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Zaklady elektromigracnich
separacnich metod
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Cile prednasky

= Zakladni princip separace — elektroforéza,
elektroosmoticky tok

= Rozdéleni elektroforetickych metod —
kapilarni zénova elektroforéza, kapilarni
izotachoforéza

= Zaklady instrumentace — schéma, davkovani
vzorku, separacni kapilary, detekce

= Vyuziti elektromigracnich metod v analyticke
chemii
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‘ Historicky vyvoj
= Prvni pokusy v 30. letech 20. stoleti

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius
Nobelova cena v roce 1948

Zdroj: www.nobelprize.org

= Elektroforéza v podélné rotujici trubici (Hjerten, 1967)

= 80. leta 20. stoleti — vyfeSeni problému s instrumentaci
(Jorgenson a kol.)

= Rozvoj elektroforetickych metod (prvni komeréne
dodavany system 1985-soucasnost) - automatizace,

vypocetni technika




Stellan Hjerten, 1967

5



Zdroj: Agilent Technologies

www.agilent.com

Zdroj: Beckman Coulter,
www.beckmancoulter.com

Soucasnost, komeréni pristroje
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Elektromigracni separacni metody

= Oznaceni pro metody zalozené na rozdilné
rychlosti migrace nabitych latek v elektrickém
poli —» kapilarni elektroforéza (Capillary
Electrophoresis, CE)

= Pri separaci se uplatnuji dva jevy —
elektroforéza a elektroosmodza

= Vysledny pohyb iontu je dan vektorovym
souctem migrace a elektroosmozy




Pohyb nabité castice v elektrickem poli

Elektricka sila x tfeci sila (odpor prostredi)

v=ulE=pu
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tot
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ﬂ_ﬁﬂ

/

n

/

< viskozita prostredi

objem iontu:
ovlivnéni protiiontem,
komplexacni Cinidla




Efektivni mobilita, migracni cas

= Rovnovaha mezi jednotlivymi iontovymi formami latek
probiha rychleji nez elektromigrace — vysledkem jedna
,prumérna zona“

charge [q]
0
COOH Co0 H*
-02- \ HO OH 26-DHBA HO OH
——
-0.4 - -
pKa 294
-0.6 -
COOH CoO H*
-0.8 - 35-DHBA
O.= 0
-] —
HO OH PKa 448 yo OH
12 1 T -

pH Zdroj: Agilent Technologies, www.agilent.com
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Elektroosmoticky tok (EOF)

m Vytvoreni elektrické dvojvrstvy u stény kapilary, po pfipojeni napéti na
konce kapilary se cely roztok pohybuje smérem ke katodé (zaporny
pol zdroje)

Zdroj: Agilent Technologies
www.agilent.com
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' Elektroosmoticky tok (EOF)

375 um
AR N

OIS

OIS

®
&

50 pm

sténa

Sternova Difuzni vrstva
vrstva

-Sj-OH + H,0 =—— -Si-O" + H,0* (pK,, = 6)
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Rychlostni profil elektroosmotického toku

I VAN

= zavisi na vzdalenosti od stéeny, avsak ve vice nez 90 %
prufezu kapilary je konstantni

= lze méfit pomoci vhodné neiontove latky (absorpce UV zareni
pro UV detekci)

= zavisi na materialu stény kapilary a na typu a pH zakladniho
elektrolytu

= klesa s rostouci koncentraci a viskozitou elektrolytu
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‘ Rozdéeleni elektromigracnich metod

Metoda Mechanismus separace

Kapilarni zénova elektroforeza Elektroforeticka pohyblivost
(CZE)
Kapilarni izotachoforeza (CITP) Elektroforeticka pohyblivost

Micelarni elektrokineticka kapilarni Hydrofilni a iontové interakce s

chromatografie (MEKC) micelami

Kapilarni gelova elektroforéza Sitovy efekt — rozdily v molekulové
(CGE) hmotnosti

Kapilarni izoelektricka fokusace |zoelektricky bod, pl

(CIEF)

Kapilarni elektrochromatografie Rozdélovani mezi stacionarni a

(CEC) mobilni fazi
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Kapilarni zonova elektroforéza

= Vzorek se davkuje do elektrolytu, ktery je stejny v celé
kapilare a ma priblizné stejnou vodivost jako vzorek

= Latky se déli podle rychlosti migrace dané vektorovym
souctem pohyblivosti a elektroosmozy

=

Zdroj: Agilent Technologies

www.agilent.com

14



Kapilarni zénova elektroforéza

= Vystupem z DIM(1)
detektoru je zavislost | ome
méreneé veliCiny na s~

case, latky jsou T
Aass

zobrazeny ve forme
piku

= Kvalitativni udaj —
migracni Cas,
kvantitativni udaj —
plocha piku

“W v w
Zdroj: Mikus P. a kol, Methods

Find Exp Clin Pharmacol
2006, 28(9): 595..

360 600 time (s)
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Kapilarni izotachoforeza

= Vzorek se davkuje mezi vedouci (leading, L) a koncovy
elektrolyt (terminator, T)

= Latky se déli podle mobilit: L > latka A > latkaB ... > T

Zdroj: Agilent Technologies

www.agilent.com
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Kapilarni izotachoforéza

= Vystupem je zavislost
mérene veliCiny na
case, zaznam ma
charakter ,schodu“

= Kvalitativni tdaj — vyska
zony, kvantitativni udaj
— delka zony

Zdroj: Mikus P. a kol, Methods
Find Exp Clin Pharmacol
2006, 28(9): 595.

DIM(1)

-

D;M(Q)

Ll
620

Ll
640

L L
660 time (s)
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Zakladni schéma pristroje

6 separacni kapilara

1,2 elektrolyt 7 zdroj vysokého napéti
3 vzorek 8 detektor
4,5 elektrody 9 pocitad
6
8D |=——PC
4 9
q |—\ 9
-] I
1 3 ! 2
HVPS

Zdroj: Fischer J., Jandera P. in Electrokinetic
chromatography (Pyell U. ed.), Wiley, 2006.
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Instrumentace — davkovani vzorku

= davkované objemy fadové v nl — nelze pouzit davkovaci
ventily jako v HPLC

= hydrodynamické — aplikace tlaku po dobu nékolika sekund

pressure

zl_
=
O
O

.........

S BGE S BGE BGE
HVPS

= elektromigracni davkovani

o davkovani pouze jednoho typu vzorku (anionty nebo kationty)
o moznost diskriminace latek s malou mobilitou

= zakoncentrovani zfedénych vzorku




Instrumentace - separacni kapilary

= chemicky a elektricky inertni, propustna pro UV zareni
(detekce), ohebna, pevna, levna

= nejCasteji taveny kiemen s ochrannym polyimidovym
povlakem, zridka teflon

= 25—100 mm, vnéjSi prumér 365 mm, délka 10 — 100 cm
= kruhovy profil
= detekéni cela je zpravidla soucasti separacni kapilary

I

Zdroj: Fischer J., Jandera P. in Electrokinetic
chromatography (Pyell U. ed.), Wiley, 2006.

20



Instrumentace - detekce

= problém s velikosti detekcni cely — objemy v nl a méné
= on-column, pfipadné end-column detektory

Detektory
o spektrofotometricky v UV a viditelné oblasti
o vodivostni
o fluorescencni
o hmotnostni
spektrometr

Bubble Cell High-Sensitivity Cell Z-Cell

f——

Zdroj: Agilent Technologies

www.agilent.com
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‘ Porovnani elektromigracnich metod s HPLC

HPLC CZE

Cerpadlo mobilni faze,
0,1 - 5 ml/min, max. tlak 40 MPa

Davkovani vzorku o objemu
1-50pl

Separacni kolona, prumér

2 - 4,6 mm, délka 3-25 cm, velikost
castic 1,7 - 10 um

Detekce za kolonou, velikost cely
1-10 pl

Udinnost separace
30 000 — 100 000 pater/m

Zdroj vysokeho napéti do 30 kV,
proud max. 200 pA

Davkovani vzorku o objemu
1-50nl

Separacni kfemenna kapilara,
prumeér 25 - 100 um, délka
30 - 100 cm

Detekce na kapilare, vyjimecné za
kapilarou

Udinnost separace
100 000 - 1 000 000 pater/m
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Vyuziti elektromigracnich metod

= Kvalitativni a kvantitativni analyza pfevazné iontovych
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Vyuziti elektromigracnich metod

= Separace organickych kyselin, proteinu, peptidu,
fragmentu DNA, farmaceutické analyzy, stanoveni
polutantu zivotniho prostredi a dalSi

Zdroj: Lumex & RMI, www.rmi.cz

3.66 mAU a

1 - 2,4-dichlorophenoxybutyric acid

2 — 2,4-dichlorophenoxypropionic acid
3 — 2.4,5-trichlorophenoxyacetic acid =
4 — 2.4-dichlorophenoxyacetic acid
B — 2,4-dichlorophenol 1 8
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