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Laboratorni cviéeni
KVALITATIVNI ANALYZA NEZNAMYCH VZORKU PIV POMOCI CE-C*D

1 TEORETICKY UVOD

1.1 Kapildrni elektroforéza’

Kapilérni elektroforéza (CE) je elektromigraéni separa¢ni technika. Separace probihaji v kapildfe s vnitfnim
pramérem typicky 25 - 75 um, celkové délky 20 — 100 cm. Kapilara je naplnéna elektrolytem, na jejiz konce je
aplikovano stejnosmérné elektrické napéti. Separacni princip je vzdkladnim usporadani zalozeny na rozdilné
pohyblivosti iontl v elektrickém poli. Iontova pohyblivost je funkci ndboje a velikosti ¢astice. Zminény
elektroforeticky princip separace lze v CE snadno rozsitit o chromatografické principy anebo principy
molekulového sita, a to pouhou modifikaci elektrolytu, kterym je kapildra naplnéna v pribéhu separace.
Aplika¢ni moznosti CE jsou velmi rozsahlé. CE muze slouzit k stanoveni anorganickych i organickych iont,
neutrélnich latek, proteint a peptidi, fragmentti nukleovych kyselin, ¢i dokonce Zivych bakteridlnich bunék.
V praxi nachazi uplatnéni jako komplementarni analyticka technika ke kapalinové chromatografii a nejvice se

vyuziva v akademické sféfe a farmaceutickém pramyslu.

JelikoZ je separace zavisla na ndboji ¢astic, ktery je v pripadé slabych kyselin a zdsad zavisly na pH prosttedi,
pouzivany elektrolyt je vzdy pufrem. Na pH je zavisly i elektroosmoticky tok (EOF), ktery Ize jednoduse popsat
jako tok elektrolytu kapilarou v dtsledku néboje na vnitfni sténé kapilary. V CE se nejcastéji vyuzivaji kapilary

kfemenné pro dobrou transparentnost v UV oblasti spektra a dobrou tepelnou vodivost.
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Obrazek 1 -Strukturni vzorce silanolové a siloxanové skupiny; reakéni schéma disociace silanolové skupiny.

EOF je nékdy nezadouci, a proto se eliminuje pfidavkem hydrofilnich polymerti do zédkladniho elektrolytu, jako

jsou (hydroxyethyl)-celulosa nebo polyethylenglykol.

Podstatnou soucdasti kazdé separaéni techniky je detektor, ktery zaznamenava zmény vlastnosti roztoku
prochazejiciho kapildrou. K nejbéznéjsim detekénim technikdm patfi spektrofotometrie v UV a viditelné oblasti
spektra. Dale lze vyuzit fluorescen¢ni detekci, hmotnostni spektrometrii anebo elektrochemické detekce zaloZené

na principech amperometrie a konduktometrie.

1.2 Bezkontaktni vodivostni detekce’

Bezkontaktn{ vodivostni detekce (C*'D) patii mezi univerzalni detekéni techniky. Je zalozena na méfeni elektrické
vodivosti roztoku, ktery se nachdzi vtzv. detekéni cele. Elektrody nejsou v piimém kontaktu s méfenym
roztokem, nebot se vyuziva vysokofrekven¢niho signalu, ktery prochazi i nevodivym materidlem, jakymi jsou
vzduch a sténa kapilary. Na prvni elektrodu se privadi vysokofrekvenéni sttidavy signal, ktery je jako stfidavy
proud registrovan druhou elektrodou. Velikost proslého proudu je tmérny vodivosti roztoku, ktery se nachdzi
v detekéni cele. Registrovany proud je usmeérnén, zesilen, pomoci A/D pievodniku digitalizovan a dale jiz

zpracovavan pocitacem.

' Landers, J. P., Capillary and Microchip Electrophoresis and Associated Microtechniques, CRC Press: Boca Raton,
2008, s. 1567.
? Opekar, F., Stulik, K., Chem. Listy 2000, 104, 1148-1154.
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Na obrazku 2 miizete vidét schéma detekéni cely a jeji zjednoduseni do podoby elektrického obvodu slozeného ze

dvou kondenzatort (C) a odporu (R).
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Obrazek 2 - Schéma bezkontaktniho vodivostniho detektoru a zjednodusené schéma elektrického obvodu detekéni cely (vpravo).

PRAKTICKA CAST

Pristroje, material a chemikalie

Agilent G7100A CE System

Bezkontaktni vodivostni detektor (interni oznaceni: 2.46 MHz C'D)
Ultrazvukova lazen

Automatické pipety 20 — 200 pl, 100 - 1000 pul

Kadinka, 150 ml

Stiikac¢kovy membranovy filtr s velikosti port 0,2 pm
Injekenti stiikacka, 10 ml

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

Plastové vialky a vicka kompatibilni s pfistrojem pro CE

Kyselina octova, 99,9%

1% (m/m) (hydroxyethyl)-celulosa

(ptipravuje se minimdlné den pred cviceni za kontinudlniho michdni)
10 mM 4-nitro-L-fenylalanin (NO,-Phe) v 1M HCl

IM NaOH

0,1M NaOH

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

Nastaveni pristroje pro CE

Zakladni elektrolyt: 10% (v/v) kyselina octova, 0,05 % (m/m) (hydroxyethyl)-celulosa
Vzorek: 1,025x fedéné pivo s pridavkem 250 uM NO,-Phe

Davkovani vzorku: 50 mbar 6 s

Separa¢ni napéti: +24 kV
Teplota kazety: 25 °C

Kapildra: 50 pm/365 pm vnittni/vnéjsi pramér; 48,0/33,6 cm celkové/efektivni délka
Promyvani kapilary: 180 s IM NaOH, 30 s 0,1M NaOH, 60 s H,0, 120 s BGE; 60 s H,0
Doba analyzy: 20 min
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2.3 Piiprava vzorki
Pfiblizné 20 ml vzorku piva se prelije do kadinky o objemu 150 ml nebo vét§im. Nasledné je ponofen do
ultrazvukové ldzné na 5 sekund. Vzorek se tak zbavi vétsiny rozpusténého CO, a dojde k jeho napénéni.
Jakmile péna opadne, je vzorek prefiltrovan pfes membranovy filtr s velikosti pért 0,2 um a dodate¢né

odplynén ponotfenim do ultrazvukové lazné na 10 minut.

2. Takto upraveny vzorek se nechd temperovat na teplotu zasobniho roztoku NO,-Phe (10 mM NO,-Phe). Poté
se smicha 25 pl 10 mM NO,-Phe s 975 ul vzorku piva. Vznikne tak 1,025x fedény vzorek piva obohaceny o
250 pM NO,-Phe. Po promichéni jsou vzorky prfipraveny k analyze.

3. Do vidlky se pfenese 600 ul vzorku, vidlka se vzorkem se umisti do znamé pozice v karuselu a spusti se

analyza.

2.4 Analyza a vyhodnoceni zdznamu

Pod odbornym dohledem se nezndmé vzorky piv postupné zanalyzuji. Podle obrazku 3 se provede integrace
vyznacenych oblasti. Plochy jednotlivych oblasti se importuji do pfipravené tabulky, ktera ukaze procentualni
shodu s knihovnou v zéavislosti na zvolené chybé. Podle rozdilti ve shoddch mezi jednotlivymi vzorky piv
v knihovné se pofizeny zaznam neznamého vzorku srovnd s dvéma az tfemi zdznamy z knihovny s nejvyssi
procentudlni shodou. Zavérem by méla byt uspésnd identifikace neznamého vzorku piva anebo sdéleni, Ze

nezndmy vzorek piva nema zadnou shodu s knihovnou (jedna se zkratka o pivo, které v knihovné neni).
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Obrazek 3 - Oblasti zdiznamu, které se integruji metodou parabolické interpolace. Plochy jednotlivych oblasti se exportuji do tabulkového
softwaru pro hledani nejvyssi shody s knihovnou. Zaznam je 1,025x fedéné pivo Bernard svétlé vycepni pivo obohacené o 250 uM NO,-Phe
(IS).

2.5 Ukol

Identifikace neznamého vzorku piva.
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