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ABSTRACT

The capillary electrophoretic method for the foogsand selective pre-concentration of metal chelate
with subsequent on-line ITP analysis was develapetiverified.

The ions of alkali earth metals /l@f’g Ca2+, Sr2+, B&"/ were pre-concentrated from the mixture and

analyzed. Focusing of metals was carried outgand field step gradient, which was realized by an
addition of a convenient ligand agent to the regstationary pH step gradient.

During the first step, the metal ions were contimlp dosed into the column, where they were
selectively trapped on the stationary ligand fistdp gradient in the form of non moving zones of
chelate complexes with effective zero charge. rAdtecumulation of detectable amount of analyte, the
dosing was stopped and accumulated zones wereirgobtb the analytical column, where they were
analyzed e. g. by ITP method with conductivity bometric detection.

The proper electrolyte system for the dosing /mitef¢, mobilizing /mode MBE/and analytical step
/mode ITP/ were developed and realized.

The selectivity of the trapping can be regulatedabghoice of the pH and convenient complexing
agents. As a sample analytes served model realresof alkali earth metals. The proposed method
enable increase of detection limit is 5-29x in canmgon to classical methods - e. g. ITP.
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UvoD

CAF IEF je elektromigréni metoda, ktera vyuziva k separacitadkoncentraci amfoliitjejich
fokusaci v ostrém skoku pH, které je vyiteno v sepakani kolors.

Pro stanoveni kdv metodou CAF-IEF byla vyvinuta metoda pro fokusadeyandovém poli,
kterd umotuje fokusovat kovy ve forthjejich komplex: s vhodnym chelataim ¢inidle. Pro tento
Gcel byl vyvinut vhodny elektrolytovy systém obsakijkomplexani ¢inidlo, ktery je tvden dw¥ma
gastmi, alkalickou a kyselou, tytasti oddluje stojici neutralizéni rozhrani. Kazd&ast ma i jinou
komplex&ni silu, jiz je dosazeno zvolenym pH a koncentvcidného ligandu — protiionu. V kyselé
¢asti elektrolytu se vybrané kovy vyskytujiepazr ve forne kationti Me™, v alkalickécasti ve forng
aniontové MeY".

Jsou-li analyzované kovyiipomny v casti elektrolytového systému, pak jsoutigirodem
elektrického proudu kontinudin elektromigrané davkovany do rozhrani, kde se selekdivn
fokusuji -akumuluji do stojicich zén, jejichz efeki naboj je nulovy. Po naakumulovani dostatho
mnoZstvi analytu jsou zény mobilizovany a analymyvé&elektivita fokusace je dana zvolenym pH,
povahou a koncentraci kompléxgho ¢inidla. Komplexy s nizkou (Na nebo s vysokou stabilitou
(P rozhranim prochazeji, nebo se d§ nedomigruji. Jako ifklad je uvedena analyza roztoku
BaSQ, ktera by byla neproveditelna ¥mém ITP madu.

MATERIAL A METODA

Elektrolyty - Elektrolyty byly vyvinuty a pufrovany protiiopttak, aby mobilita Ha OH ionti
v kyselém a alkalickém prdsdi byla menSi nez u ostatnich ioratejného naboje. To umoznilo
korektni.migrace iorit a také nasledné pouZziti' Bl OH iont jako terminatoru $ mobilisaci. Zvolené
pH bylo nastaveno s ohledem na nejlepsi pufrovamdmost na hodnotu pK protiionu. Jako zakladni
elektrolyt byl zvolen octan amonny, octanovy anipofruje v kyselé oblasti, pH kyselého elektrolytu
bylo 4,75, v alkalickém elektrolytu pufruje amonkgtion, jeho pH bylo nastaveno na 9,25. Jako
mobilisaini elektrolyt pak raZe slouZit pro kationtovou mobilisaci*Hont, tedy kyselina octova,
pro aniontovou mobilisaci OHont, tedy hydroxid amonny. V naSeniigads jsme pouZzivali pouze
kationtovou mobilisaci. Hodnota pH vedouciho elektiu pro vlastni analyzu je zvoleno tak,
aby rozdil absorpce vedouciho elektrolytu a zon emi kovi byl maximalni, coz optimalizuje
fotometrickou detekci.

Systém byl fizpisoben tak, aby se v termifmim elektrolytu, o pH 3-4, aniontovy komplex Kov
rozlozil a reagoval s metalochromnim indikatorereskiftalexonem za vzniku barevnych kationtovych
komplexi, coz umo#uje mobilisaci a identifikaci jednotlivych ianve vytvaenych barevnych zénach
analyzovanych v detektoru.

Povrcho¢ aktivni latka, polyethylenglykol (PEXG- UmoZiuji zvySit viskozitu, coz omezi
elektroosmozu roztoku a dosazent@sich z6n, tedy i ostrych rozhrani mezi nimi.

Vzorek - Vybrané soli jednotlivych kavalkalickych zemin, chemickyisté a doke rozpustné
ve Vodk.



Indikator - Kresolftalexon (KFX) chelalatometricky indikatov, alkalickém prosedi vytvéel
rizovo-fialové zény wzné intenzity, coz by mohlo byt vyuzitoti pfotometrické detekci. Tento
indikator umo#oval akumulaci zén v alkalické oblasti a jejich ledsé rozlozeni v oblasti kyselé.

Piistroj - lzotachoforeticky analyzator SpiSskd Nova Vesl pouzit ve dvoukolonovém
uspdadani. V horni tzv. sepams kapil&e prokhla fokusace a fpdkoncentrovani, ve spodni
analytické kapil&e byl vzorek analyzovan.

Konce kazdé kapilary jsouripojeny k elektrodovym koiitkam, které obsahuji vedouci elektrolyt
a koncovy elektrolyt (v horntasti fistroje). Vzorek se davkuje injeki stikackou (v hornicasti
pristroje). Zéna prochaziigs detektor, ktery vyhodnoti Udaje a posle eldigrgignal do zapisove.
V jednotlivych kolonach jsme &i prochazejici proud 300 pA a 100 pA.

Postup analyzy-Do spodni analytické kapilary nalijeme vedouek#blyt, do vrchni sepatai
kapilary alkalicky fokuséni elektrolyt a do vrchni termigai komirky davkovaci kysely elektrolyt
s velmi zedsnym roztokem vzorku. pH déavkovaciho elytu upravitak, aby spolu s fokugaim
elektrolytem vytvail v kolong stojici rozhrani. Po zapnuti proudu jsou pak,wfm kroku jednotlivé
ionty vzorku selektivéa davkovany pichodem elektrického proudu do vyteaého stojiciho rozhrani,
kde se mezi elektrolyty fokusuji ve foénkomplexi s nulovym efektivni ndbojem. Po naakumulovani
dostaténého mnozstvi vzorku, coz je viditelné optickyygedruhém kroku analyzy vyimeén elektrolyt
v horni elektrodové koiiice pFistroje za mobilizéni, konkrétd za kyselinu octovou. Bobenim
kyseliny dojde ke z#n¢ nulového efektivniho naboje komplexu v zénactpazitivni, ¢imz vzniknou
kationové komplexy, kterétgobenim elektrického proudu zvolna putuji ve féorostrych zén
do separéni kapilary. Ve tetim kroku se stava v sepamnakapil&e mobiliza&ni elektrolyt terminanim
a zény podstupuji v ITP méd@inou izatachforetickou analyzu.

Cil — Owiili jsme moznost fedkoncentrace a fokusace kowe forms komplexa, dosahli jsme
dokonalé separace zo6n, a pomoci barevného metatooftro indikatoru jejich viditelnosti v kapfg,
coz umokuje fotometrickou detekci.

VYSLEDKY A DISKUZE
ZAVISLOST DELKY ZONY NA KONCENTRACI STANOVOVANYCH IONTU

Funienost elektrolyt byla owtena sestrojenim klasické kalibr zavislosti nadavkovaného
mnozstvi na délce zény pro jednotlivé iontyi, gouziti fokusénich elektrolyd, ale bez kontinualniho
davkovani, icemz byl vzorek davkovan do kolony pomoci davkovadibhoutu. Kalibréni zavislost
jednotlivych ionfi je pak gimka prochazejici gaéatkem. Toto je tkazem, Ze veSkeré kovy jsoii p
mobilizatnim kroku dokonale rozloZzeny a nedochazi kjejictbytku tvorbou vysoce
stabilnich — nerozlozitelnych kompliexkteré mohou vznikat vifiomnosti néistot v pouzivanych
indikatorech.

Tim jsme o¥fili funkénost zvoleného elektrolytového systému.



Slozeni elektrolyti:

Vedouci elektrolyt: 0,02M NEDH + 0,005M kresolftalexon + 1 % PEG + 400ppm pbex& aktivni
latky

Zakortujici elektrolyt: 0,03M HAc

Vzorek: ¢ =1.10-5 mol/l, 2.10-5 mol/l, 5.10-5 mhpl.10-4 mol/l, 2.10-4 mol/l, roztok Mggl 6H,0
+CaCQ + 0,4M HAc + Ba(NQ) ; + SI((CHCOOH)

Tab 1 Z&vislost délky zény na koncentraci stanavpstaiont:

Délka z6n (min)

¢ (mol/) ca Mg B% sP
0,00001 0,021733 0,015267 0,018333 0,015267
0,00002 0,0443 0,059967 0,043333 0,034667
0,00005 0,101633 0,121633 0,106667 0,079
0,0001 0,248633 0,2503 0,261333 0,183
0,0002 0,438633 0,4823 0,460333 0,34
r’ = 0,993

Obr. 1 Zavislost délky zény na koncentraci stanamggh ionf;
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Obr. 2 Koncentrace iont1.10° a 1.10*
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ZAVISLOST DELKY ZONY NA DAVKOVACIM CASE

Funi¢nost metody byla a¥ena sestrojenim klasické kalibr zavislosti délky zony
na davkovacingase, ktera je rowi linearni. Grafy prokazuji, Zze v zénach dochazilRe% zadrzeni
nadavkovanych kaw Smérnice giimek pro jednotlivé kovy odpovidaji konstantam Bigtkovi, jsou
vyjadienim skut&nosti, Ze délka zény na davkovadiase zavisi fimo un¥rng.

SloZeni elektrolyii:

Vedouci elektrolyt: 0,02M NEDH + 0,005M kresolftalexon + 1 % PEG + 400ppm pbuke& aktivni
latky

Zakortujici elektrolyt: 0,03M HAc
Vzorek: 1.10-5 roztok MgGl 6H,0 +CaCQ + 0,4M HAc + Ba(NQ) 2+ Sr(CHCOOH),

Fokusovali jsme roztokem: 4 : 1, 0,01M HAc : 0,0NW,OH + vzorek pH = 3,83



Tab. 2 Zavislost koncentrace na davkovacase

¢ (moll)
t(s) ca' M B4 st
0 0,00001 0,00001 0,00001 0,00001
1000 0,0001298 0,00002624 0,00002018 0,00001827
1500 0,0001874 0,00003349 0,00002878 0,0000257
2000 0,0002147 0,00004007 0,00003681 0,00002936
2500 0,0002602 0,00004674 0,0000448 0,00003642
3000 0,0002904 0,00005085 0,00004587 0,00003965
r’ = 0,987
Obr. 3 Zavislost koncentrace na davkovacase
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Obr. 4 Nastik koncentrace 1.10-5 , fokusace 1000s a 3000s
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Viditelné rozhranmezi ionty hé¢iku a vapniku, vzniklé zény jsou dokonale dedé acisté.



NALYZA SUPERNATANTU NAD BasSQ

Reélnym vzorek je roztoBaSQ, ktery se Bzn¢ ve zdravotnictvi vyuziva v diagnostice pro RTG
zobrazovaci techniky. Pomoci modelového roztokarkiz byla o¥iena pouzith metoda i futakost
zvoleného elektrolytového systému, kde byl vzorklgivre zafokusovan i detekovan.

Slozeni elektrolyii:

Vedouci elektrolyt: 0,02M NEDH + 0,005M kresolftalexon + 1% PEG + 400ppm pbex& aktivni
latka

Zakortujici elektrolyt: 0,03M HAc
Vzorek: Supernatant Bag(bg do 100ml, doba sedimentace 20 min)
Doba fokusace BaSQ000s

Obr. 6 Porovnani &né ITP analyzy supernatantu BaSQA) s metodou CAF-IEF
s p'edkoncentraci (B)
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ZAVER

Byl vytvoren elektrolytovy systém a metoda fokusace v ligaédopoli pro zakoncentrovani kibv
alkalickych zemin ve forth barevnych komplex s chelatometrickym indikatorem. Dosazeny stupe
zakoncentrovani zavisi naigvodovém ¢isle kovu a dob fokusace, za dobu 2000-3000sec.
se pohyboval v rozmezi 5-29x. Analyzovany redlngrek supernatantu Ba®e zakoncentroval 9x,
pii béZzné ITP analyze je tento vzorek neanalyzovatelny.
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