CEL1. Elektroforeza kapilarna — dobor warunkow rozdzielania
CEZ2. Elektroforeza kapilarna — oznaczanie homocysteiny w prébkach

wodnych

Instrukcja do éwiczen opracowana w Katedrze Chemii Srodowiska Uniwersytetu £odzkiego.

1. Wstep

Zjawisko elektroforezy polega na poruszaniu si¢ lub migracji czastek natadowanych w
polu elektrycznym w wyniku przyciagania wzglednie odpychania.

Najprostszy diagram obrazujacy proces elektroforezy jest przedstawiony ponizej: pod

wplywem pola elektrycznego aniony migruja do anody; kationy do katody.
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Migracja jonow w polu elektrycznym

Elektroforeza jako technika rozdzielania substancji zostata zainicjowana przez Tiseliusa
w 1937 roku. Po umieszczeniu w rurce migdzy roztworem buforéw mieszaniny protein i po
przytozeniu pola elektrycznego zaobserwowatl, ze sktadniki probki migruja w kierunku 1 z
predkoscia zdeterminowana ich ladunkiem oraz ruchliwoscia. Za ta prace Tiselius dostat
nagrod¢ Nobla w dziedzinie nauk separacyjnych.

Sprawnosc¢ rozdzielania w wolnym roztworze byta ograniczona przez dyfuzj¢ termiczng
oraz konwekcje. Dlatego elektroforeza tradycyjna przeprowadzana jest w mediach
zapobiegajacych konwekcji, np.: poliakrylamid lub zel agarozowy. Elektroforeza na Zelu
agarozowym w postaci plytek jest jedna z szerzej stosowanych technik rozdzielania
biologicznych makroczasteczek (kwasy nukleinowe) pod wzgledem masy. Minusem jednak
jest dlugi czas analizy, mata sprawnos¢, trudnosci z detekcja 1 automatyzacja.

Alternatywa do sztabek sa rurki o waskim przekroju oraz kapilary. Zastosowanie
kapilary uwolnito od zjawiska konwekcji i1 dyfuzji oraz umozliwito utrzymanie stalej
temperatury medium analitycznego wewnatrz rurki. Poczatkowo stosowano szklane lub
teflonowe kapilary o wewngtrznej Srednicy 200 pm. W latach 80-tych po raz pierwszy uzyto
krzemionkowej kapilary o S$rednicy 75 pm. Wtedy tez Jorgenson rozszerzyl teorig

elektroforezy, opisat zalezno$ci migdzy operacyjnymi parametrami oraz jakoscia rozdzielania,



wykazat takze potencjalne zastosowania wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej (CE) jako
techniki analityczne;j.

W nastepnych latach techniki rozdzielania CE zostaly rozszerzone, elektroforeza nie
byta juz ograniczona do rozdzielania makroczasteczek ale umozliwita w pojedynczej analizie
separacj¢ kationdw, anionow oraz czastek obojetnych. Wprowadzenie nowych opcji
umozliwilo wykorzystanie elektroforezy w wielu dziedzinach nauki.

2. Podstawowe parametry analityczne

Parametry analityczne dla elektroforezy kapilarnej sa opisane podobnymi réwnaniami,
terminami jak w chromatografii. Podstawowymi i najbardziej praktycznymi warto$ciami sa:
ruchliwos¢, czas migracji, dyspersja, sprawnos$¢ oraz rozdzielczos¢.

Ruchliwosé

Rozdzielanie na drodze elektroforezy jest oparte na roznicy w predkosci migracji

czasteczek w polu elektrycznym. Predko$¢ poruszania si¢ jonu ( vV ) opisana jest wzorem:
V= E
gdzie:
e - ruchliwosé elektroforetyczna [em?/Vs]
E - pole elektryczne [V/cm]
Pole elektryczne jest funkcja przytozonego napigcia i dtugosci kapilary. Ruchliwos¢ dla

danego jonu czy medium jest stata 1 jest to cecha charakterystyczna tego jonu. Ruchliwo$¢

elektroforetyczna opisuje wzor:
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gdzie:
g - tadunek jonu
1N - lepkos¢ roztworu
I - promien jonu
Z réwnania wynika, Ze male, obdarzone wysokim tadunkiem czastki charakteryzuja si¢
wysoka ruchliwo$cia, podczas gdy czastki duze, obdarzone matym tadunkiem maja mata
ruchliwos¢.
Wyrdzniamy 3 rodzaje ruchliwosci:
e . absolutna — warto$¢ teoretyczna, wielko$¢ stata i charakterystyczna dla
danego jonu. Oznaczana jest przy pelnym tadunku poruszajacego si¢ jonu i

ekstrapolowana do nieskonczonego rozcienczenia.



e 1. efektywna — warto$¢ wyznaczana eksperymentalnie, nie jest wielko$cia
stala, zalezy gléwnie od pH 1 sktadu buforu.
e I. pozorna — odpowiada aktualnej $redniej wartosci dla danego roztworu i
jest suma r. efektywnej (ue) oraz r. przeptywu elektroosmotycznego (eor):
Ma = te + LEOF
Czas migracji

Czas potrzebny do przemieszczenia si¢ substancji do detektora nazywany czasem
migracji, jest proporcjonalny do drogi oraz pr¢dkosci migracji. Czas migracji oraz inne

parametry doswiadczalne stuza do obliczenia ruchliwosci pozornej 14!
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gdzie:
V - przylozone napigcie [V]
| - efektywna dlugos¢ kapilary (do detektora) [cm]
L - catkowita dtugos¢ kapilary [cm]
t - czas migracji [s]
E - pole elektryczne [V/cm]

Ruchliwo$¢ efektywna g, moze by¢ obliczona z ruchliwosci pozornej poprzez
niezalezne pomiary przeptywu elektroosmotycznego (EOF), uzywajac neutralnego
wskaznika, ktory porusza si¢ z predkoscia rowna wielkosci EOF. Do takich neutralnych
wskaznikow naleza min. metanol i aceton.

Dhugos¢ efektywna kapilary mierzona jest od punktu wprowadzania probki do punktu
detekcji. Przy detekcji w kapilarze dtugos¢ efektywna jest od 5 do 10 cm krétsza od dlugosci
catkowitej. W detekeji poza kapilara (np. spektrometria mas) obie dtugosci sa sobie rowne.
Znajomo$¢ obu dlugosci jest wazna, poniewaz czas migracji 1 ruchliwos$¢ sa okreslone przez
dhugos¢ efektywna, podczas gdy pole elektryczne przez dlugos¢ catkowita.

Rozproszenie (dyspersja) i sprawnosc

Dyspersja polega na rozproszeniu strefy roztworu, powstaje w wyniku roéznicy w
predkosci migracji roztworu w obregbie strefy. Moze by¢ okreslona szerokoscia piku (wy), dla
piku o rozktadzie Gauss’a:

wy, =40

o - odchylenie standardowe piku (w czasie, dtugos$ci lub objetosci)



Dyfuzja powoduje zmniejszenia sprawnosci kapilary czyli zmniejszenie ilosci potek
teoretycznych. Sprawno$¢ okreslona liczba potek teoretycznych (N) opisuje wzor:
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D - wspotczynnik dyfuzji (zalezy od niego poszerzenie pasma)

Liczbe potek teoretycznych mozna obliczy¢ z elektroforegramu, przy uzyciu

nastgpujacego wzoru:

t
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t - czas migracji
W12 - szerokos$¢ piku w potowie wysokosci
Rozdzielczos¢
Rozdzielanie sktadnikéw badanego roztworu jest podstawowym celem w dziedzinie

nauk separacyjnych. Rozdzielczo$¢ jest definiowana wzorem:

R_Z(tz_t1)_t2_t1
Wi — W, 4o

t - czas migracji
W - szeroko$¢ piku (pasma) u podstawy
Rozdzielczos¢ dla dwoch sasiadujacych sktadnikow moze by¢ takze wyrazona wzorem

z uwzglednieniem sprawnosci:
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gdzie: I+ 14
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3. Techniki separacji CE

Uniwersalnos¢ CE po czg$ci zwiazana jest z mozliwoscia stosowania do rozdzielania

sktadnikow probki réznych jej odmian:

elektroforeza strefowa (CZE z ang. capillary zone electrophoresis) - jest najczesciej
stosowana technika CE, umozliwia ona rozdzielanie natadowanych czastek, na podstawie
réznicy w ich ruchliwos$ciach w wolnym roztworze. Poszczegdlne sktadniki mieszaniny
ustawiaja si¢ w oddzielnych strefach.

elektroforeza zelowa (CGE z ang. capillary gel electrophoresis) - stosowana jest do
rozdzielania makroczasteczek biologicznych, rozdzielanie mieszaniny dokonuje si¢ na
podstawie réznicy w ich wielko$ciach, na odpowiednim polimerze, petniacym rolg sita
molekularnego.

izoelektroogniskowanie (CIEF z ang. capillary isoelektric focusing) - wykorzystywana
jest do rozdzielania biatek i peptydow na podstawie ich punktu izoelektrycznego. Gradient
pH w kapilarze powstaje dzigki wprowadzeniu do buforu amfolitow (substancji
obojnakich posiadajacych w swojej czasteczce zardwno ugrupowania o charakterze
zasadowym jak i kwasowym).

izotachoforeza (CITP z ang. capillary isotachophoresis) - probke umieszcza si¢ migdzy
dwoma buforami: wiodacym i zakanczajacym. Bufory dobiera si¢ tak, aby ich efektywne
ruchliwosci obejmowaly efektywne ruchliwosci jonéw w probece. Po przylozeniu pola
elektrycznego nastgpuje przeptyw buforu w kapilarze i dochodzi do uszeregowania jonow
zgodnie z ich ruchliwo$ciami w przylegajace do siebie strefy, ktore migruja ze stala
predkoscia.

kapilarna elektrochromatografia (CEC z ang. capillary electrochromatography) - taczy
cechy chromatografii z elektroforeza. Kapilara, podobnie jak w chromatografii,
wypetniona jest faza stala, ale w odréznieniu od chromatografii, gdzie ruch fazy ruchome;j
jest wymuszony cisnieniem przylozonym z zewnatrz, w elektrochromatografii migracja
nastgpuje w wyniku przeptywu elektroosmotycznego.

micelarna elektrokinetyczna chromatografia (MEKC z ang. micellar electrokinetic
chromatography) - przedstawicielka szerokiej grupy technik nazwanych elektrokinetyczna
chromatografia (EKC), umozliwia rozdzielanie czastek obojetnych, dzigki wprowadzeniu
do roztworu buforowego zwiazku powierzchniowo czynnego, po przekroczeniu tzw.
krytycznego st¢zenia micelarnego monomery surfaktanta tworza micele. Rozdzielenia
sktadnikéw mieszaniny dokonuje si¢ na podstawie rdznicy w stopniu ich powinowactwa

do miceli.



4. Odczynniki i aparatura CE1 i CE2

- aparat do elektroforezy HP*°CE z detektorem DAD,

- pipety automatyczne,

- kolby miarowe o pojemnosci 51 10 ml,

- bufor boranowy (rdzne stezenia 1 wartosci pH),

- bufor fosforanowy o pH 7,9,

- tetrafluoroboran 2-chloro-1-metylochinoliniowy (CMQT) o stezeniu 10 pmol/ml,
- homocysteina (Hcy) o stezeniu 10 pmol/ml,

- 3 M kwas chlorowy (VII) (PCA),

- woda dejonizowana.

Wymagane Srodki ostroznosci

v' W trakcie wykonywania ¢wiczenia student powinien nosi¢ odziez ochronna.
v' Roztwordw nie nalezy wdychac i pipetowaé¢ ustami.
v' Identyfikacja zagrozen (Klasyfikacja zgodnie z dyrektywami UE 67/548/EWG lub
1999/45/WE):
Kwas chlorowy (V1) - Kontakt z materiatami zapalnymi moze spowodowac
pozar. Powoduje powazne oparzenia. Ogrzanie grozi wybuchem.
R 5 Ogrzanie grozi wybuchem; R 8 Kontakt z materiatami zapalnymi moze
spowodowac pozar; R35 Powoduje powazne oparzenia.
S23 Nie wdycha¢ gazu/dymu/pary/rozpylonej cieczy; S26 Zanieczyszczone
oczy przemy¢ natychmiast duza ilo$cia wody i zasiegna¢ porady lekarza; S36
Nosi¢ odpowiednia odziez ochronng; S45 W przypadku awarii lub jezeli Zle sig¢
poczujesz, niezwlocznie zasiggnij porady lekarza - jezeli to mozliwe, pokaz
etykiete.
v Pierwsza pomoc:
- w razie kontaktu ze skora: sptuka¢ duza iloscia wody z mydtem.
- w razie kontaktu z oczami: przepluka¢ duza iloscia wody, przy szeroko otwartej
powiece.
- w przypadku wystapienia podraznien skontaktowac si¢ z lekarzem.
- W przypadku potknigcia NIE prowokowaé¢ wymiotow. Nieprzytomnej osobie nigdy
nie podawac nic doustnie. Wyptuka¢ usta woda. Zasiggnac¢ porady medyczne;.

Doktadne instrukcje postgpowania sa zawarte w dotaczonych kartach charakterystyk
substanciji.



5. Wykonanie éwiczenia CE1

Celem c¢wiczenia jest wyznaczenie: czasOw migracji, wysoko$ci, powierzchni i
szerokosci pikow, maksymalnego napigcia podczas analizy oraz obliczenie liczby potek
teoretycznych w réznych warunkach prowadzenia analizy.
6. Opracowanie wynikow CE1
a) Wstep teoretyczny.
b) Z wykresu zaleznosci nat¢zenia pradu od napigcia wyznaczy¢ maksymalne mozliwe do
zastosowania napigcie podczas analizy.
b) Z uzyskanych elektroforegramow wyznaczy¢: czasy migracji, szerokosci pikow w potowie
wysokos$ci, wysokosci i powierzchnie pikéw oraz obliczy¢ liczbe potek teoretycznych.
c) Wnioski — wybor najlepszych warunkéw rozdzielania analizowanych zwiazkow,
uzasadnienie.
7. Wykonanie ¢wiczenia CE2

Celem ¢wiczenia jest ilosciowe oznaczenie homocysteiny w probkach wodnych po jej
wezesniejszym  przeksztatlceniu  w  reakcji  derywatyzacji w pochodna absorbujaca
promieniowanie z zakresu UV.

Przygotowanie krzywej kalibracyjnej:

1. W kolbach miarowych o pojemnosci 5 ml przygotowac 3 serie roztwordow standardowych
tak aby koncowe stezenie Hcy wynosito odpowiednio 10, 20, 30, 50, 100 nmol/ml.

2. W tym celu do kolb miarowych wprowadzi¢ po 1000 pl 0.2 M buforu fosforanowego
o pH 8, odpowiednia objgtos¢ roztworu Hcy 1 taka objetos¢ odczynnika CMQT aby stosunek
molowy tiol : odczynnik wynosit 1:3. Roztwory dobrze wymieszac.

3. Po 5 minutach do kolb miarowych wprowadzi¢ po 100 ul 3M PCA, a nast¢pnie dopetnié
woda do kreski.

4. W sposob analogiczny przygotowac probke X o nieznanym st¢zeniu Hcy.

5. Wykona¢ analizy elektroforetyczne poszczegolnych roztworow.

6. Z otrzymanych elektroferograméw odczytaé wysokosci 1 powierzchnie sygnatéw
analitycznych (pikow).

8. Opracowanie wynikow CE2

a) Metoda najmniejszych kwadratow wykresli¢ krzywa kalibracyjna, wyznaczy¢ jej rownanie
oraz wspotezynnik korelacji R,

b) Wyliczy¢ wzgledne odchylenie standardowe oraz odzysk dla poszczegdlnych stezen.

¢) Oznaczy¢ zawartos¢ tiolu w probee X.

d) Skomentowac uzyskane wyniki.
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