Univerzita Karlova v Praze
Prirodovédecka fakulta

Klinicka a toxikologicka analyza

Zuzana Srchova

Testovani nového bezkontaktniho vodivostniho

detektoru pro kapilarni elektroforézu

Testing of a new contactless conductivity detector for

capillary electrophoresis

Bakalarska prace

Vedouci zavére¢né prace: doc. RNDr. Pavel Coufal, Ph.D.

Praha 2011



Prohlaseni

Prohlasuji, ze jsem zav€re¢nou praci zpracovala samostatné a Ze jsem uvedla vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla pfedlozena

k ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

V Praze, 24.8. 2011

Podpis



Podékovani

Touto cestou bych chtéla podékovat predevsim svému vedoucimu bakaléaiské prace
doc. RNDr. Pavlu Coufalovi, Ph.D. za jeho odbornou pomoc a vedeni, ochotu, trpélivost a

slova povzbuzeni, ¢imZ vyrazn€ podpofil vypracovani této prace.

Prace na tomto projektu byla finanéné podporovana vyzkumnym zamérem

MSMO0021620857 Ministerstva kolstvi, mladeze a télovychovy Ceské republiky.



Abstrakt

Tato prace se zabyva testovanim zékladnich parametri bezkontaktniho vodivostniho
detektoru pro kapilarni elektroforézu. Snahou bylo najit oblast, kde zavislost vysledného
signalu na koncentraci je linearni, urcit hranici citlivosti detektoru a ovéteni, zda je detektor

schopen poskytovat reprodukovatelné vysledky.
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Abstract

This work deals with testing of basic parameters of a contactless conductivity detector for
capillary electrophoresis. The aim was to find area where the resulting signal dependence on
concentration is linear, to determine the threshold sensitivity of the detector and verify that

the detector is capable of providing reproducible results.
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1 Teoreticky uvod

1.1 Kapilarni elektromigra¢ni metody

Kapilarni elektromigracni metody jsou moderni, stidle se rozvijejici a perspektivni
separacni techniky. V soucasnosti se stale vice pouzivaji jako dopln€k jinych separacnich
metod, predevSim chromatografickych. Kapilarni elektromigracni metody se oznacuji
spole¢nym nazvem ,,vysokoucinna kapilarni elektroforéza“ (HPCE). Do metod HPCE tadime

vSechny elektromigracni separacni techniky, které jsou provadéné v kapilarnim uspotadani.

Nazev kapilarni elektromigra¢ni metody vychazi z principu téchto modernich separa¢nich
technik, kdy se ionty pohybuji rtiznou rychlosti v elektrickém poli, a tim dochazi k jejich
separaci. Pii této metodé se uplatiuje celd fada vyhod, mezi né€ patii jednoduché pfistrojové
vybaveni, mala spotifeba vzorku a potfebnych ¢inidel (nano- az pikolitrové objemy), velka
separa¢ni ucinnost, rychla analyza, rychla optimalizace separa¢nich podminek a z toho
vyplyvajici nizké ndklady na provoz. Mezi jejich hlavni nevyhody patii predev§im malé

reprodukovatelnost a nizka citlivost.

Rozdilné techniky kapilarnich elektroforetickych separaci mohou byt vykonané pomoci
standardniho kapilarniho vybaveni. Pfi¢inou rozdilnych typli separace muze byt fakt, ze
kapilarni  elektroforézy byly vyvinuty kombinaci mnoha elektroforetickych a
chromatografickych technik. Z tohoto divodu miizeme kapilarni elektromigracni metody
rozdelit do Sesti zadkladnich skupin: kapilarni zonova elektroforéza, kapilarni gelova
elektroforéza, micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie, elektrochromatografie
Vv naplnénych kapilarach, kapilarni izoelektrické fokusovani a kapilarni izotachoforéza. Dé¢leni

se provadi na zakladé¢ pritomného média v kapilafe a dle zptisobu separace.

Kapiléarni elektromigracni metody jsou ¢asto pouzivanym nastrojem v dne$nich modernich
analytickych laboratofich. Jedna se o metody univerzalni, stale se zlepsuje jejich vybaveni,
chemikalie, vyvijeji se. Ocekava se dalSi rozvoj separac¢nich medii, kterd budou zvySovat
ucinnost a selektivitu separaci, miniaturizace zafizeni, zlepSujici se citlivost metod a moznost

uplatnéni v dalsich aplikacich [1-3].



1.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (CE) je analytickd technika, kterd dovoluje rychlou a efektivni
separaci nabitych ¢astic pfitomnych v malém objemu vzorku [3]. Pti kapilarni elektroforéze
se uplatnuji dva zadkladni jevy: elektroforeticka pohyblivost a elektroosmoticky tok neboli

elektroosmoéza.

1.2.1 Elektroforeticka pohyblivost (mobilita)
Rychlost pohybu nabitych castic v kapalném prostiedi ve stejnosmérném elektrickém poli
0 dané intenzité 1ze vyjadtit rovnici (1):

v=m.E (m.s™1) 1)

kde m je elektroforeticka pohyblivost, E ptedstavuje intenzitu elektrického pole.

Intenzitu elektrického pole E vyjadiime jako podil napéti mezi elektrodami U a celkovou

délkou kapilary L.

E=2 (V.m™) )

Rovnomérny pohyb iontl v roztoku je dan piisobenim elektrické sily F¢ a tfeci silou Fy,

které pusobi proti sobé.

F,=-F ©)

F.=gq.E 4

kde g je celkovy naboj iontu. Tieci silu l1ze vyjadiit pomoci Stockesova zakona.
Fr = —6mnrv 5)

kde 7 je viskozita prostiedi, r zna¢i polomér iontu.

Dosazenim rovnic (4) a (5) do vztahu (3) a jeho Gpravou dostaneme vztah (6):

m=2=_1 (6)
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Ze vztahu (6) je vidét, Ze pohyblivost je pfimo imérna naboji iontu a nepfimo tumérna

poloméru iontu a viskozité prostiedi.

Je znamo vice druhl pohyblivosti dle typu elektrolytu, v némz se ionty pohybuji. Silné
elektrolyty maji pohyblivost aktudlni, ktera je zavisla na iontové sile a teploté a dale limitni
pohyblivost, jez se stanovuje pii nekone¢ném ziedéni roztoku. Slabé elektrolyty maji
pohyblivost efektivni, kterd je vztazena k iontové sile, pH elektrolytu a teploté separa¢niho

prostredi [2].

1.2.2 Elektroosmoticky tok

Nachazi-li se roztok elektrolytu v kiemenné kapilafe, dochazi ke specifickému usporadani
iontd na rozhrani povrchu kapilary a ptislusného roztoku elektrolytu. Podle elektrostatickych
zakond systém k sob& pfiblizuje Castice opaéné nabité. Vznika tak elektricka dvojvrstva.
Vznik elektrické dvojvrstvy je podpoifen adsorpci jednoho druhu iont na povrchu kapilary
nebo disociaci silanolovych skupin, jez jsou soucasti vnitiniho povrchu kiemenné kapilary.
V casti, kterd sméfuje do kapalné faze (difuzni Cast), zhstava piebytek volného néboje,
na sténé se vytvaii Cast elektrické dvojvrstvy a v blizkosti této stény vznikd potencialovy
rozdil. Potencidlovy rozdil mezi vnéj$im a vnitinim rozhranim difuzni vrstvy se oznacuje jako
elektrokineticky potencial, jinak také nazyvan zeta potencial. Vlozime-li do elektrického
obvodu s kiemennou kapilarou naplnénou elektrolytem napéti, ionty se zacnou pohybovat
smérem k opacné nabité elektrodé a v disledku vnitiniho tfeni v kapaling je také do pohybu
uveden cely objem roztoku. Tento mechanicky pohyb se nazyva elektroosmoticky tok (EOF).
EOF unasi vSechny pfitomné ionty v kapilafe stejnou rychlosti smérem ke katod¢. Vyznamné

ovliviiuje celkovou rychlost pfitomnych iontl, uc¢innost a dobu trvani analyzy.

Rychlost elektroosmotického toku je pfimo Umérna intenzité elektrického pole (E)

a elektroosmotické mobilité (Me).
v, =m_.E (ms™1) (7)

Elektroosmotickou mobilitu je moZzno jesté vyjadrit:

g0

m =;£ (m*. V- ls™h) (8)
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kde ¢ znaci elektrokineticky potencial, ¢ je dielektricka konstanta roztoku a 7 je viskozita

roztoku.

Elektroosmotickd mobilita zavisi na velikosti naboje na wvnitini sténé kapilary.
Elektroosmoticky tok je tak silny, ze i anionty jsou obvykle unaseny smérem ke katod¢.
Neutralni ¢astice se budou pohybovat rychlosti pouze elektroosmotického toku, nebot’ nemaji
zadny naboj. lonty kladné 1 zaporné nabité podléhaji rychlosti pohybu elektroosmotického
toku, ale zaroven k jejich pohybu bude pfispivat vlastni elektroforetickd rychlost. Rychlost
elektroosmotického toku je ovlivnéna celou fadou parametri. Nejvétsi vliv na rychlost
elektroosmotického toku ma bezpodminecné pH separa¢niho elektrolytu a jeho koncentrace.
EOF bude pomaly, jestlize kseparaci pouzijeme kyselé tlumivé roztoky (napft.
fosfore¢nanovy o pH = 2, citratovy o pH = 3 ¢i 5 nebo octanovy o pH = 5). Naopak
v neutralnich a zasaditych tlumivych roztocich (napt. fosfore¢nanovy o pH = 7 ¢i 13, TRIS
0 pH = 8 nebo tetraboritanovy o pH = 9) je EOF vysoky. Obecné plati, ze ¢im vyssi bude pH
tlumivého elektrolytu uvnitt kapilary, tim vétsi bude negativni naboj na vnitini sténé kapilary,
a tim rychlejsi elektroosmoticky tok budeme pozorovat. Jak jiz bylo fec¢eno, na ovlivnéni EOF
ma svij podil také koncentrace separacniho elektrolytu. Vys$s§i koncentrace separacniho
elektrolytu zpasobuje snizeni zeta potencialu elektrické dvojvrstvy a vede k pomalejSimu
toku. Naopak rychly tok nastane tehdy, pokud budeme pracovat s tlumivymi roztoky o nizsi

koncentraci [1, 2].
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1.2.3 Zarizeni pro CE

Obrazek 1 Schéma zatizeni pro kapilarni elektroforézu; ptevzato z [4].

Zatizeni pro kapilarni elektroforézu se sklada z nekolika casti, jak naznacuje obrazek 1.
Obsahuje zdroj stejnosmérného vysokého napéti, ke kterému jsou pfipojeny platinové
elektrody. Anoda je ponoiena do vstupni nadobky, katoda do nadobky vystupni. Obé nadobky
jsou naplnény tlumivym roztokem a jsou propojeny separacni kapilarou. Vnitini prameér
kapilary se nejéastéji pohybuje v rozmezi 25 az 100 um. Vnéjsi primér ma obvykle 375 pum.
Material kapilary byva nejcastéji taveny kiemen nebo teflon (PTFE). Je-li kapilara z kiemene,
je vngjsi povrch kapilary potazeny vrstvou polyimidu, ktery zajist'uje jeji pruznost a odolnost
vici zlomeni. Dal$imi ¢astmi zafizeni jsou davkovaci systém, detektor, zatizeni pro udrzovani

konstantni teploty, pocita¢ a zapisovac.

Pted zahajenim davkovani vzorku je nutno naplnit vstupni a vystupni nddobku vhodnym
elektrolytem a poté piipojit separacni napéti (napi. 20 kV) na elektrody, které jsou ponoiené
Vv téchto nadobkach po dobu nékolika minut. Pfi vloZeném napéti dochdzi ke stabilizaci EOF,
dochazi k vyméné iontlh mezi vnitinim povrchem kapiléry a elektrolytem, ¢imZ vnitini povrch

kapilary dospéje do rovnovahy s danym pouzitym elektrolytem. Roztok vzorku v nadobce je
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davkovan do konce kapilary nachazejici se u elektrody (anoda) v podobé kratké zony.
Davkovani lze provadét tfemi zakladnimi zptsoby. Jednim znich je davkovani
hydrodynamické, kde se vyuziva piivodu stlaceného vzduchu po dobu nékolika sekund nad
hladinu vzorku poté, co se nadobka se vzorkem vzduchotésné uzavie, ¢imz dojde

k nadavkovani vzorku do kapilary, jak je patrné z obrazku 2.

pretlak | hydrodynamicky tok
+ - -
vzorek :t‘::g‘y

Obrazek 2 Schéma hydrodynamického davkovani; pievzato z [5] a upraveno.

Druhy mozny zplsob vyuziva principu spojitych nddob. Pietlaku dosdhneme zvednutim
nadobky se vzorkem o potiebnou vySku vzhledem k vystupni nddobce. Pietlak tak natlaci
malé mnozstvi vzorku do vstupniho konce kapilary. Jedna se o davkovani rozdilem hladin, viz

obrazek 3.

-
| hydrodynamicky tok
- spojité nadoby
) vzorek tlumivy
b roztok

Obrazek 3 Schéma davkovani rozdilem hladin; pfevzato z [5] a upraveno.

Treti typ davkovani, znidzornény na obrdzku 4, se oznacuje jako davkovani
elektrokinetické, kde je nutné vkladat napéti mezi elektrody. Vlivem napéti dochazi k EOF,
¢imz dojde k nasati vzorku. Nastava zvysené davkovani kationtl, které se snazi migrovat
svymi elektroforetickymi rychlostmi smérem do kapilary a jsou tedy zvyhodnény. Naopak
dochazi k znevyhodnéni aniontt, které se snazi migrovat opacnym smérem, tedy z kapilary do
nadobky se vzorkem. Timto vznika odlisné slozeni vzorku vstupujiciho do kapilary a vzorku
v nadobce. Tento zpiisob davkovani je jednoznaéné diskriminacni a umoziuje zvyhodnéni pro

v

jeden druh iontd, proto se povazuje hydrodynamické davkovani za spolehlivéjsi variantu [1].
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=
elektroosmoticky
tok o
vzorek tlumivy
roztok

i
Ly

Obrazek 4 Schéma elektrokinetického davkovani; pievzato z [5] a upraveno.

Po nadavkovani vzorku a spusténi analyzy se ionty zacnou pohybovat separacni kapilarou
smerem ke katodé, az dorazi do detektoru, kde jsou zaznamenany. Mezi nejCastéji vyuzivané
detek¢ni systémy v kapilarni elektroforéze patii absorpéni fotometricky detektor, ktery
pracuje Vv ultrafialové a viditelné oblasti spektra. Svazek paprsku je soustfedén pies kapilaru
na monochromator, detektor a vyhodnocovaci zafizeni. Vyhodnocovaci zafizeni pak udava
zavislost absorbance na vlnové délce a ¢ase. Tento typ detekce je tedy vhodny pro analyzu
latek, které jsou schopny absorbovat zafeni v dané oblasti spektra. Jak jiz bylo Gvodem
feceno, kapilara je potazena na svém povrchu vrstvou polyimidu, kterd je Spatné propustna
pro dany typ zafeni. Tato zluté az hnéd¢ zabarvena vrstva se musi odstranit V misté prichodu
svételného paprsku. Odstranéni vrstvy se provadi spalenim v plameni nebo elektrickym
obloukem a naslednym omytim spélené vrstvy vhodnym alkoholem. Na kapilafe tak dojde
k vytvoteni detekéniho okénka. V tomto misté je kapilara prihledna a velmi kiehka. Projde-li
zona analytu detek¢nim okénkem, absorbuje zafeni pii zvolené vlnové délce, detektor zénu
zaznamena a na zaznamu analyzy, ktery se odborné oznacuje jako elektroferogram, dojde
k vytvofeni piku odpovidajiciho absorbujici zoné. Elektroferogram je tedy zavislost signalu
detektoru (absorbance, vodivosti, intenzity iontl) na migra¢nim Case. Jeden z nejcitlivéjSich
detektort je detektor zalozeny na laserem indukované fluorescenci (LIF) pouzivany pro latky
vykazujici fluorescenci. Kapilarni elektroforéza mize byt také spojena s detektorem
s diodovym polem nebo s hmotnostnim spektrometrem, pomoci nichz miZeme ziskat dalsi
informace o analyzovanych latkach. Pro elektrochemicky aktivni latky pouzivame citlivou
elektrochemickou detekei, jejiz zaklad tvoti ampérometricky detektor. Posledni zminovany
typ detekéniho systému je vodivostni, zalozeny na rozdilné elektrické vodivosti analyti a

zakladniho elektrolytu, ktery je podrobné popsan v kapitole 1.3 [1, 6].
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1.2.4 Vyuziti kapilarni elektroforézy

Kapilarni elektroforéza ma Sirokospektralni vyuziti v mnoha odvétvich, jednak
v oborech chemickych, biomedicinskych a farmaceutickych, ale své misto uplatiuje i
V potravinarském primyslu. V primyslu je mozné analyzu provadét piimo za pochodu
vyrobniho procesu a mit tak stdlou kontrolu nad vyrobou. MoZznosti vyuziti lze nastinit
rozdélenim do nékolika zdkladnich kategorii. Prvni skupinu pfedstavuji malé ionty.
PfedevSim se jedna o stanoveni anorganickych iontli a jinych nabitych latek s nizkou
molekulovou hmotnosti. Ionty se nejcastéji stanovuji kapilarni iontovou analyzou. Metoda je
kombinaci kapilarni elektroforézy malych iontd S nepiimou detekci v oblasti UV a VIS
spektra. Dalsi kategorii jsou léky a prirodni produkty. Provadi se kontrola Cistoty, degradace
pti skladovani a slozeni pro zajisténi shodnosti s referen¢nim standardem. Dale velkou
skupinu tvofi aminokyseliny, peptidy a bilkoviny. VétSina pfirodnich aminokyselin vykazuje
malou absorbanci v pouzitelném rozsahu vinovych délek UV zafeni. Nejvice citliva metoda
pro zjisténi zastoupeni aminokyselin je zalozena na derivatizaci s fluorescen¢nim cCinidlem.
Dulezitou roli v mnoha vyzkumech a primyslu piedstavuji sacharidy a jejich derivaty.
Sacharidy vykazuji nizkou absorpci UV zéfeni, proto detekce nederivatizovanych cukrl je
omezena na nanogramova mnozstvi. Hlavnim problémem pfi elektroforetické analyze vétSiny
sacharidd je jejich neutralni charakter. Pouzitim boritanového tlumivého roztoku lze cukry
konvertovat na aniontové boritanové komplexy. Vyhodou vzniklych komplexi je také zvySeni
absorbance v UV spektru. Pomérmé velkou skupinu stanoveni dale predstavuji nukleotidy,
oligonukleotidy a nukleové kyseliny. Nukleotidy jsou latky negativné nabité v celém spektru
pH. Snadno se analyzuji metodou CZE nebo MEKC. Oligonukleotidy a nukleové kyseliny
jsou stanovitelné pomoci gelové separace v rozsahu pH 8 az 9. CE ma vysoky potencidl pro
analyzu komplexnich vzorkil jako jsou fermenta¢ni pudy, biologické kapaliny a vzorky
potravin. Analyza se snadno automatizuje a kratké analytické casy dovoluji analyzu v realném
Case. Priprava vzorku miize byt redukovana na centrifugaci nebo zfed'ovani. Dale je jeste

mozné analyzovat chiralni molekuly, herbicidy a latky se sulfonovymi skupinami [3, 7].

1.3 Vodivostni detektory

Vodivostni detektory jsou zaloZzeny na méfeni elektrické vodivosti. Vodivostni detekce je

metodou univerzalni. Ma vsestranné pouziti diky své vysoké citlivosti, hodi se jednak pro
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malé nabité organické latky, ale také pro detekci malych anorganickych ionta. Ty vykazuji ze
vSech iontl nejveétsi vodivost a zaroven maji vliv na analyticky signal vodivostniho detektoru.
Vyhodou vodivostnich detektort je pfimé ziskani elektrického signalu. U jinych béznych
detektort se ziskany signdl prevadi na elektricky, ¢imz dochazi ke zkresleni vysledku,
vysSimu systémovému Sumu a je nutné mit k dispozici vhodné zatizeni pro prevedeni signalu.
Dalsi nespornou vyhodou vodivostnich detektori je jednoduché pfistrojové vybaveni.
V porovnani se spektrometrickym detektorem nepotiebuje vodivostni detektor ke své cinnosti
zdroj UV zafeni, monochromator a optické zatizeni. Zaklad vodivostniho detektoru tvoii dvé
kovové elektrody, zdroj elektrického napéti a elektronicky obvod. Nevyhodou je, ze vysoké
napéti nutné ke spusténi analyzy muze rusit signal detektoru. Vodivostni detektory se

vyskytuji ve dvou zakladnich uspotadanich — kontaktni a bezkontaktni [8-10].

1.3.1 Kontaktni vodivostni detektor

Kontaktni vodivostni detektor ma elektrody v pfimém kontaktu s méfenym roztokem.
Dtivodem, pro¢ se tato kontaktni vodivostni technika pfili§ nepouzivd ma své opodstatnéni.
Elektrody musi byt mens$i, nez je vnitini pramér kapilary, vzhledem k jejich zasunuti do
ptislusné kapilary. Elektrody je také nutné umistit do dostate¢né vzdalenosti od konce
kapilary, aby nedoslo k ovlivnéni separacnim napétim. Vlivem tohoto uspotfadani dochazi
k negativnim jeviim. Jednim z nich je reakce vzorku s elektrodami vlivem priichodu proudu,
jako je adsorpce iontdl na povrchu elektrody, uvoliovani ionti z elektrod, pasivace elektrod.
Dalsi nezadouci ucinek je vzajemné ovliviiovani elektrického separacniho pole s méfenym
signalem, nebot’ vzdalenost elektrod od usti kapilary je vzdy kompromisem mezi mirou vlivu
separacniho pole a velikosti detekéni cely, ktera urCuje rozmyti separovanych zon. Tyto jevy
zpusobuji znacné potize a dochazi tak k nizké reprodukovatelnosti ziskaného signalu.
Uvedenym problémim je mozné CasteCné zabranit vhodnym geometrickym uspofaddnim
detektoru, aviak tyto detektory jsou konstrukéng slozité. Uplného odstranéni pedchozich jevi

se dosahlo pfi pouziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru [8-11].
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1.3.2 Bezkontaktni vodivostni detektor

Prvni prace s bezkontaktnim vodivostnim detektorem v elektromigra¢nich metodach byla
provedena roku 1980 Gasem a jeho spolupracovniky [12]. Koaxialni uspotadani bezkontaktni
vodivostni cely bylo zavedeno roku 1998 Zemannem a jeho spolupracovniky [13]. Nejcastéjsi
aplikace jsou Vv kapilarni a ¢ipové elektroforéze, ale dale také v kapalinové chromatografii a
pratokové injekéni analyze. Vzhledem k relativné nizkym pracovnim frekvencim (desitky az
stovky kHz) a nenarocnosti na piistrojové vybaveni je bezkontaktni vodivostni detektor
mozné zkonstruovat v laboratofich bez hlubSich znalosti elektroniky, a proto je hojné
vyuzivan. Mezi hlavni vyhody bezkontaktniho uspofadani jednozna¢né patfi nepfimy styk
elektrod s analyzovanym roztokem, zavislost signalu na vodivosti a elektrické permitivité

analyzovaného roztoku.

Konstrukce, jak je patrné z obrazku 5, je tvofena dvéma valcovymi elektrodami (Sitka 2 az
50 mm), které jsou umistény souose s kapilarou v ur¢ité vzdalenosti od sebe (0,4 az 2,5 mm) a
nepfichézeji do pfimého kontaktu s analyzovanym roztokem, ktery prochéazi kapilarou. Pro
ureni spravné Sitky elektrod byla definovana ,.efektivni Sitka elektrod”, jejiz hodnota je
z4avisla na vzdalenosti elektrod, frekvenci napéti a vodivosti roztoku uvniti kapilary. Obecné
plati, Ze citlivost detektoru malo zavisi na geometrické siice elektrod az do okamziku, kdy je
tato Sitka mensi nez Sitka efektivni. Elektrodou pak nemuze protékat proud odpovidajici
vodivosti roztoku. S rostouci vzdalenosti elektrod klesa citlivost detekce, ovSem pii piili§
malé vzdalenosti vzrista pfenos signalu mezi elektrodami mimo roztok v kapilare (vzduchem,
stétnou kapilary), coZ se projevi zvySenym Sumem detektoru. Elektrody byvaji vyrobeny
z ocelovych trubi¢ek. Aby nedochazelo ke snizovani citlivosti detektoru, je vhodné zajistit co
nejmensi mezeru mezi elektrodou a vné&j$i sténou kapilary. Vstupni elektroda je spojena
S generatorem, ktery vytvaii stiidavé napéti se sinusovym pribéhem. Elektricky proud se
dostava z elektrody pres kapildrni sténu do roztoku. Velikost proudu pronikajiciho do roztoku
je ovliviiovana vodivosti roztoku. Vodivost zavisi na sloZeni roztoku. KdyZ doputuje vzorek
k elektrodé, zmeéni se vodivost roztoku mezi elektrodami. Poté proud z roztoku pronika do

snimaci elektrody, ktera je spojena se zaznamovym zafizenim [8-10].
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Obrazek 5 Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru; pievzato z [10].
1- Elektronicky obvod, 2- detek¢ni cela, 3- generator sinusového napéti, 4- zaznamové

zafizeni, 5- vstup zkoumaného roztoku.

Parametry bezkontaktniho vodivostniho detektoru Ize ovliviiovat kromé konstruk¢éniho
uspofaddani i velikosti vstupniho napéti a jeho frekvenci. Zména elektrickych vlastnosti
detektoru je snazsi, a proto se vyuziva cCastéji pro ovlivnéni jeho parametrd. Parametry

detektoru jsou vzdy zavislé na konkrétni aplikaci a musi se odladit pii provadéni dané analyzy
[8, 9].
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2 Cil prace

Ukolem této bakalaiské prace bylo otestovat bezkontaktni vodivostni detektor (CCD) pro
kapilarni elektroforézu s cilem ziskat informace o citlivosti, limitu detekce (LOD), limitu
stanovitelnosti (LOQ) a reprodukovatelnosti s naslednym statistickym zpracovanim vysledku.
M¢fteni se provadéla s roztoky obsahujicimi ionty cesia. Zaroven se sledovala kalibra¢ni

zavislost chloridu draselného.
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité chemikalie a pristroje

3.1.1 Priprava roztok

Roztok chloridu cesného (CsCl) o koncentraci 1-10° mol/l byl p¥ipraven navéZenim 8 mg
CsCl (Gisty, Lachema, Brno, CR) na analytickych vahach s néaslednym rozpuiténim

Vv destilované vod¢ na celkovy objem 50 ml v odmérné barice.

Roztok dusicnanu cesného (CsNOs) o koncentraci 110 mol/l byl pfipraven navéZenim
9,7 mg CsNOj (&isty, > 99 %, Fluka, Buchs, Svycarsko) na analytickych vahach s naslednym

rozpusténim v destilované vodé na celkovy objem 50 ml v odmérné barice.

Pufr sklddajici se z 20mM kyseliny octové (Gisty, Lachema, Brno, CR) a 10mM hydroxidu
litného (minimaln¢ 99 %, Sigma, St. Louis, MO, USA) byl pfipraven odvazenim 0,04196 g
LiOH a k tomu piidano 0,113 ml CH3COOH o hustoté 1,060 g/ml a doplnéno destilovanou

vodou do 100 ml odmérné banky.

Roztoky chloridu draselného (KCI) byly kdispozici v potiebnych koncentracich

v laboratofi.

3.1.2 Pristrojové vybaveni

e Zafizeni pro kapilarni elektroforézu *°CE model 7100 (Agillent Technologies,
Waldbronn, SRN)
Soucasti ptistroje je UV detektor s diodovym polem a CCD. Vzdalenost mezi detektory
je 6,5 cm. Méteni je mozné provadét obéma detektory soucasné.

e Separacni kiemenna kapilara (vnitini pramér 75 um, vnéjsi pramér 375 pm, celkova
délka 80 cm, efektivni délka 65 cm; Caco, Bratislava, Slovenska republika)

e Bezkontaktni vodivostni detektor (Admet, Praha, Cesk4 republika)
Dvé kovové valcové elektrody o délce 4 mm jsou umisténé kolem kapilary za sebou
S izola¢ni mezerou 1 mm, takZe celkova délka sondy ¢ini 9 mm. Vnitini pramér elektrod
je 400 um. Elektrody jsou napojeny na zdroj vysokofrekven¢niho napéti o frekvenci
1,8432 MHz a s amplitudou 44 Veff. Elektronické =zatizeni vyhodnocuje
vysokofrekvenéni proud v obvodu, ktery zavisi na odporu roztoku elektrolytu
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pritomného v mezete mezi elektrodami. Mezi elektrodami je umistén kovovy disk, ktery
je uzemnén a zabranuje piimé kapacitni vazbé mezi elektrodami. Detektor je spolecné s
elektronickym zafizenim uspofaddn do kazety, kterd se vklada do pristroje pro CE.

Vystupni signal je analyzovan prostfednictvim pocitacového softwaru Chemstation.

3.2 Kalibraéni zavislost KCI, oblast linearity CCD

Pomoci roztokii KCI se zjistovala kalibra¢ni zavislost a nasledné oblast linearity CCD.
Duivod pouziti tohoto roztoku spociva v jeho mnoha vyhodach. Jedna se o primarni standard,
ktery je dobfe definovatelny a zaroven draselné a chloridové ionty maji stejnou pohyblivost,
proto se dava prednost jeho vyuziti pred chloridem sodnym (NaCl), ktery se nepouziva
z diivodii mensi pohyblivosti sodnych iontd proti draselnym. Roztoky KCl meéni dobie
vodivost se zménou koncentrace a jsou stalé v ¢ase. Kalibracni roztoky KCl byly v laboratofi

k dispozici v koncentracich 1, 2, 3, 5, 7, 10, 20, 50 mM.

800

700

300

signal CCD (mV)

200

100

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
koncentrace KCI (mmol/l)

Obrazek 6 Kalibra¢ni zavislost signalu CCD na koncentraci roztoku KCI. Separacni kapilara,

75 um x 80 cm / 65 cm, doba méteni 2 min.
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Na obrazku 6 je znazornéna kalibracni zavislost signdlu CCD na koncentraci KCI. Tuto

zavislost popisuje rovnice ptimky ve tvaru:
signal (y) = (24,663 + 8,918) + (21,730 + 0,973) - koncentrace (x),

ktera odpovidad prolozenému useku, kde je zavislost signalu CCD na koncentraci KCl
linearni. Korelacni koeficient r nabyva hodnoty 0,995. Linearni oblast této zavislosti se
nachazi v rozsahu koncentraci KCI od 0 do 20 mmol/l. Hodnota koncentrace 50 mmol/l nelezi
Vv linearni ¢asti, naméteny signal pro tuto koncentraci nejevil znamky linearity. Z grafu je tedy
patrné, ze oblast, ve které signal CCD vykazuje linearitu, by se mél pohybovat v rozsahu 0 az

450 mV, coz odpovida koncentracim KCI v rozsahu 0 az 20 mmol/I.

Uvodem této kapitoly byla jiz také zminéna zména vodivosti s ménici se koncentraci.
U pfislusnych roztoki KCI o dané koncentraci byla konduktometricky zméfena jejich
vodivost v laboratofi. Hodnoty vodivosti se nachazeji v tabulce 1. Nasledné byl ze ziskanych
udaju sestrojen graf zavislosti signalu CCD na naméfenych vodivostech KCl, ktery je

znazornén na obrazku 7.

Tabulka 1 Namétené hodnoty vodivosti roztoktt KCl pro rizné koncentrace.

KCI [mmol/l] vodivost [mS/m]
1 14,50
2 28,89
3 49,70
5 71,10
7 115,10
10 139,10
20 275,40
50 738,00
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Obrazek 7 Kalibra¢ni zavislost signalu CCD na vodivosti roztoka KCI.

Rovnice piimky pro tuto zavislost ma tvar:
signal (y) = (15,356 +4,972) + (1,597 + 0,038) - vodivost (x).

Opét byla prolozena pouze v linearni ¢asti, tedy bez posledniho bodu namétfené vodivosti
odpovidajici hodnoté 738 mS/m. Korela¢ni koeficient r je 0,999, tedy hodnota blizici se
jedné. V grafu je vidét podobna linearni zavislost jako na obrazku 6. I zde se ovétovala
linearita detektoru, tedy v jakém rozsahu vodivosti je mozno pracovat v dal§im méfeni.
Oblast, kdy signal CCD vykazuje linearitu, odpovida rozsahu pfiblizné od 0 do 450 mV, coz

odpovidd namétenym vodivostem v rozsahu 0 az 280 mS/m.

3.3 Méreni roztoki CsCl a CsNO;

Ze zakladniho roztoku CsCl o koncentraci 1-10°° mol/l byla vytvofena fada koncentraci
jeho nafedénim (1-10°°, 2-10°,4-10°°,6-10°, 8-10°°, 110, 2:10°,4-10°, 6-10°,8-10°, 1-10,
2:10%, 4-10™, 6-10™, 8-10™, 1-:10"® mol/l). Doba méfeni kazdého nafedéného vzorku o dané
koncentraci trvala 8 minut. Z vysledného zaznamu byl nalezen pik odpovidajici cesnym

iontim. Pomoci aplikace, jez byla soucasti zaznamového zatizeni, byly urceny plocha a vyska
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piku. Nasledné byly ztéchto udaji vytvoteny grafy zavislosti plochy a vysky piku
na koncentraci. Stejny postup byl aplikovan za pouziti zdkladniho roztoku CsNOs.

3.3.1 Zavislost ploch piku na koncentraci CsCl a CsNO3

14

12

10 |

plocha piku (mV.s)

-2 1 . 1 . 1 . 1 . 1 . 1
0 200 400 600 800 1000

koncentrace CsCI (umol/l)

Obrazek 8 Kalibracni zavislost plochy piku na koncentraci CsCl pro bezkontaktni
vodivostni detektor. Separacni kapilara, 75 um x 80 ¢cm / 65 cm; separacni pufr, 20 mM

CH3COOH + 10 mM LiOH; davkovani, 125 mbar-s.

Obrazek 8 zobrazuje zavislost plochy piku na koncentraci chloridu cesného. Kalibracni
zavislost plochy piku na koncentraci roztoki CsCl je prolozena pfimkou. Parametry rovnice
piimky této zavislosti jsou uvedeny v tabulce 2. Linearita této zavislosti je patrna pravé
Z hodnoty korelacniho koeficientu, ktery se blizi k 1,000. Zavislost plochy piku
na koncentraci roztoki CsCl je tedy linearni v celém rozsahu, coz pftiblizné odpovida

hodnotam koncentrace od 0 do 1000 umol/I.
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Obrazek 9 Kalibraéni zavislost plochy piku na koncentraci CsNOj; pro bezkontaktni
vodivostni detektor. Separacni kapilara, 75 um x 80 cm / 65 cm; separaéni pufr, 20 mM

CH3COOH + 10 mM LiOH; davkovani, 125 mbar.s.

Obrazek 9 zobrazuje zavislost plochy piku na koncentraci dusi¢énanu cesného. Kalibra¢ni
zavislost plochy piku na koncentraci roztokiit CsNOj3 je také prolozena pfimkou. Parametry
rovnice piimky této zavislosti jsou uvedeny v tabulce 2. Hodnota korela¢niho koeficientu r se
I u této zavislosti blizi hodnoté 1,000, proto je tato zavislost linearni v celém rozsahu, coz

odpovida koncentracim CsSNO3z od 0 do 1000 umol/I.

Tabulka 2 Parametry kalibra¢nich zavislosti (plocha piku vs. koncentrace) se smérodatnymi

odchylkami SD. Smérnice, b; Gisek, a; korela¢ni koeficient, r; linearni dynamicky rozsah.

Analyt b (SD) a (SD) r linarni dynamicky rozsah
[mV.s.l /umol] [mV.s] [mol/l]

CsClI 0,013 (6,202e-5) 0,069 (0,023)  0,9998 1-10°-1-10°

CsNOs 0,013 (6,254e-5) -0,012 (0,023) 0,9998 1-10°-1-10°
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V tabulce 2 jsou vypsany jednotlivé parametry zrovnice piimky pro analyty CsCl a
CsNOg, jejich korela¢ni koeficient a rozsah koncentraci, které byly méfeny kapilarni
elektroforézou s CCD. Oba analyty dosahly pti méfeni stejné linearni oblasti v rozmezi 0 az
1000 pmol/l, coz je dano hodnotou korela¢niho koeficientu, ktery v obou ptipadech nabyva
stejné hodnoty. Smérnice jsou také totozné a useky jednotlivych analyt se od sebe nepatrné

118, ale jsou statisticky vyznamné od nuly, jak bylo ovéieno testem.

3.3.2 Zavislost vySek piktl na koncentraci CsCl a CsNO3
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Obrazek 10 Kalibra¢ni zavislost vySky piku na koncentraci CsCl pro bezkontaktni vodivostni
detektor. Separacni kapilara, 75 um x 80 cm / 65 cm; separacni pufr, 20 mM CH3;COOH + 10
mM LiOH; davkovani, 125 mbar.s.

Kalibra¢ni zavislost vySky piku na koncentracich CsCl zobrazena na obrazku 10 neni
linearni v celém rozsahu koncentraci. Linedrni cast této zavislosti piiblizné odpovida

hodnotam 4 pocatecnich bodd, tedy koncentracim 1-10°3, 4-10* 6-10'4, 8-10™ umol/l. Je to
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dano tim, ze pik se rozsifuje a pii vysokych koncentracich je vice rozmyty nez pii nizkych
koncentracich, z toho tedy vyplyva, Ze vyska piku v zavislosti na koncentraci linearni neni.

Stejnou zavislost 1ze pozorovat za pouziti analytu CsNOs, jak demonstruje obrazek 11.
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Obrazek 11 Kalibracni zavislost vySky piku na koncentraci CsNOjz pro bezkontaktni
vodivostni detektor. Separacni kapildra, 75 pm x 80 cm / 65 cm; separacni pufr, 20 mM

CH3;COOH + 10 mM LiOH; davkovani, 125 mbar.s.

3.4 Stanoveni LOD a LOQ

Dalsi casti bakalaiské prace bylo urcit limit detekce (LOD) a limit stanovitelnosti (LOQ),

v

v

koncentraci, pfi které je mozno provést kvantitativni vyhodnoceni vysledkd s danou piesnosti
[14].

Oba limity byly po¢itany jako odstup signalu od sumu (S/N). Sum se vypoéital jako rozdil
hodnoty horni vychylky od dolni v jakékoliv ¢asti Sumu. Signal se pocital jako rozdil hodnoty

vrcholu piku cesného iontu od hodnoty pii zékladné. Néasledné€ se z obou hodnot vyjadril podil
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signalu a Sumu. Vysledna hodnota podilu 10 znamené nalezeni LOQ a hodnota 3 nalezeni
LOD.
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Obrazek 12 Limit detekce CsCl o koncentraci 1-10° mol/l pro bezkontaktni vodivostni

detektor. Separa¢ni kapilara, 75 um x 80 cm / 65 cm; separacni pufr, 20 mM CH3COOH +
10 mM LiOH; davkovani, 125 mbar-s.

Z chromatogramu na obrazku 12 je mozné vycist, ze vyska piku je 3x vétSi nez Sum a byl
tedy nalezen limit detekce pro CsCl, coz odpovida koncentraci 1-10° mol/l. Sum byl 9,5-107
mV, signal ma hodnotu 0,03 mV. Odstup signalu od Sumu (S/N) se tedy rovna hodnot¢ 3,16.
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Obrazek 13 Limit stanovitelnosti CsCl o koncentraci 5-10° mol/l pro bezkontaktni
vodivostni detektor. Separacni kapilara, 75 pm x 80 cm / 65 cm; separacni pufr, 20 mM

CH3COOH + 10 mM LiOH; davkovani, 125 mbar-s.

Z obrazku 13 je mozné vy¢ist, ze vySka piku je 10x vétsi nez Sum a byl tedy nalezen limit
stanovitelnosti pro CsCl, coZ odpovida koncentraci 5-:10° mol/l. Sum byl 6:10° mV, signal

ma hodnotu 0,06 mV. Odstup signalu od Sumu (S/N) se rovna hodnoté¢ 10,0.

3.5 Reprodukovatelnost vysledki

Pro analyzy reprodukovatelnosti vysledkil byla pouzita koncentrace 5-10° a 5-10° mol/l
CsCl a CsNOs. M¢teni se opakovalo desetkrat pro kazdou latku i koncentraci. Nasledné byla
provedena statisticka analyza ploch piki, vySek pikt a migra¢nich ¢ast. Vypocet byl
proveden ptes rozpéti, z toho se nasledné urcila smérodatna odchylka jako soucin rozpéti a

konstanty, a pak byla vypoctena relativni smérodatna odchylka jako podil smérodatné

odchylky a medianu.
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Tabulka 5 Relativni smérodatné odchylky naméfenych ploch a vySek pikti a migra¢nich ¢asi

pfi riznych koncentracich CsCl a CsNOs.

Analyt Koncentrace [mol/l] Relativni smérodatna odchylka [%0]
plocha vyska tmig
CsCl 5-10° 28,4 19,7 1,1
CsCl 5-10° 3,1 2,1 1,1
CsNO; 5-10° 33,7 32,4 0,5
CsNO; 5-10° 4,4 4,1 0,9

Z tabulky 5 je mozné vidét, 7e pii koncentraci 5-10"°mol/l je reprodukovatelnost vysledki
velmi dobra a relativni smeérodatné odchylky se pohybuji v iadech jednotek %. Pfi
koncentraci 5-10° mol/l se reprodukovatelnost vyrazné zhorSuje (relativni smérodatna
odchylka v fadech desitek %), protoze se pohybujeme na limitu stanovitelnosti daného
analytu pro CCD detektor. Relativni smérodatnd odchylka migrac¢nich Casi se pohybuje
kolem 1% a pfili§ se neméni se zménou koncentrace, coz naznacuje, ze ionty dané latky maji
konstantni elektroforetickou pohyblivost pii jakékoli koncentraci. CsCl poskytuje piesnéjsi

vysledky nez CsNO3.
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4 Zaver

Testovani bezkontaktniho vodivostniho detektoru pfineslo n¢kolik zajimavych poznatka.
Mezi tyto poznatky patii zjiSténi citlivosti a linearity detektoru a ovéteni reprodukovatelnosti
vysledkid. Nejdiive bylo provedeno méfeni kalibracni zévislosti KCl v riznych koncentracich
a zjiSténa linedrni oblast testovaného CCD. Z provedeného meéteni se dosSlo k zavéru, ze
linearni oblast detektoru lezi v rozmezi koncentraci 1 az 20 mmol/l KC1 (namétené vodivosti
pro tyto koncentrace jsou v rozpéti od 14 do 276 mS/m), coz odpovida signalu CCD detektoru
vrozsahu 0 az 450 mV. V téchto rozmezich je CCD schopny pracovat a poskytovat
reprodukovatelné vysledky v dal§ich méfenich. Dale byly provadény analyzy s roztoky
obsahujicimi cesné ionty, konkrétné¢ sroztoky CsCl a CsNOjz; vruzné nafedénych
koncentracich. Z vyslednych grafii (zavislosti plochy a vySky piku na koncentracich) bylo
zjisténo, ze linearné zavisla je pouze plocha piku na koncentraci. Stejného zavéru se dosahlo
pii analyze obou roztokld. Dal§im bodem testovani CCD bylo najit jeho citlivost. Limit
detekce a stanovitelnosti byly sledovany pouze u roztoku CsCl. Koncentrace CsCl, kdy byl
CCD jesté schopen zaznamenat cesné ionty a zobrazit je jako pik o vySce dané definici, byla
1-10® mol/l. LOQ byl zjitén pii koncentraci 5-10°° mol/l. Reprodukovatelnost vysledki se

vyrazné zhorSuje s klesajici koncentraci, coz se oc¢ekavalo.
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