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(64) Zpusob fotometrické nebo spektrofotometrické detekce slozek rozdélovanych
kapilarni elektroforézou, zeiména kapilarni vytésiiovaci elektroforézou

Vynélez se tyké zplisobu fotometrické nebo spektrofotometrické detekce sloZek rozdé-
lovenych kspildrn{ elektroforézou, specidln® psk kepildrnf vytéshovact elektroforézou,
ktery umoZnuje sledovént rozdélovanych slofek neabsorbujicich nebo nedostatedn® sbsorbu-
jicich sv&tlo v pcisdoveném oboru vinovych délek po pfevedené t¥chto sloZek ne sloZky
absorbujfci sv&tlc v dostatedné mife.

Elektroforézas v kepildrdch rdznych tvard prifezl, zv143t& pek kepildrn{ vytésnovaci
elektroforéza, tj. isotechoforézs, nebyvd v poslednfch letech stdle v&tifho - -vyznemu,
nebol - oproti ostestnfm zplisoblm provdd¥ni elektroforetickych sepsraci - probfhd separace
v kepild¥fe rychle @ s malou spot¥febou vzorku s &inidel. Elektroforetické kapildrn{ techniky
pronikeji do nejrtzn&jsfich obori snelytické kontroly primyslovych procesd a vyrobkid. Jednou
z nejddlefit¥jsich = pFitom kritickou souddsti instrumentsce je detektor, sledujic{ kon-
centrace rozd&lovanych sloZek.

K monitorovéni{ koncentraci sloZek se pouffvd v podstat® dvou skupin detektord: de-
tektord univerzdlnich a detektord specifickych. Univerzdln! detektor snfmé v kapildfe
signdl, ktery fyzikdlnd souvisf s vodivosti v p¥fsludné zdénd s tim i poskytuje informace
o bezprostfedn¥ souvisejicich elektroferetickych pohyblivostech sloZek v zdéndch. Jsko

* pPiklady univerzdlnich detektord lze uvést "detektory vodivostnf a termocentricky,

Neproti tomu detektor specificky snimd signdly, které jsou funket ngjeké jiné vlast-
nosti zony, kterd bezprost¥edn#d nesouvisf{ s elektroforetickou pohyblivostf., P¥ikladem
tekovéhoto detektoru je fotometricky, resp. spektrofotometricky detektor, ktery sleduje
sbsorpci svdtelného zé¥eni v zdndch.
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Pro vétSinu pripedd dosteluje jen univerzélni detektor. Je-11 v3ek souddsti kolony
jedts n¥jaky detektor gpecificky, je kup¥fkledu moZné stenovit pomoci dvojice univerzédl-
ntho e specifického detektoru stopovd mno¥stvi ldtek, rovnom¥rn¥ rozpiylenych v néjeké
sm&sné zon&, Ze specifickych detektord Je fotometricky detektor pouiivén velmi Zasto.

Jeho vyhodou je rovn&% to, Ze je detektorem nekontektnim, nenerudujfcim tudiZ sloZky
v zéndch. Pritom konstrukce tohoto detektoru je pom¥rnd jednoduchd. Omezeni detektoru
zelofendho na sniméni ebsorpce svdtla tkvi v tom, Ze stenovovené sloZky musejf svidtlo
absorbovet v oblasti, v ni% tento detektor pracuje.

V&tSine 1étek visk ebsorbuje svitlo pouze v ultrafislové oblasti, proto je pouziti
tohoto detektoru pro v&t3inu létek, zvl4¥t& pak 14tek snorgenickych, moZné jen ve spe-
cidlnich p¥ipedech. Bylo hleddno s posléze nelezeno vychodisko z této situece, spodiva-
jici v pouziti barevného protiiontu v isotachoforéze nebo barevného iontu tvo¥iciho
souddst zdkladniho elektrolytu v ostetnich elektroforetickych technikéch (Svobods M.

e Vacik J. AO 180 293).

Fotometricky nebo spektrofotometricky detektor pek zeznsmendvé signdl odpovidejici
sbsorpci svétle pfidenfm berevnym iontem v kepildbe, JelikoZ se koncentrace p¥ideného
barevného iontu m&ni od zény k z6n¥, m¥ni se rovndi odpovidejicim zpisobem i odezve
detektoru. Toto Pedeni mé v3ak ndkteré nevyhody, z nichi nejddle¥itdjsL je ta, %e nemiZe
byt pouzito pro stenovovéni stopovych sloZek rovnom&rnd rozptylenych ve sm¥sné z6ng,
tzv, z¥edovaci technikou,

Dsls{ nevyhodou je i to, %e rozdily ebsorpce svétle v jednotlivych zdndch nedosehuji
dasto dostate&nd velkych hodnot. I kdy% jsou pek rozdfly efektivnich pohyblivost{ doste-
tedné k oddélenf sloiek vzorku, nemuseji byt rozdfly v absorpci svétla pfidenym berevnym
jontem dostatednd vyrszné, ‘

Tento zplsob detekce siée pfibliZuje fotometrickou nebo spektrofotometrickou detekel
k detekeci univerzélnim detektorem, aviek mnohdy snifuje citlivost. Pondkud odlisné ¥e-
#en{, popsané pro detekei v ultrafialové'oblasti, spodivé v pouZiti protiiontu, jehoZ
absorpce se v této oblasti méni silng s pH v zéndch (Arlinger L. a Lundin H., Protides
Biol, Fluids, sv. 21, str. 661 af 71, 1973). Ani tento zpisob v3sk nemdZe byt pouZit pro
stenovovéni stopovych sloZek 2tedoveci technikou @ je omezen jen ne n&které gpeciélni
pripady.

Nevyhody vy¥¥e popsanych zplsobl detekce, jsou odstrandny p¥i pou?iti zpisobu foto-
metrické nebo spektrofotometrické detekce sloZek rozdslovenych kapilérni élektroforézou,
specidlnd kapildrni vytésnoveci elektroforézou, podle vynélezu, Podstatou vyndlezu je to,
%e na rozd¥lovené sloZky vzorku se Vv separsini kepild¥e pisobi b¥hem seperace alespon
Jjednou barvotvornou sloZkou,

Tato bervotvornd sloika, orgenické nebo enorgenickd, je cherskterizovéne tim, Ze
tvoff s jednim iontem nebo s vice ionty vzorku sloudeninu nebo sloudeniny, které sbsorbujt
svdtelné zé¥eni rozdiln¥ od sbsorpce sv&tla samotnou barvotvornou sloZkou, Je-1li nédboj
barvotvorné sloZky opedny k ndboji stenovovenych iontd, midfe byt s vihodou pridéns k ve-
doucimu elektrolytu Jeko protijont.

PFi volbs barvotvorné sloiky Jje treba db&t ne to, aby vznikejfci slou¥enine byls
v pouz{veném rozpoudtddlovém systému rozpustnéd a aby nedochézelo k nep#fznivym reskcim
se vzorkem, které by vzorek porudovaly, nebo které by porudovsly bervotvornou sloZku tak,
%e by nemohly byt nSkteré soufdsti vzorku stanoveny.

Vyhodou zplsobu podle vyndlezu je to, %e vhodnou volbou podminek sepersce, zv145t&
pek v¥b&rem barvotvorné slofky, lze udinit detekel specifickou pro vybrenou skupinu iontid.
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Pek je mo%no pousit zredovact techniky pro stenoveni stopovych sloZek po jejich rovno-
m&rném rozptylen! ve sm¥sné zon& s druhou sloZkou, kterd s barvotvornou sloZkou nesmf
resgovat, nebo s n{ md¥e resgovet pouze zs vzniku dostatednd odli¥né ebsorbujfef slou-
geniny. PFi zplsobu detekce podle vyndlezu, dojde vlestnd k odd¥leni jednotlivich se~
parovenych lontil ® k jejich reskci s bervotvornou sloZkou., JelikoZ tato sloZka resguje
v dené zdén& vdtdinou pouze s jednim typem iontd, je tato detekce vysoce specifickéd.
Vzhledem k tekto doseZfené specifidnosti stanoveni snalyzovenych sloZek je i citlivost
pro vybrané ionty vyss{,

Jeko moZné konkrétni p¥fkledy zpisobu podle vyndlezu lze uvést pou¥it{ 1,10-fenentrolinu
pro detekci iontu dvojmocného Zelezs, nebol vznikd intenzivn& Servend zbarveny cheldt;
s trojmocnym ketiontem Zeleze pek vznikd cheldt modry. Del¥{m p¥{kledem miZe byt pouziti
bezbervého rhodeninu emonného ve vedoucim elektrolytu. Rhodenidovy enion pisobi p#i sepa-
raci kationtd jeko protilon, vytvéPejfci s Fedou 2z nich berevné komplexy. Vyhodn¥ lze
nae misté bervoivorné slofky pouiivet metalometrické indikdtory a &inidla, pouZivang
b&in& ke spektrofotometrickym stenovenim prvki.

"Vyhodou zpisobu detekce podle vyndlezu, je i to, %e pfiddvend barvotvornéd slozks
miZe vhodnd pozmsnovet efektivni pohyblivosti seperovanych iontl. Tudi¥ vhodnou volbou
koncentrac{ o sloZeni roztokd lze docilit odseparovéni sloZek, jejich¥ efektivni po-
hyblivesti byly pivodn¥ nevhodné pro rozd&leni.’

Kepildrni elektroforéze, zejméne psk isotschoforéza, s fotometrickou nebo spektro-
fotometrickou detekci, aplikovenou zplsobem podle vyndlezu, miZe byt vyuZivédna p¥i
provoznich kontroléch, pfi rutinnich snelyzéch, sledujicich technologické postupy a vy-
robky, pfi analyzdch 3irokého spektra vzorkd od silikdtovych materidld pPes odpedni
vody 8% po vzorky biologického pidvodu,

PREDMET VYNALEZU

Zplisob fotometrické nebo spektrofotometrické detekce slofek rozd¥lovengch kepilérnt
elektroforézou, zejméne kepildrni vytdshovaci elektroforézou m&fenim absorpce prochdze-

~Jicino svitle, vyznafeny tim, %e se na rozddlované sloZky vzorku pisobi v seperadni

kapildfe b¥hem separa¥niho procesu bervotvornou sloZkou, tvo¥fcl se sloZksmi vzorku
sloudeniny, jejichZ sbsorpce sv&tla se 1i%{ od ebsorpce svdtla ssmotnou barvotvornou sloZkou,
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