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Uvod

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE) je dnes diky své
vysoké separacni ucinnosti, citlivosti a rychlosti ¢asto vyu-
Zivanou analytickou metodou'. Pii analyze latek v tenkych
ktemennych kapilarach o vnitinim priméru 50-100 um, do
nichz Ize kvili zachovani vysoké separa¢ni ucinnosti davko-
vat jen velmi malé objemy vzorku, jsou kladeny vysoké
naroky na detekci, pfedev§im na jeji citlivost. Nejcastéji
uzivanymi detekénimi technikami jsou spektrofotometricka
detekce v UV oblasti a fluorescenéni detekce. Tyto techniky
jsou vhodné pro latky, které obsahuji chromofory nebo fluo-
rofory. Pro latky, které chromofory nebo fluorofory neobsa-
huji, je jednou z alternativnich detekénich metod detekce
zaloZzend na meéfeni elektrické vodivosti. Nejcastéji se ji
deteguji malé anorganické a organické ionty, které maji
velkou elektroforetickou pohyblivost a vyvolavaji relativné
velké zmény elektrické vodivosti ve svych zonach. Prvni
vodivostni detektory mély elektrody v kontaktu s nosnym
(zékladnim) elektrolytem®. V tomto uspofadani se na detek-
ci nepfiznivé projevovaly dva jevy: i) prichodem proudu
dochazelo na elektrodach k elektrodovym jeviim a adsorpci
latek, coz zptsobovalo poruchy a nizkou reprodukovatel-
nost signalu; ii) elektrické separacni pole interferovalo
s méfenym signalem. Uvedenym jeviim bylo mozno alespon
Castecn¢ zabranit vhodnym geometrickym uspotradanim
detekeni cely. Zlepsené Sumové charakteristiky a vyssi sta-
bilitu prokazal postkolonovy kontaktni vodivostni detektor®
a vldknovy vodivostni detektor*®. Uvedené problémy se
uplné odstranily az pii vysokofrekvenénim méteni vodivosti
pfes sténu separacni kapilary u bezkontaktniho vodivostniho
detektoru.

Prvni prototyp bezkontaktniho vodivostniho detektoru
byl zkonstruovan pro kapilarni izotachoforézu (CITP)®™®.

Laboratorni pfistroje a postupy

Detektor mél ¢tyti elektrody kapacitniho typu z médénych
vodict, které byly pfiloZeny ke kapilafe z vné&jsi strany
v jedné roviné kolmo ke sténé kapilary. Nevyhodou tohoto
usporadani je predevS§im maly rozmér detekéni cely dany
vnitinim pramérem pouzité kapilary a odtud i relativné mala
citlivost. Novy prototyp bezkontaktniho vodivostniho detek-
toru, vhodny pro CZE, sestrojili se svymi spolupracovniky
Zemann’ a da Silva'®. Detektor se skladal ze dvou tubular-
nich elektrod umisténych sériové kolem kifemenné kapilary,
pricemz k detekci dochdzelo v kratkém useku kapilary mezi
elektrodami. Na tyto dva pivodni prototypy navazali dalsi
autofi, ktefi upravovali geometrii a dal$i parametry detekéni
cely s cilem zlepsit reprodukovatelnost a zvysit citlivost
bezkontaktnich vodivostnich detektort pro CITP (cit."),
CZE (cit."* %) a mikrogipovou kapilarni elektroforézu'®'".
Zjednoduseni vymény separacni kapilary pii zachovani citli-
vosti detektoru pfinesl navrh detekéni cely se semitubularni-
mi elektrodami'®'’. Bezkontaktni vodivostni detektor tohoto
typu byl Gsp&sné aplikovan i v elektroforéze na &ipu?®*’.
Bezkontaktni vodivostni detektor byl rovnéz uspésné kom-
binovan s fotometrickym detektorem a byla navrZena a
prakticky otestovana dudlni vodivostné fotometrickd detekc-
ni cela™.

Cilem této prace bylo vyuzit bezkontaktni vodivostni
detektor vlastni konstrukce''*** a ové&fit moznosti jeho
vyuziti pro stanoveni vybranych anorganickych iontd v mi-
nerdlnich vodach a infiznim roztoku prokainu kapilarni
elektroforézou.

Studie zabyvajici se stanovenim iontd v mineralnich
vodach kapilarni elektroforézou byly provedeny ve Francii,
USA, Malajsii a Slovinsku®. Nejéast&jsi detekéni metodou
byla neptima UV absorpéni detekce . Jako alternativni se
nabizi bezkontaktni vodivostni*® detekce, ktera jiz byla
vyuzita ke stanoveni slozeni destovych, povrchovych a
odpadnich vod"’.

Prokain je lokalni anestetikum s kratkym ucinkem,
k jehoZ stanoveni byla vyvinuta fada analytickych metod,
napk. kapalinova chromatografie s fluorimetrickou detekci®,
micelarni kapilarni chromatografie®®, kapalinova a plynové
chromatografie se spektrometrickou detekci”” a CITP
(cit.***). CZE byla pouzita i ke stanoveni jeho nékterych
fyzikalné chemickych parametr(, napt. zdanlivych vazeb-
nych konstant prokainu s B-cyklodextrinem® a metodou
CITP s bezkontaktni vodivostni detekci byla ur€ena jeho
iontova pohyblivost a disociaéni konstanta®'.

Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Vsechny pouzité chemikalie byly Cistoty p.a. Modelova
smé&s byla pfipravena z chloridu draselného a chloridu ces-
ného (Lachema, Neratovice, CR) a byla vyuzita k zji§fovani
Sumovych vlastnosti detektoru se semitubularnimi elektro-
dami. Pro pfipravu roztokl pro praktické aplikace byl pouzit
chlorid draselny, sodny, vépenaty, hofeCnaty (Lachema,
Neratovice, CR) a prokain-hydrochlorid (99,8%, Ardeaphar-
ma, Sevétin, CR). Pro ptipravu nosnych elektrolytd (NE)
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Tabulka I

Prehled testovanych nosnych elektrolyti

Laboratorni pfistroje a postupy

byla pouzita deionizovana voda (Milli-Q, Millipore, Bed-
ford, USA), monohydrat citronové kyseliny, dekahydrat
tetraboritanu sodného, kyselina borita, kyselina chlorovodi-
kova (Lachema, Neratovice, CR), hydroxid lithny, L-histidin,

Nosny pH Slozka 1 Slozka 2 " - : .
elektro- a jeji vysledna a jeji vysledna 2-morfolinoethan-1-sulfonova kyselina (MES), N-[tris(hyd-
Iyt koncentrace koncentrace roxymethyl)methyl]glycin (Tricine) (Merck, Darmstadt,
. . Némecko), kyselina asparagova (Reanal Rt, Budapest’, Ma-
NE-1 29 29 mM k’ysellna 1.0 @M hydroxid d’arsko), B-alanin (Carlo Erba, Milano, Italie), tris(thydro-
citronova lithny xymethyl)aminomethan (Tris) (Sigma Chemical Comp., St.
NE-2 3.6 30 mM p-alanin 30 mM asparagové Louis, USA). Slozeni pouzitych NE je uvedeno v tabulce I.
’ kyselina Jako aditiva do NE byla pfidavana (2-hydroxypropyl)
) ) methylcelulosa (HPMC), hexan-1,6-diylbis[trimethyl-
NE-3 4,0 7,7 mM hydrogen- 6,2 TT{M citronova amonium-bromid] (hexamethonium-bromid, HMB), trime-
fosfore¢nan sodny  kyselina thyltetradecylamonium-bromid (TTAB) a natrium-dodecyl-
NE-4 45 9 mM hydrogenfos- 5,5 mM citronové sulfat (SDS) (Sigma Chemical Comp., St. Louis, USA)
foreénan sodny kyselina v koncentracich 0,1-1,0 mmol.I™".
NE-5 5.0 9,8 mM hydrogen- 5,1 mM citronova Aparatura
fosfore¢nan sodny  kyselina Megfeni byla provadéna na ptistroji Crystal 310 CE Sys-
NE-6 55 10,3 mM hydrogen- 4,8 mM citronova tem (ATI Unicam, Cambridge, UK). Vystupni signal
fosforeénan sodny  kyselina z detektoru byl zpracovavan systémem pro sbér dat piistroje
Crystal 310. Davkovani vzorku bylo hydrodynamické, tlak a
NE-7 6,0 20 mM L-histidin -~ 20 mM MES Cas davkovani jsou uvedeny u kazdého méfeni. Vlastni se-
NE-8 7.5 10 mM tetraboritan kyselina borité parace probihala v kfemenné kapilafe s vnéjsim polyimido-
’ sodny vym povlakem s vnitinim primérem 75 pm a vné&j$im pri-
) o mérem 375 pm. Celkova délka kapilary / a jeji efektivni
NE-9 8.1 30 mM Tris 30 mM Tricine délka (délka k detektoru) /; jsou uvedeny u kazdého méfeni.
NE-10 8.6 10 mM tetraboritan kyselina borité Pred kazdym méfenim byla kapilara promyvana deionizova-
’ sodny nou vodou (2 min), 0,1 M hydroxidem sodnym (5 min),
deionizovanou vodou (2 min) a nakonec nosnym elektroly-
NE-11 9,2 20 mM kyselina 10 mM hydroxid tem (8 min).
borita lithny Byly testovany dvé konstrukéni varianty bezkontaktni
Tabulka II
Parametry vodivostniho detektoru v riiznych nosnych elektrolytech
Nosny elektrolyt Vodivost Mot X 10° Sum Vyska piku K" Signal / Sum
[mS] m?. Vs [mV] [mV]
NE -1 0,49 16,5 2,62 (0,162)" 60,30 (4,81)" 23,01
NE -2 0,55 19,5 2,55 (0,166)" 41,99 (3,22) 16,47
NE -3 0,94 23,7 1,03 (0,081)* 16,74 (1,02) 16,26
NE -4 1,10 28,5 1,00 (0,074)* 15,25 (0,89)* 15,25
NE-5 1,26 30,3 0,90 (0,072)* 10,31 (0,81)* 11,45
NE -6 1,45 33,9 0,97 (0,089)" 9,91 (0,63)" 10,22
NE -7 0,28 34,5 3,36 (0,151)* 57,62 (2,99)" 17,15
NE -8 1,04 53,1 0,85 (0,065)* 9,66 (0,70)" 11,36
NE-9 0,50 54,6 3,12 (0,190)* 37,53 (2,65)" 12,03
NE-10 1,10 67,8 1,00 (0,088)" 18,44 (1,13)* 18,44
NE - 11 0,37 75,3 4,64 (0,236)" 81,48 (5,26)" 17,56

* Smérodatna odchylka je uvedena v zavorce ; meor elektroosmoticka pohyblivost
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vodivostni cely vyvinuté na katedie analytické chemie PiF
UK v Praze: cela se semitubularnimi elektrodami dle'®"
(s elektrodami z hlinikové folie o tloustce 10 pum, Sirokymi
2 mm, vzdalenymi od sebe 1 mm, vkladany signal sinusové-
ho tvaru o amplitudé + 10 V a frekvenci 230 kHz) a cela
s tubularnimi elektrodami dle* (s elektrodami o délce 3
mm, vzdalenymi od sebe 2 mm, vytvofenymi tésnym ovinu-
tim kapilary médénym dratkem o priméru 15 pum, stejny
budici signal jako v predchozim prtipad€, frekvence 200
kHz).

Vodivost pouzivanych NE byla méfena na kondukto-
metru Radiometer CDM-2 (Copenhagen, Dansko) a pH na
pH-metru Orion 370 (Thermo Orion, Beverly, USA).

Vysledky a diskuse

Studium Sumovych vlastnosti detek-
toruse semitubuldarnimi elektrodami

U modelové smési byly testovany nosné elektrolyty
NE-1 az NE-11 v rozsahu pH 2,9-9,2. Sum byl vyhodnocen
jako primérna hodnota amplitudy Sumu ve dvou 30 s inter-
valech. Namétenych hodnot bylo 10 a byly otestovany Stu-
dentovym t-testem na hladiné vyznamnosti a = 0,05. V ta-
bulce II jsou uvedeny naméfené hodnoty vodivosti nosnych
elektrolyti, elektroosmotické pohyblivosti nosnych elektro-
lytll M, hodnoty Sumu, vysky piku draselného iontu K a
poméru signal/sum (S/N) pro K*. Hodnoty ziskané pro cesny
ion jsou analogické hodnotdm pro draselny ion. Byla zjisté-
na nepiima imeérnost mezi vyskou piku draselného iontu a
vodivosti nosného elektrolytu (obr. 1), ale pomér signal/Sum
zavislost na slozeni nosného elektrolytu nevykazoval
(obr. 2). Déle z dat vyplyva, Ze velikost Sumu nezavisi na
rychlosti elektroosmotického toku ani na pH nosného elekt-
rolytu.

Pridavkem ionogennich aditivii se ponékud zvysila
vodivost nosného elektrolytu, coz vedlo ke snizeni Sumu.
Aditivy ovliviyji vnitini povrch kapilary sorpci na sténu

Tabulka IIT
Parametry kalibra¢nich pfimek vapenatych a hofec¢natych
kationtd

Parametr Ca*" Mg**
Koncentraéni rozsah, mg.l'1 0,1-5,0 0,1-5,0
Usek, mV.s -1,8 (4.3)  3.4(6,6)*
Smérnice n, mV.s.mg'.ml  260,6 (13,5)° 304,4 (22,8)"
Standardni chyba s.4, mV.s 0,36 0,96
Korelaéni koeficient 0,999 0,998

Pocet kalibracnich bodt 5 5

Detekéni limit, mg.1"! 4,1 9,4

# nulova hodnota Gseku lezi uvnitt intervalu spolehlivosti,
® v zavorkach je uvedena smérodatna odchylka

Laboratorni pfistroje a postupy

100 ]

vySka ¥

piku,

0 038 vodivost, mS 16

Obr. 1. Zavislost vy§ky piku draselného iontu na vodivosti
nosného elektrolytu; experimentdlni podminky: detektor
se semitubularnimi elektrodami, separac¢ni napéti 20 kV, nosné
elektrolyty NE-1 az NE-11, teplota 25 °C, hydrodynamické davko-
vani 20 mbar x 6 s, kiemenna kapilara / = 60 cm, /g =50 cm

28

S/N +
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Obr. 2. Zavislost poméru signal/Sum (S/N) na vodivosti nosného
elektrolytu pro draselny ion; experimentalni podminky jako u
obr. 1

kapilary. Na obr. 3 je zobrazen elektroforeogram modelové
smési v nosném elektrolytu NE-11 bez pridavku a s ptidav-
kem HMB. Je patrné snizeni Sumu po ptidavku tenzidu do
nosného elektrolytu.

Stanoveni obsahu vapenatych a hofec-
natych iontd v minerdalnich vodéach

CZE s bezkontaktnim vodivostnim detektorem se semi-
tubuldrnimi elektrodami byla vyuzita pro stanoveni anorga-
nickych kationtd v mineralnich vodach Mattoni a Magnesia.
Nejprve byly optimalizovdny experimentdlni podminky,
pri¢emz jako nejlepsi byly vybrany tyto: separacni napéti 20
kV, nosny elektrolyt NE-7 s pridavkem 0,1 mM TTAB,
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Obr. 3. Elektroforeogram cesnych a draselnych ionti; 1 — Cs',
2 — K*, koncentrace obou iontd: 1.10* mol.I", (A) nosny elektro-
lyt NE-11 s pfidavkem 0,1 mM hexamethoniumbromidu, (B)
nosny elektrolyt NE-11. Experimentalni podminky jako u obr. 1

teplota 30 °C, hydrodynamické ddvkovéani 20 mbar X 6 s,
kfemenna kapilara / = 60 cm, /; = 45 cm. Parametry kalib-
racnich kfivek uréené z ploch pikl jsou uvedeny v tabulce
II1. Koncentraéni detekéni limit (LOD) byl vypocitan podle
vzorce LOD = 3 s,/ n, kde s, je standardni chyba a n je
smérnice kalibra¢ni pfimky.

Vzorky mineralnich vod byly pfed vlastnim stanovenim
50x zfedény deionizovanou vodou. Na obr. 4 a 5 jsou elek-
troforeogramy mineralnich vod. Na obou ziznamech jsou
detegovany piky iontd draselnych, vapenatych, sodnych a
hotec¢natych. Pro kazdy vzorek byla provedena tfi paralelni
stanoveni a statistické vyhodnoceni na hladin¢ vyznamnosti
o = 0,05. V tabulce IV jsou porovnany deklarované a namé-
fené hodnoty vapenatych a hofecnatych kationtl a vypocte-
né rozdily mezi nimi.

Stanoveni slozek infiazniho roztoku
prokainu

CZE s bezkontaktnim vodivostnim detektorem s tubu-
larnimi elektrodami byla pouzita pro stanoveni vybranych
slozek roztoku prokainu. Nejdiive byla provedena optimali-
zace separacnich podminek, pfi¢emz jako nejvhodnéjsi byly
zvoleny nasledujici: separacni napéti 20 kV, nosny elektro-

Tabulka IV

Laboratorni pfistroje a postupy
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Obr. 4. Elektroforeogram mineralni vody Mattoni; 1 — K, 2 —
Ca®*, 3 —Na', 4 - Mg*". Experimentalni podminky: nosny elektro-
Iyt NE-7 + 0,1 mM TTAB, teplota 30 °C, kifemenna kapilara
[ =60 cm, /3= 45 cm, ostatni podminky jako u obr. 1

100 - 4
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50 |
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Obr. 5. Elektroforeogram mineralni vody Magnesia; 1 — K, 2 —
Ca*,3-Na', 4 - Mg”". Experimentalni podminky jako u obr. 1

Deklarované a CZE stanovené koncentrace vapenatych a hofe¢natych iontll v mineralnich vodach Mattoni a Magnesia

Ton Mattoni Magnesia
deklarovano nalezeno rozdil deklarovano nalezeno rozdil
[mg.I"] [mg.I"] [%] [mg."] [mg."] [%]
Ca®* 98,7 88,4+£6,3 -11,6 37,7 32,5+5,1 -16,0
Mg** 252 28,5+4,7 3,1 234,0 211,2+ 13,0 -10,8
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Laboratorni pfistroje a postupy

Tabulka V

Parametry kalibrac¢nich zavislosti jednotlivych sloZek roztoku prokainu
Parametr K" Na* Ca*" Prokain
Koncentraéni rozsah, mg1'  0,3.10°-7,5.10°  0,02-0,5 0,5.10°-1,3.10° 0,01 -0,25
Usek, mV.s -0,59 (0,92) -1,89 (4,21)° 0,061 (0,09)* 0,186 (0,09)*
Smérnice n, mV.s.mg".ml 9112,82 (540,1)* 562,51 (28,3)* 297,46 (20,8)" 22,15 (1,4)°
Standardni chyba s, mV.s 0,90 2,61 0,11 0,10
Korela¢ni koeficient 0,998 0,999 0,998 0,997
Pocet kalibra¢nich bodu 8 8 8 8
Detekéni limit, mg.l'I 0,3 13,9 1,1 13,5

* Smérodatna odchylka je uvedena v zdvorkach

Tabulka VI
Deklarované a metodou CZE stanovené koncentrace iontd
infizniho roztoku prokainu (pocet méfeni N = 4)

Analyt Deklarovano Nalezeno Rozdil
[mg.ml™] [mg.ml™"] [%]
Na* 5,000 5,178 £ 0,160 +3,6
K* 0,075 0,078 £0,003  +4,0
Ca*" 0,125 0,119+ 0,004  -4,8
Prokain.HCI 2,500 2,665 + 0,800 +6,6
2
400 +
mV
300+
1. B 4
SN | W
200
5
0o 200 400 600

t,s

Obr. 6. Elektroforeogram infiizniho roztoku prokainu; 1 — K,
2 —Na', 3 — Ca®", 4 — neidentifikovana slozka, 5 — prokain-hydro-
chlorid. Experimentalni podminky: nosny elektrolyt NE-1, kiemen-
na kapilara / = 60 cm, /3 = 45 cm, ostatni podminky jako u obr. 1

lyt NE-1, teplota 25 °C, hydrodynamické davkovani 20
mbar x 6 s, kiemenna kapilara / = 60 cm, /; =45 cm.

Poté byly prométeny kalibracni zavislosti pro chlorid
sodny, draselny, vapenaty a prokain-hydrochlorid. V kaz-
dém koncentracnim rozmezi bylo 8 kalibrac¢nich bodt pro
kazdou latku. V tabulce V jsou uvedeny parametry kalibrac-
nich ptimek. Z elektroforeogramu prokainu (obr. 6) byly
ziskdny hodnoty ploch pikid jednotlivych slozek a z kali-
brac¢nich ptimek odecteny jejich koncentrace. Rozdily mezi
naméfenymi a deklarovanymi hodnotami jsou uvedeny v ta-
bulce VI. Namétené hodnoty byly zprimérovany a otestova-
ny Studentovym t-testem na hladiné vyznamnosti o = 0,05.
Kationty kovl poskytovaly pozitivni piky, prokain-hydro-
chlorid byl detegovén jako negativni pik.

Zavér

Byl prokazan vliv slozeni nosného elektrolytu na ampli-
tudu Sumu bezkontaktniho vodivostniho detektoru se semi-
tubularnimi elektrodami. S rostouci vodivosti se snizila veli-
kost Sumu a vyska piku. Velikost Sumu vSak nebyla zavisla
na elektroosmotickém toku ani na pH nosného elektrolytu.
Pridavky ionogennich tenzidii do nosného elektrolytu mély
pozitivni vliv na Sumové charakteristiky.

Bezkontaktni vodivostni detektory se semitubularnimi
a tubularnimi elektrodami se ukazaly jako vhodné pro ana-
lyzu reédlnych vzorkl. Jejich vyuzitim byly metodou CZE
stanoveny kationtové slozky infuzniho roztoku prokainu a
anorganické kationty v minerdlnich vodach Mattoni a
Magnesia. Rozdil naméfenych a deklarovanych hodnot
prokainu byl 3-7 %. Naméfené hodnoty pro véapenaté a
hotecnaté ionty v mineralnich vodach se lisily o 11-16 %
oproti hodnotam deklarovanym vyrobcem.
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V. Solinova™”, I. Jelinek®, F. Opekar®, and V. Kagi¢-
Ka® (“ Department of Analytical Chemistry, Faculty of
Science, Charles University, Prague, Czech Republic,
b Institute of Organic Chemistry and Biochemistry, Academy
of Sciences of the Czech Republic, Prague, Czech Republic):
Determination of Selected Cations in Mineral Waters
and Infusion Solutions of Procaine by Capillary Electro-
phoresis with Contactless Conductivity Detection

Capillary electrophoresis (CE) with two types of con-
tactless conductivity detector, with semitubular or tubular
electrodes, was employed for the determination of selected
cations in mineral waters and in procaine infusion solutions.
First the composition of the background electrolyte (BGE)
was optimised with respect to the noise and signal/noise
ratio of the detectors. Additions of tensides (hexamethonium
bromide, sodium dodecyl sulfate) to the BGE had a positive
influence on the noise characteristics of the detectors. The
optimised CE separation conditions were applied to the
analysis of real samples, particularly for the determination
of calcium and magnesium ions in mineral waters (Mattoni
and Magnesia) and for the determination of sodium, potas-
sium, calcium and procaine hydrochloride ions in the infu-
sion solutions. The differences between the determined and
declared calcium and magnesium concentrations in the min-
eral waters ranged between 11 and 16 % and the concentra-
tions of ionic components in procaine solutions between 3
and 7 %.
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