4. Elektromigracni separacni metody

Elektromigracni separa¢ni metody vyuzivaji dvou elektrokinetickych jevii — elektroforézy
a elektroosmozy. V prostredi obsahujicim roztok s nabitymi ¢asticemi a pevné povrchy stykajici
se s roztokem, které mohou nést elektrické naboje (stény kapilary, povrchy pritomnych ¢astic),
se vytvareji elektrické dvojvrstvy. Casem vzniké ur¢ité rovnovazné rozdéleni nabojt. V elektromi-
gracnich separacnich metodach je na toto prostiedi pripojeno stejnosmerné elektrické pole, které
porusi rovnovahu v rozlozeni naboja a vyvola jejich pohyb.

 Elektroforéza — po aplikaci nap€ti se nabité ¢astecky pohybuji k opacné nabité elektrod€.
 Elektroosmdza — po aplikaci napéti se v kiemenné nebo sklenéné kapilare pohybuje voda k za-
porné elektrodé.

Principem separace slozek vzorku je rozdilna rychlost jejich migrace, nebot nabité ¢astice riz-
nych slozek se v urc¢itém prostredi 1i8i svou elektroforetickou pohyblivosti.

Elektromigracni separa¢ni metody maji celou fadu modifikaci, v nichz se miize pouzivat jak
samotné elektroforézy a jeji kombinace s elektroosmoézou, tak i dalSich separacnich principd,
které doplnuji vyuziti odliSnych elektroforetickych pohyblivosti o dalsi rozdily v chovani analytt
v daném prostiedi (napt. molekulove sitovy efekt, rozd¢lovani a adsorpce).

4.1 Princip elektroforézy

Elektroforéza spociva v migraci elektricky nabitych ¢astic ve stejnosmerném elektrickém poli.
Toto elektrické pole se vytvari vkladanim konstantniho stejnosmérného napéti mezi elektrody.
V zénové elektroforéze je prostiedi mezi elektrodami tvoreno zakladnim elektrolytem, ktery za-
jiStuje dostatecnou elektrickou vodivost v celém systému. Vzorek je davkovan do urcitého mista
tohoto systému. Kationty migruji k zdpornému p6lu, anionty ke kladnému pdlu a neutralni mole-
kuly ¢i ¢astice se nepohybuji. Vlivem odlisné rychlosti migrace slozek vzorku se v pribéhu sepa-
race vytvareji oddélené zony jednotlivych slozek. Velikost nabitych ¢astic vzorku mize byt rizna,
od jednoduchych iontt az po makromolekuly.

Elektroforetickd pohyblivost p, urcité nabité Castice je rychlost jejiho pohybu v elektrickém poli
o jednotkové intenzité. Jsou-li na zacatku separace Castice v jednom miste, dostavaji se béhem
separace dopredu nabité ¢astice, které maji vétsi pohyblivost, a opozduji se ¢astice s mensi po-
hyblivosti. Tim dochazi k jejich oddéleni.

Na nabitou ¢astici 0 naboji Q plisobi v elektrickém poli o intenzité E dvé sily: elektricka sila F7,
ktera ji uvadi do pohybu, a odpor viskdzniho prostiedi F,, ktery ji brzdi.

F =0F rovnice 4-1
$ =

F2 =k rovnice 4-2

Koeficient k zavisi na tvaru a velikosti ¢astice a na viskozité

prostiedi 7. F, 3
Je-li v po¢ateénim okamziku rychlost v nulova, ¢4stici uvede | ' . d &
sila F, do zrychleného pohybu. S rostouci rychlosti v se zvétSuje

sila F,, dokud se nevyrovna sile F,. Nastane stacionarni stav, ve  oprazek 42: Sily piisobici
kterém se nabité ¢astice pohybuji stalou rychlosti. na nabitou &astici

F=F, = OF =kv rovnice 4-3
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Pro elektroforetickou pohyblivost ¢astice vychazi vztah:
H,= v_2
* E k

V roztocich slabych elektrolytti jsou vedle sebe disociované (nabité) a nedisociované (nenabi-
té) molekuly. Podil nabitych ¢astic je uréen stupném disociace a. Molekula takového elektrolytu
proto vykazuje efektivni elektroforetickou pohyblivost danou soucinem « - u. Disociaci slabych
kyselin a zasad Ize ménit volbou pH prostredi, a tim také ovliviiovat separaci téchto latek.

Pokud budeme provadét zonovou elektroforézu ve volném roztoku, nase Gsili o oddéleni zén
bude marit difuze, kterou se snazi roztok vyrovnavat v celém objemu koncentrace slozek. Proto je
tfeba slozky béhem separace fixovat a elektroforézu provadét ve vhodném separa¢nim lozi. Jeho
usporadani je ploSné nebo kapilarni.

rovnice 4-4

Elektroforéza v ploSném usporadani

Plo$ny nosi¢ je napustén zaklad-

3 . . sklenéna
nim elektrolytem a je umistén v elek- filtragni deska
troforetické komore nasycené para- papir vzorek S Mhosicem

- +

mi rozpoustédla. Vzorek nanasime
zpravidla do stfedu nosice. Po vlo-
zeni napéti se oddéli zony obsahujici
jednotlivé slozky. Zény se pohybuji
raznou rychlosti. Podobné jako u pa-
pirové nebo tenkovrstvé chromato-
grafie separaci zakoncime drive, nez
dorazi prvni zony ke konci, nebo dii-
ve, nez dojde k jejich priliSnému roz-
$ifeni. Zony se po vysuSeni detekuji  Obrazek 43: Zafizeni pro zénovou papirovou nebo gelovou
a elektroforegram se vyhodnoti. Po- elektroforézu
loha z6ny souvisi s kvalitou, tedy s druhem nabitych ¢astic. Kvantitativni vyhodnoceni se provede
jako u tenkovrstvé chromatografie. Elektrody jsou od nosi¢e oddéleny porézni piepazkou, ktera
brani proniknuti produktt elektrolyzy do nosice.

V nejjednodussim piipadé Ize jako nosice pouzit filtra¢ni papir, ktery je dvéma konci ponoien
v pufru a témito konci je napojen na zdroj stejnosmérného napéti. Hojné se pouzivaji jako nosice
tenké vrstvy gelu na sklenénych deskach (gelova elektroforéza). Elektrody se pripojuji na konce
desek pres filtra¢ni papir ponoteny do pufru nebo pies gelové mosty napusténé pufrem. V gelo-
vé elektroforéze se pri separaci uplatnuje vedle elektroforetické pohyblivosti molekulové sitovy
efekt.

Toto provedeni je manipula¢né i ¢asoveé narocné. Zony se detekuji a vyhodnocuji az po sepa-
raci. Separaci nelze urychlit pouzitim vyssich hodnot napéti, protoze vznikajici Jouleovo teplo by
mohlo zpisobit chemické zmény a ohrozit separaci.

elektrolyt (pufr)

elektroda

4.2 Kapilarni elektroforéza

Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, ktery vede proud. Jeji konce jsou ponoteny do
zasobnikl s elektrolytem spolecné s elektrodami z inertniho materialu (Pt). Mezi elektrody se
aplikuje vysoké napéti (10 — 30 kV). Maly objem vzorku se davkuje do konce kapilary. Kapilara
prochazi pres detektor, obvykle fotometricky (sledovani absorpce ultrafialového zareni). Zaznam
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zavislosti odezvy detektoru na ¢ase se na- -
L, _ - . ]l vyhodnoceni
zyva elektroforegram. Elektroforegram . signalu
je podobny chromatogramu. Poloha piki - detektor
urcuje kvalitu, plocha nebo vyska pikd :
: davkovani vzorku

kvantitu.
[P . P . zacatek prace)
Kapiléarni elektroforéza nabizi moznost Vzorek

pocitacového fizeni a zpracovani analyzy. elektrolyt (pufr)

Doba analyzy v kapilare se oproti plo§né-

mu usporadani zkracuje zejména z téchto

davodu: Obrazek 44: Schéma zarizeni pro kapilarni elektroforézu

* Teplo tvorené uvnitt kapilary je ucinné
odvadeéno jejimi sténami, proto lze pouZzit vysokych napéti.

 Kapilara prochazi detektorem a je provadéna on-line detekce zon a pocitacové vyhodnocovani
pikd.

* Elektroforézu doplnuje elektroosmdza. Elektroosmoticky tok (EOF) ma za nasledek pohyb
roztoku kapilarou k detektoru. SniZuje analytické ¢asy a k detektoru unasi i ¢astice elektrofo-
reticky migrujici opaénym smérem. Podstata EOF je vysvétlena dale.

Zdro] napati elektrolyt (pufr)

30 kV

Je vypracovana cela fada separacnich technik, které doplnuji prostou kapilarni zonovou elek-
troforézu o dal$i moZnosti.

* Kapildrni zénovd elektroforéza (Capillary Zone Electrophoresis — CZE) neboli kapilarni elek-
troforéza ve volném roztoku (Free Solution Capillary Electrophoresis — FSCE) je separace za-
loZen4 na rozdilech v naboji analytu a provadi se jako voln4 elektroforéza bez nosice v tenké
kapilare.

e Miceldrni elektrokinetickd kapildrni chromatografie (Micellar Electrokinetic Capillary Chro-
matography — MECC) se pouziva k separaci neutralnich sloucenin a vyuziva povrchové aktivi-
ty micel.

* Kapildrni gelovd elektroforéza (Capillary Gel Electrophoresis — CGE) vyuziva molekulové sito-
vého efektu rozpusténych latek v prostiedi gelu.

* Kapildrni izoelektrickd fokusace (Capillary IsoElectric Focusing — CIEF) slouzi k separaci am-
folytt v gradientu pH.

* Kapildrni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography — CEC) vyuziva k pohy-
bu mobilni faze elektrosmotického toku a separace nastavéa na silikagelu jako stacionarni fazi.
Separacni selektivita v CEC je kombinaci elektroforetického a chromatografického procesu.

Nejvice pouzivané separacni techniky v kapilarni elektroforéze jsou FSCE a MECC. CGE
a CIEF jsou dilezité pro separaci biomolekul jako DNA a protein( a roste jejich vyznam v rozvoji
biotechnologii lé¢iv. VSeobecné je kapilarni elektroforéza vyuzitelna pro vodné i nevodné roztoky.

Instrumentace
Kapilary

Kapilary jsou vyrabény z taveného kiemene a maji ochranny polyimidovy povlak (kapilara je
kiehka). V misté detekce je maly podil povlaku odstranén. Kapilara je bézné 25 — 100 cm dlouha
anejcastéji pouzivané vnitini praméry jsou 50 a 75 um. Vnitini povrch kapilary mize byt chemic-
ky modifikovan kovalentnim navazanim riiznych latek. Uprava povrchu je vyuzivana pro rtizné

ucely, napt. ke snizeni adsorpce vzorku nebo ke zméné iontového naboje na kapilarni sténé.
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Regulace teploty

Regulaci teploty kolem kapilary se zajistuji stalé podminky separace. Teplota mize byt regulo-
vana vzduchem nebo kapalnou chladici smési.

Davkovani vzorku
tlakl hydrodynamicky tok
Roztok vzorku je davkovan do konce kapilary 1]
vzdalen€jsiho od detektoru. Zpravidla jde o mnoz- vzorek pufr I_I
stvi 10 — 100 nl a zéna vzorku tvoiiasi 1 —2 % celko- A
vé délky kapilary. Davkovani lze provadét nékolika
zpUsoby: —
* Ddvkovdni tlakem patii k nejbéznéjsim. Konec U hyf‘rs%%i.'irt‘gr:;%kgbt;k
kapilary je ponoten do nadobky s roztokem vzor- vzorek pufr I___I
ku a je aplikovan zvy$eny tlak. T r
e Ddvkovdni rozdilem hladin je zaloZeno na princi- B
pu spojitych nadob.
e Elektrokinetické ddvkovdni je méné pouzivané. elektrokineticky
Konec kapilary je ponofen do nadobky s rozto- tok
kem vzorku a je pFivedeno napéti. Nevyhodou je vzorek pufr
nepomér mezi pivodnim sloZenim vzorku a slo- .
Zenim po davkovani, protoze do kapilary migruje I
vice pohybliv&jsich éstic nez méné pohyblivych. c
Obrazek 45: Davkovanivzorku v kapilarni
Detekto ry elektroforéze

A — davkovani tlakem
B — davkovani rozdilem hladin

Detektory musi byt velmi citlivé, protoZe primeér C — dévkovéni elektrokinetické

kapilary je maly. NejpouZzivanéjsi detektory jsou za-

loZeny na sledovani absorpce ultrafialového zareni a vétSinou vyuzivaji diodového pole. Citlivost
je niz&i (10 mol dm). Dalsi typy detektorti vyuzivaji fluorescenci, velmi citlivy je detektor s la-
serem indukovanou fluorescenci (Laser Induced Fluorescence — LIF), je vSak drahy. V posledni
dobé se Casto vyuziva spojeni kapilarni elektroforézy a hmotnostniho spektrometru (MS), které
umoznuje snadnou identifikaci analytu a poskytuje informace o struktufe analyzovanych latek.

Elektroosmoticky tok

Stény kapilary z taveného kifemene obsahuji silanolové skupiny, které se v kontaktu s roztoky
o vy$§im pH disociuji:

—Ti—OH = —Ti—o' + H

Disociaci se vytvari zaporny naboj stény. Ke sténé je pfitaZzena vrstva kovovych ionti zakladni-
ho elektrolytu a vznika stabilni elektricka dvojvrstva (tzv. Sternova vrstva). Kationty bliZe stfedu
kapilary tvori tzv. difuzni vrstvu. Je-li zavedeno napéti, tyto kationty migruji ke katod¢. Kationty
H* byvaji silné hydratovany a jejich pohyb spole¢né s asociovanymi molekulami vody vyvola tok
celého roztoku k detektoru umisténému pred katodou. Jev se nazyva elektroosmoza a tok se ozna-
¢uje jako elektroosmoticky tok (ElectroOsmotic Flow — EOF). Tok je tak silny, Ze nese ke katodé
ianionty. Neutralni ¢astice se pohybuji rychlosti elektroosmotického toku, nabité ¢astice rychleji
(kationty) nebo pomaleji (anionty) v zavislosti na jejich elektroforetické pohyblivosti.

Ustavenim Sternovy a difuzni vrstvy se vytvareji potencialové rozdily. Difuzni vrstvé prislusi
potencilovy rozdil, ktery se nazyva elektrokineticky potenciél neboli zeta potencial £ Uroven
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EOF je velmi zavisla na pH zakladniho elektrolytu, protozZe zeta potencial roste s disociaci kyse-
lych silanolfi na povrchu kapilarni stény. Pod pH 4 je disociace mala a EOF neni vyznamny, nad
pH 9 jsou silanolové skupiny pIné disociovany a EOF je nejsilngjsi. Uroveri EOF klesa s rostouct
koncentraci zakladniho elektrolytu, protoZe se sniZuje zeta potencial.

Pohyblivost elektroosmotického toku Ize vyjadrit rovnici:

— ‘94 rovnice 4-5
“ drnr
u,, ... pohyblivost EOF I_L_I katodat
E e permitivita zakladniho elektrolytu
- dynamicka viskozita olam TEOF TS
¢ ......zeta potencial ole i ~H i alo
I polomér kapilary 8 g :QOO 08@ | g g
o e@,oag i ole
Z rovnice je zfejmé, ze EOF ovliviiuji nejen vlastnosti za- sl ! & QOO S PSS
kladniho elektrolytu, ale i polomér kapilary. Jako jev se uplat- ole | 08Q | B9
fje u kapilar s polomérem do 100 um. 8 g i NS i g 8
Linearnirychlost elektroosmotického toku urcime z napéti ol ! OBQ I gl
a délky kapilary: g g | o 0 i g g
U . olo | 08Q 1 oo
v, = :ueoE =u, 7 rovnice 4-6 [S] [ N2 (S
Sternova difuzni
Nabité castice maji za ucasti elektroosmotického toku vrstva vrstva
zdanlivou pohyblivost 4, ktera je souctem pohyblivosti elek- anoda
troforetické a pohyblivosti EOF. Elektroforeticka pohyblivost,  oprazek 46: Vanik
ktera ma stejny smér jako EOF, ma kladné znaménko (kation- elektroosmotického
ty), elektroforeticka pohyblivost, ktera ma opacny smér jako toku
EOE ma zaporné znaménko (anionty).
M, =H, T U, rovnice 4-7
Uc¢innost separace v kapilarni elektroforéze
Odpor proti prevodu hmoty
Pov§imnéme si rozsifovani zén zptsobeného odporem =
proti pfevodu hmoty v kapalné fazi a porovnejme jeho da-
sledky pro uc¢innost kapilarni elektroforézy a vysoce u¢inné !
kapalinové chromatografie. Molekuly slozky se difuzi do- !
stavaji do riznych vzdalenosti od stiedu kapilary. Lisi-li se :
laminarni tok

rychlost v riiznych mistech profilu kapilary, molekuly se od
sebe vzdaluji.

ProtoZe elektroosmoticky tok je generovan po celé délce
kapilary, je vysledkem staly priitok v jejim libovolném mis-
té. Rychlostni profil je pistovy a slozky roztoku jsou neseny
stejnou rychlosti béhem transportu celou kapildrou s mini-
malnim rozsifovanim zony.

elektroosmoticky tok

Laminarni tok vyvolany ¢erpadlem v HPLC ma rychlost-
ni profil parabolicky. Roztok se v HPLC na okrajich kolony
pohybuje nejpomaleji a ve stfedu kolony nejrychleji. Mole-

Obrazek 47: Rychlostni profily
laminarniho
a elektroosmotického
toku
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kuly slozky maji riizné rychlosti v profilu kolony a laminarni tok rozsituje piky podstatné vice nez
tok elektroosmoticky.

Molekularni difuze

Hlavni pti¢inou rozsitovani zon je molekularni difuze rozpusténych slozek pti postupu kapi-
larou. Tato difuze je nejmensi u velkych molekul (napf. proteint a oligonukleotidl), protoze maji
malé difuzni koeficienty. Pro tyto latky je mozné dosahovat poctu teoretickych pater (N) v radu
miliond, pro mensi molekuly v fadu set tisic. Pocet teoretickych pater vypocitame:

_wrp U p U
2D 2D
D je difuzni koeficient slozky.

N

rovnice 4-8

Rozs$ifeni zon zplisobené davkovanim

Druhym hlavni faktorem nepftiznivé ovliviiujicim tc¢innost v kapilarni elektroforéze je davko-
vani vzorku, které mize vytvorit startovni zonu analytd dosahujici nékolika mm délky kapilary.
Délka startovni zony muUze byt sniZena vyuzitim tzv. ,stacking* efektu (z angl. stack — hroma-
dit). ,,Stacking* efekt nastava, je-li vzorek rozpustén v roztoku nizsi iontové sily nez mé elektrolyt
pouzity k separaci. Za téchto okolnosti je elektrické pole silnéjsi ve startovni zoné nez ve zbytku
kapilary vyplnéné zakladnim elektrolytem. Kationty vzorku se pohybuji ve své zon¢ rychle vpied,
dokud nenarazi na rozhrani se zakladnim elektrolytem, kde je vSak intenzita elektrického pole
mensi, coz jejich rychlost snizi. Tak se startovni zona vzorku i vice nez desetinasobné zaostii. Ten-
to efekt se vyrazné uplatni tehdy, kdyz je vzorek rozpustén v ¢isté vodé nebo je alespon desetkrat

Kapilarni elektroforéza ve volném roztoku

Separace iontd ve volném roztoku je nejjednodussi formou kapilarni elektroforézy (FSCE).
Rozpusténé slozky se disociuji v zavislosti na pH zakladniho elektrolytu. lonty disociovanych
slozek jsou separovany v dtsledku rozdilnych pomért naboje ku hmotnosti. Ve FSCE vSechny
neutralni slouceniny ptichazeji k detektoru spolecné. (Pro separaci téchto neutralnich latek je po-
uzivana micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie - MECC).

Rychlost toku iontd je ur¢ena jejich zdanlivou pohyblivosti (rovnice 4-7). Slozka elektrofore-
tické pohyblivosti je fizena velikosti a nabojem iont. Mensi molekuly s vét§im nabojem se pohy-
buji rychleji nez vétsi molekuly s mens$im nabojem. Celkova rychlost pohybu ¢astice je souctem
linearni rychlosti elektroosmotického toku a elektroforetické rychlosti ¢astice u, + 4t . Ucast elek-
troosmotického toku na separaci dovoluje separaci a detekci kationtt i aniontt jedinou analyzou,
protoze EOF je pti vy$Sich pH natolik silny, Ze nese anionty ke katodé¢ bez ohledu na jejich naboj.

Cas potiebny k migraci ¢astice k detektoru vzdalenému o délku kapilary [ je:

/

t= rovnice 4-9
Ue + er

Rychlé separace dosdhneme s vysokym napétim v kratké kapilare. Migra¢ni rychlost je zavisla
na teplot¢ (ovlivnéni viskozity). Pfi vy$sich teplotach je roztok pufru méné viskdzni a klade mensi
odpor proti pohybu iontd. Pohyblivost slozek mizeme zménit navazanim iont do komplext.
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Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie

Micelarni elektrokineticka kapilarni chro-
matografie MECC byla plvodné vyvinuta

pro separaci nenabitych sloucenin, které se L’ z;%’:
nedéli uzitim kapilarni elektroforézy ve vol- V'"'“'

ném roztoku. Separace se provadi za pouziti

zakladniho elektrolytu s vysokym pH, ktery

obsahuje relativné vysokou hladinu povr- v

chové aktivnich latek (surfaktant(), napt.

dodecylsiranu sodného (Sodium Dodecyl Qbrazek 48: Princip MECC

Sulphate — SDS). Nad urcitou mezni kon-

centraci povrchove aktivni latky (tzv. kriticka micelarni koncentrace) zacnou spolu molekuly po-
vrchove aktivni latky agregovat a vytvareji micely. V micelach jsou hydrofilni hlavicky umistény
ve vnéjsi vrstvé a hydrofobni fetézce tvoii nepolarni jadro, které miZe rozpoustét slozky vzorku.
Nepolarni jadra vytvareji tzv. pseudostaciondrni fdzi.

Micely SDS maiji zaporny naboj a migruji proti elektroosmotickému toku, ktery je dostate¢né
silny na to, aby je unasel k detektoru. Slozky vzorku se rozdéluji mezi pseudostacionarni fazi v mi-
celach avodny pufr jako mobilni fazi. Nastava jejich retence obdobné jako v HPLC. Retence se lisi
v diisledku rozdilnych rozdélovacich koeficienti slozek, coz vede k jejich separaci.

Retenc¢ni ¢as ¢_pro neutralni slozky se vZdy nachéazi mezi hodnotamiz, a¢_,kde
Lo retenéni ¢as neutralniho inertu, ktery neni zadrzovan pseudostacionarni fazi,

b e reten¢ni ¢as micel.

Latky vice zadrzované micelami maji del§i retencni ¢asy a naopak. Extrémné hydrofobni slou-
C¢eniny mohou byt zcela zahrnuty do micel a mohou byt detekovany pii ¢, . Takovou latkou je Su-
dan I11, ktery je pouzivan ke znackovani reten¢niho ¢asu micel ¢, .

Vedle nejhojnéji vyuzivané aniontové povrchove aktivni latky dodecylsiranu sodného jsou
vyuzivany cetyltrimethylamoniumbromid (kationtova povrchové aktivni latka), zlucové soli
(aniontové povrchové aktivni latky) a dalsi. Separace pokazdé probihaji pii vysokém pH, zajis-
tujicim dostatecny EOF. Do pufru mohou byt také pridana organicka rozpoustédla podobné jako
v HPLC na obracenych fazich.

MECC je zvlaste uzitecna pro separaci ve vode nerozpustnych slou¢enin jako napf. steroidd.

MECC je technika blizka chromatografii na obracenych fazich. Avsak rozdelovani slozek je
v MECC a HPLC rozdilné, coz dava rozdilnou posloupnost pikd. Jestlize slozky nesou naboj,
potom v MECC se uplatni jak jejich elektroforeticka pohyblivost, tak rozdélovani. Dal$im rysem
MECC je to, ze vSechny slozky davkované do kapilary, jsou-li vS§echny rozpustné v elektrolytu,
migruji mezi ¢, a ¢ . To je rozdilné od HPLC, kde nékteré slozky mohou byt nevratné vazany na
stacionarni fazi. MECC separace jsou provadény v tomtéz zarizeni jako FSCE a vyuzivaji kapilar
podobnych dimenzi.

Modifikaci MECC je mikroemulzni elektrokinetick4 kapilarni chromatografie (MicroEmulsi-
on ElectroKinetic capillary Chromatography — MEEKC). Separa¢nim prostiedim je mikroemulze
olejovych kapicek v pufru obsahujicim povrchové aktivni latku. Olejové kapicky tvori jadra micel.
Obvykle pouZzivame boratovy pufr o vysokém pH, SDS a oktan. Ke stabilizaci emulze je ¢asto po-
uzivan butan-1-ol. Separace v MEEKC jsou podobné jako v MECC a pro neutralni analyty jsou
zaloZeny na rozpustnosti a rozdélovani.
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Kapilarni gelova elektroforéza

Velké biomolekuly (napi. DNA) mohou mit podobné elektroforetické pohyblivosti, protoze
maji velmi blizky pomér naboje k hmotnosti. Elektroforéza ve volné kapilare ¢asto pro dobré roz-
liSeni nedostacuje. V tomto pripadé se separace provadi v kapilarach naplnénych roztokem gelu.
V kapilarni gelové elektroforéze CGE se uplatriuje molekulové sitovy efekt, ktery rozdeluje mole-
kuly unasené pres gel k detektoru podobné¢ jako v gelové permeacéni chromatografii.

Zpocatku byly v CGE pouzivany polyakrylamidy kovalentné vazané na kapilarni sténu. Tyto
fixované gely prinasely problémy s ucpavanim nebo ni¢enim kapilary kontaminovanou matrici
vzorku, a proto mély kratkou Zivotnost. Proto se dnes aplikuji roztoky s gelem, kterymi se plni ka-
pilara az pred separaci. Tyto plnitelné gely pouzivaji derivatizované celulosy rozpusténé v pufru.
Uziti kapalnych geld dovoluje jejich vyménu v kapilare mezi jednotlivymi ddvkovanimi vzork.

Kapilarni izoelektricka fokusace

Kapilarni izoelektricka fokusace CIEF je uzivana pro separaci amfolytd. Pii separaci se uplat-
nuje kromé elektroforetické pohyblivosti iontl i gradient pH prostiedi elektrického pole.

Amfolyty obsahuji kladnou i zapornou skupinu. Jejich molekula miize existovat ve formé klad-
né, zaporné i neutralni ¢astice. Na to, v jaké podobé se nachazi, ma zasadni vliv pH prostredi. Ty-
pickymi piiklady amfolytd jsou aminokyseliny, peptidy a proteiny. Napftiklad glycin se v roztoku
nachaziv téchto forméach:

+ +

-H . -H }
HsN"-CH,—COOH === H,;N"-CH,—CO0 === H,N—CH,—C00

Prostiedi, ve kterém je amfolyt v elektricky neutralni form¢, ma pravé urcité pH. Toto pH se
rovna izoelektrickému bodu pl prislusného amfolytu (pro uvedeny glycin je pl = 6,064 pti 20 °C).
Jestlize je pH prostiedi vyssi nez izoelektricky bod, prevlada zaporna forma amfolytu, jestlize je
nizsi, prevlada jeho kladna forma.

Plvodné byla pouzivana izoelektricka fokusace v plosném uspoiradani (IEF). Vzorek se zde
aplikuje na sklenénou desku pokrytou akrylamidovou pryskyftici nebo agarem. Tato vrstva je na-
pusténa soustavou pufri tak, aby se pH na desce ménilo rovnomérné od jednoho konce na druhy.
Kladny pél se pripoji na konec desky s niz§im pH. Pri elektroforéze se mohou pohybovat pouze
nabité ¢astice. Amfolyt migruje tak dlouho, pokud je v nabité formé a dokud nedosahne mista,
kde pH =pl. V tomto misté se jeho molekula stavé elektroneutralni. Tak ma kazdy amfolyt jiz pre-
dem vyhrazeno danym pH své kone¢né misto, ke kterému bude béhem elektroforézy sméfovat,
kde se nakonec zkoncentruje a po té detekuje.

V CIEF je kapilara naplnéna pufry s pH gradientem, ktery je staly béhem separace. Vzorek je
davkovan na konec kapilary s nizkym pH a na tento konec je zapojen kladny p6l. Kladné nabité
ionty putuji podél kapilary k detektoru. Kdyz slozka dosadhne pozice, kde pH = pl, ztraci naboj
a zastavi svou migraci. Rtzné slozky si najdou své pozice v kapilare. Jakmile jsou zony zaostieny,
je aplikovan do kapilary tlak. Tim je obsah kapilary posouvan pres detektor, ktery detekuje sepa-
rované zony.

4.3 Kapilarni elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie (Capillary ElectroChromatography — CEC) je rychle se rozvi-
jejici technika, ktera kombinuje principy kapilarni elektroforézy a HPLC. Jako kolony jsou pouzi-
vany kapilary pInéné mikroc¢asticemi stacionarni faze o rozmeérech 1,5 — 5 um. K pInéni kolon se
pouzivé rozlicnych technik, napft. tlakového plnéni suspenzi mikroc¢astic v organickém rozpous-
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tédle nebo v nadkritickém oxidu uhlic¢itém, aplikace EOF apod. Jde o naro¢nou operaci, pii které
nesmi vznikat bublinky ani byt poSkozena ki'ehka kapilara. Jindy miiZe byt napln vytvorena poly-
meraci pfimo v kolong¢.

Jsou pouzivany néapliové kolony, které jsou rozméry samy o sob¢ kapilarami, i kapilarni ko-
lony, u nichz je stacionarni faze na vnittnim povrchu kapilary (analogie podobnych kapilarnich
kolon z plynové chromatografie).

Pro posun mobilni faze kolonou neni pouzivano ¢erpadlo jako v HPLC, ale aplikace stejno-
smérného napéti a vyvolani elektroosmotického toku. V koloné nastava separace sloZek na stej-
nych principech jako v HPLC (separace na obracenych fazich, na normalnich fazich, gelova per-
meacni chromatografie nebo iontové-vyménna chromatografie). Pro ti¢innost separace je velkou
vyhodou pistovy profil EOE

CEC je nova separac¢ni metoda vyuzitelna pro neutralni, ale i nabité latky nejriiznéjsi chemic-
ké povahy od jednoduchych molekul po makromolekuly. Jeji vysoké u¢innost a pouzitelnost pro
nepatrna mnozstvi vzork je predpokladem pro aplikace v biochemii, farmakologii, chemii Zivot-
niho prostredi atp.

4.4 Izotachoforéza

Princip metody

Vzorek se vnasi mezi dva elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontl. Separuji se bud jenom ka-
tionty, nebo jenom anionty.

Separujeme-li kationty (pro separaci anionti je postup analogicky), vzorek se vnasi mezi ve-
douci elektrolyt, jehoZ kationty maji vy$si pohyblivost, a koncovy elektrolyt, jehoZz kationty maji
niz$i pohyblivost nez kterykoliv kation vzorku. Vedouci elektrolyt je na zacatku izotachoforézy
obsazen v katodovém prostoru a v koloné, koncovy elektrolyt v anodovém prostoru. Kromé se-
parovanych kationtli jsou vZdy obsaZeny i opa¢né¢ nabité protiionty, jejichZ pritomnost je pod-
minkou zachovani elektroneutrality v zodnach. Je vhodné, aby protiionty ve vSech elektrolytech
(vedoucim, separovaném i koncovém) byly stejné.

Po pfipojeni stejnosmérného napéti se udrzuje konstantni proud radové 10? pA a vzorek se
zacne délit podle pohyblivosti svych sloZek. Rychlejsi kationty se dostavaji dopredu a pomalejsi
se opozduji. Po jisté dobé se ustavi stacionarni stav. V ném tvofi jednotlivé kationty zony seraze-
né za sebou podle klesajici elektroforetické pohyblivosti kationtl. Ve stacionarnim stavu se zony
pohybuji stalou a vSechny stejnou rychlosti. Koncentrace iontu uvnitf zony je konstantni. Zavisi
na jeho elektroforetické pohyblivosti a na koncentraci a druhu vedouciho elektrolytu. Obsahuje-li
vzorek vice ur€itych kationtd, vytvori §irsi zonu. O koncentraci v zon¢ dané latky vzdy rozhodu-
je koncentrace latky v predchazejici zoné, poc¢inaje vedoucim elektrolytem podle Kohlrauschovy
regulacni funkce:

Mg (M + Heq )
M Mo (M + Heq )

A, B jsouionty, 1, 2 poradové ¢islo zony a M elektroforeticka pohyblivost protiiontu.

Cgy = rovnice 4-10

To, Ze se méné pohyblivé ionty ve stacionarnim stavu pohybuji stejné rychle jako ionty pohybli-

hyblivé ionty pasobi vétsi hnaci sila.
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Jednotlivé zony jsou ve stacionarnim stavu velmi ostré, protoZe zde plisobi samozaostiujici
efekt. Opusti-li kation vlivem difuze svou z6nu a dostane se do zony méné pohyblivych kationtt,
kde na néj ptisobi vétsi gradient potencialu, je zvySenim hnaci sily kation popohnan zpét do své
zOny (vzpomenme na ,,stacking* efekt v kap. 4.2). Opacnym vlivem ptisobi pokles gradientu po-

Zakladni rozdily proti elektroforéze jsou tyto:

* Pracujeme s konstantnim proudem (u elektroforézy s konstantnim napétim).

* Jednotlivé zony se lisi potencidlovym spadem, ktery siln¢ z4visi na pohyblivosti danych iontd
(u elektroforézy byl potencialovy spad po délce kapilary nebo desky rovnomérny).

* Rychlost pohybu zdn je ve stacionarnim stavu konstantni (u elektroforézy se pohybuji riiznymi

rychlostmi).

 Zobny v izotachoforéze na sebe navazuji, v elektroforéze jsou oddéleny.
* Nehrozi promiseni zon diky samozaostiujicimu efektu (u elektroforézy se zony molekularni

difuzi rozsituji).

Experimentalni usporadani

K separaci dochazi v teflono-
vé kapilare vnitfniho praméru
asi 0,5 mm a délky asi 50 cm.
Zatizeni obsahuje zasobniky
na vedouci a koncovy elektro-
Iyt a vzorek. Davkovat je moz-
no podle potieby u anodového
nebo katodového prostoru.
Elektrodové prostory jsou od-
déleny fritou, ktera brani pro-
niknuti produktt elektrolyzy do
kapilary.

Detektory

Detektory pro izotachoforé-
zu se d€li na dvé skupiny:

stacionarni stav \
>

anodovy prostor stav pfi davkovani katodovy prostor
—» kapilara
+ -
V\'\ vzorek / T
koncovy elektrolyt vedouci elektrolyt detektor

spad potencialu v jednotlivych z6nach

Obrazek 49: Schéma izotachoforézy a pribéh potencialu v zénach

e Univerzdlni detektory, jejichZ odezva je urcena pohyblivosti iontli v zOn¢:

Vodivostni detektory méri vodivost zony prochazejici pres detektor. Cidlem u kontaktnich de-
tektorl jsou dva platinové dratky vzdalené ve smeru osy kapilary asi 0,1 mm. Napéti mezi té-
mito dratky je imérné gradientu potencidlu zony.

Teplotni detektory (termoclanky, termistory) meéri teplotu v ur¢itém misté kapilary. Zony, ve
kterych je vétsi potencialovy spad, maji vyssi teplotu, protoZe v nich vznika vyssi Jouleovo teplo
(pro malou citlivost se jiz nepouzivaji).

e Specifické detektory, jejichz odezva je urcena jinymi vlastnostmi latky v zoné nez elektroforetic-
kou pohyblivosti. Zejména je vyuzivan fotometricky detektor sledujici absorpci ultrafialového
zafeni.

Izotachoforegram poskytnuty univerzalnim detektorem ma charakteristicky prabeh:

Informaci o kvalité poskytuje vySka zony % a o kvantité §irka zony I. Zona dané slozky ma za

danych podminek pravé urcitou koncentraci. Proto, kdyz je obsah této slozky ve vzorku vyssi, je

zbna Sirsi.

[zotachoforéza mé vyuziti vSude tam, kde potiebujeme zjistit obsahy nepfili$ slozitych smesi
iontd — v pade, ve vodé, napojich, hnojivech i vzorcich biologického ptivodu.
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Obrazek 50: Izotachoforegram vedouci elektrolyt
ajeho vyhodnocovani Cas

Cviceni

85) Co je spole¢nym principem elektromigracnich separa¢nich metod? Charakterizujte elektrokinetické
jevy.

86) Co je to elektroforeticka pohyblivost iontu? V jakych jednotkach se vyjadiuje?

87) Zvolte v uvedenych tvrzenich spravnou variantu z vybéru:
a) Rychleji se pti elektroforéze pohybuji ionty, které maji mensi — vétsi elektroforetickou pohyblivost.
b) Pred dosazenim stacionarniho stavu je odpor visk6zniho prostiedi vétsi — mensi nez elektricka sila
pusobici na nabitou ¢astici.
¢) S rostouci rychlosti pohybu ¢astice odpor visk6zniho prostiedi plisobici proti jejimu pohybu
roste — klesd.
d) Ve stacionarnim stavu se nabité ¢astice pohybuji rovnomérné zrychlenym — primocarym pohybem.

88) Vyjadrete vztahy:
a) pro silu psobici proti pohybu nabité ¢astice,
b) pro rychlost nabité ¢astice v pomoci intenzity elektrického pole E a naboje ¢astice Q,
¢) pro elektroforetickou pohyblivost ¢astice x, pomoci rychlosti pohybu ¢astice v.

89) Pri separaci latek v plosné zonové elektroforéze dochazi ke vzniku zén. Jak je zabranéno jejich
opétnému promichani? Jak se zony detekuji?

90) O ¢em vypovida analytickému chemikovi poloha zony v zonové elektroforéze?

91) Elektroforeticka pohyblivost aniontu A je 1. Anion je soucasti slabé kyseliny HA, ktera je za danych
podminek disociovdna ze 45 %. Jakou hodnotu bude mit efektivni pohyblivost aniontu A?

92) Pri separaci slabych elektrolyti elektroforézou se uplatriuje efektivni pohyblivost iontl uréena
stupném disociace slabého elektrolytu.
a) Vyjadrete stupen disociace benzoové kyseliny z jeji disocia¢ni konstanty (pK,=4,2).
b) Vypoctéte stupné disociace benzoové kyseliny v % pii hodnotach pH zakladniho elektrolytu 2, 3,4, 5
a 6. Pri které z uvedenych hodnot pH bude putovat zéna benzoové kyseliny nejrychleji?

93) Nacrtnéte a vysvétlete soucasti zarizeni pro kapilarni elektroforézu.
94) Jaké jsou hlavni vyhody kapilarni elektroforézy ve srovnani s elektroforézou v plosSném uspotradani?
95) Jaké zptlisoby davkovani v kapilarni elektroforéze znate? Srovnejte jejich vyhody a nevyhody.

96) Vysvétlete podstatu a uplatnéni elektroosmotického toku v kapilarni elektroforéze ve volném
roztoku.

97) Srovnejte Gc¢innost separace v kapilarni elektroforéze a ve vysoce t¢inné kapalinové chromatografii.



98) Vysledkem kapilarni elektroforézy je elektroforegram. Popiste jeho pribéh.

99) Vysvétlete principy:
a) micelarni elektrokinetické kapilarni chromatografie,
b) mikroemulzni elektrokinetické kapilarni chromatografie,
c) kapilarni gelové elektroforézy,
d) kapilarni izoelektrické fokusace,
e) kapilarni elektrochromatografie.

100) Definujte pojem amfolyt. Co udavé hodnota izoelektrického bodu pro dany amfolyt?

101) Uvedte, v jakych formach se mize objevovat v roztoku alanin (2-aminopropanova kyselina).
a) Ktera forma bude prevladat v kyselém prostiedi?
b) Ktera forma bude prevladat v zasaditém prostiedi?

102) Popiste, jaké vlastnosti musi mit prostiedi, v némz se provadi izoelektricka fokusace? Na kterém
misté se soustiedi po ukonceni fokusace dany amfolyt?

103) V kapilare z taveného kiemene je v neutralnim prostredi provadéna zoénova kapilarni elektroforé-
za. Vyberte spravné odpovedi:
a) Kapilara ma vnitini prameér v intervalu 10 — 100 um.
b) Maly vnitini primér kapilary brani difuzi a promiseni separovanych ¢astic.
c) Castice bez elektrického naboje se nepohybuji.
d) Kationty se pohybuji ke katod¢ a anionty k anodé.

104) Izotachoforézou budeme separovat anionty vzorku. Odpovézte na otazky tykajici se stavu pred
spusténim izotachoforézy:
a) Jaky anion musi obsahovat vedouci elektrolyt?
b) Jaky anion musi obsahovat koncovy elektrolyt?
c) Na které misto kapilary se davkuje vzorek?
d) Cim je vyplnéna kapilara?

105) Oznacte spravna a chybna tvrzeni:
a) Ptiizotachoforéze udrzujeme konstantni napéti.
b) Pri izotachoforéze udrzujeme staly elektricky proud.
c) Jednotlivé zony ve stacionarnim stavu jsou pfi izotachoforéze oddéleny koncovym elektrolytem.
d) Koncentrace iontu je ve v§ech mistech dané zony konstantni.
e) Koncentrace iontu v zoné je uréena jen druhem iontu a velikosti proudu. Nezavisi na koncentraci
iontl v predchazejicich zonach.
f) Zéna daného iontu bude mit jinou koncentraci, kdyz bude mit jinou koncentraci vedouci elektrolyt.
g) VSechny zdny se ve stacionarnim stavu pohybuji stejnou rychlosti.

106) Vyberte spravné varianty pro izotachoforézu:
a) Méné¢ pohyblivé ionty se ve stacionarnim stavu pohybuji stejné rychle jako pohyblivéjsi, protoze je
vjejich zon€ vétsi elektricky proud — spdd elektrického potencidlu.

107) Popiste a zdGvodnéte, co se bude dit v izotachoforéze s iontem, ktery vlivem difuze pronikl do zony:
a) méné pohyblivych iontd;
b) pohyblivéjsich iontd.

108) Srovnejte separaci v zonové elektroforéze a izotachoforéze.
109) Charakterizujte detektory v izotachoforéze.

110) Nacrtnéte izotachoforegram se tfemi ionty A, B a C, kde pohyblivost iontt klesa od A k C. Jakym
zpisobem se tento zdznam vyhodnocuje?
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