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Abstrakt

Tato prace se zabyva stanovenim obsahu véapniku v potravinovém dopliiku ,,Optisana“
riznymi analytickymi metodami — chelatometrickou titraci, atomovou absorp¢ni
spektroskopii a kapilarni zonovou elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekei.
Atomovou absorpéni spektrometrii byly Ca*" stanoveny v plameni acetylen — oxid dusny a
acetylen — vzduch metodou standardniho pfidavku. Na laboratorné sestrojené elektroforetické
aparatuie byla nejprve zjiStovana elektroforetickd mobilita modelového roztoku chloridu
vapenatého pii rizném separaénim napéti. Obsah Ca®" byl stanoven rovn&z metodou
standardniho ptidavku. Vysledky ziskané témito metodami byly porovnany s vysledky
ziskanymi chelatometrickou titraci. Vysledky ziskané kapilarni zoénovou elektroforézou a
chelatometrickou titraci byly ve shod¢€ s obsahem deklarovanym na etiketé doplitku. Atomova
absorp¢ni spektrometrie byla vyhodnocena jako nevhodnd metoda pro stanoveni vapniku
v matrici ndmi analyzované tablety pro velky rozdil mezi stanovenou a deklarovanou

hodnotou.

Kli¢ova slova

Vapnik, potravinovy dopln€k, chelatometricka titrace, atomova absorpcni

spektrometrie, kapilarni elektroforéza.



Abstrakt

This paper deals with the determination of the calcium content in the food supplement
"Optisana" via various analytical methods - complexometric titration, atomic absorption
spectroscopy and capillary zone electrophoresis with contactless conductivity detection.
Ca’" ions were determined by atomic absorption spectrometry in a flame of acetylene - nitrous
oxide and acetylene - air by standard addition method. Electrophoretic mobility model of
calcium chloride solution was determined at various separation voltages on laboratory
constructed electrophoretic apparatus. Ca®" content was also determined by standard addition
method. The results obtained by these methods were compared with those obtained by the
complexometric titration. The results obtained by capillary zone electrophoresis and by
complexometric titration were in conformity with the content declared on the label of the
supplement. Atomic absorption spectrometry was evaluated as an inappropriate method for
determining the calcium in the matrix of tablets we analyzed because of a large difference

between the found and the declared value.

Key words

Calcium, food supplement, chelatometric titration, atomic absorption spectrometry, capillary

electrophoresis.
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Ethylenediaminetetraacetic Acid — kyselina ethylendiamintetraoctova
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

Gas chromatogramy — plynova chromatografie

Holow Cathode Lamp — vybojka s dutou katodou

High-Performance Capillary Electrophoresis — vysokouc¢innad kapilarni
elektroforéza

High-Performance Liquid Chromatogramy — vysokouc¢innd kapalinova
chromatografie)

Iminodiacetic acid — kyselina iminodioctova

Nitrilotriacetic acid — kyselina nitrilotrioctova

Ultraviolet/Capacitively Coupled Contactless Conductivity Detection —

ultrafialova/bezkontaktni vodivostni detekce
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1  Uvod

1.1 Charakteristika vapniku

Vapnik [latinsky Calcium], pochazi z latinského vyrazu Calx, coZ znamena vépno.
V periodické soustaveé prvki ma oznaceni Ca a patii do II. hlavni skupiny. Vyskytuje se pouze
v oxida¢nim &isle II. Jeho molekulova hmotnost je 40,08 g.mol ™', ve valenéni sféte mé jen dva
elektrony v orbitalu a preferuje iontovou vazbu [1].

Vapnik lze charakterizovat jako lehky, stiibroleskly, neuslechtily kov, ktery je mékky a
barvi plamen cihlové cervené. Je dobrym redukénim cinidlem. PouZzivd se jako pfisada
do loziskovych kovii, v metalurgii slouzi ke snizovéani obsahu kysliku v tekuté oceli [2].

Je jednim z vyznamnych prvki kovia alkalickych zemin. V pfirodé je zna¢né zastoupen,
patii mezi nejrozsifencjSi kovy. Nachdzi se v mineralnich vodach a v zemské kife (3,4 %).
Vapenaté ionty spolu s ionty Mg?" zpiisobuji tzv. tvrdost vody. Doporuena hodnota u pitné

vody je v rozmezi 0,9 — 5 mmolT" [1; 3].

1.2 Vapnik v prirodé

Nejbéznéjsi slouceninou je uhli¢itan vapenaty (CaCOs), ktery se v pfirodé vyskytuje jako
SestereCny kalcit (vapenec) a kosoCtvereny aragonit. Je to krystalickd nerozpustna latka,

v medicin€ pouzivana jako antacidum a pfi vyrobé zubnich past.

2-

Obr. 1. Struktura uhli¢itanu vapenatého [4].

Dalsi diilezité slouceniny jsou saddrovec CaSO42 H,O, apatit 3 Ca(PO4),Ca(CLF), a
fluorid CaF,. Kovovy vapnik se primyslové pfipravuje elektrolyzou roztavenych vépenatych soli

— (halogenidt) podle Solvaye [1; 2; 4].
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1.3 Vapnik ve vyzZivé

Viapnik je v lidském organismu nenahraditelny, podili se na metabolické pfeméné latek,
a je soucasti anorganické kostni matrix. U dospélého ¢loveka tvoii asi 2 % télesné vahy (1,2 -
1,5 kg). Nejvetsi ¢ast vapniku je vazana v kostech a zubech (asi 99 %). Zde je ve formé
hydroxyapatitu, jehoz anorganickd slozka je tvofena z fosforu a véapniku CasOH(POs)s,
nebo ve formé fluoroapatitu CasOH(PO,)s. Tvofi mechanickou pevnost kosti. Zbylé procento
vapniku je obsazeno v extracelularni tekutiné a mékkych tkanich.

Vapnik déle ovliviluje nervosvalovou drdzdivost v télnich tekutinach a je kofaktorem
piisrazeni krve (mé vliv na piechod fibrinogenu na fibrin). Reguluje permeabilitu bunéénych
membran v téle, sekrecni Cinnost exokrinnich Zzlaz, stimuluje uvolfiovani neurotransmiterd
a hormont. Diky nedostatecnému piijmu vapniku z potravy je dneSni populace nachylngjsi
na nemoci pohybového aparatu — osteopordzy a osteomalacie [5; 6].

Denni pfijem vapniku v potravé se pohybuje mezi 600 - 1000 mg, ptijem nad 2000 mg
vapniku denné se nedoporucuje. U téhotnych zen a lidi nad 50 let se potfeba vapniku zvysuje,
proto je jim doporucovano pozivat minimaln¢ 1200 mg vapniku v kombinaci s minimalné 20 pg
vitaminu D denné. Z celkového pfijattho mnozstvi se vSak vstiebavd jen 5 — 50 %.
Piiblizne 50 — 70 % celkové denni potieby je z mléka a mlécnych vyrobki, které jsou
nejvydatnéj$im zdrojem. Vhodné jsou kysané mlécné vyrobky, protoze kyselé prostfedi pomaha
zvySovat vstiebavani vépniku. Nevhodné jsou tavené syry, do kterych se ztechnologickych
diivodli pridavaji fosforecné soli. Tyto soli vdZou vépnik a tak znemoziuji jeho vstfebavani
v organismu [7].

Kromé mléka jsou bohatymi zdroji vapniku napf. mak, sardinky, ofechy, kapusta,
brokolice, fenykl, porek, sezam, liskové ofechy, sdja, zelené naté. Vapnik obsahuji i dalsi
potraviny, jako napiiklad Spenat, angrest a rybiz, ale diky pfitomnosti oxalatl, fytatd a vlakniny
se jeho vstiebatelnost snizuje. Lépe vyuzitelnym zdrojem jsou potraviny zivo¢isného piivodu nez
pivodu rostlinného. K lepSimu vstiebavani vapniku pfispivaji citrat, monosacharidy a vyssi
obsah bilkovin ve stravé. Vyrazné se té€Z na vstiebavani vapniku podili kalcitriol, aktivni podoba

vitaminu D [6; 7; 8].
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Vépnik se vylucuje strevem (80 %) a ledvinami (20 %). Stolici se vylucuje vapnik,
ktery se neresorboval ve stfevé. V ledvinach se filtruje pouze vapnik ionizovany. Vylucovani
ledvinami je rozhodujicim mechanismem, ktery ovliviiuje bilanci kalcia. V oblasti proximalniho
kanalku probihd zpétnd resorpce jak transcelularné — 15 — 20 % (aktivni transport, vazany
na specifické kanaly a pfitomnost energie), tak paraceluldrné — 80 — 85 % (pasivni transport).
Ve vzestupném raménku Henleovy klicky se opét resorbuje véapnik transcelularné
iparacelularn€é. Parathormon 1 kalcitonin stimuluji zpétnou resorpci transcelularni cestou
v této oblasti nefronu. V distalni ¢asti nefronu se na zpétné resorpci vapniku podili vedle
parathormonu a kalcitoninu 1 kalcitriol. Exkreci vapniku negativné ovliviiuje kofein, alkohol,
bilkoviny Zivocisného ptvodu, aminokyseliny obsahujici siru a ptiliSné soleni, které zptisobuji
jeho zvySené vylucovani. Naopak vysoky vyskyt fosforu a drasliku ve stravé vylucovani vapniku
snizuje [9; 10; 11].

V soucasné dobé¢ je velkym trendem piijem vapniku a jinych dalezitych latek v podobé
potravinovych dopliikti, obsahujicich véapenaté soli riznych organickych kyselin. Vyrdbi se
nejCastéji ve formé Sumivych tablet. Optimalni jsou takové preparaty, které obsahuji kromé

vapniku napf. i vitaminy potfebné k jeho vstfebavani a ukladani do kostni hmoty [7].

1.4  Poruchy spojené s prijmem vapniku

Snizeni plazmatické koncentrace iontd vapniku pod 225 mmoll' se nazyva
hypokalcemie. Nedostatek vapniku je zptsoben snizenym piivodem Ca*" ve stravé.
Dalgi pii¢inou hypokalcemie miZe byt zvySena potieba Ca’'(napf. v téhotenstvi), deficit
vitaminu D a jeho G&inkd, ale také deficit Mg®". Nizkd hladina vapniku v krvi nema
z kratkodobého hlediska zadné piiznaky, po delsi dobé vSak muize vyvolat specificka
onemocnéni postihujici déti, ale idospélé. U déti se objevuje kiivice, u starSich lidi
je charakteristicka osteopenie, kterd se mize vyvinout aZ v osteopordzu se zvySenym rizikem

zlomenin.
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Koncentrace Ca** v plazmé nad 2,75 mmoll' se nazyva hyperkalcemie (neboli
intoxikace vapnikem). Je obvykle projevem zvy$ené mobilizace Ca** zkosti nebo projevem
dlouhodobého wuzivani vysokych davek véapnikovych doplikl, ¢i nadbytku vitaminu D.
Méné Casto je pfi¢inou nadbytecny piivod vapniku ze stravy. Vysokd koncentrace vapniku mize
zplisobit rizné zdravotni potize, jako je napfiklad svalova slabost, zacpa, ¢i neuropsychické
potize (bolesti hlavy, deprese, poruchy spanku, halucinace, paranoia, dezorientace). Mezi dalsi
ptiznaky intoxikace patii nechutenstvi, zvraceni, pankreatitida, ledvinové kameny a mtze také
zptisobit az selhani ledvin. Térka hyperkalcemie (nad 3,5 mmoll") bezprosttedné ohrozuje

zivot, postizny upadad do komatu [12].

1.5 Vitamin D

Vitamin D patfi mezi vitaminy rozpustné v tucich. Vyskytuje se ve dvou formach —
jako vitamin D, (ergokalciferolum) a Ds (cholekalciferol). Struktury téchto forem se lisi
postranim fetézcem a dvojnou vazbou mezi atomy C12 a C13, fyziologicky ale funguji stejné.
Z aktivniho provitaminu D ptfevazuje vznik formy Dj. Primarné se tvoifi UV zéfenim v kizi
ze 7 — dehydrocholesterolu. Dal§im zdrojem je potrava, napf. rybi tuk. V jatrech a v ledvinach
se vitamin D3 metabolizuje na biologicky aktivni metabolity kalcidiol (25-OH-Ds) a kalcitriol
(1,25-OH-Ds). Kalcitriol je hormon, ktery podporuje v tenkém stfevé vznik proteinu,
ktery pfenasi Ca®" pies membranu enterocytll a tim zvySuje jeho vstiebavani. Kalcitriol tedy

zvySuje koncentraci vapniku v krvi [13; 14].
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Metody stanoveni vapniku

Vapnik mlzeme  stanovit rdznymi  analytickymi  metodami, jako  jsou

napf. manganometrie, izotachoforéza nebo potenciometrie.

Manganometrie patii mezi redoxni titrace. Ty jsou zaloZeny na oxida¢né-redukénich
rovnovahdch. Manganistan draselny (KMnO4) je v kyselém prosttedi silnym oxida¢nim
¢inidlem. Pfi titraci manganistanem draselnym neni zapotiebi indikator, Cinidlo je samo
intenzivné fialové zabarvené. Prvni nadbytek ¢inidla zbarvi roztok rizové, takze stanovime bod
ekvivalence vizudln¢é. Standard pro standardizaci KMnO, je dihydrat kyseliny $tavelové
(COOH),-2H,0 [15].

Izotachoforéza je elektromigracni separani metoda, pii které se vnasi vzorek mezi dva
elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontli. Separuji se bud jen kationty, nebo anionty.
Ionty se vnasi mezi tzv. vedouci a koncovy elektrolyt, pfiCemz pohyblivosti délenych iontd
vzorku musi byt intermediarni vzhledem k pohyblivosti vedouciho iontu vedouciho elektrolytu
a koncového iontu koncového elektrolytu [16]. Smés iontit se déli pfi stejnosmérném napéti
za konstantniho proudu. Ve staciondrnim stavu se zény pohybuji stidlou a vSechny stejnou
rychlosti. Po rozdé¢leni jsou zony velmi ostré a pfimo na sebe navazuji a diky samozaostiujicimu
efektu nehrozi jejich promiseni. Izotachoforéza se pouziva ke stanoveni iontl véapniku
ve vodach. Nejvétsi ditraz je kladen na vody minerélni, ale stanovuje se také ve vodach pitnych,
primyslovych a odpadnich [17].

Potenciometrie je elektroanalytickd metoda, zaloZend na méfeni rovnovazného
napéti elektrochemického clanku, tvofeného indikacni elektrodou ponofenou v analyzovaném
roztoku a referentni elektrodou spojenou s roztokem solnym mistkem Méfeni se provadi
za bezproudého stavu. Pokud je potencidl indikacni elektrody funkci aktivity analytu, mizZzeme
provést piimé stanoveni analytu z hodnot zméfené¢ho napéti. Toto stanoveni se nazyva pifima
potenciometrie [28]. Stanoveni vapenatych iontii vapnikovou iontové selektivni elektrodou bylo

pouZito napt. ke stanoveni vapniku v médiu pro kultivaci kostnich bunék [19].

Vramcei této bakaldiské prace bylo pouzito komplexometrické stanoveni, atomova

absorp¢ni spektrometrie (dale jen AAS) a kapilarni zonova elektroforéza (déale jen CZE).
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2.1.1 Chelatometrické stanoveni

Z literatury zname kolem 100 aminopolykarboxylovych kyselin ,.komplexonového typu®,
které maji v molekule alesponi jednu komplexotvornou skupinu — N (CH,COOH),.
Pouze né€kolik z nich lze vyuzit jako odmérné Cinidlo. Nejjednodussimi takovymi kyselinami
jsou kyselina iminodioctovd (IDA) a kyselina nitrilotrioctova (NTA). Z hlediska koordinacni
chemie je vyhodngj$i kyselina ethylendiamintetraoctova (EDTA; chelaton II), kterd tvori

mnohem stabilnéjsi komplexy (chelaty).

O

HO_ O

- HJ\OH
N/\_/N
o )

0 OH
o)

Obr. 2. Struktura chelatonu II [20].

EDTA tvofi s vétSinou kationtd prakticky okamzit¢ bezbarvé komplexy, které jsou
rozpustné ve vod¢ a jen nepatrné disociuji. Zbarveny jsou jen komplexy s barevnymi kationty.
Vsechny komplexy maji sloZeni 1:1.

EDTA byla poprvé ptipravena v roce 1935. Jako Ctyfsytna kyselina tvoii Ctyii fady soli,

v

nejvyznamnéjsi jsou pak soli disodné, oznacujici se jako chelaton III [21].

@)
O OH

HOJ\/ N N/\H/O- Na*

O 9]
Na*
0]

Obr. 3. Struktura chelatonu III [20].



2.1.1.1 Chelatometricka titrace

V chelatometrii je odmérnym ¢inidlem roztok chelatonu III, disociujici v roztoku
za tvorby dihydrogenethylendiamintetraoctanového aniontu (H,Y?) jak je vidét v rovnici (1).
Tento aniont vytvaii s dvojmocnymi, trojmocnymi a ¢tyfmocnymi kationty kovi stalé komplexy.
P1i titraci chelatonem III je nutné titrovany roztok pufrovat, protoze se zde uvoliuji vodikové
kationty, které by vznikajici komplex rozkladaly dle nésledujici rovnice (2)
Na,H,Y - 2Na* + H,Y?~ (1)
H,Y?~ + Ca?*t - CaY?* + 2H? ()
Konec titrace se pfi chelatometrickych titracich indikuje vhodnym metalochromnim
indikatorem, ktery se chova jako ligand a vytvafi s titrovanymi kationty kovu pfed bodem
ekvivalence barevny komplex. V bod¢ ekvivalence je indikator vytésnén z komplexu chelatonem

111, ktery indikuje konec titrace zménou zabarveni [22].
2.1.1.2 Metalochromni indikatory

K indikaci bodu ekvivalence pifi chelatometrickém stanoveni vapniku se nejcastéji
pouzivaji tyto indikétory:
a) Eriochrom€ern T - sodnd sil (1-hydroxy-2-naftylazo)-6-nitro-2-nafto-4-sulfonové kyseliny,
patfici mezi azobarviva. Pfi pH 10 tvofi s vapnikem Cervené zbarvené chalaty, volnd forma iontu
HI* ma v roztoku modré zbarveni. Pouziva se k uréovani hoi¢iku spoleéné s vapnikem ve vodé
v prostiedi Schwarzenbachova pufru. Samotny roztok véapniku bez stop hoiciku davd méné
zfetelny prechod.
b) Murexid — amonnd sul kyseliny purpurové. Pouzivd se ke stanoveni Ca®’, ale také niklu,
kobaltu a médi. V alkalickém prostiedi je pti pH 12 rizovy, volny indikator je modrofialovy.
c) Fluorexon (calcein) — substituovany fluorescein. Tento metalofluorescenéni indikator
se pouziva jak indikator pro vapnik v siln€¢ alkalickém prostfedi. Barevny ptfechod pii titraci
vapniku je ze zelené do hnédé. Pfi pH nad 12 v pfitomnosti vapniku indikdtor zlutozelené
fluoreskuje, po skonceni titrace je vysledny roztok slab¢ riizovy.

Pokud je cistota Chelatonu III nebo piesna koncentrace dostupného roztoku nezndma,
je vhodné se o titru pfesvédcit standardizaci. V tom piipad€ je vhodnym zakladnim primarnim

standardem dusi¢nan olovnaty.
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Pro stanoveni titru EDTA lze pouzit riznych latek. Nejcastéji pouzivany je uhlicitan
vapenaty, ktery lze ziskat velmi Cdisty, lze jej snadno vysuSit a neni hygroskopicky.
Nevhodny je siran hofecnaty, ktery snadno vétrd. Za nejvhodnéjsi se povazuje chlorid nebo

dusi¢nan olovnaty, ptipadné Cisty kovovy zinek [21].
2.1.2 Atomova absorpcni spektroskopie (AAS)

Atomova absorpcni spektroskopie je optickd srovnavaci metoda zalozend na méfeni
absorpce elektromagnetického zareni volnymi atomy prvkil v plynném stavu. Kazdy prvek
absorbuje zafeni, které je pro néj charakteristické, a které odpovida energii potiebné k ptevedeni
atomil do excitovaného stavu. Intenzita zafeni absorbovand vzorkem zavisi na koncentraci
absorbujicich C¢astic a tloust’ce vrstvy, kterou paprsek prochazi. Pro absorpci plati obecné
Lambertv-Beertv zakon (3):

I =1,e"Nod (3)
kde 1, a I je intenzita svétla pted a po prichodu vrstvou o tloust’ce kyvety d, x je atomovy
absorp¢ni koeficient pro danou caru, N, je pocet volnych atormii dané¢ho prvku v jednotce
objemu.
Me¢éftenou velic¢inou je absorbance 4 (4):

A =1log™ =2303 kN,d (4)

Piistroj pro AAS se skladd ze zdroje primarniho zafeni, absorpéniho prostiedi
obsahujiciho volné atomy analyzovaného prvku v plynném prostiedi, monochromatoru
pro izolaci absorbovaného zéafeni a detekéniho systému [23].

Ze zdroje primarniho zafeni (nejcastéji vybojka s dutou katodou) vystupuje emisni zafeni
prvku. Po prichodu absorpénim prostiedim, kde atomy prvku absorbuji urcité vinové délky
dopadajiciho  zafeni, izoluje  monochromdtor vybranou vlnovou délku svétla.
V detektoru je detekovano zeslabeni toku ptivodniho zafeni.

Jako nejpouzivangj$i zdroj primarniho zéafeni se pouZzivaji vybojky s dutou katodou
(HLC), kde je katoda vyrobena z vysoce Cist¢ého sledovaného kovu. DalSim zdrojem
jsou bezelektrodové vybojky (EDL) a laditelné barvivové lasery.

K absorpci primarniho zafeni vzorkem dochdzi vtzv. atomizatoru, ktery prevadi
stanovované prvky zkapalné do plynné faze. Atomizator musi poskytovat co nejvyssi
koncentraci volnych atomt v zékladnim energetickém stavu. Atomizaci je mozné provadét

v plameni (F — AAS), elektrotermicky (ETA — AAS) nebo v kiemennych atomizatorech.

18



Pfi plamenové atomizaci (F — AAS) se vyuZzivd smés paliva (acetylén) a okyslicovadla
(vzduch nebo oxid dusny). K zavadéni kapalného vzorku do plamene se pouziva pneumatickych
zmlzovaci, ve kterych dochazi k vytvofeni aerosolu. Uéinnost zamlzovage zavisi na rychlosti
proudéni oxidantu a vlastnostech rozpoustédla a pohybuje se okolo 10 %. Nevyhodou této
metody je zna¢na spotieba vzorku.

Pti elektrotermické atomizaci (ETA — AAS) se déavkuje malé mnozstvi vzorku
do odporové vyhtivané kyvety. Ta je vyhtivana prichodem elektrického proudu v atmosféie
Cistého argonu. Vzorek je davkovan pomoci mikrodavkovace. Nadavkovany vzorek absorbuje
primarni zafeni. Vysledny signdl ma tvar piku. Kvantitu vyhodnocujeme méfenim vysky nebo
plochy piku. Hlavni vyhodou ETA — AAS oproti F — AAS je zna¢né zvyseni citlivosti a snizeni
detek¢niho limitu az o 3 fady [24].

2.1.3 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Kapilarni zonové elektroforéza (CZE) patii spolecné s vysokoucinnou kapalinovou
chromatografii (HPLC) a plynovou chromatografii (GC) k nejvice pouZivanym separa¢nim
technikdm.

Spolu se zoénovou -elektroforézou, izoelektrickou fokusaci (CIEF), izotachoforézou
(CITP), elektroforézami provadénymi v sitovych prostiedich (agarosova a polyakrylamidova
gelova elektroforéza, SDS elektroforéza, bioafinitni elektroforéza), elektrokinetickou
chromatografii a elektrochromatografii fadime CZE mezi elektromigrac¢ni separacni metody.
Tyto metody se souhrnné oznacuji pojmem kapilarni elektroforéza nebo také vysokoucinna
kapilarni elektroforéza (High-Performance Capillary Electrophoresis, HPCE) [16].

V CZE se separuji ionty na zakladé své elektroforetické mobility. Elektricky naboj
je elektrostaticky piitahovan k opaéné nabité elektrodé. Rychlost migrace v [m s '] nabité ¢astice
v elektrickém poli zavisi na jeho elektroforerické pohyblivosti wu, [m’V's'] a na intenzité
elektrického pole £ [V m ']:

V=l E &)
Intenzita elektrického pole E v separacni kapilafe je vyjadiena jako podil napéti U vlozeného
na elektrody a délky kapilary L podle rovnice (6):

E:% (6)
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Pohyblivost u. popisuje rovnice (7):
He = . (7

"~ emnr

kde ¢ je naboj iontu, » polomér iontu a # [kg'm 's '] viskozita roztoku.

Z vyse uvedené rovnice je ziejmé, ze hlavnimi faktory ovliviiujicimi iontovou mobilitu
jsou rozméry molekuly a ndboj. U slabych kyselin a zasad zavisi na hodnotach pK a hodnoté pH
vyvijeciho pufru. Cim je pH vyssi, tim vétsi je negativni naboj na vnitini sténé kapilary a tim
je rychlejsi elektroosmoticky tok, ktery je dalSim zasadnim faktorem puasobicim v CZE.
Tento jev pusobi elektricky fizeny tok kapaliny v kapilafe. Linearni rychlost elektroosmotického
toku (EOF) je popséna rovnici (8):

_ €
er

(E (8)

kde ¢ je permitivita, { je zeta potencial, n je viskozita roztoku [25].

" amp

Velmi oblibenou metodou je CZE zejména pro ucinnost dosahujici az miliont
teoretickych pater, malou spotfebu analyzovaného vzorku a také malou spotfebu mobilni faze.
Tato metoda mé tedy malé provozni ndklady. Protoze se pouZzivad separacni kapilara s malym
primérem, mohou se pouzivat detekéni cely pouze o srovnatelnych rozmérech s vnitinim
primérem kapilary. V opaéném piipadé by doSlo ke snizeni celkové ucinnosti separace
v dusledku rozmyti separovanych zon [26].

V této bakalatfské praci byla pouzita bezkontaktni vodivostni detekéni cela. Tato cela
obsahuje dv¢ elektrody izolované od testovaného roztoku. Na jednu z elektrod je pfivadén
sttidavy signdl o vhodné frekvenci (zpravidla sinusového pribéhu) a signdl prosly roztokem
(sttidavy proud) je snimdn druhou elektrodou. Signal je usmérnén, zesilen a registrovan.

ZjednoduSeny nadhradni obvod bezkontaktni impedancni cely je na obr. 4.

CcC R C

= =] e

Obr. 4. Zjednoduseny nédhradni obvod bezkontaktni impedan¢ni cely a jeji pfipojeni

ke zdroji vysokofrekvenéniho signalu a k métidlu signdlu proslého celou [27].
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C jsou kapacity kondenzatorti, které se vytvari mezi elektrodou a roztokem,
v nichz je dielektrikem material oddélujici elektrodu od roztoku, R je odpor roztoku v prostoru
mezi elektrodami a C, je parazitni kapacita umoznujici pifenos elektrického signalu
mezi elektrodami mimo roztok, tj. po povrchu ¢i uvnitt dielektrika. Velikost méfené¢ho proudu
proslého detekéni celou (analyticky signal) zavisi na impedanci cely [27].

V CZE je problém s davkovanim, protoZze vzorek je davkovan z nadobky se vzorkem
pfimo na pocatek separacni kapilary. Naddvkované mnozstvi je zavislé na vlastnostech
separa¢niho prostiedni 1 na matrici vzorku. Proces davkovani se tak muze stat zdrojem
potencidlnich chyb. Vzhledem k malému vnitinimu priméru kapilary se davkuje vzorek
v jednotkdch desetin az jednotek nanolitru. NejbéZznéjSim zplsobem  déavkovani
je hydrodynamické davkovani, pti kterém je vzorek davkovan za pomoci tlaku nad vzorkem.
Mén¢ casto se pouziva davkovani elektrokinetické, u kterého je mnoZzstvi nadavkovaného
analytu zavislé na jeho mobilit¢ i na vodivosti pouZzit¢é matrice. V této bakalaiské praci
bylo zvySeni hydrodynamického tlaku v nadobce se vzorkem realizovano tak, Ze nadobka
se vzorkem byla na definovanou dobu zvednuta do urcité¢ vySky v oproti vystupnimu konci
kapilary v koncové elektrodové naddobce. Vzorek byl nadavkovan tlakovym rozdilem:

Ap = Ahpg ©)
kde Ah je vySkovy rozdil hladin kapaliny v nadobce vzorku a v elektrodové nadobce s vystupnim
koncem kapilary (obvykle 5 — 10 cm), p je hustota roztoku vzorku a g je gravitacni zrychleni.

Davkovanti je tedy ovlivnéno subjektivnim pfistupem experimentatora [28].
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3  Experimentalni ¢ast

3.1 Priprava vzorku

Vzorkem pro jednotlivé metody stanoveni vapniku byly Sumivé tablety Vapnik + vitamin
D3 ,,Optisana® (Kriiger) ziskané v bézné obchodni siti. Dle etikety obsahuje 1 tableta 500 mg Ca.
Jedna tableta potravinového dopliku byla rozpusSténa v asi50ml 0,2M HNO:s.
Po jejim rozpusténi byly z roztoku odstranény bublinky plynu 10ti minutovou sonikaci. Poté byl
roztok kvantitativné preveden do 100,0ml odmérné baiikky a doplnén po rysku destilovanou
vodou. Tento roztok, obsahujici dle informace na etiketé 5 mgml ' Ca, byl pouzit ke stanoveni

vapniku pouzitymi metodami a nazyvan dale zakladnim roztokem.

3.2 Chelatometricka titrace

3.2.1 Chemikalie

Chelaton III dihydrat, p. a. (Lach:ner); indik4tory - xylenolova oranz 1:100 s NaNO;
(Lachema); eriochromcerii T 1:100 s NaCl; pevny urotropin, p. a. (Lach:ner); Schwarzenbachtiv
pufr (pH = 10, smés NH4Cl + HN4OH); dusi¢nan olovnaty, p. a. (Lach:ner); HNOs, p. a. 65%
(Lach:ner), deionizovana voda (Milli-Q Plus, Millipore, USA).

Pro titraci byl piipraven roztok chelatonu III (¢ = 0,05 moll"); roztok HNO; (¢ =1 molT'a
¢=0,2 moll™).
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3.2.2 Standardizace EDTA - pracovni postup

Roztok chelatonu III byl standardizovan na dusi¢nan olovnaty podle R. Pfibila [4]. Bylo
odvazeno asi 0,13 g dusi¢nanu olovnatého pfesné. Piesné navazky jsou uvedeny v tabulce 1.
Dusi¢nan byl rozpusStén v 50 ml vody okyselené nckolika kapkami 1M HNOs;. Po piidani
xylenolové oranze bylo upraveno pH tuhym urotropinem do vzniku fialového zabarveni.
Roztok byl titrovan odmérnym roztokem chelatonu III do citronové Zlutého zabarveni. V tab. 1

je uvedena spotieba a presné vypocitané vysledné koncentrace roztoku chelatonu III.
3.2.3 Stanoveni vapniku v tableté potravinového dopliikku - pracovni postup

Do titrac¢ni baniky byly pistovou pipetou odpipetovany 3,0 ml zékladniho roztoku vzorku,
pfidano cca 50 ml destilované vody, 10 ml Schwarzenbachova pufru a eriochromcern T
jako indikator. Tento roztok byl titrovan roztokem chelatonu III zrtZového do modrého
zabarveni. V tab.2 jsou uvedeny spotieby chelatonu a pfesné¢ vypocitany obsah véapniku

v jedné tabletg.

3.3 Atomova absorp¢ni spektroskopie

3.3.1 Aparatura

Me¢fteni byla provadéna na pfistroji AAS 3 (Carl Zeiss, Jena), pii vinové délce 422,7 nm,
Sifce Stérbiny 0,50 nm a zhavicim proudu vybojky 9 mA. Stanoveni byla provadéna v plameni
acetylen — oxid dusny o prutoku acetylenu 180 1hod a oxidu dusného 65 /hod,
ptistroj byl nulovan na deionizovanou vodu. Za stejnych podminek bylo provedeno méteni

1 v plameni acetylen — vzduch.
3.3.2 Chemikalie

Dusi¢nan draselny, p. a (Lachema), roztok KNO; (¢ = 10 mgml ' K"); roztok standardu
ASTASOL-Ca (¢ =0,1 mgml ' Ca®*, Analytika spols.r.0.).
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3.3.3 Pracovni postup

Roztok véapniku pro méfeni metodou standardniho pfidavku byl pfipraven piefiltrovanim
zakladniho roztoku tablety. Pistovou pipetou bylo pipetovano 0,40 ml tohoto roztoku do 100 ml
odmérné baiiky a doplnéno po rysku, coz odpovida koncentraci asi 0,02 mgml . Do &tyf 50ml
odmérnych banck pak bylo postupné napipetovano sklenénou pipetou 2,5 ml takto pfipraveného
roztoku, aby vyslednia koncentrace vapniku byla asi 1 pgml'a 10,0 ml roztoku KNO;
(vysledna koncentrace 2 mg'ml ). Do prvni baiiky nebyl p¥idan standardni roztok o koncentraci
0,1 mgml ', do druhé bylo pfidano 0,5 ml tohoto roztoku, do tieti baiiky 1,0 ml a do &tvrté
1,5 ml tohoto roztoku. VSechny baiiky byly doplnény po rysku vodou, takZe koncentrace
standardu Ca®" v kalibra¢nich roztocich byla 1 pgml ™', 2 pgml'a 3 pgml .

Spektrofotometr udaval hodnotu priméru ze tii méfeni s pfisluSnou smérodatnou

odchylkou. Ziskand experimentalni data jsou v tab. 3 a 5.
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3.4 Kapilarni zonova elektroforéza

3.4.1 Aparatura

Me¢éfeni byla provadéna na laboratorné zhotovené elektroforetické aparatute, viz obr. 5.
Tato aparatura byla slozena z plastového blocku (1), kde byl upevnén davkovaci konec separacni
kapilary (Polymicro Technologies, USA), o celkové délce kapilary 61 cm, délce kapilary
k detektoru 53 cm a vnitinim pruméru kapildry 75 um (2). V tomto blocku byla upevnéna
ivialka (3) se vzorkem ¢i pufrem a hadicka z injekéni stiikacky (4) umoznujici zvysit tlak
vzduchu nad hladinu roztoku v davkovaci nadobce pii promyvani kapilary. Nad blockem
byl umistén Casovac s ¢idlem (5), nastaveny na piesnou dobu davkovani. Davkovaci zafizeni
bylo upraveno tak, Ze umoznilo davkovani ru¢nim zptisobem, tj. zvednutim davkovaciho konce
kapilary k tomuto Casovaci. Vystupni konec kapilary byl v pufru v koncové nadobce (6).
Pro detekci vapniku byla pouZita bezkontaktni vodivostni detekce C'D, tj. jedna &ast dualniho
detektoru, UV/C'D (7). Separaéni napéti bylo odebirano z vysokonap&tového zdroje (8)
(upraveny zdroj Spellman CZE 2000); meéteni byla provddéna pii napétich 17 —30 kV.
Z bezpecnostnich diivodl nebylo mozZno piipojit elektrody na vysoké napéti do té doby, nez byla
uzaviena ochrannd plexisklova dvitka (9) zamezujici kontaktu obsluhy s ¢asti aparatury

pod vysokym napétim.

Obr. 5. Laboratorni elektroforeticka aparatura.

1 — plastovy blocek, 2 — separa¢ni kapilara, 3 — vialka se vzorkem, 4 — injek¢ni stiikacka,
5 — cCasova¢, 6 — koncova nadobka, 7 — detektor, 8 — vysokonapétovy zdroj, 9 — ochranna

plexisklova dvitka
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3.4.2 Chemikalie

Separacni pufr byl roztok 20 mM kyseliny 2 - morfolinoethansulfonové (MERCK) +
20 mM L-Histidinu (MERCK). Dal8imi roztoky byly chlorid vépenaty (Lachema) a standardni
roztok ASTASOL-Ca (¢ = 0,Ilmgml " Ca®"; Analytika spol s.r.0.)

3.4.3 Pracovni postup

Kfemenna kapildra byla prfed zafadtkem méfeni aktivovana 0,1 M NaOH,
jenz byl v kapilate ponechan asi 10 minut a poté 10 minut vymyvan deionizovanou vodou
a nasledné byla kapilara proplachnuta pufrem. Kapilara zistala naplnénéd pufrem pifi spusténém
separacnim napéti do ustaleni odezvy detektoru. Poté byl do kapilary hydrodynamicky davkovan
roztok vzorku.

Pfed davkovanim byla vialka spufrem vyménéna =za vialku se vzorkem.
Vzorek byl davkovan zvednutim davkovaciho konce kapilary do definované vysky nad vystupni
konec na stanovenou dobu. Davkovano bylo zvednutim kapilary o 10 cm na dobu 12s.
Po naddvkovani byla vyménéna vialka se vzorkem za vialku seseparatnim pufrem
a bylo spusténo vysoké napéti a nastartovana separace. Po separaci vzorku byla kapildra vzdy
promyta separa¢nim pufrem.

Nejprve byla zjistovana elektroforeticka mobilita Ca*" iontu pfi riizném separaénim
napéti. Modelovy roztok chloridu vapenatého o koncentraci 0,8 pg'ml'byl méfen pii napéti 17;
20; 22; 24 a 30 kV. Elektroforetickd mobilita byla vypocitana podle vztaha (9) — (11) [29],
separa¢ni U¢innost byla vypocitdna ze vztahu (14). Ziskand experimentdlni data a vysledky

jsouvtab.7a8.
'L

=y )
I'L

Heof =55 (10)

Uerr = Ui — Heof (11)

kde u; je aktualni mobilita iontu [cm’s 'V '], Ueor Je mobilita zény bez naboje
[em® s V], Uey je efektivni mobilita [em’ s V'], tmigr J€ migracni Cas prisluSného iontu [s],
teor je doba za kterou dojdou neiontové latky k detektoru (,,watter-gap*) [s], / je délka kapilary
k detektoru [cm], L je celkova délka kapilary [cm] a U je separacni napéti [V].
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Rovnice (9) a (10) 1ze upravit do tvaru

'L 1
Uy=-=.z
t

”m (12)

Zavislosti U na 1/¢ je ptimka, z jejiZ smérnice lze urcit p. Teoretickou efektivni mobilitu lze urcit

ze vztahu (13) [30]

p)
Herr =7 (13)

kde A je iontova vodivost Ca*" iontu (59,5 S cm*mol™ a F Faradayova konstanta.
J y

Separac¢ni ucinnost N byla vyjadiena jako pocet teoretickych pater

N =554 (nery? (14)
1
2

kde wy,, je Sitka piku v poloviné vysky. Experimentélni data a vysledky jsou v tab. 9.

Pfi stanoveni véapenatého iontu bylo pistovou pipetou pipetovano 0,40 ml zakladniho
roztoku do 100ml odmémé baiky a doplnéno po rysku, coz odpovida koncentraci
asi 0,02 mgml . Do kazdé 10ml odmérné baiiky bylo pipetovano 0,4 ml tohoto roztoku vzorku
tak, aby zde byl roztok vzorku vapniku o koncentraci asi 0,8 pg'ml . Prvni baiika obsahovala
jen vzorek véapniku. Do druhé banky bylo pfiddno 100 pl, do tieti 200 ul a do Ctvrté 400 pl
standardniho roztoku véapniku, takZe koncentrace standardu v jednotlivych batikach
byla Opugml', 1pgml’, 2 pgml' a 4 pgml ' Viechny baiiky byly doplnény po rysku
deionizovanou vodou. Méfeni bylo pro kazdou sadu roztokd provedeno cCtyfikrat pfi napéti
20 kV.

Pik kationtu byl zaznamenan bezkontaktni vodivostni detekci. Ve vyhodnocovacim
programu CSW 1.7 (DataApex) byl odecten migracni cas, plocha a vySka piku.

Experimentalni data a vysledky jsou v tab. 10.
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3.5 Statistické vyhodnoceni vysledki a pouzité vztahy

Pro statistické zpracovani vysledku byly pouzity nasledujici vztahy [31]:

Rozpéti:

R = Xmax = Xmin (15)
Smérodatna odchylka:

s=k, R (k~0,485) (16)
Relativni smérodatna odchylka:

S, = % (17)
Interval spolehlivosti:

L=K,R (K4,=0,72) (18)

V instrumentélnich metodach byla pouzita kalibraéni metoda standardniho ptidavku

a obsahu véapniku c [g/tbl] z linearnich kalibracnich grafii byl vypocitan ze vztahu:

c=—E% . edeni (19)
sSmernice
Srovnéni vysledkl metod bylo provedeno pomoci Welchova ¢ testu (t,=3,18) [32].
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4  Vysledky

4.1 Chelatometrické stanoveni

Obecné bylo chelatometrické stanoveni podrobné popsano v kapitole 2.1.

4.1.1 Standardizace EDTA

Roztok chelatonu III byl standardizovan vySe popsanym zplisobem. Experimentalni data

a vyslednd koncentrace jsou uvedeny v tab. 1.

Tab. 1: Standardizace chelatonu I11.

Navazka Pb(NOs), [g] Spotieba chelatonu III [ml] Koncentrace [mol/L] Faktor

10,1321 7,75 0,0515 1,030
20,1324 7,80 0,0513 1,026
30,1315 7,70 0,0516 1,032
4 0,1329 7,80 0,0514 1,028
x 0,1322 7,76 0,0515 1,029

4.1.2 Stanoveni vapniku v tableté potravinového dopliikku

Spotieba chelatonu III pro stanoveni obsahu vapniku v tableté potravinového doplitku

a vypocitany obsah vapniku je uveden v tab. 2.

Tab. 2: Chelatometrické stanoveni vapniku v tableté.

Spotieba chelatonu III [ml] Obsah vapniku [g/tbl]

6,90 0,474
6,95 0,477
7,00 0,481
6,95 0,477
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Statistické zpracovani vysledkl ¢tyf opakovanych titraci:
x = 0,477 g/tbl
s =0,485 - 0,007 = 0,003

=299 100% = 0,63%

51 = a7
Li>=0,72 - 0,007 = 0,001
Vysledny obsah véapniku v tablet¢ potravinového dopliku
chelatometrickou titraci je

Ws = % + Ly, = 0,477+ 0,001 g/tbl
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4.2  Stanoveni vipniku atomovou absorpéni spektroskopii

Stanoveni véapniku metodou AAS bylo popsano vysSe. Zméfena data absorbance
v plameni acetylen — oxid dusny jsou uvedend v tab. 3, pro plamen acetylen — vzduch jsou data
uvedena v tab. 5. Vysledny obsah véapniku stanoveny touto metodou v plameni acetylen — oxid

dusny je uveden v tab. 4, pro plamen acetylen — vzduch v tab. 6.

Tab. 3: Experimentdlni data pro stanoveni vapniku metodou atomové absorpéni

spektroskopie v plameni acetylen — oxid dusny.

Vzorek Vzorek +1 pg/ml Vzorek +2 pg/ml  Vzorek + 3 pg/ml

0,137 0,257 0,358 0,468
0,132 0,250 0,349 0,457
0,130 0,245 0,343 0,448
0,128 0,242 0,337 0,447

absorbance

koncentrace Ca?" [pug/ml]

Obr. 6: Ptiklad kalibra¢ni pfimky pro stanoveni vapniku metodou atomové absorpéni
spektroskopie. Pfimka bude vypadat shodné pro plamen acetylen — oxid dusny i plamen acetylen

— vzduch.
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Tab. 4: Parametry kalibra¢ni pfimky vapenatého iontu v plameni acetylen — oxid dusny

atomové absorpcni spektrometrie sestavené ze ¢tyt kalibrac¢nich bodi, viz obr. 6.

Smérnice Usek Obsah vapniku [g/tbl]
0,1094 (+0,003) 0,1409 (+0,005) 0,644
0,1074 (+0,003) 0,1359 (+£0,005) 0,633
0,1052 (£0,002) 0,1337 (£0,004) 0,635
0,1052 (£0,002) 0,1307 (£0,005) 0,621
Ptiklad vypoctu:

usek . ., __ 0,409 , 100 50\ _

€ = mérnice Fedéni = 0,1094 ( 0 0,4 2,5) = 0.644 g/tbl

Statistické zpracovani vysledkt ¢tyf opakovanych méfeni plamen acetylen — oxid dusny:

x= 0,633 g/tbl
5=0,485 - 0,023 =0,011

S = 202, 100% = 1,74%

ST =T 0633
Li,=0,72-0,010 = 0,007
Vysledny obsah véapniku v tableté potravinového doplnku, w., stanoveny atomovou
absorp¢ni spektrometrii pfi pouziti plamene acetylen — oxid dusnaty

wy =% + Ly, = 0,633 +0,007 g/thl

Tab. 5: Experimentdlni data pro stanoveni vapniku metodou atomové absorpéni

spektroskopie v plameni acetylen — vzduch.

Vzorek Vzorek +1 pug/ml Vzorek + 2 pg/ml  Vzorek + 3 pg/ml

1 0,040 0,071 0,097 0,123
2 0,039 0,070 0,095 0,121
3 0,039 0,070 0,095 0,121
4 0,039 0,070 0,095 0,122
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Tab. 6: Parametry kalibra¢ni pfimky vapenatého iontu v plameni acetylen — vzduch

atomové absorpcni spektrometrie sestavené ze ¢tyt kalibra¢nich bodi, viz obr. 6.

Smérnice Usek Obsah vapniku [g/tbl]
0,0275 (+0,001) 0,0415 (+£0,002) 0,755
0,0271 (£0,001) 0,0406 (+0,002) 0,749
0,0271 (£0,001) 0,0406 (£0,002) 0,749
0,0274 (+0,001) 0,0404 (+£0,002) 0,737
Ptiklad vypoctu:

usek . v, __ 00415 , 100 50\

€= smeérnice Fedeni = 0,0275 ( 0 0,4 2,5) =0.7535 g/tbl

Statistické zpracovani vysledkt ¢tyf opakovanych méfeni plamen acetylen — vzduch:

x= 0,748 g/tbl
5=0,485 - 0,018 = 0,009

£ = 299 100%=1,20%

ST =% T 0748
Li,=20,72 -0,009 = 0,006
Vysledny obsah véapniku v tableté potravinového doplnku, w., stanoveny atomovou
absorpcni spektrometrii pfi pouziti plamene acetylen — vzduch

wy =% + Ly, =0.748 +0,006 g/tbl

Jak je vidét z vysledki obou méfeni, slozeni plamene ma vliv na zmétenou koncentraci

vapniku ve vzorku.
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4.3 Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

Obecné byla popsana CZE v kapitole 2.3.

4.3.1 Zjisténi elektroforetické mobility Ca** iontu méfenim migraéniho ¢asu

pri rizném separaénim napéti

Byly zméteny migracni Casy pii riznych separacnich napétich a znich vypocteny
zévislosti 1/Ca*" ¢ migr @ 1/t cor uvedené v tab. 7. Z téchto hodnot byl sestrojen graf zavislosti
1/tmigr a 1/teor na separaCnim napéti U, ktery je na obr. 7. Ze ziskanych smérnic uvedenych
v tab. 6, byla podle rovnice (11) vypocitana efektivni mobilita. Pro porovnani byla podle rovnice
(13) vypoctena teoretickd hodnota mobility ztabelovanych hodnot vodivosti iontt.

Experimentalni a vypocitana mobilita jsou téméf shodné.

Tab. 7: Experimentalni data pro urceni elektroforetickych mobilit.

UIV] I[pA] Ca™ tmig[s] 1/Ca™ fmigr [1/8] teot[s]  1/f cor[1/5]
gl gl

17000 5 224,40 0,0044563 633,30 0,0015790
20000 7 192,90 0,0051840 612,18 0,0016335
22000 7 173,22 0,0057730 529,98 0,0018869
24000 8 155,40 0,0064350 467,82 0,0021376
30000 10 116,52 0,0085822 338,58 0,0029535
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Obr. 7: Zavislost reciproké hodnoty migracniho €asu, fmigr (Etverecky) a rychlosti

elektroosmotického toku, z.or (puntiky) na separa¢nim napéti.

Smérnice zavislosti 1/t a 1/t.r z Obr. 7 jsou uvedeny v tab. 8, kde jsou i1 vypocitané
ptislusné mobility. Efektivni mobilita byla vypoctena podle rovnice (11).

Ueff = Hi— Ueof = 10,43-10% - 4,.28-10*=6,15-10*cm’s ' V!

Tab. 8: Vypoctena mobilita v zavislosti na velikosti napéti dle rovnice (9) a (10).

smérnice u [em’s ' V']
Vtmige  3,226-107  10,43-107
Vit 1,324:107 4,28-10"

Teoreticka hodnota mobility podle rovnice (13)

_A_ 595 _ T R QS
Heff =% = 3¢ aoe 6,17 -10 "ecm"s " V_
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Dale byla zjiStovdna separacni ucinnost dle rovnice (14). Experimentalni data
a vypocitané hodnoty poctu teoretickych pater jsou vtab. 9. Na obr. 8 je zavislost poctu
teoretickych pater na separacnim napéti. Se zvySujicim se napétim separacni Uc¢innost roste,
ale jen do urcité miry. Pfi velmi vysokém napéti protéka kapilarou vyssi proud, generuje se vice

r r . J4 + - ven ot ~ v 7w y
Jouleova tepla. Zony latek, kde je zona Ca®* iontu, se rozsifuji, takze separaéni uéinnost klesa.

Tab. 9: Experimentalni data ziskand vyhodnocenim elektroferogramii pfi rizném napéti.

Vypocitany pocet teoretickych pater a separacni ti€innost vyjadiena jako pocet teoretickych pater

na jednotku délky.
U[V] Ca™ twmig[s] wamls] N N/m
17 000 224,40 2,28 53664 87974
22 000 173,22 1,68 58 896 96 551
24 000 155,40 1,50 59 161 96 985
30000 116,52 1,20 52233 85628
100000 . . . ' v T v Y
" -
95000 |-
£
= 90000 | ]
]
|
85000 |
15000 20000 25000 30000
UlV]

Obr. 8: Zavislost separacni G€innosti na napéti
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4.3.2 Stanoveni vapniku metodou standardniho piidavku

Byly méteny ctyii sady méteni, vysledky prvni sady méfeni jsou pro ilustraci uvedeny
v tab. 10. Z téchto vysledkd byl vytvoten graf na obr. 9 a ziskdny smérnice a sek kalibra¢ni
piimky. Z takto uréenych dat byla dle rovnice (19) vypoéitana koncentrace Ca*" ve vzorku.
Dalsi sady méteni byly zpracovany stejnym zptisobem, vysledné parametry kalibra¢nich pfimek

jsou uvedeny v tab. 11.

Tab. 10: Median naméfenych experimentdlnich hodnot ze ctyf opakovanych méfeni
pro stanoveni obsahu véapniku metodou standardniho ptidavku. Piiklad experimentalnich dat

jedné sady méfeni.

Ca”' tmig [s] A [mVs] h[mV]

vzorek 188,82 10,0727 6,351
Vzorek+ 1 st 189,24 27,9804 12,400
Vzorek +2 st 190,20 42,2929 15,942
Vzorek +3 st 189,96 60,6969 19,391
80 v T v T v T Y T
60 = |
)
= -
£ a0}
< -
<
Q
O
o, 20 F
O [ " [ " [
0 2 4

koncentrace standardniho ptidavku [pg/ml]

Obr. 9: Piiklad kalibra¢ni pfimky plochy piku pro stanoveni vapniku metodou

standardniho pfidavku, méfenou kapilarni zonovou elektroforézou.
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Tab. 11: Parametry kalibra¢nich pfimek ploch piku vapenatého iontu stanovené kapilarni

zoénovou elektroforézou.

Métena sada  Usek Smérnice Obsah vapniku [g/tbl]
1 10,922 (£0,796) 15,261 (+0,348) 0,437
2 12,873 (£6,228) 18,031 (+4,824) 0,446
3 10,677 (£2,401) 16,350 (£1,865) 0,408
4 11,237 (£1,483) 15,190 (£1,150) 0,462

Ptiklad vypoctu:
usek v 3. o, 10,922 _ 100 10 _
¢ = 0 jedéni = 102 - (100 - T2 - 28) = 0437 g/tbl

Statistické zpracovani vysledki ¢tyf opakovanych méteni:

X=0438 ¢

s=0,485 - 0,054 = 0,026

s, =2 = 222%.100% = 5,94%
X 0,438

L., =072 - 0,026 = 0,019

Vysledny obsah véapniku v tableté¢ potravinového doplnku, w;s, stanoveny kapilarni

elektroforézou

wy=% + Ly, =0438 +0,019 g/thl
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4.4 Srovnani vysledki

Velmi cCastou metodou pro urfeni anorganickych iontli je atomova absorpéni
spektrometrie, proto byla pouZita pro srovnani vysledk s kapilarni elektroforézou.

V plameni acetylen — oxid dusny vySel obsah vapniku 0,633 g na tabletu,
v plameni acetylen - vzduch dokonce 0,748 g na tabletu. Protoze deklarovany obsah véapniku
na tabletu je 0,500 g, tyto vysledky jsou ziejmé& chybné a atomova absorpéni spektrometrie
byla vyhodnocena jako nevhodna metoda pro stanoveni vapniku v matrici nami analyzované
tablety.

Historickou metodou stanoveni vépniku vroztoku je chelatometricka titrace.
Titrace je metoda pfesnd, avSak subjektivni. Pro naSe Ucely srovnani metod s kapildrni zénovou
elektroforézou vsak byla dostacujici. Chelatometricky bylo v tableté stanoveno 0,477 g véapniku.
Toto odpovida 95,5 % deklarovaného obsahu na obalu tablety.

Kapildrni zénovou elektroforézou s bezkontaktni vodivostni detekci byl stanoven obsah
vapniku metodou standardniho ptridavku. Obsah vapniku byl 0,438 ¢ na jednu tabletu,
coz odpovida 88,4 % deklarovaného obsahu na obalu tablety.

Pro ovéfeni shodnosti vysledkti ziskanych chelatometrickou titraci a kapilarni zéonovou
elektroforézou byl pouzit Welchtv ¢ test. Byl pouZit online calculator [32], ktery srovnal metody
a vyhodnotil pravdépodobnost shodnosti vysledkli. Vysledek ¢+ = 3,415 pro stupenn volnosti 3
je vétsi nez kritickd hodnota ¢ = 3,18.

Bylo zjisténo, ze hodnota Welchova ¢ testu pro srovndni riznych metod je vétsi
nez kritickd hodnota, proto je odliSnost vysledkii statisticky vyznamna. Toto je zplsobeno
pouzitim rozdilnych metod. Neni mozno fict, kterd metoda je spravnéjsi, protoZe neni zndma

skutecnd hodnota obsahu vapniku.
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5 Z.avér

Kapildrni zoénovou elektroforézou byla urcena elektroforetickd mobilita modelového
Ca’" iontu méfenim migraéniho asu pfi riizném separaénim napéti. Tato hodnota se shoduje
s hodnotou vypocitanou z tabulek.

Dale byla zjisténa u¢innost separacni kolony pii rozdilném separa¢nim napéti.

Stanoveni obsahu vapniku v tablet¢ potravinového doplinku bylo provedeno
chelatometrickou titraci, atomovou absorp¢ni spektrometrii a kapilarni zéonovou elektroforézou.
Pro vyhodnoceni vysledkii atomovou absorpéni spektrometrii a kapilarni zénovou elektroforézou
byla pouzita metoda standardniho pfidavku. Chelatometrickou titraci a kapildrni zénovou
elektroforézou se podaftilo urcit obsah vapniku blizky hodnoté uvedené na etiketé potravinového
dopliku. Vzhledem ktomu, Ze neni zndma skute¢nd hodnota obsahu vapniku v dopliku,
jen hodnota uvedend na etiketé, nelze otestovat shodu nalezenych vysledki se spravnou
hodnotou. Tyto metody lze vSak povazovat za vhodné ke stanoveni vapniku v potravinovych
doplncich.

Atomovou absorpcni spektrometrii se ndm nepodafilo urcit obsah vapniku v tableté.
Tento neuspéch byl zfejmé zpiisoben tim, ze atomova absorpcni spektrometrie nedokaze potlacit
vliv matrice. Pfi této metod¢ nedochazi k separaci latek, proto zde interferovaly dalsi latky,
které potravinovy dopln€k obsahoval. Jako nejpravdépodobnéjsi se jevi hypotéza karamelizace
sladidla na zhavici vybojce, ktera by mohla zptsobit faleSnou vyssi koncentraci.

Hlavnim cilem této bakalarské prace bylo vyzkouSeni stanoveni obsahu vapniku
v praktickém vzorku — v tableté potravinového doplitku, riznymi analytickymi metodami -
kapilarni zénovou elektroforézou, atomovou absorpéni spektrofotometrii a chelatometrickou

titraci. Tento cil byl splnén.
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