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Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je ucinnou separacni
metodou, experimentalné jednoduchou, s minimem pohyb-
livych mechanickych komponent a malymi pozadavky na
objemy Ccinidel i vzorkd. Ve standardnich (komeréné do-
stupnych) aparaturach je doba separace zpravidla 5 az 30
minut. Pfi feSeni n€kterych analytickych problémt, napf.
pfi sledovani kinetiky (bio)chemickych reakci nebo pii
pouziti vicedimenziondlnich separac¢nich systémi, je nut-
né, aby doba separace byla mnohem kratsi. Rovnéz pfi
béznych analyzach velkych mnozstvi vzorki i malé zvyse-

ni rychlosti separace prispiva ke zkraceni doby analyzy,
coz ovliviiuje pocet analyzovanych vzorkii za jednotku
Casu a tim i cenu analyzy.

Jednou z mozZnosti, jak zvysit rychlost separace, je
provedeni elektroforézy na sklenéném nebo plastovém
¢ipu, kdy je délka separacni drahy fadu jednotek cm
a doby analyz v jednotkach az desitkach sekund. Praktic-
kou nevyhodou tohoto zplisobu separace je nutnost pouzit
specialni separacni systém — elektroforeticky €ip. Vyhod-
néjsi z tohoto hlediska se jevi pouziti standardnich elektro-
foretickych kapildr, jejichz délku, vnitini primér a materi-
al Ize snadno volit podle potfeby; dilezita je i jejich obec-
né¢ snadna dostupnost a podstatné nizsi cena. Proto jsou
hledany zpusoby zrychleni separaci i pfi pouZziti béznych
kapilar, napf. zvySovanim intenzity elektrického pole
v kapilare, urychlovanim elektroosmotického toku speci-
fickym pokrytim vnitini stény kapilary ¢i pfidavkem modi-
fikatoru do separa¢niho pufru, vyuzitim mnohonasobného
davkovani vzorku a zkracenim separa¢ni drahy.

Z experimentalniho hlediska je pro elektroforetické
separace nejsnazsi pouziti komerénich elektroforetickych
sestav. Ty vSak z konstruk¢nich divodii neumoziiuji pou-
ziti kapilar o celkové délce kratsi nez asi 20-30 cm. Lze
jich v8ak vyuzit tak, ze vzorek je davkovan do vystupniho
konce kapilary (Short-End Injection), tj. do mista, které je
blizko k detektoru. VéEtSi experimentalni variabilitu vSak
umoziuji specializované aparatury pro provadeéni separaci
v kratkych kapilarach — podrobny ptehled riznych piistu-
pu k tomuto problému lze nalézt v referatu'; jeden
z moznych novych pfistupti je popsan v této praci.

Obr. 1. Schéma aparatury pouZivané pro elektroforézu v kratkych kapilarach; 1— zasobnik separa¢niho pufru, 2 — davkovaci pumpa,
3 — Sesticestny davkovaci ventil, 4 — plnéni davkovaci smycky, 5 — tficestny ventilek, 6 — PTFE trubicka, 7 — davkovaci nadobka se zem-
nici elektrodou, 8 — separa¢ni kapiléra, 9 — detektor, 10 — koncova nadobka s vysokonapét'ovou elektrodou, 11 — promyvaci membranova
pumpa, 12 — tiicestny ventilek, 13 — zdroj vysokého napéti, 14 — zdroj stiidavého napéti, 15 — zesilovac, 16 — A/D ptevodnik, 17 — fidici

pocitac
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Experimentalni ¢ast

Principidlnim experimentalnim problémem pfi separa-
cich v kratych kapilarach je jejich omezena pohyblivost.
S kratkou kapilarou nelze manipulovat stejné jako
s kapilarami pouzivanymi ve standardnich elektroforetic-
kych sestavach, které jsou dlouhé né€kolik desitek centi-
metrt. Proto musi byt aparatura navrzena tak, aby vSechny
potfebné experimentalni kroky, pfedevS§im déavkovani
vzorku a promyvani kapilary, bylo mozno provést tak, aby
s kapilarou nebylo nutno pohybovat. Jedna z moznych
sestav, ktera spliuje uvedené pozadavky je schematicky
znazornéna na obr. 1, praktické provedeni je zfejmé
zobr.2a3.

Elektroforeticka ¢ast aparatury

Jednotlivé komponenty separacni ¢asti elektroforetic-
ké aparatury jsou upevnény na novodurové desticce, viz
fotografie na obr. 2. Jsou to davkovaci nadobka tvaru ,, T*
vyrobena z plexiskla (7), detektor (9) a koncova nadobka
(10). Detektorem a koncovou nadobkou 1ze pohybovat ve
vodorovném sméru v drazkach vyfrézovanych v nosné
novodurové desticce. Tak lze pfizpisobit aparaturu kapila-
ram ruznych délek, ptipadné menit efektivni délku kapila-
1y, tj. délku od davkovaciho konce k detektoru.

Pro davkovani vzorku do kapilary bylo vyuzito prin-
cipu popsaného v praci’. Vzorek je privadén od davkovaci-
ho ventilu (3) standardni PTFE trubickou (6) o vnéjsim
priméru 1,58 a vnitinim praméru 0,8 mm (Supelco, USA).
Do usti PTFE trubicky v davkovaci nadobce je do hloubky
asi 0,5 mm zasunut davkovaci konec kapilary (8). PTFE
trubicka a kapilara jsou v davkovaci nadobce fixovany ve
stabilnich polohach Sroubenim (neni zakresleno) a siliko-
novym tésnénim. Vzorek je do kapilary nadavkovan tak,
ze soucasné s prepnutim davkovaciho ventilu do polohy
»inject je na definovanou dobu zapnuta davkovaci pumpa

Obr. 2. Pohled na elektroforetickou &ast aparatury. Cisla
u jednotlivych komponent odpovidaji ¢islim na obr. 1

290

Laboratorni pfistroje a postupy

(2) pumpujici separacni pufr ze zasobni nadobky (1) do
davkovaci casti, takze definovany objem vzorku z davko-
vaci smycky je proudem separa¢niho pufru neseny kolem
davkovaciho konce kapilary. Doba davkovani je tak fizena
dobou, po kterou protéka kolem usti kapilary zona roztoku
vzorku; prebytek separac¢niho pufru odtéka po dobu davko-
vani do odpadu. Davkovano je bez pteruseni vysokého
napéti na elektroforetickych elektrodach, takze vzorek je
nadavkovan kombinovanym zpisobem — hydrodynamicky
a elektrokineticky.

Pouzivan byl elektronicky ovladany davkovaci ventil,
typ C102M (Labio, CR) s davkovaci smy&kou o objemu
15 pl. Smyc¢ku lze plnit napf. injekéni stiikackou (4). Sepa-
racni pufr byl pumpovan piezoelektrickou mikropumpou,
typ mp6 ovladanou mp-x kontrolerem (Bartels mikrotech-
nik, Némecko). Vhodné parametry davkovani jsou napf.:
celkova doba davkovani (aktivace davkovaci pumpy) 5 s,
pritokova rychlost 95 uls™'. Za téchto podminek je
v popisované  aparatufe zona  vzorku v kontaktu
s davkovacim koncem kapilary asi 0,5 s (méfeno nadavko-
vanim vzduchové bublinky misto roztoku vzorku, tj. neni
uvazovana disperze). Podstatné delsi doba davkovani byla
volena proto, aby se po nadavkovani dostala zéna vzorku
dostatecné daleko od davkovaciho konce kapilary.

Mezi davkovaci pumpu a déavkovaci nadobku byl
zatazen jednak zpétny ventilek (pouzit byl typ 14039-10,
WPI, USA) branici toku separacniho pufru zpét do zasob-
niku v dob¢, kdy neni pumpa aktivovéna a plastovy tficest-
ny ventilek (5) (pouzit byl typ 14035-10, WPI, USA), kte-
ry umoznoval ptimé davkovani roztoku injekéni stiikackou
do davkovaci nadobky napf. pfi aktivaci kapilary roztokem
hydroxidu; detail piezoelektrické pumpy s uvedenymi ven-
tilky je na obr. 3.

Vystupni konec kapilary byl umistén v koncové na-
dobce (10) o objemu 5 ml (plastova nadobka na vzorky,
kat. ¢&. K000737, P-Lab, CR); kapilra prochazela do na-
dobky silikonovym tésnénim fixovanym v jeji sténé. Pod-

k

Obr. 3. Detailni pohled na davkovaci piezoelektrickou pumpu.
Cisla u jednotlivych komponent opét odpovidaji ¢isltim na obr. 1;
2a je zpétny ventilek
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tlakem v koncové nadobce, generovanym membranovou
pumpou (11) (pouzit byl typ M 401, JZD Vycapy, CR),
mohla byt kapildra promyvana separacnim pufrem mezi
jednotlivymi analyzami nebo pfi jeji aktivaci roztokem
hydroxidu. Aby promyvani probihalo definou dobu, tj.
pouze po dobu aktivace membranové pumpy, byl mezi
koncovou nadobku a membranovou pumpu zafazen elek-
tromagneticky ovladany tficestny ventil (12) (pouzit byl
typ 368131230, ASCO Scientific, USA). Ten byl fizen tak,
aby po dobu aktivace membranové pumpy byla koncova
nadobka hermeticky uzaviena a po jejim vypnuti byla
nadobka ihned spojena s atmosférou, tj. podtlak v ni byl
okamzit€ zrusen.

Elektroforetickymi elektrodami byly platinové dratky,
zemnici elektroda byla v davkovaci nadobce, vysokonapé-
tova v nadobce koncové. Pouzit byl vysokonapét'ovy zdroj
(13), typ PS 350/5000 (Stanford Research Systems, USA),
poskytujici napéti do 5 kV.

Elektronicka ¢ast aparatury

V aparatufe byla pouzita bezkontaktni vodivostni
detekce, C*'D (Capacitively Coupled Contactless Con-
ductometric Detection), jejiZ princip lze nalézt napf.
v praci’. Detektor (9) obsahuje detekéni celu podle prace®,
tvofenou dvéma semitubularnimi elektrodami z Al folie
o §ifce 1 mm s mezerou mezi nimi rovnéz 1 mm. Elektro-
dy jsou vlepeny v drazce o priméru rovném vné&j$imu pri-
méru kapilary, ktera je vytvorena v plexisklové desticce.

odezva C‘D
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Obr. 4. Separace modelové smési vodného roztoku anorganic-
kych iontii (koncentrace 10 pM), histidinu a jeho derivati
(koncentrace 100 pM). Identifikace piki: 1 — K*, 2 — Ca", 3 —
Na', 4 — 3-methyl histidin, 5 — histidin, 6 — I-methyl histidin.
Kfemenna kapildra, vnitini praimér 50 um, délka celkova 8 cm,
délka k detektoru 6 cm, separacni pufr 20 mM MES + 5 mM
LiOH (pH 5.9), separa¢ni napéti 5 kV, proud 8 pA
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Kapilara je k elektrodam pfitisténa druhou plexisklovou
destickou. Cela je od okolniho prostfedi odstinéna kovo-
vou skfinkou. Elektronika detektoru je zaloZzena na obvodu
popsaném v pracech™®. Snima¢ stiidavého proudu proglého
detekéni celou (proudovy sledovad) a usmériiovaé byly
umistény v tésné blizkosti detekeni cely, tj. uvnitf stinici
sktinky. Vstupni stfidavy signal o frekvenci 320 kHz
a amplitudé 18 V byl odebiran z laboratorné sestaveného
zdroje (14) s integrovanym obvodem MAX 038 (Maxim,
USA)’. Usmé&mény signal z detektoru (9) byl zesilen zesi-
lovacem (15) a registrovan 24 bitovym A/D pfevodnikem
Panther 1000 (16) fizenym programem Ecomac 0.97
(Ecom, s.r.o., CR); pro spousténi registrace dat byla pouzi-
ta jednotka Panda 30 od téZe firmy. Vysoka rychlost pie-
vodu a vysoké rozliSeni je pro rychlé separace v kratkych
kapilarach dulezité, protoze doby separaci jsou Casto fado-
vé pouze jednotky az desitky sekund.

Prepinani davkovaciho ventilu a spousténi piezoelek-
trické pumpy pfi dadvkovani vzorku, spousténi registrace
dat a ovladani promyvaci pumpy po ukoncéeni separace
bylo ptes jednoduchd rozhrani fizeno pocitatem (17) vybave-
nym univerzalni méfici kartou PCI-6034E a programem vy-
tvofenym v prostfedi LabView (National Instruments, USA).

Vysledky a diskuse

Pouziti popisované elektroforetické sestavy ilustruji
nasledujici elektroferogramy. Na obr. 4 je separovdna smés

10 mV

odezva C*D
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Obr. 5. Separace modelové smési vodného roztoku sacharidi
(koncentrace 1g dm™). Identifikace pikii: 1 — sacharosa, 2 — lakto-
sa, 3 — galaktosa, 4 — glukosa, 5 — fruktosa, 6 — ribosa. Kiemenna
kapilara, vnitini primér 10 um, celkova délka 10 cm, délka
k detektoru 8 cm, separacni elektrolyt 75 mM NaOH, separacni
napéti 5 kV, proud 14 pA
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Obr. 6. Elektroferogram modelové smési anorganickych ionti
(koncentrace 100 uM). Identifikace pikii: 1 — K¥, 2 — Ca*', 3 —
Na', 4 — Li". Kapildara PEEK, vnitini primér 50 um, celkové
délka 10 cm, délka k detektoru 8 cm, separacni elektrolyt 20 mM
MES + 20 mM HIS (pH 6,2), separacni napéti 5 kV, proud 8 pA

anorganickych iontl, jejichz zony zvySuji vodivost sepa-
racniho pufru, a derivatd histidinu, v jejichz zénach je
vodivost proti vodivosti pufru mensi. Za experimentalnich
podminek uvedenych u obrazku bylo dosazeno prakticky
uplné separace anorganickych iontti do 15 sekund a amino-
kyselin do 30s. Stejna separace histidind ve standardni
elektroforetické aparatue® s kapilarou o efektivni délce
67 cm vyzadovala dobu 17 min.

Na obr. 5 je separace modelové smési sacharidi béz-
né se vyskytujicich v potravinaiskych produktech. V silné
alkalickém prostfedi migruji sacharidy jako anionty, takze
jejich zoény jsou na elektroferogramu az za nastfikovou
zénou. V pouzité kapilare o efektivni délce 8 cm se neod-
deli galaktosa od glukosy, metoda v uvedeném usporadani
proto neni vhodna pro analyzu sacharidii v mléénych vyrob-
cich, kde se galaktosa vyskytuje jako produkt Stépeni laktosy.
Ostatni bézné sacharidy jsou zcela separovany za 65 s. Galak-
tosu od glukosy 1ze oddélit za vice nez dvojnasobnou dobu ve

standardnim elektroforetickém  uspoiadani’ s kapilarou
o vnitinim praméru 5 pm a efektivni délky 18 cm.
Posledni ilustracni elektroferogram byl ziskdn

s PEEK kapilarou. Vyrazné snizena rychlost elektroosmo-
tického toku v plastové kapilafe ve srovnéni s kapilarou
kifemennou se projevi prodlouzenim migracnich ¢asu, viz
elektroferogramy na obr. 4 a 6.

Zavér

Popsana aparatura predstavuje otevieny laboratorni
experimentalni systém, ktery 1ze snadno pfizpuisobit feseni
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konkrétniho separacniho problému jak z hlediska uspora-
dani jednotlivych komponent, tak i programového vybave-
ni. Délky pouzivanych separacnich kapilar zavisi na kon-
strukénich rozmérech jednotlivych ¢asti aparatury.
V popisovaném zafizeni bylo mozno pouzivat standardni
elektroforetické kifemenné nebo (diky bezkontaktni vodi-
vostni detekci) kapilary plastové (PEEK) o vnéjsim pramé-
ru 380 pm a celkové délce 6 az 16 cm a efektivni délce 4
az 14 cm. Je zfejmé, Ze aparaturu lze vybavit i optickou
detekei pii pouziti detektoru s vedenim zafeni optickymi
vlakny.

Autor dékuje Petie Podhorné a Blance Vochydnoveé,
studentkam katedry analytické chemie na Prirodovédecké

Jfakulté UK v Praze, za poskytnuti ilustracnich elektrofero-

gramii, které byly ziskany na popisované aparature pri
FeSeni jejich diplomovych projektii. Financné byla prdce
podporovina GA CR, projekt P206/10/1231 a MSMT CR,
projekt MSM 0021620857.
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F. Opekar (Charles University, Faculty of Science,
Department of Analytical Chemistry, Prague, Czech Re-
public): Apparatus for Electrophoretic Separations in
Short Capillaries

A specialized electrophoretic apparatus in H-
configuration has been designed for separations in short
capillaries with lengths of a few cm. The sample injection
and the capillary rinsing are designed so that the capillary
position is unchanged. The sample injector consists of an
electronically-controlled six-way injection valve, a piezoe-
lectric micropump and a delivery tube in which the separa-
tion capillary inlet is fixed. The sample is injec-ted without
interrupting the separation voltage. The capillary rinsing is
provided by a membrane pump generating vacuum in the
end vial. The apparatus is equipped with a contactless con-
ductometric detector. All the operations and data acquisi-
tion are computer-controlled.



