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Uvod

Pti analyzach vzorkd obsahujicich smés malych anor-
ganickych iontd a iontd organickych latek metodou kapi-
larni zonové elektroforézy (CZE) vznika problém, jak
soucasné detegovat oba typy téchto latek. Standardni de-
tekéni metoda, spektrofotometrie v UV oblasti, je vhodna
pro detekei organickych latek, anorganické ionty lze touto
metodou detegovat pouze nepiimo. Pro detekci anorganic-
kych iontl jsou vhodné detektory zalozené na méfeni elek-
trické vodivosti roztoku. Je tedy zfejmé, Ze jeden typ de-
tektoru zpravidla neumozni detegovat oba typy analytd
soucasng, takZe analyzu je nutno provadét opakované.
Problém lze do urcité miry fesit kombinaci obou detektoru,
obecn¢ kombinaci detektorti zalozenych na riznych princi-
pech.

V literatufe se lze setkat s n¢kolika typy kombinova-
nych detetorti vyuzivanych pro detekci v zonové elektrofo-
réze, at’ jiz kapilarni ¢i ¢ipové. Napf. ampérometricky de-
tektor byl kombinovan s fluorescenénim', spektrofotomet-
rickym” ¢i bezkontaktnim vodivostnim detektorem®. Ne-
pfima UV detekce byla pouzita v kombinaci s ptimou vo-
divostni*® ¢ hmotnostni detekci®, detektor s diodovym
polem kombinovany s hmotnostnim detektorem je popsan
v praci’. Spole¢nym nedostatkem t&chto detektort je zapo-
jeni jednotlivych detekénich systému v sérii, takZe zazna-
my obou detektorti jsou ¢asoveé posunuty a zachycuji zony
separovanych latek v rizném stadiu separace. Usporadani
detektoru,  ktery = umoznuje  spektrofotometrickou
a bezkontaktni vodivostni detekci v jednom misté separac-
ni kapilary bylo publikovano v praci®. Z praktického hle-
diska v8ak konstrukéni uspofadani publikovaného kombi-
novaného detektoru neni pfilis vhodné. Tubularni vodi-
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vostni elektrody jsou integralni soucasti separacni kapilary
a pfivod i odvod zafeni je zprostfedkovan svétlovodnymi
vlakny pfitisknutymi v poloze proti sobé kolmo ke kapila-
tfe. Kapilara proto nemtize byt pii poskozeni vyménéna, ale
musi byt sestaven detektor novy, tj. je nutno na nové kapi-
lafe vytvorit vodivostni elektrody a ¢asoveé narocnym po-
stupem adjustovat svétlovodna vlakna. Je zfejmé, ze takto
neni mozno zajistit reprodukovatelné geometrické uspoia-
dani ani vodivostni, ani optické ¢asti detektoru.

V této praci je popsano konstrukéni uspotadani kom-
binovaného spektrofotometrického a bezkontaktniho vodi-
vostniho detektoru, které umoznuje detekci latek v jednom
misté¢ kapilary a je pouzitelné pro rutinni analyzu, tj.
umoziuje vkladani a vyménu separaéni kapilary zpiisobem
obvyklym u béznych spektrofotometrickych detektorti. Pro
vodivostni ¢ast detektoru bylo vyuzito usporadani
s polovalcovymi elektrodami’, do n&jz byla zaintegrovana
Cast opticka tvotfena pouze jednim svétlovodnym vldknem
pfivadéjicim ke kapilafe zafeni ze zdroje. V1dkno je pevné
fixovano mezi vodivostnimi elektrodami, takze pti vyméné
kapilary zastava v konstantni poloze. Zateni proslé kapila-
rou je, podobné jako ve standardnich spektrofotometric-
kych detektorech pouzivanych v kapilarnich separacnich
metodéach, pfimo snimano fotodiodou umisténou v blizkos-
ti kapilary.

Experimentalni ¢ast

Mechanické uspotfadani detektoru

Celkové mechanické uspotadani detektoru je zna-
zornéné na obr. la. Vodivostni ¢ast detektoru je zcela ob-
dobna bezkontaktnimu vodivostnimu detektoru popsané-
mu v praci’. V plexisklové desti¢ce (1) o rozmérech
45x65 mm a tloustce 10 mm je vytvofena polovalcova
drazka o priméru rovném pfiblizné vnéjSimu priméru
separacni kapilary, zde asi 400 um. V drazce jsou vlepeny
dvé elektrody (2) z hlinikové folie o tloust'ce 10 pum, Sifce
3 mm a vzdalené od sebe 2 mm. Tato plexisklova desticka
je nepohybliva, je pfipevnéna k desce s plosSnym spojem,
na niz je zapojen elektronicky obvod vodivostniho detek-
toru. Na jednu zelektrod je ptivadén stfidavy signal
z funkéniho  generatoru  (10), druhd je spojena
s elektronikou vodivostni ¢asti detektoru.

Pro optickou ¢ast detektoru byl vyuzit komercni spek-
trofotometricky detektor LCD 2082 (Ecom, CR) upraveny
tak, aby zafeni od zdroje mohlo byt vedeno ke kapilare
svétlovodnym vldknem. Jeden konec svétlovodu o primeé-
ru 100 pm a délce asi 25 cm byl vlepen epoxidovym lepi-
dlem do injekéni jehly vhodného priméru, zkracené na
délku 10 mm. Ta byla spolu se svétlovodem uchycena
Sroubem M2 v otvoru hlinikového valecku tvoficiho re-
dukci pro spojeni sblokem deuteriové vybojky uvnitt
spektrofotometrického detektoru fy Ecom. Druhy konec
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Obr. 1. a — Schéma mechanického usporadani kombinovaného
detektoru (jednotlivé komponenty nejsou pro piehlednost za-
kresleny v méfitku): 1 — pevna plexisklova desticka, 2 — elektro-
dy, 3 — svétlovodné vlakno privadéjici zareni ze spektrofotomet-
ru, 4 — separacni kapilara, 5 — pohybliva plexisklova desticka,
6 — fotodioda, 7 — optické stinéni, 8 — kabel spojujici fotodiodu s
elektronikou ve spektrofotometrickém detektoru, 9 — spojovaci
Sroub, 10 — funk¢ni generator. b — elektronické zapojeni vodi-
vostni ¢asti detektoru: OZ1, OZ2 — Burr Brown OPA606KP,
0Z3 — Analog Devices OP177, R1 —1 MQ, R2 — 10kQ,
R3 - 100kQ), R4 —300kQ, C1 - IpF, C2, C4 - 1pF, C3 —0,1uF,
D — kiemikova dioda 1N4448, T — teflonem izolovany pajeci bod

svétlovodného vlakna (3) prochazi nepohyblivou ple-
xisklovou destickou (1) do mezery mezi vodivostnimi
elektrodami tak, aby se jeho celo praveé dotykalo vlozené
separa¢ni kapilary. V optimalni poloze muze byt vlakno
fixovano zatmelenim nebo pruznym tésnénim stlaovanym
Sroubem. Separacni kapildra (4) s vytvorenym prihlednym
okénkem je pritlacovana k elektrodam a svétlovodnému
vldknu pohyblivou plexisklovou desti¢kou (5). V desticce
je otvor o priméru 2 mm jimz zatfeni proslé kapilarou do-
pada na velkoplosnou fotodiodu (6). Fotodioda, pouzita
z komer¢niho detektoru bez Gprav, je s destickou (5) pevné
spojend. Mezi obéma destickami je optické stinéni z Cerné
polyurethanové pény (7) ptilepené k desticce (5). Desticky
jsou k sobé ptitlacovany ctyimi Srouby (9). Signal z foto-
diody je veden kabelem (8) do komer¢niho detektoru, kde
je zpracovavan.
Elektronické zapojeni vodivostni
¢asti detektoru

Schéma elektronického zapojeni pro bezkontaktni
vodivostni detekci (obr. 1b) bylo upraveno dle prace'. Je
v ném vyuzito standardnich obvodii s operacnimi zesilova-
¢i. Stiidavy signal sinusového prubéhu z funkéniho gene-
ratoru (FG 2002C, Goldstar, Korea) je privadén na jednu
z polovélcovych vodivostnich elektrod, prochazi kapildrou
a je sniman druhou vodivostni elektrodou. Je zesilovan
proudovym sledovacem (OZ1), jednocestné¢ usmeérnén
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(0OZ2) a dale zesilen invertujicim zesilovacem (OZ3). Po-
mocné napéti (—10 az +10 V) pfivedené do bodu b ve vstu-
pu OZ3 umoznuje kompenzovat signal pozadi. Z vystupu
a zesilovace OZ3 je signal veden k registracnimu zafizeni.
Obvod byl zapojen na desce s plosSnym spojem. Kritickym
bodem obvodu je vstup OZ1 — pfivodni vodi¢ od vodivost-
ni elektrody musi byt co nejkratsi a vstup OZ1 byl pajen
na pajeci bod izolovany od desky s plosSnym spojem teflo-
nem. K registraci signalu byl vyuzit pocita¢ vybaveny
univerzalni méfici deskou PCI-6024E a programem Lab-
View (National Instruments, USA). Nema-li registracni
zafizeni dostatecné vysoky vstupni odpor, je nutno regis-
tratnimu  zafizeni predfadit impedanéni ptevodnik
(napétovy sledovac); je-li ve vystupnim filtru R2C4
v obr. 1b hodnota R2 = 10 kQ, pak by registracni zatizeni
mélo mit vstupni odpor alespoii 10 Q.

Celkova sestava detektoru

Detektor sestaveny na desce s plosnym spojem
s elektronikou vodivostniho detektoru je umistén v kovové
krabi¢ce o rozmérech 130 x 80 x 70 mm zajistujici jeho
elektrické 1 optické odstinéni od vnéjSiho prostfedi. Vnitini
stény krabicky i obé plexisklové desticky jsou zacernény
matnym lakem. Celd sestava uvnitf stinici krabicky je vi-
dét na obr. 2. Krabic¢ka je pfipevnéna k ¢elnimu panelu
spektrofotometrického detektoru LCD 2082 (Ecom, CR),
(viz obr. 3). Vkladani kapilary do detektoru je obdobné
jako pfi pouziti standardnich spektrofotometrickych detek-
tord: odstrani se kryt stinici krabicky, pohybliva plexisklo-
va desticka se po uvolnéni pfitlaovacich Sroubti oddali od
desticky nepohyblivé, otvory v horni a spodni stén€ stinici
krabicky se vsune kapilara, vlozi se do drazky tak, aby
optické okénko bylo v misté, kde je mezi vodivostnimi
elektrodami svétlovodné vlakno a jeji poloha se zafixuje
pfitisknutim pohyblivé destiCky a utaZzenim pfitlacovacich
Sroubil.
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Obr. 2. Pohled na sestavu detektoru uvnitfé ochranné stinici

krabicky; detekéni Cast je vlevo, je zakryta pouzdrem s velko-
plosnou diodou z detektoru LCD 2082 (Ecom, CR). Vpravo je
elektronicky obvod vodivostni ¢asti detektoru a konektory pro
pfivod napajeciho napéti a spojeni elektronického obvodu
s pocitacem
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Obr. 3. Umisténi kombinovaného detektoru na ¢elnim panelu
UV detektoru LCD 2082 (Ecom, CR); separacni kapilara vstu-
puje do detektoru shora, pod detektorem je koncova elektrofore-
ticka nadobka. Na levé stran¢ detektoru jsou konektor BNC pro
pfivod stfidavého napéti z funkéniho generatoru k vodivostni
Casti a kabel spojujici velkoplosnou diodu s elektronikou UV
detektoru. Konektory vpravo — viz obr. 2

Elektroforetickd testovaci
aparatura

Aparatura pro elektroforeticka méfeni byla sestave-
na v laboratofi z vysokonapétového zdroje Spellman CZE
1000 (Spellman, USA), kiemenné, polyimidem pokryté
kapilary o vnitinim priméru 75 pm a vné&j§im priméru
375 wm (Silica Tubing & Optical Fibers, Slovensko)
a pfevodniku umoziujiciho ovladani vysokonapétového
zdroje a sbér a zobrazeni signalli z obou casti detektoru
programem LabView (National Instruments, USA). Vzo-
rek byl davkovan hydrodynamicky zvednutim davkovaci-
ho konce kapilary o 10 cm proti hladin€ v koncové nadob-
ce na dobu 10 s. Pouzité roztoky nosného elektrolytu
a testovacich roztokli byly pfipraveny z chemikalii pro
analyzu v deionizované vodé. VSechna méfeni byla prova-
déna za laboratorni teploty. Dalsi podrobnosti experimen-
talnich podminek jsou uvedeny v tabulce I.

Tabulka I
Experimentalni podminky pro elektroforeticka méfeni

Parametr Hodnota
Délka kapilary celkova/ 69 cm/60 cm
k detektoru

Separacni napéti/proud 20 kV/13-14 mA

H;BO; (20 mM), LiOH (10 mM),
pH 9,22

Separacni pufr

Parametry detekce Spektrofotometricka ¢ast: vinova
delka 210 nm

Vodivostni ¢ast: napéti sinusové-
ho prubéhu, frekvence 200 kHz,
amplituda + 10 V
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Vysledky a diskuse

Vlastnosti spektrofotometricke
¢asti detektoru

Zakladni analytické parametry spektrofotometrické
Casti detektoru byly urCovany pro roztoky kyseliny sa-
licylové v koncentraénim oboru 5.107° az 10~ mol.dm™
abyly porovnavany s parametry ziskanymi za stejnych
experimentélnich podminek pfi pouziti komeréniho spekt-
rofotometrického detektoru Unicam 4225 (Unicam, Ang-
lie).

Linearni dynamicky rozsah testované¢ho detektoru byl
5.10” az 5.10~° mol.dm™. Kalibra¢ni zavislost plochy piku,
P [mAU s], na koncentraci kyseliny salicylové, ¢ [mol.dm™],
urcend ze 6 koncentraci z tohoto rozsahu lze popsat rovnici

P=-0,13 (1,33) + 2,10.10° (4,50.10%) ¢
(v zévorce je standardni odchylka) se standardni chybou
Sxy = 1,56 mAU.s a korela¢nim koeficientem 0,999. Limit
detekce, ureny ze vztahu 3s,,/smérnice kalibracni zavis-
losti, byl 2.107> mol.dm™. Limit detekce vyjadteny v abso-
Iutnim mnozstvi davkované salicylové kyseliny byl 33 pg.

Ve srovnani s vysledky ziskanymi pfi pouziti ko-
mercniho detektoru byla citlivost testovaného detektoru
(porovnavany byly smérnice koncentracni zavislosti) tfi-
krat vyssi, ale Ctytikrat vyssi byl limit detekce. Ptic¢inou
vyssi hodnoty limitu detekce je zfejmé ne zcela robustni
laboratorni konstrukce optické casti detektoru projevujici
se urCitou nestabilitou signalu (ovlivnéni hodnoty sy,)
a pravdépodobné i opticky neoptimalizovany kontakt svét-
lovodného vldkna s kapildrou. Rozptyl nefokusovaného
zateni ma nepochybné vliv i na §itku registrovanych piku,
coz se projevilo na hodnoté vyskového ekvivalentu teore-
tického patra H. Podil hodnot H zjisténych z parametri
pikt registrovanych optickou ¢asti testovaného detektoru
a spektrofotometrickym detektorem Unicam byl 1,38, tj.
hodnota H je v pfipad¢ testované¢ho detektoru témet
040 % vyssi nez u komeréniho detektoru. Sum zakladni
linie nepfevysSoval hodnotu 0,1 mAu.

Vlastnosti vodivostni ¢asti
detektoru

Zakladni parametry vodivostni ¢asti detektoru byly
uréovany pro roztoky chloridu draselného v koncen-
traénim oboru 1.107 az 10~ mol.dm ™. Linearni dynamic-
ky rozsah byl 1.107° az 10~ mol.dm’. Kalibraéni zavislost
plochy piku, P [mV.s], na koncentraci KC, ¢ [mol.dm™],
uréenou ze 6 koncentraci z tohoto rozsahu lze popsat rov-
nici

P =3,60(1,40) + 1,05.10° (2,80.10%) ¢
(v zévorce je standardni odchylka) se standardni chybou
Sxy = 2,30 mV.s a korela¢nim koeficientem 0,999. Limit
detekce byl 1.107 mol.dm™. Limit detekce vyjadieny
v absolutnim mnozstvi davkovaného KCIl byl 0,08 pg.
Tyto parametry jsou srovnatelné s publikovanymi parame-
try bezkontaktnich vodivostnich detektorti nejriznéjsich
konstrukci®'.

Podil hodnot H zjisténych z parametrti pikti registro-
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Obr. 4. Elektroforeogram modelové smési; experimentalni
podminky jsou v tabulce I, separacni pufr SP2. Identifikace piki:
1 -K"(1,4),2 -Na'(1,4), 3 — tyramin (0,3), 4 — histidin (0,2),
5 — askorbova kyselina (1,0), 6 — sorbova kyselina (0,3),
7 — maselna kyselina (1,8), 8 — salicylova kyselina (0,07),
9 — gallova kyselina (0,02) (v zavorce jsou koncentrace
v mmol.dm™*), CCD — bezkontaktni vodivostni detektor

vanych vodivostni ¢asti testovaného detektoru a spektrofo-
tometrickym detektorem Unicam byl 0,91. Z toho vyplyva,
ze vodivostni ¢éast detektoru nepfispiva k dodatecnému
rozsifovani piki. Sum zakladni linie nepfevySoval hodnotu
0,25 mV, drift (viz obr. 4) nebranil vyhodnocovani elek-
troforeogramu.

Vyuziti detektoru

Na obr. 4 je elektroforeogram modelové smési latek
ilustrujici vyuziti kombinovaného detektoru. Z jednoho
zaznamu je mozno stanovit jak latky absorbujici UV zate-
ni, tak latky detegovatelné pouze vodivostnim detektorem.
Nékteré latky poskytuji odezvu obou ¢asti detektoru, coz
mize prispét k identifikaci latek v analyzované smési.
Dalsi piiklady elektroforeogramii modelovych smési
i praktické analyzy jsou uvedeny v praci®.

Zavér

V praci je ukazéano, ze i v laboratofi lze sestavit kom-
binovany vodivostni a spektrofotometricky detektor pouZi-
telny pro rutinni analyzu, tj. umoziujici vkladani a vymeé-
nu separacni kapilary zplsobem obvyklym u béznych
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spektrofotometrickych detektorti. Parametry obou casti
detektoru jsou vyhovujici pro bézné aplikace. Da se oceka-
vat, ze pouzitim profesionalnich technologii 1ze dosahnout
lepsich pracovnich charakteristik detektoru nez pfi labora-
tornim zhotovovéani jeho jednotlivych komponent. Jde
predevsim o zavedeni fokusace optického paprsku do stie-
du kapilary a lepsi fixaci optického vlakna v definované
poloze.

Pracovni parametry vodivostni ¢asti detektoru
(predevsim frekvenci vstupniho napéti) je tfeba optimali-
zovat k dosaZzeni nejvyssi citlivosti, ¢i 1épe, nejlepSiho
poméru signal/Sum. Dle teorie podané v praci'? signal ka-
pacitn¢ vazané¢ho bezkontaktniho vodivostniho detektoru
monotoénné roste s ristem frekvence, avSak experimentalné
zjisténé frekvencni zavislosti publikované v literatuie
jsou velice rozdilné, viz'' a citace tam uvedené. Odezva je
evidentné komplexni funkci fady parametrti souvisejicich
nejen s geometrii detekeni cely, ale i se slozenim roztoku
a vlastnostmi prvku elektronické casti detektoru. Pro kon-
krétni testovanou konfiguraci detektoru je proto nutno
urcit optimalni pracovni frekvenci experimentaln¢.

Prace byla financné podporoviana Grantovou agentu-
rou C'R, grant 203/01/0653 a castecné Ministerstvem Skol-
stvi, mlddeze a télovychovy CR, vyzkumny zdmér JI
3/98:113100002.
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M. Novotny, F. Opekar, and I. Jelinek (UNESCO
Laboratory of Environmental Electrochemistry, Depart-
ment of Analytical Chemistry, Charles University, Pra-
gue): Combined Detector for Capillary Electrophoresis

A new design of a combined UV-spectrophotometric
and contactless conductivity detector is described. The
conductometric part consists of two semicylindrical elec-
trodes onto which the separation capillary is pressed. A
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single optical fiber fixed in the gap between the electrodes
brings light to the capillary with a transparent window. A
photodiode fixed close to the optical window records the
light passed through the capillary. This arrangement per-
mits simultaneous conductometric and spectrophotometric
detection at the same place of the capillary and easy ex-
change of the capillary without an effect on the geometry
of both parts of the detector.

ADVANCE LEATHER TECHNOLOGY TRAINING COURSE

Supported by Ministry of Commerce of the People’s Republic of China, China Leather & Footwear Indus-
try Research Institute (CLFI) is planning to sponsor a three weeks #raining course of advance leather tech-

nology in October 2005 in Beijing, China.

The focus of the training course is from the leather technicians, managers and related government officers.

The training course will be designed within the following aspects:

1. Tanning technology for cowhide garment leather and upper leather, sheepskins garment leather, goatskin
upper leather, as well as the leather made from special skins such as fish skin, snake skin, crocodile skin
and ostrich skin etc.... And the tanning technology of eco-leather products.

The treatment technology for tannery effluents.
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Relative standards and testing methods.

Cleaning production technology based on eliminating sulfide and Cr®".

Reutilization of tannery waste including of abstracting protein, collagen fiber spinning etc...

In order to get approved by Ministry of Commerce of the People’s Republic of China, now we need your

requirement or opinion of training course.

If you are interested in some of the training courses, please send us your requirements promptly, the require-

ments should includes:

Brief introduce of your enterprise, company or government branch.

The training courses that you are interested in.

Your sign or seal of your enterprise, company or government branch.

Sincerely yours

CHINA LEATHER & FOOTWEAR
INDUSTRY RESEARCH INSTITUTE
CLFI Fax: 0086-10-64337830

Prihlasky mutizete poslat faxem na vyse uvedené ¢islo, v kazdém pripadé mailem na adresu: doc. Ing. Jan Ttiska,
CSc, triska@uek.cas.cz , RNDr. Nadézda Vrchotova, CSc., nada@uek.cas.cz, Ustav ekologie krajiny AV CR,

Ceské Budgjovice
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