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Instrumentace
aneb
co mame za hracky

Jednou z velkych vyhod elektroforézy jsou nizké ndroky na instrumentaci. Potfebujeme:

1) zdrojvysokého napéti pfipojeny na dvé elektrody, které jsou v kontaktu s roztokem zakladniho
elektrolytu

2) separacni prostor (kapilara, vrstva gelu, Cip)

3) zafizeni pro davkovani vzorku

4) néjakou formu chlazeni separaéniho prostredi (neni nezbytné, ale velmi vhodné)

5) detektor, ktery poskytne odezvu pfi prichodu analyt(

Vidime, Ze ve srovnani s do jisté miry konkurenéni vysokoucinnou kapalinovou chromatografii (HPLC),
jsou naroky celkem nizké. V HPLC je nutno pracovat za vysokych tlak(, coz klade vysoké naroky na
tésnost spojd, dale je nutno minimalizovat mrtvé objemy v ramci systému, nemluvé o tom, Ze
separacni prostor — chromatograficka kolona — je fadové drazsi nez elektroforeticka kapilara, gel nebo
cip.

Nas kurz je zaméfen prevdiné na separace provadéné v kapilate, takze s ni zacneme. O
elektromigracnich separacich na ¢ipech a v gelech bude strucné pojedndno v dalsich lekcich. Je tfeba
poznamenat, Ze separace na gelech nejsou rozhodné zanedbatelné, hraji vyznamnou roli v biochemii.

Zdroj vysokého napéti

V praktickém analytickém vyuziti CE se samotnym zdrojem vysokého napéti obvykle pfilis nezabyvame.
Pouzivame-li néjaky komercni pfistroj, byva zdroj jeho neoddélitelnou soucasti. Zdroj napéti zpravidla
umoznuje vlozit mezi elektrody potencidlovy rozdil o velikosti do 30 kV. Vyssi napéti pristroje obvykle
neumoznuji, protoze by mohlo dochazet k vybojliim mezi elektrodami. Kdyz chceme vidét blesky, radsi

se podivame za bourky na nebe, nemusime si kvili tomu kupovat pfistroj .

Elektrody

Co se tyce elektrod, jsou z inertniho kovu, bud’ z platiny nebo slitiny platiny a iridia, aby nedochdzelo
k jejich poskozeni, protoze nékdy se pracuje i v relativné silné kyselych nebo zédsaditych roztocich. Navic
na elektrodach v prlibéhu méreni probiha elektrolyza, kterd umoznuje pfechod elektrického naboje
z elektrody do roztoku a obracené. Elektrody z méné uslechtilych materidld by se tedy mohly
rozpoustét nebo pokryvat vrstvou oxidu.

V komercnich pfristrojich se vyskytuji dvé varianty usporadani. Bud' je elektroda tvofena kovovym
dratem, ktery je do nadobky s BGE umistén vedle kapilary, nebo tvofi trubicku, skrz niZ do roztoku
prochazi kapilara. Obé varianty maji svoje vyhody a nevyhody. Vyhodou trubickového usporadani je
vétsi robustnost (trubicka ma vétsi primér a je pevnéjsi nez drat, takze se tak snadno neohne a
nezlomi). Na druhé strané vznikad prostor mezi vnitfni sténou trubicky a vnéjsi sténou kapilary, ve
kterém se miZe zadrZovat malé mnoZstvi roztoku. M(zZe tak dochazet ke vzdjemné kontaminaci
roztokd, do nichz se v prlbéhu méreni kapilara s elektrodou postupné ponoftuji. V pfipadé béznych
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aplikaci je tento problém naprosto zanedbatelny. Pokud se ale pracuje napfiklad s enzymy a jejich
substraty, zafazuje se ¢asto mezi ponoreni elektrody s kapildrou do roztoku enzymu a substratu jesté
jeji ,oplachnuti” ponofenim do nadobky s vodou.

Proud jako indikator problémti

Proud protékajici kapildrou ma hodnotu fadové jednotek az desitek pA. BEhem méreni je vhodné
zaznamenavat a pribézné sledovat hodnotu proudu a jeji ¢asovy priibéh. Ma-li proud stabilni hodnotu
po celou dobu separace, jako je tomu na Obr. 1A, je to dobré znameni. Pokud proud kolisa, byva to
znamkou néjakého problému.
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Obr. 1 Casovy priibéh hodnoty proudu pti elektroforetické separaci. A) Idedlni stav, proud je stabilni.
B) Pad hodnoty proudu k nule pred Sestou minutou znaci problém a nepouZitelnost tohoto méreni.
C) Elektroferogram s dvéma analyty (oznacenymi Cisly 1 a 2) a nerealisticky Uzkymi piky (tzv. spiky)
zpUsobenymi vznikem mikrobublinek ¢i jinymi nezadoucimi jevy.

Obvykle se snazime pracovat za takovych podminek, aby velikost proudu byla spiSe v jednotkach i
nizsich desitkach pA. Pokud nemdme na vybér a musime pracovat v podminkach, kdy se proud blizi
k hodnoté 100 pA, méli bychom byt obezfetni, protozZe je zde velmi realné riziko prehtivani roztoku
v kapilare, které muizZe pUsobit zhorseni Ucinnosti separace, nestabilitu elektrického proudu nebo
snizeni reprodukovatelnosti méreni. Zahtiva-li se roztok v kapilafe na opravdu vysoké teploty, mize
dojit k tvorbé mikrobublinek, které se na signalu UV detektoru projevuji jako ostré, nerealisticky Uzké
piky. Ty se ¢asto oznacuji anglickym vyrazem spike. V ¢estiné se jim pak vétsSinou nehezky necesky fika
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»spajky”. MlZeme je vidét na Obr. 1C. V extrémnim pripadé muze dojit i k vytvoreni tak velké bubliny,
Ze zabere cely prarez kapilary, ¢imz prerusi elektricky obvod, dojde k poklesu proudu k nule (Obr. 1B)
a vmeéreni nema smysl ddle pokracovat. Kapildru je nutno promyt a zacit dalsi méfeni, idealné
s podminkami, za kterych potece mensi proud.

Na Obr. 1 si mlzZete také povsimnout, Ze proud na zac¢atku méreni postupné nabiha na stabilni hodnotu
od nuly. Obvykle se totiz doporucuje nevlozit v jednom okamziku celych 30 kV, ale pouzit tzv.
potencidlovou rampu, kdy se hodnota napéti linedarné zvysuje z0 na 30 kV (nebo jinou zvolenou
hodnotu) béhem nékolika prvnich sekund (napf. béhem 0,1 min =6s). Udava se, Ze potencidlova rampa
pomdha zmirnit nékteré nezadouci prechodové jevy tim, zZe si systém na vysoké napéti , postupné
zvykne” a neutrpi takovy Sok.

Kapilara

V CE se separace obvykle provadéji v kapilarach z taveného kfemene, které maji vnitfni primér 50
nebo 75 pum. Vétsi vnitfni prdmeéry se prakticky nepouzivaji, protoze, jak jsme vidéli v minulé lekci,
prochazi jimi vétsi proudy a hlre se z nich odvadi teplo. Mensi vnitfni priméry se v nékterych
pfipadech pouzivaji (5, 10 ¢i 20 um), predevsim tam, kde se pracuje s vysoce vodivymi BGE. Kfemenna

kapildra je potazena vrstvou polyimidu, ktera ji propUjcuje pruznost, protoZze samotny taveny kifemen
je velmi krehky a stocit takovou kapilaru bez vrstvy polyimidu do pfistroje je prakticky nemozné.

Obr. 3 A) Elektroforetické kapilary o riznych primérech s odstranénou vrstvou polyimidu na konci.
B) Keramické desticky pouZivané k fezani kapilar.

V komer¢nich pfistrojich byva délka kapildry volitelna s tim, Ze nejmensi délka, kterou Ize do pfistroje
namontovat je zhruba 30 cm. Horni hranice neexistuje, ale pouzZiti kapildr delSich nez 100 cm je
nepraktické a vyskytuje se vyjime¢né. Kapildry je mozno koupit jiz nafezané na danou délku. Castd a
vyrazné levnéjsi varianta je nakoupit delSi kus kapilary vcelku (desitky metrd) a pak si kapilaru ufiznout
na vzdalenost, kterd ndm vyhovuje. Na fezani kapilary existuji rizné rezacky, nejjednodussi a oblibenou

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 3



3 —Instrumentace Elektromigraéni metody

variantou je ale prostd keramicka desticka, jejiz hranou se kapildra z jedné strany nafizne a pak se
kapildra ohnutim zlomi. Nékteré studie ukdzaly, Ze ucinnéjSich separaci se dosahuje, pokud je konec
kapilary rovny, neni roztfepeny nebo seSikmeny. Nepravidelny tvar konce kapilary zplsobuje
nehomogenitu elektrického pole na vstupu do kapildary a tim deformaci elektroforetickych zoén.
Ufiznutou kapilaru je proto vhodné zkontrolovat lupou, pripadné mikroskopem. Na koncich kapilary se
doporucuje odstranit polyimid, ktery muiZe v nékterych roztocich botnat, zvétSovat svlj objem a
prekryvat vstup do kapilary. Na Obr. 3A jsou vidét kapilary tfi rdznych vnitfnich primérq. Je zde také
vidét, Ze na konci je odstranéna vrstva polyimidu (v tomto ptipadé opalenim zapalovacem a otfenim
bunic¢inou namocenou do lihu). Na Obr. 3B jsou pro ilustraci dvé keramické desticky, které se pouzivaji
k fezani kapilar.

Davkovani vzorku

V komerénich pristrojich se vzorek do kapilary vpravuje v zasadé dvéma zplsoby, hydrodynamicky
nebo elektrokineticky.

Hydrodynamické davkovani

Tento zplsob davkovani je zaloZen na vytvoreni tlakového rozdilu mezi vstupnim a vystupnim koncem
kapilary. V pocatcich CE byl tento rozdil realizovan vyzdvihnutim vstupni nadobky tak, aby hladina
roztoku BGE v ni byla o nékolik centimetr( vys neZ hladina ve vystupni nadobce. ProtoZe se jedna o
spojené nadoby, vede takové vyzdvihnuti k toku kapaliny smérem ze vstupni do vystupni nadobky.
Tento zpUsob se v modernich pfistrojich nepouziva proto, Ze z praktickych dlvodl je mozné vytvorit
maximalni rozdil hladin zhruba 20 cm, takze rozdil tlak( neni pfilis vysoky a davkovani musi probihat
relativné dlouho. Druhym problémem je horsi reprodukovatelnost tohoto davkovani.

Rozdilu tlaku se dnes proto dosahuje zpravidla natlakovanim vstupni nadobky se vzorkem vzduchem
nebo inertnim plynem (analogickou mozZnosti je vytvoreni podtlaku v nddobce vystupni). Natlakovani
vzduchu je zajisténo vzduchovym Eerpadlem zabudovanym v pfistroji. K tlakovani inertnim plynem,
nejcastéji dusikem, se pouziva externi tlakova lahev. Davkovaci tlaky v komercnich pfistrojich mohou
byt 5 az 10 kPa a davkovani tak muzZe probihat po dobu nékolika malo sekund. Pro zlepSeni
reprodukovatelnosti neaplikuje pfistroj jednoduse tlak 5 kPa na dobu 5 s (je tfeba si uvédomit, Ze i
natlakovani nadobky nékolik okamzikd trva), ale vyuziva sofistikovany tlakovy program. Na Obr. 4 je
ukazka takového davkovaciho programu. Tento program je soucasti software a uZivatel jej nijak
neupravuje, pouze nastavi hodnotu tlaku a délku davkovani.
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Obr. 4 Priklad tlakového programu pouzivaného komerénim pfistrojem pro davkovani vzorka tlakem.

Elektrokinetické davkovani

Druhou hojné rozsifenou moznosti je davkovani vzorku tim, Ze se mezi konce kapilary vloZi na kratkou
dobu napéti, zatimco je vstupni konec kapilary ponofen do vzorku a vystupni konec do roztoku BGE.
Nevyhoda tohoto zplsobu davkovani spocivd vtom, Ze k pohybu analytl do kapilary dochazi
kombinaci EOF (je-li pfitomen) a vlastni migrace analytl. Analyty, které maji vétsi mobilitu se tak
nadavkuji ve vétsSim mnozstvi nez analyty, které migruji pomaleji nebo dokonce v opacném sméru.
Elektrokinetické davkovani vsak s sebou nese jesté dalsi prvek, ktery mize byt jak vyhoda, tak
nevyhoda. Jedna se o jev, ktery lze pouZit k zakoncentrovani analytl ze vzorku.

Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole

Tento jev se v angli¢tiné nazyva field-amplified sample stacking (FASS). Variantou pak je field-amplified
sample injection (FASI). VyuZiva se pfi ném jev( spojenych s podminkou zachovani elektroneutrality a
kontinuity, které vedou k elektromigracni disperzi. Tyto jevy byly popsany v pfedeslé lekci, takzZe si je
v pfipadé potieby miizete ozZivit. Zdkladem je to, Ze pokud je zdna vzorku vyrazné méné vodiva nez
zéna zakladniho elektrolytu, vynuti si v ni podminka elektroneutrality a kontinuity lokalni zvySeni
intenzity elektrického pole. Diky tomu se v zéné vzorku analyty pohybuji rychleji. KdyZz dospéji na
rozhrani zény vzorku a zakladniho elektrolytu, dostavaji se do oblasti s méné intenzivnim polem, coz
vede ke zpomaleni jejich pohybu. V disledku toho je dalsi ionty analytu ,,dohanéji“ a analyt se tak na
tomto rozhrani zakoncentrovava. llustraci tohoto procesu s vyuzitim analogie s fiénim proudem z
minulé lekce 2 — U¢innost separace nabizi prezentace Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS),
ktera je soucasti této lekce v Moodle.

Popsaného principu lze vyuZit v zasadé dvojim zplsobem. Jednou z mozZnosti je technika field-amplified
sample stacking (FASS), pfi které se vzorek do kapildry davkuje hydrodynamicky a nasledné
zakoncentrovani probiha s obéma konci kapilary ponofenymi do roztoku BGE. Nadavkované mnozstvi
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analytl je tedy stejné jako pfi hydrodynamickém davkovani, ale zaostfi se do uzsi zony, coz vede ke
vzniku uzsich a vyssich pik(, tedy ke zvyseni Ucinnosti separace.

Druhou variantou, kterou je mozné vyrazné i o nékolik Fadud zvysit citlivost méfeni, je field-amplified
sample injection (FASI). Pfi této technice je vzorek davkovan elektrokineticky a napéti je tedy vkladano
v okamziku, kdy je vstupni konec kapildry ponofen do roztoku vzorku a vystupni konec do roztoku BGE.
Diky tomuto usporadani migruji ze vzorku dalsi a dalsi analyty k rozhrani s BGE a zde se hromadi. Pfi
pouziti delsi doby davkovani je mozné zvysit timto zplsobem koncentraci analytu na rozhrani vzorku a
BGE ve srovnani s koncentraci v pdvodnim vzorku o nékolik fadd. Rozdil mezi FASS a FASI ilustruje
Obr. 5.

tlak napéti napéti napéti
vzorek vzorek
davkovani zaostreni davkovani zaostFenf
a separace a prekoncentrace a separace

Obr. 5 Porovnani pribéhu davkovacich technik A) field-amplified sample stacking (FASS) a B) field-
amplified sample injection (FASI).

Techniku FASI je mozZné ptrimo pouzit, pokud pracujeme se vzorky, které maji samy o sobé velmi nizkou
vodivost. Pokud maji vodivost vyssi, je moZno je nafedit vodou a poté ddvkovat. V idealnim pfipadé
vyrazné zvyseni citlivosti prebije nafedéni vzorku pfed davkovanim. DalSi moZnosti, jak snizit vodivost
vzorku, je jeho nafedéni vhodnym organickym rozpoustédlem, napfiklad acetonitrilem. Ukdazka
praktického vyuziti této techniky je na Obr. 6. MliZeme zde vidét elektroferogramy stanoveni
se pridava do chladicich kapalin, Cisticich prostfedk( apod., aby se predeslo jejich ndhodnému poziti).
Na Obr. 6A je méreni vzorku chladici kapaliny nafedéného vodou 1:9 po hydrodynamickém davkovani
tlakem. Na Obr. 6B je vidét, Ze pfi poutziti elektrokinetického davkovani a techniky FASI dojde ke
zvétseni piku analytu. Na Obr. 6C je dobre patrné, jak sniZzeni vodivosti vzorku nafedénim acetonitrilem
misto vody jesté vyrazné zvysi odezvu analytu.

Variantou FASI je technika zvana large-volume sample stacking. Zde je zakoncentrovani zaloZzeno na
stejném principu jako u FASI. Davkovani vsak probiha velmi dlouhou dobu, takZe se az % délky kapilary
naplni vzorkem, pfiéemz analyty jsou zakoncentrovany na rozhrani vzorku a BGE. Protismérnym tlakem
se zona zakoncentrovanych analytl nasledné posune zpét na zacatek kapilary. Pfi tom se odstrani
matrice vzorku z kapilary. Nasledné se vloZi separacni napéti a dojde k separaci.
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Obr. 6 Stanoveni denatoniového kationtu (oznacen Sipkou) v chladici kapaliné. A) Vzorek narfedén
vodou 1:9, ddvkovani 5 kPa x5, B) vzorek nafedén vodou 1:9, davkovani 5 kV x 30 s, C) vzorek nafedén
acetonitrilem 1:9, davkovani 5 kV x 30 s.

| v pripadech, kdy ma vzorek vyssi vodivost, Ize provadét jeho zakoncentrovani zesilenim pole. Takovou
moznost nabizi pH-mediated sample stacking. Technika je zaloZena na sniZeni vodivosti zony vzorku
potlacenim disociace slabé kyseliny nebo slabé zadsady. Pro pfipad, kdy je analytem kation je tato
technika ilustrovana na Obr. 7. Mame vysoce vodivy vzorek, ktery obsahuje kationtovy analyt A* a jako
protiion vysoce pohyblivé chloridy, které maji vysokou iontovou vodivost. BGE obsahuje sodné kationty
a anionty slabé kyseliny — octanové anionty.

V prvnim kroku (Obr. 7A) je vzorek umistén na vstupni konec kapilary.

V druhém kroku (Obr. 7B) je vloZeno elektrické pole, v némz chloridové anionty ze vzorku migruji
doleva —ven z kapildry, zatimco kationty analytu migruji doprava do kapildry, kde ziskaji jako protiionty
octanové ionty ze zakladniho elektrolytu.

Ve tretim kroku (Obr. 7C) je na vstupni konec kapilary umisténa nadobka se silnou kyselinou HCI.

Ve Ctvrtém kroku (Obr. 7D) je opét vlozeno elektrické pole, ve kterém chloridy z HCI migruji ven
z kapildry, zatimco ionty H* migruji dovnitf do kapilary, kde protonuji octanové ionty (silna kyselina HCI
potladi disociaci slabé kyseliny CH;COOH). Reakci dle rovnice:

CHsCOO™ + H* - CH3COOH

dojde k zaniku dvou nabitych ¢astic (véetné vysoce vodivého H*) a vzniku neutralni molekuly. Diky tomu
se vyrazné zmensi vodivost zény na vstupnim konci kapilary a miZe se zde uplatnit zakoncentrovani
analyt(l na rozhrani s roztokem BGE podle principu FASS.

Stejnym zplisobem ovsem s pouZitim obracené polarity napéti, soli slabé zas. misto soli slabé kys. a

silné zas. misto silné kys., je moZné realizovat tuto techniku i v pfipadé, Ze analyty jsou anionty.
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Obr. 7 Zakoncentrovani analytu prostiednictvim zmény pH (pH-mediated sample stacking).

Zakoncentrovani muze probihat i na principu prechodné izotachoforézy, anglicky transient
isotachophoresis, kdy je vzorek davkovan mezi vedouci a koncovy elektrolyt. Princip izotachoforézy
jako samostatného separacéniho mdédu bude vysvétlen v nasledujicich lekcich.

Existuji i dalsi moznosti a varianty zakoncentrovani vzork(, jejich podrobny vycet vsak neni pfedmétem
této predndsky.

Specialni davkovace

Komercni pfistroje zpravidla umoZniuji obé vySe popsané metody davkovani, hydrodynamické
zprostfedkované natlakovanim nadobky se vzorkem i elektrokinetické prostfednictvim vloZeni
elektrického pole. V soucasnosti umoziuje pouziti tlakovych programd, jako je ten na Obr. 4,
dostatecné presné a reprodukovatelné davkovani, nicméné v pribéhu vyvoje instrumentace tomu
vzdy tak nebylo a byly navrZzeny, zkonstruovany a vyuZivany i rlizné dalsi specialni davkovace zalozené
napfiklad na rlznych typech davkovacich ventil(l. Dnes se pouZivaji v nékterych starSich nebo po
domacku vyrobenych pfistrojich. Mohou byt vyuZity i pro specialni aplikace, kterym standardni zplsob
davkovani z néjakého divodu nevyhovuje.

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 8



3 —Instrumentace Elektromigracni metody

Chlazeni

Chlazeni kapilary se zajistuje bud rychle proudicim termostatovanym vzduchem nebo
termostatovanou chladici kapalinou. Chlazeni vzduchem je pfirozené méné ucinné neZ chlazeni
kapalinou. Na druhé strané nutnost poutziti specialnich chladicich kapalin instrumentaci komplikuje a
prinasi s sebou i riziko Uniku kapaliny vlivem netésnosti. Takovy Unik pak mlze znehodnotit vysledky
méreni. Rlzni vyrobci voli jednu nebo druhou variantu. V soucasnosti jsou na trhu jak pfistroje, které
maji dostatecné efektivni chlazeni vzduchem, tak pfistroje, v nichzZ se kapildra chladi kapalinou, a které
maji vyfeSenou tésnost chladiciho okruhu.

Detektory

Z6ny, které prochazeji kapilarou, zpravidla nemizeme sledovat pouhym okem. Jednak vétsina analytt
neni barevnd, jednak je kapildra pokryta vrstvou polyimidu, ktera neni transparentni. Navic detekce
pouhym okem by nebyla pouZitelna pro spolehlivou kvantifikaci analytd.

Pro kapilarni elektroforézu byla, podobné jako pro ostatni separacni metody, vyvinuta celd rada
rznych detektor(. JelikoZ se jednd o detekci analyt( v proudici kapaling, ¢ast detektorl je shodna
nebo velmi podobna detektorim pro kapalinovou chromatografii. Vramci této prednasky se
nebudeme vénovat vsem detektorlim, o kterych lze najit zminky v literature, ale zaméfime se na ty,
které se v praxi nejCastéji pouzivaji. Jsou to detektory UV/VIS absorpéni, fluorescenéni a bezkontaktni
vodivostni. Vyznamnou roli zastdva pouziti hmotnostniho spektrometru. Této technice jsou vsak
vénovany samostatné kurzy, takze zde ji rozebirat nebudeme.

UV/VIS absorpéni detektor

Komercni pfistroje jsou standardné vybaveny timto typem detektoru s diodovym polem. Usporadani
je vidét na Obr. 8. Pobliz vystupniho konce kapilary je umistén zdroj zareni (obvykle deuteriova
vybojka), kterd vysila zareni pres kapilaru. Roztok prochazejici detekénim okénkem na kapilare
absorbuje ¢ast zareni ze zdroje. Proslé zafeni je nasledné rozloZzeno na difrakéni mfizce a dopada na
pole fotodiod, které zaznamenavaji intenzitu zareni jednotlivych vinovych délek. Vyhodou tohoto
usporadanije, Ze je mozné méfit celé spektrum v kazdém okamziku analyzy a ziskdvame tak v podstaté
3D data. Na jedné ose je migracni ¢as, na druhé ose je absorbance a na tfeti ose je vinova délka detekce.
UV spektra je pak mozné poutzit k identifikaci analyt(.

Difrakéni mrizka

AN

Deuteriova
vybojka
- ybo]

e

Pole fotodiod

Obr. 8 Usporadani ptistroje pro CE s UV/VIS detektorem s diodovym polem.
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V misté, kudy prochazi zafeni z detektoru, musi byt z povrchu kapildry odstranén polyimid, ktery zareni
nepropousti. Toto tzv. detekéni okénko se mize vytvofit nékolika zpUsoby: (i) tepelné - opalenim vrstvy
polyimidu plamenem nebo zhavenym dratem, (ii) mechanicky - odstranénim polyimidu Ziletkou, (iii)
chemicky - kapkou koncentrované kyseliny sirové, ktera se nazhavi pajkou. Rovnéz je mozné koupit jiz
narezané kapilary s pripravenymi detekénimi okénky, ty jsou vSak nepomérné drazsi.

Zfejmou nevyhodou UV/VIS absorpéni detekce v CE je velmi kratkd optickd draha paprsku
v absorbujicim prostfedi. Zatimco v molekulové absorpc¢ni spektrometrii obvykle pouZivame kyvety o
délce optické drahy 1 cm, v CE probihd absorpce pouze napfic kapilarou, tedy na draze dlouhé 50 um,
coz je 200x kratsi usek. Tuto nevyhodu nékdy vyrobci fesi pouzitim kapilary s, bublinkovou celou”
anglicky bubble cell, ktera je znazornéna na Obr. 9. Opticka draha v rozsifené ¢asti cely je trikrat delsi,
tim padem je trikrat vyssi i citlivost detekce. Tento typ kapildry je samoziejmé vyrazné drazsi nez
klasicka kapildra a je velmi citlivy na sprdvné umisténi ,,bubliny” do detektoru.

Obr. 9 Bublinkova cela (bubble cell) ktera trojndsobné prodluzuje optickou drahu detekce.

Druhou moZnosti je pouZziti Z-cely (Obr. 10). Uporadani tohoto zafizeni je podobné tomu, co se pouziva
pro UV/VIS detekci v kapalinové chromatografii. Zde je prodlouzeni optické drahy jesté vyrazné vétsi.
Nevyhodou je komplikovana montdz kapilar do cely a také nutnost velmi rovného fezu konct kapilary,
které se do cely zasouvaji. Nerovnosti na fezu by zpUsobily vznik netésnosti nebo mrtvych objema a
s nim spojené snizeni U¢innosti separace.

A

Kfemenné télo Vyménna kapilara

Boéni Kfemenna cela

i L
\\ )Zﬁ Draha paprsku

okénka

Vyménna kapilara

Obr. 10 Z-cela pro vysokou citlivost UV/VIS detekce. (A) Schématické znazornéni, (B) fez readlnym
provedenim detekéni cely.
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Nepirima UV detekce

CE ndm na rozdil od HPLC nabizi jednu zajimavou moZnost, a tou je nepfima UV detekce. V roztoku
uvnitt kapildry musi byt zachovavdna elektroneutralita. Pokud budou nasim analytem kationty, pak
jejich kladny ndboj musi byt v roztoku kompenzovdn néjakymi anionty. Stejné tak anionty pfitomné
v BGE kompenzuji naboj kationtli BGE. Po zahajeni separace kationty analyti své plvodni anionty
ztrati, protoze migruji opacnym smérem. Primigruji k nim vSak anionty z BGE, které pak kompenzuji
jejich kladny néboj. Pokud jsou v néjaké zoné pritomny kationty analytl, vytésni z této zény Cast
kationt(l zakladniho elektrolytu, aby byla zachovana elektroneutralita. Pokud nas analyt neabsorbuje
UV/VIS zéareni a kation zakladniho elektrolytu zareni absorbuje, dojde k tomu, Ze v zéné analytu
poklesne absorbance. To se na elektroferogramu projevi jako negativni pik. Dosazeni nepfimé UV
detekce je tedy velmi prosté. Staci pouze v BGE pouzit ion, ktery absorbuje UV nebo viditelné zareni.
V ptipadé, Ze jsou analyty kationty, pouzijeme absorbuijici kation, v pfipadé, Ze jsou analyty anionty,
pouzijeme absorbujici anion. Rozdil mezi pfimou a nepfimou detekci ilustruje Obr. 11.
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020 0%% 0 ‘e %0 o%°%0e
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510 5 5 t
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Obr. 11 Schématické znazornéni rozdild mezi pfimou (A) a nepfimou (B) UV/VIS detekci. Ukazka
elektroferogramu ziskaného pfi pfimé (C) a nepfimé (D) detekci.

Fluorescencni detekce

V ptipadé, Ze mame analyty, které vykazuji fluorescenci, nebo jsme schopni je derivatizovat tak, aby
produkty derivatizace vykazovaly fluorescenci, mizeme pouzit velmi citlivy a selektivni fluorescenc¢ni
detektor.

Davod, proc je fluorescencni detektor v principu vyrazné citlivéjsi nez absorpcni, spociva v tom, Ze pfi
fluorescenci mame na zacatku bez pritomnosti analytu prakticky nulovy signal a méfime malé mnoZstvi
zareni, které vznika fluorescenci malého mnoizstvi pfitomného analytu. Pro dokresleni situace si
muzZeme predstavit, Ze v noci na stadionu sedi lidé potmé a dva z nich rozsviti baterky. Ackoli tam muze
byt celkem nékolik tisic lidi, jsme mezi nimi schopni velmi dobfe najit dva, ktefi rozsvitili. Absorbance
odpovida situaci, kdy na stadionu sedi nékolik tisic lidi s rozsvicenymi baterkami a dva z nich svou
baterku zhasnou. Rozdil bude daleko hlre patrny. To ilustruje také Obr. 12.
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absorpce fluorescence

2 body 742 2 bodv

Obr. 12 Vyssi citlivost fluorescencni detekce ve srovnanim s absorpéni detekei.

Na Obr. 12 je dobre vidét, Ze zatimco rozsviceni dvou bod( z nuly je naprosto zfetelné. Zhasnuti dvou
bod( ze 42 je velmi tézko viditelné, jak se sami presvédcite v domacim ukolu . Obecné receno je
vzdy snazsi sledovat maly pfirlstek néceho tam, kde na pocatku nic neni, neZ sledovat maly ubytek
z relativné velkého pocateéniho mnozstvi.

Fluorescencni detektor byva casto konstruovan tak, Ze emitované zareni je méreno ve sméru kolmém
k excitacnimu zareni. Excitacni zarfeni proslé vzorkem tak neinterferuje se zarenim vzniklym
fluorescenci. Neni to ovsem pravidlem. Existuji komeréni pfistroje, ve kterych se emitované zareni méfi
ve stejném sméru. Excitacni zareni je pak odfiltrovano vhodnym filtrem, coz je moZiné, protoze
emitované zareni ma vzdy o néco vyssi vinovou délku nez zafeni excitacni.

Pro CE a predevsim pro elektroforézu na cipech je dulleZitou variantou detektor slaserem
indukovanou fluorescenci (LIF), ktery poskytuje citlivost dosahujici az k moZnostem hmotnostni
spektrometrie. Stejné jako v pfipadé absorpcni detekce je moziné vyuzit i nepfimou fluorescencni
detekci, pokud do BGE pfiddme ko-ion, ktery ma stejné znaménko ndboje jako analyt a vykazuje
fluorescenci.

Vodivostni detekce

Vzhledem k tomu, Ze BGE jsou vodivé a analyty jsou obvykle rovnéz nabité latky, je mozné k detekci
v CE vyuzit rozdil(i v elektrické vodivosti BGE a zén analyt(. Existuji detektory konstruované tak, ze
elektrody méfici vodivost jsou pfimo v kontaktu s BGE a analyty. Zfejmou nevyhodou takového
usporadani je pravé ten prfimy kontakt. Reakcemi se slozkami BGE nebo samotnymi analyty se
elektrody mohou riizné pasivovat a reprodukovatelnost méreni mize byt problematicka.

Bezkontaktni vodivostni detekce (CCD)

Nékdy je také oznacovéna jako C°D zanglického capacitively coupled contactless conductivity
detection. Konstrukce takového detektoru je na Obr. 13. Kapildra je provliéknuta dvéma elektrodami,
které maji tvar kratkych trubicek. Na prvni z nich je vkladano vysokofrekvencni stfidavé napéti. Tato
elektroda slouzi jako vysila¢. Na druhé elektrodé, ktera slouZi jako pfijimac, je napéti snimano. Snimany
signal se od vysilaného lisi. Odlisnost obou signall je mimo jiné ovlivnéna vodivosti roztoku uvnitf
kapilary v prostoru mezi obéma elektrodami. Tento prostor tvoti , detekéni celu”. Vyhodou je, Ze obé
elektrody mohou byt umistény blizko sebe, prostor mezi nimi mize byt velmi maly a detekéni cela tim
padem muizZe mit nepatrny objem a nepfispivat k rozmyvani pik(. Velkou vyhodou je to, Ze elektrody
nejsou v pfimém kontaktu s roztokem, takze detektor je robustni a stabilni. Vyména kapilary je také
velmi snadna.
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54

Obr. 13 Bezkontaktni vodivostni detektor.

Vodivostni detekce je témér univerzalni. Neni nutné, aby analyty vykazovaly néjakou zvlastni vlastnost,
jako napriklad absorpci UV zareni nebo fluorescenci. Je pouze nutné, aby se vodivost zdny analytu lisila
od vodivosti BGE. Podle toho, zda je zéna analytu vodivd méné nebo vice neZ BGE, je pik pozitivni nebo
negativni. Na Obr. 14 je vidét ukdzka realného zdznamu elektroforetické separace s CCD. Jednd se o
separaci sacharidovych sloZek infuzniho roztoku v boratovém BGE. (Bordt se pro separace sacharidu
nékdy pouZivd, protoZe s nimi vytvdri zaporné nabité estery, které Ize separovat v CE. Jinak je pro
disociaci hydroxylovych skupin neutrdlnich sacharidi nutné pouZiti roztokt o velmi vysokém pH a tedy
i velmi vysoké vodivosti.) Xylitol a mannitol vykazuji mensi vodivost nez BGE, takze jejich piky jsou
negativni. Glukonat, ktery ma disociovanou karboxylovou skupinu, a tedy vétsi ndboj naproti tomu
vykazuje vyssi vodivost a pozitivni pik.

Dalsi vyhodou vodivostni detekce je to, Ze ji Ize bez problém( pouzZivat i s kapildrami malého vnitiniho
prameéru, aniz bychom vyrazné ztraceli citlivost méreni. Separace na Obr. 14 byla provadéna v kapilare
o vnitfnim prdméru 20 pm.

88
Glukonat
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s
Ese |
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Mannitol
85
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84 1 1 1
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Obr. 14 Separace sacharidovych sloZzek infuzniho roztoku v bordtovém BGE s pouzitim CCD.
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Systémové piky

Univerzalnost vodivostni detekce pfinasi i jednu nevyhodu. V CE se objevuji tzv. systémové piky. Ty
jsou zplsobeny poruchami ve sloZeni zdkladniho elektrolytu, které v prlbéhu separace migruji
kapilarou. Jejich ptvod souvisi s tim, Ze nadavkovanim vzorku vloZime do kapilary roztok jiného slozeni,
nez ma zakladni elektrolyt. Tim pferusime kontinuitu slozeni roztoku v kapilare. Systém se pak chova
tak, aby zachoval kontinuitu proudu a neutralitu roztoku, coZ vede ke vzniku rliznych lokalnich odchylek
v koncentracich jednotlivych slozek BGE. Tyto koncentrac¢ni poruchy a odchylky pak mohou migrovat
kapildrou s urcitou elektroforetickou mobilitou, kterou lze predvidat napriklad pomoci programu
Peakmaster. Cim vice sloZek vzorek obsahuje, tim vice systémovych zén kapildrou putuje a tim vice
systémovych pik( se v elektroferogramu maze objevit. JelikoZ jsou systémové piky ¢asto zpUsobeny
lokdInimi vychylkami koncentrace iont(l zdkladniho elektrolytu, a ty obvykle neabsorbuji UV/VIS zafeni,
nejsou tak casto viditelné v elektroferogramech ziskanych s pouzitim UV/VIS detekce. Pfi méreni
s vodivostni detekci je jejich vyskyt vyrazné castéjsi. Pokud systémové piky nezasahuji do pik( analytd,
jejich pritomnost neni na zavadu. Posledni (neoznaceny) pik na Obr. 14 je pravé systémovy pik, ktery
nijak neohroZuje analyzu, protoze je separovan od pikd vSech analytd.

Systémové piky se relativné ¢asto objevuji i pfi pouziti nepfimé UV/VIS detekce, a to kvali univerzalng;si
povaze této detekéni techniky.

Separace na kratkém konci

V nékterych pfipadech se mize stat, Ze je rozliseni analyt(l zbyte¢né velké a separace trva vyrazné déle,
neZ je nezbytné. Jednou moznosti, jak zkratit analyzu, je zkraceni délky kapilary. U komercnich pfistroja
je viak tato mozZnost limitovana nejkratSi moZznou délkou kapildry, kterou lze do pfistroje umistit. Jak
bylo uvedeno, byva to zhruba 30 cm. Dradha, po které pak analyty migruji k detektoru se tim zkrati na
néjakych zhruba 20 cm, tedy na polovinu azZ tfetinu bézné vzdalenosti. Nevyhodou takového zkracovani
celkové délky kapilary je to, Ze se pfi zachovani separacniho napéti zvysuje intenzita elektrického pole
a tim i protékajici proud. To zvysSuje riziko prehfivani roztoku v kapilare.

Elegantnim reSenim muze byt tzv. separace na kratkém konci kapilary, anglicky short-end separation.
V tomto pfipadé se analyty davkuji na konci kapildry, ktery je blize detektoru a pouZije se obracena
polarita napéti. Pfi klasické délce kapilary 50,0/41,5 cm se pak separace odehrava na pouhych 8,5 cm.
Draha migrace k detektoru se tak zkrati na pétinu. Zaroven se neméni celkova délka kapilary a tim ani
protékajici proud. Srovnani separace na dlouhém a kratkém konci je na Obr. 15.

analyt 1
analyt 2 T
analyt 3 analyt 1
- + + analyt 2 -
analyt 3

A B
Obr. 15 Schéma usporadani pfi klasické separaci kationtl na dlouhém konci (A) a rychlé separaci
kationt(l na kratkém konci kapilary (B).
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Frekvence sbéru dat

V pfipadé velmi rychlych separaci, zvlast téch na kratkém konci kapilary, je nutné vénovat pozornost i
experimentalnimu parametru, na ktery se dnes ¢asto zapomina. Je jim frekvence sbéru dat. Pocitac
totiz nezaznamendva méreny signal detektoru kontinualné, ale ukladd diskrétni hodnoty signalu
v urcitych Casovych rozestupech. Pfi velmi rychlé separaci mlZe byt pocet datovych bodl

zaznamenanych pfi prichodu piku detektorem ta maly, Ze nevykresli vérné tvar piku a dochazi k jeho
deformaci. Mensi frekvence sbéru dat celkové vyhlazuje signal a potladuje Sum zakladni linie.
V drivéjSich dobdach byla také celkem silnym argumentem pro mensi frekvenci sbéru dat velikost
vznikajiciho datového souboru. V dnesni dobé jiZ toto omezeni pfi pouZiti béznych zplsobl detekce
neni rozhodujici. Lze proto doporucit volit frekvenci sbéru dat spiSe vysokou. Kone¢né i vyhlazeni Sumu
je mozné provést dodatecné Cisté matematickym zpracovanim namérenych dat. Vyhlazend data
namérena pri nizké frekvenci vsak zpét do vysoké frekvence dopocitat nelze. Obr. 16 ukazuje vliv
frekvence sbéru dat na ziskany elektroferogram pti relativné kratké separaci na dlouhém konci a velmi

kratké separaci na kratkém konci kapilary.
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Obr. 16 Separace amonnych a sodnych iontl na dlouhém konci kapilary (levy sloupec) a na kratkém
konci kapilary (pravy sloupec). Elektroferogramy, které jsou v sloupci pod sebou znazornuji totoZznou
separaci, pouze zaznamenanou s rliznou frekvenci sbéru dat uvedenou v Herzich.
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