2 — U¢innost separace Elektromigraéni metody

Ucinnost separace
aneb
pro¢ nékomu zalezi na tvaru pika

V separacnich metodach davame prednost pikim, které jsou Uzké a vysoké. Nejde jen o néjakou

estetickou zdleZitost, ma to své praktické dlvody. Mezi ty patfi:

1.

odezvadetektoru

Vétsi rozliSeni — uzké piky nemuseji byt na casové ose tak daleko od sebe, aby byly zcela
separovany. To je patrné z Obr. 1. Vrcholy pik( na Obr. 1A a 1B jsou od sebe stejné vzdaleny
(mUZete si to premérit pravitkem ), diky tomu, Ze piky na Obr. 1A jsou vyrazné uzsi, je mezi
nimi prostor, do kterého by se veslo jesté nékolik dalSich pik(l. Na Obr. 1B jsou piky rovnéz
rozlideny na zékladni linii, ale prostoru mezi nimi zbyvd jen malo. U&inné&jsi separace na Obr. 1A
nam dava vice manévrovaciho prostoru. MizZzeme bud zkratit kapildru a tim i dobu trvani
separace, nebo miZeme separovat jesté dalsi analyty v prostoru mezi stavajicimi piky.

A B

odezvadetektoru

v v

cas cas

Vétsi citlivost — na Obr. 2 vidime dva piky. ZTab. 1 je patrné, Ze plocha piku 2 je zhruba
trojndsobna oproti ploSe piku 1. To znamena (pokud pfedpokladame, Ze oba analyty vyvolavaji
zhruba stejné intenzivni odezvu detektoru), Ze analyt 2 je zhruba tfikrat koncentrované;jsi nez
analyt 1. Diky svému tvaru je vSak pik 2 dokonce o néco nizsi nez pik 1 a ma tedy horsi odstup
signdlu od Sumu. Tvar piku zde zpUsobuje, Ze méreni latky 2 zhruba trikrdt méné citlivé nez
méreni latky 1.

Pfesnéjsi vyhodnoceni — uzsi a vyssi piky umoZiuji rovnéz presnéjsi vyhodnoceni jejich plochy. U
Sirsiho piku je pozvolnéjsi vzestup signalu na za¢atku a pozvolnéjsi navrat signalu na zakladni linii
na konci, takZe je obtiznéjsi pfesné stanovit, kde pik za¢ina a kde konci. Navic pokud neni pfili§
velky odstup signalu od Sumu, nemusi byt vZdy jasné, jak piky integrovat. Na Obr. 2A a 2B jsou
ukdzany dva extrémni pfistupy k integraci, vétsinou se voli kompromis mezi nimi. Na Obr. 2A je
zakladni linie vedena na horni hranici Sumu a ziskané plochy pikll jsou tak o néco mensi. Na
Obr. 2B je zakladni linie vedena na spodni hranici Sumu a plochy pik( jsou o néco vétsi. V Tab. 1
je vidét, Ze v pripadé uzkého a vysokého piku 1 je relativni rozdil ploch pfi téchto dvou
zpUsobech integrace 8,0 %, zatimco v pfipadé Sirsiho piku 2 je to 20,4 %. Uvedené dva zpUsoby
integrace jsou extrémni a ve skutecnosti bychom volili néjakou stfedni cestu, nicméné nam
tento priklad hezky ilustruje rozdil v presnosti integrace zplsobeny tvarem piku.
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Obr. 2 Elektroferogramy ilustrujici vliv tvaru piku na citlivost méreni a presnost integrace

Tab. 1 Rozdily zplsobené riznymi pfistupy k integraci pikd na Obr. 2

Plocha Obr. A (mAU:s) Plocha Obr. B (mAU-s) Rozdil (mAU-s) Rel. rozdil (%)

Pik 1 8,77 9,50 0,73 8,0
Pik 2 26,46 32,46 6,00 20,4
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Jak kvantifikovat tvar piku

Vyjadreni, Ze lepsi jsou piky Uzké a vysoké neZ nizké a Siroké je ponékud vagni. Na zakladé tohoto
kritéria mGZzeme nanejvy$ vzajemné porovnat dva piky, které vidime vedle sebe. V ramci odborné
literatury je vidy vhodné mit pro dany jev néjaké kvantitativni méritko, néjakou hodnotu, kterou
mUzeme objektivné porovnavat mezi rlznymi mérenimi. V pfipadé ucinnosti separace se uchytil
model teoretickych pater, ktery byl prevzat zrektifikacnich kolon. V nékterych typech téchto
destilaénich zafizeni se skuteéné vyskytuji patra, na kterych se vidy ustavuje rovnovaha mezi
kapalnou a plynnou fazi. V separaCnich metodach k ni¢emu takovému nedochdzi, nicméné se
ukazalo, Ze predstava teoretickych pater, na kterych se vidy ustavuje myslena rovnovaha jednoho
separacniho kroku, poskytuje vcelku dobré objektivni méfitko Ucinnosti separace a s ni souvisejiciho
tvaru pika.

Jak se vlibec ty piky méFi?

Prvni problém je urceni Sitky piku. Jak je vidét na Obr. 3, namérena kfivka se velmi pomalu zveda od
zakladni linie a velmi pomalu se k ni na konci piku zase vraci. Je tedy prakticky nemozné presné urcit
bod, kde se signal od zakladni linie zacne odchylovat. Proto se sitka piku uréuje jinym zpUsobem.
Predpokladame-li Gaussovsky tvar piku, pak rfeckym pismenem o miZeme oznacit polositku piku
v inflexnim bodé, jako je to naznateno na Obr. 3. Sitka piku pfi zakladné se urcuje tak, Ze se sestroji
tecny v inflexnich bodech a tam, kde protnout vodorovnou osu, se odecte Sitka piku (oznaceno
cervenymi prerusovanymi ¢arami). U Gaussovského piku je tato Sirka pfi zakladné rovna 4c.

h

koncentrace analytu

>

pozice v kapilare (cm)

Obr. 3 Elektroforeticky pik Gaussovského tvaru a odecet jeho Sitky pti zakladné

Cim vic pater, tim lépe

U¢innost separace pfFi destilaci na rektifikacni koloné je tim vy$8i, ¢im vice ma kolona pater.
Analogicky to plati pro teoreticka patra v separacnich metodéch. Cim G&innéjsi je separace, tim vice
ma kapildra teoretickych pater. Pocet teoretickych pater N je definovan jako druhd mocnina podilu
délky kolony od vstupniho konce k detektoru Ip a polositky piku v inflexnim bodé o:
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Ip\> (1)
v=(5)

Druhym parametrem, pomoci néhoz se casto vyjadfuje Ucinnost separace, je vyskovy ekvivalent
teoretického patra H (nékdy oznacovany také HETP z anglického height equivalent to the theoretical
plate). H predstavuje délku kapilary, kterd odpovidd jednomu teoretickému patru. Jeho hodnotu
ziskdme vydélenim délky kapilary k detektoru poctem teoretickych pater:

lp (2)
H=—
N
Po dosazeni N z rovn. 1 do rovn. 2 dostaneme:
o\2 ¢? (3)
- -
lp Ip

Zatimco délka kapildry k detektoru je zndmy parametr, se kterym neni problém, s polositkou piku
v cm nebo mm je to sloZitéjsi, protoZze namérené elektroferogramy maji na vodorovné ose cas, nikoli
vzdalenost v kapilare. Proto se pro praktické ucely hodnota N pocita nikoli z poméru délky kapilary a
Sirky piku v cm, ale z poméru migracniho ¢asu piku a polosirky piky v inflexnim bodé v minutach, kted
se ziska jako Ctvrtina Sirky piku pfi zakladné w. Pokud nad tim zauvaZujete, zjistite, Ze tento pomér
musi byt shodny. Vzorec pro prakticky vypocet je:

2 (4)

Jak jsme si vysvétlili, z nékolika dlvodl preferujeme piky uzké a vysoké, a tedy separace s vysokou
ucinnosti. Proto pokud chceme v elektromigra¢nich metodach dosahovat kvalitnich vysledkd, méli
bychom jiz pfi planovani experimentd a vyvoji metod dbat na dodrZovani jistych pravidel, kterymi
mulzeme zamezit zbyte¢nému rozsifovani zon analytl v pribéhu separace.

Pokud dodrZzime podminky, o kterych bude fe¢ pozdéji, k rozsifovani zén analytd béhem separace
bude pfrispivat predevsim podélna difuze molekul analytu v kapilare. Difuze je zajimavy jev, udélejme
proto malou odbocku a podivejme se na ni blize.

Exkurze do diflize aneb jak castice védi, kam maji difundovat

Difuze probiha spontanné diky nahodnému Brownovu pohybu castic. Molekuly analytu se z mista,
kde je jejich koncentrace vyssi, postupné posouvaji do mist, kde je jejich koncentrace nizsi. Molekuly
samoziejmé nevédi, ve kterém sméru klesa koncentrace a kterym smérem se maji pohybovat.
Zdrojem difuze je nahodilost Brownova pohybu. Tento mechanismus si mlzeme ilustrovat na
zjednoduseném prikladu, ve kterém budeme uvaZovat pohyb castic pouze ve sméru zprava doleva a
obrdacené. Situace na zacatku a konci myslenkového experimentu je naznacena na Obr. 4. Postupny
vyvoj rozloZeni ¢astic ilustruje prezentace, kterd je prilozena k této lekci.
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Vtomto experimentu vezmeme dvacet Cdstic, které jsou v pravolevém sméru na stejné pozici.
Budeme uvaZovat, Ze se mohou pohybovat pouze doprava nebo doleva a jejich pohyb je ndhodny,
takZe polovina castic, které se nachdazeji na dané pozici, se v kazdém kroku pohne doprava a druha
polovina doleva. V prvnim kroku se deset ¢astic posune o jednu pozici doleva a druhych deset ¢astic o
jednu pozici doprava. Mame c¢éstice na dvou rliznych pozicich, na kazdé z nich jich je deset. Z deseti
Castic, které se v prvnim kroku pohnuly doprava, se pét pohne znovu doprava a druhych pét doleva,
zpatky na vychozi pozici. TotéZz se stane s ¢asticemi, které se v prvnim kroku pohnuly doleva. Po
druhém kroku mame uprostied deset Castic a po kazdé strané pét castic. Béhem dalsich krokl se
Castice dostdvaji postupné do ¢im dal vétsi vzdalenosti od stiedu, zpétny ndhodny pohyb ale
zajistuje, Ze ve stfedu jich je stale nejvétsi koncentrace, byt vyrazné mensi nez na zac¢atku. Navenek
se tedy zda, Ze se cCastice cilené pohybuji z mista o vysoké koncentraci (uprostfed), do mist o nizké
koncentraci (na obou strandch). Ve skutecnosti je vSak tento pohyb pohdnén pouze ndhodnym
pohybem v obou smérech.
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Obr. 4 RozloZeni c¢astic (A) na zacatku a (B) na konci myslenkového experimentu ilustrujiciho
nahodnou povahu diflize, pro zjednoduSeni pouze v pravolevém sméru a po krocich. Vice viz
prezentaci, ktera je soucasti této lekce.

Kdyby $lo jen o difuzi...

Vzhledem k tomu, Ze kapilara je velmi Gzka a dlouha, je proudéni kapaliny v ni laminarni a nedochazi
k turbulencim, které by pfispivaly k rozsitovani zén analyt@. Sitku zény proto pfi dodrzeni podminek,
které budou zminény pozdéji, uréuje predevsim podélna diflze analytl v kapilare. Z Fickovych zakonl
a povahy diftize vyplyvd, Ze druha mocnina polositky piku v inflexnim bodé (0?) je tmérnd difdznimu
koeficientu analytu D a dobé trvani difuze t:

O-]%IF = 2D -t (5)
Je tedy zfejmé, 7e &m déle difuze probihd, tim $ir$i bude vysledny pik. Cim vy$§i ma analyt difdzni

koeficient, tim sndze difunduje, proto Sitka piku roste i s hodnotou difuzniho koeficientu.
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V ptipadé elektroforetického piku je doba trvani difuze (doba od zacatku separace do okamZiku
detekce piku) rovna migracnimu casu analytu tmig. Z pfedchozi lekce zndme vztah mezi mobilitou a
migracnim casem:

_ bl (6)
U- tmig

Vyjadifenim migracniho ¢asu z rovn. 6 a dosazenim do rovn. 5 ziskame:

lD'lc_ZD'lD (7)
U-u E-pu

O-]%IF =2D

Dosazenim rovn. 7 do rovn. 1 dostaneme vztah:

N:#'U'ID:#'E'ID (8)
2D - ¢ 2D

Z rovn. 8 je ziejmé, ze pocet teoretickych pater, a tedy ucinnost separace, roste s intenzitou
elektrického pole. Vyssi intenzita pole znamena rychlejsi migraci a tim padem stravi analyt méné casu
v kapilare. Diky tomu je méné ¢asu na difuzi. Podobné ionty s vétSi mobilitou budou migrovat rychleji
a nebudou mit tolik ¢asu na difazi. Z rovnice je také patrné, ze velké analyty, jako je DNA nebo
proteiny, které maji nizké difuzni koeficienty, budou vykazovat mensi rozsifovani zon nez ionty malé.

Rovn. 8 umoznuje vypocet teoretického maxima ucinnosti separace pro dany analyt v kapilafe dané
délky a v elektrickém poli dané intenzity. Redlnd ucinnost je vidy nizsi, protoze k rozmyvani zén
pfispivaji i dalSi procesy a jevy.

Dalsi pfispévatelé

K celkové disperzi piku, kterou miZeme oznadit oror® mlZe pFispivat Fada rGznych jevd. Kaidému
z téchto jevll mlGzZeme pfrisoudit urcity prispévek, a tyto prispévky se spolecné scitaji.

2 _ 2 2 2 2 2 2
otoT = 9pIF T Oiny t FjouLe t Oaps T OpeT + OEMmD t (9)

Jednotlivé ¢leny v rovn. 8 predstavuji prispévky: of;p — diftze, O'IZN] — délky zény naddvkovaného
vzorku, ofgmp — Jouleova tepla a zahfivani roztoku v kapildfe, o%ps — adsorpce analytu na sténu
kapilary, ofgr — velikosti detekéni cely, ofyp — elektromigraéni disperze. Do rovnice mohou
v zavislosti na podminkach konkrétni separace pribyt i dalsi ¢leny.

Délka davkované zény vzorku

PFi davkovani vlastné ,zasouvdme” zdnu vzorku na zacatek kapildry. Cim vice vzorku nadavkujeme,
tim vétsi ziskdme plochu piku, avsak nesmime pfitom zapominat, Ze se tim zaroven prodlouZi
pocatecni zony vSech analytl a jejich rozsifovani difuzi zacind na vétsi pocatecni hodnoté. Je tedy
tfeba snazit se o to, aby délka davkované zény nebyla vyrazné vétsi nez disperze zpUsobenad difuzi
béhem separace.

Tento material je urcen pouze pro vzdélavaci Gcely v rdmci Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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Konkrétni velikost pfispévku davkovani k Sifce zény je vyjadiena vztahem:

, Uy (10)
MUY

Hodnota /vy odpovidd délce nadavkované zény bezprostfedné po davkovani. V ideadlnim pripadé by
prispévek délky zény vzorku mél byt mensi neZ prispévek difuze. Z rovn. 5 vidime, Ze

, 11
lIN] < 2D - tmig ( )

PoZadovana délka davkované zény tedy zavisi i na hodnoté difuzniho koeficientu analytu. Velké
molekuly s malym difdznim koeficientem vyZaduji kratsi zény vzorku.

V praxi se pro délku davkované zény pouziva zjednodusené pravidlo, Ze by neméla byt vétsi nez 1-2 %
celkové délky kapildry. Pro kapilaru o délce 50 cm to je 5-10 mm.

Jouleovo teplo

Problémem, ktery ssebou automaticky pfinasi pouziti separacniho systému s prochazejicim
elektrickym proudem, je vznik tzv. Jouleova tepla. Vyhodou pouZiti kapilar o velmi malém vnitfnim
praméru je to, Ze maji diky malému prarezu velky elektricky odpor a tim padem je minimalizovan
prochdzejici proud. Navic je u nich velky pomér plochy vnitini stény a vnitfniho objemu, ktery
umoznuje lepsi odvod vzniklého tepla a Gcinnéjsi chlazeni.

Pokud je generovano vice tepla, nez kolik se stihne odvadét, zaéne se roztok v kapilafe prehfivat.
Zahftivani roztoku v celém objemu uvnitt kapilary by nebylo tak velkym problémem, ve skutec¢nosti
vsak zahfivani neni rovnomérné. U stén dochazi k Uc¢innéjsSimu odvodu tepla, takZe teplota u stény
narlistd pomaleji neZ uprostied kapilary. Teplotni gradient na prifezu kapilarou (viz Obr. 5)
zpUsobuje uvnitf kapilary rozdily ve viskozité roztoku. Tam, kde je vyssi teplota, se sniZzuje viskozita.
Jak vime z predchozi lekce, s viskozitou souvisi i elektroforetickd mobilita analyt(. lonty analytl
uprostied kapildary pak migruji rychleji nez ty u stény, tim jim ,utikaji“ a dochazi k deformaci zény,
ktera ziskava parabolicky profil. O tom jsme si minule fekli, Ze zplsobuje snizeni ucinnosti separace.

Zrovn. 8 vyplyva, Ze vyssi Gcinnosti separace je dosahovano pfi vyssi intenzité elektrického pole.
Vyssi intenzita pole také vede krychlejsi migraci a kratSi dobé analyzy. Na druhé strané s
rostouci intenzitou pole (a s ni rostoucim proudem) roste i mnoZstvi generovaného Jouleova tepla,
takZe pfi optimalizaci metody musime volit kompromis.

Tento material je urcen pouze pro vzdélavaci Gcely v rdmci Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
Mate-li zajem o jeho dalsi vyuZiti, kontaktujte autora na adrese tomas.krizek@natur.cuni.cz 7



2 — U¢innost separace Elektromigraéni metody
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Obr. 5 Teplotni profil na prifezu kapilarou zplsobeny vznikem Jouleova tepla a jeho nedostate¢nym
odvodem.

Jak moc se to vlastné zahieje?

Rozdil v teploté uprostied kapildry Ty a teploté okolniho prostiedi To, oznadeny jako AT, je moZné
vypocitat pomoci pomérné slozitého vztahu (ktery si nemusite pamatovat ). Jednotlivé cleny
v hranaté zavorce odpovidaji odporu proti prostupu tepla (zleva doprava): v roztoku uvniti kapilary,
v kfemenné sténé kapildry, v polyamidové vrstvé a v okolnim prostredi:

Q le[ 1 1 <r2> 1 (rg) 1 (1)] (12)
AT = — +—In(2)+—=In(Z)+—(=
2 2z, T4, "\ TR TR

Q je vykonova hustota, 1, je tepelna vodivost roztoku v kapilare, A, je tepelnd vodivost kfemene, A3
je tepelnd vodivost polyimidu, h je koeficient pfestupu tepla z kapildry do okolniho prostfedi, r: je
vnitfni polomér kapilary, r; je vnéjsi polomér kiemenného téla kapilary a rs je vnéjsi polomér kapilary
véetné polyimidové vrstvy.

Ve vétsiné praktickych pripad( klade nejvétsi odpor prestupu tepla rozhrani mezi vnéjsi sténou

kapilary a okolnim prostredi. V celkovém teplotnim rozdilu je proto dominantni posledni clen
v rovn. 12. Se zanedbanim ostatnich ¢lenli miZeme rovn. 12. zjednodusit na:

-2 13
Q-rf AT, (13)

AT =
2T3'h

V této rovnici je ATso rozdil teplot mezi vnéjsi sténou kapilary a okolim. Vidime, Ze rozdil teplot roste
se ¢tvercem vnitfniho poloméru kapildry ri? a klesd s jejim vnéjsim polomérem rs. Pro lepsi odvod
tepla je tedy vyhodnéjsi, kdyz ma kapildra vétsi vnéjSi polomér. Zasadni roli vSak hraje vnitfni
polomér, ktery se vrovnici vyskytuje v druhé mocniné. Kapilary s mensim vnitfnim polomérem

Tento material je urcen pouze pro vzdélavaci Gcely v rdmci Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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poskytuji proto daleko lepsi odvod tepla. Odvod tepla z vnéjsi stény kapilary do okolniho prostredi
usnadriuje aktivni chlazeni kapilary, at uz termostatovanym vzduchem nebo kapalinou. JelikoZ pravé
tento clen je vcelé rovnici nejvyznamnéjsi, je chlazeni kapildry zasadni pro Gcinné a
reprodukovatelné separace.

Prvni ¢len rovn. 12 popisuje teplotni rozdil mezi stfedem kapilary a jeji vnitfni sténou AT, a jeho

velikost nam tika, jak velky rozdil je vteploté roztoku uprostied a u stény kapilary — jak velky
negativni vliv na ucinnost Jouleovo teplo bude mit.

Q'T‘lz_E'i'dZ (14)
42, 161,

ATxap =

Symbol i zde znaci proudovou hustotu, d vnitini pramér kapilary. | zde, uvnitf kapilary, roste teplotni
rozdil s druhou mocninou vnitfniho poloméru. Tento ¢len rovn. 12 proto také poukazuje na
vyhodnost kapildar mensiho vnitfniho poloméru. Tab. 1 tyto zakonitosti ilustruje prehledem
vypoctenych rozdill v teploté pro kapilary rizného vnitfniho priiméru.

Tab. 1 Teplotni rozdily vypoéitané pro £=300V cm™, i =0,6 A cm™, To = 25 °C, h = 50 — nehybny
vzduch v okoli kapildry, h = 250 — proudici vzduch (2 m s™), h = 550 — rychle proudici vzduch
(10 m s7?). Jednotlivé teplotni rozdily: ATyap — mezi stredem kapilary a vnitfni sténou, ATitemen —
mezi vnitini a vnéjsi sténou kiemenné kapilary, ATp; — mezi vnitfni a vnéjsi stranou polyamidové
vrstvy, ATs_g — mezi vnéjsi sténou kapilary a okolnim prostfedim, AT — mezi stfedem kapilary a
vnéjsim prostiedim. Ty — teplota ve stfedu kapilary.

Vnit¥ni Proud ATiap (°C)  ATiremen (°C)  ATp (°C) ATs_o (°C) AT (°C) Ty (°C)
prameér (um)  (pA)

25 11,8 0,05 0,08 0,04 6,0 (h = 50) 6,2 31,2
1,2(h=250) 1,4 26,4
0,6(h=550) 0,8 25,8
50 47,1 0,19 0,19 0,16 240(h=50) 245 49,5
48(h=250) 53 30,3
2,2(h=550) 2,7 27,7
75 1060 0,42 0,29 0,37 54,1(h=50) 552 80,2
10,8 (h=250) 11,9 36,9
49(h=550) 6,0 31,0

ZTab. 1 je dobre patrné, Ze k celkovému rozdilu mezi stfedem kapilary a okolnim prostfedim AT
pfispiva daleko nejvice ¢len ATg_q, tedy rozdil mezi vnéjsi sténou kapilary a okolnim prostfedim, jak
jiz bylo zminéno vyse. Tento rozdil je fadové vyssi nez ostatni prispévky a bez proudéni vzduchu mize
u 75um kapilary dosahnout hodnoty 55 °C, pficemz roztok uvnitf kapildry je zahraty na 80 °C.

Tento material je urcen pouze pro vzdélavaci Gcely v rdmci Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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Z hodnot je dale patrna vyhodnost kapilar malého vnitfniho pridmeéru, protoZe snizenim vnitiniho
priméru ze 75 um na 25 um se snizi teplota uvnitf kapilary z 80 °C na 31 °C. Na 75um kapilare je
dobfe ilustrovan zdsadni vliv aktivniho chlazeni. Zatimco ve stojatém vzduchu se roztok v kapilare
zahfeje na 80 °C, pfi proudéni vzduchu o rychlosti 10 m s™* se zahfeje pouze na 31 °C, tedy o 6 °C nad
teplotu okolniho prostredi.

Do kapilary ale teplomér nenacpete

Vypocet teploty uvnitf kapildry je Casto prakticky nemozny, protoze nezndme vSechny proménné.
Méreni teploty uvniti kapilary je technicky velmi ndrocné. To, zda se roztok v kapilafe vyznamné
zahfiv4, je ale mozné celkem snadno ovérit zmérenim proudu prochazejiciho kapildrou pfi rliznych
hodnotach napéti. Pokud je teplota uvnitf kapildry konstantni, je konstantni i elektricky odpor
roztoku a podle Ohmova zakona (I = U/R) je zavislost proudu na napéti linearni. V. momenté, kdy se
zacne kfivka zavislosti proudu na napéti odchylovat od linedrniho pribéhu, znamena to, Ze se teplota
roztoku v kapildre zvysSuje, coz vede ke snizeni viskozity a zvysSeni prochdzejiciho proudu nad
ocekdvanou hodnotu.

Jak to zchladit

V pfipadé, Ze v naSem systému dochazi k nezaddoucimu prehfivani kapilary, mizeme podniknout
nékolik krok( ke sniZzeni mnoZstvi generovaného tepla ¢i zlepseni jeho odvodu. Jak uZ to tak byva,
vSechny tyto kroky maji své stinné stranky.

a) Jednou mozZnosti je sniZeni vykonové hustoty Q vrovn. 11. Toho Ize dosdhnout sniZzenim
napéti. Tim se ale prodluzuje trvani separace a také disperze zén podélnou difuzi.

b) Vykonovou hustotu je moZzné snizit také snizenim koncentrace zakladniho elektrolytu, ¢imz
se snizi koncentrace nosi¢ll naboje v roztoku a tim také proud. SniZeni koncentrace vsak
snizuje pufraéni kapacitu elektrolytu, a navic mize vést k intenzivnéjsim interakcim analytl
se sténou kapilary.

c) Ddéle je moZno pouZit v zakladnim elektrolytu ionty, které maji mensi mobilitu, se kterou
souvisi mensi vodivost a tim i mensi proud. Zde vSak muiZeme narazit na problém
s elektromigracni disperzi, ktery bude vysvétlen dale.

d) Poutiti kapilary mensiho vnitiniho priiméru vede ke sniZeni proudu a tim potlaceni zahtivani,
jak je vidét z Tab. 1. Zde vSak opét musime délat kompromis, protoZe se zmensujicim se
primérem kapildry se snizuje citlivost nejcastéji pouzivanych zplsob( detekce. Kapilary
malych prlimérd se také snaze ucpdvaji necistotami a kladou velky hydrodynamicky odpor,
takZe je nutné pouzivat vyssi tlaky pfi jejich promyvani.

e) Jak je opét patrné zTab. 1, odvod tepla od vnéjsi stény kapilary Ize zefektivnit pouZzitim
aktivniho chlazeni kapalinou nebo rychlym proudem vzduchu.

Adsorpce analytl na sténu kapilary

Interakce analyt( se sténou kapilary maji v CE vyrazny negativni vliv na Ucinnost separace. Analyty,
které se na kratkou dobu , pfilepi” na sténu kapilary, zaostavaji za zédnou analytu a po svém uvolnéni
se pohybuji na chvostu piku. Proto v takovém ptipadé piky chvostuji. Pokud je interakce extrémné
silna, mGze dokonce dojit k tomu, Ze se analyty zcela naadsorbuji na sténu a vibec neprojdou

Tento material je urcen pouze pro vzdélavaci Gcely v rdmci Pfirodovédecké fakulty Univerzity Karlovy.
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detektorem. Adsorpci obvykle zprostfedkovavaji iontové interakce mezi kladné nabitymi analyty a
zaporné nabitou sténou kapildry, pripadné hydrofilni nebo hydrofobni interakce. Vysoky pomér
vnitfniho povrchu kapilary k objemu, ktery usnadnuje odvod tepla, zvysSuje riziko adsorpce. Adsorpce
je ¢asto velmi vyrazna u velkych peptidl a protein(, protoZe obsahuji mnoho nabitych i hydrofobnich
funkénich skupin.

Mezi metody, kterymi je moiné potlacit adsorpci analytl, patfi pouZiti zakladniho elektrolytu
s nizkym pH, které potlacuje disociaci silanolovych skupin na sténé kapildry a tim snizuje jeji tendenci
adsorbovat kladné nabité analyty. Dalsi moZnosti je dynamické nebo permanentni pokryti vnitini
stény kapilary vhodnym polymerem, pfipadné zvyseni iontové sily roztoku, které vede k tomu, Ze vice
koncentrované ionty zakladniho elektrolytu intenzivnéji soutézi s analyty o mista k adsorpci na sténé
kapilary.

Prispévek detektoru

Detektor, ktery nam v podstaté umoziuje ,vidét piky”“ nikdy neposkytuje signal z nekonecné
kratkého Useku kapilary. Napfiklad u UV absorpcéniho detektoru je redlné mérenym signdlem celkova
absorbance po celé Sifce paprsku, ktery pouzivdme k méreni, jak je vidét na Obr. 6. Na Obr. 6A je
znazornén detektor se Sirokym paprskem. Objem roztoku, ve kterém probiha detekce, ,detekéni
cela”, je pak relativné velky a mame-li dvé kratké zény analytd (Cervend a zelend), které jsou sice
separovany, ale jsou velmi blizko u sebe, ocitnou se v detektoru soucasné a budou detegovany jako
jedna zoéna. Pokud pouZijeme uZsi detekéni paprsek, zmensime tim objem detekéni cely a
zaznamendme zelenou a cervenou zonu oddélené. Z toho je patrné, Ze nevhodnd konstrukce
detektoru muiZe znehodnotit peclivé optimalizovanou separaci v kapilafe a byt jsou oba analyty zcela
oddéleny, mohou byt nakonec detegovany jako jeden pik.

detektor detektor

Obr. 6 Vliv velikosti detekéni cely.

Pro prispévek objemu detekéni cely k celkové disperzi plati podobny vztah jako pro prispévek délky
davkované zény vzorku:

g2 IBET (15)
DET 12

Vzhledem k tomu, Ze v CE probiha detekce casto pfimo v kapilare, byva tento prispévek k disperzi
zanedbatelny, je vsak tfeba jej mit na paméti pfi konstrukci novych detektortd apod.
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Elektromigracni disperze

Poslednim jevem, ktery mlZe zhorSovat ucinnost separace a kterému se budeme vénovat, je
elektromigracni disperze, kterd se projevuje velmi typicky tim, Ze deformuje piky do tvaru
trojuhelniku. Jeji vysvétleni bude trochu obsirné, zacneme u podminky kontinuity proudu.

Kontinuita elektrického proudu

Ve vsech mistech po délce kapilary musi téct stejné velky elektricky proud, protoZe nosi¢e naboje,
které proud zprostfedkovavaji — kationty a anionty, se nemohou jen tak objevit a zase zmizet, ale
musi plynule proudit kapilarou. To je naznaceno na Obr. 7.

h l,

Obr. 7 Kontinuita elektrického proudu v kapilare.

Analogie s ficnim proudem

Kdyz si predstavime feku, kterd se vjednom misté zuzuje, mizeme lépe vidét disledky podminky
kontinuity. Pfredpokladejme, Ze voda na Obr. 8 by proudila stejnou rychlosti ve vSech ¢astech reky.
V takovém pfipadé by za minutu proteklo uZsi ¢asti feky méné m3 vody ne? jejimi $irsimi ¢astmi.
V disledku toho by se voda zadrZovala v levé Sirsi Casti feky a chybéla by v pravé Sirsi ¢asti reky,
protoZe (stejné jako ionty v kapildfe) voda nemlzZe na jednom misté zmizet a na jiném se zase
objevit. Z téchto dlvod( je v uzsim misté reky vétsi linedrni rychlost toku, aby tento tok prenesl za
minutu stejny objem vody jako pomalejsi tok v Sirsi ¢asti.

Obr. 8 Analogie s ficnim proudem.

A jak to funguje v kapilare?

Uvnitf elektroforetické kapilary je elektricky proud prenasen ionty. Podobné jako je tomu u proudu
vody v fece, elektricky proud (ndboj prfeneseny za ¢as) musi byt konstantni ve vsech ¢astech podél
kapildry, protoZe ionty jako nosi¢e naboje nemohou mizet a zase se objevovat. Nachazi-li se
v kapilare zéna, v niz je nizsi koncentrace iontl (prostfedni ¢ast kapilary na Obr. 9), tato zéna bude
mit nizsi schopnost prendset elektricky naboj (neboli vést elektricky proud), tzn. Ze tato zéna bude
mit nizsi elektrickou vodivost. Podobné jako v pfikladu s fekou musi ionty vtéto casti migrovat
rychleji, aby prenesly stejné mnoZstvi ndboje za ¢as jako ionty v ¢astech, kde je vodivost vétsi.
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Obr. 9 Kontinuita elektrického proudu uvnitf kapilary.

Ale jak to udélaji? Elektroforeticka mobilita pfece nezavisi na vodivosti roztoku...

Rychlost migrace je dana soucinem mobility a intenzity elektrického pole. JelikoZ mobilita se
s vodivosti roztoku neméni, musi se pro zrychleni migrace lokalné zménit intenzita elektrického pole.
Situaci v kapilafe si mliZeme predstavit jako tfi rezistory zapojené v sérii (Obr. 10). Hodnota
elektrického proudu musi byt na vSech tfech rezistorech stejnd. Celkovy rozdil elektrického
potencialu, ktery je na rezistory vloZen, je mezi rezistory rozdélen nerovnomérné. Na rezistoru
s vy$Sim odporem (a nizsi vodivosti) bude vétsSi rozdil potencialu (,spotfebuje se zde vétsi cast
celkového napéti“). Toto vétsi napéti umozni, aby rezistorem tekl stejny elektricky proud, jako
rezistory s mensim odporem, na kterych bude mensi napéti, coz je v souladu s Ohmovym zdkonem.

09 0 , © 0,00,
0° %o

—_— > —_—
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Obr. 10 Vyjadreni kontinuity proudu uvnitt kapilary pomoci rezistor( zapojenych do série

A ted ta disperze

Jednim z projevd vySe uvedeného principu je elektromigracni disperze. Predstavme si kapilaru
(Obr. 11) a zabyvejme se pouze kationty. Pochopitelné jsou v kapilare pfitomné i anionty, které
kompenzuji ndboj kationt(, ale pro jednoduchost je nyni budeme ignorovat.
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Obr. 11 Elektromigracni disperze

Kapilara je naplnéna zakladnim elektrolytem, jehoz kationty jsou na Obr. 11 vybarveny Cervené. Ve
stfedni Casti kapilary je zdéna, kterd obsahuje modfe vybarvené kationty analytl v podobné
koncentraci, ale s vétsSim hydrodynamickym polomérem a tedy nizsi mobilitou: panat < Usce

Diky tomu bude odpor modré zény analytu vétsi, nez odpor zdkladniho elektrolytu Ranayt > Rsce.
Kdyby byl rozdil potencialu rozlozen rovnomérné po délce kapilary, z Ohmova zdkona by vyplyvalo, ze
zénou analytu by protékal mensi elektricky proud. Jak bylo vysvétleno vyse, k takové situaci nemuze
dojit, protoZe musi byt zachovana kontinuita proudu. Rozdil potencidlu bude proto podél kapilary
rozloZen tak, Ze v zéné analytu bude lokalné vy3si intenzita elektrického pole Eanalyt > Esce. VySSi
intenzita nuti modré kationty analytu migrovat rychleji. Kdyz ale domigruji do zakladniho elektrolytu,
dalsi kationty, které migruji za nimi. Kationty analytu se timto zplsobem hromadi na rozhrani zény
analytu a zakladniho elektrolytu.

Na opacném konci zony analytu se odehrava opacny proces. Vysledkem je typicky trojuhelnikovy tvar
pikd ovlivnénych elektromigracni disperzi. V tomto pripadé piky chvostuiji.

Samoziejmé, pokud budou mit kationty analyt( vyssi mobilitu nez kationty zadkladniho elektrolytu,
elektromigracni disperze se bude odehravat opacné a trojuhelnikové piky nebudou chvostovat, ale
tzv. frontovat (budou rozmyté vpredu).

Obr. 13 llustruje rozdil mezi tvarem piku rozmytého elektromigracni disperzi a adsorpci analytu na
sténu kapilary.
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Elektrodisperze

odezva
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cas
Obr. 13 Srovnani deformace pik(l zplsobené elektromigracni disperzi a adsorpci analytu na sténu

kapilary

Elektromigracni disperzi je mozné potlacit dvéma zpUsoby:

a) Volbou jiného iontu v zdkladnim elektrolytu, ktery bude mit podobnou mobilitu jako analyty.

b) Naredénim vzorku nebo zvySenim koncentrace zékladniho elektrolytu. Efekt elektromigracéni
disperze je vétsi, kdyzZ jsou koncentrace iontll analytd a zakladniho elektrolytu srovnatelné.
Pokud je koncentrace analyt( vyrazné nizsi, disperze je do jisté miry potlacena.
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