KAPILARNI ZONOVA ELEKTROFOREZA: SIMULACE A EXPERIMENT

ZADANI ULOHY

Navrhnéte vhodny separacni systém pro sadu analytii pomoci programu PeakMaster 5.1.
Metodou kapilarni zoénové elektroforézy stanovte disociacni konstantu p-nitrofenolu.

TEORETICKY UVOD

Kapilarni zonova elektroforéza

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE — capillary zone electrophoresis) patii mezi elektromig-
racni separacni analytické metody, jejichz separacni princip je zalozen na rozdilné migracni
rychlosti elektricky nabitych ¢astic v elektrickém poli.

Kli¢ovym pojmem vSech téchto metod je pohyblivost z; iontu i, definovana jako migracni
rychlost tohoto iontu v; v elektrickém poli o jednotkové intenzité
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kde E je intenzita elektrického pole. Pro intenzitu elektrického pole 1ze odvodit vztah
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ve kterém U je vlozené napéti a Ic  délka kapilary. Pohyblivost iont se zvySuje s hodnotou naboje
daného iontu a klesa s jeho rostoucim hydrodynamickym polomérem a viskozitou prostiedi. Diky
pfedevS§im coulombickym interakcim iontli je téZ funkci iontové sily. Maximalni tzv. limitni
hodnoty . nabyva v nekonecné ziedéném roztoku. Pohyblivost pii kone¢né iontové sile se pak
nazyva aktualni g, .. Pro latky tvofené vice formami, mezi nimiz dochdzi k rychlému

ustavovani rovnovahy (napf. slabé elektrolyty, kineticky labilni komplexy) byla zavedena tzv.
efektivni pohyblivost z4f, ktera vystihuje pohyblivost dané latky jako celku a je definovana
vztahem
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kde ¢;, z; a 1 oznacuji koncentraci, relativni naboj a aktualni pohyblivost i-t¢ iontové formy dané
latky, jejiz celkova latkova (analyticka) koncentrace je €. Pro slabé jednosytné kyseliny ¢i zasady
nabyvé vyraz pro efektivni pohyblivost jednoduchého tvaru

Mo =M1, 4
ve kterém « je stupeil disociace. Efektivni pohyblivost slabych elektrolyti 1ze tedy snadno ovliviio-
vat prostiednictvim pH roztoku.
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Usporadani experimentu je schematicky znazornéno na Obr. 1.
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Obr. 1. Schéma CZE aparatury

Separace probiha v kiemenné kapilaie, jejiz konce jsou ponofeny do roztoku
v elektrodovych nadobkach. Cely tento systém je naplnén tzv. zadkladnim elektrolytem (BGE —
background electrolyte), coz je vhodné zvoleny pufr. Na elektrody se vkladd napéti
z vysokonapétového stejnosmérného zdroje. Detektor (zpravidla UV fotometr) je umistén pied tzv.
vystupnim koncem kapilary, vzorek je davkovan opacnym, tedy vstupnim koncem kapilary.

Po nadavkovani vzorku a vlozeni elektrického pole na dany systém dochazi v kapilare ke
dvéma zékladnim transportnim jeviim. Jednim je jiz zminéna migrace iontd (ionty putuji k opacné
nabité elektrod¢), pticemz na zakladé rozdilné rychlosti migrace se ionty separuji. Druhym jevem je
elektroosmoza zpusobujici tok celého roztoku, tzv. elektroosmoticky tok (EOF — electroosmotic
flow). Kiemenné kapilary obsahuji povrchové silanolové skupiny -SiOH, které mohou byt v
roztoku disociovany na —SiO" v zavislosti na pH prostiedi. Na rozhrani sténa kapildry-roztok se pak
vytvaii elektrickd dvojvrstva, kdy negativné nabity povrch kapilary (nepohyblivy) je v roztoku
kompenzovan volné pohyblivymi kationty. V roztoku tedy prevladaji kladn¢ nabité ionty a roztok
jako celek je v elektrickém poli undsen smérem ke katod€. Rychlost elektroosmotického toku zavisi
na pH a iontové sile roztoku. Se zvySujicim se pH a klesajici iontovou silou se rychlost
elektroosmotického toku zvysuje.

Jestlize katoda je u vystupniho konce kapilary (uspotadani pouzivané u této ulohy - viz
Obr. 1.), lze v jednom experimentu analyzovat jak kationty, tak anionty. K detektoru nejprve
doputuji kationty s nejvyssi elektroforetickou pohyblivosti, nésledovany jsou kationty s nizsi
pohyblivosti. VSechny neutralni ¢astice jsou undseny k detektoru pouze elektroosmotickym tokem.
Nelze je tedy separovat, ale vyuziva se jich jako tzv. znackovach (markera) k urceni rychlosti EOF.
Nakonec jsou k detektoru dopraveny téz anionty, pfi¢emz jako posledni budou detekovany ty,
jejichz elektroforetickd pohyblivost je nejvyssi.

Stanoveni disocia¢ni konstanty metodou CZE
Disocia¢ni konstanta slabé jednosytné kyseliny HA je dana vztahem
a .a,.
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ve kterém a znaci aktivity. S vyuzitim aproximace, ze aktivitni koeficient neutralnich Castic je

jedna, miizeme tento vztah upravit na tvar

K,=a L]@ resp. pK, =pH —log
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ve kterém « predstavuje stupenn disociace, - je aktivitni koeficient aniontu A™ a Cc analytickou
koncentraci slabé kyseliny. Zavedenim smiSené rovnovazné konstanty K* vztahem K*=K/y. zapis

rovnice zjednodusime

pK, = pH - log (7

Dosadime-li stupeii disociace ze vztahu (4), ziskame nésledujici rovnici



K, =pH—log'u76f. (8)

lLlA* - lLlef
Rovnici (8) lze piepsat ve funkéni zavislost efektivni pohyblivosti na pH
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Ke stanoveni pK, dané slabé kyseliny je tedy tieba prométit zavislost efektivni pohyblivosti
na pH zakladniho elektrolytu. Rovnici (9) lze za predpokladu konstantni iontové sily zékladniho
elektrolytu pouzit k regresi téchto experimentdlnich dat. Z parametrti regresni kiivky ziskame

smisenou disociaéni konstantu K, resp. pK, a aktualni iontovou pohyblivost aniontu kyseliny pii

dané iontové sile. SmiSenou disociaéni konstantu pak pfepocitdme na pravou termodynamickou
podle vztahu znamého ze zakladniho praktika.

Optimalizace separace

Proces optimalizace spociva v nalezeni separa¢niho systému, ve kterém jednotlivé slozky
vykazuji dobré rozliSeni, dostatecny signal detektoru a separaci v co nejkrat§Sim case. RozliSeni je
ur¢ovano piedevsim rozdily v aktudlnich pohyblivostech separovanych latek, je vSak vyznamné
snizovano elektromigra¢ni disperzi. Ta je duisledkem nelinearni povahy kapildrni elektroforézy a
zpusobuje rozSifovani pika (trojuhlenikovity tvar pikti). Tendence analyzované slozky k
elektromigracni disperzi je komplexni jev, ktery zavisi na pohyblivostech, disocia¢nich konstantach
a nabojovych cislech daného analytu a slozek zakladniho elektrolytu a na sloZzeni zakladniho
elektrolytu. Mezi dal$i pozadované charakteristiky separace patfi dostatecny signal detektoru.
Optimalizace separace Casto probihd metodou pokus-omyl. Jelikoz experimentalni vyhledavani
vhodnych separacnich podminek je ¢asové 1 materidln€ velmi narocné, nabizi se velky prostor pro
pocitacové simulace.

Matematicky a pocitacovy model PeakMaster 5.1

Program PeakMaster 5.1 piedstavuje uzitecny nastroj k vyhledavani optimalnich podminek
pro separaci. Program umoznuje pifedpoveédét dilezité parametry separacniho systému a simuluje
vysledek separace. Program dale pocitd pohyblivosti systémovych piki; v ptipadé, ze se jejich
pohyblivost blizi pohyblivosti n¢kterého z analytdi, dochazi k tzv. rezonanci, kterd znacné ztézuje,
ne-li znemoznuje analyzu daného analytu. Vysledek simulace maze uzivatel vizualné vyhodnotit a
rozhodnout se, je-li dany systém vhodny. Je tedy moZné virtudlné meénit sloZzeni zakladniho
elektrolytu tak, abychom separaci, ale i detekci optimalizovali.

Okno programu PeakMaster 5.1 je zndzornéno na Obr. 2. Do programu je tieba zadat
sloZeni zakladniho elektrolytu, vzorku a experimentalni parametry. Po stisku tlac¢itka ,,Calculate*
ziskame charakteristiky zékladniho elektrolytu (pfedevSim pH, iontovou silu a pufracni kapacitu),
charakteristiky analytd (hodnoty efektivnich mobilit, elektromigra¢nich disperzi a veli¢iny tmérné
odezvam UV a vodivostni detekce) a simulaci elektroferogramu.



SloZeni zakladniho elektrolytu. Jednotlivé
slozky se mohou zadavat z integrované
databaze pomoci tlacitka Add.
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Obr. 2. Okno programu PeakMaster 5.1.

Zakladni informace o aparatuie Agilent CE

Klicové soucasti kazdé aparatury pro CZE jsou ziejmé z Obr. 1. Agilent CE obsahuje
spektrofotometricky UV-VIS detektor (190-600 nm) s diodovym polem (DAD- diode array
detector). Kapilara je umisténa v kazet¢ umoznujici jeji temperovani v Sirokém rozsahu teplot. Jako
elektrodové nadobky a nadobky na vzorky ¢i média k proplachovani kapilary se vyuZzivaji
polyethylenové nebo sklenéné vialky o obsahu cca 1 ml. Vialky se vkladaji do karuselu
s o¢islovanymi pozicemi. Déle aparatura obsahuje kompresor vzduchu k proplachovani kapilary a
tzv. hydrodynamickému dévkovani vzorku (na hladinu kapaliny ve vstupni vialce se aplikuje
nastavitelny tlak vzduchu).

Nedilnou soucasti aparatury je pocita¢ s nainstalovanym programem Agilent Capillary
Electrophoresis (on line) pro fizeni aparatury, sbér a vyhodnoceni dat. Experiment provadi
aparatura automaticky podle sledu piikazii zadanych v tzv. metod€. Pro tuto Glohu byla vytvoiena
metoda Praktik. Hlavni informace, které metoda musi zahrnovat, jsou uvedeny v Tabulce 1.

Tabulka 1. Parametry metody

Obecny popis

Hodnoty zvolené v metodé Praktik

Pozice vialek v karuselu obsahujici BGE

8,9

Teplota kazety s kapilarou

25°C

Vkladané napéti - polarita

+ odpovidé Obr. 1.




- hodnota 30kV
Dévkovani vzorku - zpiisob hydrodynamicky
- tlak resp. Ap 7 mbar
- Cas, po ktery je tlak aplikovan 7s

VInové délky, pii kterych mé byt zaznamenan

214 nm, 320 nm, 400 nm

elektroferogram

Proplachovani kapilary pfed experimentem

- pozice vialek ,,z* — , do“ 1. krok 9— 6 2. krok 8 —9
- Cas, po ktery je aplikovan tlak 940 mbar 1. krok 2 min 2. krok 1 min
Cas, za ktery ma byt experiment ukonéen 12 min

Dal$imi nezbytnymi udaji, které vSak nejsou soucésti metody, jsou udaje o konkrétnim
experimentu. Musi byt zadana pozice vialky v karuselu, kde se nachazi vzorek, a jméno souboru, do
kterého budou uloZena data z dan¢ho experimentu. Dale je vhodné zadat ndzev vzorku a jméno
operatora.

Piikazy k proplachovani kapilary, aplikaci napéti, ddvkovani vzorku apod. lze zadéavat i
jednotlive€. Slouzi napt. k promyvani kapilary po skonceni vSech experimentt.

Zadavani parametrii metody a dajli o experimentu, spousténi experimentll a provadéni
samostatnych piikazl je pfistupné z okna obrazovky Method and Run Control, které je znazornéno
na Obr. 3. K prohlizeni a dal§imu zpracovani namétenych elektroferogrami slouzi okno obrazovky
Data Analysis. Ukazka tohoto okna je na Obr. 4.

Udaje o experimentu —

Eile

Volba okna

zadavaji se do tabulky, ktera se
otevie po “kliknuti” na symbol

Schéma
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Obr. 3. Okno Method and Run Control programu Agilent Capillary Electrophoresis (on line).
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Obr. 4. Okno Data Analysis programu Agilent Capillary Electrophoresis (on line).

Urceni pohyblivosti z experimentalnich dat
Vystupem experimentu je elektroferogram, coz je casovy zaznam signalu detektoru.
Z elektroferogramu tedy ziskame informaci o case t;, za ktery doputuje i-t4 slozka od vstupniho
konce kapilary k detektoru, tedy urazi drahu lp. Celkovou rychlost pohybu i-té¢ slozky v; tedy
ur¢ime jako
vV, = ItD . (10)

Celkova rychlost slozky nesouci kladny naboj v; - je dana souctem velikosti rychlosti migrace této
slozKy Vi + mig a rychlosti EOF Vgor, tedy
Vi, =V e + Vior - (11)

i,+,mig

Pro celkovou rychlost sloZky nesouci zaporny naboj pak plati analogicky

Vi =Veor = Vi mig (12)
Rychlost EOF ur¢ime z ¢asu tgor, za ktery doputuje k detektoru marker. Aktualni pohyblivosti 4+ a
M. (respektive fier+ a ter-u slabych elektrolytll) vypocitame ze vztaht

Vi+mi I I
ﬂiﬁ:;g:& L_L (13)
E U G Teor
a
Vifmi I I
po=eme el Lo L) (14)

E U ([t t
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e Navrhnéte vhodny separacni systém pro sadu analytl pomoci programu PeakMaster 5.1.

K demonstraci zékladnich jevii uplatiujicich se v CZE bude vami analyzovany vzorek
obsahovat kromé& p-nitrofenolu a thiomocoviny jako znackovace EOF, dale jesté tyramin (4-(2-
aminoethyl)fenol), ktery se v dané¢ oblasti pH chova jako silnd zisada, a p-toluensulfonovou
kyselinu, ktera patii mezi silné kyseliny. Tyramin neni obsazen v integrované databazi, ptridejte
jeho charakteristiky pomoci tlac¢itka Add (limitni iontova mobilita u(+1)) je rovna 38 v jednotkéch
10°m?s'V!, pKy (+1) &ni 9,5.

Z integrované databaze se pokuste vybrat takové slozky zékladniho elektrolytu, které budou
tvotit pufr vhodny pro pH v oblasti pKa (pNF)£0,5. V této oblasti pH se bude efektivni pohyblivost
p-nitrofenolu vyrazné¢ ménit s pH. Koncentrace jednotlivych slozek je tfeba zvolit tak, aby pH bylo
v pozadované oblasti a iontova sila byla nizka, ptiblizné 3mM. Na zaklad¢ vypoctenych parametrii
a simulovaného elektroferogramu rozhodnéte, zda vybrany zékladni -elektrolyt vyhovuje
pozadavkiim optimalizovaného systému.

e Ptiprava zdkladnich elektrolyth

Ze zasobnich roztokd 0,01 M NaH,PO4 a 0,01 M Na,HPO, ptipravte do 25 ml odmérnych
ban¢k pét pufrit podle Tabulky 2. Odmérné banky doplitte deionizovanou vodou. Zméite pH téchto
pufrii a naméfené hodnoty porovnejte s hodnotami vypoctenymi, které jsou uvedeny v Tabulce 2.
Nevyhovujici pufry ptipravte znovu.

Z kazdého pufru odpipetujte vzdy 600 pl do dvou vialek.

Tabulka 2.
Spotieby zasobnich roztokd jednotlivych slozek potiebnych k ptipravé 25 ml fosfatového pufru
o daném pH a iontové sile I.

Puft ¢. V[ml] pH. I[mmol.dm'3]
0,01 M NaH2P04 0,01 M NazHPO4
1 4,00 1,30 6,64 3,16
2 2,80 1,65 6,90 3,10
3 1,90 2,00 7,15 3,16
4 1,20 2,25 7,40 3,18
5 0,75 2,50 7,65 3,30

e Ptiprava vzorku

K dispozici mate zasobni roztoky 0,005 M tyraminu, 0,0025 M thiomocoviny, 0,0025 M p-
nitrofenolu a 0,0025 M kyseliny p-toluensulfonové. Do 4 ml lahvic¢ky pripravte vzorek smiSenim
téchto komponent v objemovych pomérech 1:2:2:1 podle uvedeného potadi. 300 ul této smési
odpipetujte do vialky.

e Pfiprava aparatury k méteni

K promyvani kapilary napliite tfi vialky deionizovanou vodou a déle si pfipravte dvé prazdné
vialky. Jednu pouzijete na ,,proplachnuti* kapilary vzduchem, druhou jako odpadni pifi promyvani
kapilary. Vialky umistéte do karuselu pfistroje podle tabulky Vial Table, kterou naleznete v nabidce
Instument v okn¢ Method and Run Control. Jako prvni zakladni elektrolyt pouzijte pufr ¢.1.
Kapiléru proplachnéte vodou - z kazdé vialky vzdy po dobu 2 minut.



e Vlastni métent
Proméite elektroferogramy vzorku v pfipravenych pufrech. Nezapomeiite zadat parametry pro
jednotlivé experimenty (viz Obr. 3).

e Ukonceni experimentalni prace

Kapilaru proplachnéte vodou - z kazdé vialky vzdy po dobu 2 minut. Vyprazdnéte odpadni
vialku. Vodu ve vialkdch vyméiite a proplachovani zopakujte. Nakonec vysuste kapiladru proudem
vzduchu — 1 minutu ,proplachujte zprazdné vialky. Pouzit¢ nadobi peclivé vymyjte
deionizovanou vodou.

Vyhodnoceni experimentii
e Zaznamy z experimentll vytisknéte ve formé Report. Jednotlivé piky na elektroferogramech
prifad’te prislusnym latkam ze vzorku a ptitfazeni zdivodnéte. K identifikaci zony p-nitrofenolu

vyuzijte znalosti ze zdkladniho praktika.

e Vypocitejte pohyblivost elektroosmotického toku (rychlost EOF vztaZzend na jednotkovou
intenzitu elektrického pole) a aktudlni resp. efektivni pohyblivosti separovanych latek.

e Zavislost efektivni mobility na pH proloZzte vlastni regresni funkci dle rovnice (9). Pro
pocatecni odhady parametri pouZijte hodnoty pK's = 7, u N 3.10® m%*s'V!. Stanovte pravou

termodynamickou disocia¢ni konstantu p-nitrofenolu.

e Urcete davkovana latkova mnozstvi slou€enin ve vzorku. Déle vypocitejte, kolikrat se vymeéni
objem kapilary pfi proplachovani po dobu jedné minuty.

Parametry pouzité kapilary nezbytné k vypoctim jsou uvedeny na kazete.



	KAPILÁRNÍ ZÓNOVÁ ELEKTROFORÉZA: SIMULACE A EXPERIMENT
	ZADÁNÍ ÚLOHY

	Navrhněte vhodný separační systém pro sadu analytů pomocí pr
	Kapilární zónová elektroforéza
	Stanovení disociační konstanty metodou CZE
	Optimalizace separace
	POSTUP PRÁCE
	Vyhodnocení experimentů




