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Anotace

Tato bakalatskd prace se zabyvd pouzitim sulfonovanych azobarviv jako
kontrastnich latek v kapilarni zonové elektroforéze s neptimou UV detekcei a pouzitim této
metody k analyze aniontli v napojich. V reSerSni c¢asti jsou shrnuty analyzy ionth
ve vzorcich piva, vina, ovocnych dzusti, mléka a dalSich potravindfskych matricich.
Vyznamnou roli pfi G€innosti a rychlosti separace hraje sloZeni zakladniho elektrolytu.
Dal$im neméné podstatnym parametrem ovliviiujicim separaci iontl je vhodna teplota,
napéti a vlnova délka pfi UV detekci. Cilem experimentalni ¢asti bylo nalézt takové
sulfonované azobarvivo, které by plné nahradilo stile nejcastéji vyuzivany chroman.
Béhem experimentu bylo pfipraveno nékolik elektrolyti a bylo pouzito né€kolik azobarviv.

Dosazené vysledky jsou porovnany a diskutovany v zavéru bakalarské prace.

Klicova slova: Kapilarni zénova elektroforéza, Nepiima UV detekce, Sulfonovana

azobarviva, Anionty, Kontrastni latka

Title: Sulphonated Azo Dyes as Contrast Compounds in the Analysis of
Anions in Beverages Using Capillary Electrophoresis with Indirect UV

Detection

Annotation

This bachelor work is focused on application of sulphonated azo dyes as contrast
compounds in capillary zone electrophoresis with indirect UV detection and with
application of this method in the analysis of anions in beverages. Analysis of ions in
samples of beer, wine, fruits juices, milk and so one are presented in review part.
Composition of background electrolyte is the key parameter influencing the separation
efficiency and speed of the analysis. Next very important conditions are temperature,
voltage and wavelength during separation. Aim of the experimental part of the bachelor
work was to find the suitable sulphonated azo dye, which can replace still used chromate.
Several background electrolytes were tested containing different azo dyes. Obtained results

are compared and discussed at the end of bachelor work.

Keywords: Capillary zone electrophoresis, Indirect UV detection, Sulphonated azo dyes,

Anions, Contrast compound
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2. ELEKTROFOREZA

Kapilarni elektromigracni separacni techniky jsou moderni separacni techniky
vyuzivajici k separaci latek elektrické pole [1]. NejCastéji pouzivana technika kapilarni
zonove elektroforézy (CZE) je zalozena na rozdilné rychlosti migrace ionizovanych latek
ve stejnosmerném elektrickém poli [2]. Vyhodami CZE je nizka spotieba vzorku a Cinidel
pottebnych pro separaci. Déle velkd Gc¢innost separace, velkd rychlost analyzy a kratka
doba pottebnd k optimalizaci separacnich podminek. Mezi nevyhody patii mensi
reprodukovatelnost a nizsi citlivost [1].

V CZE (obr. 1) je prostfedi mezi elektrodami tvofeno zdkladnim elektrolytem (BGE),
ktery zajiStuje dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému [3]. Vlastni separace
se provadi v kfemenné separacni kapilafe o vnitinim priméru nékolika desitek
mikrometrt. Davkovani vzorku probihd nejCastéji hydrodynamicky, teda aplikaci tlaku
na vstupni nadobku se vzorkem po nékolik sekund. Kapilara je ztaveného kiemene,
potazena polyimidovym povlakem. Detekce probihd na koloné, zpravidla

spektrofotometricky, vodivostné, fluorescencné [4].

kapilara konstantni teplota 20 - 30 °C

UV detekce

elektrolyt
zdroj napéti 0-30 kV

vzorky a standardy

Obrazek €. 1: Schéma zapojeni kapildrni zonové elektroforézy [5]

CZE déli molekuly snébojem na zéklad¢ jejich rozdilnych elektroforetickych
pohyblivosti (mobilit). Elektroosmoticky tok BGE unési kladné i zaporné ionty k detektoru
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atyto ionty navic migruji svou vlastni rychlosti uvnitt BGE, a tim se vzajemné dé¢li.
Vysledkem separace je elektroforegram, tvofeny piky. Poloha piku je spojena s kvalitou

vzorku a plocha piku s kvantitou [3].

3. ELEKTROOSMOTICKY TOK

Separaéni kapilara v elektromigracnich technikdch je nejcastéji tvofena kiemenem.
Pokud naplnime kapildru roztokem vhodného elektrolytu, zac¢ne probihat disociace
kifemicitanovych skupin na vnitini sténé kapilary (obr. 2). Vnitini povrch kapilary ziskava
negativni naboj a utvafi se elektrickd dvojvrstva. Po pfipojeni napéti se piitomnost
dvojvrstvy navenek projevi pistovym tokem kapaliny, tzv. elektroosmotickym tokem

(Electroosmotic flow, EOF).

OH OH OH OH vysokée pH o I O~ O

| : . I, : iy —

S i Si 1 - 1 1 1 1
nizké pH

Obrazek €. 2: Ovliviiovani EOF vlivem pH [5]

Velikost EOF je zna¢né zavisla na pH elektrolytu, do pH 4 je disociace mala a nad pH
9 jsou uz prakticky vSechny ionty disociovany. Uvolnéné vodikové ionty vytvaii pozitivné
nabitou vrstvu v roztoku ptilehlém k vnitini sténé kapilary a po vlozeni elektrického napéti
mezi elektrody na koncich kapilary dochéazi k pohybu protont v elektrickém poli smérem
ke katodé. Tyto vodikové protony solvatované molekulami vody strhavaji veSkery roztok

uvnitf kapilary s sebou smeérem ke katod¢, ¢imz vznika EOF [1].
3.1. Uprava velikosti a sméru EOF

Chemické vlastnosti vnitini stény kapilary maji velky vliv na prabéh separace.
Ovliviuji velikost EOF a miru adsorpce analytu na sténu kapilary. K eliminaci téchto jeva
1ze pouzit pokryti vnitiniho povrchu kapilary, které 1ze realizovat navazdnim modifikatort

na vnitini sténu kovalentni vazbou nebo dynamickou adsorpci modifikétoru [2].
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Nejbéznéjsi metodou, kterda usmériiuje EOF béhem analyzy je ptidavek povrchové
aktivnich latek do BGE. Tenzidy neboli povrchové aktivni latky (jinak také surfaktanty,
podle anglického surface active agents) jsou latky amorfniho charakteru sloZzené
z nepolarniho hydrofobniho fetézce rlizné délky a z ¢asti nesouci polarni skupinu nebo
skupinu s kladnym ¢i zdpornym nabojem. Jejich unikatni vlastnosti jsou zndmy jiz dlouhou
dobu a jsou Siroce vyuzivany v rtiznych oborech lidské c¢innosti, od ryze praktickych
kazdodennich aplikaci (kosmetika, tukovy primysl, natérové hmoty, detergenty apod.)
az po aplikace v oblasti zédkladniho vyzkumu (micelarni katalyza, molekulova absorp¢ni
a fluorescencni spektrometrie, acidobazické titrace organickych, ve vodé nerozpustnych,
kyselin a bazi, aplikace v separacnich metodach) [6].

Vzhledem k chemické podstaté maji tenzidy pfirozenou tendenci adsorbovat
se na povrch pevnych latek. Adsorpce je vysledkem kombinace elektrostatickych
a hydrofobnich interakci s povrchem, pfi€emZ typ povrchu a experimentalni podminky
urcuji, ktera interakce prevazuje. Modifikace povrchu kapilary pomoci adsorpce tenzidu
je oznaCovana jako tzv. dynamické pokryti kapilary [7]. Mezi nejcastéji pouZivané tenzidy
pro dynamické pokryti kiemennych kapilar patii kationtové tenzidy, zejména
hexadecyltrimethylamonium bromid (CTAB) [8]. Pfi nizkém obsahu CTAB v zakladnim
elektrolytu dochdzi k adsorpci monomolekulérni vrstvy na kapildrni sténu. Negativni ndboj
na povrchu kiemenné kapiléry je odstinén tvorbou iontovych parit mezi molekulami CTAB
a volnymi silanoly a EOF je potlacen. ZvySovani koncentrace CTAB vede k adsorpci
druhé vrstvy a k otoCeni elektroosmézy smérem k anodé. Molekuly CTAB jsou
orientovany alkylovymi fetézci k sobé a kationtovymi ¢astmi molekul do roztoku, ¢imz
vznikéd na povrchu kapilary kladny naboj. Dynamické pokryti kapilary adsorpci CTAB je
ve velké mife vyuZivdno pro separaci anorganickych aniontd kapilarni zénovou
elektroforézou, pti které otoceni EOF urychli migraci aniontii smérem k detektoru (anoda
u detekéniho konce kapilary) v porovnani s klasickym pribéhem CZE (anoda na zacatku
kapilary) [9].

Mezi dal$i povrchové aktivni latky patii tetradecyltrimethylamonium bromid

(TTAB), dodecyltrimethylamonium bromid (DTAB) a diethylentriamin (DETA).
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4. DETEKCE

Vétsina elektroforetickych piistrojii vyuziva opticky UV detektor. Schéma optické UV
detekce pro CZE je uvedeno na obrazku 3. Dal§i moznosti je i fluorescencni detektor, ktery
je velice citlivy, ale je omezen na fluoreskujici latky. Tteti nejpouzivanéj$i detektor
je vodivostni. Pfi napojeni hmotnostniho spektrometru na kapilaru, Ize hovofit o detektoru

hmotnostnim, ktery dava strukturni informace o separovanych zénach.

kapilara ! migrujici analyt

detektor

> *— d=75pm

Obrazek €. 3: Obrazek detekce [5]

Jednim z problému kapilarni elektroforézy je nizka citlivost detekce. Proto byly
zkonstruovany tzv. bublinové cely, tzv. ,,bubble cells“, kde je lokalné zvétSen vnitini

prumér kapildry, a tedy je prodlouzena opticka draha detekéni cely (obr. 4).

o
&5 -

Obrazek 4: Kapilara s rozsitenou celou [5]

DalSim feSenim nizké citlivosti jsou Z-cely, kde je kapilara pterusena, radialné

posunuta a opticka draha paprsku je tak nékolikanasobné prodlouZena (obr. 5).

Obrazek 5: Schéma Z cely [5]
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Detektory jsou bézné€ spojeny s pocitaCem, ktery tidi sbér dat a umoziuje
pohodlnou kvantitativni analyzu [5].

Klasickd pfima UV-VIS detekce vyuziva schopnosti molekul absorbovat zateni
urcité vinové délky. Molekula musi obsahovat ve své struktufe tzv. chromofor, coZ je ¢ast
molekuly absorbujici zafeni. Umémé koncentraci detekovaného analytu stoupa absorbance
a lze ji tak vyuzit pro kvantitativni stanoveni. Ne&které latky vSak nemaji vhodné
chromofory, nebo neabsorbuji zatfeni v UV-VIS oblasti. Tyto latky je mozné stanovit
s uzitim tzv. nepifimé detekce.

Pro tuto detek¢ni metodu se uziva vhodny ion obsahujici chromofor (napt. ftalat,
chromat), tvotici siln€¢ absorp¢ni prostiedi zakladniho elektrolytu. Tento ion se nazyva
vizualizujici co-ion [10]. KdyZ neabsorbujici ¢ast (analyt) pfijde do detektoru, zplsobi
pokles koncentrace a tim i absorbance zakladniho elektrolytu a zobrazi se negativni pik
sméiujici pod zékladni linii absorbance. Tento negativni pik mize byt vyhodnocen stejné
jako ve stanoveni pfimou detekci. Nepiimd UV-VIS detekce je univerzalni metoda
detekce, ale poskytuje nizsi citlivost nez pfimé metody. Detekéni limit mize byt 10-100

krat niz$i [11].

5.SULFONOVANE ORGANICKE LATKY

Z hlediska vyznamu, dileZitosti v chemickém priimyslu a ochrany Zivotniho prostiedi
patii na prvni mista sulfonovanych organickych latek benzen- a naftalensulfonované
kyseliny, antrachinonsulfonované kyseliny a sulfonovana barviva [9].

Aromatické sulfonované kyseliny a jejich amino- a hydroxy- derivaty jsou Siroce
pouzivany jako meziprodukty pifi vyrobé syntetickych barviv, optickych zjasiiovaci,
a fluorescencnich bélicich latek [12].

Benzensulfonované kyseliny se nejCastéji pouzivaji pii vyrobé barviv, katalyzatorq,
pesticidli, farmaceutik a chemikalii pro organické syntézy. Naftalensulfonované kyseliny
také nachéazeji vyuziti pii produkci sulfonovych barviv.

Sulfonovana barviva nalezla uplatnéni pfedevSim pro vybarvovani textilii a jako
potravinaiskd barviva. V textilnim primyslu je kazdym rokem vyprodukovano 7.10° tun
barviv s piiblizné 10-15% tnikem do odpadnich vod v pribehu vyroby [13].

Textilni sulfonovand barviva jsou nejCastéji reaktivni barviva, kterd se kovalentné

vazou na textilni vldkna. PouZivani syntetickych sulfonovanych potravinaiskych barviv
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je regulovano narodnimi a mezindrodnimi pifedpisy. Mezi potravindiska sulfonovana
barviva patii nékterd azobarviva, xathenovad barviva, nékteré fenoly. Azobarviva jsou
barviva s azoskupinou -N=N-, kterd je chromoforem [14]. Analytické problémy spojené
s potravinafskymi barvivy zahrnuji stanoveni barviv v jidle a napojich a déle kontrolu

Cistoty a stability barviv v prubéhu zpracovani a skladovani potravin [9].

6. APLIKACE METODY V PRAXI

C. W. Klampf [15] prezentuje dvé metody pro analyzu aniontii ve vzorcich piva
pomoci kapildrni zénové elektroforézy. Prvni metoda umoznuje kvalitativni stanoveni
aniontll v pivu s vyuzitim jak nepiimé UV detekce, tak vodivostni detekce. Druhd analyza
popisuje rychlé stanoveni organickych kyselin (karboxylové kyseliny, aminokyseliny)
bez nutnosti upravy vzorku. Pro stanoveni anorganickych aniontl a karboxylovych kyselin
byl pouzit elektrolyt skladajici se ze 7,5 mM aminobenzoové kyseliny (p-AB), histidinu
(upravuje pH na 5,75), 0,12 mM tetradecyltrimethylammonium bromidu (TTAB obraci
elektroosmoticky tok). Pro analyzu aminokyselin byl pouzit jiny BGE. Skladal se z 10 mM
NaH,PO4, 30 mM oktansulfonové kyseliny a pH bylo upraveno ptidavkem H;PO4 na 2,36.
Na ptipravu vSech roztokl byla pozita velmi Cista voda s odporem 18 MQ. Nova kapilara
byla pted analyzou oSetfena 0,5 M NaOH a vodou po dobu 30 minut pied vlastni separaci.
Pted kazdou separaci byla kapilara promyvana elektrolytem po dobu 3 minut. Davkovani
probihalo hydrodynamicky na katodové strané pro analyzu anorganickych aniontl
a karboxylovych kyselin a na stran¢ anodové pro aminokyseliny. UV detekce probihala pfi
vinové délce 254 a 185 nm. Standardni roztoky byly pfipraveny rozpusténim piislusnych
soli nebo karboxylovych kyselin ve velmi Cisté vod€. Vzorky piva byly pro prvni analyzu
(anionty a karboxylové kyseliny) zfedény 10 krat a pro stanoveni aminokyselin 4 krat. Pfed
separaci byly vzorky odplynény 15 minut v ultrazvukové lazni.

Bylo zjisténo, Ze vodivostni detekce je citlivéjsi pro rychle migrujici anionty,
zatimco UV detekce byla citlivéjsi pro anionty s podobnou hodnotou mobilit s p-AB.
Pti soucasném pouZiti obou detektorti bylo mozné stanovit chloridy az sukcindty pomoci
vodivostni detekce a anionty kyseliny pyrohroznové az pyroglutamaty pomoci nepitimé
UV detekce. Uvedeny pfistup ptinesl vynikajici meze detekce (LOD). Stanovené obsahy
aniontll se pro jednotlivé vzorky piva liSily, protoze pfi fermentaénim procesu a pii vareni
piva byla pouzita razné kvalitni voda. Zatimco fosforecnany a laktaty byly stanoveny

ve vSech vzorcich piva, §tavelany, mravencany a sukcindty byly stanoveny ve velmi
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malych mnozstvich. V nealkoholickém pivu byly stanoveny nizké koncentrace sukcinati,
anionti kyseliny pyrohroznové a pyroglutamati v porovnani s ostatnimi vzorky, ale na
rozdil od ostatnich vzorkd piva obsahovalo nealkoholické nejvétsi mnoZstvi chloridi.
Cinské ryzové pivo obsahovalo nejvice siranii a nejvice fosforeénani obsahovalo pivo bilé.

T. Soga a kol. [16] ve svém clanku prezentuji jejich analyzu organickych
a anorganickych aniontd. Systém aplikovali na vzorky piva, jako ve clanku [15].
Ve vzorku stanovili chloridy, sirany, $tavelany, mravencany, malaty, citraty, sukcinaty,
anionty kyseliny pyrohroznové, octany, laktaty, fosfore¢nany a pyroglutamaty. Jako BGE
pouzili 5mM 2,6-pyridindikarboxylové kyseliny (PDC), 0,5 mM CTAB a pH bylo
upraveno 1 M NaOH na 5,6. Elektrolyt byl sloZen z jinych chemikalii oproti experimentu
[15]. Méteni koncentraci aniontll v riznych fazich kvaSeni piva by mohlo byt pouzito
ke sledovani kvaseni a k jeho regulaci. VSechny anionty detekovali nepifimou UV detekei,
vyuZili jiny elektrolyt 1 jinou kontrastni latku.

Swallow a kol. [17] vyvinuli metodu pro stanoveni chloridl, siranti a dusi¢nanti
pomoci CZE v pomeranéovych dzusech, Stavach zdruhého lisovani duZiny
(tzv. pulpwash) a ve vzorcich vody, ktera byla pouzita v procesu zpracovani pomerancu.
Koncentrace chlorida a siranti byly stanoveny nepiimou fotometrickou detekci pti 254 nm
a dusi¢nany piimou UV detekci pfi 214 nm. Vzorky dZusu a pulpwashe byly vedle CZE
metody analyzovany také iontovou chromatografii a stanovené koncentrace byly
porovnany. Déle autofi ovétovali G€inky ptidavku vapenatych iontl a sacharidii do BGE.

Vzorky pomeran¢ového dZzusu a pulpwashe byly nafedény na cukernatost 10° Brix
(10 g sacharozy ve 100 ml). Dale byly vzorky centrifugovany a supernatant byl po filtraci
analyzovan. Vlastni separace aniontli probihala v kiemenné kapilafe. Do systému
se vkladalo napéti 20 kV a vzorek byl davkovan hydrostaticky z vySky 10 cm po dobu
30s. BGE pro stanoveni chloridd a sirani obsahoval 5 mM chroman sodny,
0,40 mM NICE-Pak OFM Anion-BT a pH bylo upraveno na 8,0 pomoci kyseliny mlé¢né.
Elektrolyt pro stanoveni dusi¢nanii se sklddal z10 mM chromanu sodného,
0,40 mM NICE-Pak OFM Anion-OH s pH upraveném hydroxidem sodnym na hodnotu 8.

Analyza poskytla rychlé stanoveni aniontli do 4 minut. Rychla analyza aniontt byla
zpisobena vysokym obsahem kyseliny citronové, kterd je nejvice zastoupenou organickou
kyselinou v pomerancovych dzusech. Pfitomnost kyseliny citronové zvysila iontovou silu
v kapilafe a migracni Casy aniontli se snizily. Pfi pfidavku hydroxidu vépenatého (5 -
200 uL 10% roztoku k 50 mL elektrolytu) doSlo ke zvySeni migra¢niho Casu sirant,

ato z divodu jejich komplexace s vapnikem. Piidavky glukosy do elektrolytu (0-20%)
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zhor$ily reprodukovatelnost reten¢nich ¢asti a poklesly vysky pikti kviali vlivu viskozity
glukosy.

Porovnanim dzust rizného plivodu bylo zjisténo, ze pomerancovy dzus z Brazilie
meél konstantné niz§i obsah chloridi nez dzusy z Floridy, Izraele, Kalifornie, Arizony,
Mexika. Koncentrace aniontl v téchto vzorcich byly nasledujici: 7,7 - 97,4 ppm (CI);
19,1 - 107,6 ppm (SO4>); 0,2 - 3,52 ppm (NO™) pro pomerancové dzusy; 12,3 - 60,2 ppm
(CI); 71,5 - 128,3 ppm (SO4¥); <0,2 - 1,13 ppm (NO*) pro pulpwash; 21,7 - 92,9 ppm
(C1); 19,1 - 96,2 ppm (SO4¥); <0,2 - 13,3 ppm (NO*) pro vodu z vyrobniho procesu.

M. Arellano a kol. [18] analyzovali metodou CZE chloridy, dusi¢nany, sirany,
Stavelany, tetraty, malaty, sukcinaty, citraty, fosfore¢nany, octany a laktaty ve 3 vzorcich,
a to v cerveném vinu, bilém vinu a jablecném dzusu. Elektrolyt se sklddal z 3 mM benzen-
1,2,4,5-tetrakarboxylové kyseliny (pyromelltic acid - PMA), 3 mM DETA a pH bylo
upraveno na 7,5 pomoci Tris pufru. Detekce byla nepfima pii 220 nm. Tento systém byl
vyhodnocen jako idedlni pro analyzu anorganickych i organickych aniontl v napojich.
Oproti autorim z ¢lanku [17] se zaméfili na SirSi spektrum aniontd a vyuzili 1 jiny
elektrolyt.

Stanovenim anorganickych aniontll ve vzorcich, které maji vysoky obsah bilkovin,
napt. krevni sérum nebo mléko se zabyvali Yang a Zhang [19]. Analyzy chloridd, sirand,
fosfore¢nanti a hydrogenuhli¢itant byly provadény v CZE pfistroji sestaveném
v laboratofi. Vzorky se davkovaly hydrostaticky, napéti bylo 5 kV, kapilara byla kratka
11 cm a detekce byla neptima. Zakladni elektrolyt byl slozen z 6 mM chromanu sodného
(kontrastni latka), 2,5 mM cetyltrimethylammonium bromidu (CTAB jako modifikator
EOF) a z 3,6% acetonitrilu (brani adsorpci bilkovin na stény kapilary). pH elektrolytu bylo
upraveno na 9,3 pomoci 100 mM NaOH. VsSechny roztoky byly pfipraveny
z deionizované, dvakrat destilované vody. Byly také pfefiltrovany a odplynény
v ultrazvukové lazni. Ptfed vlastni separaci byla kapildra promyvana 30 minut
0,2 M NaOH, 5 minut deionizovanou dvakrat destilovanou vodou a 30 minut elektrolytem.
Vesvé studii se autofi vénovali vlivu pH, koncentraci elektrolytu a koncentraci
modifikatoru EOF na rychlost separace.

Vliv pH byl zkouman v rozmezi hodnot 8,0-11,0. Migra¢ni €asy v tomto rozmezi
hodnot mirné klesaly. Systém byl optimalizovan v rozmezi pH 9,0-9,5. Dale byl studovan
vliv koncentrace chromanu sodného. ZvySeni koncentrace chromanu sodného pfineslo
snizeni EOF, a tim i zvySeni migracnich ¢ast. Pfi koncentraci 2 mM a 10 mM chromanu

sodného nebyly sirany a dusi¢nany dostatecné¢ oddéleny. Jako idealni byla vybrana
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koncentrace 6 mM chromanu sodného v BGE. K objasnéni vlivu koncentrace CTAB bylo
pouzito Sest roztoki. Jejich koncentrace byla od 1 mM po 3,5 mM CTAB. Pokud byla
koncentrace CTAB vyssi, tak doslo k rychlejsi separaci. Nakonec byla pouzita koncentrace
2,5 mM CTAB. Experiment s pfidavkem ACN do systému byl proveden s riznymi
koncentracemi od 1% po 6 % ACN. S rostouci koncentraci ACN rostly 1 migracni Casy.

Byla pouZita koncentrace 3,6% ACN.

Tabulka €. 1: Migracni Casy a plochy pikli separovanych aniontl

RSD (n = 6) (%)

Cr NO, SO& NO; F HPO,* | HCO;y
Migraéni &as 1,0 1,5 1,0 1,3 1,2 1,8 1,6
Plocha piku 2,5 6,4 3,6 4,1 3,5 4,8 3,0

Z tabulky ¢. 1 lIze porovnat migracni Casy standardnich roztokd. Ve vzorku
krevniho séra a ve vzorku mléka byly nalezeny studované anionty s vyjimkou dusitand,
dusi¢nanti, fluoridid. V krevnim séru bylo stanoveno nejvice chloridd, a to 3680
a 3716 mg/l,
hydrogenuhli¢itani 1583 a 1608 mg/l . Ve vzorku mléka 1873 a 2168 mg/l chlorida,
152 a 180 mg/l sirand, 1965 a 2116 mg/l hydrogenfosore¢nanii a 1476 a 1579 mg/l

sirani bylo 42 a47 mg/l, hydrogenfosforeCcnani 91 a 83 mg/l,

hydrogenuhli¢itani.

Klampfl a kol. [20] ve svém Cclanku prezentuji separaci anorganickych
a organickych anionti metodou kapildrni zoénové elektroforézy s nepiimou UV detekci
a vodivostni detekci. UV detektor pracoval pii vinové délce 254 nm. Zékladni elektrolyt
byl slozen ze 7,5 mM 4-aminobenzoové kyseliny, 10,5 mM BIS-Tris [bis(2-hydroxyethyl)-
imino-tris(hydroxymethyl)aminomethan] a déale obsahoval 0,1 mM TTAB, pH 7,0
upraveno LiOH. Kapildra byla regenerovana 0,5 M NaOH a promyvéna BGE 30 minut.
Davkovani vzorku probihalo hydrodynamicky pomoci tlaku 25 mbar po dobu 0,2 minuty.
Bylo pouzito napéti -30 kV. Po zméteni molarnich absorp¢nich koeficientd pti 254 nm,
214 nm a mobility, byla vybrana jako koion 4-aminobenzoova kyselina. Byla vhodnou
sloZkou elektrolytu, protoZze umoziovala oboji detekci. BIS-Tris a Tris byli pouZity jako
protiionty. S jejich pomoci bylo mozZné analyzu provadét vrozmezi pH 6-9.
Pro demonstraci CZE metody byly vybrany vzorky bilého vina, které obsahuje anionty
oriznych hodnotach mobilit. Vodivostni detekce byla pouzita pro chloridy, sirany,
Stavelany, tetraty, malaty, aukcinaty, adipaty, glutaraty. Nepiima UV detekce byla vyuzita
pro octany, laktaty, butyraty, valeraty, shikimdty. Autofi pouZili vyvinutou metodu
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pro analyzu vzorkli vina Veltlinské zelené¢ po natedéni 1:100. Byly stanoveny takovéto
koncentrace anionti: 0,84 mg/l chloridd, 1,76 mg/l sirant, pod mezi detekce Stavelant,
0,97 mg/l tetratd, 3,50 mg/l malatt, 6,11 mg/l sukcinatd, 0,98 mg/l adipati, 0,46 mg/l
glutarat, 2,61 mg/l octanti, 8,20 mg/l laktatd, butyraty nenalezeny, pod mezi detekce
valeratl, 4,47 mg/1 shikimatd.

Yang a kol. [21] prezentuji techniku kapilarni zénové elektroforézy pro analyzu
chloridii, dusitanti, siranii, dusi¢nand, fluoridii a hydrogenuhli¢itanii ve vzorcich vody.
Jako elektrolyt pouzili chroman sodny, CTAB a acetonitril. Me¢&feni probihalo
na laboratorné sestaveném pfistroji a pouzity byly dva mody davkovani vzorku, a to
pomoci gravitace (hydrodynamické) a elektrokinetické. Elektrokinetické davkovéni
probihalo s napétim 0,5 kV po dobu 6 sa jako vnitini standard byla pouzita kyselina
pyroglutamovd (PGA). Byla zvolena, protoZe jeji migracni ¢as je dost rozdilny
od ostatnich aniontii a nemohlo tedy dojit k prekryvu pik. Vyskyt této kyseliny
ve vzorcich vody se nepiedpokladal. Separa¢ni napéti bylo 5 kV a kapilara byla na vnitini
sténé potazena polyimidem. Detekce byla nepiimd pii vinové délce 254 nm. Zakladni
roztoky byly pfipraveny fedénim (bylo pouzito 0,7 ml 270 mM chromanu sodného,
3,7ml 20 mM CTAB, 1,05 ml 99,9% acetonitrilu, pH upraveno 100 mM NaOH
a doplnéno na objem 30 ml). Pied separaci byla kapilara promyvana 0,2 M NaOH 1-2
minuty, deionizovanou vodou 5 minut a elektrolytem 30 minut.

Byl sledovén vliv pH elektrolytu na separaci v rozmezi hodnot 8-11. S rostoucim
pH rostl také migracni Cas, optimdlnich ¢ast bylo dosazeno pii pH 9-9,5, a proto autoii
zvoloili elektrolyt s pH 9 pro dalsi analyzy. Dale byl zkouman vliv koncentrace chromanu
sodného na separaci v rozmezi koncentraci 2-10 mM. Pii nizSich koncentracich kolem
2 mM nebyly dostatecné rozdéleny dusitany a sirany, pfi koncentracich okolo hodnoty
10 mM se neseparovali uz viibec. Proto byla zvolena optimalni koncentrace Na,CrO4
6 mM. Jako dalsi dilezitda podminka se ukdzala koncentrace CTAB jako modifikatoru
EOF. Autofi provétovali u¢innost separace s Sesti rizn€ koncentrovanymi roztoky CTAB
(1-3,5 mM). Jako problém se opét ukazaly piky dusitanli a sirand. Pfi nizké koncentraci
CTAB (<1,5 mM) nebyly piky dostate¢n¢ oddé€leny. Podobné vysledky byly i na druhé
stran¢ pii koncentracich >3,5 mM CTAB. Nakonec ziskali nejlepsi vysledky s koncentraci
2,5 mM CTAB. Vliv koncentrace ACN byl pozorovan v rozmezi 1-6% roztokl. Jako
optimalni byla zvolena koncentrace 3,5% ACN. Nosny elektrolyt se skladal tedy
z 6 mM Na,CrOy, 2,5 mM CTAB a 3,5% ACN. Aplikaci pfedvedli na 4 vzorcich balené

vody, 2 vzorcich vody z kohoutku a 1 vzorku fi¢ni vody (tabulka €. 2).
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Tabulka €. 2: Vysledky analyzy [21]

Vzorek : . Koncezl_ltrace (m;g_/l) : :

Cl NO S04 NO F HCO;
Balend voda €. 1 4,00 0,77 9,90 4,46 ND 358,00
Balend voda ¢. 2 34,40 1,20 23,80 9,20 ND 218,00
Balend voda €. 3 17,10 ND 5,40 4,00 ND 4,40
Balend voda ¢. 4 20,00 ND 7,00 4,30| 0,50 6,00
Voda z kohoutku ¢. 1 21,80 ND 17,80 1,201 0,60 20,00
Voda z kohoutku ¢. 2 35,00 0,44 8,40 1,60 0,70 17,40
Ri¢ni voda 59,50 ND 22,20 3,90 1,40 1,70

Johns a kol. [22] publikovali ve svém ¢lanku vyuziti barviv jako kontrastnich latek
pfi technice kapilarni zonové elektroforézy. Zabyvaji se dvéma barvivy, a to barvivem
naftol yellow S a tetrazinem. Tato barviva byla pouZita (¢ = 0,5 mM) spolu s amfolytickym
histidinem (¢ = 10 mM) a 0,05% HPMC (hydroxymethylpropyl celulosa, modifikator
EOF) pti pH 7,7. Detekce byla nepfima fotometrickd pfi 476 nm pro naftol yellow
S elektrolyt a pfi 258 nm pro tetrazinovy elektrolyt. Separace probihala dvéma zplsoby
v ktemenné kapilafe, kde davkovani analytu bylo provedeno hydrodynamicky pomoci
tlaku 16,9 kPa po dobu 0,6 s 1 hydrostaticky. Ob& barvy byly nejprve dvakrat precistény,
ato rozpuiténim v horké vodé a naslednou rekrystalizaci a filtraci. Cistoty barviv byly
ovéifovany také pomoci CZE analyzy metodou standardniho ptidavku v chromanovém
elektrolytu.

Nepiimou detekci aniontll ve vzorku ovlivnilo nékolik parametrti. Hlavni roli hraly
molekularni struktura, rozpustnost a spektralni vlastnosti. Barviva musela byt rozpustna
ve vodé a nesmela se adsorbovat na kapilarni sténu. Test chovéni Cistého a necistého
barviva ukazoval, Ze barvivo s pfimésmi zkreslovalo a otacelo piky. Experimenty byly
provedeny na standardni smési 18 aniontll s naftol yellow S (tento elektrolyt pouZit 1 pro
realné vzorky) a s 20 anionty pro tetrazin. Aby autofi potvrdili i€¢innost a funk¢nost tohoto
systému, na realnych vzorcich vody z vodovodu, minerdlnich vodéach a 10% roztoku piva.
se nemusi ani fedit. Stanoveny zde byly chloridy, fluoridy a fosfore¢nany.

Vyuzitim sulfonovaného barviva se zabyval i G. A. B. Heras a kol. [23] Pouzili
Orange G adalsi latky pro separaci v CZE. Experimentalné¢ hledali nejlepsi sloZeni

elektrolytu pro CZE s nepfimou detekci. Optimalni elektrolyt se skladal z4 mM Orange G
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(1-fenylazo-2-naftol-6,8-disulfonova kyselina), 20 mM TEA (triethanolamin) v ¢istém
MeOH a z 0,05 mM HPC (hydroxypropylcelulosa). Standardni smés aniontli se skladala
z dusi¢nanti, chloridli, mravencanil, aniontii kyseliny ethansulfonové a propansulfonové,
octanil, propionati a z aniontll kyseliny maselné a valerové. SloZeni elektrolytu branilo
adsorpci barviva na sténu kapilary. Zde autoti detailn€ji zkoumali pouziti Orange G jako

kontrastni latky. Pfehled vySe uvedenych praci je shrnut v tabulce 3.

Tabulka €. 3: Prehled vybranych separaci

Aplikace Analyt Separacni Meze detekce/ | Odkaz
podminky vinova délka
Bez aplikace | dusi¢nany, 4 mM Orange G | 0,10 - 0,18 uM | [23]
chloridy, 20 mM TEA 478 nm
mravencéany, MeOH
anionty kyseliny 0,05 mM HPC
ethansulfonové a
propansulfonové,
octany, propionaty
a anionti kyseliny
maselné a valerové
Cervené chloridy, 3mMPMA,3 |0,006-1,072 [18]
vino, bilé dusi¢nany, sirany, | mM DETA, mg/l
vino, Stavelany, tetraty, | Tris (pH 7,5) 220 nm
jable¢ny dZus | malaty, sukcinaty,
citraty,
fosfore¢nany,
octany a laktaty
Krevni chloridy, sirany, 6 mM Na,CrOy, | 0,3-1,0mg/l/ | [19]
sérum, mléko | fosforeCnany, 2,5mM CTAB, | 254 nm, 214
hydrogenuhli¢itany | 3,5% ACN, nm
NaOH (pH 9,3)
Pivo chloridy, sirany, 5mM PDC, 0,5 | 0,9 -2,5 mg/l [16]
Stavelany, mM CTAB, 350 nm
mravencany, NaOH (pH 5,6)
malaty, citraty,
sukcinaty,
pyruvaty, octany,
laktaty,
fosforeCnany a
pyroglutamaty
Pivo chloridy, sirany, 7,5 mM p - AB, | 0,02 mg/l [15]
fosforeCnany 0,12 mM chloridy,
TTAB, histidin | 0,41 mg/l
(pH 5,75) fosfore¢nany/
254 nm, 185
nm
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Pokracovani tabulky ¢&. 3: Piehled vybranych separaci

Aplikace Analyt Separaéni Meze detekce/ | Odkaz
podminky vinova délka
Pomerancovy | chloridy, sirany, 5 mM Na,CrOy, | 0,2 ppm/ [17]
dZus, dusi¢nany 0,40 mM Nice - | 254 nm, 214
pulpwash, Pak OFM nm
voda z Anion BT,
provozu kyselina mlécna
(pH 8,0; pro CI’
a SO4%)
10 mM
chroman sodny,
0,40 mM Nice -
Pak anion BT,
NaOH (pH 8,
pro NO3")
Vino chloridy, sirany, 7,5 mM 0,131-0,510 [20]
Stavelany, tetraty, | aminobenzoova | mg/l/
maldaty, sukcindty, | kyelina, 10,5 254 nm, 214
adipaty, glutaraty, | mM Bis - Tris, | nm
octany, 0,1 mM TTAB,
laktaty, valeraty, LiOH (pH 7,0)
shikimaty
Voda chloridy, dusitany, | 6 mM 0,07 - 0,3 mg/l/ | [21]
z vodovodu, | sirany, dusi¢nany, | chromanu 254 nm
balena voda, | fluoridy, sodného, 2,5
Fiéni voda hydrogenuhli¢itany | mM CTAB,
3,5% ACN (pH
9,0)
Voda chloridy, fluoridy, | 0,5 mM naftol | 476 nm, 258 [22]
z vodovodu, | fosforeCnany yellow S nebo nm
mineralni tetralin, 10 mM

voda, 10%
roztok piva

histidin, 0,05%
HPMC (pH 7,7)
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7. EXPERIMENTALNI CAST

7.1. Chemikalie

Kyselina trihydrogenborita, >99,5% - Fluka (Buchs, Svycarsko)

Deionizovana voda - pfipravena na zafizeni Demiwa 5SROI (Watek, Lede¢ nad Sdzavou)
a SG Ultra Clear UV (SG, Hamburg, Némecko)

Acetonitril, ¢istota pro HPLC - Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Methanol, pro HPLC - Sigma - Aldrich (St. Louis, MO, USA)

Barviva (dI - T kyselina, I - kyselina, vz. 43, vz. 230, yellow 3R, bordo B, orange R)

7.2. Pouzita instrumentace

7.2.1. Pristroje

Analyzy byly provadény pomoci kapilarni elektroforézy Capel 105-M (Lumex,
St. Peterburg, Rusko) a Beckman P/ACE Systém 2100 (Beckman - Coulter Orange
Country, CA, USA). Vzorky byly analyzovany pfi teploté 25°C. Standardy i smési byly
promeéteny pii napéti -20 kV. VSechna méteni byla provedena pti vinové délce 254 nm. Pti

méteni UV spekter byl pouzit spektrofotometr GBC 918 (GBC, Sydney, Australie).

7.2.2. Separacni kapilara

K analyze byla pouZita kiemennd kapilara (Agilent, Palo Alto, CA, USA)
o vnitinim priméru 75 um a délce 50 cm, efektivni délka kapilary ¢inila 40 cm. V této
vzdalenosti bylo tedy vytvofeno detek¢ni okénko pomoci zapalovace. Stejné tak byly
opaleny 1 konce kapilary. Vzdy pted analyzou byla kapilara promyta 5 minut

vodou a 10 minut zdkladnim elektrolytem.

7.2.3. Priprava zakladnich elektrolyti

Do 100 ml ban¢k byly nejprve pfipraveny zasobni roztoky jednotlivych barviv.

Navazovano bylo 10 mg. Dal§im zasobnim roztokem byl roztok CTAB o koncentraci
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65 mmol I, Tento roztok byl piipraven do 25 ml odmérné baiiky a byl 15 minut ponofen

do ultrazvukové lazné. Zéikladni elektrolyt vznikl odméfenim poZadovanych objemil

jednotlivych roztok. SloZeni elektrolytii je uvedeno v tabulce €. 4.

Tabulka €. 4: Prehled slozeni elektrolytt

Elektrolyt ¢. Kontrastni latka SloZeni elektrolytu

&1 4 mmol 17 dI-1 65 mmol I" CTAB 3,5 %ACN
&2 4mmol I''T 65 mmol " CTAB 3,5 %ACN
&3 4 mmol 17 230 65 mmol I" CTAB 3,5 %ACN

& 4 4 mmol 17 43 65 mmol I" CTAB 3,5 %ACN
&5 0,4 mmol "' dI-I 65 mmol " CTAB 3,5 %ACN
.6 0,4 mmol I T 65 mmol I" CTAB 3,5 %ACN
&7 4 mmol 17 230 2,6 mmol I'' CTAB 3,5 % CH;0H
&8 4 mmol I 230 2,6 mmol I'' CTAB 3,5 % CH;0H
¢.9 4 mmol 11 230 35 umol ITCTAB 3 mmol I'T H;BO;
¢ 10 4 mmol 17 230 35umol I CTAB | 3 mmol I'" H;BO;
¢ 11 4 mmol I'" Na,CrO4 | 65 mmol I CTAB 3,5% ACN

7.2.4. Priprava vzorki pouzitych pri experimentech

Byly pfipraveny zéasobni roztoky jednotlivych standard(i aniontii o koncentraci
1 g1". Jednotlivé latky byly rozpuitény ve vodé a objemy byly doplnény na 100 ml.
Z téchto standardll byly déle pfipravovany roztoky k analyzam. Roztoky byly pfipraveny
pfimo do elektroforetickych nadobek a natfedény destilovanou vodou. Koncentrace

proméfovaného roztoku smési aniontd &inila 0,2 g 1.
7.3. Postup analyzy

Promé&fovany byly vSechny elektrolyty s davkovanim smési aniontii o koncentraci

0,2 g 1"'. Smési byly promé&feny pii vlnové délce 254 nm.
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Analyzy probihaly podle nasledujiciho programu:
1. Promyti kapilary zdkladnim elektrolytem 2 minuty a tlakem 1 Bar.
2. Davkovéani vzorku tlakem 30 mBar po 10 sekund.
3. Analyza pfi napéti -20 kV pfi teploté 25°C. Analyzované latky byly detekovany
nepiimou UV detekei pii vinoveé délce 254 nm.

Struktury jednotlivych barviv:

OH
N=N NH.
Ty 0
_N
N i&m
\ ; NaO;S SO;Na

HO,S 0—G_ .
J\ o soH | N vz. 43 (C.I. Acid Red)
Hac§ /”NQ
N
{)aw o
Yellow 3R (C.I Acid Yellow 194)
COONa
Hy N=NO—OH
S
//N
HO;S O l\{\\ /O\\ﬁN@ NaO;S
9o Na' vz. 230 (C. I. Mordant Yellow 3)

Bordo B (C. I. Acid Violet 90)

- OH

T I - kyselina
//N
iQHN M%<:> HO,S NH SOH
| o
oN o—a
o/ Ve N Na*
\ a
Da
:(N OH OH

CHy dI - I kyselina
“Orange R (C. I. Acid Orange 142)

25



8. VYSLEDKY A DISKUSE

8.1. Stanoveni molarnich absorpénich koeficient

prisluSnych barviv

U kontrastnich latek pouzitych pro separaci aniontl byly nejprve proméfovany
absorp¢ni spektra v UV oblasti v rozmezi vinovych délek 200 - 400 nm.

Ptipravené roztoky barviv mély koncentraci 100 mg 1"'. Tato koncentrace nemohla
byt pouzita k méfeni absorpcnich spekter z divodu vysoké absorbance, proto bylo tohoto
roztoku pipetovano 1 ml do 10 ml odmérmé banky a koncentrace barviva se snizila
na 0,1 mg 1. Takto zfed&né roztoky byly proméfeny na spektrofotometru proti destilované
vodé. Z hodnot absorbanci pfi absorpénim maximu a pii vinové délce 254 nm pouzivané
nejcastéji pro nepiimou UV detekci byly pomoci Lambert - Beerova zdkona vypocitany
molarni absorpcni koeficienty €abs.max)-

Vztah pro vypocet molarnich absorp¢nich koeficientii:

ae it
d.c
kde: &..ooenn.. molarni absorp¢ni koeficient pti dané vinové délce
Apoeenninnnn, absorbance pti dané vlnové délce
dol, délka kyvety
Courevrennenn koncentrace

Stanovené hodnoty molarnich absorpénich koeficient a vinové délky absorpénich

maxim pouzitych barviv a meziproduktl jsou uvedeny v tabulce €. 5.

Tabulka €. 5: Prehled pouzitych barviv

Barvivo | vinova délka abs.maxima [nm] | €aps.max) [1 mol™ cm'l] €254 nm [1 mol™! cm'l]
dI-I kys. 359 37720 13040

I-kys. 226 33961 22968

vz. 43 259 7404 6828

vz. 230 212 25525 12685
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Absorpéni spektra pouzitych barviv a meziprodukti v UV oblasti spektra jsou
zobrazeny na obrazcich €. 6 — 9. Pro kazdé z pouzitych barviv lze nalézt jiné absorp¢ni
maximum v UV oblasti. Pfi pouZiti nejbéznéjsi detekéni vinové délky, kterd je 254 nm,

se jako nejvhodnégjsi jevi I-kyselina (obrazek ¢. 7) a dale vzorek barviva 43 (obrazek ¢. 8)

a vzorek barviva 230 (obrazek ¢.9).

Absorpcni spektrumdl - | kyseliny

0,9 -
0,8 A
0,7 A
0,6 -
A 05 4
0.4 -
0,3 A
0,2+
0,1 +
0 . . . i
200 250 300 350 400

A [nm]

Obrazek €. 6: Absorp¢ni spektrum dI - I kyseliny

Absorpcni spektrum | - kyseliny

1,4
1,2 1

0,6 -
0.4 -

0 T T T 1
200 250 300 350 400

Alnm]

Obrazek €. 7: Absorp¢ni spektrum I - kyseliny



Absorpcni spektrumvz. 43

0,2 4
0,18 A
0,16 -
0,14 -
0,12 +

0,08 -
0,06 -
0,04 -
0,02 -

200 250 300 350 400

Obrazek €. 8: Absorpéni spektrum vz. 43

Absorpcni spektrumvz. 230

0,6 -
0,5 -

0,3 A
0,2+
0,1 +

0 T T T
200 250 300 350 400

Alnm]

Obrazek €. 9: Absorp¢ni spektrum vz. 230



8.2. Separace aniontu s neprimou UV detekci

Predlohou k této analyze aniontli s neptimou UV detekci byla uloha z laboratornich
cviceni [14]. V této uloze byl jako kontrastni latka vyuzit chroman sodny. Ten je
ale toxicky, a proto se od jeho pouziti ustupuje a hledaji se latky, které by ho v praxi
nahradily. To bylo i cilem této prace, najit mezi sulfonovanymi azobarvivy slouceninu
pouzitelnou jako kontrastni latku v kapilarni zoénové elektroforéze s neptimou UV detekci.

Pro porovnani provadénych separaci byl pfipraven elektrolyt s obsahem chromanu
sodného (elektrolyt €. 11, tabulka €. 4). V tomto elektrolytu byla provedena separace péti

aniontli s neptimou UV detekci. Zaznam separace je uveden na obrazku €. 10.

5,00E-03 - F

504%-

4,00E-03 +
3,00E-03 -
2,00E-03 -

p_c.43_
HCO,
1,00E-03 - \) LM
T 1

0,00E+00 T T T U

-A

0 0,5 1 1,5 2 2,5

-1,00E-03 -

-2,00E-03 -
¢as [min]

Obrazek €. 10: Separace aniontll v chromanovém elektrolytu

Jak je patrné z uvedeného zdznamu, dochazi k déleni vSech analyzovanych aniontt
v relativné kratké dobé analyzy. Stabilni podminky béhem separace dokumentuje zdznam
proudu na case, ktery je uveden na obrazku ¢. 11. V dobé 0 — 0,2 min stoupd napéti
na pouzivanou hodnotu -20 kV a roste dle Ohmova zakona také proud. Od 0,2 min
je prubéh proudu konstantni diky konstantnimu slozeni elektrolytu uvnitf separaéni

kapilary.
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10 ~
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0 0,5 1 1,5 2 2,5
¢as [min]

Obrazek €. 11: Zavislost proudu na ¢ase béhem separace aniontl s chromanem

Pro navrzeni separacnich podminek s pouZzitim sulfonovanych azobarviv a jejich
meziproduktd jako kontrastnich latek byla nejprve provedena simulace vysledku analyzy
smési aniontll s pouZitim programu Peakmaster [24]. Nejprve byla simula¢nim programem
ovétena shoda naméfenych dat pro elektrolyt s chromanem a simulovaného zdznamu, ktery
je uveden na obrazku ¢. 12. Jak je vidét z porovnani obou elektroforegramil, rozdéleni
aniontd je velice podobné. Déle byl simula¢ni program pouzit pro odhad vysledki separaci

smési aniontl s pouzitim barviv a jejich meziprodukt.

30



1,50E+00
1,00E+00
5,00E-01

0,00E+00 1
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-1,00E+00 Cl-
MO F-

-1,50E+00

-2,00E+00 .
W PO, >

-2,50E+00 ) )
c¢as [min]

Obrazek ¢. 12: Modelova situace s vyuziti programu Peakmaster

Pro nahradu chromanu sodného byly vybirdny barviva s podobnou
elektroforetickou mobilitou jako mobilita chromanu, coz predstavuje podminku nutnou
pro dosazeni Uspé$né separace a nepiimou UV detekei. Pohyblivosti jednotlivych barviv

a meziproduktl ziskané z literatury jsou uvedeny v tabulce €. 6.

Tabulka €. 6: Tabulka pohyblivosti jednotlivych barviv

kontrastni latka mobilita [x 10° m*V's”] odkaz
DI - I kyselina -40,0 [12]
I - kyselina -33,9 [12]
Orange R -36,1 [25]
Yellow 3R -37,3 [25]
Bordo B -35,4 [25]
vz. 43 -34,8 [26]
vz. 230 -43,3 [26]
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Na zékladé¢ uvedenych pohyblivosti pouzitych barviv a jejich meziprodukt
ana zaklad¢ navrZenych sloZeni zdkladnich elektrolyti (tabulka ¢. 4) byly provedeny
simulace separaci aniontd pomoci programu Peakmaster. Nejprve bylo simulovano slozeni
elektrolytu 3 mmol.I”! kyseliny borité a 4 mmol.I"! I-kyseliny. V tomto elektrolytu by dle
simulace zobrazené na obrdzku ¢. 13 mélo dojit k separaci tfi aniontll, pouze sirany

a chloridy nejsou zcela oddélené.

1,50E+00

1,00E+00

5,00E-01

0,00E+00 [

A -5,00E-01

-1,00E+00 ‘

Cl HO,
-1,50E+00 F
PO, >

-2,00E+00
50,2

-2,50E+00 ] _
¢as [min]

Obrazek €. 13: Simulace separace s [ — kyselinou

Déle byly ovéfeny vlivy soli na rozd€leni aniontti pomoci simula¢niho programu.
Soli jsou casto ptfitomny v komeréné¢ dostupnych azobarvivech. Proto byla provedena
simulace separace s obsahem chloridu sodného o koncentra¢nim poméru s I — kyselinou
1:4, 1:1 a 4:1 (obrazky ¢. 14-16). Simulace separace v elektrolytu s pomérem I — kyseliny
a chloridu sodného 4:1 (4 mmol.I" T — kyseliny, 1 mmol.I"" chloridu sodného) nebyly
chloridy a sirany rozdéleny vibec a piky byly zaznamenany jako pozitivni zména

absorbance (obrazek ¢. 14).
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1,00E+00
5,00E-01 NO,
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-1,50E+00

-2,00E+00

-2,50E+00

-3,00E+00

-3,50E+00 . _
¢as [min]

Obrazek €. 14: Modelace separace pomér 1:4 NaCl : [ — kyselina

Pti zvySovani koncentrace chloridu sodného v simulovaném zakladnim elektrolytu
dochdzi k podstatné zméné zdznamu separace aniontil. Simulace pfi ekvimolarnim poméru
koncentraci je uvedena na obrazku €. 15 a separace pfi Ctyindsobné vySsi koncentraci

chloridu sodného v porovnani s I — kyselinou je uvedena na obrazku ¢. 16.
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Obrazek ¢. 15: Modelace separace pomé&r 1:1 NaCl : I — kyselina
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Cl S0, NO,
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Obrazek €. 16: Modelace separace pomér 4:1 NaCl : [ — kyselina
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Po provedeni simulovanych separaci byly vyzkouSeny také separace v readlném
systému s pouzitim I — kyseliny jako kontrastni latky. Vzhledem k dosazenému zdznamu
je patrné, Ze pouzitd I — kyselina obsahovala soli, jejichz pfitomnost vedla k Spatnému
déleni smési aniontll (obrazek ¢. 17). Tuto skutecnost lze pozorovat také na zdznamu
proudu v prubéhu analyzy, ktery po ustaleni napéti na -20 kV vykazuje mirné odchylky
od konstantni hodnoty, coz milize byt zpisobeno praveé ptitomnosti soli v zdkladnim

elektrolytu (obrazek ¢. 18).

4,00E-03 -

2,00E-03 -

A 0,00E+00 WJ\“

-2,00E-03 -

-4,00E-03 -

-6,00E-03 -

-8,00E-03 -

c¢as [min]

Obrazek €. 17: Skutecna separace I - kyselina

Dale byly provedeny separace smési péti aniontil v elektrolytech s ptidavky dalSich
meziprodukti a azobarviv. Vysledné zaznamy vedly kobdobnym pozorovanim
jako v ptipadé I — kyseliny, jak pro zdznam absorbance na ¢ase (obrazky €. 19, 21, 23), tak
pro zdznamy proudu (obrazky €. 20, 22, 24). U téchto sloucenin se opét mohlo vyskytovat
vetsi mnozstvi soli, které vedly k znehodnoceni separace. Pro provedeni uspé$né separace
by tedy bylo nutné pouzité chemikalie zbavit pfitomnosti soli, které¢ vyrazné ovliviiuji
tvary pikil jednotlivych aniontl. U dalSich pouzitych barviv (tabulka ¢. 6) nejsou zdznamy

separaci zobrazeny vzhledem k tomu, ze opét nebylo dosaZeno Gspésné separace.

35



I[nA]
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Obrazek ¢. 18: Zavislost proudu na Case pii skutecné separaci I - kyseliny
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Obrazek €. 19: Skutecna separace dI - I kyselina
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Obrazek ¢. 20: Zavislost proudu na Case pti skute¢né separaci dI - I kyselina
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Obrazek €. 21: Skutecna separace vz. 230 ziedény
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Obrazek €. 22: Zavislost proudu na ¢ase vz. 230 zfedény
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Obrazek €. 23: Skutecna separace vz. 43 zfedény
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Obrazek ¢. 24

: Zavislost proudu na ¢ase vz. 43 zifedény
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9. ZAVER

Metoda kapilarni zonové elektroforézy je velmi Casto vyuzivana k analyze iontl
ve vzorcich napojii a dalSich potravinaiskych vzorcich. V pfedchozim textu jsou formou
literarni reSerSe uvedeny metody analyzy anionti v ndpojich pomoci kapilarni zénové
elektroforézy s neptimou UV detekci a v nékterych ptipadech i s vyuZzitim sulfonovanych
azobarviv jako kontrastni latky.

Na zéklad¢ ulohy z laboratornich cviceni [2] byla provedena analyza aniontl
v elektrolytovém systému s pouZitim chromanu sodného jako kontrastni latky. Dale byly
simulovany separace aniontil v elektrolytech s azobarvivy a jejich meziprodukty. Vybrana
barviva a jejich meziprodukty byly poté aplikovany v redlném systému na separaci
aniontli. Vzhledem ke slozeni a Cistoté barviv, které byly k dispozici, nebylo dosazeno
srovnatelné separace péti aniontil jako v pripad¢ elektrolytu s chromanem sodnym. Piesto
jsou studované podminky vyuzitelné z hlediska dalSiho vyvoje metod s pouzitim
sulfonovanych azobarviv jako kontrastnich latek pfi UV detekci. Jelikoz nebylo dosazeno

uspésné separace, tak se podminky separace neaplikovaly na skute¢né vzorky.
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