsHOp6t+ 2H'
14.1. Priprava zasobniho roztoku kyseliny askorbové

¢ (CsHgOg) = 100 mg/1 M(CeHgOg) = 147,13 g/mol
tj. m(C¢HgCs) = 50 mg — pievést do Vo = 500 ml, doplnit dest. H,O

14.2. Priprava kalibra¢nich roztoku kyseliny askorbové

Ze zasobniho roztoku CsHgCs 0 ¢ = 100 mg/1 ptipravit do 50 ml odm.banék nasledujici koncentrace
kyseliny askorbové, doplnit po rysku elektrolytem R-020T (NaCl < 1%, C,H4C, . 2H,0 < 1%, Triton
X100 < 1%, dest. H,O).

¢. ¢ (mg/l) Vyip (ml) AT/AE (counts)
1. 10 5
2. 20 10
3. 30 15
4. 40 20
5. 50 25
6. 60 30

14.3. Priprava neznamého vzorku

Tabletu zvazit — rozpustit v cca 25 ml dest. H,O a pfefiltrovat do 100 ml odm.baiiky + H,O

!
pipetovat 5 ml do 50 ml odm.banky + dest. H,O

!
pipetovat 10 ml do 50 ml odm.baniky + elektrolyt R-020T (zméfit 3x, ptip. 6x)



Postup méreni C¢HsCgs pomoci EcaFlow 150GLP

1.
2.

Spustit program EcaFlow Autosampler

Nastaveni — Parametry — VSeobecné — zvolit ¢islo metody — metoda ¢.36 Ascorbic
Acid a vybrat méd méteni Bezkalibracné, mod méteni pozadi Pred kazdym mérenim

3. Nastaveni — Parametry — Meéreni — zménit hodnotu pratoku na 6 ml/min

10.

1.
12.

Nastaveni — Parametry — Kalibrace — rozkliknout modré policko a zménit
jednotky na mg/1

Nastaveni — Parametry — Vzorky — Pridat — v zobrazené tabulce uvést Cislo
nadoby, nazev (kod) vzorku, pocet opakovani (1x) a zatrhnout Analyzuj — OK

Barevné oznacené hadicky ponofit do ptislusnych roztokt:
e modré hadicka — roztok zékladniho elektrolytu R-020T (dle aplikac. listu)
e cCervena hadicka — roztok blanku (elektrolyt R-020T)
e 7luta hadicka — roztok CcHgCs
Ptitla¢né rameno peristaltického ¢erpadla ptitlait (zacvaknout) k hadiSce
Pod drzék filtru umistit kddinku — kliknout na moznost Napinéni
Po naplnéni systému elektrolytem odstranit kadinku a zapojit hadicky cely
Stisknout moznost Preparace (ptiprava elektrody k méfeni)
Spustit méfeni — ! a Start

Naméienou kiivku porovnat se vzorovym zdznamem v aplikacnim listé. Pokus
zédznam vyhovuje (kontrola porézni uhlikové elektrody) Ize ptistoupit k analyze
vzorku a méfeni kalibracnich zavislosti

13. Nastaveni — Parametry — Vieobecné — vybrat mod méteni Kalibracni primka, mod

méteni pozadi Pred kazdym mérenim

14. Nastaveni — Parametry — Kalibrace — vypsat policka Kalibra¢ni ptimky Cstd1,

Cstd2, Cstd3 (prvni tfi kalibraéni roztoky)

15. Nastaveni — Parametry — Vzorky — Pridat — v zobrazené tabulce uvést Cislo

16.

nadoby, nazev (kod) vzorku, pocet opakovani méfeni standardi (1x), pocet opakovani
méfeni vzorku (3x) a zatrhnout Analyzuj — OK, pravym tladitkem zruSit méfeni
srovnavaciho vzorku (pfedchozi vzorek)

Spustit mé&feni — !, oznalit méfeni standardu a stlacit Start

17. Po ukon¢eni méteni — Nastaveni — Parametry — Vzorky — pravym tlacitkem zrusit

méfeni prvnich tif kalibradnich roztoktt — OK — spustit méfeni — !, oznacit méfeni



vzorki a stlacit Start
18. Ulozit namétena data — File — Export

19. Hodnoty ulozené v PC pievést do souboru v Excelu, sestrojit kalibra¢ni zavislost

f(c) = AT/AE .

Stanoveni limitu detekce a meze stanovitelnosti pomoci programu OriginPro 8.1.

1. Spustit program OriginPro 8.1.

2. Do sloupecku A(X) napsat hodnoty, které lezi na ose x (napt. koncentrace). Do
sloupecku B(Y) napsat hodnoty, které maji byt vyneseny na ose y (napt. At/AE).
Program OriginPro 8.1 je kompaktibilni s Excelem, hodnoty tedy lze nakopirovat
z excelovského souboru.Vyplnit nazvy sloupcit v tadku Comments (koncentrace,

AT/AE).

3. Hodnoty, ze kterych ma byt vytvofen graf oznaCit — na horni 1i§té — Analysis —
Fitting — Linear Fit (pfedpoklddame linearni zavislost) — Open Dialog ...
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4. V nové€ otevieném okné ,.Linear Fit“ — Fitted Curves plot — zakliknout Confidence
bands (pasy spolehlivosti) a Prediction bands. Skéalu ,Range* zvolit Custom (béznou)
a minimalni hodnotu nastavit na 0 (v ptipad€, ze chceme bod [0,0] — poté OK.
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V pracovnim sesitu ,,BOOK1“ se vytvoii dva nové listy — FitLinearl a
FitLinearCurvel.

Otevtit list FitLinearCurvel — zde jsou soutfadnice bodil linedrni zavislosti i

jednotlivych past. Limit detekce odecist nasledujicim zptisobem:
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Nejprve se podivame na hodnoty ve sloupci A6(Y1), ktery obsahuje hodnoty ,, horniho “
predikcniho pasu (nad kalibracni pfimkou) a zjistime prvni hodnotu v tomto sloupecku
(napt. vuvedené tabulce je to Cislo -1496,65412). Poté se podivame do sloupecku
A5(Y1), ktery obsahuje hodnoty hodnoty ,,dolniho“ predikcéniho pdsu (pod kalibracni
piimkou). V tomto sloupecku budeme hledat hodnotu, kterd se nejvice blizi Cislu
nalezenému ve sloupci A6(Y1). Tato hodnota odpovidd nejniz§imu moznému signalu
analytu (vynesen na ose y), ktery Ize detekovat.

Pro nas je ale nejdiilezitéjsi zjistit, kterd hodnota na ose x tomuto signalu odpovida. Tuto
hodnotu naleznete ve sloupecku A1(X1) (v tomto sloupecku jsou vyneseny hodnoty osy x
— v nasem piipad¢ koncentrace). Hodnota LOD se bude nachazet na stejném fadku jako
¢islo nalezené ve sloupci A5(Y1).

7. V listu FitLinearl v horni tabulce jsou zapsany hodnoty Useku (/ntercept) a smérnice
(Slope) kalibraéni piimky.

Pokud 2x kliknete na graf ,,Fitted Curves plot*, graf se zvEtsi na celé okno a lze ho déle
upravovat (popsat osy, zménit legendu, ...)
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Pro export grafu postupujte nasledovné: File = Export Graphs — Open dialog ...

V novém okné je nutné zvolit typ obrazku — /mage type (jpg, png, ...), do pole File Name
napsat jméno, do pole Path zvolit misto umisténi obrazku (napf. Plocha — desktop) - OK.
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Poznamka:

Pokud jsou piky symetrické, jako kvantitativni ukazatel obvykle pouzivame vysku v maximu piku.
Pokud chceme pracovat presnéji, méfime plochu piku.. Pro zjisténi plochy nejjednoduseji postupujeme
tak, ze pik aproximujeme trojihelnikem, protoze pak pro vypocet plochy plochy miizeme pouzit vzorec
pro vypocet obsahu trojuhelniku.

Presné&jsi postupy jsou mechanicka integrace (planimetrie) nebo vazeni vystiihanych piki.



