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Elektromigra¢ni metody

souhrnné oznaceni pro skupinu analytickych metod, u nichz dochazi v roztoku k separaci latek (iontl) na
zakladé jejich rizné pohyblivosti vlivem pulsobeni stejnosmérného elektrického pole

= jednotlivé techniky se lisi principem, instrumentalnim provedenim, pouzitim pracovniho elektrolytu apod

Zakladni elektrokinetické jevy

Elektroforéza = ve stejnosmérném homogennim elektrickém poli putuji nabité Castice v roztoku k opacné
nabitym elektrodam a dochazi k jejich rozdéleni

= nejvyznamnéjsi elektrokineticky jev

Elektroosmoza

pohyb kapaliny v kiemennych kapilarach smérem k zaporné nabité elektrodé (ke katodé)
elektroosmoticky tok

- praktické vyuziti napriklad pri odvodnovani zeminy, dom( apod.

Sedimentacni potencial = sedimentaci elektricky nabitych castic ve sloupci kapaliny vznika elektricky
potencialovy rozdil

- praktické vyuziti tohoto jevu je témér nulové
Potencial proudéni = rozdil elektrickych potencialt v roztoku zptisobeny mechanickou silou (napr. tlakem)

- podobny efekt lze pozorovat u vodopadu, kdy v misté s nejvétsi mechanickou silou mize dochazet

k ionizaci vzduchu za vzniku ozonu nebo pri proudéni krve v kapilarach organizmd, kde podminuje vznik
jednoho z pikd elektrokardiogramu



Elektromigra¢ni metody

= souhrnné oznaceni pro skupinu analytickych metod, u nichZ dochazi v roztoku k separaci latek (iontt) na

zakladé jejich rizné pohyblivosti vlivem pulsobeni stejnosmérného elektrického pole

= jednotlivé techniky se lisi principem, instrumentalnim provedenim, pouzitim pracovniho elektrolytu apod.

Plosné techniky

papirové - nizka citlivost a reprodukovatelnost

(v zavislosti na kvalité papiru)

gelové - nejcastéji polyakrylamidovy nebo agardzovy gel

- analyza proteinud, DNA
Kapilarni techniky

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
Kapilarni izotachoforéza (ITP)
Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

Kapilarni kombinované techniky

Kapilarni micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

Absorbance [mAU]

Al5-2T
Al15-1T Os
Al5-2T
Al5-1T
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Separace Cistych a osmiem znacenych oligonukleotidl
A15-1T a A15-2T na polyakrylamidovém gelu
(barveno stribrem)
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CZE analyza polyfenolickych latek moucky hroznovych
seminek: 1 resveratrol, 2 katechin, 3 epikatechin, 4 rutin,
5 kyselina ferulova, 6 kyselina p-kumarova, 7 myricetin,
8 kvercetin, 9 kyselina galova



Elektromigrace

Na nabitou ¢astici v roztoku pisobi 2 opacné orientované sily:

Fe='Ff

E
Ff Fe
@
A

1. sila elektrického pole F,

Q - celkovy naboj, soucet naboju na povrchu Castice [C]
E - intenzita konstantniho elektrického pole [V/m]

2. frikéni (tfeci) sila prostredi F; F,=f*v

f - frik¢ni koeficient
v - rychlost pohybu iontu

pro kulové castice je frik¢ni sila dana Stokesovym zakonem

Fe=6*n*n*r*v

F.=Q*E

KATODA
= zaporné nabita elektroda
Zdroj f
stejnosmeérného @ } o
o Smés pohybu 1onti
napeéti @) o\ .
¢ v elektrickem poli
ANODA
= kladné nabita elektroda
A B C
& e

n- viskozita prostredi, r - polomér kulové castice, v - rychlost pohybu iontu




Elektroforeticka rychlost a pohyblivost g% Q%

Elektroforeticka rychlost v = rychlost pohybu iontu, je primo Umérna intenzité elektrického pole

- smér pohybu je dan znaménkem jeho naboje a orientaci elektrického pole

v=E* U= u/l * u E - intenzita elektrického pole [V/m] b - elektroforeticka mobilita [mZV-1s]
U - vlozené napéti [V] | - velikost gradientu napéti [m]

- Z rovnosti pusobicich sil pak vyplyva ... o
* Q - celkovy naboj
V= E n- viskozita prostredi
Fe == Ff | > 6*m* n * r r - polomeér kulové cCastice

- rychlost pohybu iontu

Elektroforeticka pohyblivost (mobilita) p = kvalitativni velicina ionogennich latek, charakteristicka pro

dané prostredi a teplotu (pri jednotkové intenzité el. pole)
Efektivni pohyblivost (mobilita) p. = soucet pohyblivosti jednotlivych iontovych forem, vynasobenych
prislusnym molarnim zlomkem

* * *

U o = D M * X; Meff cit = M mcie X mee T H H,Cit Xucie T Hucie ™ X acie ¥ Haie XCits-

‘ ovlivhovani rovnovah vede k cilenym zménam v efektivnich elektroforetickych mobilitach



Elektroforeticka rychlost a pohyblivost

S rostouci koncentraci elektrolytu klesa elektroforeticka pohyblivost iontu

Z Debye-Hiickelovy teorie plyne, ze kolem kazdého iontu v roztoku

se vytvari iontova sféra, ¢cimz dochazi k pokles volnych ionta.

lontova sila |

= charakterizuje celkovou ,koncentraci naboje“ jako sumu pres

vsechny ionty v roztoku, kdy pro zredéné roztoky plati:

F ?

~ vodik

& 6 jﬁjk\yshk

1=0,52 ¢ *z2

lontova pohyblivost p, = elektroforeticka pohyblivost extrapolovana na nulovou iontovou silu

Absolutni 1ontové pohyblivost:

- zavisla pouze na teploté a pouzitém rozpoustédle

- s rostouci teplotou se iontova pohyblivost zvysuje

-1, 10, 16

m" vybranych latek pii 25 °C

Kation m® . 10° miv1gY |Anion m" . 10° [m*visY
HO 3625 OH 2055

K 76.2 cr -79.1

NH 76.1 F 574

Na™ 51.9 Br 81,0

Li 38,7 HSO, 52,0

Me™ 53.0 50, §2.9

Ca 59.3 NOy 2741

S 60,0 H,PO; 35,1

Ba 63.8 HPO,* 643

Zména vodivosti v dusledku redéni
roztoku souvisi se zménami
v disociaci molekul a se zménami

interakci mezi ionty a molekulami

\ rozpoustédla, resp. elektrolytu. /
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Elektrolyty

Elektrolyty = roztoky soli, kyselin a zasad, které vedou elektricky proud

[ V elektrolytech je prenos elektrického naboje zaroven prenosem hmoty ]

méni se slozeni elektrolytu v okoli elektrod

vlivem probihajicich chemickych reakci

Pufr = tlumivy roztok = roztok, ktery pridanim kyseliny nebo zasady vyrazné nezméni své pH

- vétsinou roztoky konjugovanych acidobazickych pard, slabych kyselin a bazi

- napr. kyselina octova/octan, kyselina borita/boritan, amoniak/amonna sul apod.
Hlavni Glohou pufri je umoznit prichod elektrického proudu a udrzovat vhodné pH prostredi pro separaci
Pufracni kapacita
= mnozstvi silné kyseliny nebo baze, jejiz pridavek do 1 litru pufru vyvola jednotkovou zménu pH

- nejveétsi pufracni kapacita pri pH = pKa

- méni se s redénim, pridavkem soli a teplotou [ rozsah pufru = pKa + 1 ]

Kritéria vybéru vhodného pufru:
v vybér podle pracovni oblasti pH v" UV absorpce b 8 i _—
v’ (istota a inertnost v toxicita P

v’ iontova sila a rozpustnost v’ cena




Elektrolyty

Elektrolyty = roztoky soli, kyselin a zasad, které vedou elektricky proud

v v

V e

Buffer pK, pH range
Phosphate (pK1) 21 1.1-3.1
Phosphate (pK2) 7.2 65.2-82
Phosphate (pK3) 12.3 11.3-13.3
Citrate (pK1) 3.1 2141
Citrate (pK2) 4.7 3.7-57
Citrate (pK3) 54 4464
Formate 3.8 2848
Acetate 4.8 38-58
MES 6.15 55-6.7
TRIS 8.06 7.3-93
Borate 9.2 8.2-10.2
Diethylamine 10.5 95-11.5

Priprava, skladovani a zachazeni s pufrem:

v
v

v
v
v

vybér pufru, priprava roztoku o zvolené koncentraci a pH
kontrola, pripadné Uprava pH na kalibrovaném pH-metru
pouziti Cerstvych roztokd - hrozba mikrobialni kontaminace
moznost zmrazeni - méné doporucovana

dodrzovat sterilni podminky - kontaminace odbérem - napr. Spicky

3l
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Elektrolyty

Biologické pufry = zwitteriontové pufry, oznacované jako ,,Good buffers“ (N. E. Good et al 1966)

zakladem je N-substituovany taurin nebo glycin

v rozsah pouzitipH5 - 9

inertni vici enzymatickému pusobeni

v
v netoxické vc¢i bunkam, neprostupuji membranou
v

neabsorbuji v UV-Vis oblasti

07 MES (6.1)
g

N\/\SO3H

07 MOPS (7.2)
N._~_-SOsH

0" MOBS (7.6)
NW\\SO;;H
Smésné pufry

v" TBE pH 8.3 - Tris, kyselina borita, EDTA
v TAE pH 8.3 - Tris, kyselina octova, EDTA
v" Britton-Robinsondv pufr - univerzalni 2 - 12

kyselina borita, octova, fosforecna + NaOH

MES
BIS-TRIS
ADA
ACES
PIPES
MOPSO
BIS-TRIS PROPANE
BES
MOPS
TES
HEPES
DIPSO
MOBS
TAPSO
TRIZMA
HEPPSO
POPSO
TEA
EPPS
TRICINE
GLYCYLGLYCINE
BICINE
HEPBS
TAPS
AMPD
TABS
AMPSO
CHES
CAPSO

Useful

pKa  pka  pK
pH Range (at 20) (at257) (at 37)

5567 | 616 610
5872 | - | 650
6.0-7.2 | 665 | 6.59
61-75 | 6.88 | 6.78
6175 | 680 6.76
6276 | - | 6.90
6395 | - 6890
6478 (717 | 709
6579 | 713 | 720
6882 | 750 740
6882 755 748
7082 | - | 760
6983 | - | 760
7082 | - | 760
7.09.0 | 8.20  B8.06
7185 | - | 780
7285 | - | 780
7383 | - | 780
7387 | - | BOO
7488 | 816 8.5
7583 | - | B20
769.0 835  B8.26
7690 | - | B30
7791 831 B840
7897 | - | 8BS0
8296 | - | 8390
8397 | - | 9.00
86-100 | - | 9.30*
89103 | - | 980

5.97
6.36
6.46
6.54
6.66
6.75

6.90
770*
116
731
735

739
172
6.66
763



Elektromigraéni metody - vyvoj

1936 - Arne Wilhelm Kaurin Tiselius - prvni elektroforeticka separace proteint
krevniho séra - Nobelova cena za chemii (1948)
1967 - Stellan Hjertén - sestrojil prvni plné automatizovany systém pro
kapilarni elektroforézu (kapilara s primérem 1-3 mm)
1981 - James W. Jorgenson a Krynn D. Lukacs - prvni elektroforeticka separace
ruznych iontd (aminokyselin, dipeptidd, amind) zonovou

elektroforézou ve velmi tenké kapilare o priméru 75 pm

XLV. ELECTROPHORESIS OF SERUM
' GLOBULIN. I

By ARNE TISELIUS
From the Institute of Physical Chemistry, University of Upsala

(Received 2 December 1936)

S. Hjertén

DesprTE the very large amount of work done on serum globulin, comparatively
few investigations have dealt with the electrophoretic properties of this im-
portant protein, although, as has been shown in several papers from this and other
laboratories, migration data are of very great importance for characterization
of proteins and biocolloids in general.

As far as the author has been able to find, the only quantitative investigation
of the pH-mobility relationship for this protein so far has been made by
Reiner [1927], using a U-tube apparatus with two stopcocks in each limb, by
which arrangement samples could be taken out for analytical determination of
the migration. A series of mobilities in buffer solutions of pH from 3-6 to 9-5 were
obtained. The isoelectric point was at pH 5-4. In a previous work the author
[1930] has measured the electrophoresis of serum ““pseudo-*’ and ‘‘eu-globulin”
as well as unfractionated globulin, but only at one single pH value of 7-22. All
three preparations showed heterogeneous migration, and the mobilities were
different. _

In connexion with some research on proteins of immune sera, the author
needed data on the mobility of normal serum globulin and its fractions. There-
fore a new investigation was made, which gave results deviating in certain
points from those obtained by Reiner.

The procedure for measurement of electrophoresis used in this work has been
described in earlier papers [Tiselius, 1930; Pedersen, 1933]. The movement of
the boundaries in the U tube is followed by ultraviolet photography, a method

J. Jorgenson

K. Lukacs




Kapilarni zénova elektroforéza
= moving boundary electrophoresis = technika pohyblivého rozhrani

- separace analyt( v prostfedi homogenniho jednoho zakladniho

elektrolytu (background electrolyte - BGE) o konstantnim slozeni

- separace probiha za konstantniho napéti

Instrumentace:

v separacni kapilara

v’ zdroj separacniho napéti
v vialky s pufrem, v nichz jsou elektrody a konce kapilar
v

detektor 1

Zdrog stepnosmémého napét 1

120 > 6
Kaplara i
= — S o0 54
<C
Dreteltor Foditad 1= 80 —
Zpracovavajici 60
signal i
40 -
| | T 1 8
I AU
R\\ . ﬁ b
e vla]kj} g puﬂem 0 N v I v I ' ) ¥ 1 4 1 ¥ 1 ¥ 1 M ) ' 1 v I '
Vzorek Anoda Katoda 0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

t [min] 11



Elektroosmoticky tok

Separacéni kapilara

- vyrobena z taveného kremene (fused-silica capillary)

- vnitfni prdmér 10 - 200 pm, vnéjsi pramér 350 - 400 pm

- délka dle pozadavkd - 10 - 100 cm

- vnéjsi vrstva polyimidu (15 pm) - chrani pred mechanickym poskozenim

- odstranéni casti polyimidu = detekéni okénko pro UV-Vis detekci

Elektroosmoticky tok

= electroosmotic flow - EOF
- je disledkem naboje vnitfniho povrchu kfemennych kapilar
- disociace silanolovych skupin na sténé kapilary ji udéluje zaporny naboj

- po sepnuti elektrického pole dochazi k pohybu nabitych ¢astic a tim i k pohybu celé kapaliny

L VR P PN Y AN VRN RN
Si 5181 81 81 S Si 51
O O or o ) oy o o
(& &) &) & & & & &
) & ) & 20 &) &) &)
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Elektroosmoticky tok

Silanolové skupiny pritahuji kationty elektrolytu a vznika elektricka dvojvrstva, kterou tvori:

Sternova (Helmholtzova)

vi e vy g , - . I I I I
= castecne fixovana ke stene kapilary : i

Si Si Si Si
Gouy -Chapmanova O O O O
@ @ @ Sternova vrstva
= difGzni, volna vyména s ostatnimi ionty roztoku T et
_|_ Diflizni vrstva -
oo P @
Na rozhrani obou vrstev je vytvoren Anmida © © © ©  Katoda
EFOF —>

elektricky zeta potencial {

- diky EOF lze stanovit kationty i anionty v jedné analyze

- slouzi k mobilizaci zon zakoncentrovanych izoelektrickou fokusaci

- vysoka rychlost EOF mUze zapricinit nedostatecnou separaci kationtu

- nizka rychlost EOF umozni interakce kationtu se sténou kapilary - absorpce, nesymetrie piku

- opacné orientovany EOF miZe znemoznit detekci analytl
13



Elektroosmoticky tok

Elektroforeticka mobilita EOF pgr

C_, *o ¢ - elektrokineticky potencial _E*
Heor = ¢- permitivita roztoku VEOF = Heor
n n - viskozita roztoku

Experimentalni zjisténi EOF - pomoci neutralniho markeru - migracni cas ovliviuje pouze elektroosmoza

- neutralni marker - mesityloxid, aceton, dimethylformamid, voda

Zmeéna elektroosmotického toku

M EOF
v' zménou pH
- nizky EOF pri kyselém pH ol
v' zménou iontové sily pufru 3

- rostouci iontova sila snizuje potencial a tim i EOF vs. generace tepla
v modifikaci vnitfniho povrchu kapilary

- potlaceni nebo obraceni naboje pokrytim stény kapilary, tzv. coating 1 -

- permanentni modifikace - kovalentni vazba napr. s polymerem

- dynamicka modifikace - pridavek polymeru do pufru 3 4 5 & 7
v' zménou elektrického pole
- nizké napéti, nizka selektivita vs. vysoké napéti, vyssi generace tepla

v' zménou teploty - vyssi teplota, zména viskozity, vyssi EOF

14



Ucinnost elektroforetické separace

Pocet teoretickych pater N = méritko Ucinnosti
t, - migracni Cas piku
N =5,54"*(tg /w,, )2 =16 * (tg /w)2 W, , - $itka piku v poloviné jeho vysky
w - Sirka piku pri jeho zakladné
Ekvivalent teoretického patra H = pocet teoretickych pater vztazeny

H=1/N=62/l na délku kapilary

inflexni
body

Wi = 20-
Wip =

2,354c

- pri elektroforéze dochazi k migraci iont( a soucasné k rozmyvani zon dif(zi

— piky maji tvar Gaussovy krivky

o = vzdalenost, kterou prodifunduje primérny ion za dobu t

- vztah mezi difiznim koeficientem D a tzv. rozptylem c?udava

Einstein-Smoluchowského rovnice ol=2*D*t ! 4o

- Ucinnost separace je v omezeném rozsahu primo Umeérna vlozenému napéti

. . u - elektroforeticka mobilita iontu
N = H U/s2*D U - vlozené separacni napéti
vyssi napéti e vétsi generované teplo e pokles Ucinnosti separace
15



Ucinnost elektroforetické separace

V realném experimentu vsak rozptyl o2 ovliviiuje rada vliva:
v diflze

v elektromigracni disperze o
v’ sorpce S
v' Jouleovo teplo e

nastrik, detekce ... atd.

Difaze - nelze odstranit, pouze ovlivnit napr. snizenim teploty, zvysenim viskozity apod.
- nizky difzni koeficient - Uzké piky
Sorpce - interakce analyti s nabojem na sténé kapilary
- vede k asymetrii pikud, v horSim pripadé ke ztraté analytu m=—==={>> coating
Jouleovo teplo - zpUsobené prichodem elektrického proudu kapilarou = ====—=> chlazeni
- Ohmova zavislost proudu na napéti - volba vhodného separacniho napéti
Elektrodisperze - rozdilna pohyblivost analytu a spoluiontu stejného naboje z elektrolytu

- minimalizace vlivu spravnou volbou elektrolytu s co nejpodobnéjsi pohyblivosti

AN

+ - - + -

@® @)

A B C g oo ® @ ®e

@ @ @ ® g

g @ @ ® ® ® N ©

® o 3)

o S ® ® 8
A - frontovani B - symetrie C - chvostovani

rgraéni fas
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Instrumentace

- 1988 - prvni komercni pristroj firmy Beckman Instruments

Recman

Prince Technologies

Villa Labeco

17



Instrumentace

Davkovani v CZE

davkovany objem v jednotkach nanolitri - otazka reprodukovatelnosti

- neprakti¢nost pri vyuziti davkovacich kohoutt ¢i jinych injektord

Hydrodynamické davkovani
- nejjednodussi, vyuziti sifonového efektu - rozdil hladin (ru¢ni davkovani)
- vyuziti pretlaku ¢i podtlaku (komercni pristroje)

- pro vypocet davkovaného objemu slouzi Hagen-Poiseuilleova rovnice

AP - tlakovy spad na kapilare

AP*d4** tyq d - vnitini primér kapilary
Vd = ty - doba nastriku
128 * n * lt n- viskozita elektrolytu

l, - celkova délka kapilary

o —_—>

| - 3
Y AT R PR V- -

rozdil hladin pretlak podtlak
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Instrumentace

Davkovani v CZE

Elektrokinetické davkovani

- v nékterych pripadech jediny mozny postup - kapilarni gelova elektroforéza

- davkovaci napéti byva obvykle nizsi nez separacni

[ Koncentracni pomér analytl ve vzorku nemusi odpovidat poméru v nadavkované zé6né ]

- vypocet nadavkovaného objemu
r - vnitrni polomér kapilary

*
tg " Uqg |, - efektivni délka kapilary
\Y% q=T *r2 *] s t,- doba, po kterou bylo aplikovano napéti
t *U t, - migracni ¢as EOF
S

U, - napéti pri davkovani
U, - separacni napéti

ST
Switching Power Supply

="l

oke




Instrumentace

Detekce v CZE

- online detekce primo v kapilare X sbér frakci a offline detekce

- r0zna citlivost jednotlivych detektorl

- moznost derivatizace analyt( pro lepsi detekovatelnost

Nejbéznéjsi detektory

v’ absorpcni fotometricky, s diodovym polem
v" fluorescencni
v konduktometricky
v' ampérometricky
v" hmotnostné-spektrometricky

paprsek
paprsek

<«— paprsek
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Elektroferogram a jeho vyhodnoceni

Elektroferogram = graficky zaznam separace po zpracovani signalu detektoru

- dalsi uvadéna oznaceni elektroforegram, elektroforetogram, elektroforeogram...

Vypocet elektroforetické pohyblivosti z migracniho c¢asu analytu

, - celkova délka kapilary

lt * ls 1 1 - efektivni délka kapilary
U= - - U - separacni napéti
U t t, t., - migracni cas analytu
t, - migracni cas EOF
180 —
L
150 4
T . Rozli$eni pikii L a C
2 ., |
O EOF
g *
g 2% (tc—ty)
5 60 R R —
Cl ] ! LC™
30 Wi+ We
0 —WMM“M tc, t, - migraéni asy pikd
] . : . . - . W , W, - Sirka pikl u zakladny

0 2 4 6 8
time (min)
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace anorganickych kationti

- fused silica capillary, 75 pm ID, 57 cm total / 50 cm effective length
- separation voltage 22 kV, injection 0.5 kV (6 sec), UV detection at 214 nm

- new capillary treatment = 0.1 M NaOH 5 min, Milli-Q water 5 min, separation buffer 10 min
- BGE: 12 mM imidazole, 5 mM malic acid, 1 mM 18-crown-6-ether, 20% D,0,
- pH 4.25 adjusted using acetic acid

3 +
; . . 4
;. El‘h 6. Mn2+ 2. K+
L e 7. In* 3. Na*
0.006 |- | i- EI:P 8. Co 0.010 F 4. Ca
. - )
5. Mg 9. Cu , 5. Mg
0.003 - - )5k
- 1 . 5 = 0.00: {
9 | ' 5
0.000 * LJ ((\1 i Jﬁ | J 4]* h\
: B 0.000 | f L)
—JfL — | ‘
b J LJ /—/ g = - _L__-'—-__.'f L’ ./ \:J \\J \\“—-— —_— ]
-0.003 - ’ . : - ‘ ' -0.005 : ; . ;
2 3 4 5 6 7 8 9 10 2 3 1 5 6 7
Migration tume (nun) Migration time (min)
Separace standardu Analyza kokosového mléka

Gao J. et. Al. Cent. Eur. J. Chem., 6(4), 2008, 617.



Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace monosacharidl po kyselé hydrolyze polysacharidii z morskych mikroorganismu

- fused silica capillary 75 pm ID, 105/115 cm

- voltage -18 kV, injection pressure 50 mbar for 1 s —
- detection at 224 nm
)
- BGE: 8 mM dimethoxyphenol, 1.5 mM CTAB, pH 12.00 =
=
S -0.002-
Neprima UV-Vis detekce P
[
S
= pracovni elektrolyt absorbuje v dané oblasti a prichod ;2’
analytu detektorem se zaznamena poklesem absorbance -0.004 - 1. xylose
L, L, 2. mannose
- vznikaji pri n1 negativni piky 3. rhamnose
4. glucose
- ma nizsi citlivost nez prima detekce 0. galactose
6. fucose
-0.006 -
- vyuziva se pro latky, které neobsahuji ve své strukture
50 55 ()b
vhodné chromofory a pouziva se pro ni bézny UV detektor a Migration time, min
silné absorbujici zakladni elektrolyty |
\N+
PN e P Ve
Br- . . .
Qiuju G. et. al., Analytica Chimica Acta, 662 (2010) 193. Cetyltrimethylammonium bromid (CTAB)
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace iontl téZkych kovi v odpadnich vodach

- fused silica capillary 50 pm ID, 40/48 cm
- BGE: 10 mM His and 4 mM tartrate, pH 5.5
- electrokinetic injection 3 kV/5 sec

- separation voltage +15 kV

H.F.Lau et. al., Electrophoresis, 32 (2011) 1190.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace iontl téZkych kovi v odpadnich vodach

- fused silica capillary 50 pm ID, 40/48 cm
- BGE: 10 mM His and 4 mM tartrate, pH 5.5
- electrokinetic injection 3 kV/5 sec

- separation voltage +15 kV

- contactless conductivity detector

- concentration of analytes: Cr3*, Pb2+, NiZ* at 100 mg/L, Hg?* at 400 mg/L

Ko

H.F.Lau et. al., Electrophoresis, 32 (2011) 1190.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace polyfenolickych latek ve vinech

- fused silica capillary 50 ym ID, 55 cm total /45 cm effective length
- BGE: 40 mM Na,B,0, adjusted to pH 8.9 with 0.5 M H;BO;
- pressure injection 10 psi/5 sec

- separation voltage +26 kV

- detection at 215 nm

0 -
4 0_
54 ]
T TT LN B L L L L L L L B (L L I L L L L B LB O ] L] L] T ] L T L] ) ) ] L] ) )
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes
Separace standardd Analyza cerveneho vina
1. catechin 5. luteolin Cabernet Sauvignon
2. syringic acid 6. quercetin California
3. apigenin 7. caffeic acid
4. myricetin 8. gallic acid

Sanli S. et. al., Chromatographia, 79 (2016) 1351.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace polyfenolickych latek ve vinech

- fused silica capillary 50 ym ID, 55 cm total /45 cm effective length
- BGE: 40 mM Na,B,0, adjusted to pH 8.9 with 0.5 M H;BO;
- pressure injection 10 psi/5 sec

- separation voltage +26 kV

- detection at 215 nm

o O T

0 -
5
T TT LN B L L L L L L L (LN L L B L B BN B LN RN BN LN BN AR ] L] L] T ] L] T L] ) ) ] L] )
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes
Separace standardd Analyza cerveneho vina

1. catechin 5. luteolin Cabernet Sauvignon
2. syringic acid 6. quercetin California
3. apigenin 7. caffeic acid
4. myricetin 8. gallic acid

Sanli S. et. al., Chromatographia, 79 (2016) 1351.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace protein(
coating = navazani polymeru na vnitrni sténu kfremenné kapilary a ovlivnéni EOF

- DMA-EpyM coated capillary (N,N-dimethylacrylamide-ethylpyrrolidine methacrylate)
- 40/47 cm effective/total length, 50 pm ID, injection 3 kV/5 sec
- BGE - 100 mM sodium acetate pH 5, voltage + 25kV

7,00E-08 -

0,05 —e— Coated capillary
’ 1 6.00E-08 1 | —m— Bare capillary
5,00E-08 -
0,04
4,00E-08 -
E 0,03 1 2 4 < 3,00E-08 -
' (7]
<r 3 e
N £ 2,00E-08
D 0,02 + e

1,00E-08 A

i 0,00E+00 y T / )
0,014 L q 2/‘/6 8 10 12
-1,00E-08 1
-2,00E-08 -

T T T T T T T T T '3,00E'08 =
0 5 10 15 20 pH

Time (min)

1, lysozyme; 2, cytochrome c; 3, ribonuclease A; 4, a-chymotrypsinogen

N. Gonzalez et. al., J. Chromatogr A, 1012 (2003) 95.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace protein(

Vliv interakce slozky zakladniho elektrolytu s vnitfni sténou kapilary - zména poradi separace analytu
PEI - polyethyleneimine coating

180 A L 10-
150 R
2 EOF -
< 1204
\E‘/ R C . O : I |
8 904 S s 1 : !
g 4 .
2 | " -
—% 60 k _ E <1 A;{L// e ik g
30 4 S will
r—'[“‘*j = 3
04 2
0 2 1 : T i 204 *
9 v
time (min) = et >/
W] —n— acetate
180 ~ B | ~
150 4 L —e— Citrate
2™ EOF = —4 - malate
<
% N c —v— tartrate
£ - R )= —*— succinate
% N —<— malonate
PPN TYYA (1§ .llé__.'
= /= —»— MES
0 2 1 6 8
time (min)
A - acetat pH 5.5 B - citrat pH 5.5 L - lysozym, C - cytochrom c, R - ribonukleaza

M. Spanila et. al., J. Sep. Sci 29 (2006) 2234.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy
Klinicka chemie - diagnostika metabolickych poruch

- deficit metabolickych enzymu vede k hromadéni purinovych a/nebo pyrimidinovych markert v moci

- uncoated fused-silica capillary 40 / 47 cm, 50um 1.D.
- separation buffer - 45mM borate, 55 mM tricine, 10 mM tartrate, 1mM CTAB, 0.44% TBAH, Ampd (pH 8.6)

(] @
= g
o =
A B
@
£
&
s £
= [77]
@ g —_—
3] 2
=) B >
= = =) £
2 z
E £ E 8 =~
@ @ @ @ © o~ > c o o
= = £ 2% 3 g T3 8 3§
5 £ © e o 2 @ 2 < S L =]
= wTE B 5 S @ o gl | e @ 5 @
Q LoomE = o [B = &5 2 o k] 5 e o
@ g 5 23 2 £l o 2 gl | & © 8
-2 =2 =4 = T = = = o 2 =
w© [= =) =] = o = = [ = B
s 2 o 8] £ = =
o7 = o™ i} v
2db =] 5] o
e ::_‘ o™
=
L M\) A wl 2 3 4 3 3 3
2 3 4 time [min] ) .
. . time minl
time [min]
A - zdravy Clovék B - deficit adenin fosforibosyl transferazy

T. Adam et. al., Journal of Chromatography B, 767 (2002) 333.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy
Prenatalni diagnostika vrozenych vad - Down(v syndrom

- odbér plodové vody v 15.tydnu téhotenstvi

- separace marker( Downova syndromu -STR oblasti na chromozomu 21

- 1 pik nebo 2 piky v poméru 1:1 - normalni genotyp

- 3 piky v poméru 1:1:1 (trisomie 21 .chromozomu) , 2 piky v poméru 2:1 - genotyp s vrozenou vadou

- poly(N-acroyloyl amino ethoxy ethanol) coated capillary
- BGE = TBE (89 mM Tris, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA) pH 8.3, 2,5 uM ethidium bromid, 8% PVA

47 -1.20 -
— ~ § 0.6 -
£ E :
~t
[} ~ ~r
& « o y
A ) U
S2 % _1.60 5 i
5 c g
L o] o 0.1
5 L 9 @
- Ii M -2 h Ay
0 ' T v -2.00 . ; , . . -0.4 r T . ‘ .
» *Time (min)*® 55 2 NN 25 Blime (min)® 55
A - zdravy cClovék B - trisomie 21.chromozomu - pomér pikd 1:1:1 C - genotyp s vrozenou vadou - pomér pika 2:1

C. Gelfi et. al., Journal of Chromatography A, 718 (1995) 405.
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Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace mikroorganismii

bunécné stény a membrany maji rozdilny obsah proteind, lipidu a lipopolysacharidit. ===> r(zny naboj
- fused silica (Lo = 25 cm, L, = 33.5 cm)
- buffer was 0.0125% PEO dissolved in MES (2[-(N-morpholino)ethanesulfonic acid]), pH = 6.1

- detection at 214 nm, separation voltage +20 kV, pressure injection 200 mbar /s

704

60 1
- 50 4 )
-?t H. pylon
500 4 £ 401
: 30
400 - 20
200 300 400 500 £00 450 4
1 A[nm] 400 4
300 350 1
— o 300 A
< 2 % 250 4
E 200 9 Serratia.m
200 - 150 4
100 4
j 50 4
100 < 200 300 400 500 600

afnm)

Serratia.m

; H.pylori
0 A
- L} * L o Ll 24 L ] b T 3 L}
0 1 2 3 4 5 6

t.[min]

Serratia marcescens

B. Buszewski et. al., Biomed Chromatogr , 21 (2007) 116.
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Souhrn aplikaci kapilarni zénové elektroforézy

v kontrola a ¢istota vzork

- syntetické ¢i prirodni vzorky - léCiva, barviva apod.
v analyza komplexnich smési

- analyza biologickych tekutin, tkanovych extraktl, potravin, odpadnich vod apod.
v sledovani chemickych premén

- studium chemickych a enzymatickych reakci, sledovani kinetiky reakci apod.

v’ fyzikalné - chemicka charakterizace analytt

- stanoveni elektroforetické pohyblivosti, efektivnich nabojl, disocianich konstant,

difznich koeficientd apod.

Detektor \
{ 1 “"
| { \
+ - @ , , \
. ". | 150 peptide dern'alm'e ‘ reagent a\‘l “.\‘
: : . B AN
f [ 1 5 . [ \
+ e 2 10 b e
\ \\ = 1:20 ‘I I‘ | de* i\\ Lp—
8 . T
] | g g 2 I I i S N Y
+o | _ £ 504 1:5 | % UL A \
| 2 153 | S | GO S Lvﬁ
4 unmodified \_ EOF|
{ | / | ] 7 peﬁnde /]‘ | /—‘)C//
+ . | G I N R SR

Migration time [min]

EMMA - electrophoretically mediated microanalysis Derivatisation of peptide - OsO, bipy reagent

Glatz Z. et. al., J. Chromatogr B, 814 (2006) 23. Sedo O. et. al., Anal Chim Acta, 515 (2004) 261.
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Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

CZE-MS analyza
- spojeni obou technik zvysuje potencial v separaci, identifikaci i kvantifikaci latek

latky se stejnou molekulovou hmotnosti nelze stanovit na MS, ale po predchozi separaci ano

v
v a obracené - komigrujici latky v jednom piku CZE lze odlisit na MS spektrech
v" vhodné pri analyze komplexnich vzorku - vysoka Gc¢innost, rychlost

v

nizka spotreba vzorkl a médii, moznost vyuziti online prekoncentrace

(\

potreba vytvorit uzavreny elektricky okruh s vysokym napétim pres separacni kapilaru

v" vhodny vybér elektrolytu - predejit zanaseni zdroje a ucpani kapilar, interferencim apod.

O e >..|@

T T 4
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Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

lontové zdroje pro CE-MS

ESI - pro polarni latky, prvni pouzity zdroj (otivares a kol. Anal.Chem. 59 (1987) 1230)
typické zakladni elektrolyty - kys. octova, mravenci, uhli¢itan amonny + pridavek org. rozpoustédel
APPI/APCI - pro malo polarni a nepolarni latky, lepsi kompatibilita s netékavymi slozkami elektrolytu

MALDI - off-line spojeni - sbér frakci z CE, primé nanaseni separace z kapilary na MALDI desticku apod.

> vSe zalezi na konstrukci iontového zdroje, geometrii a zpUsobu zapojeni

Aplikace CE-MS

- klinicka biochemie a diagnostika - analyza télnich tekutin (komplexni vzorky)

potreba automatizovaného vyhodnoceni MS spekter
- analyza zivotniho prostredi a potravin - hodnoceni kvality a kontrola bezpecnosti

Vyhody: vysoka rychlost (high-throughput , priznivy pomér cena/vykon (vs. LC/MS))
vysoka selektivita a citlivost

aplikovatelnost jedné metody na vice typu vzork( (= tolerance k interferentim)
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Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii WG
-

*

Separace B-laktoglobulini v mléce

sledovani autenticity mléka - ,,pancovani“ ovcéiho a koziho mléka mlékem kravskym

srovnani vyskytu vybranych B-laktoglobulin( ve vzorku
CE-ESI-MS analyza, BGE - 1M kyselina mravenci pH=1.9,

RS

sheath liquid: voda, methanol, k. mravendi (78:20:2 v/v), 1 pl/min

CE-MS analyza a-LA a B-LG kozi B-LG .
3 3 12.53 kozi a-LA
a, kravské mléko

| 14.02
b, ov&i mléko <. ] \
100 ovCi B-LG A + B-LG C 12.52 ‘ /

¢, kozi mléko \

kravsky B-LG A + B-LG B 12.71

: : 14.11 ‘ c)
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~ ' " ) L | ‘ . y ' { 4 ;
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| i i ! _ = i
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L. Muller et. al., Electrophoresis , 29 (2008) 2088.
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Spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii

Separace B-laktoglobulini v mléce

srovnani vyskytu vybranych B-laktoglobulin( ve vzorku
CE-ESI-MS analyza, BGE - 1M kyselina mravenci pH=1.9,

sheath liquid: voda, methanol, k. mravendi (78:20:2 v/v), 1 pl/min

Red intsnsity

sledovani autenticity mléka - ,,pancovani“ ovcéiho a koziho mléka mlékem kravskym

RS

o a) kravsky B-LG A 100 a) kravskyB-LG A
.= -LGs LGs

L B12 42 a-lAs = & 31-2 £
1343 , & 4 ., .

o 3 kravsky B-LG B = clAs kravsky B-LG B

40 i R- E - ‘ s
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L PRI L PR L T by [ o= voune ot ool Visisissna '
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, Al
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L. Muller et. al., Electrophoresis , 29 (2008) 2088.
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Elektroforeticka analyza na ¢ipech

H-TAS - micro total analysis system |:> lab on a chip

- miniaturizace - vSechny kroky analyzy v jednom
-vyleptana soustava kanalku - plastické hmoty, kifemen, sklo - obsahuji déli¢e toku kapaliny, ventily apod.

- nejcastéji v oblasti analyzy biologicky vyznamnych latek - nukleové kyseliny a proteiny

Hlavni cil = vyvinout jednotku, ktera by dokazala zachytit pozadovanou bunku a analyzovat jeji genomicky,
proteomicky, metabolomicky, glykomicky ¢i jiny profil

\
\\\“ﬂm\\\I!ll\Ill“ll((lll“lllll%"“‘

v" mala spotreba vzorku (pL - nL) v problematicka vyroba - technologie

“"“l'l“Ll'.l'.llllll\thliﬂlhlil\I\||H""'

v preddprava vzorku primo na Cipu v cena

v prenosnost

P. Smejkal, F. Foret: Chem. Listy , 106 (2012) 104.
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Zaverem...

Kapilarni zénova elektroforéza

v/ umoznuje separace od iontd po celé biomolekuly az bunky

v spolu s chromatografickymi metodami ma nejvétsi vyznam v separacnich analyzach
v" ma Siroké uplatnéni v rozlicnych odvétvich védy a aplikovaného vyzkumu
v

diky miniaturizaci a vyvoji novych detekcnich technik skryva obrovsky budouci potencial

Kapilarni elektroforéza vs. kapalinova chromatografie

v' z podstaty separace

HPLC - afinita analytu ke stacionarni ¢i mobilni fazi

CZE - vliv velikosti a naboje analytu pri pohybu v elektrickém poli

v hlediska reprodukovatelnosti stanoveni, narocnosti na vybaveni, chemikalie, mnozstvi vzorku
HPLC - citlivéjsi metoda s vyssi reprodukovatelnosti, avsak casové narocnéjsi
- vysoka spotfeba organickych rozpoustédel, vyssi objemy vzorka (pl)
CZE - nizsi opakovatelnost a reprodukovatelnost (vzhledem k pritomnosti EOF)

- davkovani nl vzorku, rychlejsi, mensi finan¢ni narocnost
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Kapilarni izotachoforéza

Pouziva dva zakladni elektrolyty LEADING = vedouci elektrolyt - nejvétsi pohyblivost v systému

TERMINATING = koncovy elektrolyt - nejmensi pohyblivost v systému

Hre < Uanalytﬂ < M

separace probiha za konstantniho proudu - vytvoreni potencialového gradientu
po dosazeni ustaleného stavu se zony pohybuji stejnou rychlosti

zony na sebe tésné navazuji a nerozmyvaji se

AN NN

lze v jedné analyze separovat pouze anionty nebo kationty
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Kapilarni izotachoforéza

V kazdém misté separacniho prostoru musi byt platit:

v' podminka elektroneutrality - sou¢et naboju kationtt a aniontl musi byt T e 0
. 7. =
v kazdém makroskopickém objemu stejny b
v podminka kontinuality - popisujici ¢asové zmény koncentrace jednotlivych iontd v daném misté
v Kohlrauschova regulacni funkce o - vystihujici existenci diskontinuit

v prubéhu separace se migrujici zony vzorku musi koncentracné

prizplsobit plvodni hodnoté w funkce v zoné vedouciho elektrolyt,
dokud neni dosazeno rovnovazného stavu

Koncentrace latek v zénach je konstantni a dana

neménnou koncentraci vedouciho elektrolytu

- koncentrace latek v plvodnim vzorku nema vliv na vyslednou koncentraci latky v izotachoforetické zoné

c, - koncentrace latky x v zéné
H x Ho = Mc c, - koncetrace vedouciho iontu ve vedouci zoné
H, - efektivni pohyblivost latky x
Mx - Mc ML y, - efektivni pohyblivost vedouciho iontu L

Y - efektivni pohyblivost protiiontu C 41



Kapilarni izotachoforéza

> H
L
" B & > <0 >
TE e oS .8
" B
2 te o8 av 9
< E

kazda zona obsahuje pouze jeden druh iontl
v kazdé zoné je pritomen takeé protiion vedouciho elektrolytu

koncentrace v zoné je konstantni, mimo ni nulova

N N NN

poradi zon se srovna podle klesajici efektivni elektroforetické pohyblivosti

Samozaostrovaci efekt

= vlastnosti mezi zonami se méni skokem

1, kation chce prejit do zony pred sebou

zona nizsiho potencialu snizeni hnaci sily

2, kation chce prejit do zény za sebou

zona vyssiho potencialu zvyseni hnaci sily

navrat zpét

navrat zpét
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Kapilarni izotachoforéza

v’ zakoncentrovani stopovych koncentraci analyt( az o nékolik radu

v’ vyuziti prekoncentrace pred kapilarni zonovou elektroforézou

Davkovaci
kohout
Zasobnik na
koncovy elektrolyt
(.terminating
electrolyte™)
Analyticka kolona
0.3 mm: 90 mm
. Vodivostni
UV-VIS detektor g
Zasobnik na
vedouci elektrolyt Plnici rozvod
(.leading
electrolyte™)
Odpad
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