WYSOKOSPRAWNA ELEKTROFOREZA KAPILARNA (HPCE)

WSTEP

Zjawisko elektroforezy polega na poruszaniulab migracji castek natadowanych w
polu elektrycznym w wyniku przyggania wzgtdnie odpychania.

Najprostszy diagram obraagly proces elektroforezy jest przedstawiony pepipod

wptywem pola elektrycznego anionydruja do anody; kationy do katody.
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Wedrowka jonow w polu elektrycznym

Elektroforeza jako technika rozdzielania substaneogtata zainicjowana przez Tiseliusa
w 1937 roku. Po umieszczeniu w rurcegdry roztworem buforow mieszaniny protein i po
przytozeniu pola elektrycznego zaobserwowad, sktadniki probki migruj w kierunku i z
szybkdacia zdeterminowa# ich tadunkiem oraz ruchlivégia. Za § prae Tiselius dostat
nagro@d Nobla w dziedzinie nauk separacyjnych.

Sprawnd¢ rozdzielania w wolnym roztworze byta ograniczomazez dyfuz¢ termiczry
oraz konwekg. Dlatego elektroforeza tradycyjna przeprowadzamest jw mediach
zapobiegajcych konwekcji, np.: poliakrylamid lulzel agarozowy. Elektroforeza naelu
agarozowym w postaci ptytek jest jedrz szerzej stosowanych technik rozdzielania
biologicznych makrocgsteczek (kwasy nukleinowe) pod wgdgm masy. Minusem jednak
jest dtugi czas analizy, mata sprawéarudngci z detekgy i automatyzag.

Alternatywa do sztabek & rurki o waskim przekroju oraz kapilary. Zastosowanie
kapilary uwolnito od zjawiska konwekcji i dyfuzjiraz umaliwito utrzymanie statej
temperatury medium analitycznego weva rurki. Pocatkowo stosowano szklane lub
teflonowe kapilary o wewgirznejsrednicy 200um. W latach 80-tych po raz pierwszyyto
krzemionkowej kapilary osrednicy 75 um. Wtedy te Jorgenson rozszerzyt teeri
elektroforezy, opisat zat@osci miedzy operacyjnymi parametrami oraz ja&ia rozdzielania,
wykazat take potencjalne zastosowania wysokosprawnej elekepfokapilarnej (HPCE)
jako techniki analityczne;j.

W nastpnych latach techniki rozdzielania HPCE zostatyspezzone, elektroforeza nie

byla juz ograniczona do rozdzielania makrasieczek ale umaiwita w pojedynczej analizie



separagj kationdw, anionéw oraz ggtek obagtnych. Wprowadzenie nowych opcji

umazliwito wykorzystanie elektroforezy w wielu dziedaoh nauki.

PODSTAWOWE PARAMETRY ANALITYCZNE
Parametry analityczne dla elektroforezy kapilasaeppisane podobnymi réwnaniami,
terminami jak w chromatografii. Podstawowymi i rejthziej praktycznymi wartgciami g:
ruchliwosé, czas migracji, dyspersja, spraworaz rozdzielcza.
Ruchliwos¢
Rozdzielanie na drodze elektroforezy jest oparterdmicy w szybkdci migracji
czasteczek w polu elektrycznym. SzylBkoporuszania sijonu (V ) opisana jest wzorem:
V=uckE
gdzie:
He - ruchliwai¢ elektroforetyczna [cAiVs]
E - pole elektryczne [V/cm]
Pole elektryczne jest funkcprzytozonego napicia i diugdci kapilary. Ruchliwé¢ dla
danego jonu czy medium jest stata i jest to cedtamakterystyczna tego jonu. Ruchligo

elektroforetyczgp opisuje wzor:
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gdzie:
g - fadunek jonu
n - lepkas¢ roztworu
r - promie jonu
Z rownania wynikaze mate, obdarzone wysokim tadunkiemstki charakteryzuj sie
wysoka ruchliwaoscia, podczas gdy @atki dwze, obdarzone matym tadunkiem mpanah
ruchliwaosc.
Wyrozniamy 3 rodzaje ruchlingei:
* 1. absolutna — wart@¢ teoretyczna, wielki stata i charakterystyczna dla
danego jonu. Oznaczana jest przy peinym fadunkuugzepcego st jonu i
ekstrapolowana do nieskczonego rozcigczenia.
* 1. efektywna — wart@¢ wyznaczana eksperymentalnie, nie jest wigkp

stab, zalezy gtdwnie od pH i skladu buforu.



* 1. pozorna —odpowiada aktualnejredniej wartéci dla danego roztworu i
jest sum r. efektywnej fle) oraz r. przeptywu elektroosmotycznegedp):
Ma= Het HeoF
Czas migracji
Czas potrzebny do przemieszczeniassibstancji do detektora nazywany jest czasem
migracji, jest proporcjonalny do drogi orazeg@kosci migracji. Czas migracji oraz inne

parametry déwiadczalne st do obliczenia ruchliwi pozorneju,:
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gdzie:
V - przytozone napicie [V]
| - efektywna dtugéc kapilary (do detektora) [cm]
L - catkowita dlugéc kapilary [cm]
t - czas migracji [s]
E - pole elektryczne [V/cm]

Ruchliwas¢ efektywna & moze by obliczona z ruchliwéci pozornej poprzez
niezalene pomiary przeptywu elektroforetycznegaywajac neutralnego wskaika, ktéry
porusza si z predkoscia rowmg wielkosci EOF. Do takich neutralnych wskakow naleg
min.: metanol, aceton.

Dlugos¢ efektywna kapilary mierzona jest od punktu wprorada probki do punktu
detekcji. Przy detekcji na kapilarze dhégefektywna jest od 5 do 10 cm krétsza od diego
calkowitej. W detekcji poza-kapilannp.: spektroskopia mas) obie didgoss sobie réwne.
Znajoma¢ obu diugdci jest wana, poniewa czas migracji i ruchliwé& s3 okreslone przez
dhugai¢ efektywry, podczas gdy pole elektryczne przez didgmtkowity.

Rozproszenie (dyspersia) i Sprawnosé

Dyspersja polega na rozproszeniu strefy roztwomwgtaje w wyniku rénicy w
predkosci migracji roztworu w olgbie strefy. Mae by okreilona szerokécia piku (W), dla
piku o rozktadzie Gauss’a:

W, =40

o - odchylenie standartowe piku (w czasie, diaytub obgtosci)



Dyfuzja powoduje zmniejszenia sprawnokapilary czyli zmniejszenie ikai potek
teoretycznych. Sprawké okreslona liczky potek teoretycznych (N) opisuje wzor:
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D - wspétczynnik dyfuzji (zaley od niego poszerzenie pasma)

Liczbe podtek teoretycznychmozna obliczy z elektroferogramu, przy zyciu

nastpujagcego wzoru:
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t - czas migracji

Wi2- Szeroké¢ piku w potowie wysokéci
Rozdzielczos¢
Rozdzielanie skiadnikbw badanego roztworu jest tawdswym celem w dziedzinie

nauk separacyjnych. Rozdzielézgest definiowana wzorem:
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t - czas migracji
w - szerokac¢ piku (pasma) u podstawy
Rozdzielczé¢ dla dwodch gsiadupcych sktadnikéw mee by takze wyrazona wzorem

z uwzgkdnieniem sprawniei:
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gdzie:
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TECHNIKI SEPARACJI HPCE
Uniwersalnég¢ HPCE po cegsci zwigzana jest z mdiwoscia stosowania réinych
technik rozdzielania, do ktérych zaliczamy:

» elektroforeze strefowa (CZE z ang.capillary zone electrophoresis) - jest najczsciej
stosowan technikp HPCE, umaliwia ona rozdzielanie natadowanych astek, na
podstawie rénicy w ich ruchliwgciach w wolnym roztworze. Poszczegdélne sktadniki
mieszaniny ustawiajsic w oddzielnych strefach.

» elektroforeze zelowa (CGE z ang.capillary gel electrophoresis) - stosowana jest do
rozdzielania makroegsteczek biologicznych, rozdzielanie mieszaniny dunle seé na
podstawie rénicy w ich wielkgciach, na odpowiednim polimerze, peltym rok sita
molekularnego.

» jzoelektroogniskowanie(CIEF z ang.capillary isoelektric focusing) - wykorzystywana
jest do rozdzielania biatek i peptydow na podstawahepunktu izoelektrycznego. Gradient
pH w Kkapilarze powstaje d#i wprowadzeniu do buforu amfolitbw (substanciji
obojnakich posiadagych w swojej cgsteczce zaréwno ugrupowania o charakterze
zasadowym jak i kwasowym).

» jzotachoforez (CITP z angcapillary isotachophoresis) - problke umieszcza simigdzy
dwoma buforami: wiogcym i zakaczapcym. Bufory dobiera sgitak, aby ich efektywne
ruchliwosci obejmowaty efektywne ruchlivéai jonbw w prébce. Po przyieniu pola
elektrycznego nagpuje przeptyw buforu w kapilarze i dochodzi do usg@wania jonéw
zgodnie z ich ruchliwéciami w przylegajce do siebie strefy, ktdre migsuge stad
szybkdacia.

= kapilarn 3 elektrochromatografi¢ (CEC z angcapillary electrochromatography) - taczy
cechy chromatografii z elektroforgz Kapilara, podobnie jak w chromatografii,
wypetniona jest fagstah, ale w odrénieniu od chromatografii, gdzie ruch fazy ruchomej
jest wymuszony &nieniem przytlaonym z zewantrz, w elektrochromatografii migracja
nastpuje w wyniku przeptywu elektroosmotycznego.

* micelarng elektrokinetyczna chromatografie (MEKC z ang.micellar electrokinetic
chromatography) - umazliwia rozdzielanie castek obogtnych, dz¢ki wprowadzeniu do
roztworu buforowego zwrku powierzchniowo czynnego, po przekroczeniu tzw.
krytycznego sizenia micelarnego monomery surfaktanta tworzicele. Rozdzielanie
skfadnikbw mieszaniny dokonujegsha podstawie thicy w stopniu ich powinowactwa

do miceli.



