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Uvod

Kapilarni zénova elektroforéza (CZE) patfi spole¢né s vy-
sokou¢innou kapalinovou chromatografii (HPLC) a plynovou
chromatografii (GC) k nejvice pouzivanym separaénim tech-
nikam. Toto postaveni ziskala pfedev§im pro své nesporné
vyhody, ke kterym patii v prvni fadé vysoka rychlost analyzy,
ucinnost dosahujici az miliéoni teoretickych pater, malé mnoz-
stvi vzorku potiebné pro analyzu, maléd spotieba mobilni faze
a z toho vyplyvajici nizké ndklady na provoz. Malé mnozstvi
davkovaného vzorku, které se pohybuje fddové v jednotkich
nanogrami, a predev§im maly vnitini primér separacni kapi-
lary dovoluje pouzit pouze detekénich cel o rozmérech srovna-
telnych s vnitinim primérem kapilary. V opa¢ném piipadé by
dochdzelo pti pouziti rozmérnych cel k dodateénému rozmy-
vani separovanych zén a tim ke sniZzovani celkové tucinnosti
separace. V disledku téchto instrumentdlnich podminek jsou
kladeny velké naroky i na citlivost detekce.

Bézné pouzivanou detekéni technikou je vedle spektrofo-

tometrické detekce v uv oblasti detekce vodivostni. Je vhodna
zejména pro detekci malych anorganickych iontli, pro néz je
piima uv detekce malo citliva a nepfima uv detekce zase na-
ro¢na na volbu vhodného absorbujiciho iontu stejného zna-
ménka v mobilni fizi (co-iontu). Vodivostni detekce ve spo-
jeni z CZE musi fesit zdsadni problém, ktery Ize charakterizo-
vat jako ruSivy vliv silného separa¢niho pole na elektricky
obvod vlastniho vodivostniho detektoru. Tento problém je
v praxi v zasadc resen dvéma ruznymi zplisoby
a) vytvofenim zlomu pied koncem separacni kapildry a odve-
denim separa¢niho pole mimo vlastni vodivostni detektor;
umistnénim indikaéni vodivostni elektrody do takové
vzdalenosti od konce separaéni kapildry, kde se jiz sepa-
ra¢ni pole neprojevuje.
Prvé feSeni je po konstrukéni strance zna¢né€ néarocéné
a komplikuje mérici aparaturu, druhé feseni je pouzitelné pou-
ze u kapildr o vnitinim priméru mensim nez 25 |im. V druhém
ptipadé, u kapildr o vnitinim praméru 50 az 100 pm, kteréjsou
uzivany v béznych rutinnich analyzich, elektrické separacni
pole vystupuje z konce kapildry pfili§ daleko do hloubi rozto-
ku. Detekéni cela ma v tomto piipadé velky objem a zaroven
dochazi k poklesu citlivosti vodivostniho detektoru.

b)
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Pro kapildry o vnitfnim priméru vétSim nez 75 pm byl
navrzen vodivostni detektor, jehoz konstrukce a vlastnosti
jsou popsany v tomto ¢lanku. Konstrukce detektoru je atypic-
k. Jednd se o méfeni vodivosti roztoku zachyceného na
hydrofilnim vlakné, které je pevné adjustovano ke konci se-
para¢ni kapildry. Konec separa¢ni kapildry se nachazi tésné
nad hladinou roztoku v koncové nadobce. Roztok vytékajici
z kapilary je odvddén timto vldknem do koncové néddobky.
Vodivostni elektrody jsou umistnény tak, ze méfi vodivost
elektrolytu pravé zachyceného na vlakné a zaroven jsou dosta-
te¢né vzdaleny od usti kapildry, aby signal nebyl ovliviiovan
separa¢nim polem.

2 M2

Experimentalni ¢ast

Konstrukce vlidknového detektoru

Z celofanové félie o tloustce 0,03 mm byla Ziletkou nate-
zé4na vldkna délky asi [0 mm a Sifky asi 0,15 mm. Vldkno bylo
malou kapickou vodivého stfibrného epoxidu (electrically
conductive silver epoxy EPO-TEK H31D, Epoxy technology
Inc, USA) pfilepeno k pocinovanému médénému dratku slou-
zicimu jako elektricky kontakt. Takto pfipraveny dratek s pii-
pevnénym vldknem byl fixovdn ke konci separacni kapildry
teflonovou paskou tak, aby vldkno bylo v té€sné blizkosti usti
a mohl po ném stékat roztok vytékajiciz kapilary. Volny konec
vldkna zasahoval do koncové niddobky s roztokem pufru tak,
ze spojeni roztoku vytékajiciho z kapilary s roztokem v nadob-
ce s pufrem bylo zprosttedkovdno pouze celofinem. V nddob-
ce s pufrem byl téZ ponoien druhy platinovy dratek; pii detekci
se méfi vodivost vldkna celofanu mezi kapic¢kou stiibrného
epoxidu a touto druhou platinovou elektrodou. Schéma popsa-
ného detektoru je na obr. 1.

! _@_

Obr. 1. Schéma vldknového detektoru; 1 - méfici zafizeni, 2 - Cu
dratek, 3 - epoxidovy spoj, 4 - hydrofilni vldkno, 5 - hladina kapaliny
v koncové nadobce, 6 - Pt dritek, 7 - konec separaéni kapilary
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Aparatura

VSechna méfeni byla provadéna na pfistroji CRYSTAL
310 CE instrument (ATI Unicam, UK). Ddvkovédno bylo hy-
drodynamicky tlakem 20 mbar po dobu 6 s. Separaéni kapildra
byla z tazeného kiemene s povrchovou vrstvou polyimidu
o vnitfnim praméru 75 pwm a vn&gim priméru 375 um (Com-
posite Metal Services Ltd.,Velkd Britdnie). Délka kapilary
byla 79 cm. Pro nepfimou uv detekci byl pouzit uv-detektor
Unicam 4225 (ATI Unicam, UK).

Odezva detektoru byla méfena konduktometrem sestave-
nym z operaénich zesilova¢i. Signdl z konduktometru byl
sniman a zpracovan zafizenim pro sbér dat, které je soucasti
pristroje CRYSTAL 310 CE.

Vsechna méfeni byla provadéna za laboratorni teploty.

Chemikdlie

V pribéhu testovani detektoru byly pouzity tyto chemiké-
lie: chlorid draselny a chlorid sodny, p.a., LACHEMA Brno;
hydroxid lithny monohydrdt, MES (2-morfolinethansulfono-
va kyselina), imidazol, Merck, Némecko; MOPS (3-[N-mor-
folin] propansulfonovéd kyselina), 99,5 %, Sigma Chemical
Co. Analyzované vzorky mineralnich vod Mattoni, Korunni
a Mlynsky pramen byly zakoupeny v obchodni siti.

Vysledky a diskuse

Vldknovy detektor ve spojem s CZE byl pouzit k méfeni
obsahu sodnych a draselnych iontli v minerdlnich vodich
Mattoni, Korunni a Mlynsky pramen, které jsou bézné dostup-
né v nasi obchodni siti. Na etiketdch vyrobki jsou uvedeny
hodnoty obsahu minerdlnich litek. Analyza mineralti byla
provedena pfi téchto experimentdlnich podminkéch: separa¢ni
pufr 30 mMm MES + 15 mm LiOH (pH 6,1), napéti 20 kV,
protékajici proud 12 A, divkovani hydrodynamické tlakem

Obr. 2. Kalibracni elektroferogramy sodnych a draselnych ionti
o ekvimolirnichkoncentracich v rozmezi 5.10 “aZ 1.10"* mol.dm™,
R odezva v mV (experimentdlni podminky viz text)
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20 mbar po dobu 6 s, délka separa¢ni kapilary 79 cm a délka
hydrofilniho vldkna 0,5 mm.

Zavislost odezvy detektoru (plocha piku, G) na koncentra-
ci je linedrni pro oba stanovované ionty. Pfislusné kalibraéni
rovnice jsou:

pro draselné ionty

G [US.s] =2265,6 (92,4) ¢ [mol.dm™] + 0,37 (0,47);
pro sodné ionty

G [uS.s] = 1007,0 (35,7) c [mol.dm':%,] + 0,09 (0,18);

v zadvorkach jsou standardni odchylky. Kalibra¢ni elektrofero-
gramy jsou pro ilustraci zobrazeny na obr. 2. Naméfené hod-
noty obsahu stanovovanych iontd jsou zaznamendny v ta-
bulce 1.

Prispévek vodivostniho detektoru k celkovému rozmyti
pikd byl sledovdn porovnanim u¢innosti separaéniho procesu
zjisfovaného z dat zméfenych vodivostni a nepfimou uv de-
tekci. Nepifima uv detekce byla provedena za stejnych podmi-
nek ddvkovani, separa¢niho napéti i délky kapildry jako vodi-
vostni detekce. U&innost separace vyjadiend poétem teoretic-
kych pater lze vypocéitat z pfislusnych retencnich dat dle
vztahu:

N = 16[1(r)/ w®b)])*

kde N udava pocet teoretickych pater, #(r) je retencni cas [s],
w(b)je Sitka piku p¥i zdkladné [s].

Jako separaéni pufr pro nepfimou uv detekci byl zvolen
30 mM imidazol + 30 mM MOPS a méfeno bylo pfi vinové
délce X = 215nm. Z porovndni i¢innosti separace plyne, Ze
vlaknovy vodivostni detektor snizuje u¢innost separace v po-
rovnani s uv detektorem piiblizné o 10 %. SniZeni ucinnosti
je zapfi¢inéno vétsimi rozméry vodivostni cely oproti rozmé-
ram spektrofotometrického detektoru, kterym jsou detekova-

ny zony latek piimo v kapilare.

Tabulka I

Stanoveni obsahu sodnych a draselnych iontl v mineralnich
vodach vodivostnim detektorem s vlaknem celofdnu a nepfi-
mou uv detekci. Ziskané hodnoty byly porovnany s udaji
o koncentraci iontd uvedenych na etiketdch. Nepifima uv de-
tekce byla provedena v separa¢nim pufru 30 mM imidazol +
30 mM MOPS, pii vinové délce 215 nm

Mineralni Ion Koncentrace [mg.l° l]

voda deklarovanii nalezend
vodivostné nepfimou uv
Mattoni ~ K* 32,6 22,2 27,2
Na* 148,8 116,2 116,2
Korunni  K* 39,2 26,3 26,1
Na* 104,7 1537 121,0
Milynsky  K* 96,0 63,7 60,6
pramen Na* 1695,0 1497,7 1520,5
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Zavér

Vldknovy vodivostni detektor popsany v této praci je
charakteristicky atypickym pfistupem k feSeni problému ne-
gativniho vlivu separaniho pole na vlastni signdl vodivostni-
ho detektoru.Vlastnosti tohoto detektoru Ize shrnout v nékoli-
ka bodech:

Detektor umoziiuje vodivostni detekci pfimo u usti sepa-
racni kapildry a to pii bézné uzivanych hodnotdch separacniho
napéti i pii pouziti separatnich kapilar o velkém vnitfnim
praméru i.d. > 70 um, které jsou uzivany pro rutinni analyzy.

Z provedenych meéfeni je ziejmé, Zze detektor nepfispiva
k deformaci tvaru piku.

Vliv detektoru na sniZen{ u€innosti separace je charakteris-
tickym jevem u detektort eliminujicich vliv pole, u nichZ je
vetsi geometricky objem nutnou podminkou.

Odezva detektoru by la ve studovaném oboru linedrni funk-
ci koncentrace a jeji zéavislost na délce detekéniho vlakna
i pritokové rychlosti mobilni fize vykazovaly ocekdvany cha-
rakter.

Umisténi detektoru ke konci kapilary je velice snadné
a délka detekéniho vldkna je nastavena pomoci mikrometric-
kého Sroubu. V piipadé poskozeni separac¢ni kapilary je snadna
moznost pfemisténi detektoru ke kapildfe jiné. Téz konstrukce
detektoru je jednoduchad, neklade naroky na volbu specidlnich
materidlt, konstrukénich pomtcek ani schopnosti konstruk-
téra.

Autori dekuji za financni podporu Fondu rozvoje vysokych
skol, grant &. 1363/1998.

LITERATURA

1. Li S. F. Y.: Capillary Electrophoresis — Principles, Prac-
tice and Applications. Elsevier, Amsterdam 1992.

2. Ewing A. G., Mesaros J. M., Gavin P. F: Anal. Chem. 66,
527A (1994).
3. Jandik P., Bonn G.: Capillary Electrophoresis of Small

Molecules and [ons.VCH, Linz 1993.

P. Tama, F. Opekar, and 1. Jelinek (UNESCO Labora-
tory of Environmental Electrochemistry, Department of Ana-
Iytical Chemistry, Charles University, Prague): Conducto-
metric Detector for Capillary Electrophoresis Based on
a Hydrophilic Strip

A thin hydrophilic strip of cellophane is attached to the tip
of the separation capillary so that the solution flowing from
the capillary passes through the strip to the solution in the
outlet vial. The conductivity of the strip is measured between
a metallic contact to the strip and an auxiliary platinum elec-
trode placed in the outlet vial solution. An interference of the
measured signal with a separation electric field coming out
from the capillary is eliminated in this arrangement. The
detector was employed in determining potassium and sodium
ions in mineral waters.
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Uvod

Supramolekuldrni chemie, obor zabyvajici se studiem ne-
kovalentnich komplexti molekul, pfedstavuje novou interdis-
ciplinarni oblast na pomezi analytické chemie, organické che-
mie, fyzikdlni chemie a biochemie. Inspirovana pfirodou sje-
jim jedine¢nym souborem molekul, jez specificky komplexuji
se svymi substraty na principu zdmku a kliCe, ¢i novéji dle
teorie indukovaného pfizptisobeni, se snazi vytvafet receptory
(ligandy), které jsou schopny selektivné komplexovat pouze
jeden typ substratu (analytu).

Pro takovéto latky se nabizi vyuZzitijako selektivni 1éCiva,
¢i nosice 1éki, pii separaci slozitych smési latek a v neposledni
fad¢ pii detekci latek v analytické chemii. Rtzné ligandy zde
nachézeji uplatnéni v kapalinové chromatografii jako speci-
fické staciondrni fiaze vzniklé fixaci ligandu na vhodny poly-
merni sorbent. V optickych metodédch se vyuzivéa princip tzv.
optod, kdy ligand fixovany na nosi¢i méni v pfitomnosti
substratu své optické vlastnosti. V neposledni fadé jsou to
elektrochemické aplikace supramolekuldrnich ligandd, ty se
zde vyuZivaji jako ionofory v membranovych elektrodach',
nebo jsou fixovdny na povrch kovu v elektropolymernich
iontové selektivnich elektroddch” (ISE).

Membranové ISE sestdvaji ze svodové, vétSinou argento-
chloridové elektrody, kterd je od vnéjsiho méfeného roztoku
oddélena tenkou membrdanou. Ta je slozena z PVC nosice
avysokomolekuldrniho nepolarniho rozpustidla (orfo-nitrofe-
nyloktylether, dioktylftalat, dibutylsebakat a dalsi), které tvofi
prostfedi komplexace. Kromé aktivniho ligandu je téZ v ma-
1ém mnoZzstvi v membrané ptitomen lipofilni ptidavek, ktery
zlepSuje parametry elektrody.

Pro navrh optimdlné fungujici elektrody je tieba znat
zpusob a parametry komplexace systému ligand-substrat. Jed-
nim z téchto parametri je konstanta stability takovéhoto kom-
plexu. Pro optimalni funkci ISE nesmi byt konstanta stability
pfilis mala, protoZe by nedochézelo ke komplexaci a ke vzniku
méfeného potencidlu. A nesmi byt téZ ptili§ velkd, nebot by se
ligand v membrané napevno véazal se substritem a doslo by
k jeho pasivaci’.

Vzhledem k vyznamu konstant stability bylo vyvinuto
mnoho metod pro jejich stanoveni'. Nejobvyklejsijsou, kromé
potenciometrického stanoveni, NMR spektroskopie, UV/VIS
spektrofotometrie, fluorimetrie, konduktometrie.
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