Navod k Uloze z pokrocilych laboratornich cviceni z analytické chemie - CE LIF

Kapilarni elektroforéza s laserem indukovanou
fluorescen¢éni detekci (CE LIF)

Teoreticka ¢ast

A. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza (capillary electrophoresis, CE) je moderni vysoce ucinna analyticka
separa¢ni metoda zaloZzend na migraci analytt v kapaliné mezi dvéma elektrodami o vysokém
napéti (10 — 30 kV), realizovana v kapilare obvykle o priméru 25-75 pm s detekci ptimo na koloné.

Jednim z modu CE je kapilarni zonova elektroforéza (capillary zone electrophoresis, CZE),
pro niz je charakteristické pouziti jednoho pracovniho elektrolytu (background electrolyte, BGE).
V disledku toho je v celé separacni kapilafe konstantni elektrické pole. Jednotlivé zony putuji
riznymi konstantnimi rychlostmi, jsou oddélené BGE a odezva detektoru na konci kapilary ma
charakteristicky profil piku, jehoz tvar je funkci mnoha faktort (davkovani, detekce, difuze, sorpce,
rozdili mobilit analytu a BGE...). Obdobn¢ jako u chromatografie, kvalitativni charakteristika
analytu je dana migra¢nim ¢asem piku, kvantita souvisi s vyskou a plochou piku.

Elektricky nabita Castice se v elektrickém poli pohybuje ve sméru daném ndbojem Castice a
orientaci pole. Kladné nabita ¢astice se pohybuje k zapornému polu a naopak. Nabita ¢astice je
charakterizovéna elektroforetickou pohyblivosti neboli mobilitou |, kterd je c¢iselné rovna
konstantni rychlosti v, kterou CcCastice dosahne v daném prostiedi pii jednotkové intenzité

elektrického pole. Plati:
v L {mz}
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kde E je intenzita elektrického pole, U je aplikované napéti, L je vzdalenost na které vznika gradient
napéti (celkova délka kapilary).

Elektroforeticka mobilita je vysledkem rovnovahy sily elektrického pole plisobici na nabitou
Castici a odporu prostredi: Elektricka sila je tmérna naboji ¢astice a intenzité elektrického pole (F =
g.E); proti ptsobi odpor prostiedi vyjadieny Stokesovou silou (F = 3zudv, kde u je viskozita
kapaliny, d je hydrodynamicky pramér Castice a Vv je rychlost ¢astice). Elektroforeticka mobilita je
konvenéné definovana jako pozitivni pro kationty a negativni pro anionty.

Elektroforetickou pohyblivost 1ze vypocitat z migraéniho Casu tn, tj. Casu, ktery latka
potiebuje k elektromigraci z mista néstfiku do mista detekce, jak je zfejmé z definice:
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kde l¢f je efektivni délka kapilary (vzdalenost od nastiiku k detektoru).

Pti pouziti kapilary (typicky kfemenné) jako separacni kolony je prosta elektromigrace
snizovana nebo zvySovana elektroosmotickym tokem (electroosmotic flow, EOF; viz. obr. 1), ktery
je na naboji analytu nezavisly, a pro vypocet skute¢né mobility x pak plati:
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kde t, je migracni Cas nenabitych Castic.

Obr. 1. Elektroosmoticky tok

Povrch kapilary nese nepohyblivy negativni naboj (disociované
silanolové skupiny). V ddsledku zachovani elektroneutrality se
proto u stén nachazi pfebytek pozitivnich iontt z roztoku, které
pak celou kapalinu unasi ke katodé. Priklad: EOF ma v tomto
pfipadé stejny smér jako vysledny pohyb analytu.

Rada latek separovanych elektroforézou ma acidobazicky charakter. Protoze rychlost
ustaveni ioniza¢ni rovnovahy je obvykle mnohem vys$si nez rychlost elektromigrace, putuji v§echny
formy téze latky stejnou rychlosti v jedné zoné. Tato vysledna pohyblivost, tzv. efektivni
pohyblivost, je dana souétem iontovych pohyblivosti jednotlivych forem g vynasobenych
ptisluSnym molarnim zlomkem X;:

Het = in M,

Analytik stoji vétSinou pred ukolem, jak dosdhnout separace vSech nebo alesponi hlavnich
komponent vzorku, tj. snazi se najit podminky, za nichz jsou rozdily efektivnich elektroforetickych
pohyblivosti jednotlivych analyti maximalni. Mize k tomu casto pouzit pravé zmény pH
pracovniho elektrolytu. V jinych pfipadech je mozné zménit mobilitu nékterych analytl ptidavkem
vhodného komplexujiciho iontu kovu (pro separaci ligandli) nebo naopak komplexujiciho ligandu
(pro separaci iontd kovili) Ci latek vytvaiejicich hostitelské komplexy, napt. cyklodextrinli nebo
crown-etherii. Separacni médium lze téZ modifikovat ptidavkem nevodného rozpoustédla, gelu
nebo linearniho polymeru. Pfidavkem povrchové aktivni latky (detergentu), ktera je na povrchu
kapildry adsorbovéna, je mozné eliminovat EOF nebo dokonce obratit jeho smér, napf.
kationogenni cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB) na povrchu kiemenné kapilary vytvoii kladné
nabitou vrstvu misto ptivodni zdporné.
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B. Instrumentace - teorie

CZE

Zakladni zatizeni pro CZE obsahuje separa¢ni kapilaru, zdroj napéti, detektor a zatizeni pro
zaznam analytického signalu (obr. 2). Bézné hodnoty napéti jsou 10 — 30 KV, koncentrace pufru 10
— 50 mM. Analyza se obvykle provadi v kiemennych kapilarach, ziidka v kapilarach teflonovych
nebo sklenénych. Kiemenné kapilary jsou z vnéj$i strany chranény tenkou vrstvou polyimidu, ¢imz
se zamezi jejich kiehnuti a 1amani. Typicky vnitini primér (inner diameter, i. d.) kapilary je 25 —
75 um, vnéjsi 150 — 400 um (outer diameter, 0. d.), délka 30 — 70 cm, objem fadové jednotky pl.

- shér dat
kapilara

D detektor
zdraj wysakého

napet

Zakladni elektrokyt zakladni elektralyt
neho vzorek

Obr. 2. Schéma sestavy pro kapilarni elektroforézu

Déavkovani

Déavkovani vzorku (injection) se provadi bud hydrodynamicky nebo elektrokineticky.

Hydrodynamického davkovani dosdhneme pietlakem na vstupu ¢i podtlakem na vystupu
separacni kapildry. Zménu tlaku Ize uskutecnit pomoci stlaceného plynu, vyvévy nebo prostym
zvySenim polohy nadobky se vzorkem oproti nadobce s BGE na vystupu kapilary.

Elektrokinetické davkovani vzorku spociva v aplikaci davkovaciho napéti po stanovenou
dobu, obvykle nekolik sekund. Pii elektrokinetickém davkovani zavisi nadavkované mnozstvi na
elektromigracnim i elektroosmotickém toku a je diskriminacni: do separa¢ni kapilary se ptfednostné
dostavaji mobilnéjsi ionty. Pokud ma vzorek niz$i vodivost nez elektrolyt, ktery se nachazi
v kapilafe, lze elektrokinetické davkovani vyuzit k u¢innému zakoncentrovani iontli vzorku

(stacking). Elektrokinetické davkovani vykazuje zpravidla nizsi reprodukovatelnost.

Detekce
Detekce je nejcastéji zalozena na zméné absorbance nebo fluorescence pii prichodu zény
analytu detektorem.  V ptipadé pouziti laserem indukované fluorescence (laser-induced

fluorescence, LIF) je s vyhodou vyuZito charakteristickych vlastnosti laseru. Jde piedevS§im o
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uzky uspotradany svazek svétla s minimalni divergenci a je proto snadné jej zaostfit tak, ze prochazi
mezi vnitfnimi sténami kapilary (Sitka svazku jednotky az desitky um). Protoze je zafeni laseru
uéinné vyuzito, lze pouzit i lasery s relativné malym vykonem nékolika mW. Jistym omezenim
pouziti LIF je nedostupnost cenové prijatelnych laditelnych laserti; obvykle je tfeba rozhodnout se
pro vhodnou vinovou délku a vybrat patficny laser. Nejcastéji pouzivané lasery a vinové delky
jejich emise jsou uvedeny v tabulce:

Laser Vinova délka (nm)
HeNe 632

Ar+ 488, 514, UV
Diodovy 400 - 1000

Nevyhodou fluorescencni (ale i absorbancni) detekce je, ze ne vSechny latky maji
chromofory vykazujici dostate¢nou fluorescenci nebo absorpci v obvyklé UV-VIS oblasti (180-800
nm) a jejich piima detekce tedy neni vzdy mozna. Pak je nutno bud’ analyty derivatizovat reakci s
latkou, kterd vhodny chromofor obsahuje, nebo pouzit jiny druh detekce (refraktometricky,
amperometricky, vodivostni, MS), pfipadné pouZzit detekci nepfimou. Pii nepiimé detekci je
v zakladnim elektrolytu ptitomna fluoreskujici, respektive absorbujici latka, kterou putujici zona
analytu v daném misté ,,zfedi* a detektor registruje pokles fluorescence nebo absorbance (negativni
pik). Kalibrace s nepfimou detekci je proto univerzalni. IkdyZ se takto vyznamné rozsifuje rozsah
latek detekovatelnych UV-VIS detektorem, meze detekce jsou zpravidla o nékolik fadi horsi.

C. Instrumentace — praktické provedeni (obr. 3)

V tomto pfistroji je pro tuto Glohu nainstalovan laser DPSS Nd:YAG (diode pumped solid
state neodymium-doped yttrium aluminium garnet, 1064 nm) s nasobi¢em frekvence (2x) emitujici
zéteni o vinové délce 532 nm. Laserovy paprsek je zaostfen kiemennou cockou o ohniskové
vzdalenosti 10 mm do stfedu kapilary umisténé na mikrometrickém stojanu. Fluorescencni zareni
zachycene mikroskopovym objektivem (10x) je nasmérovano pies §térbinu (prostorova filtrace) na
fotonasobic, kterému jsou piedfazeny dva filtry (opticka filtrace).

Pozn.: Pokud sejmete stinitko a prekryjete Sterbinu bilym papirem, na obrazu by méla byt
jasné viditelna Cctyri rozhrani: vzduch/vnejsi sténa kapilary, vnitrni sténa kapilary/roztok,
roztok/vnitini sténa kapildry a vnéjsi sténa kapilary/vzduch. Stérbina by méla byt mezi 2. az 3.
rozhranim nastavena tak, aby propoustéla (oranzovou) fluorescenci a blokovala (zelené) rozptylené
zarent.
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Cela sestava je uzaviena do stinici skiin¢. Karusel s injekénimi a BGE vialkami a pfivodem
vysokého napéti se nachazi v ochranné plastové nadobce jisténé bezpe€nostnim vypina¢em proti
Urazu operéatora elektrickym proudem. Proud z fotonasobice je digitalizovan pomoci karty s 16-ti
bitovym A/D pifevodnikem v osobnim pocitaci. Ziskand data (zavislost proudu fotonasobice na
Case) jsou nahrana a uloZena do souboru ve formatu ASCII programem LabVIEW. K vyhodnoceni
a grafické prezentaci dat je pouzit komercni program (MS Excel).

Dosazeni nizkych detek¢nich limitil je zaloZzeno na ucinné excitaci, citlivé detekci a redukci
sumu. Uginna excitace je dosazena fadnym zaostfenim prakticky veskerého vykonu laseru dovnitt
kapilary. Citliva detekce spociva v u¢inné kolekci emitovaného zafeni a pouziti citlivého detektoru
s vysokym ziskem (fotonasobi¢). Sum je riizného piivodu a tomu odpovidaji i prostiedky pouzité k
jeho omezeni:

a) rozptylené zafeni laseru

- zafazeni optickych filtrii a $térbin pfed fotonasobic
- vlozeni stinitek do skiiné
- Cerny nefluoreskujici natér skiing, ve které je sestava umisténa
b) pronikani okolniho bilého svétla
- umisténi sestavy do skiiné
- optické utésnéni vSech stérbin a otvori
c) elektrické interference, zejména indukce sitového signalu
- pouziti RC filtru pro potlac¢eni Sumu o frekvencich nad ~10 Hz
- integrace signalu po dobu odpovidajici ndsobku periody sitového signalu — program
CELIF v prostiedi LabVIEW
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CE
V piistroji je pouzita nemodifikovana kiemenna kapilara s efektivni délkou 30 cm, celkova
délka kapilary je 37 cm, praméry kapilary: i.d. 50 nebo 75 um, 0.d. 360 um (obr. 3 a 4).

skFin
laser
injekeni vialka
v karuselu
kapilara
p-metricky
stolek
zdroj s dryakem C:goéka o fotonasobié
vysokého kapilary IFIF stinitko
napéti
P = l Stérbina filtry
| |
= Bd ] |
. mikroskopovy objektiv
na posuvném drzaku

vialka

L U detektorova

Obr. 3. Schéma pristroje pro CE-LIF
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Obr. 4. Popis pristroje

1 ukazatel vysokého napéti

2 ukazatel proudu

3 nastaveni vysokého napéti

4 nastaveni omezeni proudu (ukazatel nastaven zhruba na 25 %)
5 nastaveni vysokého napéti pro fotonasobi¢ (nastaven na hodnotu “6507)
6 pfepinac ovladani local/remote (stlaCeny = local)

7 vypina& vysokého napéti pro CE

8 vypinac vysokého napéti pro fotonasobi¢

9 vypinac laseru

10 sitovy vypinaé

11 karusel s injek&nimi vialkami

12 kryt karuselu

13 detektorova vialka

14 skFin
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Program CELIF (LabVIEW)

Program CELIF byl vytvoten v prostfedi LabVIEW za ucelem digitalizace signalu pomoci
16-ti bitové A/D Karty. Program umoziuje provadét méfeni na piistroji CELIF v manudlnim modu
(local) nebo v automatickém modu (remote). Béhem vsech tloh budete pouzivat mod “remote”, kdy
jsou pomoci programu CELIF ovladany davkovani, laser, fotonasobi¢, napéti separace i doba
analyzy. Program CELIF oteviete kliknutim na ikonu “CELIF latest version” na pracovni ploSe.
Pted zahajenim kazdého experimentu je tieba zadat jméno souboru (nejlépe s piiponou .txt) véetné
adresafe, maximalni dobu nahravani dat (napf. 15 minut) a vzorkovaci frekvenci (4 Hz).

Upozornéni: Novy ndzev souboru je nutné zadat pred kazZdou analyzou, jinak dojde k
prepisu souboru a ke ztraté dat!

Déle nastavte napéti a Cas elektrokinetického davkovani a hodnotu napéti separace. Po
zadani vSech parametrl spustite program pomoci bilé Sipky (“run’) nachézejici se v levé horni ¢asti
okna programu. Pomoci ptislusnych tladitek v levé ¢asti okna se zapina laser a fotonasobi¢ (PMT).
Napéti pro davkovani se zapind tlacitkem “injection”, vypnuti nasleduje automaticky ve zvoleném
Case. Napéti a nahravani separace se spousti tlac¢itkem “START CE”.

Pied spusténim analyzy je doporuc¢eno vymazat displej (pfesuiite kursor mysi na displej,
stisknéte pravé tlac¢itko mysi, a v menu zvolte “Clear chart”).

; UPOZORNENI ;

Vypina¢ vysokého napéti zapinejte, pouze kdyz je karusel se vzorky chranén prithlednym
plastovym krytem!
Fotonasobi¢ zapinejte, pouze kdyZ je zakryt ochrannou skiini!
Pti manipulaci s laserovym paprskem se nikdy nedivejte pfimo do laseru. Pozor na odrazy paprsku

od drzakl nebo od kovového pasku hodinek!
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Experimentalni ¢ast

A. Optimalizace sestavy
Stanoveni detekéniho limitu rhodaminu 6G

Pted vlastni separaci je tfeba presvédcCit se o spravné funkci ptistroje. Cilem této ulohy je,
abyste se seznamili s piistrojem, pochopili zakladni principy a naucili se zakladni ovladani.

1. Priprava roztoku

Piipravte 100 ml pufru BGE, 50 mM kyseliny citrénové v 10 % EtOH (v/v) a titrujte jej
roztokem konc. amoniaku (pfip. IM NaOH) na pH = 2,5. Pufrem BGE napliite 2 vialky. Pfipravte
sadu vialek vzorkt s thodaminem 6G o koncentracich 102 M, 10° M, 10° M a 10 M v pufru
BGE.

Zasobni roztok rhodaminu 6G je 2 mM. Roztoky fedte postupné v né€kolika krocich (napf.
10x, 100x nebo 1000x) do malych objemut (100-1000 ul). Z divodi nizsi presnosti nepipetujte
mén¢ nez 1 pl. Pro vzorky pouzijte malé vialky o objemu 200 pl. Objem kazdého vzorku by nemé¢l
byt mensi nez 150 pl.

Roztoky (BGE a vzorky) zbavte rozpusténych plynt v ultrazvukoveé 1azni (3 min).
2. Ovéreni spravné funkce CE-LIF stanovenim detekéniho limitu rhodaminu 6G

PInéni kapilary

Naplite kapilaru pufrem BGE a dbejte, aby pfitom dovniti kapilary nevnikla bublina:
kapilaru opét plitte pufrem od detekéniho konce, protlacte alespont 3 kapky pufru, ktery nechte
vsakovat do tamponu piilozeného k injek¢nimu konci kapilary. Zvednéte injekéni vialku s pufrem a
jesté n€kolik sekund pokracujte v protlacovani pufru kapilarou. Detekéni konec kapilary mirné
ohnéte smérem doll, odstrante stiikacku a co nejdiive nasad’te detektorovou vialku s pufrem.
Nastavte potenciometrem hodnotu vysokého napéti HV = 0. Po zakryti karuselu krytem zapnéte
vysoké napéti a postupné jej potenciometrem zvysujte na 15 kV. Dojde-li k jiskfeni (které¢ poznate
podle praskavého zvuku), je tfeba preruSit experiment a vycistit prostor karuselu. Je-li vSe v
potadku, dalSi zapinani vysokého napéti provadéjte bez piedchoziho vynulovani HV
potenciometrem. Zaznamenejte hodnotu proudu a sledujte ji po dobu ~30 s. Kolisa-li hodnota
proudu nebo klesne-li o vice nez 10%, je nutno kapilaru znovu naplnit pufrem.

Dalsi ovladani pfistroje uz budete provadét jen v modu “remote” pomoci programu CELIF.
Zapnéte laser a napéti na fotonasobici (hodnotu “600” nastavenou potenciometrem neménte) a
signal z fotonasobice sledujte pomoci programu CELIF. Po ustaleni by kratkodobé kolisani signalu
mélo byt zhruba 10 Grovni (min.-max.).
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Davkovani a experiment

Poté, co jste ovérili, ze je kapilara fadné naplnéna, mulzete nadavkovat prvni vzorek.
V programu CELIF zadejte jméno souboru, dobu analyzy (15 minut) a vzorkovaci frekvenci (4 Hz).
Pfi vypnutém napéti zaménte vialku s pufrem BGE pod elektrodou za vialku se vzorkem s nejnizsi
koncentraci rhodaminu 6G (stlaceni, pootoceni a uvolnéni karuselu — opatrn€, aby nedoslo ke
zlomeni elektrody nebo kapilary!). Pomoci programu proved'te injektaz pti 5kV po dobu 10 s.
Vyckejte na pokles proudu na hodnotu nizsi nez 1 pA a zaménte vialku se vzorkem za vialku
s pufrem BGE. Hned poté opét zapnéte start analyzy (napéti a sbér dat). Zaznamenejte hodnotu
proudu a sledujte, zda se v prub&éhu analyzy vyznamné neméni. Zopakujte experiment s ostatnimi
vzorky ze sady. Nezapomeite vZdy zadat nové jméno souboru pro nasledujici méteni! Po skonceni
vSech experimenttli napliite ob¢ vialky a kapilaru ¢erstvym roztokem BGE.

Vyhodnoceni vysledkii

Vysledky vyhodnotte pomoci programu Excel; proved’te import ziskanych ASCII dat do
jednoho listu a sestrojte jeden graf se v§emi zaznamenanymi elektroforegramy. Do tabulky zaneste
migracni Casy, vySky a plochy pikt analytu, $itku piku v poloviné vysky (peak full width at half
maximum , FWHM) a pocet teoretickych pater. Proved'te kalibraci, t.j. sestrojte linearni kalibra¢ni
grafy vysky piku vs. koncentrace a plochy piku vs. koncentrace.
spocitejte koncentracni limit detekce — z hodnot Sumu (minimaln¢ dvacet) predchazejicich piku
rhodaminu 6G spocitejte jeho smérodatnou odchylku s a detekéni limit ziskate podle vztahu:

3-s-C

LOD=

kde H je vyska piku rhodaminu 6G a ¢ je jeho koncentrace (obr. 5). Pokuste se vyjadfit limit
detekce v jednotkach latkového mnoZzstvi.

14

12 4

10 A

interval H
pro vypocet Sumu

s\ b 2N

Obr. 5. Schéma elektroforegramu pro vypocet LOD
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3. Otazky

1. Pred fotondsobic jsou zarazeny 2 z filtri, jejichz transmisni spektra jsou na obr. 6a. Obr. 6b je

100

T (%)

Iy (a.u)

emisni spektrum rhodaminu 6G. Které filtry byste vybrali pro CELIF detekci? Proc¢?
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Obr. 6a. Spektra propustnosti vybranych filtra
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Obr. 6b. Emisni spektrum rhodaminu 6G

Vysvétlete nenulovou hodnotu signalu a sSumu v pripade, Ze je v kapilare pouze voda nebo BGE.
Vysvetlete chvostovani piku rhodaminu B. Jak je v Uloze omezeno? Jaké dalsi zpiisoby, jak ho
omezit, byste navrhli?

Porovnejte vypoctené hodnoty poctu teoretickych pater pri experimentech s riiznou koncentract
rhodaminu. Vysvétlete pripadné rozdily.

Pri vykonech vyssich nez ~1 W na metr kapilary casto dochazi k zvySenému rozmyvani zon
analytit vlivem tepla. Jaky vykon vyzarovala kapilara (ve formé Jouleova tepla) pri Vasem
mereni? Mohlo byt vzniklé teplo pricinou rozmyti zon (pikii)? Navrhnéte, jak sniZit nadmérné
zahrivani kapilary.

Je mozné, zZe néekteré z experimentii nevysly tak, jak jste si predstavovali. Popiste odchylku od
ocekavaného chovani a pokuste se o jeji zdivodneni.

Vypoctéte rychlost zony a efektivni iontovou mobilitu rhodaminu 6G pri separaci.
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Navod k Uloze z pokrocilych laboratornich cviceni z analytické chemie: CE LIF

B. Separace rhodaminovych barviv
Promyvejte kapilaru roztokem BGE 5 minut a ovéfte stabilitu proudu pii 15 kV.

Ptipravte si smés rhodaminovych barviv, tak aby finalni koncentrace rhodaminu 6G,
rhodaminu 123 a rhodaminu B (obr. 7) byly ve vzorku 1 nM, 100 nM a 10 nM. Pro fedéni pouzijte
BGE.

Zasobni roztoky vznikly rozpusténim v 10 % etanolu a maji nasledujici koncentrace:

rhodamin 6G 2mM
rhodaminu 123 300 uM
rhodaminu B 1 mM.

rhodamin 123

Obr. 7. Strukturni vzorce jednotlivych rhodaminovych barviv

Smés barviv davkujte elektromigraéné pii 5 KV po dobu 10 s z piipraveného roztoku Jako
BGE pouzijte opét 50 mM roztok kyseliny citronové v 10 % EtOH (v/v) titrovany na pH 2,5
koncentrovanym amoniakem. Elektroforézu provadéjte pii napéti 15 kV. Pomoci programu MS
Excel sestrojte elektroforegram separace. Po skonceni vSech experimentu naplite ob¢ vialky a
kapilaru Cerstvym roztokem BGE.
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Navod k Uloze z pokrocilych laboratornich cviceni z analytické chemie: CE LIF

Otazky

1. Porovnejte migracni casy pikit s migracnim c¢asem piku rhodaminu 6G z ulohy A. Ktery z pikii
prislusi rhodaminu 6G?

2. Kolik pikii pozorujete v elektroforegramu? Lisi se tento pocet od Vaseho ocekdvani? Pokud
ano, pokuste se rozdil vysvetlit.

3. Ze strukturnich vzorcii zndte velikost jednotlivych barviv a miiZete odhadnout ndaboj barviv pri
pH ~ 2,5. Urcete, ktery pik prislusi rhodaminu B a rhodaminu 123.

4. Do tabulky zaneste migracni casy analytii, spocitejte efektivni mobility analytu a pocet
teoretickych pater pro jednotlivé analyty.

5. Navrhnéte moznosti, jak zvysit separacni ucinnost (pocet teoretickych pater).

6. Z kalibracniho grafu zmeéreného v uloze A vypoctéte koncentraci rhodaminu 6G ve smésném
Vzorku a porovnejte ji s ocekavanou hodnotou.

C. Protokol

V protokolu uved'te své jméno, datum a nazvy tloh, pii¢emz za celou skupinu postaci jeden
protokol. Preferovan je protokol v elektronické form¢. Do protokolu neopisujte princip ani zadani
uloh. Uved'te vSak vSechny podminky (ptiprava vzorku, fedéni, davkovani, ptiprava kapilary,
proud kapilarou atd.), za kterych byla namétena data tak, aby bylo moZzné experiment zopakovat.
Vysledky uvadéjte v prehledné grafické podobé (grafy — Excel, tabulky). Odpovézte na otazky na
konci uloh.

V zavéru posud'te ulohy, které jste absolvovali. Diskutujte reprodukovatelnost, citlivost,
vyznam Ulohy. Budeme vdééni za vSechny komentate a navrhy, jak tlohu vylepsit.
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