ITP stanoveni aminopolykarboxylovych kyselin

1. Princip

Izotachoforéza (ITP) je elektromigrd separéni metoda, kterd umagje
déleni aniond (popi kationti) na zaklad jejich rozdilnéefektivni pohyblivosti U
ve stejnosrrném elektrickém poli o vysokém n#p Pracuje se pikonstantnim
proudu,fadovése jedna o&kolik desitekuA.

Efektivni pohyblivost je rychlost pohybu nabityatéstic v jednotkovém
elektrickém poli odpovidajici jejimu stupni disociateJe ovlivn®ia hodnotou pH
prostedi.

Hlavni rozdil mezi izotachoforézou a jinymi elektroforetickymi metodami je,
Ze izotachoforéza pracuje seénha elektrolyty —vedoucim LE (jeho hodnota
efektivni vodivosti je nejvy33i) Roncovym TE (jeho ionty maji nejnizsi efektivni
pohyblivost). Vzorek analytu se davkuje na rozhrani mezi vedoucim a koncovym

elektrolytem. Pro aniony A, B, Gipomné v analytu plati:

UeS UyS Ug S Uc SUE 1)

Spravna volba elektrolyta jejich pH rozhoduje o roztkni ionti do z6n a
proto je velmi dlezita pro spravné provedeni analyzy [1].

Béhem jednoho stanoveni lze separovatl’ bpouze anionty nebo pouze
kationty, nikdy oboji dohromady.

Vysledny zdznam izotachoforézy se nazjvétachoforegram a tvdi jej
jednotlivé zény, které obsahuji vzdy jeden druh ionta. Tyto zény prochazeji
kapilarou stejnou rychlosti az do mista detekce. Jejich délka odpovida koncentraci
samostatnych iofita je dileZitou sloZzkou, jak pro kvalitativni analyzu &ani
pomoci jeji vysky), tak pro kvantitativni analyzu demi pomoci jeji délky <im
delSi zéna, tim koncentrovgai roztok).

Ostré oddleni jednotlivych zén lze vys#lit pomoci tzv. samozaasficiho

efektu: @usti-li ion analytu A svoji zénu vidledku difize a i@jde do zoény
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vedouciho elektrolytu LE, dostane se do oblasti menSi intenzity pole. V poli se snizi
jeho rychlost a ion se vréti #pdo své vrstvy. Stefntomu je i v gipadt piechodu
iontu analytu do zény koncového elektrolytu TE. Zde dojde k urychleni iontu A,
protoZe v zo# TE je vysSi intenzita elektrického pole — tim vznikaji ostra rozhrani
mezi z6nami [2,3].

V kazdé zon¢je intenzita elektrického pole i koncentrace kazdého iontu
konstantni a je w@ena sloZzenim koncentraci vedouciho elektrolytu. Proto plati

Kohlrauschova rozflovaci funkce [1]:

c:A - uA( uI_E + l'IK)ZA (2)

CLE LLE ( uA + uK )ZLE

kde
UL ... pohyblivost aniontu vedouciho elektrolytu
Uk ... pohyblivost kationtu
Ua ... pohyblivost anionu tvidéciho zénu
Zn, ZE ... hdbojova isla aniori v zore a ve vedoucim elektrolytu
Ca, GE ... jejich koncentrace, pro které plati € ¢g . konst

Spravnou volbou koncentrace vedouciho elektrolytu Ize prodlouzit nebo zkratit
zény ukovanych ionl, protoze koncentrace latky v jeji 200, je primo Un€rna
koncentraci vedouciho elektrolytu [1].

2. Chemikalie

Vedouci elektrolyt20 mM HCI + Glycin (pH 3,1)
Koncovy elektrolyt:20 mM octan amonny (pH 4,8)
EDTA

NTA

Kyselina hydroxyoctova

Vzorek Syntronu B - pevny



3. Prace s pristrojem

Pracuje se s jednokolonovou technikoispbje EA 102 Villa Labeco.

Davlcovaci

kohout

Wodivostni

Plnici rozvod

detelctor

Zasobnil LE

Obr.1 Jednokolonové uspadani elektroforetického analyzatoru EA, Villa Labeco

NeZ z&neme ndfit, je poteba promyt zasovniky vedouciho a koncového
elektrolytu destilovanou vodou. Davkovaci kohout ddme do polohy C a promyjeme

jej destilovanou vodou. Do injéRi stikacky plniciho rozvodu si natdhneme



destilovanou vodu, otégme kohout IN column a propladchneme analytickou kolonu.
Promytou kolonu pozname podle toho, Zze voda proudi pomoctkyado odpadu.
Na injekéni stikacku prilis netla&ime, abychom neposkodili membranu, spiSe se
smzime kolonu pulzh plnit. Injekeni stikacku neni teba vyndavat a jakmile je

kolona promyta, pomalu uzgame kohout.

Pozice A Pozice B Pozice C

Obr.2 Pozice davkovaciho kohoutu

Promyvani davkovaciho kohoutu provadinie gozici C, nasledngej otatime
do polohy B (musime mit napln§y zasobnik TE) a pozorujeme odtok vody do
odpadu. V pipac, Ze voda neodtéka, vezmeme si prazdnou dnjelstikacku,
kterou vloZzime do uz&w zasobniku TE a vyt¥one petlak.

Pomoci prazdnych injekich stikacek odsajeme destilovanou vodu ze
zasobniki a kolony. Zasobniky naplnimeighiSnymi elektrolyty (postupujeme
obdobn¢ jako @i jejich promyvani) a do injaki stikacky plniciho rozvodu
nasajeme vedouci elektrolyt, kterym plnime kolonu. Iajgkstikacku vedouci do
davkovaciho kohoutu naplnime vzorkem. Dbame na to, aby v kailebyly Zadné

vzduchové bublinky, protozZe ty rusi stanoveni a zpusobuji jejictesnpsti.

=

Postup
a) Promyjeme fistroj — viz kapitola prace gigtrojem.
b) Pripravime si elektrolyty a nadavkujeme je do zasobniki podle obrazku 1.

c) Nachystdme si zasobni roztoky (10 mM) EDTA, NTA a kyseliny
hydroxyoctové.



d) Zasobni roztokyiedime a prowiime je @i raznych koncentraci (0,1; 0,5;
1; 1,5 a 2 mM). Pro urychleni analyzy Ize stanovovat dané kyseliny vedle
sebe.
Zapnemeidici paita¢ a spustime program ITP Pro. Zvolime ikonu METHOD
a nastavime parametry analyzy (nejvyssié&tapy limit 15000 V, ngfeni anionu,
jednokrokova analyza dlouha 1500 s, proud 1@Q méreni na spodni kol@na

zgpneme vodivostni i UV detektor) podle obrazku:

Method: 20.3.mth E]@

Method table M ethod parameters

Step| Time[g]| Current [pA]|  Comp [10m]| Column | Cond LI T, M nm
[ 1] 1500 on] 0] lower [ = | X |
Sample Rate 20 smpfzec

Mode ITP

High */cltage Limit

Polarity m
PreComp B0 zec

Obr.3 Nastaveni metody analyzy

Vzorek nasajeme do injeki stikacky a davkujeme do kolony, kdyz je
davkovaci kohout v poloze C. Kolona ma objem |#0a Ze je nepléena pozname
podle toho, Ze mbytek odtékd do odpadu. Poté davkovaci kohout pmoeodo
polohy B a jakmile vidime, Ze koncovy elektrolyt odtéka do kanalu (pokud se tak
nedde, pouzijeme prazdnou injeki skikacku a vytvdime etlak), ot@ime
davkovaci kohout do polohy A. Takto je systéiiippaven k analyze, kterou spustime
ikonou RUN.

Béhem analyzy sviti narstroji cervena kontrolka HIGH VOLTAGE. Analyza
je nastavena na 1500 sekund, ale jakmile se objevi zény, muZzeme ji vypnout
tlacitkem STOP. Konec analyzy pozname podle klesajicihétinggdna koncového
elektrolytu se ubira pozvolna dgl Pred kazdym davkovanim injeki stikacku
proplachneme vodou a kolonu promyjeme vedoucim elektrolytem. Davkovaci

kohout mame v poloze C. N&&nheme dalSi vzorek a spustime analyzu.



Takto prongiime vSechny roztoky kyselin a sestrojime kalthfapimky
(zavislost délky zony na koncentraci).

e) Prometime vzorek Syntronu B.ipravime si 1 mM roztok vzorku (hlavni
sloZkou v Syntronu B je N&DTA, takZze za molarni hmotnost dosadime
pii vypoctu molarni hmotnost NEDTA, tj. 380,2) a postupujeme jakai p
meieni roztok kyselin.

f) Po skoné&ni analyzy vypneme pita¢ a pifstroj promyjeme destilovanou
vodou (viz kapitola prace sistrojem). Odpad z nadobky WASTE

vylejeme.

5. Vyhodnoceni
Po skokeni analyzy oteteme okno LOWER detector a vybereme tgny
saubor. V nabidce ANALYZE zvolim&one Tablekde se nam zobrazi délky zén

vzorku, které vynesene do kalildrsich graii.

ITPPro32 - [1000xrsynBa.dat - Lower Conductivity detector]
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Obr.41TP zaznam analyzy Syntronu B (* neznama latka, giaedobnéze syntézy)

Pri vyhodnoceni vzorku Syntronu, zji§e ktera zona pétkteré kyselig podle
odkazu OVERLAP, kde zvolime Add pomoci kterého fidame do



izotachoforegramu jednotlivé kyseliny.

6. Vypocet obsahu kyselin ve vzorku Syntronu B

Vypocet provedeme metodou kalilbra pfimky (zavislost délky zony na
koncentraci kyseliny), z jejich rovnic regrese. Tim zjistime koncentraci kyseliny ve
vzorku a z takto vypsitané koncentrace Ize dir hmotnostni procento dané latky
pode vztahu [4]:

cxVxMx f_ x100
W, = - = (3)

7. Zavér
Do zavéu uvedeme obsahy kyselin v Syntronu a porovname s &rezgaim
listem (EDTA 70 — 80 %, NTA max. 6,5 %).
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