14.PRUTOKOVA CHRONOPOTENCIOMETRIE

Stanoveni kyseliny askorbové C¢HsCg

V coulometrii a chronopotenciometrii se méri elektricky naboj potiebny k uplné premeéné stanovované latky na
Jinou formu v rozdilném oxidacnim stupni.

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

CeHsCs - 2¢” — CeHeCot 2H"
14.1. Priprava zasobniho roztoku kyseliny askorbové

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

14.2. Priprava kalibrac¢nich roztoki kyseliny askorbové

Ze zasobniho roztoku C¢HgsCs 0 ¢ = 100 mg/1 piipravit do 50 ml odm.banék nasledujici koncentrace
kyseliny askorbové, doplnit po rysku elektrolytem R-020T (NaCl < 1%, CoH4C, . 2H,0 < 1%, Triton
X100 < 1%, dest. H,0).

¢. ¢ (mg/1) Voip (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 ptefiltrovat do 100 ml odm.banky + H,O

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

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



Postup méieni C¢HgCs pomoci EcaFlow 150GLP

l.
2.

Spustit program EcaFlow Autosampler

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

3. Nastaveni — Parametry — MérFeni — zménit hodnotu pritoku na 6 ml/min

10.

11.
12.

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

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

Barevné oznacené hadi¢ky ponofit do piislusnych roztoki:
e modra hadicka — roztok zakladniho elektrolytu R-020T (dle aplikac. listu)
e cCervend hadicka — roztok blanku (elektrolyt R-020T)
e 7luta hadi¢ka — roztok CcHgCs
Ptitlacné rameno peristaltického ¢erpadla pfitlacit (zacvaknout) k hadiSce
Pod drzék filtru umistit kadinku — kliknout na moznost Nap/néni
Po naplnéni systému elektrolytem odstranit kadinku a zapojit hadicky cely
Stisknout moznost Preparace (piiprava elektrody k méfeni)
Spustit méfeni — ! a Start

Namétenou kiivku porovnat se vzorovym zaznamem v aplikacnim listé. Pokus
zaznam vyhovuje (kontrola porézni uhlikové elektrody) lze pristoupit k analyze
vzorku a méfeni kalibracnich zavislosti

13. Nastaveni — Parametry — Vseobecné — 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, ndzev (kod) vzorku, pocet opakovani méfeni standardi (1x), po€et opakovani
meéfeni vzorku (3x) a zatrhnout Analyzuj — OK, pravym tladitkem zruSit méteni
srovnavaciho vzorku (pfedchozi vzorek)

Spustit m&feni — !, ozna&it mé&feni standarda a stladit Start

17. Po ukonceni méteni — Nastaveni — Parametry — Vzorky — pravym tlacitkem zruSit

méfeni prvnich tii kalibraénich roztokit — OK — spustit m&feni — !, oznadit méfeni
vzorkd a stlacit Start



18. Ulozit namétena data — File — Export

19. Hodnoty ulozené v PC ptevést do souboru v Excelu, sestrojit kalibracni 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 ndzvy sloupct v fadku Comments (koncentrace,

AT/AE).

Hodnoty, ze kterych ma byt vytvoren graf oznacit — na horni 1i§t¢ — Analysis —
Fitting — Linear Fit (pfedpokladdme linedrni zavislost) — Open Dialog ...

4. V nové otevieném okné ,,Linear Fit“ — Fitted Curves plot — zakliknout Confidence
bands (pasy spolehlivosti) a Prediction bands. Skalu ,,Range® zvolit Custom (b&€Znou)
a minimalni hodnotu nastavit na 0 (v ptipad¢, ze chceme bod [0,0] — poté OK.
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5. V pracovnim sesitu ,,BOOK1“ se vytvoii dva nové listy — FitLinearl a
FitLinearCurvel.

6. Oteviit list FitLinearCurvel — zde jsou soufadnice bodl linedrni zavislosti 1
jednotlivych péast. Limit detekce odecist nasledujicim zpiisobem:

& OriginPro 8.1 (Acadernic) - C:Wocuments and Settings\uZivateMokumenty\OriginLab\81Wser FilesWINTITLED * - fFolder1/ - [Book1] 3
Fie Edk View Pt Comn Worksheel Analyss Statitis Imege Tooks Fomat Window Help o8 x

DoRBEREDRE fEEHE 4ud BWE & B8 & AEP 4
i efakide v |3 v B X U E-m-A- d
AR A2 @] RO | M) @] A1) @] A1) @ ATix2) @ AB(YZ) &[ A8V 8]~
Lona Name| Independent Variable | Linear FItof Gheet B 95% LCL of Sheetl B 95% UCL of Gheell B 95% LPL of Sheetl B 55% UPL of Sheet! 8] Independent Variable | Regular Residual of Sheetl B | Regular Residual of Sheefl B
Farameters Fitted Curves Plot Gonfidence Limit Prediction Limit Histogram of the Residual Plot|
ke 7 [ 1686,46067 768,693 162404033 s aren 143635412 1 3280852 32,0952
060608 1520,54805 179717066 1250,32544 -1925,77956 113131755 fJ 054762 0,94762
3 1,102 1160,62942 +1425,45156 -895,79732 +1555,30055 766,85233 EL] 6849524 69,49524
& 4 181818 9271082 1053.76627 53165538 118486375 4005573 ] 1651619 1651619
5 242424 3479221 32,0854 16743901 81445072 35,1336 50 3581905 35,1905
. 6 30303 56,87359 -310.4196 19667241 -444,06805 330,32088 ] 10052381 100,52381
7 363638 311,04502 1,23045 66035958 7371631 [ — |
8 424242 676,98384 432.86407 62508321 296,6039 1081,32337
5 484848 1046,28225 0448046 128028405 666,80109 142687251
10 545455 141430087 117607883 16535229 1037.1473 176245430
T 606081 1782,71948 164765834 017,78062 1407,36837 2158,06858
i [ [ 2i50,8381 1910.2161 2302,05509 177755743 252371878
~ 701213 518,55671 220075716 74635626 214771001 2868,40251
. 787878 2686,47532 2662.27451 31067614 251782814 3255,12148
0 848435 3264,38301 303376608 287 911682 s62087826
=} 409091 3612,31255 340523978 3257 85757 3066,66754
550607 3080,23117 377668538 362766639 1352,49505
10,30303 4368,14076 414310464 3067 63744 471836213
1090908 47260684 4519.486 21 4367 87007 5064,26672
1151515 503,98701 4800 85666 5297,11536 473776363 5450,2103
1221 546130563 42621805 5661,62075 510761747 581619374
1272127 5620,82024 5633,40014 602615835 5477 43092 6162,21758
13,3333 6147,74286 600475566 620,71 2985 5047,20334 6548,20237
13,8393 656568147 637598569 675533705 621683408 6914,38887
7 1454545 633,58000 674717631 711438186 6506,62247 726053711 ]
Bheetl § Filinearl FitLinearCurvet / ||E3 »
WS -l-E-g-m-@-09 |8 5~ A~ &L — ¥ -

Llx

A Prinsbovbehvon... | ) lessaveqz doe-... | ) instrmertéiits.. | ) Cojetofunbee .

Nejprve se podivame na hodnoty ve sloupci A6(Y1), ktery obsahuje hodnoty ,, horniho “
predikcéniho pdsu (nad kalibracni piimkou) 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* predikcniho pdsu (pod kalibracni
pfimkou). V tomto sloupecku budeme hledat hodnotu, kterd se nejvice blizi Cislu
nalezenému ve sloupci A6(Y1). Tato hodnota odpovidd nejnizSimu moznému signalu
analytu (vynesen na ose y), ktery lze detekovat.

Pro nés je ale nejdulezitéjsi zjistit, ktera hodnota na ose x tomuto signalu odpovida. Tuto
hodnotu naleznete ve sloupecku A1(X1) (v tomto sloupecku jsou vyneseny hodnoty osy x
— v naSem piipadé koncentrace). Hodnota LOD se bude nachéazet na stejném tradku jako
¢islo nalezené ve sloupci AS5(Y1).

7. V listu FitLinearl v horni tabulce jsou zapsany hodnoty Useku (I/nfercept) a smérnice
(Slope) kalibra¢ni piimky.

Pokud 2x kliknete na graf ,,Fitted Curves plot“, graf se zv€tsi na celé okno a lze ho dale

upravovat (popsat osy, zmenit legendu, ...)
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Pro export grafu postupujte nasledovné: File — Export Graphs — Open dialog ...

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