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1 KAPILARNI ELEKTROFOREZA"?

1.1 Zakladni princip

Kapilarni elektroforéza (CE) je separa¢ni elektromigra¢ni technika, ktera ve svém tradi¢nim usporadani vyuziva
stejnosmérného elektrického pole k separaci iontt. Elektroforeticky separa¢ni princip vSak muzZe byt snadno
roz$ifen o chromatograficky princip nebo princip molekulového sita. Do skupiny CE se fadi i separace v pH
gradientu, jakym je kapilarni izoelektrickd fokusace. Mezi elektromigra¢ni separa¢ni techniky patii také

izotachoforéza, ktera v CE nachdzi uplatnéni jako tzv. online prekoncentracni technika.

1.2 Zakladni pojmy a vztahy

V CE se pouziva rada pojmt, které v mnoha ohledech ptipominaji pojmy pouzivané v chromatografickych
separacnich technikach. Migracni ¢as t, je doba, za kterou analyt urazi drahu rovnou vzdalenosti od mista
dévkovani do mista detekce. Tato vzddlenost se oznaluje jako efektivni délka kapildry I Ze zakladnich znalosti
fyziky lze rychlost pochybu v, iontu v elektrickém poli vyjadfit jako zménu drdhy za jednotku casu a

zjednodudené napsat jako (1).

v, =t (1)

Je-li sila, kterd uvadi ion do pohybu, funkci intenzity elektrického pole E, ktera je definovana jako pomér

vlozeného napéti U viici celkové délce kapildry 1, (2), pak Ize definovat elektroforetickou mobilitu iontu p, (3).

E=— (2)

Ve = HE (3)

Kombinaci vztahti (1), (2) a (3) Ize ziskat vztah pro primy vypocet elektroforetické mobility iontu diky znalosti

zékladnich parametrd metody a migra¢niho ¢asu analytu (4).

— ef " tot (4)

V praxi v8ak nelze elektroforetickou mobilitu iontu pocitat pfimo, nebot pozorovana rychlost iontu je dana ¢asto
souctem elektroforetické rychlosti a rychlosti elektroosmotického toku v, Neprovedeme-li korekci, pak

pocitame zddnlivé (pozorované) elektroforetické mobility u,,, (5).

Vapp = Ver T Veor = (/uef + tor )E )
[ ——

Happ

' Harvey, D., Modern Analytical Chemistry, McGraw Hill: Boston, 2000, s. 798.
? Landers, J. P., Capillary and Microchip Electrophoresis and Associated Microtechniques, CRC Press: Boca Raton,
2008, s. 1567.



K dal$im pojmim, které se ¢asto poji s popisem separace ionttl, patii selektivita, rozliSeni a Gc¢innost. Selektivita
jednoduse feceno popisuje, jak snadno lze dva ionty od sebe separovat. Je zaloZena na skute¢nosti, ze v CE je

separace umoznéna diky rozdilu v elektroforetickych mobilitach jednotlivych iontt (6).

luef,Z

/’lef,l

a= Sy, 2 e, > a 21 (6)

Rozliseni Rs je bezrozmeérné vyjadreni vzdalenosti dvou pikid. Pro vypocet se vyuziva vztahi (7), kde w, jsou $itky
piku v zdkladné a w, , ; jsou §ifky piku v poloviné vysky. Rs>1,5 je povaZovano za rozliSeni pikd k zdkladni linii a

je vyzadovano kvili minimalizaci chyb zptsobenych integrovanim piki.

t -t t  —t
RS:2 m,2 m,1 :1’117 m,2 m,1 ;t
W, W, Wi + Wi

>t )
Poslednim podstatnym pojmem je #i¢innost N, kterou lze vypoéitat pomoci vztahu (8). Obecné vy$si uc¢innost

znamena uz$i piky a lepsi rozliSovaci schopnost. RozliSeni je tedy zavislé jak na selektivité, tak u¢innosti.

2

2
N:16(t—"‘) —8ln2| = )
w Wy

Vztahy pro rozlideni a tc¢innost jsou platné za piedpokladu, Ze pik ma tvar Gaussovy kiivky, a je tedy symetricky.
V praxi je vSak pozorovana asymetrie pika vlivem nezadoucich jevi, jako jsou elektrodisperze, interakce se
sténou kapilary aj. Pro popis symetrie lze vyuzit celou fadu vztahd. NiZze uvedeny vztah (9) je zalozen na

myslence, Ze v pfipadé symetrie jsou si vzdalenosti od pocatku a konce piku k stfedu rovny.

)

As=—<1 As=—=1

a b a b a b

Frontujici pik Symetricky pik Chvostujici pik
Obrazek 1 - Ktivky znazornujici typy asymetrie piki.

1.3 Elektroosmoticky tok

Elektroosmoticky tok (EOF) je tok iontt roztokem vlivem aplikovaného elektrického napéti. V CE se nejéastéji
vyuzivaji kifemenné kapilary pokryté vrstvou polyimidu, ktery zajistuje pruznost a pevnost kapilary. Kfemenné
kapildry maji dobrou tepelnou vodivost pro odvod Jouleova tepla a jsou transparentni i pro vysokoenergetické
UV zéfeni (2185 nm). Vnitini povrch kfemenné kapildry obsahuje siloxanové a silanolové skupiny. Silanolové

skupiny jsou slabymi kyselinami a disociuji pti pH vy$$im nez 3. Disociaci silanolovych skupin ziskdva vnitfni



sténa kapilary zdporny naboj. Kationty roztoku, kterym je kapilara naplnéna, kompenzuji zdporny ndboj stény
kapilary a ustanovuje se elektrickd dvojvrstva. Pfi vloZeni elektrického napéti na elektrody, se za¢nou kationty
pohybovat ke katodé a diky jejich silné solvataci, strhavaji s sebou i roztok, kterym je kapilara naplnéna. Diky
ptitomnosti EOF, jehoz mobilita je v porovnani s mobilitou fady aniontl zpravidla vy$si, Ize soucasné stanovit
kationty i anionty béhem jedné analyzy. Neutralni molekuly se v kapildrni zénové elektroforéze neseparuji a

pohybuji se rychlosti EOF.

R R R
HO OH )
\|/ \l/ \|/ pH>3 \|/O .
Si Si Si — Si + H
\\ | | | pH<3 |
silano!ova R R R R
skupina [ —
siloxanova
skupina

Obrazek 2 - Strukturni vzorce silanolové a siloxanové skupiny; reakéni schéma disociace silanolové skupiny.

EOF, ptipadné zaporny naboj stény kapildry, je pro fadu analyz nezadouci. V kyselém prostiedi je EOF velmi
slaby a nestabilni. Zaporny naboj stény kapilary mtZze byt zdrojem nezadoucich adsorpci na sténu kapilary
vlivem iontovych interakci, naprfiklad pifi separaci proteinil. Proto se do zakladniho elektrolytu pridavaji
napiiklad hydrofilni polymery, které potlacuji EOF a dokdzou vytvéaret efektivni povlaky na vnitfni sténé
kapilary.

2 PREKONCENTRACNI TECHNIKY V KAPILARNI ELEKTROFOREZE®

V CE se béhem poslednich dvou desetileti objevily techniky zalozené na zakoncentrovani vzorku piimo
v kapilare pred samotnou separaci, tzv. online prekoncentrace. Cilem prekoncentrace je zajistit dostate¢nou
detekéni citlivost, kterd je vpriipadé spektrofotometrické detekce omezena délkou optické drahy (rovna
vnitfnimu  priméru kapildry) a zvy$it U¢innost separace. V odborné literature se stdle objevuji nové
prekoncentra¢ni techniky, které jsou zalozeny na ¢tyrech zékladnich prekoncentra¢nich principech. Jednotlivé
principy se daji kombinovat a obecné lze fict, Ze prekoncentracni principy jsou v zavislé na slozeni vzorku a

zékladniho elektrolytu.

2.1 »Stacking®

»Stacking® je velmi jednoduchou prekoncentra¢ni technikou. Je zaloZena na rozdilnych koncentracich nebo
vodivostech mezi zdkladnim elektrolytem a vzorkem. V kapildfe pak po nadavkovani vzorku vznikaji dvé zony
s rtiznou elektrickou vodivosti. Obéma zénami musi prochazet stejny proud, a proto je intenzita elektrického
pole v zoné s nizéi vodivosti (vy$$im odporem) vyssi, nez v z6né s vys$si vodivosti (niz$im odporem). V praxi se
toho dosahuje natedénim vzorku zfedénym zakladnim elektrolytem nebo vodou. Analyty se pak zakoncetruji na

rozhrani mezi zénou vzorku a zakladniho elektrolytu.

2.2 Pfechodna izotachoforéza

V prechodné izotachoforéze se analyty pied separaci sefadi za sebou podle klesajici elektroforetické mobility. To
je zajisténo davkovani vzorku mezi vedouci elektrolyt, ktery ma nejvyssi elektroforetickou mobilitu, a koncovy
elektrolyt, ktery ma naopak nejniz$i elektroforetickou mobilitu. Tim jsou popsany zakladni podminky pro
izotachoforézu. V CE se vyuzivd jen prechodné (docasné). Po sefazeni analytll se narusi izotachoforetické

podminky naptiklad nahrazenim koncového elektrolytu.

? Simpson Jr., S. L., Quirino, J. P., Terabe, S., J. Chromatogr. A 2008, 1184, 504-541.
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Analogicky funguje i zakoncentrovani vzorku v klasické gelové elektroforéze. Koncentraéni a separaéni gel
obsahuji glycin, lisi se viak v pH. V koncentra¢nim gelu glycin vystupuje jako koncovy elektrolyt, na rozhrani
gelt se méni pH, a tim se zméni i elektroforeticka mobilita glycinu. Glycin prestane byt koncovym elektrolytem a

dochazi k separaci vzorku na oddélené zény s mezerami vyplnénymi glycinovym pufrem.

2.3 Zakoncentrovani na pH rozhrani

Princip zakoncentrovani na pH rozhrani vyuziva disocia¢ni rovnovéhy slabych kyselin a zasad. Elektroforeticka
mobilita je zavisla mimo jiné na naboji. Pokud analyt, ktery je slabou kyselinou nebo zasadou vstoupi do zény
s pH, pti kterém je elektroneutralni, jeho elektroforeticky pohyb kapildrou ustane. Casem se zéna s pH, pti

kterém je analyt elektroneutralni, vypufruje zakladnim elektrolytem a analyt ziska zpét naboj.

2.4 »Sweeping“

Nézev ,sweeping® pochdzi z anglického slovesa ,to sweep®, které doslova znamend ,,smést“. Pivodné byla tato
prekoncentra¢ni technika vyvinuta pro zakoncentrovani neutralnich analyt separovanych médem CE, ktery se
nazyvd micelarni elektrokinetickd chromatografie (MEKC). V MEKC se kromé elektroforézy uplatiuje
distribu¢ni rovnovédha mezi analytem v roztoku a vazanym v miceldrni fazi (chromatograficky princip). V praxi
se davkuje vzorek neobsahujici micely do kapilary naplnéné zékladnim elektrolytem s obsahem micel (napf.
dodecylsulfatu sodného). Micely jsou nabité prostorové ttvary, které po aplikaci elektrického napéti vstupuji do
z6ny vzorku, interaguji s analyty a dochdzi k jejich zakoncentrovani. Plati pfi tom zéavislost, Ze ¢im je interakce

Y7 ,

analytu v zoné vzorku s micelou vys$si, tim vyssi je koncentra¢ni u¢innost.

3 CHLORIDOVY STACKING/PSEUDOIZOTACHOFOREZA*

Vzorky biologického pivodu ¢asto obsahuji vysoké koncentrace soli kyseliny chlorovodikové, napf. plasma nebo
moc¢. Takové vzorky jsou velmi vodivé a pfed analyzou se casto fedi vodou nebo organickymi rozpoustédly za
ucelem snizeni vodivosti, a v ptipadé organickych rozpoustédel i vysrazeni proteind. Vysoka vodivost vzorku
¢asto vede k nezadoucimu rozdifovani piku. Pfesto byl pozorovan pozitivni vliv pfitomnosti chloridovych ionta
na ucinnost. Jedna se o pfipady, kdy negativni vlivy vodivosti vzorku jsou potlaceny néjakou prekoncentracni
technikou. V pripadé chloridovych iontd, které mtizou vystupovat jako vedouci iont, se nabizi princip pfechodné
izotachoforézy. Pfesné chovdni a funkce jednotlivych slozek vzorku je nejasné a jen obtizné je lze studovat. Proto
se hovoti o tzv. pseudoizotachoforéze nebo ,,stackingu®, kdy slovo ,,stacking“ nabyva obecného vyznamu, jakym je

zakoncentrovani vzorku v kapilare.

4 CIL CVICENI

Cilem laboratorniho cvi¢eni je diskutovat zavislosti doby davkovani a iontové sily vzorku na ué¢innost separace.
Ziskané vysledky konfrontovat se zavislosti doby davkovani a iontové sily vzorku na tvar piku. Diskuze se bude
opirat o zaznamenana data analyzy roztoku glycinu (nebo smési aminokyselin) s riznou koncentraci NaCl a
dobou davkovéni. V pribéhu laboratorniho cviceni si studenti ptipravi roztoky podle Tabulky 1, pod odbornym
dohledem nastavi zdkladni parametry ptistroje CE a vyhodnoti zaznamy pomoci softwaru Agilent ChemStation.
Ziskané udaje, kterymi jsou migracni cas, Sifka piku, pocatek a konec piku, vyuziji pro vypocet uc¢innosti a

symetrie piku glycinu (nebo jiné aminokyseliny) a prehledné graficky vyobrazi.

* Ktivankova, L., Pantii¢kova, P., Gebauer, P., Bocek, P., et al., Electrophoresis 2003, 24, 505-517.
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5 PRAKTICKA CAST

5.1 Pristroje, material a chemikalie
- Agilent G7100A CE System
- Bezkontaktni vodivostni detektor
- Automatické pipety 20 — 200 pl, 100 - 1000 pl

- Plastové mikrozkumavky (eppendorfky), objem 1,5 ml
- Plastové $picky k automatickym pipetam

- Plastové vialky a vicka kompatibilni s pfistrojem pro CE

- Kyselina octovd, 99%

- (hydroxyethyl)-celulosa

- Glycin (ptipadné jiné aminokyseliny)

- Nadl

- Milli-Q H,0 (Millipore Corp., Billerica, MA, USA)

5.2 Zakladni roztoky
- 15% (m/v) NaCl
- 2mM smés vybranych aminokyselin
- 1% (m/m) (hydroxyethyl)-celulosa
(ptipravuje se minimdlné den pted cviceni za kontinudlniho michdni)

- Zakladni elektrolyt: 8 % (v/v) kyselina octova, 0,05 % (m/m) (hydroxyethyl)-celulosa

5.3 Nastaveni pristroje pro CE

Kapilara: 50/375 pm vnitini/vnéj$i pramér; 48,0/33,6 cm celkovd/efektivni délka; kfemenna

Napéti: +24 kV (500 V cm™)

Teplota kazety: 25 °C

Dévkovani: hydrodynamicky; 50 mbar po dobu 6-36 sekund

Promyvani kapilary: 3 min zakladnim elektrolytem pfed analyzou

Doba separace: 10 min (zavisi na vybéru aminokyselin)

Doba analyzy: 13 min

Detekce: Bezkontaktni vodivostni detekce; pracovni frekvence 2,46 MHz; model ,,CCD - Admet®, Rev. 5.06

5.4 Priprava vzorki

Podle nize uvedené Tabulky 1 se pfipravi roztoky o vysledném objemu 1 ml. Pro srovnani hodnot vodivosti
roztoki a vodivosti zakladniho elektrolytu, byla vodivost zakladniho elektrolytu vypocitana stejnym algoritmem
se zanedbanim pritomnosti (hydroxyethyl)-celulosy. Hodnota vodivosti 8% (v/v) kyseliny octové (1,39 M) ¢ini
0,202 S/m.



Tabulka 1 - Tabulka hodnot pro pfipravu roztokt s definovanou koncentraci NaCl a aminokyselin(y). Hodnoty vodivosti byly vypocitany
in-silico s aproximaci na vodny roztok NaCl o definované koncentraci.

Koncentrace Objem, pl Vodivost*
) NaCl Aminokyseliny 15 % (m/v) v 2 r.nM ' H,0 S$/m
% (m/v) uM NaCl smés aminokyselin
0 200 0 100 900 0
0,3 200 20 100 880 0,514
0,6 200 40 100 860 0,985
0,9 200 60 100 840 1,437
1,2 200 80 100 820 1,875
1,5 200 100 100 800 2,304

* Vypocitana in-silico v programu Peakmaster 5.3 Complex (web.natur.cuni.cz/gas)

5.5 Analyza a vyhodnoceni zaznamu

Studenti pod odbornym dohledem provedou analyzu ptfipravenych roztokii vzorku a zaznamy vyhodnoti
integraci piku metodou parabolické interpolace vybraného analytu. Hodnoty migra¢nich ¢asu, $itky pika, doby
pocatku a konce piku prevedou do tabulkového procesoru nebo neformatovaného textu, ktery jsou schopni

doma otevrit a data pouzit k vypracovani protokolu.

5.6 Vysledky
Studenti vypoditaji i¢innost podle vztahu (8). Hodnoty uvedou do tabulky a graficky vyobrazi.

Tabulka 2 - Tabulka vypocitanych hodnot u¢innosti podle vztahu (8). Hodnoty t¢innosti ptislusi piku glycinu ziskanych analyzou roztoki
glycinu s riznou iontovou silou (koncentraci NaCl) a dobou dévkovani rozdilem tlakii 50 mbar. Hodnoty t¢innosti jsou bezrozmérna ¢isla.

NaCl Doba davkovani vzorku, s x 50 mbar
% (m/v) 6 12 18 24 30 36
0
0,3
0,6
0,9
1,2
1,5

Podle vztahu (9) vypocitaji symetrii piku a uvedou do tabulky.

Tabulka 3 - Tabulka vypocitanych hodnot symetrie podle vztahu (9). Hodnoty symetrie piislusi piku glycinu ziskanych analyzou roztoki
glycinu s riznou iontovou silou (koncentraci NaCl) a dobou dévkovani rozdilem tlakii 50 mbar. Hodnoty symetrie jsou bezrozmérna ¢isla.

NaCl Doba davkovani vzorku, s x 50 mbar
% (m/v) 6 12 18 24 30 36
0
0,3
0,6
0,9
1,2
1,5



http://web.natur.cuni.cz/gas/

5.7 Diskuze a zavér

6 OBSAH PROTOKOLU
Student odevzda protokol shrnujici zakladni princip a popis experimentu. Bude obsahovat:
- Tabulku s vypocitanymi hodnotami G¢innosti
- Grafické znazornéni G¢innosti na dobé davkovani a iontové sile vzorku
- Tabulku s vypocitanymi hodnotami symetrie piku
- Diskuzi vysledkt a zavér

- Komentéf ke cviceni, navrhy na zlep$eni apd. (volitelné)
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