3. STANOVENI SiRY POMOCIi ANALYZATORU ITP

3.1. IZOTACHOFOREZA

Kapilarni izotachoforéza patii mezi elektromigra¢ni metody, tato metoda vyuziva rtiznou
pohyblivost iontli v elektrickém poli. Pomoci ITP se stanovuji kationty i anionty. Nelze je vSak
stanovovat soucasné.

Vzorek se davkuje mezi dva elektrolyty, vedouci elektrolyt (LE) a koncovy elektrolyt (TE). Po
pfipojeni stejnosmerného napéti k systému se udrzuje konstantni proud a dochazi k separaci
jednotlivych Castic na zaklad¢ jejich odlisné pohyblivosti. Po pfipojeni stejnosmérného napéeti dochazi
k pohybu iontt, pficemz plati podminka:

HLE = KX > UTE

kde pig je elektroforetickd pohyblivost vedouciho elektrolytu, px je elektroforeticka pohyblivost
stanovovaného iontu, urg je elektroforeticka pohyblivost koncového elektrolytu

Vlastni analyza je rozdé€lena na dvé casti. Po pfipojeni stejnosmérného elektrického pole se
ionty zacnou pohybovat k opacn€ nabité elektrodé¢ rtiznou rychlosti. Dochazi k vytvofeni tzv.
izotachoforetickych zon. Kazda zona obsahuje ionty pouze jedné latky. Po ustaveni rovnovahy se
zacnou vSechny zony pohybovat stejnou rychlosti. Sousedni zény jsou oddéleny ostrym rozhranim. To
je zpusobeno tzv. samozaostiovacim efektem. Na tomto rozhrani se skokem meéni intenzita
elektrického pole a koncentrace iontd.
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Obr. 3.1. Separace smési slozek A a B (a — v ¢ase nastriku, b a ¢ — proces migrace)

Rychlejsi Castice se dostanou na zacatek délici smésné zony, kdezto méné€ pohyblivé Castice se
zadrzuji. Po chvili dojde k ustaveni rovnovazného stavu, v némz jsou jiz ¢astice oddéleny a pohybuji
se vSechny stejnou rychlosti. Tento proces znazornuje obrazek 7.1. V rovnovaze maji jednotlivé zony
v disledku samozaostiovaciho efektu velmi ostra rozhrani a koncentrace jednotlivych iontt uvnitf
zony je konstantni. Tato koncentrace zavisi na pohyblivosti iontu, ale také na koncentraci a typu
vedouciho elektrolytu.

Vysledkem izotachoforézy je Casovy zdznam nazvany izotachoforegram, ktery udava zavislost signalu
detektoru na Case.

POPIS ELEKTORFORETICKEHO ANALYZATORU:
Separacni jednotka se sklada z 6 ¢asti, které jsou zobrazeny na obrazku 3.2.
e 1 —davkovaci ventil
e 2 —prvni kolona (pfedseparacni) s vodivostnim detektorem
e 3 —spojeni kolon tvotené blokem spojeni kolon, plnicim blokem a elektrodovou nadobou pro
prvni kolonu



e 4 — druhd kolona (analytickd) s vodivostnim detektorem a UV detekéni celou pfipojenou
optickymi vlakny k detektoru

o 5 — clektrodovy systém tvoieny plnicim blokem a elektrodovou nadobkou pro analytickou
kolonu

e 6 —upeviyjici lista

Obr. 3.2. Separacni jednotka EA 102

3.2. STANOVENI POMOCI ITP

Pied samotnou analyzou je tfeba promyt cely systém analyzatoru destilovanou vodou. Poté se
rezervoadr TE naplni koncovym elektrolytem a rezervoary CE 1 a CE 2 elektrolytem vedoucim. Spodni
kolonu proplachneme vedoucim elektrolytem pomoci dvou injekénich stiikacek.

Davkovani vzorku, ale také promyvani horni kolony, se provadi ddvkovacim kohoutem, ktery
ma tfi polohy (obrazek ¢. 7.3). Je-li kohout v poloze A, je horni kolona uzaviena, v poloze B dochézi
k prutoku koncového elektrolytu kolonou a nadavkovani vzorku, v poloze C je systém pfipraven
k analyze. Vzorek je davkovan injekéni stiikackou, zatimco je kohout v poloze A, posunutim do
polohy B se vzorek naddvkuje a souCasné se necha odtéct malé mnozstvi koncového elektrolytu
(kontrola prichodnosti). Pootoceni kohoutu do polohy C je zahajena analyza.

Pristroj EA 102 je pfipojen k pocitaci s pfislusSnym softwarem — ITPPro32, ktery zachycuje a
zpracovava dany signal.
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Obr. 3.3. Polohy davkovaciho kohoutu
3.3. PRIPRAVA ELEKTROLYTU
Jako vedouci elektrolyt pouzijeme 10 mM HCI + 10 mM f-alanin + 3 mM BTP + 0,1%

HPMC. Do 100 ml odmérné baniky vneseme tolik kyseliny chlorovodikové, aby jeji koncentrace byla
10 mM. Pfidame takové mnozstvi B-alaninu, aby jeho koncentrace byla 10 mM a tolik BTP (bis-tris



propan), aby jeho koncentrace byla 3 mM. Pot¢é k roztoku ptidame 20 ml 0,1% HPMC
(hydroxypropyl-methyl-celulosa).

Jako koncovy elektrolyt pouzijeme 10 mM citronan sodny. Do 100 ml odmérné banky
navazime tolik citronanu sodného, aby jeho vysledna koncentrace byla 10 mM.

3.4. PRIPRAVA VZORKU

Navazenim si pfipravime 10mM standard SO4* (napf. (NH4)2SO4). Ddle postupujeme v redéni
dle pokynit vyucujiciho. Stanovované vzorky je potieba pied analyzou zbavit oxidu uhli¢itého pomoci
ultrazvukové lazné.

Z ptipraveného roztoku vzorku odpipetujeme do tfi 25ml banék 5 ml tohoto roztoku. Prvni
banku doplnime po rysku destilovanou vodou. Do druhé banky napipetujeme 1 ml roztoku standardu a
do tfeti baiiky napipetujeme 2 ml roztoku standardu. Poté obé¢ baitky doplnime destilovanou vodou po
rysku. Kazdy roztok prométime 3x.

3.5. METODY VYHODNOCENI
3.5.1. KVALITATIVNI ANALYZA

Zo6ny vzniklé po separaci na izotachoforegramu porovname se zénami standardu. K tomu se
vyuziva tzv. RSH faktor, coz je relativni vySka viny udavana v procentech. Tento faktor je definovan
vztahem:

h,—h
RSH = x L
hr —hy

kde: hy je vyska viny latky, hr je vyska viny vedouciho elektrolytu, hr je vySka viny koncového
elektrolytu

3.5.2. KVANTITATIVNI ANALYZA

K vyhodnoceni analyzy se vyuzivd metoda pridavku standardu (pfip. metoda kalibra¢ni pfimky).
Metoda piidavku standardu eliminuje vliv matrice. Koncentrace analytu odpovida délce namétené
z6ny. Z izotachoforegramu. Délka zony s prislusnou hodnotou RSH faktoru se srovnava s délkou zony
po pridavku standardu.

K vypoctu koncentrace iontd analytu ve vzorku pii vyuziti metody piidavku jednoho standardu
s doplnénim banky po rysku se pouziva nasledujici vztah:

I{vz " Cst " Vst

Co =
v (Ivz+st : JIvz)' “Voz

kde: ¢y, je vysledna koncentrace vzorku [mg.1"']; c« je koncentrace roztoku standardu [mg.I"]; Vg je
objem pridavku standardu [1]; 1, je délka zoény vzorku [s]; V.. je objem vzorku [1]; 1v.+s je délka zony
po ptidavku standardu [s]

V piipadé vice ptidavkl se koncentrace iontl vypocitdme z regresni piimky dle vztahu:

Cst'a

CVZ sz . b

kde: cy, je koncentrace vzorku; c je koncentrace standardu; Vy, je objem vzorku; a je sek; b je
smérnice piimky.
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Obr. 7.4. Priklad izotachoforegramu

3.6. OPTIMALIZACE METODY

Pfi optimalizaci metody se méni parametry analyzy a zjist'uji se idealni podminky pro méfeni.
Pfi jednokrokové analyze je tfeba zjistit optimalni proud, pfi kterém se jednotlivé zény objevi
v piijatelném case a v piijatelném rozliSeni — tj zjiStujeme optimalni retencni cas. U dvoukrokové
analyzy se dosahuje lepsiho rozliSeni a Casto i niz§ich limitd detekce, v prvnim kroku byva proud vyssi
a ve druhém se snizuje — urCeni optimalniho rozliSeni. Podminky pro dvoukrokovou analyzu
nastavené vyrobcem pro elektrolyticky systém: pocateéni 80 pnA, koncovy 30 pA

Jednotlivé parametry mohou byt ménény podle pokynii vyucujiciho.

3.7. VYHODNOCENI ANALYZY

1) Popis a graf izotachoforegramu, popis prubéhu analyzy.
2) Vyhodnoceni stanoveni aniontti SO4> izotachoforeticky, porovnani s dal§imi metodami (pokud
bylo provedeno kvantitativni stanoveni).



