Capillary Electroseparations, CES

KAPILARNI ELEKTROMIGRACNI SEPARACNI METODY

1) Kapilérni zénova elektroforéza (CZE)

2) Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

3) Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografi (MECC)
4) Elektrochromatografie v naplnénych kapilarach (EC, CEC)
5) Kapil&rni izoel ektricke fokusovani (CIEF, IEF)

6) Kapiléarni izotachoforéza (CITP, ITP)

K apilarni zénova elektroforéza (CZE) je vhodna pro separaci molekul s nabojem (iontt)
liSicich se svou molekulovou hmotnosti, tvarem a nabojem.

K apilarni gelova elektrofor éza (CGE) umoziuje déleni vysokomol ekularnich biol ogicky
aktivnich latek, jako peptid, bilkovin, $tépt DNA a RNA.

Micelarni elektrokineticka kapilérni chromatografie (MECC, MEK C) vyuZivajici micel
vytvarenych povrchové aktivnimi latkami (detergenty), se s vyhodou pouZziva pro separaci
neutra nich molekul i iont.

Elektrochromatografie v naplnénych kapilérach (EC, CEC) kombinuje elektroforeticky a
chromatograficky separatni mechanismus a umoziuje déleni neutrdnich i nabitych molekul.
K apilarni izoelektrické fokusovani (CIEF, | EF) déli latky amfolytické povahy (ij. latky,
které mohou nést kladny, zaporny nebo Zadny naboj podie pH okolniho prostiedi) v linedrnim
pH gradientu.

Kapilarni izotachofor éza (CI TP, | TP) separuje ionty podle rozdilnych el ektroforetickych
mobilit.

Elektromigraéni separaéni metody vyuzivaji dvou transportnich jevi, elektroforetické
migrace iontii v elektrickém poli a elektroosmotického toku kapaliny kapilarou.

Elektrofor etickou migraci ionti rozumime pohyb iontt v elektrickém poli vlivem

el ektrostatického pritahovéni el ektrického néboje k opacné nabité elektrodgé. lonty rtiznych
polomérti nesouci rizné néboje se v homogennim elektrickém poli pohybuji konstantni
elektroforetickou rychlosti, ktera je ptimo Umérnaintenzité elektrického pole a velikosti
néboje iontu a neptimo Umérna jeho poloméru.

Elektroosmoticky tok (elektroosmdza, EOF) je tok kapaliny kapilarou, v niZ je vytvoreno
elektrické pole viozenim napéti desitek kilovoltt mezi elektrody na koncich kapiléry.
Naplnime-li kapilaru z taveného kiemene roztokem néjakého elektrolytu, dochézi k disociaci
ktemi¢itanovych skupin na vnitini sténé kapilary. Vnitini povrch kapiléry tak ziskava
negativni naboj a uvoliované vodikové protony vytvareji pozitivné nabitou vrstvu v roztoku
prilehlém k vnitini sténé kapiléry. Po vliozZeni elektrického napéti mezi elektrody na koncich
kapilary dochézi k pohybu hydratovanych vodikovych protont ve vzniklém elektrickém poli
smérem ke katodé. Tyto vodikové protony obalené molekulami vody strhévaji veSkery roztok
uvnitt kapiléry s sebou smérem ke katodg, ¢imz vzniké el ektroosmoticky tok. Linearni rychlost
el ektroosmotického toku je ptfmo Umeérna intenzité elektrického pole a zavisi na velikosti
negativniho ndboje, ktery nese vnitini sténa kapilary. Cim je vySSi pH roztoku uvniti kapiléry,
tim vétSi negativni néboj je rozprostien po vnitini sténé atim rychlejsi el ektroosmoticky tok
pozorujeme. Elektroosmoticky tok vykazuje témét rovinny rychlostni profil, ktery vede k velmi

malému rozmyvani zon separovanych |atek, a proto se v elektromigratnich separa¢nich
metodéch setkdvame s mnohem uzSimi piky nez v HPLC.

K apilarni zénova elektroforéza (CZE = Capillary Zone Electr ophoresis) déli molekuly

s ndbojem (ionty) na z&kladg jejich rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti (mobilit).
Elektroosmoaticky tok separacniho pufru uvnitt kapilary unési kladnéi zapornéionty k
detektoru a tyto ionty navic migruji svymi rozdilnymi elektroforetickymi rychlostmi uvniti
pufru, atim se vzgemné déli. Béhém jednoho experimentu | ze délit a detekovat oba dva druhy
iontd (kladnéi zéporné). Kapilarni zonova elektroforéza je pouZzitelnd pouze pro nabité
molekuly (ionty).

K apilarni gelova elektrofor éza (CGE = Capillary Gel Electrophoresis) déli velké molekuly
s nabojem (ionty) na z&kladg jejich rozdilnych el ektroforetickych pohyblivosti. Kapilaraje
naplnéna gelem, ktery zvySuje rozdily mezi elektroforetickymi rychlostmi velkych ionti
rtiznych tvarii, jeZ jsou nuceny migrovat péry gelu. Pritomnost gelu zabraiuje vzniku

el ektroosmotického toku, atak pouze jeden druh ionti (kladné nebo zaporné) se pohybuiji
smérem k detektoru a mohou byt separovany a detekovany béhém jednoho experimentu.
Kapilarni gelova el ektroforéza je pouzitel nd pouze pro ionty a vyuziva se zejména pro velké
ionty jako peptidy, bilkoviny, sacharidy, Stépy DNA a RNA.

Micelarni elektrokineticka kapilérni chromatografie (MECC, MEK C = Micellar
Electrokinetic Capillary Chromatography) déli nabité a predevSim neutrdini (hydrofobni a
hydrofilni) molekuly na z&kladg jejich rozdilnych rozdélovacich koeficienti mezi vodni a
micelarni fazi. Do vodného pufru (vodna faze) je pridana povrchové aktivni latka (detergent,
napt. SDS = sodium dodecyl sul phate = dodecyl siran sodny), ktery vytvari v pufru micely tzv.
micelarni, pseudostaciondarni fazi. Povrchové nabité micely migruji uvnitt pufru vlastni
elektroforetickou rychlosti a unasi molekuly aionty separovanych sloucenin, které jsou vice ¢i
méng piitomny uvniti hydrofobnich dutin (tj. prostarkd, interiéra popt. kavit) micel. VSechny
micely migruji stejnou rychlosti, ale stupeti solvatace molekul micelami udava rychlost unaSeni
téchto molekul micelami. Elektroosmaticky tok pufru unasi micely a molekuly/ionty vSech
separovanych latek smérem k detektoru. Micelérni elektrokineticka kapilarni chromatografie
je pouzitelné pro neutralni molekuly aionty.

Elektrochromatografie v naplnénych kapilérach (CE, CEC = Capillary
Electrochromatogr aphy) déli nabité i neutrdini molekuly na zékladé jejich rozdilnych
rozdélovacich koeficientti mezi mobilni a stacionarni f&zi. Mobilni faze je hndna pomoci

€l ektroosmoatického toku |oZzem stacionarni faze v naplnéné kapilére. Molekuly délenych latek
jsou unaseny mobilni fazi k detektoru a zéroveri zpozd’ovany interakci se stacionarni fazi. Tato
technika je modifikaci mikrokapalinové chromatografie (mikro HPLC, CLC) aje vhodnd pro
neutrdni molekuly i ionty.

Kapilarni izoelektrické fokusovani (CIEF, |EF = Capillary I soelectric Focusing) déli
molekuly majici amfolytickou povahu na zakladé jejich rozdilnych isoel ektrickych bod pl

(tj. pH, pti kterém ma molekula celkovy néboj roven nule). Délici kapiléra se naplni roztokem
délenych amfalytickych latek a pomocného amfolytu, ktery je schopen pufrovat cely rozsah
pH. Z opacnych konci migruji do kapilary OH aH" ionty, které v ni vytvéreji spojity lineérni
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pH gradient. D&lené molekuly (ionty) putuji roztokem dokud nedosahnou pH, které se rovna
jejich pl. V tomto misté kapiléry (pH = pl) se stanou neutrdni, zastavi se a vytvori Gzkou z6nu
(fokusuji). Po fokusaci se zény mohilizuji (uvedou do pohybu), aby prodly detektorem a byly
detekovany. Kapilarni izoel ektrické fokusovani je pouzitel né pouze pro amfolytické molekuly
(tj. molekuly, které mohou mit kladny, zaporny anebo zadny celkovy néboj podle pH okolniho
prostiedi).

Kapilarni izotachoforéza (CITP, I TP =Capillary | sotachophor esis) déli ionty na z&kladé
jejich rozdilnych elektroforetickych mohilit. Roztok délenych iontt je davkovan jako rozhrani
dvou rozdilnych pufra. Prvni pufr pied vzorkem se nazyva vedouci (leading) a obsahuje iont
majici ndboj stejného znaménka ale vétsi el ektroforetickou pohyblivost nez vSechny
separované ionty. Druhy pufr za vzorkem se nazyvéa uzavirajici (terminating) a obsahuje iont
stejného znaménka jako délené ionty, ale mé& menSi el ektroforetickou pohyblivost nez vSechny
délené ionty. Kazdy separovany iont vytvéri béhem analyzy svgji vlastni zénu. Zony vSech
délenych iontt jsou uzavieny mezi vedouci a uzavirgjici elektrolyt (pufr) ajsou serazeny
bezprostiedné za sebou podle klesgjici el ektroforetické pohyblivosti délenych ionta. Kapilarni
izotachoforéza je pouZitel nd pouze pro molekuly s nabojem (ionty). Béhem jednoho
experimentu |ze délit a detekovat pouze jeden druh ionti (kladné nebo z&porné).

HISTORIE

prvni experimenty v U trubicich: F. von Reuss (1808), G. Wiedeman (1856),
H. Buff (1858), O. Lodge (1886), W. Whetham (1893)

1897 F. Kohlrausch odvodil rovnici pro migraci ionta v roztoku elektrolytu
1. pal. 20. stol. gelova elektroforéza a isoel ektrické fokusovani na gel ovych deskéch

1958 S. Hjertén ZE v rotujicich trubicich 1-3 mm

1965 A. Tiselius ZE v 3 mm trubicich

1970 F. Everaerts TP navlastnim pfistroji

1974 R.Virtanen CZE v 200-500 um sklenenych kap.
1974 V. Pretorius EOF mobilni faze sorbentem

1979 F. Mikkers CZE v 200 um teflonovoch kapilar.
1981 J. Jorgenson, K. Lukacs CZE v 75 um kapilarach
1983 S. Hjertén CGE pro biologickeé latky

1984 S. Terabe MEKC pro neutrdni latky

1985 S. Hjertén CIEF pro biologické |&tky

1987 J. Knox, I. Grant CEC v 50 um kapilarach s ODS
1987 B. Karger, A. Cohen vysoka U¢innost CGE pro DNA

1988 dostupnast prvniho komeréniho pristroje (Beckman Instruments)

NAZVOSLOVI

ACE
CAE
CD-MEKC
CE
CEC
CES
CGE
CIEF
CITP
CMEC
CZE
EC
EKC
FSCE
FZE
HPCE
HPE
HPZE
MEC
MECC
MEEKC
MEKC
OTEC
SEKC

affinity capillary electrophoresis

capillary affinity electrophoresis

cyclodextrin micellar electrokinetic chromatography
capillary electrophoresis

capillary electrochromatography

capillary electroseparation

capillary gel electrophoresis

capillary isoelectric focusing

capillary isotachophoresis

capillary micellar electrokinetic chromatography
capillary zone electrophoresis

el ectrochromatography

el ectrokinetic chromatography

free solution capillary electrophoresis

free zone electrophoresis

high performance capillary electrophoresis

high performance el ectrophoresis

high performance zone electrophoresis

micellar electrokinetic chromatography

micellar electrokinetic capillary chromatography
microemul sion el ectrokinetic chromatography
micellar electrokinetic chromatography

open tubular electrochromatography

suspension el ectrokinetic chromatography

OPTIMALIZACE SEPARACE

CZE

MECC

CEC

pH

druh a koncentrace pufru
komplexaéni ¢inidla
organicka rozpoustédla

Mg*, ca*

chirani ¢inidla

druh a koncentrace detergentu
pH

druh a koncentrace pufru
organicka rozpoustédla

druh stacionarni faze

druh organického rozpoustédia
koncentrace organického rozpoustédia
pH

chirani ¢inidla
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