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UvoD

Jednou z moznosti, jak dosdhnout vétsi citlivosti v analytické chemii je pouziti vhodné pfedkoncentraéni metody pred naslednou
analyzou. Pro elektroforetické metody piedevsim CZE jsou vhodnymi pfedkoncentraénimi metodami izotachoforéza nebo riizné
zpusoby fokusace.

Pro moznost citlivéjsi analyzy jsme vyvinuli vhodnou piedkoncentracni metodu zalozenou na principu stojiciho neutraliza¢niho
reakéniho rozhrani kombinovaného on-line s analytickou izotachoforézou. Princip je zaloZen na faktu, Ze pfi prichodu proudu
neutralizaénim rozhranim se skokovou zménou pH dochazi k fokusaci amfolyti a zakoncentrovani slabych kyselin ¢i bazi.
Zakoncentrovani latek zavisi na vlastnostech rozhrani ( pH skoku elektrolyti ptilehlych k rozhrani) a disociaénich konstantach
analytt nebo jejich pl.

Tento typ stojiciho neutraliza¢niho rozhrani je idealni pro fokusa¢ni ptfedkoncentraci amfolytt, kdy pii pouziti kontinualniho
davkovani je mnozstvi zakoncentrovaného analytu funkci ddvkovaciho ¢asu. Amfolyt je na rozhrani fokusovan do stabilni zény o
pH=pl a z této zony diky oboustranné¢ zaostfujicimu efektu nemtize uniknout.

Pro fokusaci kovi jsme vyvinuli novy druh rozhrani - ligand step gradient, kdy pfidavkem vhodného komplexaéniho ¢inidla do
elektrolytu je mozno dosahnout fokusace kovi ve forme nabitych a neutralnich komplexda.

Princip fokusace kovii ve formé komplext je podobny klasické IEF. V kyselém prostiedi je pfevazujici forma kovu tvofena
kladné nabitymi kationty volnych kova ¢i komplext, které migruji ve sméru k rozhrani. Ve vlastni fokusované zoné je kov
piitomen ve formé nenabitych komplext a v alkalickém prostiedi se kov vyskytuje ve formé aniontového komplexu, opét
migrujictho smérem k rozhrani.

EXPERIMENTALNI USPORADANI
Ptistroj: Pro experimenty byl pouzit komerine vyrabény IPT pfistroj (CS Isotachophoretic
Analyzer, Villa Labeco, Slovenska republika) ve dvoukolonovém upoifadani vybaveny konduktivitni detekci.

ELEKTROLYTY

Alkalicky primarni (fokusa¢ni) elektrolyt: LE/PE: 0.01M NH,Ac + 0.01M NH,OH + 0.002M
ammonium citrat + 1% polyethyleneglykol, pH=9.24

Kysely davkovaci (fokusacni) elektrolyt: DE: 0.01M HAc + 0.01M NH4Ac + 0.1% Triton
X100+vzorky kovi. pH=4.75

ITP analyticky elektrolyt: LE: 0.02M NH4Ac + 0.1M HAc + 0.002M ammonium citrat,
0.1% Triton X100, pH=4.00, TE: 0.03M HAc

POSTUP ANALYZY

Kolona byla naplnéna ptislusnymi elektrolyty, horni terminatorova-anodické komtirka byla naplnéna kyselym davkovacim
elektrolytem - DE, obsahujicim kovy. Separaéni kolona a spodni katodicka elektrolytova komuirka byla naplnéna alkalickym
primarnim-fokusac¢nim elektrolytem- PE. Analyticka kapiléra s pfislusnou komtirkou byla naplnéna vedoucim elektrolytem-LE.
Prichodem elektrického proudu se na rozhrani elektrolytt (kyselého a zasaditého fokusa¢niho) vytvoti ostré skokové rozhrani 0
rozdilném pH s rozdilnymi chelata¢nimi vlastnostmi diky ptitomnosti vhodného komplexaéniho ¢inidla. Kationty kovi a kladné
nabitych komplexd, v nasem piipadé citratové komplexy, jsou nepietrzité davkovany do rozhrani, kde se zadrzuji. Prostoupi-li
kovy pftes rozhrani do zésadité ¢asti elektrolytu, vytvoii se zde zaporné nabité komplexy, které migruji zpét do vlastni fokusované
zOny. Po urcitém Case a naakumulovani dostate¢ného mnozstvi kovii vymeénime kysely davkovaci elektrolyt za terminacni
elektrolyt (HAc). Okyselenim fokusovanych zon dojde k rozpadu neutralnich komplext na kationty kovt, timto dojde k
mobilizaci nadavkovanych zon, které takto domigruji do analytické kolony, kde jsou analyzovany béznou ITP.

Experimentalni ov&feni metody jsme provedli fokusaci ekvimolarni smési deviti kovii Na*,Cd?*, Zn*, Ca?*, Mg®* Mn?*, Ni?,
Pb%*, Cu?* (koncentrace 2x10°M, t.j. ca 20% nad cLOD).

Casové zavislost mnozstvi naddvkovanych kovi je linearni, vyjimkou je sodik, ktery se na rozhrani nefokusuje, viz.Obr.1. (Ca
b[0]4,9 b[1]4,56 r2 0,9989; Mg b[0] 0,8 b[1] 2,82 r2 0,9999: Mn b[0] 1,1 b[1] 2,74 r2 0,9989:Cd b[0] 1 b[1]2,82 r2 0,9931; Zn
b[0] 0,7 b[L] 2,8 r2 0,9894;Ni b[0]1,7 b[L] 1,94 r2 0,9958:Pb b[0]L,4 b[1] 2,1 r2 0,9993; Cu b[0] 0,6 b[1] 0,78 r2 0,9825)
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Obr. 1.
Zavislost délky zény na dobé davkovani
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Kovové komplexy byly pfedkoncentrovany, fokusovany a analyzovany pomoci kombinace metody fokusace ve skokovém
gradientu ligandu s naslednou mobilizaci a on-line detekci ITP analyzou. Pouzita kontinualni davkovaci technika umoznila snizit
detekéni limit cca o dva Fady oproti b&Zné pouzivané ITP analyze. Pouzity davkovaci ¢as byl 25 min. Pouzité komplexa¢ni ¢inidlo
(citrat) umoznilo selektivni zafokusovani kovl, ze smési deviti kovt byly odstranény sodné ionty.

Podekovani:

Tato prace byla podporena OPVK CZ.1.07/2.2.00/28.0302
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