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LABORATORNÍ PŘÍSTROJE A POSTUPY 

vostní elektrody jsou integrální součástí separační kapiláry 
a přívod i odvod záření je zprostředkován světlovodnými 
vlákny přitisknutými v poloze proti sobě kolmo ke kapilá-
ře. Kapilára proto nemů�e být při po�kození vyměněna, ale 
musí být sestaven detektor nový, tj. je nutno na nové kapi-
láře vytvořit vodivostní elektrody a časově náročným po-
stupem adjustovat světlovodná vlákna. Je zřejmé, �e takto 
není mo�no zajistit reprodukovatelné geometrické uspořá-
dání ani vodivostní, ani optické části detektoru. 

V této práci je popsáno konstrukční uspořádání kom-
binovaného spektrofotometrického a bezkontaktního vodi-
vostního detektoru, které umo�ňuje detekci látek v jednom 
místě kapiláry a je pou�itelné pro rutinní analýzu, tj. 
umo�ňuje vkládání a výměnu separační kapiláry způsobem 
obvyklým u bě�ných spektrofotometrických detektorů. Pro 
vodivostní část detektoru bylo vyu�ito uspořádání 
s poloválcovými elektrodami9, do něj� byla zaintegrována 
část optická tvořená pouze jedním světlovodným vláknem 
přivádějícím ke kapiláře záření ze zdroje. Vlákno je pevně 
fixováno mezi vodivostními elektrodami, tak�e při výměně 
kapiláry zůstává v konstantní poloze. Záření pro�lé kapilá-
rou je, podobně jako ve standardních spektrofotometric-
kých detektorech pou�ívaných v kapilárních separačních 
metodách, přímo snímáno fotodiodou umístěnou v blízkos-
ti kapiláry.  

 
Experimentální část 

 
M e c h a n i c k é  u s p o ř á d á n í  d e t e k t o r u  

 Celkové mechanické uspořádání detektoru je zná-
zorněné na obr. 1a. Vodivostní část detektoru je zcela ob-
dobná bezkontaktnímu vodivostnímu detektoru popsané-
mu v práci9. V plexisklové destičce (1) o rozměrech 
45×65 mm a tlou�ťce 10 mm je vytvořena poloválcová 
drá�ka o průměru rovném přibli�ně vněj�ímu průměru 
separační kapiláry, zde asi 400 µm. V drá�ce jsou vlepeny 
dvě elektrody (2) z hliníkové fólie o tlou�ťce 10 µm, �ířce 
3 mm a vzdálené od sebe 2 mm. Tato plexisklová destička 
je nepohyblivá, je připevněna k desce s plo�ným spojem, 
na ní� je zapojen elektronický obvod vodivostního detek-
toru. Na jednu z elektrod je přiváděn střídavý signál 
z funkčního generátoru (10), druhá je spojena 
s elektronikou vodivostní části detektoru. 

Pro optickou část detektoru byl vyu�it komerční spek-
trofotometrický detektor LCD 2082 (Ecom, ČR) upravený 
tak, aby záření od zdroje mohlo být vedeno ke kapiláře 
světlovodným vláknem. Jeden konec světlovodu o průmě-
ru 100 µm a délce asi 25 cm byl vlepen epoxidovým lepi-
dlem do injekční jehly vhodného průměru, zkrácené na 
délku 10  mm. Ta byla spolu se světlovodem uchycena 
�roubem M2 v otvoru hliníkového válečku tvořícího re-
dukci pro spojení s blokem deuteriové výbojky uvnitř 
spektrofotometrického detektoru fy Ecom. Druhý konec 
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Úvod  
 
Při analýzách vzorků obsahujících směs malých anor-

ganických iontů a iontů organických látek metodou kapi-
lární zónové elektroforézy (CZE) vzniká problém, jak 
současně detegovat oba typy těchto látek. Standardní de-
tekční metoda, spektrofotometrie v UV oblasti, je vhodná 
pro detekci organických látek, anorganické ionty lze touto 
metodou detegovat pouze nepřímo. Pro detekci anorganic-
kých iontů jsou vhodné detektory zalo�ené na měření elek-
trické vodivosti roztoku. Je tedy zřejmé, �e jeden typ de-
tektoru zpravidla neumo�ní detegovat oba typy analytů 
současně, tak�e analýzu je nutno provádět opakovaně. 
Problém lze do určité míry ře�it kombinací obou detektorů, 
obecně kombinací detektorů zalo�ených na různých princi-
pech.  

 V literatuře se lze setkat s několika typy kombinova-
ných detetorů vyu�ívaných pro detekci v zónové elektrofo-
réze, ať ji� kapilární či čipové. Např. ampérometrický de-
tektor byl kombinován s fluorescenčním1, spektrofotomet-
rickým2 či bezkontaktním vodivostním detektorem3. Ne-
přímá UV detekce byla pou�ita v kombinaci s přímou vo-
divostní4,5 či hmotnostní detekcí6, detektor s diodovým 
polem kombinovaný s hmotnostním detektorem je popsán 
v práci7. Společným nedostatkem těchto detektorů je zapo-
jení jednotlivých detekčních systémů v sérii, tak�e zázna-
my obou detektorů jsou časově posunuty a zachycují zóny 
separovaných látek v různém stadiu separace. Uspořádání 
detektoru, který umo�ňuje spektrofotometrickou 
a bezkontaktní vodivostní detekci v jednom místě separač-
ní kapiláry bylo publikováno v práci8. Z praktického hle-
diska v�ak konstrukční uspořádání publikovaného kombi-
novaného detektoru není příli� vhodné. Tubulární vodi-
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světlovodného vlákna (3) prochází nepohyblivou ple-
xisklovou destičkou (1) do mezery mezi vodivostními 
elektrodami tak, aby se jeho čelo právě dotýkalo vlo�ené 
separační kapiláry. V optimální poloze mů�e být vlákno 
fixováno zatmelením nebo pru�ným těsněním stlačovaným 
�roubem. Separační kapilára (4) s vytvořeným průhledným 
okénkem je přitlačována k elektrodám a světlovodnému 
vláknu pohyblivou plexisklovou destičkou (5). V destičce 
je otvor o průměru 2 mm jím� záření pro�lé kapilárou do-
padá na velkoplo�nou fotodiodu (6). Fotodioda, pou�itá 
z komerčního detektoru bez úprav, je s destičkou (5) pevně 
spojená. Mezi oběma destičkami je optické stínění z černé 
polyurethanové pěny (7) přilepené k destičce (5). Destičky 
jsou k sobě přitlačovány čtyřmi �rouby (9). Signál z foto-
diody je veden kabelem (8) do komerčního detektoru, kde 
je zpracováván. 

 
E l e k t r o n i c k é  z a p o j e n í  v o d i v o s t n í  
č á s t i  d e t e k t o r u  

Schéma elektronického zapojení pro bezkontaktní 
vodivostní detekci (obr. 1b) bylo upraveno dle práce10. Je 
v něm vyu�ito standardních obvodů s operačními zesilova-
či. Střídavý signál sinusového průběhu z funkčního gene-
rátoru (FG 2002C, Goldstar, Korea) je přiváděn na jednu 
z poloválcových vodivostních elektrod, prochází kapilárou 
a je snímán druhou vodivostní elektrodou. Je zesilován 
proudovým sledovačem (OZ1), jednocestně usměrněn 

(OZ2) a dále zesílen invertujícím zesilovačem (OZ3). Po-
mocné napětí (−10 a� +10 V) přivedené do bodu b ve vstu-
pu OZ3 umo�ňuje kompenzovat signál pozadí. Z výstupu 
a zesilovače OZ3 je signál veden k registračnímu zařízení. 
Obvod byl zapojen na desce s plo�ným spojem. Kritickým 
bodem obvodu je vstup OZ1 � přívodní vodič od vodivost-
ní elektrody musí být co nejkrat�í a vstup OZ1 byl pájen 
na pájecí bod izolovaný od desky s plo�ným spojem teflo-
nem. K registraci signálu byl vyu�it počítač vybavený 
univerzální měřicí deskou PCI-6024E a programem Lab-
View (National Instruments, USA). Nemá-li registrační 
zařízení dostatečně vysoký vstupní odpor, je nutno regis-
tračnímu zařízení předřadit impedanční převodník 
(napěťový sledovač); je-li ve výstupním filtru R2C4 
v  obr. 1b hodnota R2 = 10 kΩ, pak by registrační zařízení 
mělo mít vstupní odpor alespoň 107 Ω.  

 
C e l k o v á  s e s t a v a  d e t e k t o r u  

 Detektor sestavený na desce s plo�ným spojem 
s elektronikou vodivostního detektoru je umístěn v kovové 
krabičce o rozměrech 130 × 80 × 70 mm zaji�ťující jeho 
elektrické i optické odstínění od vněj�ího prostředí. Vnitřní 
stěny krabičky i obě plexisklové destičky jsou začerněny 
matným lakem. Celá sestava uvnitř stínící krabičky je vi-
dět na obr. 2. Krabička je připevněna k čelnímu panelu 
spektrofotometrického detektoru LCD 2082 (Ecom, ČR), 
(viz obr. 3). Vkládání kapiláry do detektoru je obdobné 
jako při pou�ití standardních spektrofotometrických detek-
torů: odstraní se kryt stínící krabičky, pohyblivá plexisklo-
vá destička se po uvolnění přitlačovacích �roubů oddálí od 
destičky nepohyblivé, otvory v horní a spodní stěně stínící 
krabičky se vsune kapilára, vlo�í se do drá�ky tak, aby 
optické okénko bylo v místě, kde je mezi vodivostními 
elektrodami světlovodné vlákno a její poloha se zafixuje 
přitisknutím pohyblivé destičky a uta�ením přitlačovacích 
�roubů.  

 
 
 
b 
 
 
 
 
 
 
 
a 
 
 
 
 

Obr. 1. a � Schéma mechanického uspořádání kombinovaného 
detektoru (jednotlivé komponenty nejsou pro přehlednost za-
kresleny v měřítku): 1 � pevná plexisklová destička, 2 �  elektro-
dy, 3 �  světlovodné vlákno přivádějící záření ze spektrofotomet-
ru, 4 �  separační kapilára, 5 �  pohyblivá plexisklová destička, 
6 � fotodioda, 7 �  optické stínění, 8 �  kabel spojující fotodiodu s 
elektronikou ve spektrofotometrickém detektoru, 9 �  spojovací 
�roub, 10 � funkční generátor. b � elektronické zapojení vodi-
vostní části detektoru: OZ1, OZ2 � Burr Brown OPA606KP, 
OZ3  �  Analog  Devices  OP177,  R1  � 1 MΩ, R2  �  10kΩ, 
R3 � 100kΩ,  R4 � 300kΩ,  C1 � 1pF,  C2,  C4 � 1µF, C3 � 0,1µF, 
D � křemíková dioda 1N4448, T � teflonem izolovaný pájecí bod 

Obr. 2. Pohled na sestavu detektoru uvnitř ochranné stínící 
krabičky; detekční část je vlevo, je zakrytá pouzdrem s velko-
plo�nou diodou z detektoru LCD 2082 (Ecom, ČR). Vpravo je 
elektronický obvod vodivostní části detektoru a konektory pro 
přívod napájecího napětí a spojení elektronického obvodu  
s počítačem 
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E l e k t r o f o r e t i c k á  t e s t o v a c í   
a p a r a t u r a  

 Aparatura pro elektroforetická měření byla sestave-
na v laboratoři z vysokonapěťového zdroje Spellman CZE 
1000 (Spellman, USA), křemenné, polyimidem pokryté 
kapiláry o vnitřním průměru 75 µm a vněj�ím průměru 
375 µm (Silica Tubing & Optical Fibers, Slovensko) 
a převodníku umo�ňujícího ovládání vysokonapěťového 
zdroje a sběr a zobrazení signálů z obou částí detektoru 
programem LabView (National Instruments, USA). Vzo-
rek byl dávkován hydrodynamicky zvednutím dávkovací-
ho konce kapiláry o 10 cm proti hladině v koncové nádob-
ce na dobu 10 s. Pou�ité roztoky nosného elektrolytu 
a testovacích roztoků byly připraveny z chemikálií pro 
analýzu v deionizované vodě. V�echna měření byla prová-
děna za laboratorní teploty. Dal�í podrobnosti experimen-
tálních podmínek jsou uvedeny v tabulce I.  

Výsledky a diskuse 
 

V l a s t n o s t i  s p e k t r o f o t o m e t r i c k é  
č á s t i  d e t e k t o r u  

Základní analytické parametry spektrofotometrické 
části detektoru byly určovány pro roztoky kyseliny sa-
licylové v koncentračním oboru 5.10−5 a� 10−2 mol.dm−3 
a byly porovnávány s parametry získanými za stejných 
experimentálních podmínek při pou�ití komerčního spekt-
rofotometrického detektoru Unicam 4225 (Unicam, Ang-
lie).  

Lineární dynamický rozsah testovaného detektoru byl 
5.10−5 a� 5.10−3 mol.dm−3. Kalibrační závislost plochy píku, 
P [mAU.s], na koncentraci kyseliny salicylové, c [mol.dm−3], 
určená ze 6 koncentrací z tohoto rozsahu lze popsat rovnicí  

P = −0,13 (1,33) + 2,10.105 (4,50.103) c 
(v závorce je standardní odchylka) se standardní chybou 
sx,y = 1,56 mAU.s a korelačním koeficientem 0,999. Limit 
detekce, určený ze vztahu 3sx,y/směrnice kalibrační závis-
losti, byl 2.10−5 mol.dm−3. Limit detekce vyjádřený v abso-
lutním mno�ství dávkované salicylové kyseliny byl 33 pg.  

 Ve srovnání s výsledky získanými při pou�ití ko-
merčního detektoru byla citlivost testovaného detektoru 
(porovnávány byly směrnice koncentrační závislosti) tři-
krát vy��í, ale čtyřikrát vy��í byl limit detekce. Příčinou 
vy��í hodnoty limitu detekce je zřejmě ne zcela robustní 
laboratorní konstrukce optické části detektoru projevující 
se určitou nestabilitou signálu (ovlivnění hodnoty sx,y) 
a pravděpodobně i opticky neoptimalizovaný kontakt svět-
lovodného vlákna s kapilárou. Rozptyl nefokusovaného 
záření má nepochybně vliv i na �ířku registrovaných píků, 
co� se projevilo na hodnotě vý�kového ekvivalentu teore-
tického patra H.  Podíl hodnot H zji�těných z parametrů 
píků registrovaných optickou částí testovaného detektoru 
a spektrofotometrickým detektorem Unicam byl 1,38, tj. 
hodnota H je v případě testovaného detektoru téměř 
o 40 % vy��í ne� u komerčního detektoru. �um základní 
linie nepřevy�oval hodnotu 0,1 mAu.  

 
V l a s t n o s t i  v o d i v o s t n í  č á s t i   
d e t e k t o r u  

Základní parametry vodivostní části detektoru byly 
určovány pro roztoky chloridu draselného v koncen-
tračním oboru 1.10−7 a� 10−3 mol.dm−3. Lineární dynamic-
ký rozsah byl 1.10−5 a� 10−3 mol.dm3. Kalibrační závislost 
plochy píku, P [mV.s],  na koncentraci KCl, c [mol.dm−3], 
určenou ze 6 koncentrací z tohoto rozsahu lze popsat rov-
nicí  

P = 3,60 (1,40) + 1,05.105 (2,80.103) c 
(v závorce je standardní odchylka) se standardní chybou 
sx,y = 2,30 mV.s a korelačním koeficientem 0,999. Limit 
detekce byl 1.10−7 mol.dm−3. Limit detekce vyjádřený 
v absolutním mno�ství dávkovaného KCl byl 0,08 pg. 
Tyto parametry jsou srovnatelné s publikovanými parame-
try bezkontaktních vodivostních detektorů nejrůzněj�ích 
konstrukcí9,11.  

Podíl hodnot H zji�těných z parametrů píků registro-

Obr. 3. Umístění kombinovaného detektoru na čelním panelu 
UV detektoru LCD 2082 (Ecom, ČR); separační kapilára vstu-
puje do detektoru shora, pod detektorem je koncová elektrofore-
tická nádobka.  Na levé straně detektoru jsou konektor BNC pro 
přívod střídavého napětí z funkčního generátoru k vodivostní 
části a kabel spojující velkoplo�nou diodu s elektronikou UV 
detektoru. Konektory vpravo � viz obr. 2      

Tabulka I 
Experimentální podmínky pro elektroforetická měření 

Parametr Hodnota 

Délka kapiláry celková/
k detektoru 

69 cm/60 cm 

Separační napětí/proud 20 kV/13-14 mA 

Separační pufr  H3BO3 (20 mM), LiOH (10 mM), 
pH 9,22 

Parametry detekce Spektrofotometrická část: vlnová 
delka 210 nm 
Vodivostní část: napětí sinusové-
ho průběhu, frekvence 200 kHz, 
amplituda ± 10 V   
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vaných vodivostní částí testovaného detektoru a spektrofo-
tometrickým detektorem Unicam byl 0,91. Z toho vyplývá, 
�e vodivostní část detektoru nepřispívá k dodatečnému 
roz�iřování píků. �um základní linie nepřevy�oval hodnotu  
0,25 mV, drift (viz obr. 4) nebránil vyhodnocování elek-
troforeogramu.  

 
V y u � i t í  d e t e k t o r u   

Na obr. 4 je elektroforeogram modelové směsi látek 
ilustrující vyu�ití kombinovaného detektoru. Z jednoho 
záznamu je mo�no stanovit jak látky absorbující UV záře-
ní, tak látky detegovatelné pouze vodivostním detektorem. 
Některé látky poskytují odezvu obou částí detektoru, co� 
mů�e přispět k identifikaci látek v analyzované směsi. 
Dal�í příklady elektroforeogramů modelových směsí 
i praktické analýzy jsou uvedeny v práci8.  

 
 

Závěr 
 
V práci je ukázáno, �e i v laboratoři lze sestavit kom-

binovaný vodivostní a spektrofotometrický detektor pou�i-
telný pro rutinní analýzu, tj. umo�ňující vkládání a výmě-
nu separační kapiláry způsobem obvyklým u bě�ných 

spektrofotometrických detektorů. Parametry obou částí 
detektoru jsou vyhovující pro bě�né aplikace. Dá se očeká-
vat, �e pou�itím profesionálních technologií lze dosáhnout 
lep�ích pracovních charakteristik detektoru ne� při labora-
torním zhotovování jeho jednotlivých komponent. Jde 
předev�ím o zavedení fokusace optického paprsku do stře-
du kapiláry a lep�í fixaci optického vlákna v definované 
poloze.  

Pracovní parametry vodivostní části detektoru 
(předev�ím frekvenci vstupního napětí) je třeba optimali-
zovat k dosa�ení nejvy��í citlivosti, či lépe, nejlep�ího 
poměru signál/�um. Dle teorie podané v práci12 signál ka-
pacitně vázaného bezkontaktního vodivostního detektoru 
monotónně roste s růstem frekvence, av�ak experimentálně 
zji�těné  frekvenční závislosti  publikované v literatuře 
jsou velice rozdílné, viz11 a citace tam uvedené. Odezva je 
evidentně komplexní funkcí řady parametrů souvisejících 
nejen s geometrií detekční cely, ale i se slo�ením roztoku 
a vlastnostmi prvků elektronické části detektoru. Pro kon-
krétní testovanou konfiguraci detektoru je proto nutno 
určit optimální pracovní frekvenci experimentálně.  

 
 
Práce byla finančně podporována Grantovou agentu-

rou ČR, grant 203/01/0653 a částečně Ministerstvem �kol-
ství, mláde�e a tělovýchovy ČR, výzkumný záměr J1 
3/98:113100002. 
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Obr. 4. Elektroforeogram modelové směsi; experimentální 
podmínky jsou v tabulce I, separační pufr SP2. Identifikace píků: 
1 � K+ (1,4), 2 � Na+(1,4), 3 � tyramin (0,3), 4 � histidin (0,2), 
5 � askorbová kyselina (1,0), 6 � sorbová kyselina (0,3), 
7 � máselná kyselina (1,8), 8 � salicylová kyselina (0,07), 
9 � gallová kyselina (0,02) (v závorce jsou koncentrace 
v mmol.dm−3), CCD � bezkontaktní vodivostní detektor   
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M. Novotný, F. Opekar, and I. Jelínek (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 

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 training 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. 

2.  Cleaning production technology based on eliminating sulfide and Cr6+. 
3.  The treatment technology for tannery effluents. 
4.  Reutilization of tannery waste including of abstracting protein, collagen fiber spinning etc...  
5.  Relative standards and testing methods.  
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 

 
 
Přihlá�ky mů�ete poslat faxem na vý�e uvedené číslo, v ka�dém případě mailem na adresu: doc. Ing. Jan Tříska, 
CSc, triska@uek.cas.cz , RNDr. Nadě�da Vrchotová, CSc., nada@uek.cas.cz, Ústav ekologie krajiny AV ČR, 
České Budějovice 


