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Techniki elektromigracyjne

» Elektroforeza — technika analityczna polegajaca na rozdzielaniu mieszanin
zwiazkow przez wymuszenie wedrowki w polu elektrycznym

» Stosowana do analizy i oczyszczania:
Bardzo duzych czastek (biatka, kwasy nukleinowe)

Matych czastek (proste jony, aminokwasy, peptydy)
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Techniki elektromigracyjne

1909 rok — Michaelis wprowadza pojecie elektroforezy

Tworca elektroforezy byt szwedzki uczony Arne Tiselius

1937 rok - pierwszy eksperyment — rozdzielanie mieszaniny
) ) ) ) Arne Wilhelm KaurinTiselius

biatek wchodzacych w skiad surowicy, (r-r biatek umieszczano 1902 -1971

w U-rurkach. Ograniczony rozdziat

Problem z konwekcja i dyfuzja termiczna

Nagroda Nobla w dziedzinie chemii w 1948 roku za badania nad analiza

elektroforetyczna i absorpcyjna

Wprowadzenie srodowiska antykonwekcyjnego — zele

1967 rok — zastosowanie przez Hjertena szklanych kapilar o srednicy
wewnetrznej 3 mm — efektywniejsze ograniczenie konwekcji i dyfuz;ji
termicznej

1981 rok — poczatek wysokosprawnej elektroforezy kapilarnej



Techniki elektromigracyjne

» Podstawowe wymagania:
Medium przewodzace (bufor)
Pole elektryczne

» Podstawowa zasada:

Dodatnio natadowane czasteczki przemieszczaja sie w kierunku
katody (-)

Ujemnie natadowane czasteczki do anody (+)

» Dwa typy:
Roztwor w kapilarze

Matryca nieprzewodzaca (agaroza, poliakrylamid)



Techniki elektromigracyjne
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Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



Elektroforeza kapilarna
» Zalety:

Szerokie zastosowanie
Wysoka szybkosc i sprawnosc rozdziatu
Stosowanie bardzo matych probek (kilka nL)
Niewielkie zuzycie odczynnikow
Trwate kapilary
Bez uzycia pomp, przy niskim cisnieniu i temperaturze
pokojowe;j
» Wady:

Gorsza wykrywalnosc substancji w porownaniu do HPLC (10-
100 razy)



Elektroforeza kapilarna

anoda

kapilara

probka

detektor

Zasilanie
3 —30 kV

katoda
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Elektroforeza kapilarna

» Kapilary
Dtugosc 20-100 cm (typowo 50 cm)
Srednica wewnetrzna 20 — 200 um (typowo 25 -75 pm)
Wykonane z kwarcu
Z zewnatrz pokryte poliimidem
» Na kapilarach o wiekszych srednicach moze wydzielac sie
ciepto

Kwarc

Otoczka poliimidowa Whetrze kapilary



Elektroforeza kapilarna

» Ogrzewanie sie kapilary

Wynika z przemieszczania si¢ natadowanych czasteczek w polu
elektrycznym

Gradient temperatury powoduje powstawanie konwekcji w
elektrolicie

Konwekcja powoduje poszerzanie sie pikow

Dodatkowo podwyzszona temperatura moze powodowac rozktad
niektorych czasteczek

Zmniejszanie grzania sie kapilary:
Zmniejszenie napiecia
Uzycie kapilar o mniejszej srednicy (wiekszy stosunek powierzchni do
objetosci)
Uzycie buforow o mniejszej sile jonowej
Chtodzenie kapilar



Elektroforeza kapilarna

» Dozowanie probki:

Probka powinna miec objetosc kilku do kilkudziesieciu nL

(~ 1-2% dtugosci kapilary, stez. ~100 razy mniejsze od stez. buforu, rozpuszczona w buforze o
mniejszej sile jonowej)

Sposoby:

Cisnieniowe

Syfonowe (grawitacyjne)
Elektrokinetyczne

Electrokinetic

P Hydrodynamic
ressure y Y —

Siphoning
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Elektroforeza kapilarna

» Detektory:

UV-Vis
Fluorescenc;ji Ul I, 2 [!}

|
Przewodnictwa ﬁ L‘>' et )

oy !
Elektrochemiczny 3 m

Kapilary szklane: transparentne dla promieniowania z zakresu UV-Vis — detektory UV i fluoroscencyjny i nie
wymagaja zastosowania komorki przeptywowej.



Elektroforeza kapilarna

» Detekcja posrednia UV —

jony chromoforowe powinny miec¢ podobna
ruchliwosc elektroforetyczna do jonow rozdzielanych

Aniony chromoforowe np. kwas piromelitowy, zielen
bromokrezolowa

Kationy chromoforowe, np. chinina, zielen malachitowa



Elektroforeza kapilarna

Time: 0000 Mg Amp:

» Elektroforegram
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» Charakterystyka rozdziatu:

t0, tyy —Czasy migracji sasiednich pikodw; t,-czas migracji, ktorej czasteczki nie majg tadunku

Rozdzielczosc
R = At/w,,

At — roznica czaséw migracji dwoch sasiednich pikow, wy,, - Srednia szerokos¢ podstaw tych pikow



Elektroforeza kapilarna

» Elektroforeza — migracja jonow pod wptywem
przytozonego napiecia

» Elektroosmoza — zjawisko zwiazane z przeptywem
buforu w kapilarze pod wptywem przytozonego napigcia



Elektroforeza kapilarna

» Predkosc przeptywu jonow (przeptyw elektroforetyczny)
jest proporcjonalna do tadunku i odwrotnie
proporcjonalna do wielkosci czasteczki

+ AE- AJ- AI- J: AI+ ﬂl-i- 4"!'L2+ -

Anode ) Cathode

Electroosmotic Flow ——a



Elektroforeza kapilarna

» Sity powinny sie rownowazyc:
Sita oporu (f) ciata w ksztatcie kuli poruszajacego sie w plynie (prawo
Stokesa)
Sita (F) dziatajaca na fadunek w polu elektrycznym (sita Coulomba)
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Elektroforeza kapilarna

» Sity powinny sie rownowazyc

» F=q*E
» F=6IInry,,
q — fadunek

E — natezenie pola elektrycznego
n — lepkosc

r — promien czasteczki

Ve, — Predkosc elektroforetyczna



Elektroforeza kapilarna

» Predkosc elektroforetyczna

q*k

C6mEN T

q — fadunek

E — natezenie pola elektrycznego
n — lepkosc

r — promien czasteczki

Ve, — Predkosc elektroforetyczna



Elektroforeza kapilarna

» Ruchliwosc elektroforetyczna — wielkosc charakterystyczna dla
danej czasteczki

q — fadunek

E — natezenie pola elektrycznego

n — lepkosc

r — srednica czasteczki

Ve, — Predkosc elektroforetyczna
Me, — ruchliwos¢ elektroforetyczna



Elektroforeza kapilarna

» Przeptyw elektroosmotyczny (EOF)
Jest to migracja buforu w kierunku katody
Jest spowodowany tworzeniem sie dwuwarstwy na scianie
kapilary

Grupy silanolowe sa zdeprotonowane w pH > 2
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Elektroforeza kapilarna

» Przeptyw elektroosmotczny (EOF)

Kationy dwuwarstwy po przytozeniu pola elektrycznego sa
przyciagana do katody (-) i ciagna rozpuszczalnik razem z nimi
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Elektroforeza kapilarna

» Przeptyw elektroosmotyczny (EOF)
» Predkosc elektroosmotyczna

ex(x E
4-*7'[*77

VEoF —

¢ — stafa dielektryczna buforu

( — potencjat elektrokinetyczny (Zeta; proporcjonalny do
grubosci warstwy dyfuzyjnej)

E — natezenie pola elektrycznego

n — lepkosc

Veor — Predkosc elektroosmotyczna



Elektroforeza kapilarna

» Predkosc elektroosmotyczna

[

Uep t_
m

| — dtugosc kapilary od wlotu do detektora

t., — czas migracji znacznika

Znacznik — zwiazek chemiczny obojetny w pH buforu nosnego i nie oddziatuje
ze sciankami kapilary (np. benzen, fenol, pirydyna)



Elektroforeza kapilarna

» Przeptyw elektroosmotczny (EOF)

» Ruchliwosc elektroosmotyczna

vEOFZ €*(
E 4 %1 %71

HEOF =

¢ — stafa dielektryczna buforu

¢ — potencjat elektrokinetyczny (Zeta)
E — natezenie pola elektrycznego

n — lepkosc

Veor — Predkosc elektroosmotyczna
Ueop — ruchliwosc elektroosmotyczna



Elektroforeza kapilarna
» Przeptyw elektroosmotczny (EOF)

EOF jest proporcjonalny do natezenia pola elektrycznego,

EOF jest praktycznie jednakowy w catym przekroju kapilary
(mate rozmycie pikow)

Ptaski profil przeptywu Laminarny profil przeptywu
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Elektroforeza kapilarna

» Kontrola EOF:
Zmiana pH (niskie pH, niski EOF)

EOF mobility
B & &

—
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pH

Zmiana stezenia lub sity jonowej buforu (mate stezenie, mata
sifa jonowa duzy EOF)

Dodatek rozpuszczalnika organicznego do buforu (mniejszy
EOF)
Powlekanie scian kapilary (zmniejszenie lub eliminacja EOF)
Warstwa polimerowa pokrywajaca wnetrze kapilary
Reakcja z trimetylochlorosilanem (niski EOF)
Reakcja z pochodnymi sulfonowymi - wiekszy EOF



Elektroforeza kapilarna

Efektywnos¢ rozdziatu i rozdzielczos¢ zaleza zarowno od
przeptywu elektroforetycznego jak i elektroosmotycznego

Obserwowane mobilnosc jest suma obu efektow

Mapp = “ep T HeoF

Typowo, EOF dominuje i wszystkie czasteczki przemieszczaja
sie w kierunku katody (-)



Strefowa Elektroforeza kapilarna

EOF moze byc wigkszy niz N
przeptyw elektroforetyczny i
wszystkie anality kieruja sie w A
strone katody (-)

srodowisko zasadowe i
obojetne — EOF wiekszy od _._@
elektroforetycznego

.....
.......................

L

srodowisko kwasne - EOF

mniejszy od

elektroforetycznego




Strefowa Elektroforeza Kapilarna

Najczesciej stosowany typ Elektroforezy
Stosowana do analizy matych i duzych czasteczek
Kapilara wypetniona buforem

Rozdziat substancji bazuje na roznicy w predkosciach
poszczegolnych komponentow

Umozliwia jednoczesna analize anionow i kationow

Czasteczki obojetne nie moga byc rozdzielane, poniewaz migruja
z predkoscia przeptywu elektroosmotycznego



Strefowa Elektroforeza kapilarna

Pod wptywem tego napiecia w kapilarze tworzj sie strefy utworzone w
wyniku roznicy ruchliwosci elektroforetycznej sktadnikow mieszaniny




Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



Zelowa elektroforeza kapilarna

» Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilara jest wypetniona zelem

Stosuje sie gtownie dla makroczasteczek (czasteczek, ktore
Znacznie roznia sie rozmiarem), szczegolnie uzyteczna do DNA

Lepszy rozdziat w krotszym czasie w porownaniu do
elektroforezy zelowej planarnej

Najczesciej stosuje sie poliakrylamid
EOF jest ttumiony

zel poliakrylamidowy tunele o roznych srednicach




Zelowa elektroforeza kapilarna

» Zelowa elektroforeza kapilarna

Makromolekuty charakteryzuja sie zblizona ruchliwoscia
elektroforetyczna w buforze

Podczas elektroforezy, przytozone pole elektryczne wymusza
ruch makromolekut poprzez pory w zelu

Makromolekuty migruja z rozna predkoscia zalezna gtownie od
promienia czasteczki

Mate czasteczki migruja szybciej niz duze



Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

» Technika analityczna pozwalajaca na rozdziat zwiazkow
rozniacych sie punktem izoelektrycznym

» Elektroforeze wykonuje sie w kapilarze z zablokowanym

przeptywem elektroosmotycznym i zawierajacej bufor z
gradientem pH

1% r-r zwiazkow amfoterycznych, np.
Detector kwasow poliaminopoikarboksylowych
lub kwasoéw polisulfonowych

Capillary

I ode
Electrode =hach



Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

gradient pH




Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



[zotachoforeza kapilarna
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|zotachoforeza kapilarna
iso — taka sama

tacho — predkosc
phoresis — migracja

Jednoczenie mozna analizowac tylko aniony lub tylko
kationy

Rozdzielane makrojony ustawiaja sie wedtug malejace;
ruchliwosci

Frakcje poruszaja sie przez kapilare z ta sama predkoscia
Efekt samozatezania



[zotachoforeza kapilarna
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Probke naktada sie pomiedzy bufor
wiodacy i zakanczajacy

W buforze wiodacym aniony maja wieksza
ruchliwosc niz w probce

W buforze zakanczajacym maja mniejsza
ruchliwosc niz w probce

Wszystkie strefy migruja ze stata
predkoscia

Wytwarza sie gradient potencjatu, ktory
jest wynikiem zmniejszajacych sie
ruchliwosci jonow w kolejnych strefach
(maleje przewodnictwo stref)

Proces prowadzi sie przy statym natezeniu




[zotachoforeza kapilarna

» Efekt samozatezania
» Detektor przewodnosciowy (opornosciowy)

» lzotechoforegram ma postac schodkowa — dtugosci schodkow
sa proporcjonalne do ilosci substancji

® ® »
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Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Anality sa rozdzielane ze wzgledu na podziat pomiedzy micele i
bufor

» Mozliwosc¢ oddziatywania z faza micelarna wszystkich

sktadnikow probki, zarowno obojetnych jak i obdarzonych
tadunkiem

» Jest to rodzaj chromatografii gdzie faza stacjonarna sa micele



Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Surfaktanty sa zwykle zwiazkami jonowymi, w zaleznosci od rodzaju tadunku
wedruja wiec zgodnie lub przeciwnie do kierunku przeptywu
elektroosmotycznego

» Anionowe srodki powierzchniowo czynne dodecylosiarczan sodu (SDS)

H H HH HH HH HH NAH
L NI NL NN L NS O\\//O

,./7”\/;‘7;%{\;(‘7( 0”0

H

Hydrophilic Head
H‘rd'oo*ob‘c Toil p




Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Micele — twory dynamiczne, posiadaja duzy fadunek ujemny

» Trzy rodzaje mechanizmu oddziatywania analitu z micela
Wiaczenie analitu do hydrofobowego rdzenia
Adsorpcja analitu na powierzchnii

WHaczenie analitu w charakterze kosurfaktanta



Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

>
elektroosmotyczny jest wysoki

Rozdziat wykonuje sie¢ w warunkach zasadowych, gdzie przeptyw

Poniewaz predkosc elektroforetyczna jest o przeciwnym zwrocie do

predkosci elektroosmotycznej to micele poruszaja sie wolno w kierunku

katody(-)

-----------------------------------------

= Surfactant molecules
D Solute

- Electroosmotic flow
<— Electrophoresis of the micelles



Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Obojetne sktadniki mieszaniny ulegaja podziatowi miedzy dwie fazy: micelarna i
bufor, w zaleznosci od ich hydrofobowego charakteru

» Im bardziej hydrofobowa substancja, tym silniej oddziatuje z micelami i migruje
wolniej niz substancje o charakterze bardziej hydrofilowym, ktore pozostaja w
roztworze

» Obojetne czasteczki, ktore nie oddziatuja z micelami poruszaja sie z EOF

SDS + zasadowy odczyn buforu




Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

a
Micelle Solute Water

¢ )

Injection Detection
Capillary

b Water Solute Micelle

L 1 L 1 ’_

0 ty £

Migration time



Micelarna chromatografia elektrokinetyczna
» marker EOF

Neutralny analit nie oddziatujacy z micelami
Taka sama predkosc jak EOF

Wyznacza t,

metanol

» Marker miceli

Analit w petni oddziatujacy z micelami

Taka sama predkosc jak micele
Wyznacza T

Sudan lll (pigment)



Elektroforeza kapilarna
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Strefowa elektroforeza kapilarna c7E
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Micelarna chromatografia elektrokinetyczna MEKC
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Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne CIEF
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Kapilarne techniki elektromigracyjne

» Techniki elektroforezy kapilarnej:
Kapilarna elektroforeza strefowa
Zelowa elektroforeza kapilarna
Kapilarne ogniskowanie izoelektryczne

|zotachoforeza kapilarna

» Micelarna chromatografia elektrokinetyczna

» Elektrochromatografia kapilarna



Elektrochromatografia kapilarna

Kolumny podobne do

tych w mikro-HPLC Micro-HPLC Capillary Electrophoresis
High-Pressure Capillary

Faza ruchoma jest HmP <D

przemieszczana za Separation Column eecor

pomoca pola

elektrycznego podobnie _

jak w CE 44— Detector ] el

Buffer Buffer

Rozdziat substancji jest * *

wynikiem kombinacji +

oddziatywania z faza

stacjonarng I migracji Capillary Electrochromatography (CEC)

elektroforetycznej

) Capillary Separation Column
Moze by¢ wykonane na e

aparacie do CE z
kolumna mikro-HPLC

High Wollage

Mobile Phase | + Mobile Phase




Podsumowanie

» Elektroforeza kapilarna daje duze mozliwosci rozdziatu
substancji

» Jest wiele technik elektromigracyjnych



