ITP - optimalizace metody

Teorie:

Izotachoforéza patfi mezi elektromigracni separacni metody. Jeji podstatou je migrace nabitych ¢astic
ve stejnosmérném elektrickém poli. Vyuziva tvorby ostrych zénovych rozhrani, na kterych se separuji
ionty v roztocich na zakladé jejich rliznych pohyblivosti.

V izotachoforéze se pouzivd kombinace dvou elektrolytl, vedouciho (leading electrolyte, LE) a
koncového (terminating electrolyte, TE). V pribéhu jedné analyzy se mohou separovat pouze ionty
jednoho znaménka, tedy bud’ anionty, nebo kationty.

Elektrolyty se voli tak, aby vedouci elektrolyt mél vétsi pohyblivost nez kterykoliv ion ve vzorku a
koncovy elektrolyt mensi pohyblivost neZ kterykoliv ion ve vzorku.

Pribéh izotachoforézy muze byt rozdélen do dvou ¢asti. V prvni fazi dojde k separaci jednotlivych
sloZek vzorku, migracni rychlosti sloZzek ve smésnych zéndch jsou razné; ve druhé, oznacované jako
ustaleny stav, jsou slozky jiz oddéleny a pohybuji se stejnou rychlosti. Na Obrazku 1 je ukdzana
dynamika separace smési slozek A a B.
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Obrazek 1: Schéma izotachoforetické separace smési slozek Aa B

Tuto metodu lze vyuZit napf. pro stanoveni umélych sladidel v napojich, dusi¢nan a sifi¢itand ve
viné, organickych kyselin v pivu ¢i ionta v ¢ajich.

Chemikdlie:
kyselina sirova (96%), citronan lithny, dusi¢nan draselny, f —alanin
Priprava roztoku:

a) Do 100ml odmérnych banék si pfipravime roztoky elektrolytli o uvedenych koncentracich
LE: 7,5 mM kyselina sirova
TE: 10 mM citronan lithny
(42 ul kyseliny sirové (96%); 282 mg citronanu lithného).
Pomoci pH metru upravime pH vedouciho elektrolytu pridavkem B — alaninu (3; 3,5; 4).
Pripravené roztoky pouzijeme k optimalizaci metody pro stanoveni draselnych ionta.

b) Do 25ml odmérné bariky si pfipravime zasobni roztok 1mM dusi¢nanu draselného (2,5 mg).
Z tohoto roztoku si do 10ml odmérné bariky pfipravime roztok o koncentraci 0,5 mM. Kazdy
roztok 1x zméfime pfi jednotlivych hodnotach pH vedouciho elektrolytu.



Postup:

a)

b)

c)

Pred zacatkem méreni promyjeme cely systém destilovanou vodou. Nasledné naplnime horni
rezervoar CE 1 vedoucim a rezervodr TE koncovym elektrolytem tak, aby byly ponoreny
elektrody. Injekéni stfikacku naplnime dostate¢nym mnoZstvim vedouciho elektrolytu a
umistime ji do otvoru v dolni ¢asti separacni jednotky.

Zapneme fidici pocitac a spustime program ITPPro32. Otevie se hlavni okno programu, kde
zvolime Run a dostaneme se do nabidky ITPPro Runtime Mode. V méticim okné v horni nabidce
klikneme na ikonu pro vybér nové metody = pro dvoukrokovou analyzu zadame nasledujici
dva kroky: 1. krok = doba analyzy 700 s, proud 100 pA; 2. krok = doba analyzy 1000 s, proud
30 pA. Zadanou metodu potvrdime stisknutim tlacitka OK.

Pfripraveny roztok nasajeme do injekéni stfikacky a sttikacku vsuneme do otvoru v horni ¢asti
separacni jednotky. Nastfikneme malé mnoZzstvi roztoku, mirné pootocime davkovaci kohout
a sledujeme, zda ubyva v zasobniku TE; po nékolika sekundach prepneme kohout do vertikalni
polohy a zahdjime analyzu. Namérena data uloZime.
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Obrdzek 2: Izotachoforeticky analyzator EA 102



