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Abstrakt

Tato prace se zabyva stanovenim obsahu lithia v mineralnich vodach Vincentka
a Bilinské kyselka kapilarni elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekci. Laboratorné
sestrojena aparatura pro provadéni separaci v kratkych kapilarach byla nejprve testovana
modelovym roztokem béznych anorganickych kationtli a nasledné pouzita pro analyzu
vzorkli mineralnich vod. Obsah lithia byl stanoven na zakladé metody standardniho
ptidavku. Ziskané vysledky byly porovnany s vysledky ziskanymi atomovou absorpéni
a atomovou emisni spektroskopii, kde byl obsah lithia stanoven metodou standardniho
pfidavku a také metodou kalibraéniho grafu. Experimentaln¢ ziskané vysledky byly

Vv dobré¢ shod¢ s obsahy lithia deklarovanymi na etiketdch mineralnich vod.

Kli¢ova slova
Kapilarni elektroforéza, bezkontaktni vodivostni detekce, mineralni vody, lithium,

atomova absorpcni spektroskopie, atomova emisni spektroskopie



Abstract

The aim of this study was determination of lithium ion concentration in mineral
waters “Vincentka” and “Bilinska kyselka” using capillary electrophoresis with contactless
conductivity detection. A specialized laboratory-made apparatus designed for separations
in short capillaries was first tested for separation of model solution of common inorganic
cations and then for analysis of mineral water samples. Lithium ion concentration was
determined using method of standard addition. The results obtained were compared with
those obtained from atomic absorption and emission spectroscopy; standard addition
method as well as the method of calibration graph were used in spectroscopic methods.
A good agreement was obtained between experimentally determined concentrations

of lithium and those declared in the labels on the mineral water bottles.

Keywords
Capillary electrophoresis, contactless conductivity detection, mineral waters,
lithium, atomic absorption spectroscopy, atomic emission spectroscopy
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Seznam zkratek

AFS
cD

CE
CEC

CE-MS
CGE
CIEF
CITP
CZE
CSN
ECL
EOF
ETA-AAS

F-AAS
HLC
ICP

ICP-MS

ISE
LIF

MECC

PTFE
UV-VIS

atomova fluorescencni spektrometrie

Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection
(bezkontaktni vodivostni detekce)

Capillary Electrophoresis (kapilarni elektroforéza)

Capillary Electrochromatography

(elektrochromatografie v naplnéné kapilaie)

kapilarni elektroforéza s hmotnostnim spektrometrem

Capillary Gel Electrophoresis (kapilarni gelova elektroforéza)
Capillary Isoelectric Focusing (kapilarni izoelektricka fokusace)
Capillary Isotachophoresis (kapilarni izotachoforéza)

Capillary Zone Electrophoresis (kapilarni zonova elektroforéza)
Ceska technicka norma

Electrochemiluminescence (elektrochemiluminiscence)
Electroosmotic Flow (elektroosmoticky tok)

Electrothermal Atomization Atomic Absorption Spectrometry
(atomova absorp¢ni spektrometrie s elektrotermickou atomizaci)
Flame Atomization Atomic Absorption Spectrometry

(atomova absorp¢ni spektrometrie s plamennou atomizaci)
Holow Cathode Lamp (vybojka s dutou katodou)

Inductively Coupled Plasma (indukéné vazana plazma)
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry

(hmotnostni spektrometrie s indukéné vazanym plazmatem)

lon Selective Electrode (Iontove selektivni elektroda)
Laser-inducted Fluorescence

(laserem indukovana fluorescencni detekce)

Micellar Electrokinetic Chromatography

(micelarni elektrokinetickd chromatografie)
polytetrafluorethylen

Ultraviolet/Visible detector

(detektor pro ultrafialovou a viditelnou oblast)



Seznam symbolii
C

E

Kn

L

L1

analyticka koncentrace

intenzita elektrického pole

tabelovany koeficient pro urceni intervalu spolehlivosti
celkova délka kapilary

interval spolehlivosti

délka kapilary k detektoru

hmotnost

Separacni napéti

celkovy naboj

rozpeti

rozliSeni pika

polomér iontu

migracni ¢as

separaCni napéti

celkovy objem pfipraveného roztoku

objem vzorku mineralky vzaty k analyze

nejvetsi hodnota souboru analytickych vysledka
nejmensi hodnota souboru analytickych vysledki
Sitka piku pti zdkladné

Sitka piku v poloviné vysky

nabojove Cislo

viskozita
limitni molarni vodivost
aktualni elektroforeticka pohyblivost iontu

elektroforeticka pohyblivost
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1 Uvod

1.1 Charakteristické rysy lithia

Lithium (Li) je nejleh¢im kovem periodické soustavy prvkii a ma atomové Cislo 3.
Za normalni teploty méa nejmensi hustotu ze vSech pevnych latek. Relativni atomova
hmotnost lithia je 6,941. Je prvnim a nejmensim prvkem z alkalickych kovu (Li, Na, K,
Rb, Cs, Fr). Ma nejvyssi ioniza¢ni energii (520,1 kJ-mol™) a teplotu tani (180,5 °C). Je jen
obtizn¢ ionizovatelnym alkalickym kovem [1].

Diky malému poloméru a velké nabojové hustoté tvoii lithium kovalentni vazby,
nejvetsi  zastoupeni maji organokovové slouCeniny, napi. methyllithium. Lithium je
podobné hoiciku a v n€kterych vlastnostech se odlisuje od alkalickych kovl. Nékteré jeho
soli (fosforecnan, uhlicitan, fluorid) se ve vodé malo rozpoustéji, halogenidy se rozpoustéji
v organickych rozpoustédlech a uhliCitan je tepelné malo staly. Lithné soli krystalizuji
z vodnych roztoki jako hydraty. Lithium se jako jediny prvek ve skupiné alkalickych kovii
spaluje na oxid lithny [2].

1.2 Vyskyt lithia v potravinach

Velky obsah lithia je v zeleniné (raj¢atech, houbach, okurkach, zeli), malo lithia je
obsazeno v jablkach, bandnech a déle v ceredliich, téstovinach a pecivu. Nejvice lithia je
ve vejcich a mléku (nad 7000 pg-kg ™ suiny) a v Zivo&isnych produktech. Hovézi, vepiové
a skopové maso obsahuji nad 3000 ],Lg-kg*l zivé vahy, mensi obsah lithia je v syrovatce,
driibeZzim a rybim masu. Pfijem lithia stravou je pro ¢loveéka dilezity, pfi jeho nedostatku
dochdzi ke sniZeni aktivity nékterych enzyml zapojenych do cyklu kyseliny citronové,
glykolyzy a metabolismu dusiku. Podle vysledki pokusti na zvifatech ma nizky obsah

lithia v potravé negativni dopad na reprodukeci [3].

1.3 Vyskyt lithia v prirodé

V ptirod¢ se lithium vyskytuje v nékterych druzich tabaku a v rostlinach (rizovité),
v 1é¢ivych pramenech a v hornindch, kde pievazné doprovazi sodik a draslik. Mezi
nejbéznéjsi horniny s lithiem patii: amblygonit LiAI[PO4]F, trifylin (Li,Na)(Fe,Mn)[PO4],
spodumen (trifan) LiAI[Si,O¢], petalit (Li,Na)AISi4Oq9 a lepidolit
K(Li,Al)3[AlSiz010](OH,F), [4].

V Ceské republice jsou nejvyznamnéjsi loziska obsahujici lithium Cinovec

a Krasno. Obsahuji mineral cinvaldit s obsahem lithia 3,5 — 4,3 %. Nema piesné
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definovany vzorec, ale jeho slozeni je blizké petalitu a spodumenu. Nové objevené jsou
zdroje lepidolitu na vrchu u obce Hradisko, lepidolitovy pegmatit (druh magmatické
Nova Ves u Kremze a amblygonit-montebrasit (fosfatovy mineral) u Vernéiova u Ase [5].
Lithium se vyskytuje v 1é&ivych mineralnich pramenech ve vychodnich Cechach
a dale v Luhacovicich, kde se voda z téchto pramenil pouziva ke koupelim a pitné 1é¢be.
Konkrétni prameny s obsahy lithia dle referencni laboratofe piirodnich 1écivych

zdroju jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1: Koncentrace lithia ve vybranych 1é¢ivych pramenech v Luhacovicich

Lécivé prameny Obsah IiIhia
[mg-1™]
Jaroslava 14,4 [6]
MUDr. Stastného 12,7 [7]
Nova Vincentka 11,1 [8]
Viola 10,519]
Aloiska 7,77 [10]
Ottovka 6,12 [11]
Svaty Josef 4,25 [12]

V roce 1996 byla provedena Studie vyskytu stopovych prvki v pitné vodé Ceské
republiky [13]. Bylo odebrano 345 vzorku. 6,1 % vzorkli obsahovalo nad 50 ug lithia na
litr, v 73,6 % pripadii pod 10 pugl™. V roce 1995 bylo 2,9 % vzorki s obsahem lithia
vét§im nez 50 pgl™ a 78,9 % pod 10 pgl™. Poznamka: kromé lithia byly sledovany
i obsahy jinych kovl. Nejvyssi mezni hodnota pro obsah beryllia v pitné vod¢ byla
piekrocena v 7,2 % analyz, u boru to bylo v4,1 % analyz. U niklu avanadu nebyla
nejvyssi mezni hodnota prekrocena. Limitni hodnoty byly stanoveny roku 1984 v souladu
se Svétovou zdravotnickou organizaci.

Dale zprava [13] obsahuje studii o vylucovani lithia moc¢i u 54 déti ve véku 8 — 9 let
a ve 108 vzorcich dospélych osob. U chlapct ve vice nez 45 % analyzovanych moci byl
obsah lithia niz& nez 10 pg-l™ a dalsich 25 % bylo v rozmezi 10 — 20 ugl™. U divek
v 17 % piipadii mo&e obsahovaly lithium mén& nez 10 pug-1™ a 48 % vzorki bylo v rozmezi

10 — 20 pgl™. U vzorkd mo¢i muzii ve 38 % piipadii byly obsahy lithia v rozmezi

12



10 — 20 pg-l™ a v 25 % piipadii v oblasti 20 — 30 ugI™t. U Zen byl obsah lithia ve 42 %
piipadti 10 — 20 pg-l ™ a ve 21 % bylo 20 — 30 ug-1™.

Vyse uvedené analyzy byly zpracovany analytickou laboratofi oddéleni hygieny
vody Statniho zdravotniho ustavu a byly provedeny pomoci atomové absorpcni

spektroskopie [13].

1.4 Vyuziti lithia

Vyuziti lithia a jeho sloucenin je zna¢né [5]. NejvyznamnéjSim pouzitim lithia
(uhli¢itanu lithného) je ve sklaiském a keramickém priimyslu. Piidavek uhli¢itanu lithného
snizuje bod tani a viskozitu skla a keramickych hmot. Eliminuje tak teplotni roztaznost
vyrobkl. Pfi vyrob¢ hliniku Ize za pomoci uhli¢itanu lithného ptidaného ke kryolitu snizit
teplotu taveniny.

Z lithia se pfipravuji rizné lithné chemikalie, 54% roztokem bromidu lithného se
nahrazuji v chladicich systémech chlorofluorované uhlovodiky. Pfi vyrobé kaucuku
a plastl se vyuzivaji katalyzatory na bazi lithia.

Z hydroxidu lithného se vyrdbi stearan lithny, ktery se pfidava do mazacich tukt
a motorovych oleji pro zlepSeni viskozity a odolnosti proti vod¢. Lithné slouceniny
dodavaji barviviim a pigmentim vétsi lesk.

Kovové lithium se pouziva v anodach baterii a ¢lanki, v elektronickych pfistrojich
a mobilnich telefonech se lithium vyuziva ve formé Li-polymeru v plochych bateriich.
Lithium tvofi slitiny s hoi¢ikem a tyto slitiny Ize uplatnit v automobilovém a leteckém
priamyslu. Pfedpokladané je upotiebeni lithia v jaderné fuzi (kolem roku 2050).

Kromé technického vyuziti lithia se uhli¢itan lithny vyuziva jako 1€k v psychiatrii.
Patfi do skupiny stabilizatord ndlad. Pfiznivé plisobi na nervovou soustavu a ovliviiuje
chovani ¢loveéka. Pouziva se na snizeni vykyvi nalad u pacienti s manicko-depresivnimi
(bipolarnimi) poruchami. Mechanismus ptisobeni lithia v organismu neni piesné objasnén,
moznosti je pusobeni na neurony (inhibice inositol-1-fosfatdzy), U¢inky na
neurotransmitery (zvysuje U€inky serotoninu, snizuje U¢inky dopaminu a noradrenalinu)
a vliv na intracelularni koncentrace iontt (K, Na, Ca, Mg).

U maniodepresivni psychdzy staci samotné lithium k uspé$né 1€¢bé pouze mirné
manie, jinak je nutno pouzit antipsychotické latky. U depresivni faze je s lithiem
pouzivano antidepresivum. Lithium je maly anorganicky kation, v organismu neni
metabolizovan, ale je distribuovan v télesné vodé a lze jej stanovit v télnich tekutinach.

Lithium je z velké ¢asti vylu¢ovano ledvinami.
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Pti 1écbé lithiem se mohou objevit rizné nezadouci ucinky. Mezi nejcastéjsi patii
tfes a otoky, mizou se objevit priijmy, nauzea a zvraceni. Pfi dlouhodobém uzivani lithia
se nici ledviny a doCasn¢ se snizuje funkce stitné zlazy. Vznikaji kardiovaskularni poruchy,
parkinsonismus, akné a dalsi.

Lithium nesmi uzivat t¢hotné a kojici zeny, pronika ptes placentu a do matetského
mléka. U kojencii se toxicita lithia projevuje letargii, cyan6zou, potlacenim saciho
a Moroova reflexu. Riziko teratogenity neni zanedbatelné.

V 1écbe lithiem mize dojit k terapeutickému piedavkovani kumulaci lithia pfi
zméné stavu pacienta (zmény funkce ledvin, v téhotenstvi, pii podani diuretik).
Plazmatické koncentrace lithia nad 2 mmol-lI™* se povazuji za toxické [14, 15].

I pfes nezddouci ucinky lze lithium podavat dlouhodobé. Po jeho postupném
vysazeni se neobjevuji zadné abstinen¢ni piiznaky [16].

Ve studii [17] byla zkoumana sebevrazedna mortalita na 100 000 obyvatel
v zavislosti na vyskytu lithia v pitné vodé. V letech 2005 — 2010 bylo odebrano
6460 vzorkl ze vSech 99 okresti Rakouska. Analyza byla provedena emisni spektrometrii
0,0823 mg™. Tato prace poskytuje silny dikaz, 7e geografické regiony s vys§imi
pfirodnimi koncentracemi lithia v pitné vodé jsou spojeny s niz§i mirou sebevrazedné
mortality [17].

Oproti tomu existuji studie, které nepotvrzuji prosp&$ny ucinek lithia a naopak
lithium zkoumaji jako potencidln€ toxicky prvek z divodu dlouhodobé (celozivotni)
expozice [18]. Pomoci hmotnostni spektrometrie sindukéné vazanym plazmatem
(ICP-MS) byla v Andach v severni Argentiné studovana vysoka koncentrace arsenu v pitné
vodé (az do 210 pgl™) a v moéi zkoumanych Zen (26 — 266 ug-l™). Soucasné zde byly
nalezeny vysoké koncentrace lithia (v pitné vodé nejvyssi 1000 upgl™ a vmodi
340 — 4550 pg-l™), cesia, rubidia (jen v pitné vod&) a boru. Vzhledem k velkému rozsahu
koncentraci prvkli by vSechny vodni zdroje urfené k zdsobeni pitnou vodou mély byt

analyzovany [18].

1.5 Cil prace

Cilem bakalaiské prace je vypracovat metodu stanoveni lithného kationtu
v minerdlni vodé¢ Vincentka a Bilinskd kyselka elektroforézou v kratké kapilaie
s bezkontaktni vodivostni detekci a porovnat vysledky se stanovenim lithia atomovou

absorp¢ni a emisni spektrometrii.
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2 Teoreticka cast

2.1 Analytické stanoveni lithia

2.1.1 Piehled metod stanoveni lithia

Alkalické kovy lze jednoduSe dokazat zbarvenim plamene. Platinovy dratek se
namoc¢i do roztoku alkalické soli a poté se vlozi do plamene. Kazdy alkalicky kov plamen
charakteristicky zabarvi, coz je zpusobeno piimou excitaci vnéjsiho elektronu. Lithium
zbarvi plamen karminové Cervené (sodik zluté, draslik fialové, rubidium cervenofialove
a cesium modie) [1].

Lithium je mozno stanovit gravimetricky, tedy vylou¢enim stanovovaného prvku
ve form¢ malo rozpustné sloueniny, pfevedenim na slouceninu o zndmém sloZeni
a nasledném zvazeni. Lithné soli tvofi s hlinitanem sodnym nebo draselnym srazeninu
Li[Al2(OH)7], chlorid hlinity se pfevede na hlinitan sodny nebo draselny hydroxidem. Ani
velky nadbytek sodnych nebo draselnych iontt reakci nerusi. Dal$i sraZzeninu, fosfore¢nan
lithny, lze ptipravit reakci hydrogenfosfore¢nanu sodného s lithnymi ionty. Pti srazeci
reakci vznikaji vodikové ionty, které se odstrani ptidanim amoniaku. Ionty, které tvoii
nerozpustné fosforeCnany a hote¢naté ionty reakci rusi. Tieti slouceninou je uhli¢itan
lithny vznikly vysrazenim z koncentrovanych roztokt uhli¢itanem amonnym. Tato reakce
je rusena ionty alkalickych zemin, ale nikoli ionty alkalickych kovt [19].

Dal$im zplisobem stanoveni lithia je kolorimetrie. Tato metoda je zaloZena na
vylouc¢eni jodistanu zZelezitodraselnolithného a nésledném stanoveni obsahu zeleza
v komplexu. Lithné soli reaguji s jodistanem Zelezitodraselnym za vzniku Zluté sraZeniny
LiKFelOs. Sedlina je rozpusténa v kyselin€ chlorovodikové. V tomto roztoku se stanovi
obsah Zeleza, a to metodou za pouziti hexakyanozeleznatanu draselného nebo thiokyanidu
draselného nebo o-fenanthrolinu. Pouzité chemikalie nesmi obsahovat stopy zeleza.
Vsechny prvky, které se srazeji s Cinidlem, stanoveni rusi, je tfeba odd¢€lit vSechny tézké
kovy a poté odd¢lit lithium od kovi alkalickych zemin. Chlorid lithny je snadno rozpustny
v nékterych organickych rozpoustédlech na rozdil od ostatnich kovl alkalickych zemin,
proto se pouziva extrakce chloridu lithného do smési ethanolu a etheru a do pyridinu [20].

Potenciometrické meéteni aktivity iontl ve vodnych roztocich umoznuji iontové
selektivni elektrody (ISE). Polo¢lanek ponofeny do roztoku se sklada z iontove selektivni
membrany, vnitiniho elektrolytu a vnitini referentni elektrody. Druhy poloc¢lanek je vnéjsi

srovnavaci elektroda. Pro stanoveni koncentraci stopovych prvkd se vyuZivaji ISE
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Spevnou membranou. Membrdna je z malo rozpustnych soli, které mohou byt
z monokrystalu, ztuhlych tavenin nebo polykrystalickych tablet lisovanych z praSkovych
soli. U téchto elektrod jsou wvnitini elektrolyt a vnitini referentni elektroda nahrazeny
kovovym kontaktem, na némz vznikd konstantni potencidl. Membrany mohou byt
I Z polymernich matric, do kterych jsou zabudovany heterogenni smési srazenin. Toho se
vyuziva pro stanoveni lithnych iontd [21].

Pro zjisténi piitomnosti vétsiho mnozstvi kationtii ve vodach Ize podle 1ze podle
Ceské technické normy CSN EN 1SO 17294-1 [22] pouzit ICP-MS. (Indukénd vazana
plazma je pouzita jako zdroj iontl a hmotnostni spektrometr separuje ionty podle
hmotnosti.) V tomto ptipad¢ je plazma tvofena mrakem horkého a ¢aste¢né ionizovaného
(asi 1 %) plynného argonu. Pouziva se argon o Cistoté 99,99 %. Plazma je udrzovana
radiofrekvencnim polem. Vzorek je cerpadlem dopravovan do zmlzovace, kde
Vv rozpraSovaci komote prechazi na aerosol, ktery je proudem argonu nesen do hotaku.
V horaku se argonovou plazmou rozpoustédlo ze vzorku odpaii a pfitomné slouceniny jsou
disociovany a atomizovany. V hmotnostnim spektrometru jsou ionty separovany a prvky
jsou identifikovany podle svych poméri hmotnosti k nabojovému ¢islu (m/z). Koncentrace
prvki je umérna poctu iontd. Z detektoru spektrometru jsou udaje signalt piedavany ke
zpracovani a fizeni pfistroje. Jen zlomek nasatych atomu analytu dojde k detektoru ve
formé iontu. S tim je spojena i zavislost koeficientu imérnosti mezi odezvou a koncentraci
analytu. Koeficient imérnosti se stanovi mefenim kalibracnich roztoki (kalibraci). Dalsi
CSN EN ISO 17294-2 [23] uvadi pouziti této metody ke stanoveni 62 prvki véetné lithia.

Pro analyzu nékolika kationtl vcetné lithia byla v praci [24] pouzita iontova
chromatografie s vodivostni a spektrofotometrickou detekci. Mimo jiné bylo podle
vysledkli dokazano, Ze lithium lze ve vzorcich minerdlnich vod stanovit pouZzitim
polymerniho sloupce (polybutadien maleinovy silikagel) a vysledky analyzy jsou v souladu
s vysledky z atomové absorpcni spektrometrie.

V neposledni tadé¢ lze lithium stanovit kapilarni elektroforézou a riznymi

spektroskopickymi metodami.
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2.1.2 Kapilarni elektroforéza

2.1.2.1 Kapilarni elektromigra¢ni metody
Elektroforéza odd¢€luje latky elektrickou migraci tak, ze se ionizované nebo alespon
vysoce polarni latky pohybuji pod vlivem elektrického pole. Rychlost pohybu latek zavisi
jednak na jejich molekulové hmotnosti a naboji a dale na viskéznim odporu media, v némz
se latky pohybuji [25].
Separace se nejcastéji provadi v kiemennych Kapilarach o vnitinim praméru od
10 do 100 pum. Kapilarni elektromigraéni metody maji nékolik vyhod, jako je mala
spotfeba vzorkli a ¢inidel nutnych pro separaci, velkd separacni Uc¢innost a soucasné
i rychlost analyzy. Mezi nevyhody patii mensSi opakovatelnost méfeni a nizsi citlivost.
Podle media pfitomného v separacni kapilare lze kapilarni elektromigra¢ni metody rozdélit
do Sesti variant [26]:
- Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
- Kapilérni gelova elektroforéza (CGE)
- Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie (MECC)
- Elektrochromatografie v naplnénych kapilarach (CEC)
- Kapilarni izoelektrické fokusovani (CIEF)
- Kapilérni izotachoforéza (CITP)

2.1.2.2 Kapilarni zéonova elektroforéza

Nejcastéji pouzivanou a nejjednodussi metodou je kapilarni zénova elektroforéza.
Lze ji stanovit anorganické i organické latky, jejichz molekuly mohou v dasledku ionizace
nebo disociace nést kladny nebo zaporny naboj. Molekuly, které se 1isi hmotnosti, tvarem
a nabojem lze separovat. Molekuly se déli na zakladé svych rozdilnych elektroforetickych
pohyblivosti (mobilit). Na separaci se podili elektroosmoticky tok (EOF) roztoku uvnitf
kapilary, ktery unasi kladné nabité ionty ke katodé. Pokud anionty migruji K anodé¢
rychlosti mensi nez je rychlost EOF, kapilarni zénovou elektroforézou lze najednou d¢lit
anionty 1 kationty, ale nelze ji délit neutrdlni molekuly. Velikost 1 smér EOF lze
modifikovat vhodnymi modifikéatory. Pouzivand kapilara z tavného kiemene je potazena
vrstvou polyimidu, kterd zvySuje pruznost kapilary a lze ji bezpe¢n€ manipulovat, aniz by

hrozilo zlomeni kapilary [26].
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2.1.2.3 Elektroforeticka pohyblivost

Elektroforetickd pohyblivost je pohyb iontl v elektrickém poli. Elektricky naboj je
elektrostaticky ptitahovan k opacné nabité elektrod¢. Kation obklopeny iontovou sférou
aniontl a molekulami vody je pfitahovan ke katodg, anion je pfitahovan k anodé. Castice
je zaroven brzdéna tfeci silou. Hnaci a tfeci sila jsou si v ustdleném stavu rovny a plati
rovnice:

QE = 6myrv, (2-1)

kde Q je celkovy naboj iontu, E [V-m ] je intenzita elektrického pole, # viskozita
okolniho prostiedi [kg-m 5], r polomér iontu a v [m-s ] je elektroforeticka pohyblivost.

Intenzita elektrického pole E Vv separacni kapiléie je podil napéti U vlozeného na
elektrody a délky kapilary L:

E=U/L (2-2)

lonty se v homogennim elektrickém poli pohybuji elektroforetickou rychlosti, ktera
je konstantni a pfimo Uumérna intenzité elektrického pole a pohyblivosti daného iontu
u [m? Vs

v=uE (2-3)

Zvyse uvedenych vztaht vyplyva, ze elektroforetické mobility ionta
Vv homogennim elektrickém poli jsou rizné pro ionty riznych poloméra a riznych néboji
a daji se vypocitat pomoci vzorce:

u=Q/6mryr. (2-4)

Elektroforetické pohyblivosti a rychlosti kationtii jsou kladné, u aniontl jsou
zaporné. Zaviseji na charakteru analyzované latky a jsou proto kvalitativni informaci

0 analytu [26].

2.1.2.4 Elektroosmoticky tok
Pokud je vlozeno napéti mezi elektrody na konci kapilary, vytvoii se elektrické
pole a kapalina proudi kapilarou. Tento jev se nazyva elektroosmoticky tok. Po naplnéni
kapilary elektrolytem dochazi na vnitini sténé kapilary k hydrolyze siloxanovych skupin
(=Si-O-Si=) a wvznikaji silanolové skupiny(=Si-OH). Dale dochazi k disociaci
silanolovych skupin a vnitini povrch se pokryje kifemic¢itanovymi skupinami (=Si-O").
Vnitini povrch kapilary se nabije zaporné a Vv roztoku ptilehlém k vnitini sténé

kapilary tvoti kationty pfitomné v roztoku kladné nabitou vrstvu. V elektrickém poli se
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hydratované kationty pohybuji smérem ke katodé a s sebou strhavaji roztok uvniti kapilary
a vznika elektroosmoticky tok.

Elektroosmoticky tok zavisi na pH elektrolytu (pufru) uvnitt kapilary. Cim je pH
vysSi, tim vEtsi je negativni ndboj na vnitini sténé¢ kapilary a tim je rychlejsi
elektroosmoticky tok. Elektroosmoticky tok je také rychlejsi, pokud se pouzije pufr o nizsi
koncentraci.

Pti prichodu elektrického proudu kapilarou se vytvari Jouleovo teplo (pfeménény
elektricky vykon), které je nutno odvadét, jinak se ohtiva separacni elektrolyt a deformuje
se rychlostni profil a klesa separacni ucinnost. V komercnich pfistrojich je kapilara

chlazena vzduchem nebo kapalinou proudici kolem kapilary [26].

2.1.2.5 Detektory v kapilarni elektroforéze

V kapilarni elektroforéze se pouziva UV-VIS detektor, ktery je jednoduchy, ale
zaroven méné citlivy, nez napiiklad elektrochemické a laserem indukované fluorescen¢ni
(LIF) detektory. Jimi lze ale stanovit pouze nékteré latky. Vyhodné je spojeni kapildrni
elektroforézy s hmotnostnim spektrometrem (CE-MS), nevyhodou je nékladnost metody
a delsi cas analyzy. Citlivymi metodami jsou elektrochemiluminiscence (ECL)

a bezkontaktni vodivostni detekce [27].

2.1.2.6 Kapilarni elektroforéza s bezkontaktni vodivostni detekci

Kombinace kapilarni elektroforézy s bezkontaktni vodivostni detekci (Capacitively
Coupled Contactless Conductivity Detection, C*D) vyznamné rozsifila pouZitelné detekéni
metody a je v soucasnosti bézné pouzivanou technikou v separa¢nich metodach. Nejcastéji
je vyuzivana v kapilarni elektroforéze a elektroforéze na Cipu. Bezkontaktni detekéni cely
se skladaji ze dvou elektrod na vnéj$im povrchu kapilary. Na jednu elektrodu je pfivadén
stiidavy signal, ktery prochdzi kapilarou a je sniman druhou elektrodou [28]. Nejvétsi
vyhodou bezkontaktnich vodivostnich detektorti je, ze elektrody nejsou v kontaktu
s analyzovanym roztokem, tudiZ na elektrodé¢ nedochazi k nezddoucim reakcim mezi
roztokem a povrchem elektrody. Kapilarni elektroforézou s bezkontaktni vodivostni
detekci lze stanovit nejrizngjsi latky, naptiklad proteinogenni aminokyseliny
Vv biologickych tekutinach [29], nékteré kationty a anionty [30], anorganické kationty
vV mineralnich vodach a vybrané slozky roztoku prokainu [31], kreatin, fosfokreatin a dalsi
biochemicky vyznamné latky [32] a sacharidy v energetickych napojich [33]. Vyznam
bezkontaktni vodivostni detekce je patrny 1 z mnoha piehledovych ¢lanki vénovanych

vysledktm elektroforetickych stanoveni s touto detekci, viz napft. [34, 35, 36, 37].
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2.1.2.7 Vyuziti kapilarni elektroforézy

Uplatnéni  kapilarni elektroforézy je znac¢né, velmi casto je vyuZzivana
napf. V medicin€. Lze ji pouzit pro stanoveni 1€Civ v biologickém materidlu (plazmé, séru
a moci) [27] a k identifikaci bakterie Escherichia coli ve farmaceutickych pfipravcich i ve
fekalné znecisténych vodach [38]. Nové bylo prokazano, ze kapilarni elektroforézou lze
charakterizovat a rozdélit na frakce kmenové bunky tukové tkané [39]. Zajimavosti je
stanoveni karboxylovych kyselin vsilazich [40]. Dalsi aplikace lze nalézt

napt. v piehledovém ¢lanku [41].
2.1.3 Spektroskopické metody

2.1.3.1 Atomova absorp¢ni spektroskopie

Atomova absorpcni spektroskopie je opticka srovnavaci metoda zalozena na méteni
absorpce elektromagnetického zafeni volnymi atomy prvki. Atomovy absorpcni
spektrometr se skladad ze zdroje primarniho zafeni, absorpéniho prostfedi s volnymi atomy
analyzovaného prvku v plynném prostiedi a detekéniho systému. V absorpénim prostiedi
absorbuji atomy prvku vlnové délky dopadajiciho zafeni, monochromator vybranou ¢aru
izoluje a v detektoru (fotonasobic¢) je monitorovano zeslabeni toku ptiivodniho zafeni.

Jako =zdroje primarniho zafeni se pouzivaji vybojky s dutou katodou,
bezelektrodové vybojky a laditelné barvivové lasery. Vybojky s dutou katodou (HLC) jsou
nejpouzivanéjSim zdrojem.

Dalsi ¢ast spektrometru, atomizator, pievadi stanovované prvky z kapalné faze do
plynné. Musi poskytovat co nejvétsi koncentraci volnych atomi v zédkladnim energetickém
stavu. Atomizace je plamenna (F — AAS), elektrotermicka (ETA — AAS) nebo
v kiemennych atomizéatorech. Pfi plamenné atomizaci je do hofdku vedena smés paliva
a okyslicovadla (nejcastéji acetylen a vzduch nebo oxid dusny). Pneumatické zmlZovace
zavedou kapalny vzorek do plamene a tim dojde k vytvofeni aerosolu. U¢innost zmlzovaét
je mala (kolem 10 %) a zavisi na rychlosti proudéni oxidantu a vlastnostech pouZitého
rozpoustédla. Oproti kapilarni elektroforéze je spotieba vzorki znacna.

Pii elektrotermické atomizaci (ETA) je malé mnoZstvi vzorku vyhiivano
priachodem elektrického proudu (v atmosféte argonu) a celé¢ nadavkované mnozstvi vzorku
absorbuje primarni zéfeni, proto je koncentrace volnych iontll v plynné fazi vyssi nez pti

plamenové atomizaci.
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Pokud je elektromagnetické zafeni absorbovano volnymi atomy prvkd a poté je
energie vyzarena emisi fotonu, jednd se o atomovou fluorescenéni spektrometrii (AFS)

[42].

2.1.3.2 Atomova emisni spektrometrie

Analyzovana latka je dodanim energie pievedena do excitovaného atomdrniho
stavu a piechodem do energeticky chudsich stavli vyzaii polychromatické nespojité zateni,
které je optickym zafizenim rozlozeno. Timto rozlozenim se dostane ¢arové spektrum, kde
polohy urcuji kvalitu a intenzita Car kvantitu analyzovaného prvku.

Pfistroje pro atomovou emisni spektrometrii se skladaji z budiciho zdroje,
spektralniho pfistroje (s disperznim prvkem) a detektoru. Budicimi zdroji miize byt
plamen, elektricky vyboj (oblouk, jiskra), plazmovy zdroj nebo laserovy budici zdroj.
Plamen excituje pouze prvky s nizkym excitaénim potencialem (alkalické kovy a kovy
alkalickych zemin). Je ze smési paliva a oxidantu, podminkou je, aby jejich emise nebyla
Vv oblasti métenych vlnovych délek. Nej€astéji se pouziva smés acetylenu a vzduchu.

V plameni je aerosol vzorku odpafen a disociovan na volné atomy, které se excituji
a vysilaji ¢arové spektrum, zareni je disperznim systémem rozlozZeno a intenzita zvolené
¢ary je umérna koncentraci prvku ve vzorku [42].

V emisni spektrometrii vedlo pouziti plamene k rozvoji plamenové fotometrie. Tato
metoda nasla pro svoji jednoduchost uplatnéni pfi stanoveni lithia a alkalickych kovi
a zemin jiz pred 51 lety — popsano V praci [43]. Na stanoveni lithia ma vliv velky piebytek
sodiku, ktery sniZzuje vysledky, ale ani dvacetinasobny ptebytek drasliku a vépniku
neovliviiuje stanoveni lithia. Pfitomnost velkého mnozstvi amonnych iontll sniZuje
vysledky stanoveni lithia, sodiku, drasliku i vapniku [43].

Budicim plazmovym zdrojem miiZze byt stejnosmérna plazma, mikrovinné
indukovana plazma nebo indukéné vdzana plazma (ICP). Indukéné vazana plazma vznika
generovanim vysokofrekvencni energie z generatoru a pienosem této energie civkou.
Nejdulezitéjsi ¢asti pristroje atomové emisni spektrometrie s indukéné vazanou plazmou je
plazmova hlavice. V ni se vytvaii plazma ve tvaru prstence a jejim stfedem prochazi proud
vzorku. Kapalné vzorky se zmlzuji Babingtonovym nebo ultrazvukovym zmlzovacem,
ktery je mnohem U¢inné&j$i nez pneumatické zmlZovace. Disperznim prvkem je hranol nebo
miizka a detekce signadlu muze byt fotografickd nebo fotoelektricka [42]. Indukéné vazana
plazma je v kombinaci s hmotnostnim spektrometrem vhodnou metodou pro stanoveni

lithia [23].
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3 Experimentalni Cast
3.1 Kapilarni elektroforéza s bezkontaktni vodivostni detekci

3.1.1 Mérici aparatura — elektroforeticka separace v kratké kapilare
Experimentalni ¢ast bakalaiské prace byla provedena ve specializované,

Vv laboratofi zhotovené aparatuie pro provadéni separaci v kratkych kapilarach, viz. obr. 1.

Obr. 1: Schéma aparatury pouzivané pro elektroforézu v kratkych kapilarach.

1 — zasobnik separa¢niho pufru, 2 — davkovaci pumpa, 3 — Sesticestny davkovaci
ventil, 4— plnéni davkovaci smycky, 5 — tficestny ventilek, 6 — PTFE trubicka,
7 — davkovaci nadobka se zemnici elektrodou, 8 — separacni kapilara, 9 — detektor,
10 — koncova nadobka s vysokonapétovou elektrodou, 11 — promyvaci membranova
pumpa, 12 — tficestny ventilek, 13 — zdroj vysokého napéti, 14 — zdroj stfidavého napéti,
15 — zesilovac, 16 — A/D prevodnik, 17 — fidici pocita¢. Podle [44].

Plexisklova davkovaci nadobka (7), detektor (9) a koncova nadobka (10) jsou
umistény na novodurové desti¢ce. Trubicka z PTFE (polytetrafluorethylen) (6) o vnéjsim
praméru 1,58 mm a vnitinim priméru 0,8 mm (Supelco, USA) ptivadi vzorek od
elektromagneticky ovladaného davkovaciho ventilu (3) (typ C102M, Labio, CR)
s davkovaci smyckou o objemu 15 pl. Smycka je plnéna injekeni stiikackou (4). Do PTFE

trubicky je zasunut davkovaci konec kapilary (8). Davkovaci piezoelektrickd mikropumpa
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(typ mp6 ovlddand mp-x kontrolerem, Bartels mikrotechnik, Némecko) (2) pumpuje
separac¢ni pufr ze zasobni nddobky (1). Davkovaci mikropumpa je zapnuta soucasné
s prepnutim davkovaciho ventilu do polohy ,,inject”. Piesn¢ definovany objem vzorku
z davkovaci smycky je unaSen proudem separacniho pufru kolem davkovaciho konce
kapilary a prebytek separacniho pufru odtéka do odpadu. Vysoké napéti je na
elektroforetické elektrody ptivadeéno i pii davkovani vzorku, tudiz je vzorek nadéavkovan
hydrodynamicky i elektrokineticky. Aby separacni pufr nevtékal zpét do zasobniku
i v dobé, kdy je pumpa neaktivni, je mezi davkovaci pumpou a davkovaci nadobkou zpétny
ventilek (typ 14039-10, WPI, USA) a plastovy tficestny ventilek (5) (typ 14035-10, WPI,
USA), kterym lze pfimo nadavkovat roztok do davkovaci nadobky. Konec kapilary
prochézi sténou koncové nadobky (objem 5 ml, K000737, P-Lab, CR). Kapilara miize byt
promyvana separacnim pufrem mezi jednotlivymi analyzami po vytvoteni tlaku v koncové
nadobce membranovou pumpou (11) (typ M 401, JZD Vy¢apy, CR). Mezi membranovou
pumpou a koncovou nadobkou je elektromagneticky ovladany tficestny ventil (12). Jestlize
je membranovd pumpa aktivni, koncovd nadoba je hermeticky uzaviena, po vypnuti
pumpy ventil podtlak okamzité zrusi. Elektroforetické elektrody jsou platinové dratky.
Jako vysokonapétovy zdroj (13) (napéti az 5 kV) byl pouzit typ PS 350/5000 (Stanford
Research Systems, USA).

Experiment byl provadén kapilarni elektroforézou s bezkontaktni detekci, kde
Vv detekeni cele jsou dvé semitubularni elektrody vzdéalené od sebe 1 mm z hlinikové folie
Sitky také 1 mm. Elektrody jsou umistény v draZce v plexisklové desticce o stejném
praméru jako wvn&j$i primér kapilary, druha plexisklova desticka tiskne kapilaru
k elektrodam. V blizkosti detekéni cely v kovové skiifice chranici celu je snimaé
stiidavého proudu a usmériiovac. Vstupni stfidavy signal ma frekvenci 320 Hz, amplitudu
18 V a je odebran ze zdroje s integrovanym obvodem MAX 038 (14) (Maxim, USA).
Signal z detektoru je usmérnén a zesilen zesilovacem (15) a registrovan A/D prevodnikem
(16) (24 bitt, Panther 1000). Pfevodnik je fizen programem Ecomac 0,97 a pro spousténi
registrace je pouZita jednotka Panda 30 ( Ecom, s.r.o., CR). Pocitaé (17) s mé¥ici kartou
PCI-6034E a programem (National Instruments, USA) fidi pfepindni ddvkovaciho ventilu,
spousténi piezoelektrické pumpy, registrace dat a ovladani promyvaci pumpy [44].

Celkovy pohled na aparaturu pro elektroforetickou separaci v kratké kapilate je na

obr. 2, oznaceni jednotlivych ¢asti aparatury koresponduje s oznacenim v obr. 1 a v textu.
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Obr. 2: Aparatura pro elektroforetickou separaci v kratké kapilare

3.1.2 Chemikalie

Vsechny roztoky byly pfipraveny z deionizované vody (Milli-Q Plus, Millipore,
USA). Kyselina octova ledova (Fluka), TRIS (tris(hydroxymethyl)aminomethan) (Sigma),
roztoky testovanych kationtli byly pfipravovany z jejich chloridii (Penta, CR).

Pro pfipravu pufru o koncentraci 50 mM kyseliny octové a 20 mM TRIS
a vysledného pH 4,43 bylo navazeno 1,21 g TRIS, kvantitativné pievedeno do 500 ml
odmérné banky, dale bylo do banky odméfeno 1,5 ml kyseliny octové a banka byla
doplnéna po rysku.

Modelovy roztok kationtil K, Ba2+, Na", Mg2+ a Li’ (déle jen modelovy roztok)
o koncentraci 50 uM kazdého kationtu byl pfipraven fedénim ze zasobnich roztokl
o koncentracich 0,1 mol-I".

Kalibra¢ni roztoky pro stanoveni lithia byly pfipravovany ze zasobniho roztoku
chloridu lithného o koncentraci 819 mg-™ Li* navaZenim, kvantitativnim pievedenim
0,50 g chloridu lithného do 100 ml odmérné baiky a doplnénim banky po rysku.

Analyzované vzorky mineralnich vod Vincentka a Bilinska kyselka byly zakoupeny
vV obchodni siti a uskladnény v lednici. Pfed kazdou sérii méfeni byly mineralky odlity do

odmérnych bané¢k a sonikovany 15 — 20 minut do vymizeni veskerého oxidu uhlicitého.
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3.1.3 Pracovni postup

Nejprve byla kapilara aktivovana po dobu 10 minut 0,1 M roztokem hydroxidu
sodného a nasledné¢ deionizovanou vodou po dobu nékolika minut. Do aparatury byl poté
nasat pufr a kapilara byla opét nékolikrat promyta pufrem. Pro métfeni bylo nastaveno
separacni napéti 5000 V, proud byl 5 pA, u piezoelektrické davkovaci pumpy byla
frekvence 100 Hz a napéti 250 Vpp. Po ovéfeni funkCnosti aparatury s modelovym
roztokem byla zjistovana opakovatelnost migracnich Cast, ploch a vysek pikti pfi napéti
5000 V; tato méteni byla provadéna sedmkrat.

Dale byla sledovana zéavislost migracnich Casti na separacnim napéti. Modelové
roztoky byly proméfeny pétkrat pii separacnim napéti 5000 V, 4000 V, 3000 V, 2000 V,
1000 V a vyhodnoceny.

Ziskané elektroferogramy byly porovnany s teoretickym elektroferogramem
vytvofenym v programu PeakMaster 5.1 [45]. Do programu byly zadany vSechny kationty
z modelového roztoku v nizké koncentraci, délky kapildry, separa¢ni napéti a slozeni
pufru. Byla zvolena korekce na iontovou silu a nulovy elektroosmoticky tok.

Pfi stanovovani obsahu lithia v mineralnich vodach kapilarni elektroforézou byla
pouzita metoda standardniho pifidavku. Ze zasobniho roztoku chloridu lithného
o koncentraci 819 mg-l™ Li* bylo odebrano 05 ml do 50 ml odmémé baiky
a deionizovanou vodou byla bailka doplnéna po rysku. Takto vznikl roztok o koncentraci
8,19 mg-I™ Li*, ktery byl pfidavan do odmérnych bangk s napipetovanymi mineralkami.
Roztoky pro méfeni byly pfipravovany v Sesti 10 ml odmérnych bankach. Do tii banék
bylo automatickou pipetou napipetovano 0,5 ml Vincentky, do druhé banky z téchto tii byl
pfidan 1 ml a do tfeti baniky byly pfidany 2 ml ptipraveného roztoku. Do dalSich tii banék
bylo napipetovano 0,5 ml Bilinské kyselky, do druhé 0,5 ml a do tfeti 1 ml pfipraveného
roztoku. VSechny baiky byly doplnény po rysku vodou. Méteni bylo pro kazdy roztok
provedeno pétkrat a vysledky byly vyhodnoceny. Vysledky byly vyhodnoceny programem
CSW 1.7.

3.2 Atomova absorp¢ni a emisni spektroskopie

3.2.1 Meé¥ici aparatura — spektrofotometr
Méfeni byla provadéna na ptistroji AAS 3 (Carl Zeiss, Jena). Stanoveni absorbci

byla provadéna pii vinové délce 670,8 nm a Sifce Stérbiny 0,1 nm S plamenem
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acetylen — vzduch a nasledné s plamenem acetylen — oxid dusny. Stanoveni emisi byla

provadéna s plamenem acetylen — vzduch pfi stejné vinové délce a Sifce Stérbiny.

3.2.2 Chemikalie

Pti spektrofotometrickych méfenich byly pouzity sonikované minerdlky a roztok

chloridu lithného o koncentraci lithia 819 mg-lfl.

3.2.3 Pracovni postup

Z kalibra¢niho roztoku byl natfedén roztok o vysledné koncentraci lithia 8,19 mg-I ™.
Tento roztok byl dale fedén v 50 ml odmémych bafikach tak, Ze koncentrace Li*
v kalibragnich roztocich byly 0,0819 mg™?, 0,1638 mg-I*, 0,4095 mg-1™*, 0,819 mgl*
a1,638 mgl™.

Roztoky na méfeni metodou standardniho ptidavku byly pfipraveny v Sesti 50 ml
odmérnych bankéach. Do tfi ban€k bylo napipetovdno automatickou pipetou 2,5 ml
Vincentky, do prvni nebyl piidan piipraveny roztok o koncentraci 8,19 mg-1™, do druhé
bylo pfidéno 5 ml a do tfeti banky 10 ml tohoto roztoku. Do dalSich tfi banék bylo
napipetovano 2,5 ml Bilinské kyselky, do druhé banky bylo pfidano 2,5 ml a do tieti banky
5 ml pfipraveného roztoku. VSechny banky byly doplnény po rysku vodou.

Nejprve bylo méfeno absorpci s plamenem acetylen — vzduch, emisi se stejnym
plamenem a nakonec absorpci s plamenem acetylen — oxid dusny. Spektrofotometr udaval

hodnotu priméru ze tii méteni s ptislusnou smérodatnou odchylkou.

3.3 Statistické vyhodnoceni vysledkii a pouZzité vztahy
Statistické vztahy byly pouzity podle [46, 47]. Z vysledkd méfeni byl ur¢en median
pro sedm a mén¢ hodnot, aritmeticky primeér pro vice hodnot.

Pro statistické zpracovani vysledka byly pouzity nasledujici vztahy.

Rozpéti:

R = Xmax — Xmin (3-1)
Interval spolehlivosti:

Lio=Ky, R (3-2)

Ks=0,51, K;=0,33
Separacni uc¢innost N byla poté vyjadiena jako pocet teoretickych pater za jednotku
gasu (N/tmigr) [s71,

t .
N=554- (%/i‘“) , (3-3)
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kde tmigr. [S] je migra¢ni ¢as piislusného iontu a Yy, [s] je Sifka piku v poloviné vysky.

Sitka piku Y [s] pii zakladné byla vypoétena dle vztahu:

_Yip

2,354 (3-4)
Pro vypocet rozliSeni pikl Rs plati vztah
Rs = migr.,2 migr.,1 , (3_5)

0,5 " (YZ +Y1)
kde tmigr. [S] jsou migracni ¢asy sousednich pikd a Y [s] jsou Sifky pikd sousednich piki.
Pro aktualni elektroforetické pohyblivosti iontd ui [cm*s V7] plati vztah

I-L (3:6)

tmigr.i = )
T niy

kde tmigr.i [s] je pozorovany (z elektroferogramu odecteny) migracni cas, | [cm] je délka
kapilary k detektoru, L [cm] celkova délka kapilary a U [V] separaéni napéti. Z tohoto
vztahu plyne, ze zavislost pfevracené¢ hodnoty migracniho ¢asu na separacnim napéti je

line4rni smérnici, z niz lze urcit elektroforetickou pohyblivost:

=Ky (3-7)

Dale byly pro porovnani pocitany mobility i Zz tabelovanych [49] limitnich
molarnich vodivosti iontd A%® [S-cm®*mol™] pii 25 °C d&lenych Faradayovou konstantou
F (96 485 C-mol™Y):
}\00

F

= (3-8)

Pro vypocet obsahu lithia z kalibracnich grafti pii metodé standardniho pridavku
byl pouzit vztah

usek 1%

smérnice Vy '

¢ (mgl™) = (3-9)

kde V je celkovy objem pfipraveného roztoku a Vx objem vzorku mineralky vzaty
k analyze.
Vypocet obsahu lithia z linearnich kalibracnich graft byl proveden s pouzitim

vztahu:

c (mg'l’l) _ odezva —usek V. (3-10)

smeérnice Vyx
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kapilarni elektroforéza modelové smési kationti

V prvni ¢asti prace byly separovany malé anorganické ionty v modelové smési.
Elektroferogram je na obr. 3. Opakovatelnost migra¢nich ¢asu, ploch piku, vySek pika
a Sifek pika v polovi¢ni vysce, separacni Gi¢innost a rozliSeni jsou uvedeny v tab. 2 a 3. Pro
ucely vysoce rychlych separaci je vhodnéjsi vyjadiovat separacni Uc¢innost jako pocet
teoretickych pater za jednotku Casu, N/tyigr, coz 1épe postihuje potfebu odseparovat velky
pocet latek béhem kratké doby [48]. Jak z elektroferogramu, tak 1 parametru rozliseni je

vidét, ze vSechny ionty jsou zcela oddéleny.

726 | Ba? 4
K+
725 | .
Mg**
724 | 9 .
Na" 1
Li* .
N 1 N 1 N 1 N 1 N 1 N 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

migracni ¢as, s

Obr. 3: Elektroferogram anorganickych ionti v modelové smési o ekvimolarni
koncentraci 50 uM. Separa¢ni pufr byl 50 mM kyselina octova a 20 mM TRIS, pH 4,43.
Separaéni napéti bylo 5 kV a proud 5 pA.
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Tab. 2: Median naméfenych hodnot a pfislusné intervaly spolehlivosti pfi

stanovovani opakovatelnosti migracnich ¢ast, ploch a vySek pikl ionti modelové smési.

Experimentalni podminky jsou uvedeny u obr. 3.

Kation Migr. &as [s] Plocha [mV-s] Vyska [mV] Y112[s]

K* 24,87 +£ 0,10 4,77 +£ 0,17 6,80 + 0,16 0,66 + 0,00
Ba?* 31,54 +£0,18 6,05 + 0,22 7,26 £ 0,19 0,78 + 0,00
Na* 34,89 + 0,20 3,46 + 0,21 4,42 + 0,18 0,66 + 0,00033
Mg®* 36,98 + 0,24 4,87 + 0,31 551+0,19 0,78 + 0,00033
Li* 44,42 + 0,36 1,28 + 0,04 1,85+ 0,05 0,72 + 0,00033

Tab. 3: Separacni u¢innost vyjadiena jako pocet teoretickych pater za jednotku Casu

(s), sitka piku pti zakladn€ a parametr rozliSeni.

] Sep. G¢innost Sitka piku pti
Kation Rozliseni
K* 302,95 1,12 K* - Ba* 5,68
Ba®* 279,19 1,33 Ba®* — Na* 2,60
Na* 430,38 1,12 Na“— Mg** 2,20
Mg** 333,82 1,33 Mg* - Li* 5,18
Li* 462,31 1,12 - 5,68
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Obr. 4. Porovnani  experimentalniho  elektroferogramu s teoretickym
elektroferogramem vytvofenym v programu PeakMaster (tu¢né¢). Elektroferogramy jsou
normovany, tj. podéleny hodnotou odezvy nejvyssiho piku, aby bylo mozno porovnat

elektroferogram vypocitany s elektroferogramem zmétenym experimentalng.

Tab. 4: Mediany z naméfenych hodnot migracnich ¢ast v Sekundach pfi riznych
hodnotach separa¢niho napéti modelové smeési kationtl o ekvimolarni koncentraci 50 pM.

Pouzit byl separacni pufr 50 mM kyseliny octové a 20 mM TRIS, pH 4,43.

Separaéni napéti [kV]

1 2 3 4 5
Kation Migracni Cas [s]

K* 152,46 64,20 40,86 30,00 23,82
Ba** 222,12 86,64 54,00 39,12 30,78
Na* 261,00 97,74 60,24 43,32 33,90
Mg®* 297,36 107,16 65,52 46,86 36,66
Li* 393,84 117,78 79,20 55,92 43,26
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Obr. 5: Graf zavislosti pfevracené hodnoty migraéniho &asu Li* iontu na

separa¢nim napéti.

Z hodnot migraénich ¢ast pfi riznych separa¢nich napéti uvedenych v tab. 4 byly
sestrojeny zavislosti 1/tmigr. Na separacnim napéti U, piiklad je na obr. 5. Ze smérnic
ziskanych regresnich ptimek byly vypocteny elektroforetické mobility na zakladé vztahu
(3-7). Pro porovnani byly mobility iontt vypocteny téz z tabelovanych limitnich vodivosti
iontt pti 25 °C [49] ze vztahu (3-8). Elektroosmoticky tok byl maly a nebyl naméten po
dobu 20 minut, takze elektroforetické mobility byly pocitany jen z migracnich casi, jako
by byl -elektroosmoticky tok nekoneény. Zdat vtab. 5 je vidét dobra shoda

experimentalnich a vypocitanych mobilit pfedev§im pro jednomocné kationty.
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Tab. 5: Porovnani elektroforetickych mobilit ur¢enych ze smérnice regresni ptimky

dle rovnice (3-7) a vypocitanych z iontovych vodivosti.

) Zjisténé ; Teoreticke p;
Kation T 4. m2.c 1/ 1
[10%cm*s V] [10"-cm*s V]
K* 7,09 7,62
Ba®* 5,60 6,60
Na"* 5,13 5,19
Mg®* 4,79 5,50
Li* 4,04 4,01

4.2 Elektroforetické stanoveni lithia

Elektroferogramy vodou zfedénych mineralek Vincentka a Bilinska kyselka jsou na
obr. 6 a 7. Vlozeny obrazek v elektroferogramech je zvétSeny pik lithného iontu. Ostatni
piky odpovidaji majoritnim kationtim, K*, NH,", Na' Ca®* a Mgz+, které jsou
Vv mineralnich vodach ve zna¢né koncentraci [8], takZe nejsou zcela rozdéleny. Pii
stanoveni lithia metodou kalibra¢niho grafu byly zjisténé obsahy podstatné nizsi nez udaje
na etiketé lahve s mineralnimi vodami (u Vincentky na etiketd 11,10 mg-I™ a naméfeno
4,47 mg-1™, u Bilinské kyselky na etiketd 3,90 mg-™" a naméfeno 1,77 mg:I™). Proto bylo

stanoveni provadéno metodou standardniho piidavku.
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Obr. 6: Elektroferogram 20x ziedéné mineralni vody Vincentka se zvétSenym
pikem Li*. Prvni pik odpovida piitomnosti K™ a NH;" iont@im, druhy nerozli$enym iontim
Na*, Ca** a Mg**.
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Obr. 7: Elektroferogram 20x ziedéné mineralni vody Bilinska kyselka se zvétsenym
pikem Li". Identifikace piki viz obr. 6.
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4.2.1 Metoda standardniho pridavku

Metodou standardniho piidavku byly pfi stanoveni obsahu lithia ve Vincentce
proméieny vzorky ve tiech bankach, v prvni byla 20x zfedéna Vincentka, druha banka byla
s piidavkem 0,819 mg/l Li* a tieti s pfidavkem 1,638 mg-1*Li*. Pfi stanoveni obsahu lithia
u Bilinské kyselky byla v prvni banice 20x ziedéné Bilinské kyselka, ve druhé byl ptidavek
0,4095 mg/l Li* a ve tieti byl piidavek 0,819 mg-I"* Li*. Jako odezva piistroje pro vypodet
obsahu lithia v mineralnich vodach byly brany plochy piki. Hodnoty obsahu lithia byly
vypocteny z parametrt regresnich ptimek dle vztahu (3-9) a jsou uvedeny v tab. 8. Piiklad

kalibra¢ni zavislosti je na obr. 8 a parametry kalibraci v tab. 6 a 7.

35| i
30 | .
25 | .

2,0 (] i

C'D odezva, mV

1,5 4

1,0 4

0,5 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0,0 0,4 0,8 1,2 1,6

koncentrace Li", mg I”

Obr. 8: Priklad kalibra¢ni zavislosti pfi metodé standardniho pfidavku u mineralni

vody Vincentka.

Tab. 6: Parametry kalibraci se standardni chybou v zavorce pii stanoveni lithia

Vv mineralce Vincentka metodou standardniho pifidavku.

Analyza ¢. Usek [MV] Smérnice [MV-c ]  Korelaéni koeficient
1 0,9424 (0,1336) 1,4707 (0,1264) 0,9853
2 0,9362 (0,1188) 1,4212 (0,1124) 0,9876
3 0,8278 (0,0069) 1,4924 (0,0065) 1,0000
4 0,7697 (0,0904) 1,6428 (0,0855) 0,9946
5 0,8469 (0,0790) 1,5242 (0,0747) 0,9952
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Tab. 7: Parametry kalibraci se standardni chybou v zavorce pfi stanoveni mineralky

Bilinska kyselka metodou standardniho ptidavku.

Analyza €. Usek [mV] Smérmice [mV-c’]  Korelagni koeficient
1 0,3681 (0,0465) 1,5005 (0,0879) 0,9932
2 0,3445 (0,0463) 1,5000 (0,0876) 0,9932
3 0,3683 (0,0634) 1,5009 (0,0835) 0,9879
4 0,3593 (0,0441) 1,5009 (0,0835) 0,9938
5 0,2994 (0,0165) 1,7289 (0,0312) 0,9994

Tab. 8: Obsahy lithia v mineralnich vodach stanoveny elektroforeticky metodou

standardniho ptidavku.

Mineralni voda Obsah lithia [mg-1 ]
Vincentka 11,11+ 1,94
Bilinsk4 kyselka 4,79+0,74

4.3 Stanoveni lithia atomovou absorp¢ni a emisni spektrometrii
Kalibraéni zéavislosti pfi méfeni absorpéni a emisni spektrofotometrii byly
zpracovany ve formé kalibra¢nich grafil, z nichz koncentrace byla urena pouZzitim vztahu
(3-10). Byla provedena absorpéni spektroskopie s plamenem acetylen — vzduch
(Absorpce 1) a splamenem acetylen — oxid dusny (Absorpce 2). Dale pak emise
s plamenem acetylen — vzduch (Emise). Piiklad kalibraéni zavislosti je na obr. 9.

a parametry kalibra¢nich grafl jsou uvedeny v tab. 9.
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Obr. 9: Kalibra¢ni piimka pro stanoveni lithia metodou atomové absorpéni

spektroskopie s plamenem acetylen — vzduch.

Tab. 9: Parametry kalibra¢nich pfimek pfi stanoveni lithného iontu metodami
atomové absorpcni a emisni spektrometrie s intervaly spolehlivosti. Kazda kalibra¢ni

zavislost byla sestrojena z péti bodu, viz obr. 9.

Metoda Usek [mV] Smérnice [mV-c] Korela¢ni koeficient
Absorpce 14,8093 (+1,2921) - 10>  0,1554 (+ 1,192) - 10°° 0,9998
Absorpce 2 —6,5008 (+ 18,60) - 10°* 0,0782 (+ 0,0022) 0,9978

Emise 0,0274 (+ 0,0180) 0,6265 (+ 0,0212) 0,9970

Stanoveni lithia bylo provadéno rovnéz metodou standardniho ptidavku. Vysledky

ziskané obéma kalibra¢nimi metodami jsou v tab. 10.
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Tab. 10: Vysledky stanoveni obsahu lithia v mineralnich vodach atomovou

absorp¢ni a emisni spektrofotometrii a dvéma kalibraénimi metodami. Hodnoty odezev ze

spektrofotometru byly primérem ze tii méfeni. Tyto primérné hodnoty byly vyneseny do

grafu a dle rovnice (3-10) byly vypocitany obsahy lithia.

o Obsah lithia
Obsah lithia ve '
Metoda ) L v Bilinské kyselce
Vincentce [mg- ] L
[mg-1™]
Kalibracni graf 11,45 4,50
Absorpce 1
Standardni pridavek 8,68 4,27
Kalibra¢ni graf 12,96 5,28
Absorpce 2
Standardni piidavek 12,62 453
] Kalibra¢ni graf 9,40 3,37
Emise
Standardni pridavek 12,12 4,95
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4.4 Srovnani obou metod

Kapilarni elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekci v kratké kapilafe byl
uspéSn¢ stanoven obsah lithia v minerdlnich vodach metodou standardniho ptidavku.
Nepodarilo se urcit obsah lithia pomoci kalibracni zavislosti, lithium se ziejmé nenachazi
pouze Vv iontové formé a kapilarni elektroforéza jej neni schopna detegovat i v tak relativné
jednoduché matrici.

Metodou standardniho ptidavku byl obsah Li* 11,11 + 1,94 mg-I%, shoduje se tak
s etiketou na lahvi mineralni vody Vincentka, kde je uveden obsah lithia 11,10 mg-I™.
U Bilinské kyselky byl metodou standardniho ptidavku urcen obsah lithia na
4,79 + 0,74 mg:1 ™, na etiket& je obsah lithia 3,90 mg-1™.

VyuZivanou metodou pro stanoveni anorganickych iontli je atomova absorpcni
a emisni spektrometrie. Vysledky jsou spolehlivé a piesné, proto byla tato opticka metoda
pouzita pro srovnani s vysledky z kapildrni elektroforézy.

Pti stanoveni lithia atomovou absorp¢ni a emisni spektrometrii doslo oproti obsahu
lithia na etiketé k drobnym odchylkam, a to zejména v atomové absorpéni spektrometrii
s plamenem acetylen — vzduch pii metodg standardniho ptidavku (8,68 mg:1™) v mineralni
vod Vincentka. Obsahy lithia jinak byly vrozsahu 9,40 — 12,96 mg|’ (pramér
11,51 mg1™?). V mineralni vodé Bilinsk4 kyselka doslo k v&tsi odchylce pii atomové
absorpéni spektrometrii s plamenem acetylen — oxid dusny (5,28 mg™). Jinak byly
vysledky v rozsahu 3,37 — 4,95 mg-I™ (primér 4,51 mg-1™Y). Opét byla prokazéana dobréa
shoda s udaji na etiketé lahve s mineralnimi vodami.

Obé& metody umoziuji rychlou a pfesnou analyzu, kapilarni elektroforéza je méné
vhodnou metodou z divodu, ze neumoziuje stanoveni jiné podoby lithia nez iontové.
Atomova absorp¢ni a emisni spektrometrie dokaze urcit celkovy obsah lithia, tedy i jeho

forem, které elektroforetické stanoveni neptizniveé ovlivituji.
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S5 Zavér

Kapiléarni elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekci v kratké kapilare byly
uréeny elektroforetické pohyblivosti malych anorganickych iontd, K*, Ba**, Na*, Mg*
a Li", které se shoduji s hodnotami vypocitanymi z iontovych vodivosti.

Stanoveni obsahu lithia v minerdlnich vodach bylo provedeno kapilarni
elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekci v kratké kapilafe a spektroskopickymi
metodami, atomovou absorpéni a emisni spektrometrii. Pro vyhodnoceni vysledkt byla
pouzita metoda kalibracniho grafu a metoda standardniho ptidavku. Pii kapilarni
elektroforéze se nepodafilo urcit obsah lithia metodou kalibracniho grafu. Pii metodé
standardniho ptidavku byly obsahy lithia stanoveny v souladu s hodnotami na etiketé na
lahvich minerdlnich vod. Tato metoda je vhodna ke stanoveni lithia v mineralnich vodach.

Atomovou absorpéni a emisni spektrometrii se podafilo urcit obsahy lithia
v souladu s udaji na etiketach jak metodou kalibra¢niho grafu, tak i metodou standardniho
pridavku. Tato metoda je bézn¢ vyuzivana a je schopna urcit celkovy obsah lithia.

Kapilarni elektroforéza je vhodna pro laboratorni ucely, vyhodnoceni vysledki je
provadét bez delSich Casovych prodlev, jinak jsou migra¢ni Casy, plochy a vysky
v jednotlivych experimentech odlisné. Optické metody jsou vhodnéjsi pro vice vzorki
a men§i casovou naro¢nost.

Zavérem lze shrnout, ze cile bakalatské prace byly beze zbytku splnény.
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