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Abstrakt

Vtéto praci je studovan jev nestability zakladni linie elektroferogramu
pfi pouziti draselného pufru jako zakladniho elektrolytu, ktery byl zjistén pfi studii
elektroferotickych mobilit markerl elektroosmotického toku v rlznych separacnich
pufrech [1]. Tento jev znesnadniuje vyhodnoceni vysledk( pfi vy$Sich koncentracich
pufru. Cilem je zjistit, jestli je tento jev specificky pro draselné ionty nebo se tyka

i jinych iontl a v tom pfipadé za jakych podminek.

Mira nestability zakladni linie signdlu je sledovdna jako jeji smérodatna
odchylka a je porovnavdna pro draselny, sodny, amonny a lithny pufr. Pro draselny
a sodny pufr je nejprve nestabilita signalu zkoumana pfi aplikaci vysokého napéti
a tlaku na systém v rlznych ¢asovych intervalech. Je prokdzano, Ze vétsi nestabilita
zakladni linie je v draselném pufru zplsobena aplikaci vysokého napéti. Poté je
nestabilita signalu porovnavana pti rGznych hodnotach aplikovaného napéti a je

demonstrovan pravdépodobny vliv Joulova tepla.

U vSech zkoumanych kationtl bylo pozorovano snizeni stability zakladni linie
signalu s rostouci iontovou silou a konduktivitou, nejedna se tedy o jev vylu¢né spojeny
s draselnymi ionty. Presto je v pufru s draselnym kationtem, a¢ nema nejvyssi vodivost,
nestabilita signdlu nejvétsi. Mira nestability zakladni linie signdlu draselného pufru
nezavisi tedy pouze na konduktivité roztoku, ale vystupuje zde dalsi nezndmy faktor,

ktery ndlezi pfimo acetatovému pufru s draselnym kationtem.

Nakonec je demonstrovan vliv nestability zakladni linie na mez detekce
analytickych méreni na ptikladu stanoveni benzoové a 4-hydroxybenzoové kyseliny.
Za stejnych podminek se pfi pfechodu ze sodného na draselny pufr zvysSily meze
detekce benzoové, resp. 4-hydroxybenzoové kyseliny z 0,004 g/l, resp. 0,003 g/l
na 0,010 g/I, resp. 0,015 g/I.

Klicova slova: Kapilarni zénova elektroforéza, Joulovo teplo, nestabilita zakladni

linie signdlu



Abstract

Unstable electropherogram baseline of potassium buffer, found while studying
electrophoretic mobilities of electroosmotic flow markers in different separation
buffers [1], makes it harder for higher concentrations of buffers to evaluate the results.
This work investigates, whether the above described phenomenon is confined

to potassium ions, and if it is not, what conditions influence it.

The measure of instability of signal baseline is taken as its standard deviation and it is
compared for potassium, sodium, ammonium and lithium buffers. For potassium and
sodium buffers influence of high voltage on the system is studied using pressure to
mobilize solution inside the capillary. It is proven that the instability for potassium
buffer is increased with high voltage. The instability of the signal is then compared

for different voltage levels. The results show to the influence of Joule heating.

The stability of signal baseline for all studied cations was found to be decreasing with
increasing ionic strength and conductivity. This work concludes, that this phenomenon
does not confine only to potassium ions. Even though the potassium buffer does not
have the highest conductivity, signal instability was the highest however. The degree of
instability of signal baseline for potassium buffer depends not only on the conductivity

of the solution, but also on an unknown factor of potassium acetate buffer.

Finally, the influence of baseline instability on detection limit of analytical
measurements is demonstrated on the example of benzoic and 4-hydroxybenzoic
acids. Under identical experimental conditions, when switching from sodium
to potassium buffer limits of detection of benzoic and 4-hydroxybenzoic acid increased

from 0.004 g/L and 0.003 g/L to 0.010 g/L and 0.015 g/L, respectively.

Key words: Capillary zone electrophoresis, Joule heating, instability of signal

baseline
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1 Uvod
1.1  Elektroforeticka separace

Kapildrni zénova elektroforéza, capillary zone electrophoresis, (CZE),
schématické zapojeni na obr. 1, je analytickd separacni metoda zaloZzena na migraci
nabitych latek v elektrickém poli, které vznikd diky vlozenému napéti mezi elektrody
na koncich kapilary [3, 4]. Tento pohyb vlivem elektrického pole v kapilare nazyvame
elektroforetickou migraci. Kfemenna kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem,
background electrolyte, (BGE), interakci mezi sténou kapilary a elektrolytem dochazi

k dalSimu pohybu zvanému elektroosmoticky tok (EOF).

zdroj wysokého
napeti

e
— 1

separacni kapilara

uZemneéna
elelrtroda

watupni  veorek —! yystupnd
madobla tado

Obrazek 1. Schématické zapojeni kapilarni zénové elektroforézy [2].

1.1.1 Elektroforeticka pohyblivost

Nabité castice o daném poloméru a ndboji jsou hnany gradientem elektrického
pole k elektrodé opacného ndboje [3, 4]. Kazda latka v takovémto elektrickém poli ma

svou pohyblivost a pro dany iont v daném prostredi je konstantni. Dle vzorce
= (1)
Hi =%

kde u; je elektroforetickd mobilita iontu i, v rychlost daného iontu i a E intenzita
elektrického pole. Rychlost je tedy pfimo umérna intenzité elektrického pole. Mobilita
je také pfimo Uumérnd naboji latky Q a nepfimo Umérnd hydratovanému poloméru

latky r a viskozité zakladniho elektrolytu .



Q
6Ilry

K = (2)

1.1.2  Elektroosmoticky tok

Dalsi transportni jev je elektroosmdza, ktera zplisobuje tok celého zakladniho
roztoku kfemennou kapildrou [3-5]. Elektroosmoticky tok tedy pIni podobnou funkci
jako pumpy v HPLC. Fyzicky tok kapaliny kapilarou je vyvolan vloZzenim stejnosmérného
elektrického pole mezi elektrody a je disledkem vlastnosti fazového rozhrani kapilara-
roztok. Vnitfni sténa kfemenné kapildry obsahuje na povrchu silanolové skupiny —
SiOH, které v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu (BGE) disociuji na =SiO™ dle rovnice

(3), ¢imZ sténa ziskava zaporny ndboj [6], obr. 2A.

-0,Si-OH + H,0 = -0,Si-0" + H;0" (3)

Obrazek 2. Vznik elektroosmotického toku: A) Disociované silanolové skupiny
na vnitini sténé kapilary. B) Vznik difuzni dvojvrstvy z hydratovanych kationtd.

C) Znazornéni profilu elektroosmotického toku. [6]

Tento ndboj je uplné kompenzovan kationty ze zdkladniho roztoku, kationty se

naadsorbuji na zaporné nabitou sténu kapilary a vytvofi elektrickou dvojvrstvu [17].
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Prvni vrstva se nazyva Sternova, na kterou je navdzana ¢ast difuzni vrstvy a kde vznika
SternQv potencidl. Na druhé ¢asti difuzni vrstvy dochazi ke vzniku zeta-potencialu (Z-
potencial), ktery zavisi na B dynamické viskozité roztoku, relativni permitivité

roztoku a Bgor mobilité elektroosmotického toku.

{ = 41In ugor @)

&r

Diky tomuto potencidlu zaénou v aplikovaném elektrickém poli kationty z pohyblivé
difuzni wvrstvy migrovat smérem ke katodé. Kationty migruji spolu se svymi
hydratacnimi obaly a tak strhavaji vSechen roztok uvnitf kapildry smérem od anody
ke katodé, obr. 2B. Vzhledem k malym primérim kapilar je elektroosmoticky tok
pfitomny celym prlifezem kapilary a jeho rychlostni profil je tim padem rovinny, obr.

2C.

Rychlost elektroosmotického toku je dana jeho elektroforetickou pohyblivosti

Ueor a intenzitou elektrického E pole dle vzorce:

Veor = Hgor " E (5)

Ze kterého vyplyva, Ze tok celého roztoku je urychlen vétsi intenzitou elektrického

pole. Tato intenzita zavisi na vlozeném napéti U a na délce kapilary /., dle rovnice:
E = (6)

Elektroosmoticky tok, ¢imzZ i samotna separace, se zrychluje s klesajici délkou kapilary,

jelikoz roste intenzita elektrického pole.
1.2 Detekce

V kapilarni zénové elektroforéze CZE detekujeme latky primo v kapilare [4, 8,
9]. Nejcastéji je pouzivany UV-VIS spektrometricky detektor diky své univerzalité
pfi analyzach. Kabsorpci zareni dochazi v detekénim okénku, kde je odstranéna

polymidova vrstva kiemenné kapilary, aby ji mohlo prochdazet zafeni. Vyhodou UV-VIS
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detektord, které jsou vybaveny diodovym polem, je mozZnost snimat béhem jedné

analyzy celé spektrum.

V CZE lze detekovat kladné nabité latky, zaporné nabité latky i neutralni
molekuly diky jiz vySe zminénému elektroosmotickému toku. Kationty migruji rychlosti,
ktera je souctem jejich elektroforetické rychlosti a rychlosti elektroosmotického toku,
doputuji tak prvni v poradi. Neutrdlni latky migruji rychlosti elektroosmotického toku,
mUlzZeme je tak pouzit jako jeho markery. Anionty migruji rychlosti, kterda je rovna
souctu elektroosmotického toku a jejich zdporné elektroforetické rychlosti, jelikoz

putuji ke kladné anodé, dochazi tak k detektoru posledni.
1.3 Sum signalu detektoru

Odecteni signalu mlzZe byt znesnadnéno nestabilitou zakladni linie neboli
Sumem signadlu, obr. 3, zvlasté pfi nizkych koncentracich stanovovaného analytu [8, 9].
Hranice, kde je uz nemozné analyt s jistotou detekovat, je pojmenovdna mez detekce,
anglicky limit of detection (LOD), a je definovana pomérem Sumu k signalu nasledujicim

vztahem:
Lop =3 (7)
m

kde h predstavuje Sum signdlu a m smérnici kalibracni kfivky. Mez detekce lze snizit
potlacenim $umu signalu. Sum mize byt zplisoben réiznymi pfi¢inami a to chemickymi,
coz zahrnuje nezddouci chemické interakce, vykyvy teplot a tlaku, nebo

instrumentalnimi, které jsou zplsobeny pfistrojem nebo okolnimi vlivy.

12



Obrazek 3. Sum signalu [10]

Jednim z nezddoucich a velice ¢astych jevu je prehtivani roztoku v kapilare, toto
teplo, které vznika prlichodem elektrického proudu elektrolytem, se nazyva Joulovo
teplo. Zvyseni teploty zakladniho elektrolytu je pfimo umérné zvyseni nestability
zakladni linie, které se objevi pfi zvySeni aplikovaného napéti [11] a zhorSuje se
pfi vétSich primérech kapilar. Prestoze vyhodou malych vnitfnich primérQ kapilar je
generace minimalniho mnozstvi tepla a na rozdil od rezistord je kapilara snadnéji
chlazena termostatem za poutziti vzduchu ¢i kapaliny, zplsobuje fadu problém [12,
13]. PYi zahtivani roztoku dochdzi ke vzniku teplotnich gradient( jak v prarezu, tak
v délce kapilary, coZ muze zpUsobit destrukci separovanych latek, rozmyvani zon
analytu a celkovou nestabilitu zakladni linie signalu, vzhledem ktomu, Ze vétsSina
vlastnosti kapalin se méni s teplotou, a tak indukované teplotni gradienty zapfiCifuji
nehomogenitu fyzikdlné chemickych vlastnosti kapalin, jako jsou viskozita,
konduktivita, mobilita a iontova sila [14-21]. V kapilafe tak vznikaji koncentracni
gradienty, lokalni neuniformni elektrickd pole a bublinky, které mimo jiné vedou

ke vzniku tlaku v kapilare, ktery zapficinuje parabolicky profil elektroosmotického toku.
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2 Cile prace

Pfi studii elektroforetickych mobilit marker(i elektroosmotického toku v rliznych
separacnich pufrech [1] byl zjistén jev, kdy pfi pouZiti draselného pufru byla
pozorovana nestabilita na zakladni linii elektroferogramu, ktera pfi vysSich
koncentracich pufru znemoZnovala odecteni vysledk(l. Cilem prace je zjistit, zda je

tento jev specificky pro draselné ionty nebo zda se muZe projevovat i u jinych iontd.
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3 Experimentalni c¢ast

3.1 Chemikalie

Pro pripravu acetatovych pufrl byla pouzita 99,9% octova kyselina p. a.
spole¢nosti Lach-Ner Neratovice, hydroxid sodny p. a. firmy Penta Praha, hydroxid
draselny p. a. firmy Penta, hydroxid amonny p. a. firmy Lach-Ner a hydroxid lithny p. a.
firmy Sigma-Aldrich, USA. Jako marker elektroosmotického toku byla pouZita
thiomocovina p. a. firmy Sigma-Aldrich, USA. Pro pfipravu viech roztokl byla pouzita

deionizovana vody pfipravend systémem od firmy Premier MFG’D, USA.

K méreni pro vypocet meze detekce byly pouzity benzoova kyselina p. a. firmy

Lach-ner Neratovice a 4-hydroxybenzoova kyselina p. a. firmy Sigma-Aldrich, USA.
3.2 Instrumentace

Méreni byla realizovdna na pfistroji Agilent CE 7100 firmy Agilent Technologies,
Némecko. Pro méreni byla zvolena kiemennd kapilara s vnitinim pridmérem 50 um
firmy Polymicro Technologies, USA, s celkovou délkou 50,0 cm a s efektivni délkou
41,5 cm. Kapilara byla chlazena na teplotu 25 °C vzduchem. Vzorek byl davkovan
hydrodynamicky (5 kPa x 3 s). K detekci byl pouzit UV-Vis detektor s diodovym polem

pfi vinové délce 200 nm.

Pti pripravé roztok(i NaOH, KOH, a NH4;OH bylo vazeno na predvazkach VIBRA
firmy Shinko Denshi, Japonsko. Pti pfipravé pufri bylo pH méreno pfistrojem 3540
pH & Conductivity meter firmy Jenway, Velka Britanie. Dale byly pouZity analytické

vahy Precisa 262 SMA-FR, Precisa Instruments, Svycarsko.

Vodivost jednotlivych pufri byla mérena na pfristroji 3540 pH & Conductivity

meter firmy Jenway, Velka Britanie.
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3.3 Postup ptipravy roztokd
Nejprve byla vypocitdna potfebnda koncentrace acetatového aniontu
pro pfislusny pufr o poZadované iontové sile 250 mmol/l a poZadovaném pH = 4,5
v programu Peak Master [22], a to 590 mmol/I.

3.3.1 Acetatovy pufr dobfe rozpustnych hydroxida

Poté bylo pfislusné mnozstvi octové kyseliny nafedéno deionizovanou vodou a
titrovano prislusnym 10 mol/l roztokem dobfe rozpustného hydroxidu (hydroxid
sodny, hydroxid draselny, hydroxid amonny) na pH = 4,5. Hodnota pH byla sledovéna
pomoci pH metru. Roztoky hydroxid( byly pfipraveny rozpusténim pfislusnych pevnych
hydroxidii a nafedénim koncentrovaného roztoku hydroxidu amonného

v deionizované vodé.
3.3.2 Acetatovy pufr malo rozpustného hydroxidu lithného

V pripadé lithno-acetatového pufru byl roztok pfipraveny ziedénim octové
kyseliny a pomalu titrovan pridavky pevného malo rozpustného hydroxidu lithného

na pH =4,5. Hodnota pH byla opét sledovana pomoci pH-metru.
3.3.3 Bezuhlicitanovy draselno-acetatovy pufr

Naredény zasobni roztok octové kyseliny byl titrovan oSetfenym hydroxidem
draselnym. Pevny hydroxid draselny byl navazen na koncentraci 15 mol/l a jeho pevné
perlicky byly nasledné prolity deionizovanou vodou pfivedenou k varu na vafici. Takto

oSetfeny pevny hydroxid draselny byl rozpustén v deionizované vodé.

34 Metoda méreni

Pfed kaZzdou sadou mérfeni byla kapildra promyvana deset minut 1 mol/I
roztokem NaOH, ddle pét minut deionizovanou vodou a tfi minuty zakladnim
elektrolytem. Poté byl hydrodynamicky nadavkovan marker elektroosmotického toku,
thiomocovina, nebo vzorek tlakem 5 kPa po dobu 3 s. Na elektrody bylo nasledné
vloZeno stejnosmérné napéti ¢i byl na vstupnim konci kapilary aplikovan tlak 5 kPa dle

konkrétniho méreni. Kazdé méreni bylo provadéno trikrat.
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3.5 Zpusob vyhodnoceni signalu

Mira nestability zakladni linie byla vyhodnocena pomoci smérodatné odchylky
signalu detektoru bez analytu v programu Microsoft Excel 2010. Smérodatnd odchylka
byla vypoditana pro hodnoty signalu detektoru v intervalu od t =0 mindo t =5 min a
vintervalu od t =5 min do t = 10 min, Obr. 4. Kazdé méreni bylo provadéno trikrat,

pro dalsi vyhodnoceni byl pouzit median smérodatnych odchylek.

100
— L
=
of
E
= &0 |

" W

-20

o 5 10 t [min] 15

Obrazek 4. Ukazka vyhodnoceni signdlu detektoru na zaznamu elektroferogramu
za pouziti draselno-acetatového pufru, o iontové sile / = 250 mM, pH = 4,5, napéti
aplikovano od t = 0 min do t = 5 min, U = 10 kV, od t = 5 min aplikovan tlak 5 kPa , (*)
marker elektroosmotického toku thiomocovina. €ervena pfimka vyznacuje hranici
intervalli v t = 5 min, modra pfimka hranici intervalu v t = 10 min. Identifikace piku:

(*) EOF.
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Nestabilita zakladni linie

Na obr. 5 pozorujeme vysokou nestabilitu zakladni linie signalu pro draselny
pufr ve srovnani se sodnym pufrem. Nerovnosti jsou vyraznéjsi v intervalu 5-12 min,
kdy je roztok v kapildfe mobilizovan tlakem a prochazi tak pomérné rychle detektorem.
Vintervalu 0-5 min, kdy je aplikovano napéti 15 kV, se pufr pohybuje kapilarou velmi
pomalu, takZe se nerovnosti pfilis neprojevuji, obr. 5. Kvuli nizké hodnoté pH pufru,
ktera potlacuje disociaci silanolovych skupin na vnitfni sténé kapilary, je hustota
elektrického ndboje na sténé velmi nizka a stejné tak hodnota zeta potencidlu, kterd je
hustoté ndboje pfimo umérna. V dlsledku toho je elektroosmoticky tok v kapilare
prakticky nepfitomen a pohyb roztoku kapildrou v pribéhu vkladani napéti je velmi
pomaly.

100 "
% I A
=L

60

o 5 10 t [min] 15

20

-20 L L
o 5 10 t [min] 15

Obrazek 5. (A) Elektroferogram zakladniho elektrolytu acetatového pufru se sodnym

kationtem, I = 250 mM, pH = 4,5. Identifikace piku: (*) EOF. (B) Elektroferogram
zakladniho elektrolytu acetatového pufru s draselnym kationtem, / = 250 mM, pH =
4,5. Metoda méreni: vlozené napéti 15 kV od t = 0 min do t =5 min, od t = 5 min

aplikovan tlak 5 kPa k mobilizaci systému. Identifikace piku: (*) EOF.
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Vétsi nerovnosti v zakladni linii signalu draselného pufru by mohly byt
zpusobeny spektrometrickymi vlastnostmi kationtu, rozdilné vlastnosti draselného a
sodného kationtu se nicméné nepodafilo prokazat, jejich zméfend UV-VIS absorpéni
spektra jsou shodna a ani jeden z pufrd nevykazuje spolehlivé métitelnou absorbanci

v rozsahu vinovych délek 200-750 nm.

Poté byl testovan bezuhicitanovy draselny pufr, aby byla vylouéena moznost, ze
nestabilitu zakladni linii signalu zplsobuje pfitomnost uhli¢itan( v elektrolytu. Vysledky

se neliSily od normalné pfipraveného pufru.
4.2 Vliv napéti

Dale bylo ovéreno, Ze nestabilita zakladni linie signdlu draselného pufru vznika,
ve chvili, kdy se na systém s draselnym kationtem aplikuje vysoké napéti, obr. 6.
Pti experimentu, kdy nebylo aplikovdano napéti, ale pouze tlak 5 kPa na vstupnim konci
kapilary, je zakladni linie draselného pufru stabilni, obr. 6A. Pfi vioZeném vysokém
napéti na elektrody po dobu jedné minuty se jiz projevuji nerovnosti zakladni linie
signalu, obr. 6B. Prestoze se necha zakladni elektrolyt v kapilare stat po dobu deseti
minut po aplikaci vysokého napéti pred tim, nez je mobilizovan tlakem, je nestabilita
zakladni linie signalu draselného pufru stale pfitomna, obr. 6C. To vylu¢uje mozZnost, Ze
nestabilita signdlu by byla zplUsobena rozdilnymi teplotnimi gradienty v délce kapildry,
které by se projevily ve chvili, kdy by doputovaly k detektoru, jelikoZz béhem doby
deseti minut ¢ekani by se teplotni gradienty uvnitr kapildary umisténé v termostatované
kazeté stihly alespon c¢aste¢né vyrovnat. Nestabilita zakladni linie signdlu, ktera je
pozorovana za pikem elektroosmotického markeru, obr. 6C, znaci, Ze pozorovany jev
se tyka i roztoku zakladniho elektrolytu draselného pufru, ktery se dostane do kapilary
az v prlbéhu vkladani napéti vlivem zbytkového elektroosmotického toku. Ustaleni
zakladni linie pred koncem zdznamu na Obr. 6C naopak znaci, Ze u roztoku vnikajiciho

do kapilary pouze pod vlivem tlaku jiz k deformaci zakladni linie nedochazi.
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Obrazek 6. (A) Elektroferogram zakladniho elektrolytu acetatového pufru

s draselnym kationtem, / = 250 mM, pH = 4,5, tlak 5 kPa aplikovan od t = 0 min.
Identifikace piku: (*) EOF. (B) Elektroferogram zakladniho elektrolytu acetatového
pufru s draselnym kationtem, / = 250 mM, pH = 4,5. Metoda méreni: Od t = 0 min do
t = 1 min bylo vloZené napéti 15 kV, od t = 1 min byl aplikovan tlak 5 kPa. Identifikace
piku: (*) EOF. (C) Elektroferogram zakladniho elektrolytu acetatového pufru
s draselnym kationtem, / = 250 mM, pH = 4,5. Metoda méieni: Od t =0 min do t =
5 min bylo vloZené napéti 15 kV, od t = 5min do t = 15 min byl roztok ponechan
v klidovém stavu v kapilare, od t = 15 min byl aplikovan tlak 5 kPa. Identifikace piku:

(*) EOF.

Nasledné byla mérena smérodatnd odchylka zakladni linie signdlu pfi rGznych
hodnotach vloZzeného napéti na systém a vysledky byly vyneseny do grafu, obr. 7.

Pozorujeme vzrist SD signdlu se vzrlstajicim vlozenym napétim. Jednim z jev(, které
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by mohly zplsobovat takovéto chovani je zahtivani roztoku v kapilare, Joulovo teplo,

ke kterému dochazi pti prachodu elektrického proudu roztokem.

S vétSim aplikovanym napétim vznikd mezi elektrodami intenzivnéjsi elektrické
pole, coZz znamend, Zze mezi elektrodami protékd vétsi proud. Tomu odpovida vzrist
krivky jak draselného tak sodného pufru v grafu, obr 7. Vzrist kfivky draselného pufru
je vsak znacné strméjsi, toto vychyleni je zplsobeno pravé Joulovym prehfivanim,
s vétSim proudem se v systému s draselnym pufrem roztok intenzivnéji zahfiva nez

v systému se sodnym, draselny pufr ma tedy k tomuto jevu vetsi predpoklady.
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Obrazek 7. Graf zavislosti smérodatné odchylky signdlu detektoru na aplikovaném
napéti. Metoda méreni: viozené napéti od t = 0 min do t = 5 min, od t = 5min
aplikovan tlak 5 kPa. Vkladané napéti bylo nasledujici 0,0 kV; 2,5 kV; 5,0 kV; 7,5 kV;
10,0 kv; 12,5 kV a 15,0 kV. Jako zakladni elektrolyt byl pouzit acetatovy pufr I =

250 mM, pH = 4,5, s draselnym (+) a sodnym (x) kationtem.
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4.3 Vliv vlastnosti zakladniho elektrolytu

Jednim z predpokladll pro silnéjsi zahfivani draselného pufru v kapilare je vyssi
vodivost. Tabelované hodnoty limitni molarni vodivosti pfi teploté 25 °C jsou
pro draselny iont 0,00735 S m? mol™ a pro sodny iont 0,00501 S m* mol™ [23]. Hodnota
limitni molarni vodivosti pro draselny iont je vyssi, tudiz pfi stejné iontové sile a pH
bude mit roztok obsahujici draselné ionty vyssi vodivost. Z Ohmova zakona vyplyva, ze
roztokem draselnych iont(i bude pfi stejné hodnoté vloZzeného napéti prochdazet vyssi

elektricky proud, ktery povede k intenzivnéjsSimu zahtivani v kapilare.

Zavislost na iontové sile zakladniho elektrolytu byla provérena i pro zakladni
elektrolyty s dalSimi druhy kationtl, amonnym a lithnym, obr. 8. Pro kazdy druh
kationtu byla zméfena mérna vodivost jejich elektrolytu jednotlivych iontovych sil,
vyneseny v tabulce 1. Z této tabulky je zfetelné, Ze elektrolyt s amonnym pufrem ma
nejvyssi vodivost, a tak by mél dle Ohmova zakona vykazovat nejvétsi nestabilitu
zakladni linie signalu. Na obr. 8 je vynesena SD signalu proti iontové sile roztoku, kde je
viditeIné, Ze siontovou silou, tedy ikonduktivitou, narUstaji nerovnosti u vsech

kationtl dle predpokladu, ale u draselného jsou opét znatelné nejvyssi.

Tabulka 1. Zméfené hodnoty konduktivity acetatového pufru pro dany kationt.

lontova sila acetatového pufru

s danym kationtem [mmol/I] Konduktivita k pro dany kationt [mS/m]

Li* Na* K* NH,"
50 3,59 4,16 4,60 5,08
100 6,65 7,86 9,12 9,80
150 9,29 11,06 13,38 13,90
200 11,58 13,88 17,50 17,85
250 14,08 16,34 21,50 22,50
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Obrazek 8. Graf zdvislosti smérodatné odchylky signalu detektoru na iontové sile
acetatového pufru; pH = 4,5, s jednotlivymi kationty: draselnym (+), sodnym (x),
amonnym (), lithnym (A). Metoda méreni: do t = 5 min aplikované napéti 15 kV,

poté od t = 5 min systém zmobilizovan tlakem 5 kPa.

Zavislost smérodatné odchylky signdlu na iontové sile vzhledem k rozdilnym
vodivostem jednotlivych kationi nezobrazuje jednoznacné odchylku hodnot
smérodatné odchylky signalu draselnych kationtd. Byl tedy odecten elektricky proud,
ktery protékal systémem pro jednotlivé druhy kationtl pfi jednotlivych iontovych
silaich a byl vynesen do grafu, obr.9, misto iontovych sil. Pozorujeme, Ze pufru
s draselnym kationtem naleZi nejvétsi nestabilita signalu. | v pfipadech, kdy pufry
ostatnich kationtl protéka podobny proud jako pufrem s draselnym iontem, je
hodnota smérodatné odchylky signalu pro draselny pufr vyrazné vyssi nez smérodatné
odchylky pro vSechny ostatni kationty. Mira nestability zakladni linie signdlu tedy
nezavisi pouze na konduktivité roztoku, ale vystupuje zde dal$i neznamy faktor, ktery

nalezi pfimo acetatovému pufru s draselnym kationtem.
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Obrazek 9. Graf zdavislosti smérodatné odchylky signalu detektoru na proudu, ktery
prochazi mezi elektrodami, pro jednotlivé iontové sily; 50, 100, 150, 200, 250 mM,
acetatového pufru s kationty: draselnym (+), sodnym (x), amonnym (¢), lithnym ( A ).
Metoda méreni: do t = 5 min aplikované napéti 15 kV, poté od t = 5 min systém

zmobilizovan tlakem 5 kPa.

4.4 Vliv na parametry analytické metody

Dale byla promérena kalibracni zavislost korigovanych ploch pik(
na koncentraci dvou aniontl, benzoové (BA) a 4-hydroxybenzoové kyseliny (4-HBA),
v sodném a draselném pufru, aby byla ukazana nesnadnost odecteni signalu detektoru.
Mez detekce byla vypoctena jako koncentrace odpovidajici trojnasobku hodnoty chyby

linedrni regrese.

Ztizeni odecteni signdlu lze pozorovat jiz na obr. 10, elektroferogram separace
v sodném pufru ma pouhym okem viditelnou stabilni zakladni linii signalu, obr. 10A,
oproti draselnému pufru, obr 10B, kde je pik 1 téZce rozeznatelny od Sumu zakladni
linie signalu. V obou pfipadech se pfitom jedna o shodnou koncentraci analyt(i. Na obr.
11 jsou zobrazeny Ctyfi kalibracni zavislosti. Body kalibracni zavislosti pro benzoovou a
4-hydroxybenzoovou kyselinu, které byly separovany v sodném pufru, obr. 11A a obr.

11C, jsou proloZeny rovnici lineadrni regrese velice presné, u obou s koeficientem
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determinace R% 00,9992, tab. 2, linearni regrese je tedy schopna popsat variabilitu dat
299,92 %, a pouze 0,08 % hodnot odpovidd nahodnému kolisdni. Koeficient
determinace linearni regrese kalibracni zavislosti 4-hydroxybenzoové kyseliny
separované v draselném pufru, obr.11B, je niz$i nez pfi separaci vsodném pufru,
rovnice linedrni regrese nepopisuje 2,85 % variability hodnot, tab. 2. Rovnice linearni
regrese kalibraéni zavislosti benzoové kyseliny separované v draselném pufru

nepopisuje 0,6% variability, tab. 2.

35

0o r

1D 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 t[min] 10

Obrazek 10. (A) Elektroferogram separace v sodno-acetatovém pufru, / = 100 mM,
pH = 4,5. (B) Elektroferogram separace v draselno-acetatovém pufru, / = 100 mM,
pH = 4,5; identifikace pikt (1) 4-hydroxybenzoova kyselina, (2) benzoova kyselina, (*)
EOF.
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Tabulka 2. Charakteristika metody

Sodny pufr Draselny pufr

4-HBA BA 4-HBA BA
R? 0,9992 0,9992 0,9715 0,9940
S,x[g/1] 0,5 4,3 2,7 10,2
LOD [g/1] 0,003 0,004 0,015 0,010

Mez detekce LOD byla vypocitana v programu Microsoft Excel pfes chybu regrese s,
hodnoty v tab. 2. Mez detekce pro 4-hydroxybenzoovou kyselinu je v draselném pufru
pétkrat vyssi nez v sodném pufru. Mez detekce pro benzoovou kyselinu v draselném

pufru je dvaapulkrat vyssi.
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Obrazek 11. (A) Kalibracni zavislost korigované plochy piku 4-hydroxybenzoové

kyseliny na jeji koncentraci v sodno-acetatovém pufru, / = 100 mM, pH = 4,5.
(B) Kalibracni zavislost korigované plochy piku 4-hydroxybenzoové kyseliny na jeji
koncentraci v draselno-acetatovém pufru, / = 100 mM, pH = 4,5. (C) Kalibracni
zavislost korigované plochy piku benzoové kyseliny na jeji koncentraci v sodno-
acetatovém pufru, / = 100 mM, pH = 4,5. (D) Kalibracni zavislost korigované plochy

piku benzoové kyseliny na jeji koncentraci v draselno-acetatovém pufru, / = 100 mM,

pH = 4,5.
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5 Zavér

Mira nestability zdkladni linie signalu byla sledovana jako jeji smérodatna odchylka
a byla porovnavéna pro draselny, sodny, amonny a lithny pufr. Pro draselny a sodny
pufr bylo ovéreno, Ze nestabilita signdlu je zplsobena pfi aplikaci vysokého napéti.
PFi aplikaci pouze tlaku na vstupnim konci kapilary byla zakladni linie signalu stabilni. Jiz
v pfipadé aplikace vysokého napéti po dobu jedné minuty se projevila zakladni linie
signalu jako nestabilni. Bylo vylouceno, Ze by nestabilita signdlu byla zplsobena
teplotnimi gradienty v kapilate pritomnymi ve chvili detekce. Nestabilita signdlu
porovndvana pfi rliznych hodnotach aplikovaného napéti demonstrovala vliv Joulova
tepla. U vSech zkoumanych kationt bylo pozorovano zhorseni stability zakladni linie
signalu s rostouci iontovou silou a konduktivitou, bylo tedy ovéfeno, Ze se nejedna
o jev vyluéné spojeny s draselnymi kationty. Byla zmérena konduktivita jednotlivych
pufrl a pufr samonnym kationtem mél nejvyssi hodnotu konduktivity. Presto byl
nameéren nejvétsi elektricky proud v pufru s draselnym kationtem a nestabilita signalu
vném byla vyrazné nejvétsi. Bylo zjisténo, Ze mira nestability zakladni linie signalu
draselného pufru nezdvisi pouze na konduktivité roztoku, ale vystupuje zde dalsi
neznamy faktor, ktery nalezi pfimo acetatovému pufru s draselnym kationtem. Ddle
byly sestrojeny kalibraéni zavislosti pro benzoovou a 4-hydroxybenzoovou kyselinu a
byla vypoditana mez detekce, aby byla sndze ilustrovana pouzitelnost metody.
Pro draselny pufr byla mez detekce znatelné vyssi a to 0,015 g/l a 0,010 g/, na rozdil
od sodného pufru, kde byly hodnoty nizké 0,003 g/l a 0,004 g/I.
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