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1. Uvod



Elektroforeza je separacijska metoda analiticke kemije koja je koriStena za separaciju
komponenata smjese. Danas ova metoda obuhvaca vrlo Siroko podruéje, a buducéi da se
stalno razvija i unaprijeduje sve ¢eSCe se susre¢emo s njenim novim tipovima. Zbog svoje
jednostavnosti elektroforeza se koristi u analitici u odredivanju kationskog i anionskog
sastava neke smjese. Elektroforeza takoder ima i Siroku primjenu u biokemiji i molekularnoj
biologiji u analizi kompleksnih molekula kao §to su proteini, nukleinske kiseline, a isto tako
i u separaciji jednostavnih molekulskih vrsta (nabijene molekule $ecera, aminokiseline,
peptidi, nukleotidi, jednostavni ioni). Elektroforeza se stalno razvija te ima za cilj
pronalazak metoda ¢ije su karakteristike niska cijena, mala veli¢ina uredaja, kratko vrijeme
analize, prenosivost i ekoloska prihvatljivost. Tip elektroforeze koji u najvecoj mjeri
zadovoljava te uvjete je kapilarna elektroforeza. Budu¢i da se danas u svemu, pa i u kemiji,
tezi ka pojednostavljenju svake metode i minijaturizaciji uredaja to je potaklo i
minijaturizaciju kapilarne elektroforeze te se razvila njena nova podvrsta, tzv. elektroforeza

na mikroc€ipu.

Cilj ovog rada je ispitati moguénost razdvajanja kationa u uzorcima prirodnih voda
pomodu elektroforeze na mikroc¢ipu sa C*D detektorom te odrediti koji se kationi nalaze u

uzorcima.



2. Literaturni pregled



2.1. VODA | SASTAV VODE

Voda kao najrasprostranjenija tekuc¢ina na Zemlji (70 % ukupne povrSine Zemlje) je
ujedno i najvaznije otapalo. To je otopina u kojoj se nalaze otopljeni plinovi, krute tvari i

tekucine. Otopljene tvari u vodi mogu se podijeliti u pet skupina:

1. Otopljeni plinovi (Oz, N2, CO2, SO2, NO, NO2, H2, CHa4, H2S, He, Ar)

2. Otopljeni ioni (kationi, anioni)

3. Otopljene biogene tvari (ulaze u sastav vode zbog metabolickih aktivnosti
organizma; CO2, H20, NHs, H.S, NO3)

4. Otopljeni mikroelementi (otopljene krute tvari kojih ima u vrlo malim koli¢inama;
otopljeni kationi teskih metala)

5. Otopljene organske tvari (potjeu od produkata raspada organizama, produkata

naftnih i komunalnih oneciscenja)

Molekula vode (Slika 1.) se sastoji od dva atoma vodika koji, vezani na atom Kkisika,
zatvaraju kut od 104,45° te su zajedno s nepodijeljenim elektronskim parovima kisika

tetraedarski rasporedeni.

DIPOLNI
MOMENT

Slika 1. Molekula vode [1].

Molekula se ocituje svojom polarnoSc¢u, Sto je posljedica neravnomjerne razdiobe naboja
unutar molekule, stoga je pogodno otapalo za polarne tvari. Zbog znacajne razlike u
elektronegativnosti vodikova i kisikova atoma molekula vode je razmjerno jaki dipol, zbog
cega molekule vode i u tekucem i u ¢vrstom stanju grade nakupine molekula medusobno

povezane vodikovim vezama. Tendencija stvaranja vodikovih veza daje vodi jedinstveno
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svojstvo koje je u opreci ocekivanju da je tvar najguséa u krutom stanju, a u tekucem
najrjeda. Kao krutina led je strukturiran kao kristal, pri ¢emu kristalnu resetku drze vodikove
veze. Uobicajena forma leda je heksagonalna neplanarna struktura pri ¢emu se javljaju velike
Supljine u kristalnoj mrezi koja je opravdanje za smanjenu gustocu vode u krutom stanju. U
tekucoj vodi molekule su nestabilne i nasumicéne, a u ledu one tvore pravilnu tetraedarsku
strukturu. Naslici 2. su prikazane molekule vode s vodikovim vezama u 3 razlicita agregatna

stanja.

(e g)PLINOVITO
® @
&
TFKUEF Q%e
@ KRUTO

Slika 2. Molekule vode u tri razli¢ita agregatna stanja: plinovito, tekuce i kruto [2].

Voda u sebi, ovisno o svom porijeklu i nalaziStu, sadrzi otopljene soli u razli¢itim
koncentracijama. Ioni &ija je prisutnost moguéa u vodama su Na*, K*, Ca?*, Mg?*, HCOs,
NOs", SO4% i CI". Elementi koji su moguéi u manjim koncentracijama jesu: Fe, Mn, Al, Ni,
Zn, Cu i Cr, dok je za otpadne vode karakteristi¢no da sadrze povecanu koncentraciju NHs"
iona. Na Zemlji voda ¢ini oceane, rijeke, jezera, oblake i polarne kape. U tablici 1. je

navedena njena cjelokupna rasprostranjenost te postotak zastupljenosti u razlic¢itim oblicima.

12



Tablica 1. Ukupna rasprostranjenost vode na Zemlji.

morska voda 96,652 %
polarni led i ledenjaci 1,702 %
podzemna voda 1,631 %
povrsinska voda (jezera i rijeke) 0,013 %
voda u tlu 0,001 %
voda u atmosferi 0,001 %

U morske vode spadaju vode mora i oceana i njena zastupljenost obuhvaéa 97 % sveukupne
vode na Zemlji. Ta ¢injenica nam govori da vode ostalih porijekla, kao i pitke, ima na Zemlji
vrlo malo. Zbog prisutnosti Ca i Mg u obliku klorida i sulfata kao i velikih koli¢ina ostalih

otopljenih soli (vise od 35 g/L) ova voda je izrazito tvrda.

Pitka voda je potpuno prozirna, bistra te bez mirisa i boje. Njen karakteristican okus potjece
od otopljenog kisika, ugljicnog dioksida i topljivih soli (NaCl, NaHCO3). Ukoliko sadrzi
kalcijev bikarbonat (Ca(HCO3)z2), kalcijev klorid (CaCl.) i kalcijev sulfat (CaSOa) naziva se
tvrdom vodom. Kao vode za pice najcesce se koriste izvorske vode (npr. Jamnica, Jana i dr.)

koje se crpi direktno s izvora i samo su procis¢ene od eventualnih necistoca.

Oborinska voda dio je oborina, koje se, ispirué¢i povrsine, izravno ili neizravno slijevaju u
vodne sustave. Voda ovog porijekla sadrzi prasinu i nesto otopljenih plinova iz atmosfere i
moguce su vrlo male koliine otopljenih soli, a zbog sve veceg oneciS¢enja atmosfere i

zemljiSta znatno oneciS¢uje prirodne vode.

Voda u tlu je voda koju sadrzava tlo u koje je dospjela procjedivanjem ili upijanjem. Moze

biti adehijska, kapilarna ili podzemna voda.

e Adehijska voda, voda gornjeg sloja tla

e Kapilarna voda, voda koja ispunjava najuze pore tla zbog djelovanja
povrsinske napetosti, pojavljuje se zbog povecanja vlaznosti tla

e Podzemna voda, vode u Supljinama tla

e Arteska voda, podzemna voda koja se pod odredenim tlakom nalazi u

vodopropusnome sloju izmedu vodonepropusnih slojeva

Voda u sebi moze imati otopljeni uglji¢ni dioksid te obilje iona (Na*, Ca*, K*, Mg?*, CI', I,

F") otopljenih u koncentraciji ve¢oj od 1 g/L koji su zasluzni za njen specifi¢an okus i
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svojstva.. Takva voda se zove mineralna voda, a nastala je tijekom stotina tisuca godina,
prodiranjem oborinske vode u zemlju. Oborinska voda, prolazeci kroz slojeve zemlje, se
procis¢avala 1 obogacivala mineralima, elementima u tragovima te uglji¢nim dioksidom iz

dolomita karbonatnog porijekla.

Takoder, voda se moze javiti i kao teska voda. U kemijskom smislu to je deuterijev oksid
(D20), a u prakticnom smislu je naziv za vodu koja je tehnickim postupkom obogacena

deuterijem, odnosno teskim vodikom.

Na nasem planetu osim vode u svim navedenim oblicima, postoji i kao otpadna, koja je
produkt ljudskog djelovanja. Sadrzi u sebi otopljene i suspendirane otpadne tvari iz
domacinstava, industrije i poljoprivrede. Takva voda je toliko onecis¢ena da se ne bi smjela
ispustati u vodne tokove bez prociS€avanja jer predstavlja veliku opasnost za odrzavanje

bioloske ravnoteze u rijekama, jezerima i morima.
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2.2. METODE ODREDIVANJA IONA U PRIRODNIM VODAMA

Kako bi se uspjesno ispitao sastav vode te utvrdile eventualne necisto¢e, metode koje se

danas uspjesno primjenjuju u odredivanju kationskog i anionskog sastava voda jesu:

e lonska kromatografija
o HPLC (engl. High performance liquid chromatography, HPLC)
o Kapilarna elektroforeza (engl. Capillary electrophoresis, CE)
e Spektroskopija
o UVI/VIS spektrofotometrija (engl. UltraViolet-VISible, UV/VIS)
o Atomska apsorpcijska spektroskopija (engl. Atomic absorption spectroscopy,
AAS)
= Plamena apsorpcijska spektroskopija (engl. flame atomic absorption
spectroscopy, F-AAS)
= Induktivno spregnuta plazma spektroskopija (engl. inductively

coupled plasma, ICP)

2.2.1. lonska kromatografija

Kromatografska analiza sluzi za odjeljivanje, identifikaciju i kvantitativno odredivanje
kemijskih sastojaka prisutnih u slozenim smjesama. Za ovu tehniku separacije komponenata
karakteristi¢no je postojanje stacionarne (nepokretne) i mobilne (pokretne) faze. Sastojci
smjese odjeljuju se ovisno o brzinama kojima ih plinovita ili teku¢a mobilna faza nosi kroz
kolonu stacionarne faze [3]. Ionsko izmjenjivacka kromatografija razdvaja sastojke uzorka
s obzirom na njihove razli¢ite afinitete prema ionskoj izmjeni. Sama tehnika odredivanja
bazira se na odvajanju sastojaka eluacijom na sintetskim ionskim izmjenjiva¢ima, nakon
cega slijedi detekcija ispitivanih iona pogodnim detektorom, najcesce konduktometrom. Kao
pokretna faza u ionskoj kromatografiji koristi se voda, koju se crpi iz spremnika s
prigusivacem pulseva i potiskuje dalje kroz sustav. Eventualne necisto¢e se uklanja u tzv.
ionskoj klopci. Uzorak se unosi u tok eluensa koji je noSen strujom pokretne faze kroz

kromatografsku pretkolonu i kolonu unutar koje dolazi do razdvajanja sastojaka uzorka. Pri
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eluiranju manji ioni izlaze prije velikih, a monovalentni prije dvovalentnih i trovalentnih
iona. Na izlasku iz kolone nalazi se detektor za mjerenje odziva. Donja granica detekcije je
<1 ppm, no ona ovisi o eluensu, detektoru, koloni te predtretmanu uzorka. Na slici 3. je

prikazana shema ionskog kromatografskog sustava [4].
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Slika 3. Moderni ionski kromatografski sustav s detektiranjem vodljivosti [4].

U tablici 2. su navedene koncentracije pojedinih kationa u uzorcima otpadnih voda odredene

pomocu IC [5].

Tablica 2. Koncentracije kationa u uzorcima otpadnih voda [5].

KATION KONCENTRACIJA (mg/L)
TEXAS CALIFORNIA NORTH DAKOTA

Litij 14,00 - 49,00

Natrij 4,30 28,00 92,00
Amonijak 50,00 18,00 3,70

Kalij 65,00 130,00 6,20
Magnezij 24,00 540,00 1,60

Kalcij 500,00 2,20 21,00
Stroncij 3,00 - 530,00
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2.2.1.1. HPLC

Pojavom tekuéinske kromatografije razvijaju se nove metode koje se primjenjuje u
preparativne svrhe. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC (engl. High
Performance Liquid Chromatography, HPLC), je nova tehnologija koja koristi mnogo
slozenije uredaje od jednostavnih staklenih kolona koji se primjenjuje u klasi¢noj
tekucinskoj kromatografiji. Time je postignuto krac¢e vrijeme odjeljivanja, sama tehnika

postaje djelotvornija te primjenjivija na puno Siri spektar spojeva [3].

Calisevici i suradnici su primjenom HPLC odredili anione i katione u rumunjskoj pitkoj
vodi. Uzeli su 4 uzorka s razli¢itih podrucja. Vrijednosti dobivenih koncentracija kationa
navedene su u tablici 3 [6].

Tablica 3. Koncentracije kationa odredene pomoc¢u HPLC [6].

UZORCI Na* (mg/L) K*(mg/L) Mg?*(mg/L) Ca?*(mg/L)
A 8,494 5,097 4,68 57,038
B 2,025 3,979 10,861 18,514
C 2,505 1,302 7,285 96,060
D 19,233 2,408 12,137 105,098
DOZVOLJENA 200 12 50 100
GRANICA

2.2.2. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza je moderna tehnika analiticke separacije, podvrsta elektroforeze,
koja sluzi za odvajanje ionskih specija nekog uzorka prema njihovoj veli¢ini (masi) i naboju.
Elektric¢ki nabijene Cestice se gibaju pod utjecajem elektri¢nog polja u uskoj kapilari koja je

ispunjena elektrolitom. Na slici 4. je prikazana shema kapilarne elektroforeze.

KATODA
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H—

H UZORAK

Slika 4. Kapilarna elektroforeza [7].
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Ova metoda separacije ima Siroku primjenu U biotehnologiji za karakterizaciju farmaceutski
dobivenih proteina. Uspjesno razdvaja aminokiseline, peptide, molekule DNA i razne druge

ionske specije.

2.2.3. Spektroskopija

Molekulska spektroskopija ima $iroku primjenu u identifikaciji brojnih organskih i
anorganskih vrsta. Vaznu ulogu ima u kvantitativnoj analizi. Postoje mnoge podvrste
spektroskopije, no u analizi voda bitno je spomenuti dvije najprimjenjivanije. To su UV/VIS

spektroskopija i atomska apsorpcijska spektroskopija.

2.2.3.1. UV/IVIS spektroskopija

UVI/VIS spektroskopijom se odreduje Cestice koje daju valne duljine u vidljivom i
ultraljubicastom spektru. Primjenjiva je za otkrivanje kromofornih skupina (alkeni,
konjugirani alkeni, alkini, karbonili, karboksili, amido-, azo-, nitro-, nitrozo-spojevi, nitrati,
aromatski spojevi) buduéi se kod njih javljaju maksimumi izmedu 200 i 400 nm.

2.2.3.2. Atomska apsorpcijska spektroskopija

Atomsku spektroskopiju se primjenjuje za kvalitativno i kvantitativno odredivanje
elemenata u uzorku. Ova metoda se koristi u analizi metala i metaloida te spada u najvaznije
metode elementarne analizea njena osjetljivost je u ppm podrucju (engl. parts per milion,
ppm), odnosno dijelova na milijun. Ova metoda ima veliku prednost jer se oCituje brzinom,
prikladnos¢u, visokom selektivnos$éu te prihvatljivom cijenom instrumenta. Temelj ove
metode je kvantizirani prijelaz slobodnog atoma u vise energijsko stanje. Takav prijelaz
induciran je apsorpcijom toplinske energije ili energije zracenja. Obuhvaca tri procesa:
atomsku apsorpciju, atomsku emisiju i atomsku fluorescenciju [8]. Prvi korak ove metode
je atomizacija, odnosno proces kojim se uzorak isparava i razgraduje uz nastajanje atomske
pare. Taj korak je i najkriti¢niji jer utjeCe na osjetljivost, preciznost i to¢nost mjerenja [3]. U
tablici 4. su navedene koncentracije prisutnih iona u uzorcima voda odredene pomoc¢u AAS.

Uzorci voda uzeti su sa razlicitih izvora i zdenaca koji pripadaju podzemnim vodama masiva
Kalnika [9].
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Tablica 4. Koncentracije iona u uzorcima voda [9].

KONCENTRACIJA (mg/L)

NALAZISTE Nat* K" Ca* Mg*  NH4
Trstina 09/06 10,6 3,9 122,4 13,2 <0,01
Trstina 04/07 5,3 2,6 75,5 14,3 <0,01

Opusnjak 09/06 9,6 51 1016 16,6 <0,01

Opusnjak 04/07 4,7 2,5 73,7 14,4 <0,01
Podvinje 09/06 12,4 3,5 142 21 <0,01
Podvinje 04/07 6,1 1,9 77,4 14,6 <0,01
Rakovec 09/06 14,5 8,8 136 14,6 0,08
Rakovec 04/07 7 5,8 70,4 14,1 <0,01

Kraljev zdenac 09/06 8,2 0,7 68,4 12,9 <0,01
Kraljev zdenac 04/07 3,3 0,5 66,2 12,6 <0,01

Izvor Vratno 9 1,9 80,8 9,7 <0,01
Mihalj 6,9 1,8 832 7,8 <0,01
Potok Kamesnica 09/06 9 1,9 79,2 10,7 <0,01
Nova buSotina 652 24,4 493 56 0,19
Apatovac 2002 76,4 57,4 64,8 -

Kod odredivanja iona u vodi moguce je koristiti atomsku spektroskopiju temeljenu na
plamenoj atomizaciji (F-AAS) i induktivno spregnutu argonsku plazma spektroskopiju
(ICP).

o F-AAS

U plamenoj atomizaciji vodenu otopinu uzorka se rasprsuje u finu vodenu prasinu

te mijesa s plinovitim gorivom 1 oksidansom koji ga unose u plamen.
e ICP

Masena spektroskopija s induktivno spregnutom plazmom (ICP-MS) je tehnika
u kojoj se induktivno spregnutu plazmu (smjesa kationa i elektrona) koristi kao

ionizacijski izvor, a detektira se masenom spektroskopijom. Osnovne vodljive vrste
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su ioni argona i elektroni. Izborom odgovarajuce rezolucije za pojedini element
postize se maksimalno razdvajanje izotopa koji zelimo mjeriti od mogucih
interferencija. Instrument karakterizira visoka osjetljivost, veliki linearni raspon i
mogucénost paralelnog odredivanja 50 elemenata (multiclementarna analiza). Granice

mijerljivosti su od 1012 do 107 g/L.

U tablici 5. su navedene koncentracije pojedinih kationa u uzorcima voda. Uzorci su
sakupljeni u ozujku 2016. godine, a navedeni kationi odredeni su pomoc¢u ICP-OES

uredaja (engl. inductively coupled plasma optical emission spectrometry, ICP-OES).

Tablica 5. Koncentracije prisutnih kationa u uzorcima voda.

KONCENTRACIJA IONA (mg/L)

UZORAK Cat Mg* K* Na* Li*
Oborinska voda 11,250 15,716 0,036 0,970 0,01066
Vodovodna voda 9,207 2,436 1,645 6,271 0,01141
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2.3. ELEKTROFOREZA

Elektroforeza je elektrokemijski proces u kojemu otopljena tvar ili ¢estica efektivnog
naboja Q putuje u pomoénom elektrolitu pod djelovanjem elektri¢nog polja prema jednoj od
elektroda ovisno o prirodi njenog naboja [10]. Ova metoda separacije takoder predstavlja i
elektroanaliticku metodu kojom se nabijene Cestice razdvajaju i identificiraju u otopini
pomoc¢nog elektrolita. Prvi koji je zamijetio takvo gibanje Cestica je Ferdinand Frederic
Reuss, 1807. godine. On je uocio da Cestice gline rasprSene u vodi migriraju primjenom
elektri¢nog polja te dosao do zakljucka da su ta gibanja prouzrokovana elektricnim poljem,
a odredena su nabojem, veli¢inom (masom) i oblikom molekule. Takoder odreden utjecaj na
njihovo gibanje ima i sam medij (fluid) u kojem se gibanje provodi (njegova viskoznost,

ionska jakost i temperatura) [11].

Sam pojam ,,Elektroforeza‘“ prvi je uveo Michaelis 1909. godine, dok je prvu sofisticiranu
aparaturu i prva razdvajanja razvio Arne Tiselius, 1937.9. On je primijenio elektroforezu na
proteine te uspjesno razdvojio serumske albumine, a, B, i y globuline. Za svoj rad je dobio
Nobelovu nagradu. Prvotno, sam naziv Elektroforeza bio je koristen za migraciju elektricki
nabijenih koloidnih Cestica, no danas ima puno S$ire znaCenje. Nabijene Cestice, osim
jednostavnih koloida, mogu biti i makromolekulski ioni ili agregati veceg broja Cestica [12].
Rezultat elektroforeze je elektroferogram koji je svojstven za svaku elektroforezu. Iz njega

se i§¢itaju sve korisne informacije o separaciji koja se odvijala [13].

Istrazivanje ove metode separacije te zelja za unaprjedenjem i pronalaskom §to boljeg,
isplativijeg i jednostavnijeg na¢ina za njezinu provedbu dovelo je do njenog grananja,
rezultat ¢ega je danasnja Sarolika podjela elektroforetskih metoda, a danas predstavlja jednu

od najkoristenijih tehnika analiticke separacije.
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2.3.1. Teorijska nacela elektroforeze

Pokretljivost nabijenih ¢estica u otopini BGE (engl. background electrolyte, BGE)
ovisi 0:
e velicini, obliku, koncentraciji, elektricnom naboju, stupnju hidracije i
disocijacije Cestice
e viskoznosti, pH, temperaturi i ionskoj jakosti pomo¢nog elektrolita
e jakosti elektri¢ne struje

e vremenu putovanja

Kada se dvije elektrode povezu s izvorom istosmjerne struje nekog napona, izmedu njih se
stvara elektri¢no polje (E) koje djeluje pogonskom silom (F) na ¢esticu sfernog oblika, koja
posjeduje odredenu koli¢inu naboja q. Osnovna pogonska sila elektroforeze (F) moze se

iskazati izrazom:
F=Eq

Gibanju Cestice suprotstavlja se sila trenja (Ft) koja je, prema Stokesovom zakonu za Cestice
sfernog oblika, proporcionalna koeficijentu viskoznosti pomocénog elektrolita (7), radijusu

Cestice (1) 1 brzini kojom se Cestica krece (V):
Fi=6nnrv
Izjednace li se ove dvije sile, Cestica e se kretati konstantnom brzinom (V):

E
Dobiveni izraz potvrduje prethodno spomenutu tvrdnju o pokretljivosti nabijenih Cestica u
elektrolitu, odnosno vidi se da je brzina proporcionalna jakosti elektricnog polja (E) i naboju
Cestice, a obrnuto proporcionalna radijusu Cestice i viskoznosti otopine, iz ¢ega proizlazi da
brzinu separacije moZzemo povecavati povecanjem jakosti elektricnog polja, odnosno napona

medu elektrodama [14].

Jakost elektri¢nog polja (E) je razlika potencijala izmedu elektroda. Opisana je omjerom

napona izvore struje (U) na elektrodama i udaljenosti (d) medu elektrodama, tj. duljinom

kapilare:
E="
d
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Elektroforetska mobilnost (engl. mobility, pokretljivost), «, definira se kao udaljenost (d)
koju Cestica prijede u vremenu (t) pod djelovanjem gradijenta napona (E):
d Vv

H=—=

"TE ili E

Brzina kojom ¢estice putuju opisana je sljede¢im izrazom, gdje je v brzina putovanja iona.
v=uE
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2.3.2. Vrste elektroforeze

Prema tehnici izvodenja te mehanizmu razdvajanja analita elektroforetske tehnike

se, U grubo, mogu svrstati u zonalnu i elektroforezu pomi¢nih granica. U tablici 6. je

prikazan pregled svih elektroforetskih metoda.

Tablica 6. Podjela elektroforetskih metoda.

ELEKTROFOREZA

ZONSKA ELEKTROFOREZA

Elektroforeza na papiru

Elektroforeza na gelu

Tankoslojna elektroforeza

Elektroforeza na acetat-celulozi

ELEKTROFOREZA POMICNIH GRANICA

Kapilarna elektroforeza
Kapilarna zonska elektroforeza (engl.
capillary zonal electrophoresis, CZE)
Kapilarna gel elektroforeza (engl. capillary
gel electrophoresis, CGE)

Micelarna elektrokineticka kromatografija
(engl. micellar electrokinetic
cromatography, MEKC)

Kapilarno izoelektriéno fokusiranje (engl.
capillary isoelectric focusing, CIEF)
Kapilarna izotahoforeza (engl. capillary
isotahophoresis, CITP)

Kiralna kapilarna elektroforeza (engl.
chiral capillary electrophoresis, CCE)
Kapilarna elektrokromatografija (engl.
capillary electrocromatography, CEC)
Mikroemulzijska elektrokineticka
kromatografija (engl. microemulsion

electrocinetic cromatography, MEKC)

Izotahoforeza
Izoelektri¢no fokusiranje

Imunoelektroforeza
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2.3.2.1. Zonska elektroforeza

Zonska elektroforeza je tip elektroforeze kod kojeg nabijene Cestice putuju unutar granica
¢vrstog elektroforetskog nosaca, a naziv je dobila po tome §to je svaka nabijena Cestica
nakon odvajanja izolirana u pojedinacnu zonu na elektroforetskom nosacu. Na
elektroforetsku pokretljivost Cestice i oStrinu odvajanja djeluju razliciti Cinitelji, ovisno 0
vrsti elektroforetskog nosaca, a to su: adsorpcija, nehomogenost i kapacitet elektroforetskog
nosaca, protok pufera mosti¢ima i elektroendoosmoza. Elektroendoosmoza je pojava koja se
javlja tijekom elektroforeze na filtrirnom papiru, acetatnoj celulozi, agaru i obi¢noj agarozi,
a uzrokovana je negativno nabijenim karboksilnim i sulfatnim skupinama papira ili agaroze.
Negativno nabijene skupine imaju tendenciju putovanja prema anodi, ali buduci da je to
onemoguceno jer se nalaze na ¢vrstom mediju stvara se sila koja se uravnotezuje na nacin

da pozitivno naelektrizirane molekule vode putuju prema katodi.

Sam proces odvajanja nabijenih Cestica se provodi u elektroforetskoj kadi s dva puferska
odjeljka spojena katodom i anodom. Kao nosaci se mogu Koristiti papir za filtriranje, acetat-
celuloza, agar, agaroza, Skrob i akrilamid. Nosaci aktivno sudjeluju u postupku odvajanja
djelujuéi na pokretljivost nabijenih estica. Cestice se na nosaéima odvajaju prema gusto¢i
naboja i prema veli¢ini. Nosaci takoder spreCavaju prijenos topline i smanjuju difuziju.
Svojstvo razlikovanja molekula prema veli¢ini pripisuje se njihovom kapacitetu prosijavanja
zbog ¢ega je ovaj uéinak dobio naziv “uéinak molekularnog prosijavanja” [ 14]. Kao najbolji
¢vrsti nosa¢ pokazao se poliakrilamidni gel jer ima najmanje pore te je zbog toga postignuta
bolja rezolucija i veca osjetljivost detekcije (Slika 5.). Papir se pokazao manje uspjeSnim
zbog nejednoli¢nih pora na ¢ijoj povrsini dolazi do adsorpcije mnogih makromolekula i

membrane celuloznog acetata.

ANODA

CUEVIISPUNIENE
GELOM

KATODA

OTOPINA PUFERA

Slika 5. Elektroforeza na gelu [15].
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2.3.2.2. Elektroforeza pomi¢nih granica

Kod ovog tipa elektroforeze, razdvajanje se moze uociti pracenjem pomicanja granica stupca
pojedinih ionskih specija. Razdvajanje se provodi na na¢in da se uspostavi migracija iona iz
otopine analita u drugu otopinu, koja je u izravnom kontaktu s otopinom analita. Putujuci
razli¢itim brzinama kroz drugu otopinu, ionske vrste iz analita se razdvajaju. Princip ovog

tipa elektroforeze je prikazan na slici 6.

otopina pufera elektrode
| / \ ] 1 \J |
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Slika 6. Shematski prikaz elektroforeze u slobodnoj otopini: a) ¢elija napunjena otopinom
pufera i otopinom analita prije elektroforeze, b) ¢elija napunjena otopinom pufera i
otopinom analita nakon elektroforeze [12].

2.3.2.3. Kapilarna elektroforeza

CE (engl. Capillary Electrophoresis, CE) je analiticka tehnika separacije koja se prvi put
javlja 1981.g. Osmislili su je Lukacs i Jorgenson [16] te primijenili kod razdvajanja smjese
peptida i proteina. To otkri¢e imalo je veliku ulogu u prou€avanju ljudskog genoma jer je
vecina sekvence ljudskog genoma odredena pomocu CE. Danas se uspjeSno koristi za
separaciju 1 odredivanje razli¢itih molekula, od enantiomera, aminokiselina, peptida i
molekula DNA pa sve do jednostavnijih ionskih specija. Ova metoda ima veliku prednost
nad ostalim elektroforetskim metodama i opcenito nad svim metodama analiti¢ke separacije,
zbog izrazite brzine izvodenja te malih koli¢ina uzoraka i reagensa §to je Cini ekoloski
prihvatljivom i primjenjivom na Sirok raspon analita [17]. Rocha i suradnici su 2001. godine

primijenili zonalnu kapilarnu elektroforezu s bezkontaktnim konduktometrijskim
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detektorom (engl. contactless conductivity detector, CCD) za razdvajanje iona u oborinskim
vodama Sao Paula u Brazilu. Dobivene vrijednosti koncentracija kationa nalaze se u tablici
7. [18].

Tablica 7. Koncentracije kationa odredene pomocu kapilarne zonalne elektroforeze (engl.

capillary zone electrophoresis, CZE) u oborinskoj vodi Sao Paula u Brazilu [18].

KATIONI KONCENTRACIJA
pmol/L pg/L
NH4* 0,58 10
K* 0,43 17
Ca?* 0,38 15
Na2* 0,41 9,4
Mg?* 1,1 24

Separiranje nabijenih Cestica odvija se u pomoc¢nom elektrolitu (engl. background
electrolyte, BGE) koji ispunjava staklenu kapilaru. Pomo¢ni elektrolit sadrzi polimere koji
povecavaju viskoznost otopine. Takoder, cijevi mogu biti ispunjene i gelom [12]. Krajevi
kapilare, kao i same elektrode, uronjeni su u spremnike u kojima se nalazi BGE. Razina BGE
u oba spremnika mora biti jednaka kako ne bi doslo do protoka pufera kroz kapilaru zbog
razlike u hidrostatskom tlaku. Potom se mala koli¢ina uzorka injektira u kapilaru i to na
nacin da se jedan spremnik zamijeni spremnikom uzorka te se, primjenom vanjskog pritiska
ili napona, uzorak injektira u kapilaru. Kada se uzorak nalazi u kapilari primijeni se visoki

napon i odvija se separacija. Shema elektroforeze u kapilari prikazana je na slici 7.
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Slika 7. Shematski prikaz elektroforeze u kapilari [19].

Temeljnu ulogu u ucinkovitosti separacije imaju same kapilare, ¢iji je unutarnji promjer od
10 do 250 um, duljine 10 do 110 cm, a izradene su od kvarcnog stakla ili fluoriranih
ugljikovodiénih smola. Najjednostavniji oblik kapilarne elektroforeze je kapilarna zonska
elektroforeza. U ovom tipu elektroforeze kapilara je ispunjena samo otopinom BGE, a
Cestice se razdvajaju na temelju omjera naboja i mase. Zbog razliCite elektroforetske

mobilnosti u otopini BGE ¢estice putuju razli¢itim brzinama i razdvajaju se u odijeljene zone
[20].

2.3.3. Elektroosmotski protok

Kljuénu ulogu u kapilarnoj elektroforezi ima elektroosmotski protok (engl.
electroosmotic flow, EOF), odnosno protok BGE u kapilari. On utjece na brzinu migracije
elektricki nabijenih Cestica, a javlja se kao posljedica povrSinskog naboja na unutrasnjoj
stijenci kapilare. Pojava EOF-a i njegovo kretanje u kapilari postizu se ionizacijom
silanoilnih skupina (Si-O") koje su u sastavu stjenke separacijskog kanala. Silanoilne skupine
se, nakon punjenja kapilare otopinom BGE, deprotoniraju te daju negativan naboj, ¢ime
privlace na sebe molekule suprotnog naboja. Pri tome dolazi do stvaranja dvostrukog sloja
kationa i aniona koji se naziva Debye-ev sloj. Cvrsti dio ¢ine ioni suprotnog naboja, a
difuzijski dio ¢ine i kationi i anioni. Potencijal koji se javlja na stjenci kapilare, uzrokovan
nastalim dvostrukim slojem, naziva se zeta potencijal, . Primjenom napona na krajevima
kapilara, solvatizirani kationi iz difuznog sloja migriraju prema katodi zbog nastale
Coulombove sile povlace¢i za sobom i okolnu tekuc¢inu (molekule BGE) prema detektoru.
Budu¢i da se silanoilne skupine ponasaju kao slabe kiseline, naboj stjenke kapilare 1 kretanje

EOF-a su uvjetovani pH vrijednos¢u otopine BGE. U neutralnoj sredini i vi§im
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vrijednostima pH, EOF je dovoljno jak da pomice katione prema katodi. Pove¢anjem pH,
kretanje EOF-a se povecava dosezuéi svoj maksimum pri pH 8. Smanjenjem pH silanoilne
skupine su u potpunosti protonirane te se EOF usporava $to ujedno usporava i kretanje iona

prema pripadajucoj elektrodi.

S obzirom da na mobilnost iona utje¢e mobilnost EOF-a, ukupna brzina kretanja iona je
suma elektroforetske i ionske mobilnosti. Osim pH pufera, brzina kretanja EOF-a uvjetovana
je i drugim parametrima kao sto su ionska jakost otopine BGE, temperatura, intenzitet
elektricnog polja i prisutnost aditiva. Zaustavljanje ili promjena smjera EOF-a moze se
posti¢i privremenim ili trajnim modifikacijama stjenki kapilare. Zahvaljuju¢i EOF-u,
moguce je odijeliti i anionske i kationske otopljene tvari, dok neutralne koeluiraju zajedno s
EOF-om. Kretanje nabijenih Cestica u kapilari pod utjecajem elektroosmotskog protoka

prikazano je na slici 8. [21].
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Slika 8. Gibanje nabijenih Cestica u kapilari mikro¢ipa pod utjecajem EOF-a [21].

Brzina migracije nabijenih molekula odredena je brzinom elektroosmotskog toka. Ukupna
mobilnost () supstanci u kapilari moze se izraziti kao suma elektroforetske (teor) i

elektroosmotske mobilnosti (ueos). Elektroosmotska mobilnost moze se prikazati izrazom:

g

ki1

gdje je o - gustoca naboja na povrsini kapilare, « - debljina dvostrukog elektri¢nog sloja, 1 -

viskoznost otopina, € - dielektri¢na konstanta pufera i ¥ - elektri¢ni potencijal na povrSini

kapilare.
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Brzina kretanja otopine pod utjecajem elektroosmoze na razmaku x od zida kapilare ovisi o

elektroosmotskoj mobilnosti i jacini primijenjenog elektri¢nog polja (E):

V(X) = peor E

te je brzina samog analita odredena umnoskom njegove mobilnosti sa EOF-om i jakosti

elektricnog polja, Sto se vidi iz izraza:

v(@analita) = ( pteor ) E

gdje je v - brzina analita, e - elektroforetska mobilnost analita, peor - elektroosmotski tok

te E - jakost elektricnog polja.

2.3.4. Elektroforeza na mikrocipu

Daljnjim unaprjedivanjem kapilarne elektroforeze doslo je do njene minijaturizacije
90-ih godina 20. stolje¢a. Prvotno je primjenjivana za brzu separaciju bioloskih molekula
kao $to su DNK i proteini, a kasnije svoju primjenu pronalazi u odredivanju analita Sirokog
spektra [20]. Segato i suradnici su 2005. godine elektroforezom na mikro¢ipu (engl.
microchip electrophoresis, MCE) odredili ione u uzorcima tla pustinje Atacama (Chile) te
uz pomo¢ C*D detektora utvrdili o kojim ionima je rije¢. Karakteristi¢na vremena migracije

I dobivene koncentracije prisutnih iona prikazane su u tablici 9. [22].

Tablica 8. Koncentracije ispitivanih kationa u uzorku tla [22].

KATIONI tm (min) KONCENTRACIJA
(pmol/L)

NH,* 7,1 7
K* 8,2 53

Ca* 8,9 38

Na* 9,3 57

Mg? 9,6 45
Li* 11,0 91
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Katione u uzorku pitke vode, pomocu elektroforeze na mikrocipu i konduktometrijskog
deetektora odredili su Vrowe i suradnici [23]. Koristili su stakleni mikro¢ip, a pomo¢ni
anionski elektrolit su pripremili sa 4-(2-hidroksietil)-1-piperazinetansumpornom Kkiselinom
i cetiltrimetilamonijevim bromidom (CTAB) u kojem je otopljen Rodamin B. Dobivena
vremena migracije su pridruzena odgovaraju¢em kationu, a izracunate vrijednosti njihovih

koncentracija prikazane su u tablici 9.

Tablica 9. Kationi odredeni elektroforezom na mikor¢ipu u uzorku pitke vode s

odgovarajuc¢im koncentracijama [23].

KATIONI KONCENTRACIJA (mg/L) ~ KONCENTRACIJA (mmol/L)
K* 4,6 0,12
Na* 25 1,1
Ca®* 48 1,2
Mg?* 5,7 0,23

U elektroforezi na mikro¢ipu kombinirani su elektroforeza i elektroosmotski protok kako bi

se postigla separacija Zeljenih specija.

Standardni protokol elektroforeze na mikroc¢ipu sastoji se od injektiranja, separacije 1
detekcije. Elektrokineticko injektiranje je najceS¢e koriStena metoda injektiranja u
elektroforezi na mikro¢ipu budu¢i da ne zahtijeva dodatne mehanicke dijelove. Istosmjerni
napon se primjenjuje kod unoSenja uzorka u separacijski kanal. Elektricno polje
primijenjeno za injektiranje uzorka je manje jakosti od onog koje je potrebno za separaciju
uzorka u separacijskom kanalu te se nakon injektiranja iskljuuje i primjenjuje se vece
elektricno polje. Dio uzorka koji se nade u sjecistu kanala pod utjecajem elektri¢nog polja
odlazi u separacijski kanal gdje zapocinje separacija. Separirani segmenti zatim putuju do
radnih elektroda gdje se detektiraju.

U elektroforetskom procesu ispitivani analit se moZe detektirati razli¢itim metodama, a
detektor se odabire ovisno o tvarima koje se Zeli kvantitativno odrediti. Ovisno o veli¢ini
koju se mjeri, elektrokemijska detekcija se moze podijeliti na amperometrijsku,

konduktometrijsku, potenciometrijsku i voltametrijsku. U elektroforezi na mikrocipu se
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najcescée koristi amperometrijske i konduktometrijske detektore. Amperometrijska detekcija
temelji se na mjerenju elektri¢ne struje koja se javlja kao posljedica oksidacije ili redukcije
elektrolita na povrSini radne elektrode do kojih dolazi primjenom napona na elektrolit.
Osnova konduktometrijske detekcije je mjerenje vodljivosti otopine elektrolita pri cemu je

izmjerena vodljivost proporcionalna koncentraciji otopljene tvari.
Posljednjih godina sve vise se primjenjuje konduktometrijsku detekciju jer nije ograni¢ena
samo na detekciju ionskih ili molekulskih vrsta koje se mogu oksidirati i reducirati ve¢ se

mogu detektirati sve nabijene Cestice koje se gibaju u elektroforetskom polju i imaju razlicitu
vodljivost od BGE [24], [25].
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3. Eksperimentalni dio



3.1. UREDAJI I PRIBOR

Instrumenti koristeni za elektroforetska mjerenja obuhvacaju (Slika 9.):

HV Sequencer (ER230)

C*D detektor (ER225)

Platformu mikro¢ipa (Micronit ET225)
Stakleni mikroCip (ET145-4)

Slika 9. Instrumenti u elektroforetskim mjerenjima.
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3.1.1. HV Sequencer

HV Sequencer (ER230) sluzi kao izvor visokog napona za elektroforezu na mikroc¢ipu
(Slika 10.). Ima cetiri izlaza (output) na koja su vezani kabeli koji vode do rezervoara na
mikro¢ipu pri ¢emu se konstantno mjeri i prati napon i elektri¢na struja kako bi se uklonilo
eventualne smetnje uzrokovane mjehuri¢ima ili blokadom kanala. Maksimalan napon koji

je primjenjiv na pojedini kanal je 3 kV, dok minimalan iznosi 300V [29].

Slika 10. HV Sequencer (ER230) [31].

3.1.2. C*D detektor (engl. CCCCD, engl. Capacitively-Coupled Contactless Conductivity
Detection, C*D), Slika 11.

Konduktometrijski detektori se sastoje od dviju metalnih elektroda kojima se testira
vodljivost otopine analita. S obzirom da sve nabijene vrste daju signal, vrlo je vazan odabir
pomocnog elektrolita (BGE). Nabijene Cestice uzrokuju promjenu ukupne vodljivosti
uzorka, Sto se o€ituje kao signal, koji se obraduje u nama citljiv zapis, elektroferogram.
Budu¢i da otopina pufera (BGE) ve¢ ima odredenu vodljivost, cilj je odabrati BGE §to nize
vodljivosti kako bi pozadinski Sum bio $to manji i kako bi se dobila $to veca promjena,
odnosno signal. Konstantnim pracenjem vodljivosti, signal ¢e prikazati serije pikova,

povrSine i visine razmjerne koncentraciji ispitivanog uzorka (elektroferogram).

Osjetna elektroda mjeri vodljivost otopine sukladno jednadzbi:

gdje je:
L = vodljivost,

A = povrsina elektrode,
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d = relativna udaljenost izmedu elektroda,
C;, = koncentracija svih spojeva koji prenose naboj,

Ai = molarna vodljivost svih spojeva koji prenose naboj, (A = A+ A.).

Iz jednadzbe se moze zakljuciti da se granica detekcije moze mijenjati ukoliko promijenimo

povrsinu elektrode [25].

C*D je kapacitivno spregnuti beskontaktni konduktometrijski detektor. Princip samog rada
prikazan je naslici 11.

(a)
ODASILIACKA
ELEKTRODA |
AANAAAAANN
OSJETNA
ELEKTRODA
(b)

; J\/\

Slika 11. Shematski prikaz C*D detektora: a) prenosenje signala izmedu odasiljacke i
osjetne elektrode, b) dobiveni signal na elektrodi, c) amplituda primljenog signala

izmjeni¢ne struje nakon pretvaranja u signal istosmjerne struje [27].

36



Odasiljacka 1 osjetna elektroda nalaze se pri kraju separacijskog kanala i smjeStene su izvan
mikrocipa, odvojene od elektrolita. Detektor primjenjuje visokofrekventnu izmjeni¢nu struju
na odasiljacku elektrodu (engl. transmitter). Signal je potom kapacitivnho spregnut u
elektrolit, a nakon prolaska kapacitivno se spreze u drugu elektrodu, pri ¢emu se
odgovarajuci slabi signal izmjeni¢ne struje ocCitava na osjetnoj (engl. receiver) elektrodi.

Veli¢ina primljenog signala ovisi o elektri¢noj vodljivosti uzorka [28].

ER225 C*D Data sustav je dizajniran za koristenje zajedno s eDAQ softverskim paketom,

Sto ukljucuje PowerChrom softver za prikupljanje i analizu podataka (Slike 12. i 13.).

Peak report table
of PowerChrom
software

Slika 13. Primjer prikazivanja podataka obradenih ra¢unalnim programom PowerCrom

[31].
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3.1.3. Platforma mikroc¢ipa (Micronit ET225)

Platforma uredaja dizajnirana je za elektroforezu na mikro¢ipu s kapacitivno
spregnutim bezkontaktnim detektorom provodnosti (engl. microchip electrophoresis with
capacitively-coupled contactless conductivity detection, MCE-C*D). S gornje strane ima
Cetiri otvora kroz koje se ubrizgava pomo¢ni elektrolit i uzorak u mikrocip. Svaki otvor je

kabelom povezan na izvor visokog napona (Slika 14.).

Slika 14. a) Platforma mikro¢ipa, b) Unutrasnjost platforme s mikro¢ipom [33].

Poklopac platforme sadrzi visokonaponske elektrode za uvodenje i separaciju uzorka te pet
razli¢ito obojenih kabela sa SHV konektorima (engl. safe high voltage) kojima je ureda;

spojen na izvor visokog napona i na detektor.

3.1.4. Mikrodip

Odabir materijala za izradu mikrocCipa utjeCe na ucinkovitost separacije specija.
Prvotno su u izradi mikro¢ipova koristeni staklo, silicij i kvarc. Kasnije u upotrebu ulaze i
drugi materijali koji su pokazali veliku prednost u odnosu na staklo zbog ekonomske
prihvatljivosti i lakSe izrade te se ubrzo na trzistu pojavljuju mikrocipovi izradeni od raznih
polimera: PDMS (polidimetilsiloksan), PMMA (polimetil-metakrilat), PC (polikarbonat) i
PET (poli(etilen-tereftalat)). Osim navedenih, koristi se joS i materijale bazirane na ciklickim
olefinskim polimerima kao $to je Zeonex/Zeonar, i termoplasti¢nim olefinskim polimerima
amorfne strukture (TOPAS, engl. Thermoplastic Olefin Polymer of Amorphous Structure).

Na slici 15. moze se vidjeti shematski prikaz mikrocipa kakav se koristi u elektroforezi.
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Slika 15. Shematski prikaz mikrocipa [30].

MikroCip se sastoji od krizno rasporedenih mikrokanala, od kojih je jedan produljen i u
njemu se odvija proces separacije (Slika 10.). Njihove uobicajene dimenzije su: dubina 15-
50 um, $irina 50-200 um, a duljina separacijskog kanala 1-10 cm. Na kraju svakog kanala
nalaze se rezervoari za teku¢inu. Dva rezervoara sluze za injektiranje uzorka koje se odvija
elektrokineticki, puStanjem elektricnog polja duz kanala kroz uzorak, i BGE, a druga dva
rezervoara sluze za otpadnu tekuéinu. Na kraju separacijskog kanala nalaze se elektrode od
plemenitih metala na kojima se odvija detekcija signala. Injektiranje uzorka i separacija

specija kontrolirani su visokim naponom

MCE-C*D uredaj je dizajniran za mikro¢ipove duljine 45 i 90 mm (Micronit Microfluidics
B.V., Nizozemska). Mikrocipovi koje koristimo u elektroforetskim mjerenjima su na¢injeni
od borosilikatnog stakla, dimenzija 15,0x45,0 + 0,3 mm (wxh) debljine 1,1 mm = 0,05 mm.

Dimenzije mikrokanala su:

e Sirina: 100 5 pum
e Dubina: 10,0+ 0,5 um
e Duljina kanala: 40 mm [32]

Elektrode su otisnute pri kraju separacijskog kanala, a Cini ih sloj platine i tantala debljine
200 nm, $irine 200 um i duljine 500 um. Mikrocip sadrzi Cetiri tocke za elektri¢ni kontakt
sa C*D detekcijskim krugom. Dva kontakta se koriste kao ekscitacijska i osjetna elektroda
dok ostala dva sluze kao referentne elektrode. MikroCip koristen u elektroforetskim

mjerenjima prikazan je na slici 16.
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Slika 16. Mikrocip koristen u elektroforetskim mjerenjima [34]
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3.2. OSTALI PRIBOR

Za pripremu standardnih otopina kationa i otopine BGE koje su upotrijebljene u

ispitivanjima Koristilo se:

3.2.1. Analiticka vaga

Analiticka vaga Kern, ABT 120 4M je koristena za pripremu standardnih otopina
aminokiselina i otopina pufera koje su upotrijebljene u ispitivanjima (Slika 17.).

Slika 17. Prikaz vage koriStene u pripremanju uzoraka.
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3.2.2. Pipete
Pipete Hirschmann, Labopette, volumena 10-100 pL te volumena 100-1000 pL su

koriStene za pripremanje uzoraka i uzimanje uzoraka za analizu (Slika 18.)

Slika 18. Prikaz koriStenih pipeta.

3.2.3. Ultrazvuéna kupelj (Slika 19.)
UZV kupelj (Badelin RK-100, Germany) je koriStena za uklanjanje plinova u
pripremljenim otopinama. Rad kupke baziran je na ultrazvu¢nim vibracijama koje imaju

sposobnost prenosenja velike koli¢ine energije putem ultrazvuka (Slika 19.).

Slika 19. UZV kupelj koristena u ispitivanjima.
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3.2.4. Aparat za ultra ¢istu vodu
Za pripremanje i razrjedivanje otopina kationa i pripremu otopine pufera koristena
je voda visoke ¢istoce, elektrovodljivosti 0,067-0,10 uS/cm. Voda visoke Cistoce dobiva se

iz neobradene, vodovodne vode, a proc¢iséuje u uredaju prikazanom na slici 20.

Slika 20. Aparat za ultra ¢istu vodu.
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3.3. POPIS KORISTENIH KEMIKALIJA

Za pripremanje otopina uzoraka i otopine BGE Koristene su sljedece kemikalije:

e LiAc

e NaxSOq4

e KNOs

e MgCl,

e CaCl;

e HACc (konc.)
e NaOH

Za prethodno obradivanje Cipa koriStena je 0,5 M otopina NaOH, a otopina 0,5 M HAc je
koriStena kao pomo¢ni elektrolit (BGE). Sve koriStene kemikalije su analiticke cistoce.
Pripremljene otopine su filtrirane kroz filtere za Spricu od regenerirane celuloze s
dijametrom pora 0,22 um (Macherey-Nagel GmbH & Co, Njemacka) i stavljene u
ultrazvucnu kupelj (5 min). Prije analize uzorci ruske flasirane vode su razrijedeni u omjeru

1:2 (viv).
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3.4. PRIPREMA OTOPINA

3.4.1. Priprema otopine BGE koncentracije 0,5 M

Otpipetirati 2,87 mL koncentrirane octene kiseline (HAc) u volumetrijsku tikvicu od 100
mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode, a zatim nadopuniti ultra ¢istom vodom

do oznake. Ovako pripremljen pufer ima pH vrijednost 2,5 £ 0,1.
3.4.2. Priprema otopine NaOH koncentracije 0,5 M

Odvagati 0,5 g krutog NaOH, kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 25 mL i
otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode. Zatim tikvicu nadopuniti ultra ¢istom vodom do

oznake.
3.4.3. Priprema otopina LiAc
Priprema otopine LiAc koncentracije 102 M

Odvagati 0,06599 grama LiAc, kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 100
mL i otopiti u malom volumenu ultra Ciste vode. Zatim tikvicu nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
Priprema otopine LiAc koncentracije 10 M

Otpipetirati 0,1 mL priredene otopine LiAc koncentracije 102 M u volumetrijsku tikvicu
od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra Ciste vode i potom nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
Priprema otopine LiAc koncentracije 10° M

Otpipetirati 0,01 mL priredene otopine LiAc koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode i potom nadopuniti ultra

¢istom vodom do oznake.
3.4.4. Priprema otopina Naz2SO4
Priprema otopina Na,SO4 koncentracije 102 M

Odvagati 0,14204 grama Na>SOs i kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od

100 mL i otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode. Tikvicu nadopuniti do oznake.
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Priprema otopine Na,SO4 koncentracije 10* M

Otpipetirati 0,1 mL priredene otopine NazSO4 koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode i potom nadopuniti ultra

¢istom vodom do oznake.
Priprema otopine Na,SO4 koncentracije 10° M

Otpipetirati 0,01 mL priredene otopine Na2SO4 koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode i potom nadopuniti ultra

¢istom vodom do oznake.
3.4.5. Priprema otopina KNOs
Priprema otopine KNO3 koncentracije 102 M

Odvagati 0,1011 grama KNOs, kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 100

mL i otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.
Priprema otopine KNO; koncentracije 104 M

Otpipetirati 0,1 mL priredene otopine KNO3 koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
Priprema otopine KNOs koncentracije 10° M

Otpipetirati 0,01 mL priredene otopine KNO3 koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
3.4.6. Priprema otopina MgCl2
Priprema otopine MgCl, koncentracije 102 M

Odvagati 0,047606 grama MgCl>, kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 50

mL i otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.
Priprema otopine MgCl; koncentracije 10 M

Otpipetirati 0,1 mL priredene otopine MgCl, koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
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Priprema otopine MgCl, koncentracije 10° M

Otpipetirati 0,01 mL priredene otopine MgCl> koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
3.4.7. Priprema otopina CaCl2
Priprema otopine CaCl; koncentracije 102 M

Odvagati 0,05549 grama CaCly, kvantitativno prenijeti u volumetrijsku tikvicu od 50 mL

i otopiti u malom volumenu ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom vodom do oznake.
Priprema otopine CaCl; koncentracije 10 M

Otpipetirati 0,1 mL priredene otopine CaCl, koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra ¢iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
Priprema otopine CaCl; koncentracije 10° M

Otpipetirati 0,01 mL priredene otopine CaCl, koncentracije 102 M u volumetrijsku
tikvicu od 10 mL u koju je dodana mala koli¢ina ultra iste vode te nadopuniti ultra ¢istom

vodom do oznake.
3.4.8. Priprema otopina smjese kationa Li*, K*i Na*
Priprema otopine smjese kationa Li*, K™ i Na* koncentracije 10* M

Otpipetirati po 0,1 mL svake otopine kationa (Li*, K* i Na*) koncentracije 102 M u

volumetrijsku tikvicu od 10 mL te do oznake dopuniti ultra ¢istom vodom.
Priprema otopine smjese kationa Li*, K™ i Na* koncentracije 10° M

Otpipetirati po 0,01 mL svake otopine kationa (Li*, K*i Na*) koncentracije 102 M u

volumetrijsku tikvicu od 10 mL te do oznake dopuniti ultra ¢istom vodom.
3.4.9. Priprema otopine smjese kationa Li*, K*, Na*i Mg?* koncentracije 10°M

Otpipetirati po 0,01 mL svake otopine kationa (Li*, K*, Na* i Mg?*) koncentracije 102

M u volumetrijsku tikvicu od 10 mL te do oznake dopuniti ultra ¢istom vodom.
3.4.10. Priprema otopine smjese kationa Li*, K*, Na*i Ca?* koncentracije 10°M

Otpipetirati po 0,01 mL svake otopine kationa (Li*, K*, Na* i Ca*) koncentracije 102 M

u volumetrijsku tikvicu od 10 mL te do oznake dopuniti ultra ¢istom vodom.
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3.5. POSTUPAK MJERENJA

Prije upotrebe mikrocip se prethodno obradi s NaOH (0,5 M). Nakon toga se mikrokanali
elektrokineticki pripreme s BGE 10 min te potom ispiru s otopinom BGE dok se bazna linija
ne stabilizira. Prije mjerenja i izmedu svake serije mjerenja injekcijski 1 separacijski
mikrokanal se ispiru profiltriranom ultra ¢istom vodom, a zatim s otopinom BGE. Stabilnost
mjernog uredaja, propusnost kapilara mikrocipa i elektri¢na vodljivost BGE testira se prije
pocetka svake nove serije mjerenja snimanjem bazne linije. Napon injektiranja od +0,70 kV
u trajanju od 12 sekundi koristen je za elektrokineticko injektiranje uzorka. Za separiranje
komponenata uzorka koriSten je napon od +1,40 kV u trajanju 120 s. U rezervoar mikroc¢ipa
za uzorak dodaje se 50 puL otopine uzorka, a u ostala tri rezervoara 50 puL otopine BGE i
potom se ukljucuje mjerenje.

Posebno se provodi elektroforeza otopine samog BGE, potom uzorka, a po potrebi
primjenjuje se i metoda poznatog dodatka.

Na kraju radnog dana injekcijsku i separacijsku kapilaru mikro¢ipa ispire se

profiltriranom ultra ¢istom vodom.
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4. Rezulati 1 rasprava



4.1. Elektroforetska mobilnost

MCE je jednostavna tehnika visoke rezolucije koja razdvaja nabijene specije na
temelju njihove relativne elektroforetske mobilnosti pod utjecajem primijenjenog
elektricnog polja. Kod odredivanja kationa, elektroda pozitivnog polariteta se nalazi na
injekcijskoj strani mikrocipa. Pod tim uvjetima migracijski slijed je takav da kation s
najvisom pozitivnom elektroforetskom mobilnoséu migrira prvi, a kation sa najnizom
pozitivnom elektroforetskom mobilno§éu migrira zadnji (Slika 21.). Sto su blize vrijednosti

elektroforetskih mobilnosti odredenih specija to je njihovo separiranje teze postici.
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kationi poredani prema porastu elektroforetske mobilnosti

Slika 21. Elektroforetska mobilnost nekih alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa.
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4.2. Bazna linija

Stabilnost mjernog uredaja, propusnost kapilara mikro€ipa, elektricna vodljivost
pufera/pomocnog elektrolita testira se prije pocCetka svake nove serije mjerenja.
Elektroferogram c¢iste otopine BGE koji ujedno predstavlja i baznu liniju mjerenja, prikazan

je naslici 22.

O T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120

t(s)

Slika 22. Elektroferogram otopine pufera, 0,5 M octena kiselina, pH = 2,5.

Pravilna bazna linija elektroferograma ¢istog BGE (Slika 22.) bez dodatnih
interferiraju¢ih pikova, ukazuje na njegovu analiticku podobnost za sva ispitivanja 1
mjerenja. Nestabilnost signala se oCituje u mijenjanju napona s vremenom, $to vjerojatno
posljedica postupnog zagrijavanja pomoc¢nog elektrolita, rezultiraju¢i promjenom njegovih
elektri¢nih i reoloSkih osobina. Pomak signala prikazan na slici 22. prihvatljiv je za

elektroforetska ispitivanja, s obzirom da sustav nije termostatiran.
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4.3. Bazdardni pravac za kalij

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za kalij u podruéju
od 7,5 x 10° M do 7,5 x 10* M. Elektroferogram kalija za koncentraciju 2,5 x 10 M,

prikazan je naslici 23.

U (mV)

O T T 1
20 40 60
t(s)

Slika 23. Elektroferogram kalija (c = 2,5 x 10* M) u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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c (g/L)

Slika 24. Bazdarni pravac za kalij u 0,5 M octenoj kiselini.
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Pik koji odgovara retencijskom vremenu od 13 sekundi pripada kaliju pri pH = 2,5.
Elektroferogrami otopine kalija ispoljavaju jasno izrazen, dobro definiran i pravilanO
pozitivan pik, koji sluzi za kvantifikaciju kalija.

Bazdarni pravac za Kalij je prikazan na slici 24. Prisutna je jaka linearna zavisnost izmedu
koncentracije kalija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99) (R?- koeficijent determinacije
engl. coefficient of determination). Podrugje linearnog odziva je 7,5 x 10° M — 7,5 x 10* M
(0,00293 - 0,0293 g/L).
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4.4. Bazdardni pravac za kalcij

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za kalcij u podruéju
od 7,5x 10 M do 7,5 x 10 M. Elektroferogram kalcija za koncentraciju 2,5 x 10 M,

prikazan je na slici 25.

0 T T 1
0 20 t(s) 40 60

Slika 25. Elektroferogram kalcija (c = 2,5 x 10 M) u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Slika 26. Bazdarni pravac za kalcij u 0,5 M octenoj kiselini.
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Pik koji odgovara retencijskom vremenu od 15 sekundi pripada kalciju pri pH = 2,5.
Elektroferogram otopine kalcija ispoljava jasno izrazen, dobro definiran i pravilan pozitivan

pik, koji sluzi za kvantifikaciju kalcija.

Bazdarni pravac za kalcij je prikazan na slici 26. Prisutna je jaka linearna zavisnost izmedu
koncentracije kalcija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Podrugje linearnog odziva

je 7,5x10° M~ 7,5 x10* M (0,00301 — 0,03006 g/L).
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4.5. Bazdardni pravac za magnezij

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za magnezij u podruéju

od 7,5 x 10®° M do 7,5 x 10 M. Elektroferogram magnezija za koncentraciju 2,5 x 10* M,

prikazan je na slici 27.

U (mV),,

O T T 1
0 20 40 60
t(s)

Slika 27. Elektroferogram magnezija (c = 2,5 x 10* M) u 0,5 M octenoj kiselini (pH =
2,5).

y = 269,6x + 0,4
R>=0,99

0,000 0,005 0,010 0,015 0,020
c(g/L)

Slika 28. Bazdarni pravac za magnezij u 0,5 M octenoj kiselini.
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Pik koji odgovara retencijskom vremenu od 17 sekundi pripada magneziju pri pH = 2,5.
Elektroferogram otopine magnezija ispoljava jasno izrazen, dobro definiran i pravilan

pozitivan pik, koji sluzi za kvantifikaciju magnezija.

Bazdarni pravac za magnezij je prikazan na slici 28. Prisutna je jaka linearna zavisnost
izmedu koncentracije magnezija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Podrudje

linearnog odziva je 7,5 x 10° M — 7,5 x 10 M (0,00182 — 0,01823 g/L).
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4.6. Bazdardni pravac za natrij

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za natrij u podruéju
od 7,5 x 10° M do 7,5 x 10 M. Elektroferogram natrija za koncentraciju 2,5 x 10 M,

prikazan je na slici 29.
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Slika 29. Elektroferogram natrija (¢ = 2,5 x 10 M) u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).

y=474,2x-0,6
R2=0,99
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Slika 30. Bazdarni pravac za natrij u 0,5 M octenoj kiselini.
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Pik koji odgovara retencijskom vremenu od 19 sekundi pripada natriju pri pH = 2,5.
Elektroferogram otopine natrija ispoljava jasno izrazen, dobro definiran i pravilan pozitivan
pik, koji sluzi za kvantifikaciju natrija.

Bazdarni pravac za natrij je prikazan na slici 28. Prisutna je jaka linearna zavisnost izmedu
koncentracije natrija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Podrugje linearnog odziva
je7,5x10°M—-7,5x10* M (0,00172 — 0,01724 g/L).
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4.7. Bazdardni pravac za litij

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za litij u podrucju od 7,5
x 10° M do 7,5 x 10 M. Elektroferogram litija za koncentraciju 2,5 x 10* M, prikazan je na
slici 31.
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0 20 t(s) 40 60

Slika 31. Elektroferogram litija (c = 2,5 x 10 M) u 0,5 M octenoj kiselini (pH = 2,5).
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Slika 32. Bazdarni pravac za litij u 0,5 M octenoj kiselini.
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Pik koji odgovara retencijskom vremenu od 24 sekundi pripada litiju pri pH = 2,5.
Elektroferogram otopine litija ispoljava jasno izrazen, dobro definiran i pravilan pozitivan

pik, koji sluzi za kvantifikaciju litija.

Bazdarni pravac za litij je prikazan na slici 32. Prisutna je jaka linearna zavisnost izmedu
koncentracije litija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Podrugje linearnog odziva je
7,5x10° M —-7,5x10* M (0,00052 — 0,00521 g/L).

U Tablici 10. su prikazani parametri pravca regresije odziva C*D detektora. Navedene su
srednje vrijednosti (N = 5) u podru¢jima koncentracija kalija, kalcija, magnezija, natrija i

litija.
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Tablica 10. Parametri pravca regresije odziva C*D detektora u podruéju koncentracija kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija 7,5 x 10° M — 7,5 x

10" M (BGE: HAC).

Kation 2 dl\‘/i:lij’ ir:ji () Jednadzba regresije R? POdg‘;éZjif/:I(lﬁ:; nog Ili)_r(l);iall-:nccj)g (rl;cgjli) (rl;l(g)/E)
odziva (mg/L)
Kalij 12,75 y=747x-0,1 0,99 7,5x10°-75x10* 2,93 -29,32 53,0 17,8
Kalcij 15,25 y =438,7x - 0,2 0,99 75x10°-7,5x10* 3,01 30,06 70,0 23,3
Magnezij 17,36 y =269,6x + 0,4 0,99 7,5x10°-75x10* 1,82 -18,23 10,6 35,5
Natrij 19,24 y =474,2x - 0,6 0,99 75x10°-7,5x10"* 1,72 -17,24 71,0 23,7
Litij 24,35 y =900,9x + 0,3 0,99 75x10°-7,5x10* 0,52-5,21 69,0 22,9
LEGENDA

R? = koeficijent determinacije (engl. coefficient of determination)

LOD = limit detekcije (engl. limit of detection)

LOQ = limit kvantifikacije (engl. limit of quantification)
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Iz Tablice 10. vidljivo je da najvecu osjetljivost prema C*D detektoru pokazuju odredivani
kationi u sljede¢em nizu: litij > kalcij > natrij > magnezij > kalij. Kalij pokazuje znatno nizu
osjetljivost prema C*D detektoru od ostalih odredivanih kationa. Naime, vrijednosti nagiba
pravca srazmjerne su s osjetljivos¢u mjerenja: visi nagib pravca regresije znaci i vecu
osjetljivost. S druge strane, veéi koeficijent determinacije (R?) ukazuje na jacu linearnu

ovisnost mjerenja.
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4.8. Bazdardni pravac za smjesu kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija

Preliminarna ispitivanja pokazuju linearni odziv C*D detektora za smjesu kalija, kalcija,
magnezija, natrija i litija u podruéju od 7,5 x 10° M do 7,5 x 10* M u odnosu na Kalij, kalcij,
magnezij, natrij i litij. Elektroferogram smjese kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija za
koncentraciju 2,5 x 10 u odnosu na Kalij, kalcij, magnezij, natrij i litij prikazan je na slici
33.
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Slika 33. Elektroferogram smjese kalija (1), kalcija (2), magnezija (3), natrija (4) i litija (5)
¢ =2,5x10* M u odnosu na kalij, kalcij, magnezij, natrij i litij, u 0,5 M octenoj kiselini
(pH =2,5).

Na elektroferogramu je prisutno nekoliko pikova. Pik koji odgovara retencijskom vremenu
od 13 sekundi pripada kaliju, pik koji odgovara retencijskom vremenu od 16 sekundi pripada
kalciju, pik koji odgovara retencijskom vremenu od 17,5 sekundi pripada magneziju, pik
koji odgovara retencijskom vremenu od 19 sekundi pripada natriju, dok pik koji odgovara
retencijskom vremenu od 25 sekundi pripada litiju, pri pH = 2,5.
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Elektroferogram smjese Kkalija, kalcija, magnezija, natrija i litija ispoljava pet jasno
izrazenih, o$trih, dobro definiranih, dobro separiranih i pravilnih pozitivnih pikova, koji

sluze za kvantifikaciju kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija.

Bazdarni pravac za smjesu Kkalija, kalcija, magnezija, natrija i litija je prikazan na slici 34.
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Slika 34. Kalibracijski graf za smjesu kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija u 0,5 M
octenoj kiselini.

U smjesi je moguca kvantifikacija svih navedenih kationa sa zadovoljavaju¢im
koeficijentom determinacije. Kao §to je prikazano na slici 33., prisutna je jaka linearna
povezanost izmedu koncentracije kalija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Prisutna
je izadovoljavajuca linearna povezanost izmedu koncentracije kalcija i odgovarajucih visina
pikova (R? = 0,99). Prisutna je i zadovoljavajuéa linearna povezanost izmedu koncentracije

magnezija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Prisutna je i zadovoljavajuéa linearna
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povezanost izmedu koncentracije natrija i odgovarajuéih visina pikova (R? = 0,99). Takoder,
prisutna je i linearna povezanost izmedu koncentracije litija i odgovarajucih visina pikova
(R? = 0,99). Parametri linearne regresijske linije za svih pet ispitivanih kationa su prikazani
na slici 34. Podrugje linearnog odziva je 7,5 x 10° M 7,5 x 104 M.

Parametri regresijske analize za pojedina¢no odredivanje kationa: Kalija, kalcija, magnezija,

natrija i litija u smjesi navedeni su u tablici 12.

Iz tablice 11 vidljiva je visoka linearna korelacija izmedu visine pikova i koncentracije kalija
(R?=0,99), kalcija (R? = 0,99), magnezija (R? = 0,99), natrija (R? = 0,99) i litija (R?= 0,99)
u smjesi koja sadrzi od 2,93 do 29,32 g¢/L kalija, od 3,01 do 30,06 g/L kalcija, od 1,82 do
18,23 g/L magnezija, od 1,72 do 17,24 g/L natrija i od 0,52 do 5,21 g/L litija, tj. od 7,5 x 10
®do 7,5 x 10* M navedenih kationa.

Razlika u vremenima zadrzavanja iznosi priblizno 1,5 s i dovoljna je za kvantitativnu
separaciju navedenih kationa u smjesi. Zadovoljavajuée visoke vrijednosti nagiba pravca za
kalij (72,35), kalcij (441,49), magnezij (265,08), natrij (451,78), i litij (867,62) ukazuju na

dovoljno veliku osjetljivost MCE elektroforetskog odredivanja odredivanih kationa u smjes
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Tablica 11. Parametri pravaca regresije za visine pikova smjese kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija (srednje vrijednosti, N = 5) (BGE: 0,5 M

HAC).
Kationi erijem-e Jednad'i_ba
zadrzavanja (s) regresije
Kalij 13,45 y=724x-0,1
Kalcij 16,14 y = 441,5x — 0,2
Magnezij 17,58 y = 265,1x + 0,3
Natrij 19,44 y =451,8x-0,5
Litij 25,55 y =867,6x +0,3

LEGENDA

R2

0,99

0,99

0,99

0,99

0,99

R? = koeficijent determinacije (engl. coefficient of determination)

LOD = limit detekcije (engl. limit of detection)

LOQ = limit kvantifikacije (engl. limit of quantification)

Podrucje linearnog
odziva (M)

75x10°-7,5x 10"

75x10°-75x10*

75x10°-7,5x 10"

75x10°-75x 10"

7,5x10°-75x 10*

LOD  LOQ
(mg/L)  (mg/L)

Podrudje
linearnog
odziva (mg/L)

2932932
3,01 30,06
1821823 139 465

1,72 -17,24

0,52-5,21
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4.9. Odredivanje kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija

U tablici 13. prikazani su rezultati odredivanja kalija, kalcija, magnezija, natrija i
litija pojedinacno, dok je u tablici 14. prikazan sadrzaj spomenutih kationa u smjesi.
Tocnost rezultata pojedina¢nog odredivanja kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija
izrazenih kao iskoristenje (engl. recovery) testirana metodom poznatog dodatka, krece se u
rasponu od od 89,8 do 107,1%, od 98,2 do 103,4%, od 96,8 do 104,6%, od 99,2 do 103,2%-
i od 89,2 do 106,8%, respektivno (na bazi srednjih vrijednosti od 5 mjerenja za svaki nivo

koncentracija).

MCE je uspje$no primijenjena za separaciju i kvantifikaciju kalija, kalcija, magnezija, natrija

I litija u smjesi svih navedenih kationa.

To¢nost odredivanja kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija testirana je na smjesi svih pet

kationa i rezultati su prikazani u tablici 13.

Iz tablice 13. vidljivo je da se rezultati za pojedina¢no odredivanje kalija, kalcija, magnezija,
natrija i litija u smjesi krec¢u u rasponu od 95,6 do 106,3%, 88,4 do 102,2%, 98,7 do 106,0%,
96,6 do 108,0% i 87,0 do 107,2%, respektivno. Rezultati su dobiveni metodom poznatog

dodatka na bazi srednjih vrijednosti od 5 mjerenja za svaki nivo koncentracija.
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Tablica 12. Rezultati pojedina¢nog odredivanja kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija u smjesi (srednje vrijednosti, N = 5) primjenom metode

standardnog dodatka.
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Tablica 13. Rezultati odredivanja kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija u smjesi (srednje vrijednosti, N = 5) primjenom metode poznatog dodatka.
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4.10. Odredivanje sadrzaja alkalijskih i zemnoalkalijskih metala u prirodnim vodama

elektroforezom na mikrocipu

Analiza kationa u uzorcima prirodnih voda vrlo je zahtjevan zadatak. Glavni problem

je slozenost kemijskog sastava uzorka voda iz razli¢itog izvora.

Tipicni elektroferogrami uzorka prirodnih voda prikazani su na slikama 35., 36. i 37.

5,6 - 3
52 -
\>E, 48 A "
)
4,4 - 1
4 T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

t(s)

Slika 35. MCE elektroferogram kisnice (Hrvatska, Osijek, travanj 2016.) dobiven u BGE
0.5 M HAc uz primjenu C*D detekcije. Identifikacija pikova: 1, kalij; 2, kalcij; 3, natrij.
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Slika 36. MCE elektroferogram vode iz boce (Rusija) dobiven u BGE 0.5 M HAc uz
primjenu C*D detekcije. Identifikacija pikova: 1, kalcij; 2, natrij.
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Slika 37. MCE elektroferogram vode iz slavine (Rusija, St. Petersburg, veljaca 2016.)
dobiven u BGE 0.5 M HAc uz primjenu C*D detekcije. Identifikacija pikova: 1, kalcij; 2,

magnezij.

Elektroferogram uzorka kisnice (Slika 35.) sadrzi pikove kalija, kalcija i natrija, no

koli¢ina kalija u uzorku je ispod granice kvantifikacije koriStene metode.

Elektroferogram uzorka vode iz boce (Slika 36.) sadrzi pikove kalcija i natrija, dok

elektroferogram vode iz slavine (Slika 37.) sadrzi pikove kalcija i magnezija.

Rezultati MCE odredivanja koncentracija ispitivanih kationa u uzorcima prirodnih voda s

pripadaju¢om statistickom obradom prikazani su u tablici 15.
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Tablica 14. Rezultati MCE odredivanja koncentracije ispitivanih kationa u uzorcima

prirodnih voda s pripadaju¢om statistickom obradom (srednje vrijednosti, N = 5) (BGE: 0,5

M HAG).

Uzorak Kation Xsr (Mg/L) | SD(mg/L) CV (%) CL (%)

. Ca? 0,59 0,04 6,8 53
KiSnica
Na* 0,63 0,09 14,3 12,5
. . Ca? 9,0 0,6 6,7 55
Voda iz slavine
Na* 5,8 0,4 6,9 5,4
. Ca?* 12,8 0,9 7,0 8,0
Voda iz boce
Mg?* 20 2 7,7 8,7
LEGENDA

SD = standardno odstupanje (engl. standard deviation)

CV (%)= koeficijent varijacije (engl. coefficient of variation)

CL = interval pouzdanosti (engl. confidence limit)
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Rezultati odredivanja alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa u prirodnim vodama
pokazuju da je u kisnici prisutna najmanja koncentracija kationa, $to je u skladu s poznatom
¢injenicom da je ki$nica meka voda. Voda iz slavine sadrzi oko deset puta vece koncentracije
kationa od kisnice, no voda iz boce je najtvrda i sadrzi oko sto puta vece koncentracije
kationa od kiSnice. Odstupanja rezultata dobivena na razli¢itim uzorcima prirodnih voda

krec¢u se u intervalu od 5,3 do 12,5%.
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4.11. Usporedba rezultata odredivanja kationa elektroforezom na mikroc¢ipu s re-

zultatima dobivenim ICP-OES metodom

Za mjerenje sadrzaja alkalijskih i zemnoalkalijskih kationa u uzorcima prirodnih

voda najée$cée se primjenjuje ionsku kromatografiju.

U Tablici 16. su prikazani rezultati dobiveni na istim uzorcima primjenom nase MCE
metode i ICP-OES metode.

Prema ocekivanju, primjenom ICP-OES metode dobivena su manja odstupanja (+
1,6 tj. 2,4 %) u odnosu na MCE metodu (+ 5,4, tj. 12,5 %).

Rezultati ICP-OES odredivanja koncentracija ispitivanih kationa u uzorcima
prirodnih voda prikazani su u tablici 17.
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Tablica 16. Usporedba rezultata dobivenih ICP-OES metodom i naSom MCE metodom

(srednje vrijednosti, N = 5).

ICP-OES MCE
Uzorak Kation (mg/L vode) (mg/L vode)
Xsr £ CL (%, p = 0,05) Xsr £ CL (%, p = 0,05)

Ca?* 0,58 +£2,1% 0,59 +5,3%
KiSnica

Na* 0,64 +1,7% 0,63 +12,5%

Na* 8,97 +2,4% 9,04 +5,5%

Voda iz slavine
Ca?* 5,97 +1,9% 5,83 +5,4%
Na* 13,134+ 1,6% 12,84 + 8,0%
Voda iz boce
Mg?* 20,018 +2,2% 19,51 + 8,7%

Tablica 17. Rezultati ICP-OES odredivanja koncentracije ispitivanih kationa u uzorcima
prirodnih voda (koristeno je izravno mjerenje koncentracija uredajem ICP-OES, bez

prethodnih tretmana uzoraka) (srednje vrijednosti, N = 5).

Uzorak Kation Xsr £ SD (mg/L)
2+
Ki$nica Ca 0,46 + 0,02
Na* 0,60 + 0,01
2
Voda iz slavine Ca™ 9,21+0,03
Na* 6,27 + 0,02
2
Voda iz boce Ca* 11,25+ 0,03
Mg? 15,72 + 0,05
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5. Metodicka obrada nastavne
jedinice

,»Osnovna svojstva tekuéina*
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5.1. Priprema za nastavni sat

Obradom ove nastavne jedinice nastoji se ucenike upoznati S 0Snovnim svojstvima

tekucina. Izvedba zanimljivih pokusa pobuditi ¢e u njima interes za navedeno gradivo te

im pomo¢i da lakSe svladaju potrebna znanja. Za obradu ove nastavne jedinice predviden

je jedan Skolski sat. Tijek 1 detaljna razrada sata opisani su u pripremi. Prije poCetka sata

potrebno je namjestiti ucionicu te pripremiti sav pribor i kemikalije za izvodenje pokusa.

PREDMETNI PROFESOR

Marija Krasevac

PREDMET Kemija
SKOLA Gimnazija
RAZRED 2.
DATUM
NASTAVNA CJELINA Tekucine

NASTAVNA JEDINICA

Osnovna svojstva tekucina

TIP SATA

Obrada novog gradiva

KLJUCNI POJMOVI

Medumolekulske sile, polarnost, gustoca,
viskoznost, napetost povrsine, tlak pare,
vreliSte, fazni dijagram, trojna tocka,
latentna toplina, kriti¢ni tlak, kriticna

temperatura

NASTAVNE METODE

Razgovor, usmeno izlaganje,

demonstracija

OBLICI RADA

Frontalni, rad u grupi

NASTAVNA SREDSTVA | POMAGALA

PowerPoint prezentacija, ratunalo, LCD

projektor, udzbenik, pribor i kemikalije

POTREBNO PREDZNANJE

Kovalentna veza, elektronegativnost,
polarnost molekula, inducirani dipoli,

vodikova veza

KORELACWUA S DRUGIM PREDMETIMA

Biologija, fizika
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LITERATURA Aleksandra Habu§, Dubravka Stricevi¢,
Snjezana Liber, Opéa kemija 2 (udzbenik i
radna biljeznica za drugi razred gimnazije),

Profil
ISHODI UCENJA

Obrazovni (kognitivno-spoznajno podrucje;

intelektualne vjestine)

Objasniti koja su osnovna svojstva
tekucina, opisati utjecaj temperature na
gustocu i viskoznost tekucina, opisati 1
objasniti fazni dijagram vode, objasniti
pojmove: tlak pare, temperatura vrelista,

trojna tocka, latentna toplina, kriti¢na

temperatura, kriti¢ni tlak

Funkcionalni (psihomotoricko podrugje;

prakti¢ne vjestine)

Poticati u¢enike na povezivanje naucenog
gradiva s novim te primjenu ste€enog

znanja

Odgojni (afektivno; odgojno podrucje;
stavovi)

Razviti navike samostalnog zaklju¢ivanja

kod ucenika nakon izvedenih pokusa,

poticati aktivnost u¢enika
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5.2. Struktura nastavnog sata

ETAPE

SADRZAJ

METODE

SREDSTVA I
POMAGALA

uvOoD

10 min

Ponoviti polarnost
molekula, dipol-dipol i
inducirani dipol-inducirani
dipol reakcije,
elektronegativnost i
vodikovu vezu, dati
definiciju tekucina te
objasniti prostorni
razmjestaj molekula u
tekucini (usporediti sa

krutinom/plinom)

Razgovor

PowerPoint

prezentacija

GLAVNI DIO

10 min

RAD U SKUPINAMA
Izvodenje pokusa: Sto se
dogada pri mijeSanju
tekucina razli¢itih gustoc¢a?
Ucenici izvode pokus,
zapazaju promjene do kojih
dolazi te sami zakljucuju
zbog ¢ega je do njih doslo,
u biljeznicu upisuju svoje
biljeSke o pokusu i

rjeSavaju radni listi¢

Rad u
skupinama po

4-5 uCenika

Radni listi¢, bojice,

pribor i kemikalije
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5 min

5 min

10 min

Zajednicko komentiranje

pokusa i radnog listi¢a

Objasniti §to je gustoca te
promjenu gustoce u
ovisnosti o temperaturi,
objasniti anomaliju vode,
objasniti viskoznost i
navesti tekuc¢ine razli¢itih
viskoznosti iz

svakodnevnog zivota

Izvodenje demonstracijskog
pokusa: PovrSinska
napetost vode
Ucenici U biljeznicu
zapisuju zapazanja o
pokusu, razgovorom ih
potaknuti na razmiSljanje 1
da sami zakljuce zbog Cega
spajalica pluta na povrsini
vode, odnosno potone
nakon dodatka deterdZenta,
objasniti djelovanje
detergenta na vodu te

proces pranja sapunom

Razgovor,
diskusija,
postavljanje

pitanja

Izlaganje,

razgovor

Metoda
demonstracije,
razgovor,
postavljanje

pitanja

Kreda, ploca

PowerPoint

prezentacija, kreda,

ploca

Pribor i kemikalije,

PowerPoint

prezentacija
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10 min

Objasniti promjene do kojih
dolazi pri zagrijavanju
tekucina te pojmove: tlak
pare tekucine, ravnotezni
tlak pare, dinamicka

ravnoteza, vreliSte

Nacrtati, opisati i objasniti
fazni dijagram vode te
definirati krivulju
isparavanja, trojnu tocku i

latentnu toplinu

Izlaganje,

razgovor

PowerPoint
prezentacija, kreda,

ploca

ZAVRSNI DIO

Ponavljanje gradiva,

rjeSavanje radne biljeznice

Razgovor

Radni listi¢, radna

biljeznica
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5.3. Plan ploce

Osnovna svojstva tekuéina

Tekucine — Ciste tvari pri sobnoj temperaturi u tekué¢em agregacijskom stanju
Medumolekulske sile u teku¢inama:

-inducirani dipol - inducirani dipol

-dipol - inducirani dipol

-dipol - dipol
Pokus 1: Sto se dogada pri mijesanju tekuéina razli¢itih gustoéa?
tetraklormetan + heksan = slabe privlaéne sile (inducirani dipol-inducirani dipol privlacenje)

tetraklormetan + voda, heksan + voda - jace privlacne sile (dipol-inducirani dipol privlacenja)

gusto¢a-omjer mase i volumena

PEY

Pokus 2: PovrSinska napetost
Povrsinska napetost-sila koja nastaje u unutrasnjosti i na povrsini tekucine
-mjerna jedinica: N m?

Fazni dijagram vode:

Krutina l Tekuéina
A taljemje )
isparayanje .
skrutnjivanje ¢ kriticna
= tocka
lydenzacua
X | ] atm
©
-
458
o sublimacij
. Para
kondenzacija
0’ 100
0.0098
Temperatura(°C)

84



5.4. Pokusi

5.4.1. Pokus 1: Sto se dogada pri mijeSanju tekuéina razli¢itih gustoca?
Pribor i kemikalije:

Epruveta, heksan (p(CeH14) = 0,655 g cm®), tetraklormetan (p (CCls) = 1,584 g cm™, modra
galica (CuSO4 x 5H,0 (8)), destilirana voda (p(H20) = 1,00 g cm™)

Postupak:

U destiliranoj vodi otopiti nekoliko kristalica modre galice (modra galica nema nikakav

utjecaj na tijek pokusa, koristi se samo za bojanje vode, buduéi da su sve tekuéine prozirne)

U epruvetu oprezno ulijevati redom: 2 mL tetraklormetana, 2 mL vode obojene modrom

galicom, 2 mL heksana

Skica aparature:

Opazanja:

Zakljucak:
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5.4.2. Pokus 2: Povrsinska napetost

Pribor i kemikalije:

Staklena zdjelica, Celi¢na spajalica (igla za Sivanje), tekuc¢i deterdzent ili sapun
Postupak:

Staklenu zdjelicu napuniti vodom. Na povrSinu vode staviti spajalicu ili iglu za Sivanje i

nakon nekoliko minuta dodati nekoliko kapi tekuc¢eg deterdzenta.

Skica aparature:

Opazanja:

Zakljucak:
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5.5. Radni listi¢

5.5.1. Pokus 1

1. Koje su od navedenih molekula polarne, a koje nepolarne? Obrazlozi svoj odgovor

2. Koja medumolekulska djelovanja su prisutna unutar pojedinog sloja tekucina i na

granici dviju tekuéina te zasto se teku¢ine ne mijesaju?

3. Kakva su privlacenja izmedu molekula u grani¢nim slojevima u odnosu na privlac¢enja

molekula u pojedinim slojevima tekuéina?

87



5.5.2. Pokus 2

1. U kakvom su odnosu gustoé¢a vode i gustoca spajalice? Sto oéekujete, hoce li spajalica

potonuti ili plutati na povrsini vode?

2. Koju pojavu uzrokuju sile izmedu molekula i na granici voda-zrak?

3. Navedi vaznost Ove pojave za ziva bi¢a u prirodi.

4. Zasto spajalica potone nakon dodatka deterdzenta?
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5.6. Pitanja za ponavljanje i domaéu zadacu

1. Nabroji osnovna svojstva tekucina.

2. Graficki prikazi i opisi dijagrame ovisnosti gustoce i viskoznosti 0 temperaturi.

Gustoca

g/cm?

n
>

Temperatura

oC

3. Objasni pojavu povrSinske napetosti vode te njenu vaznost za organizme u prirodi.

Kakvo djelovanje ima sapun koji u prirodne vode dode otpadnim vodama?




4. Nacrtaj fazni dijagram vode te objasni njenu anomaliju.

[
»

T
5. Promatrajuci dijagram iz prethodnog zadatka definiraj pojmove:

a) krivulja sublimacije

b) krivulja isparavanja

c) krivulja taljenja

d) temperatura vrelista

e) temperatura lediSta
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5.7. O¢ekivani odgovori na pitanja za ponavljanje i domacu zadaéu

1. Gustoca, viskoznost i napetost povrsine.

2.
Povisenjem temperature tvarima se povecava se kineticka
y 3
Gustoca energija Gestica, dolazi do povecanja volumena tvari i
g/cm3
smanjenja njene gustoce. Izuzetak je voda koja pokazuje
anomaliju.
Temperatura
°C
A
Viskoznost Povisenjem temperature povecava se kineticka energija
Pas T . C ey
Cestica te viskoznost opada, dok pri nizim temperaturama,
smanjenjem kineticke energije viskoznost tekucina raste.
Temperatura
°c

3. Povrsinska napetost vode omogucuje sitnim organizmima (kukcima) da hodaju po
povrsini rijeka i jezera. Sapun djeluje na vodu tako da smanjuje njenu napetost na nacin da
senepolarni dijelovi sapuna (ugljikovodicni lanac) okrenu prema zraku, a polarni dijelovi

prema vodi.
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22,8 HPa K Anomalija vode je pojava da voda ima najvecu gustocu

pri 4°C, §to je suprotno uobi¢ajenom, da tvari imaju

tekuéa
voda

374,2°C najvecu gustocu u ¢vrstom agregacijskom stanju.

tlak

led
Povisenjem temperature od 0 do 4°C njena gustoca se

pan. povecava. Iznad 4°C voda se ponasa uobi¢ajeno, tj.

— - daljnjim povecanjem temperatur njena gustoca se
+0,0098 ' C  temperatura

smanjuje.

5. a) krivulja sublimacije

Krivulja sublimacije predstavlja skup tocaka u kojima su pri odredenoj temperaturi led i

vodena para u ravnotezi.
b) krivulja isparavanja

Krivulja isparavanja predstavlja skup toc¢aka u kojima su pri odredenoj temperaturi i tlaku

voda i vodena para u ravnotezi.
c) krivulja taljenja

Krivulja taljenja predstavlja skup tocaka u kojima su pri odredenoj temperaturi i tlaku led i

voda u ravnotezi.
d) temperatura vrelista

Temperatura vrelista je temperatura pri kojoj je tlak para tekucine jednak atmosferskom

tlaku.
e) temperatura ledista

Temperatura ledisSta je temperatura pri kojoj neka tvar prelazi iz tekuceg u ¢vrsto

agregacijsko stanje.
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6. Zakljudak



Pet vaznih kationa, kalij, kalcij, magnezij, natrij i litij, uspjesno su separirani te
kvantificirani u modelnim i realnim sustavima primjenom elektroforeze na mikrocipu
(MCE) sa C*D detektorom.

Razvijena je brza, jednostavna, jeftina i reproducibilna metoda za katione koje
najées$¢e nalazimo u prirodnim vodama razli¢itog porijeka. Elektroforetska separacija je
postignuta u 60 sekundi, sa dobrom ponovljivos¢éu izmedu zasebnih serija.

Ispitan je utjecaj sljedecih parametara na efikasnost separacije: napon injektiranja,
vrijeme injektiranja, napon separacije. U cilju optimiranja postupka separacije temeljito je
ispitan i optimiran sastav pomo¢nog elektrolita (BGE).

Podatci dobiveni elektroforetskim postupkom izrazeni su mjerenjem visine odzivnog
pika. Vremena zadrzavanja su konstantna i reproducibilna te neovisna o koncentraciji
uzorka. Primjenom regresijske analize ispitano je podrucje linearnog odziva za svaki kation,
pojedinacno i u smjesi. To¢nost i reproducibilnost mjerenja odredeni su metodom poznatog
dodatka. Tocnost rezultata odredivanja Kalija, kalcija, magnezija, natrija i litija primjenom
poznatog dodatka u prirodnim vodama iznosi od 87 do 108 % (Tablica 13.).

Rezultati MCE odredivanja kationa u prirodnim vodama na MCE uredaju usporedeni
su s rezultatima dobivenim ICP-OES metodom. Nesto veéa odstupanja rezultata dobivena
su za MCE metodu.

S obzirom na prednosti koje nudi MCE/C*D, ova metoda se moZe upotrijebiti za

terenske analize jer je ovaj sustav lako prenosiv.
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