1. A MODSZER ROVID ATTEKINTESE

Az elektroforetikus elvalasztasi médszerek azon alapulnak, hogy elektromos térben
az oldott anyagok kiilonbozo sebességgel vandorolnak. A kapillaris elektroforézisnél
(capillary electrophoresis, CE) az elektroforézis egy vékony, altaldban 25-75 pm
belsd atmérdji, puffer oldattal toltott kapillarisban torténik. A kapillaris
alkalmazasdnak szamos eldnye van, igy példaul az, hogy a kapillaris nagy
elektromos ellendllasanal fogva a rendkiviil nagy térer6 (100-500 V/cm)
alkalmazésat csekély hofejlodés mellett teszi lehetdvé. Ezenkiviil a fejlodott ho
(Joule-h6) a kapillaris nagy feliilet/térfogat aranya miatt jol eloszlik. A nagy
elektromos térerd haszndlata rovid mérési id6t, valamint nagy elvalasztasi
hatékonysagot és felbontast biztosit. Az elméleti tanyérszam a kapillarison beliili
elektroozmotikus aramlds dugoszerii profiljanak koszonhetéen sok esetben
meghaladja a 10° értéket. Az elektroozmotikus dramlas lehet6vé teszi valamennyi
oldott részecske egyideji vizsgalatat, tekintet nélkiil a részecske toltésére. A CE
minimalis mintamennyiséget (1-10 nl) igényel, kdnnyen automatizalhato. A modszer
egyik legnagyobb elénye a lehetséges alkalmazasok rendkiviil széles kore. Mig a
kapillaris elektroforézist eleinte csak bioldgiai makromolekuldk vizsgélatdhoz
hasznaltdk, ma mar haszndljdk aminosavak, kirdlis vegyiiletek, vitaminok,
peszticidek, szervetlen ionok, szerves savak, peptidek és fehérjék, szénhidratok,
oligonukleotidok és DNS részek, de még egész sejtek és virusok elvalasztasahoz és
meghatarozadsdhoz 1is. Mivel az elektroforézises, illetve a kromatografias
elvélasztdsok mechanizmusai eltérnek, igy e vizsgalatok kolesondsen kiegészithetik
egymast. Ezenkivil a CE egyszeribb modszerfejlesztést, minimalis oldat
mennyiségekkel és gyakorlatilag szerves olddszerekt6l mentes munkat tesz lehetové.
Ezen elényok és lehetdségek kovetkeztében a CE-nek jo esélye van arra, hogy révid
idoén belill az elsdszdmu elvalasztasi technikdva valjon. Mindazonaltal, a CE még
nem tekinthetd teljes egészében kidolgozott moddszernek (példaul a HPLC-hez
képest) sem a modszer elmélete, sem az alkalmazasi lehetdségek tekintetében.
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1. abra A CE késziilék vazlatos elrendezése



A CE egyik legfontosabb jellemzdje a késziilek felépitésének egyszerlisége. Az 1.
abran egy tipikus kapillaris elektroforézis késziilék vazlatos elrendezése lathat6. Egy
vékony, puffer oldattal toltott kvarc kapillaris végei puffer oldatokba meriilnek. A
puffert tartalmazo edényekben talalhatok a nagyfesziiltségli tapegység €s a kapillaris
kozotti elektromos vezetést biztositd elektrodok is. A minta bevitele a kapillarisba
egy (altaldban az anddnal 1évd) pufferes edénynek a mintat tarold edénnyel valo
kicserélésével ¢és ezt kovetden kiilsé nyomds vagy elektromos tér egyidejii
alkalmazaséaval torténik. A pufferes edény visszahelyezése utan elektromos tér
alkalmazasa miatt a minta egyes komponensei elvalnak. A komponensek optikai
detektaldsa leggyakrabban a kapillaris masik vége kozelében, kozvetlenil a
kapillaris falan keresztiil torténik.



2. TORTENETI HATTER

Az elektroforézis a toltéssel rendelkezd részecskéknek (ionoknak) az elektromos
térben valdo vonzo és taszitd kolcsonhatdsok altal kivaltott kiilonbozéd mértékii
elmozduladsaiként hatdrozhat6 meg. Az elektroforézist, mint elvalasztasi technikat
Tiselius 1937-ben vezette be. Amikor kiilonbozd fehérjéket tartalmazd oldatot
helyezett egy, a végeinél puffer oldatokkal érintkezd csébe, ¢€s elektromos
fesziiltséget kapcsolt a cs6 végeire, azt talalta, hogy a minta komponensei toltésiiktol
¢s mozgékonysaguktol fiiggben kiilonbozd sebességgel kiilonbozd iranyokba
vandoroltak. Munkdjaért Tiseliusnak kés6bb Nobel-dijat adomanyoztak.

Amint azt Tiselius is tapasztalta, oldatokban az elvalasztas hatékonysagat korlatozza
a hodiffuzio és a hdatvitel. Ezért az elektroforézist tobbnyire rossz hdatviteli
kozegben (pl. poliakrilamid vagy agardz gélekben) hajtottdk végre. A lap vagy csé
formaju géleket leginkabb a bioldgiai makromolekulak (nukleinsavak, fehérjék)
méretfliggd elvalasztasahoz hasznaltdk. Bar ez az egyik legszélesebb korben
hasznalatos elvalasztasi technika, a lap gélelektroforézis alkalmazdsanal hosszu
elemzési idovel, kis elvalasztasi hatékonysaggal, nehézkes automatizalassal és
detektalassal kell szamolni. A 80-as évek elején végre elérhetdvé valtak 75 pum belsé
atmérdji kvarc kapillarisok. Ezek alkalmazasaval készitette el Jorgenson és Lukacs
az elso kapillaris elektroforézis berendezést.

5-25¢cm

2. abra A lap gélelektroforézis és a kapillaris elektroforézis méretbeli 6sszehasonlitasa

Az els6 CE-s nemzetkozi konferenciat 1989-ben tartottdk. Azota évrdl évre
novekszik a modszerrel kapcsolatos kozlemények, konyvek és konferencidk szdma,
¢s meredeken no az eladott CE késziilékek mennyisége.



3. A CE ELMELETE

3.1. Elektroforézis

Az elektroforetikus elvalasztasi médszerek azon alapulnak, hogy elektromos térben
az oldott anyagok kiilonb6zd sebességgel vandorolnak. Egy ion sebessége a
kovetkezéképpen adhatd meg:

v=UE (D

ahol v =azion sebessége
M. = az elektroforetikus mozgékonysag
E = az elektromos térerd

Az elektromos térerd (V/cm) az alkalmazott fesziiltség és a kapillaris hosszanak
hanyadosa. Egy adott ion és kozeg esetén a mozgékonysag allando, és jellemzd az
adott ionra. Egy részecske mozgékonysagat a részecskére hatd elektromos erd (F.) és
a kozeg altal kifejtett surlodasi erd (F;) hatdrozza meg.

Az elektromos erd a

F.=qE (2)
a surodasi erd (idealis, gomb alakti ionokra) pedig a
Fs=-6TnNrv 3)

képletekkel adhaté meg,

ahol q =azion toltése
N = az oldat viszkozitasa
r =azion sugara
v = az ion sebessége

Az elektroforézis soran e két erd egymassal egyenld, iranyuk ellentétes, igy felirhato,
hogy

gE=6mnnrv 4)

A (4) egyenletbdl az ion sebességét kifejezve, s behelyettesitve az (1) egyenletbe
kapjuk azt az egyenletet, mely a mozgékonysagot fizikai allandokkal irja le:

q
N 5
He 6Ty )

Ebbdl az egyenletbdl vildgosan latszik, hogy a kis méreti, nagy toltésti részecskék
rendelkeznek a legnagyobb mozgékonysaggal, mig a nagy méretli, de kis toltésii
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részecskék mozgékonysaga csekély. Az abszolut (elektroforetikus) mozgékonysagi
adatok, melyek végtelen hig oldatra és teljes toltésti (0=1, lasd 3. dbra) részecskékre
vonatkoznak, megtaldlhatok a kiilonbozé fizikai allanddkat tartalmazd
tablazatokban. Az abszolut mozgékonysagi értékektdl a kisérleti uton kapott relativ
(effektiv) mozgékonysagi értékek altalaban eltérnek, mivel ez utobbi értékek
fliggnek a pH-t6l (az oldott anyag pK-jatol) €s a kdzeg (puffer) dsszetételétol.

Az abszolut és relativ mozgékonysag kozotti kiillonbséget mutatja be a 3. dbra. Ha
két részecske abszolut mozgékonysaga teljes toltés mellett megegyezik, elvileg nem
valaszthatd el egymastol, holott valdjaban e részecskék kiilonb6zo pK értékiik, és
pH-juk altal megszabott toltéslik miatt kiilonb6zé mozgékonysaggal rendelkeznek.

# Teljes toltés

Zé16 :

toltés X

015=0 Lo
2 pKyy pKyp 12

pH

3. abra Két gyenge sav mozgékonysaganak pH-fiiggése

3.2. Az elektroozmotikus aramlas

A CE miikodésének alapja az elektroozmotikus aramlas (electroosmotic flow, EOF).
Az EOF a folyadék kapillarisbeli tomegtranszportja, mely a kapillaris belsé falan
kialakult feliileti toltések (kettds réteg) kovetkezménye (4. abra). Az EOF
hozzaadddik az oldott anyagok mozgékonysagan alapul6 aramlashoz, de nincs hatasa
az elvalasztas szelektivitasara.

Vizes oldatok esetén a legtobb szilard feliiletnek folos negativ toltése van. Ennek
oka a feliilet ionossa valasa sav-bazis egyensuly kovetkeztében és/vagy ionoknak a
feliiletre vald adszorpcidja. Kvarc esetén mindkét folyamat végbemehet, bar az EOF-
t leginkabb a szilanol csoportok (SiOH) anionos SiO” formaja hatarozza meg (5.a
abra). Az EOF pH=4 folott valik jelentéssé. Nemionos jellegii anyagok (pl.: teflon)
szintén kialakithatnak EOF-t a feliiletiikre adszorbedl6d6 anionoknak kdszonhetden.



Kapillaris fal

FLFL PP FEFE L FL

Diftuzids réteg

Stern-réteg

4. abra A kapillaris falan kialakul6 kettds réteg dbrazoléasa

Az ellenionok (altaldban kationok) a tdltésegyensuly fenntartisa miatt a feliilet
kozelében helyezkednek el, és egy kettOsréteget épitenek ki, illetve a fal
potencialjdhoz nagyon kozeli potenciélt (zéta potencialt) hoznak 1étre (5.b dbra). Ha
fesziiltséget kapcsolunk a kapillaris végeire, a diffuzios kettds réteget alkotd
kationok a katod felé mozdulnak el. Mivel e kationok szolvataltak, mozgasukkal az
oldoszer részecskéket is a katdd felé vonszoljak (5.c abra).

a,

5. abra Az elektroozmotikus dramlés kialakuldsa

a, negativ toltésii kvarc kapillaris belsé feliilete (Si-O")

b, hidratalt kationok gyiilnek dssze a feliilet kdzelében

¢, tdmegdramlés alakul ki az elektromos tér létrehozasa miatt



Az EOF mértéke sebességi vagy mozgékonysagi értékekkel fejezheto ki:

veor = (€€/N)E (6)
vagy
Meor = (€& /N) (7

ahol vgor = EOF sebessége
Meor = EOF "mozgékonysaga"
& = zétapotencial
€ = dielektromos allando

A zéta potencialt a kapillaris falanak feliileti toltése hatarozza meg. Mivel ez a toltés
er6sen pH-fliggd, az EOF nagysaga a pH-val valtozik. Nagy pH értékeknél, ahol a
szilanol csoportok tilnyomé részben deprotonaltak, az EOF mértéke joval nagyobb,
mint kisebb pH értékeknél, ahol e csoportok protondlédnak. Az EOF pH=2 ¢és
pH=12 koz6tt akar egy nagysagrendnél nagyobb mértékben is megvaltozhat.

A kapillarisbeli EOF fontos jellemzdje a lapos dramlasi profil (6.a dbra). Mivel az
aramlas hajtoéereje egyenletesen oszlik el a kapillarisban, egyaltalan nincs
nyomasesés a kapillarison beliil, s igy az dramlas teljesen egyenletesnek tekintheto.
A 6.a. dbran jol latszik, hogy az aramlasi sebesség hirtelen csokken a falnal a
surlodas kovetkeztében. A lapos aramlési profil azért elényds, mert a részecskék
zonainak diszperzidja csak kis mértékli. Ennek -ellenkezdje igaz pumpékkal
eldallitott laminaris vagy parabolikus dramldsokra a csé falanal fellépd deformalo
er6k miatt (6.b abra). Az EOF sebessége ¢€s profilja altaldban fiiggetlen a kapillaris
belsd atmérdjétdl, de ha az meghaladja a 200 pm-t, az elényds aramlési profil
megvaltozik.

EOF Laminaris aramlas

a) b)

6. abra Aramlasi profilok és részecske zonak

Az EOF egy masik fontos elénye, hogy az gyakorlatilag az Osszes részecskét,
fliggetleniil azok toltésétdl, azonos iranyu mozgasban tartja. A szokasos
koriilmények mellett (vagyis amikor a kapillaris belsé feliilete negativ toltésii) az



aramlas az anodtol a katod irdnyaba torténik. A katdéd felé nemcsak a kationok
vandorolnak, de az anionok is, mivel az EOF akar egy nagysagrenddel is nagyobb
lehet az anionok sebességénél. Igy a kationok, toltés nélkiili részecskék és anionok
akar egyetlen CE-s futtatassal is elemezhetOk. A folyamatot a 7. 4bra mutatja be. A
kationok vandorolnak a leggyorsabban a katod fel¢ az elektroforetikus vonzderd és
az EOF miatt; a toltés nélkiili részecskéket kizardlag az EOF széllitja, igy a
kiilonbozo toltés nélkiili részecskék itt nem szepardlodnak; a leglassabban pedig az
anionok vandorolnak a katdéd felé (az EOF-nek koszonhetden), mivel ezekre az anod
az EOF iranyaval ellentétes vonzoerét fejt ki. Kis méretii ionok (pl. K*, Na', CI)
vizsgéalata esetén az EOF nagysaga altaldban nem nagyobb ezen ionok
mozgékonysaganal. Ezenkiviil a kapillaris feliileti toltésének modositasaval elérhetd
az EOF csokkentése, s igy a kationok ¢és anionok akdr ellentétes irdnyba is
vandorolhatnak.

7. abra Kiilonbozd részecskéknek az EOF-val szuperponalt vandorlésa a kapillaris
zonaelektroforézisnél

3.3 Az EOF szabalyzasa

Bar a meghatarozdsoknal az EOF altalaban elény0s, gyakran sziikséges annak
szabalyzéasa. Nagy pH értékeknél az EOF akar olyan gyors is lehet, hogy az még az
viszont a negativ toltésii fal kationos részecskék adszorpcidjat okozhatja (ez
kiilonosen a bazikus fehérjék elvalasztisanal jelenthet problémakat). Az EOF
szabalyzasdhoz els6sorban a kapillaris feliileti toltésének vagy a puffer
viszkozitasanak megvaltoztatdsa sziikséges. Ezek lehetséges modozatait az 1.
tablazat foglalja 6ssze.

Az EOF sebességének csokkentése legegyszeribben az elektromos tér
csokkentésével lehetséges a (6) egyenletnek megfelelden. Ennek az alkalmazasnak
azonban szamos hatrdnya van az elemzés idGtartama, hatékonysaga és a felbontas
tekintetében. A gyakorlatban a legdramaibb valtozas az EOF-ben a puffer pH-janak
megvaltoztatasaval érhetd el. A pH valtozdsa azonban hatassal lehet az oldott
részecskék toltésére €s mozgékonysagara is. Kis pH-ju pufferek mind a kapillaris
felilletét, mind az oldott részecskéket protondlhatjdk, mig nagy pH-ju pufferek
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mindezeket deprotondljak. A kiilonb6z0 részecskék izoelektromos pontjanak
ismerete gyakran hasznos lehet a megfeleld pH-ja puffer kivalasztdsahoz. Az EOF

crer

A pufferek szokdsos koncentracidtartomanya 1-500 mM, nagyobb koncentracidk
alkalmazasat korlatozza a kapillaris belsejében jelentkezd hofejlédés. Ezenkiviil az
EOF valtoztathato a kapillaris falanak modositasaval (stabil réteg kialakitasadval vagy
specialis adalékokkal) is.

1. tablazat Az EOF szabalyzasanak modszerei

Valtozo

Eredmény

Megjegyzés

Elektromos tér

Aranyos valtozas az
EOF-ben

Csokkentésével az elvalasztas hatékonysaga
¢s a felbontas csokkenhet
Novelésével jelentds Joule-hd fejlddhet

Puffer pH

Az EOF kis pH-nal
csokken,
nagy pH-nal nd

A legegyszerlibb és legeredményesebb
modszer az EOF szabalyzasahoz
Megvaltoztathatja az elvalasztando
részecskek toltését vagy szerkezetét

Ionerdsség vagy
puffer-
koncentracio

Novekedésével csokken
a zéta potencidl és az
EOF

Nagy ionerdss€g nagyobb aramerdsséget €s
Joule-h6t eredményez

Kis ionerdsség problémakat jelenthet a
minta adszorpcidja miatt

A kapott jel alakja torzulhat, ha a
vezetOképesség eltér a minta
vezetOképességeétol

Homérséklet

A viszkozitas 2-3%-kal
valtozik °C-ként

Viéltoztatasa gyakran hasznos, mivel a
hoémérsekletet a késziilék maga képes
szabalyozni

Szerves modosito

Megvaltoztatja a zéta

Komplex valtozasok, hatasukat

adalék potencialt és a legegyszerlibben kisérletesen lehet
viszkozitast (4ltalaban meghatarozni
csokken az EOF) » Megvaltozhat a szelektivitas
Feliiletaktiv Hidrof6b és/vagy ionos e« Feliiletaktiv anionok novelhetik az EOF-t
anyag kolcsonhatasokkal a * Feliiletaktiv kationok csékkenthetik az EOF-

kapillaris falara

t vagy megfordithatjak annak irdnyat

adszorbealodnak + Jelentdsen megvaltoztathatja a szelektivitast
Toltés nélkiili, Hidrofob » (Csokkenti az EOF-t a feliileti toltések
hidroféb kolesonhatasokkal a elfedésével és a viszkozitas novelésevel
polimerek kapillaris falara

adszorbealodnak
Kovalens Kémiai kotés a kapillaris « Sokféle modositas lehetséges (hidrofob
kotéssel kotodé  faldhoz jelleg mértéke vagy toltés)
anyagok » A stabilitds gyakran problémakat okoz




3.4 Analitikai paraméterek

Mozgékonysag és migracios ido

A migracios id6 az az idGtartam, ami az adott részecskének a detektalas helyéig valo
vandorlasahoz sziikséges, s ami megadhatd a migracios tavolsag és a részecske
sebességének hdnyadosaként. A migracids id6 és mas kisérleti paraméterek alapjan
szamithato ki a latszélagos mozgékonysag (1):

i = — == 3

ahol W = e + Heor
V = fesziiltség
1 = akapillaris effektiv hossza (a kapillaris hossza a detektorig)
L =a kapillaris teljes hossza
t = migracids ido
E = elektromos térerd

Diszperzio

Az elektroforézisnél az elvalasztids a részecskék mozgékonysagbeli kiilonbségén
alapszik. A zdéndk jo elvaldsahoz rovid zondk eldnyosek. A zonak hosszat azonban a
kiilonbozé  tényezOk, diszperzios folyamatok (hossziranyt diffazid, Joule-hd
fejlodés, hosszu injektalas, minta adszorpciodja a kapillaris falara, a minta €s a puffer
jelentSsen eltéré vezetSképessége, stb.) novelik. Igy, a diszperzio forrdsa a zénan
beliili részecskék eltérd sebessége. A diszperzid az alapvonal cstcsszélességével
(w,) jellemezhetd, mely Gauss-gorbe alakt jel esetén

w,=40 9)

.....

Az elvélasztas hatékonysagat az elméleti tanyérszammal (N) fejezik ki:

N = Eég (10)

ahol I = a kapillaris effektiv hossza,
¢s forditottan ardnyos egy elméleti tanyérnak megfelel6 magassaggal (H):

H = (11)

1
N
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Idealis koriilmények kozott (vagyis amikor kicsi az injektalt minta hossza, nincs
kolcsonhatas a részecskék és a fal kozott, stb.) a hosszirdnyu diffazié az egyediili
forrdsa a részecskék zonakiszélesedésének, mivel a keresztiranyt diffuzié a
dugoszerii aramlasi profil miatt altaldban nem okoz problémat. gy a hatékonysag
aranyos a kromatografidban hasznalatos molekularis diffuzio kifejezéssel, vagyis:

62 = 2Dt = =—— (12)

ahol D = az adott részecske diffuzios koefficiense.
A (12) egyenletet behelyettesitve a (10) egyenletbe megkapjuk a tanyérszam
elektroforetikus kifejezését:

N - ueV1 — u‘eEl
2DL 2D

(13)

Az elméleti tdnyérszdm meghatarozhaté kozvetleniil a kapott elektroferogram
alapjan is:

0
N = 55400 (14)
wy/20

ahol t = a migracios 1do
wi, = akapott csucs félértékszélessége

Felbontas
Az elvalasztastechnikdban a végsd cél a mintdnak komponenseire valdé bontdsa. A
felbontas a legegyszertibben a kovetkezéképpen adhaté meg:

2(ty - ;) _th— 1
4| + Wo 40

R = (15)

Az egyenlet szamlalojaban szerepld tagok az elvalasztdsi folyamatot, a nevezdbeli
tagok pedig az ez ellen hato diszperzios folyamatokat jellemzik.
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4. A CE MODSZEREI

A CE alapvetd modszerei a kapillaris zonaelektroforézis (CZE), a micellaris
elektrokinetikus kromatografia (MEKC), a kapillaris gélelektroforézis (CGE), a
kapillaris izoelektromos fokuszalas (CIEF) €s a kapillaris izotachoforézis (CITP). E
kiilonboz6 elvalasztasi modszerek mechanizmusait foglalja 6ssze a 2. tablazat és a 8.
abra. Az egyes modszerek hasznalatdhoz tObbnyire egyszerlien csak a puffer
Osszetételét sziikséges megvaltoztatni. A felsorolt mddszerek koziil csak a CZE-t
targyaljuk részletesebben.

2. Tablazat A CE moOdszerei

Moddszer Az elvalasztas alapja
Kapillaris zonaelektroforézis Szabad részecskék mozgékonysaga
Micellaris elektrokinetikus kromatografia Hidrofob/ionos kdlcsonhatasok micellakkal
Kapillaris gélelektroforézis Meéret €s toltés
Kapillaris izoelektromos fokuszalas Izoelektromos pont
Kapillaris izotachoforézis Hatarfeliiletek mozgasa

a,  Zobnaelektroforézis

b, IEF ' Mintaval és amfolitokkal toltott

Kis pH <— pH gradiens Nagy pH
AA BB CC DD EE HH t>0
AA BB CC DD EE HH
c, ITP _
L t=0
T L t>0

8. abra A CZE, CIEF és CITP illusztralasa

A CZE egyszeriisége ¢és sokoldalisaga miatt a leggyakrabban hasznélatos CE
modszer. A kapilléaris csupan a pufferrel van toltve, az elvalasztas alapja az, hogy a
kiilonboz6 részecskék diszkrét zondkban més-mas sebességgel mozognak. Kationok
¢és anionok elvalasztasa egyarant lehetséges az EOF-nek koszonhetden, de az EOF a
toltés nélkiili részecskéket is mozgatja (elualja) (7. és a 8.a ébra).
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5. A KAPILLARIS ZONAELEKTROFOREZIS (CZE) ALKALMAZASI TERULETEI

Bar a CZE alig tizéves technika, a megismert alkalmazasok kore egyre szélesebb, a
kozlemények szama jelenleg, a 90-es évek végén exponencialisan né. A CZE-nek
eddigi rovid "¢élete" soran is mar olyan sok alkalmazasi teriiletét tartak fel, hogy ezek
koziil csupan néhany fontosabb teriilet felvillantdsara van itt lehetdség.

A CZE-t gyakran alkalmazzak bioldgiai kutatasokndl, elsdsorban peptidek és
fehérjék meghatarozasanal. Példaul a cukorfehérjék tipikusan azok a vegyiiletek,
melyeket a hagyomanyos gélelektroforézis vagy folyadékkromatografias
modszerekkel nehéz elemezni, ugyanakkor a CZE itt eldnydsen hasznalhato. Jelentds
sikereket értek el a "peptid-térképek" CZE-s felvételénél is. A "peptid-térkép"
készitésénél a fehérjéket enzimekkel vagy vegyszerekkel kis peptidrészekre tordelik
szét, majd a peptidek e keverékét elemzik. E vizsgalat elsdsorban mindségi jellegii és
a fehérjék kozti finom kiilonbségek feltarasara jo. Egy, CZE-vel kapott peptid-térkép
a 9. abran lathato.

mAU
30
28
26
24 -

22 -

20 -

18

5 6 7 8 9 v 1 12
1d6 (perc)

9. abra Peptid-térkép
Koriilmények: minta: BSA standard, puffer: 20 mM foszfat, pH=7, V=25 kV, 1=50 cm,
belsé atmérd: 50 pm, A=200 nm

A CZE ugyancsak jol hasznosithatdo a nagynyomast folyadékkromatografiasan
(HPLC) tisztitott fehérjék méasodik dimenzids elemzéséhez (10. abra).
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mAU mAU
16

15. frakcio 18. frakcio
14 - 16 1
14 -
12 - 12 4
10 4 10 4
8 1 8 -
6 - 6
4 4 |

2.' LNl-O\Q 2 -M
n 13 15 17 19 0 12 14 16 18
1d6 (perc) 1d6 (perc)

10. abra Forditott fazisi HPLC-s technikéaval elvalasztott peptidek CZE elemzése
Koriilmények: puffer: 30 mM borat, 17 mM foszfat, pH=8.2, V=25 kV, I=70 cm, belsd
atmér6: 50 pm, A=200 nm

Optimalt feltételek mellett, a CZE esetén elérheté nagy elvalasztasi hatékonysag
elegendd lehet két anyag kozotti egészen kis szerkezeti kiilobségek felismeréséhez
is. A 11. ébran lathatdé, hogy még két, olyan 8 aminosav hosszusadgu peptid is
kiilonbozik. Ez a példa azt is jelzi, hogy még a konformacios kiilonbségeknek is
hatasuk van az anyagok elektroforetikus mozgékonysagara.

mAU g\(ltzlyrz))t-enzin
62 Neurotenzin
60 - S
56 -
52
48
44 -
40 -
6 7
1d6 (perc)

11. abra Neurotenzin izomerek CZE elemzése (A neurotenzin aminosav-sorrendje: pGlu-
Leu-Try-Glu-Asn-Lys-Pro-Arg-Arg-Pro-Tyr-Ile-Leu és pGlu-Leu-Try-Glu-Asn-Lys-Pro-
Arg-Arg-Pro-D-Tyr-Ile-Leu)

Koriilmények: minta: 0.025 mM mindkét izomer, puffer: 30 mM borat, pH=8.3, V=18 kV,
1=65 cm, bels6 atmérd: 50 pm, A=200 nm
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Anionos vegyiiletek gyakran elemezhet6k a szokasos polaritds mellett is, ha a nagy
EOF ellensulyozza ezek negativ elektroforetikus mozgékonysagat. Nukleotidok
esetétn a CZE elvalasztas gyorsabb, mintha gradiens eliciés HPLC-s modszert

hasznélnank (12. &bra).

50 -
40
E AMP
S - NAD +
o4
2 NADP+
NADPH
E 20 NADH
ADP / ATP
10 -
04 v Lt w
T T 1 T T
0 2 4 6 8 10
min

12. abra Nukleotidok és koenzimjeik CZE elemzése
Koriilmények: puffer: 20 mM foszftat, pH=7.5, V=25 kV, 1=56 cm, bels6 atméro: 75 pm,

A CZE-vel

konnyen azonosithatok ¢és

A=200 nm

mennyiségileg is meghatarozhatdk

¢lelmiszerekhez adalékolt tartdsitoszerek, édesitOszerek (13. abra), szintetikus

festékek, vitaminok.

mAU 1

80 -
60
40

20

N

7 ciklamat

8 szorbinsav

9 benzoesav

10 aszpartamsav
11 szacharin

1 fenilalanin

2 aszpartam

3 p-propil-hidroxibenzoat
4 p-etil-hidroxibenzoat

5 p-metil-hidroxibenzoat
6 dihidroxi-ecetsav

1

10 12

AN

38

48 5.8 6.8 18

min

13. abra Mesterséges édesitd- €s tartositoszerek CZE elemzése
Koriilmények: puffer: 20 mM borat, pH=9.4, V=30 kV, =56 cm, belsd atmérd: 50 pum,

A=192 nm
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A CZE hasznélhat6 szervetlen kationok, anionok ¢és szerves savak meghatdrozasara
is, melyeket hagyomanyosan ionkromatografias modszerekkel szoktak elemezni.
Mivel ezekben az anyagokban tobbnyire nincs megfeleld kromofor (szinhordozd)
csoport, indirekt UV detektalast kell alkalmazni. Indirekt detektalasnal a puffer az
adott hullamhossz-tartomanyban erdsen elnyelé anyagot (pl. kromatot vagy
imidazolt) tartalmaz és a detektdlas ezen anyagok abszorpciés maximuman torténik
(pl.: kromat esetén 254 nm-en). Amikor a minta zénai athaladnak a detektélas
helyén, abszorbancia csokkenés kovetkezik be, mivel a minta nem kromofor
komponensei kiszoritjak ("higitjak") a kromofor puffert. A kis méretii kationok nagy
mozgékonysaga miatt az EOF nem elég nagy az ellenkezd iranyba vandorlo ionok
(anionok) szallitdsahoz, igy a kationok ¢&s anionok egyszerre altalaban nem
vizsgéalhatok. A 14. abran 1-10 szénatomszadmu alifas karbonsavak elektroferogramja
lathato.

mAU
0,00

-0,01f

-0,02f

8]

- 0,03f &

-0,041

-

0 5 6 9 12 15
1d6 (perc)
14. abra Kis szénatomszamu alifas karbonsavak CZE elemzése
Koriilmények: minta: C;-C) alifas karbonsavak (mindegyik 25 pg/ml), puffer: 5 mM

dinitro-benzoesav, 0.5 mM CTAB, pH=9.0, 40% aceton; V=25 kV forditott polaritas;
1=50 cm, bels6 atmér6: 75 pm, A=214 nm

16



6. A CE KESZULEK FELEPITESE

A CE késziilék felépitését a 15. dbra mutatja be. Egy CE késziilékkel torténd mérés 4
egymast kovetd 1épésbdl all:

1. bemeneti pufferedényke cseréje a mintat tartalmazé edénykével,

2. a minta bejuttatdsa a kapillarisba kis nyomads vagy fesziiltség alkalmazéasaval,

3. a bemeneti pufferedényke visszahelyezése,

4. fesziiltség alkalmazasa az elvalasztashoz.

Ezt kovetéen a minta elvalé komponenseinek zdénai elérik az optikai ablakot, ahol a
spektrometrids detektalds torténik. A kovetkezokben a minta injektalasdhoz,
elvalasztasdhoz, detektaldsahoz ¢és a folyadékok kezeléséhez sziikséges
részegységekrdl, médszerekrol lesz szo.

Kapillaris termosztalas

Dioddasoros
detektalas

Termosztalt mintatartd

Puffer oldat -

15. abra A CE késziilék vazlatos felépitése

6.1. Injektalas

A nagy elvalasztasi hatékonysag elérése céljabol csak nagyon kis minta mennyiséget
szabad a kapilldrisba juttatni. A kapilldrisba bejuttatott minta (injekcids dugo)
hosszanak kisebbnek kell lennie a kapillaris hosszanak 1-2%-anél. Ez azt jelenti,
hogy az injekcids hossz a kapillaris hosszatol €s bels6 atmérdjétdl fliggden csupan
néhany mm, vagyis a minta térfogata nem tbb 1-50 nl-nél. igy, elméletileg egyetlen
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5 Ml-nyi mintaoldatbol mar akar egy sorozatmérésre is lehetéség van. Nagyobb
mintatérfogatok alkalmazasanak két 1ényeges hatdsa van, de mindkettd hatranyos a
felbontasra nézve. Egyrészt a diffuzid altal megszabott zonaszélességnél nagyobb
injekcids hossz aranyosan szélesebb csucsokat eredményez. Masrészt novelheti az
elektromos tér inhomogenitasat €s eltorzult form4ja csticsokat okozhat a minta zonai
¢s a puffer eltérd vezetoképessége miatt.

A két leggyakrabban hasznalt CE minta beviteli modszer a hidrodinamikai és az
elektrokinetikus injektalas (16. abra). Az injektalt minta mennyisége egyik esetben
sem ismert pontosan, de konnyen kiszdmolhat6. Mintatérfogat helyett,
hidrodinamikus injektalasndl a nyomas-idd, elektrokinetikus injektalasnal pedig a
fesziiltség-1d6 paramétereket szokas megadni.

a . . .
d Nyomés Hidrodinamikus

d, Elektrokinetikus

16. abra A minta injektalasanak modszerei a CE-nél

Hidrodinamikus injektalas

A hidrodinamikus injektalds a legaltalanosabban haszndlatos CE mintabeviteli
moddszer. Végrehajthato, ha a kapillaris injekcios végénél nyomadst, vagy a kapillaris
masik végénél vakuumot alkalmazunk, vagy pedig ha az injekcidés edénykét
megemeljiik a kapillaris masik végéhez képest (hidrosztatikus injektalas) (16. a, b, ¢
abrak).

Az injektalt minta térfogata a Hagen-Poisuille egyenlet alapjan szamithato:

4
térfogat = Abd Tt (16)
128nL
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ahol AP =nyomaskiilonbség a kapillarisban

d = akapillaris bels6 atmérdje
t =1d06
n = apuffer viszkozitasa

L = akapillaris hossza

A szokasos injekcidos nyomas €s 1d6 paraméterek 25-100 mbar, illetve 0.5-5 s. A
hidrosztatikus injektalasnal a AP nyomadskiilonbség a (17) képletbdl szdmolhato.
Altalaban 5-10 cm-re emelik a mintafiolat a kapillaris masik végéhez képest 10-30
masodpercig.

AP = & g Ah (17)

ahol & =a puffer oldat stiriisége
g = gravitacids allando
Ah = az edények ko6zotti magassagkiilonbség

Ha az érzékenység nem kiilonosebben fontos az elemzésnél, akkor a lehetd legkisebb
injekcids hosszt érdemes hasznalni. Az injekcid ismételhetdsége azonban romlik
nagyon rovid injekcios idok esetén. Bar a késziilékek injekcids ismételhetdsége
altalaban 1-2 %-nal is jobb, a csucsteriiletbeli ismételhetdséget szdmos tényezd
ronthatja (pl.: a kapillaris homérsékletének valtozasa, a minta kdlcsonhatdsai a
kapillaris falaval, a csucsok integraldsa kis jel/zaj viszonynal stb.). A kapillaris
hoémérsékletének pontos szabdlyzasa (+ 0.1°C) fontos az allando injekcios térfogat
biztositasdhoz is, mivel a migracids 1do, illetve a kapillarisban a puffer viszkozitasa,
s igy az injektalt mennyiség 2-3 %-kal valtozik °C-onként. Annak érdekében, hogy
elkeriiljiik a minta oldat nem kivant felszivodasat a kapillarisba, az injektalasnak
olyan rovid idétartamunak kell lennie, amilyen rovid csak lehet.

Elektrokinetikus injektalas

Az elektrokinetikus (vagy mas néven elektromigracios) injektalas esetén a kapillaris
bemeneti végét a mintatartd edénykébe helyezik és fesziiltséget kapcsolnak ra (16.d
abra). Ilyenkor a térerdsség 3-5-szOr kisebb, mint amilyet elvalasztaskor szokés
hasznalni. Elektrokinetikus injektalasnal a részecskék migracio, illetve az EOF szivo
hatdsa révén jutnak be a kapillarisba. Az elektrokinetikus injektalds sajatsaga, hogy a
kapillarisba juttatott mennyiség fiigg az egyes részecskék elektroforetikus
mozgékonysagatol. Egyfajta pozitiv diszkriminacié torténik az ionos részecskéket
illetéen, mivel a mozgékonyabb ionok nagyobb mennyiségben jutnak a kapillarisba,
mint a kevésbé mozgékonyabb ionok és mas részecskék. Az injektalt mennyiség (Q)
(g vagy mol) a kovetkezoképpen szamolhato ki:

(Me + Mpop) VT Ct
L

Q= (18)
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ahol W, = arészecske elektroforetikus mozgékonysaga
Meor = az EOF mozgékonysaga
V  =fesziiltség

r = kapillaris sugara

C = arészecske koncentracidja
t =1id6

L = akapilléris teljes hossza

A (18) egyenlet alapjan az injektadlt minta mennyisége az EOF-t6l, a minta
koncentraciojatol és mozgékonysagatol fiigg. A vezetOképességben bekovetkezd
valtozasok, melyek okai els6sorban a matrix hatasok (nagy mennyiségli nem
detektalt ion, példaul Na" vagy CI"), kiilonbozé fesziiltségeséseket, és igy kiilonbozo
injektalt mennyiségeket eredményeznek. Emiatt az elektrokinetikus injektalas
altaldban kevésbé reprodukalhatd méréseket tesz lehetévé, mint amilyen a
hidrodinamikus injektalassal elérhetd. Emellett azonban az elektrokinetikus
injektalasnak is vannak pozitiv oldalai: nagyon egyszerli, nem igényel kiilon
miszerezettséget, eldnyosen alkalmazhatd viszkézus mintak, gélek elemzésénél,
amikor a hidrodinamikus injektalas nem hasznalhato.

6.2 Elvalasztas
Az elvalasztdsi folyamatnal a kapillarist, a CE késziiléknek a kapillaris
termosztalasat végzo rendszerét €s elektromos tapegységét hasznaljuk.

6.2.1 Kapillaris

A kapillaris anyagénak kémiailag és elektromosan inertnek, UV ¢és lathaté fényt
ateresztonek, hajlékonynak, de ugyanakkor kelléen szilardnak és nem tal dragénak
kell lennie. Ezen kovetelményeket jelenlegi ismereteink szerint a kvarc elégiti ki
leginkdbb. A kvarcot mar régdta hasznaljak optikai cellak és gazkromatografias
(GC) kolonnak anyagédul. A GC-s kolonnakhoz hasonléan, a CE kapillarisokat is
poliimid védodréteggel boritjak a kapillaris erdsitése és konnyebb kezelhetOsége
miatt. A detektalds helyén, az optikai ablakban ez a miianyag réteg konnyen
leégethetd, vagy lekaparhatd. A kapillaris lecsupaszitott néhany mme-es szakasza
azonban igen torékennyé valik, igy ovatosan kell vele banni. Altalaban 25-75 pm
belsd, ¢és 350-400 pm kiilsé atméréji kvarc kapillarisok hasznalatosak. A
meghatarozds idejét tekintve a rovid kapillarisok alkalmazasa eldnyds. A
leggyakrabban hasznalatos effektiv kapillarishosszusag 50-75 cm. Ennél 5-15 cm-rel
nagyobb a kapillaris teljes hossza, vagyis a detektor és a kapillaris kimeneti vége
kozotti tavolsag. Az elonyds, ha az effektiv hosszusag a kapillaris teljes hosszanak
lehetd legnagyobb részét kiteszi a nagy elektromos térerd hasznalata, és a kapillaris
kondicionaldsidhoz, illetve az elemzéshez sziikséges 1d6 csOkkentése miatt.

6.2.2 A kapillaris kondicionalasa

A jo mérési reprodukalhatosag eléréséhez nagyon fontos a kapilldris kondicionalésa,
a reprodukalhat6 kapillaris feliilet kialakitdsa. Kondiciondldsndl a cél a kapillaris
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belsé feliiletére adszorbedlt anyagok eltavolitasa és a feliilet felujitasa a szilanol
csoportok deprotonalasaval. A kondicionélas a kapillaris mosatasat jelenti elébb 1 M
NaOH-val, majd 0.1 M NaOH-val, ezt kovetéen pedig a pufferrel. A
meghatarozasok el6tt csak az utobbi egy vagy két 1épést kell végrehajtani. Mas
mosasi eljarasok is ismeretesek (pl.: erds savval, metanollal, dimetil-szulfoxiddal
vagy kiilonboz6 detergensekkel). Az allando feliileti toltés kialakitdsa torténhet a
puffer komponenseinek a kapillaris feliiletére valé adszorbciojaval is (pl.: foszfat
pufferek esetén).

6.2.3 A kapillaris termosztalasa

A reprodukalhato mérések végrehajtdsdhoz elengedhetetlen a kapillaris
hémérsékletének allando értéken tartdsa. = 0.1 °C pontossagii hdmérsékletszabalyzas
elsdsorban a migracios id6 és a mintainjektalas viszkozitasfiiggése miatt sziikséges.
Ezenkiviil a kapillarist el kell szigetelni a kornyezet hdmérsékleti valtozasaitol. Bar a
folyadéktermosztalas elméletileg hatékonyabb, a légtermosztalas (LJ 10 m/s
sebességll levegd aramoltatasa) altalaban elegendd a CE-nél képz6do viszonylag kis
mennyiségli hd elvezetéséhez. A légtermosztalasos rendszerek elénye az egyszeri
felépitésiik és hasznalatuk.

6.2.4 Nagyfesziiltségii tapegység

A CE-nél a maximalisan kortlbeliil 30 kV fesziiltségii és 200-300 JA aramerdsségii
elektromos aram eldallitasahoz egyendramu tapegység hasznalatos. A migracids idok
nagyfoku reprodukalhatdsagéhoz (+ 0.1 %) jol szabalyozott fesziiltség sziikséges. A
CE-nél hasznélatos tapegységeknél a polaritas altaldban megvaltoztathatd. A
szokasos koriilmények mellett az EOF a katod felé mozdul. Ebben az esetben az
injektalds az anddnal torténik. Azonban, ha az EOF-t csokkenteni vagy megforditani
akarjuk, szlikség lehet az elektrédok polaritdsanak megforditasara. Bar az allando
fesziiltségen torténd elemzések a leggyakoribbak, néha az allando aramerdsséggel,
vagy az allando teljesitménnyel valo munka az eldnyos (pl.: izotachoforetikus
elemzések). A CE-s tapegység masik sajatsaga, hogy alkalmas fesziiltség,
aramerdsség vagy teljesitmény gradiens megvaldsitdsara a meghatarozas idétartama
alatt. Ezt a fajta elektromos tér programozast hasznaljak a mérések elején esetleg
bekovetkezd gyors hdétermelés, vagy a bonyolultabb mintdk meghatarozasahoz
sziikséges hosszabb mérési 1d6 csokkentése érdekében.

6.3 Detektalas

A CE technikdknal a detektdlds egyfajta kihivasnak szamit a kapillaris kis 4tmérdje
¢s a felhasznalt, csupan nanoliternyi térfogati minta miatt. Bar a CE egyike a
legkevesebb mintamennyiséget felhaszndlo modszereknek, mégsem tekinthetd
"nyomanalitikai" modszernek, mivel nagyon kis koncentraciok meghatdrozasara nem
alkalmas, vagy pedig elodusitasi eljaras alkalmazasa sziikséges. Szamos, a HPLC-s
technikdkhoz kordbban mar alkalmazott detektaldsi modszert probaltak ki a CE
esetére is, de leggyakrabban az UV-lathatd fényabszorpcids detektdlds haszndlatos.
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A 3. tdblazat a legfontosabb, CE-vel alkalmazhatd detektalasi modszereket, azok
alkalmazaséanak elényeit és hatranyait foglalja 6ssze.

3. tablazat Detektalasi mdodszerek

Maoédszer Kimutatasi hatar Elonyok/hatranyok
abszolut (mol) koncentracié (M)
UV-lathato fény 103-107° 10°-10° « univerzalis
elnyelés * a dioddasor spektralis
informaciokat nyujt
Fluoreszcencia 10710 107-10” * érzékeny

* altalaban szarmazékképzes
sziikséges a mintabol

Lézer indukalt 107810 1074-107"° « nagyon érzékeny
fluoreszcencia * altaldban a minta
szarmazekképzése sziikséges
 draga

Amperometria 10"%-10" 107%-10™" « érzékeny
* szelektiv, de csak elektroaktiv
részecskekre jO
* specidlis elektronikai egyszég és
modositott kapillaris sziikséges

Vezetéképesség- 10°-107° 107-107 « univerzalis
méreés * specidlis elektronikai egység és
modositott kapillaris sziikséges
Tomeg- 10710 10%-10” * érzékeny és szerkezeti
spektrometria informaciokat is nyujt
* a CE ¢és MS illesztése
problematikus
Indirekt UV, 10-100-szor * univerzalis
fluoreszcencia,  kisebb mint a * jobb érzékenység mint a direkt
amperometria direkt modszerek modszerek esetén
esetén

6.3.1 UV-lathato fény abszorpcioja

Az UV-lathato fény abszorpcid elsdsorban univerzalis detektalasi jellege miatt a
legszélesebb korben hasznalatos detektdldsi modszer. Kvarc kapillarisok esetén a
detektalas torténhet 200 nm-tél kezdve a lathatd fény tartomanyat feldlelve. Nagy
hatékonysagli detektalasrol azért beszélhetiink, mert a detektdlds magin a
kapillarison ("on-capillary") torténik. Igy a detektildsi 1épés nem okoz zoéna
kiszélesedést.

Mint minden optikai detektorndl, a nagy felbontas érdekében a detektaldsi hely
sz¢lességének a részecskék zonaszélességéhez viszonyitva kicsinek kell lennie. Ez a
sajatos kapillaris méretekhez tervezett rés alkalmazaséaval érhetd el. Mivel a CE-nél a
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csucsok 2-5 mm szélesek, a réshossz ezen érték legfeljebb egyharmada lehet. A
detektor tervezésénél figyelemmel kellett lenni a rovid optikai uthosszra. A fényt
kozvetleniil a kapillaris belsejébe kell fokuszalni, hogy a résnél maximalis athatolas
legyen elérhetd, és hogy a lehetd legkisebb mértékben jusson a detektorba szort fény.
Mindezek természetesen hatassal vannak mind az érzékenységre, mind a linearis
kimutatasi tartomanyra.

Az ¢érzékenység a kalibracios gorbe (egyenes) meredekségeként definialhato.
Nagyobb meredekség tehat jobb érzékenységgel egyenld. Az abszorpcids
detektalasnal a részecske abszorbancidja a b abszorpcids uthossztol, a részecske C
koncentracidjatol és az € molaris abszorpcios egyiitthatojatol fiigg (Lambert-Beer
torveény):

A=bCe (19)

A CE-ndl az érzékenységet elsdsorban a rovid uthossz korlatozza. A kapilldris
gorbiilete miatt, a tényleges uthossz kisebb, mint a kapillaris bels6 atmérdje, mivel a
fénynek csak egy kis része halad at pontosan a kapillaris kdzepén.

Nagyobb érzékenység gyakran ugy érhetd el, ha kis UV-tartomanya hulldmhosszt
hasznalunk a detektalashoz. Példaul a peptidek és szénhidratok nem erds
szinhordozok (kromoforok), de jol detektilhatok 200 nm-en, vagy az alatti
hulldmhosszakon. Az ilyen kis hulldmhosszaknal torténd detektalasnal csak
rendkiviil kis mértékben elnyeld puffereket szabad hasznalni, mivel a nagy
hattérabszorbancia ndveli az alapvonal zajat és csokkenti a jelet. E tekintetben a
fosztat és borat pufferek hasznélata eldnyos, viszont sajnos a legtdobb bioldgiai
puffer (HEPES, CAPS, vagy Tris) hasznalata gyenge eredményekhez vezet 215 nm
alatt. A linedris kimutatdsi tartomanyt nagyban korlatozza a detektorba jutd szort
fény. Idedlis esetben a teljes fény a kapillaris kozepén, és nem a falon keresztiil hatol
at. A CE-nél a linearis kimutatasi tartomany a kapillaris kis mérete és gorbiilete miatt
altalaban alacsonyabban van, mint a folyadékkromatografias technikaknal (0.4 - 0.7
AU a CE-nél, 1.2-1.5 AU a LC-nél).

Az érzékenység €s a linedris kimutatasi tartomany ugyan javithato a kapillaris bels6
atmérdjének novelésével, ezt azonban korlatozza az a tény, hogy nagyobb
aramerOsségek alkalmazasa a kapilldris jelentds felmelegedését vonja maga utan. A
kapillarisatmérd kétszeres novelése példaul a jelabszorbancia kétszeres, de az
aramerdsség négyszeres novekedéséhez vezet. A tllzott dramfelhasznalds (és igy
hétermelddés) elkeriilése érdekében olyan specidlis kapillarisokat allitottak eld,
melyek 4atmérdjét csupan az optikai fényat helyén novelték meg. Ilyen
kapillaristipust képviselnek a "buborékcellas" (17. abra) vagy a "Z-cellas"
kapillarisok.
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A diddasoros detektalds lehetdvé teszi, hogy csupan egyetlen, vagy egyszerre tobb
hulldmhosszon torténjen a detektalds. A diddasoros detektor egy olyan akromatikus
lencserendszerbdl all, mely a fényt a kapillarisba fokuszélja, a fénysugarat ezutan
diffrakcids racs bontja fel kiilonb6z6 hullamhosszisagu Osszetevdire, majd ezek a
megfeleld elrendezésben 1évo fotodiodakra esnek. A fotodiddak szdma akar tobb
szaz is lehet, és mindegyikiik egy keskeny szinképtartomanyt olel fel. A diddasoros
detektalds jol hasznalhato arra, hogy egy minta Osszes komponensére megkapjuk,
milyen hulldmhosszakon érhetdk el abszorpcidos maximumai. Egy megfeleld szoftver
automatikusan kiszamolhatja ezen abszorpcidés maximumokat €s sziikség esetén
harom dimenzids abrazolasban is képes bemutatni az elemzési 1d0, hullamhossz és

Fény

17. abra Megnovelt fényutas (buborékcellas) kapillaris

abszorbancia kapcsolatat (18. abra).
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7. AZ ELEKTROFEROGRAMOK KIERTEKELESE

Minden analitikai elvélasztasi folyamat célja, hogy valaszt tudjunk adni a kovetkezd
kérdésekre:

1. Milyen 6sszetevOkbdl all a minta?

2. Milyen koncentracioban vannak jelen az 6sszetevok a mintaban?

Mig az els6é kérdés megvalaszolasaval a mindségi (kvalitativ) analizis foglalkozik, a
masodik kérdésre a mennyiségi (kvantitativ) analizis ad valaszt.

7.1 Minoségi analizis
A CE-nél a min6ségi analizis az elektroferogramon talalhatd csucsok azonositasat
jelenti. Ez egy adott csucs migracids idejének vagy mozgékonysaganak egy ismert
vegyllet kisérletileg kapott megfelelé6 eredményeivel valdo 0Osszehasonlitasaval
torténhet. Ha ugyanazokat a migracios idoket, illetve mozgékonysagi adatokat
kapjuk, akkor lehet, hogy a két vegyiilet azonos. A csucsok nagy biztonsaggal vald
azonositasanak eljarasa az aldbbi:

* Az injektalast megelézéen adjunk a kérdéses vegyiiletb6l a mintahoz. Az
elektroferogramon igy kapott csucsnak nagyobbnak kell lennie az eredeti
csucsnal, méghozza vall kialakulasa nélkiil.

* Hajtsuk végre az el6z6 eljarast mas elvalasztasi modszerekkel is (pl.: MEKC,
HPLC). Ha nem kapunk mas csucsokat is, akkor a csucs azonositdsat mar szinte
biztosra vehetjiik.

* Teljes bizonyossagal azonosithatunk egy kérdéses csucsot, ha kémiai szerkezeti
informaciokat is nyeriink a vegyiiletrdl (pl.: CZE-MS technikéaval).

A csucsoknak a migracids idejlik alapjan torténd Osszehasonlitasa allandd kisérleti

koriilményeket feltételez. A mikodési paraméterek (pl.: hémérséklet, puffer pH,

puffer ionerdssége, stb.) kis mértékli megvaltozasa is hatdssal lehet a részecskék
mozgékonysagara, €s igy megbizhatatlannd valhat a cstics azonositasa.

7.2 Mennyiségi analizis

A mennyiségi analizis informaciot nyujt a minta egy dsszetevdjének mennyiségérdl
vagy koncentraciojarol az elektroferogram egy csucsdnak magassaga, vagy teriilete
alapjan. Mig a csucsmagassag kozvetleniil leolvashaté az elektroferogramrol, a
csucsteriilet meghatdrozdsdhoz egy integrald egység (szamitogépes szoftver)
sziikséges. Az anyag ismeretlen mennyisége vagy c, koncentracidja az a,
korrelacioja alapjan szdmolhat6 ki. Ehhez két 6 eljarés, a kiils6 standard €s a belsd
standard modszerek ismeretesek. Mindkét moddszer széles korben hasznélatos az
analitikai kémidban.
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8. GYAKORLATOK A CZE ALKALMAZASAHOZ

A késziilék bekapcsolasa és lizemképes allapotba hozasa utdn a kapillarist 10-10
percig 0.1 M NaOH-oldattal, majd a puffer oldattal kell mosatni (kondicionalni).
Ezek a sziirt oldatok a gyakorlaton rendelkezésre allnak. A kondicionalasi eljaras
id6tartama alatt kell viszont elkésziteni és 0.45 pm-es sziirén atsziirni az elemzésre
var6 oldatokat. A gyakorlat soran az alabbi feladatok koziil egyet kell végrehajtani.

8.1 Alkalifém és alkalifoldfém ionok meghatarozasa
Koriilmények:

Puffer: 5 mM imidazol, pH=4.5 kénsavval bedllitva
Kapillaris:  leg= 56 cm, belsé atméré= 50 pm
Injektalads: 100 mbar s

Homérséklet: 25°C

Fesziiltség: 25 kV

Detektalds: 214 nm, indirekt ("negativ csucsok")

Mintak: 1. K", Ba®", Ca*", Na", Li" tartalmu, ismeretlen koncentracidju oldat
2. 10, 30, 50 pg/ml Ca’"-tartalma oldatok
3. 1voviz

Feladat:

1. Ca*" migracios idejének megadasa
2. A tobbi ion migracids idejének valoszinlisitése az elektroferogram ¢és a
mozgékonysagi adatok alapjan (K: 0.68, Na: 0.48, Ca: 0.45, Ba: 0.42 cm*/kVs)

e

4. Az ivoviz f6 fémion-tartalmanak kvalitativ meghatarozasa

8.2 Alkilaminok meghatarozasa

Koriilmények:

Puffer: 5 mM imidazol, pH=4.5 kénsavval bedllitva

Kapillaris:  leg= 56 cm, belsé atméré= 50 pm

Injektalas: 100 mbar s

Homérséklet: 25°C

Fesziiltség: 25 kV

Detektalds: 214 nm, indirekt ("negativ csucsok")

Minték:

1. trimetil-ammonium, tetrametil-ammonium, tetraetil-ammonium és tetrabutil-

c e

2.5, 10, 15 mM tetrabutil-ammonium ion tartalmu oldatok

Feladat:

1. A tetrabutil-ammonium ion migracids idejének megadasa

2. A tobbi kation migracids idejének valosziniisitése az elektroferogram és a
mozgékonysagi megfontolasok alapjan

e
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8.3 Nukleotidok meghatarozasa
Koriilmények:

Puffer: 20 mM foszfat, pH=7.5
Kapillaris:  leg= 56 cm, belsé atméré= 50 pm
Injektalas: 100 mbar s

Homérséklet: 25°C

Fesziiltség: 25 kV

Detektalas: 200 nm

Mintak:

1. NADH, AMP, ADP, ATP tartalmu, ismeretlen koncentracioju oldat
2. 5,10, 15 mM ADP tartalmu oldatok

Feladat:

1. Az ADP migracios idejének megadasa

2. A tobbi nukleotid migracids idejének valosziniisitése az elektroferogram és a
mozgékonysagi megfontolasok alapjan

e

8.4 Tartositoszer anyagok meghatarozasa
Koriilmények:

Puffer: 20 mM borat, pH=9.4

Kapillaris:  l.= 56 cm, belsd atméré= 50 pm
Injektalas: 100 mbar s

Homérséklet: 25°C

Fesziiltség: 30 kV

Detektalas: 192 nm

Minték:

c e

2. 5,10, 15 mM benzoesav tartalmt oldatok

Feladat:
1. A benzoesav migracios idejének megadasa

crer

3. "Coca Cola" konzervaloszerének meghatarozasa
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9. A SEGEDANYAGBAN SZEREPLO ROVIDITESEK LISTAJA

CE Capillary electrophoresis

CGE  Capillary gel electrophoresis
CIEF Capillary isoelectric focusing

CITP  Capillary isotachophoresis

CZE  Capillary zone electrophoresis

EOF  Electroosmotic flow

GC Gas chromatography

HPCE High performance capillary
electrophoresis

HPLC High performance liquid
chromatography

MEKC Micellar electrokinetic chromatography

MS Mass spectrometry

NF

RSD  Relative standard deviation
uv Ultra-violet
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Kapillaris elektroforézis
Kapillaris gélelektroforézis
Kapillaris izoelektromos fokuszalas
Kapillaris izotakoforézis
Kapillaris zonaelektroforézis
Elektroozmotikus dramlas
Gézkromatografia
Nagyteljesitoképességii kapillaris
elektroforézis

Nagynyomasu (nagyteljesito-
képességli) folyadékkromatografia
Micelléris elektrokinetikus
kromatografia
Tomegspektrometria
Nagyfesziiltség

Relativ standard deviacio
Ibolyantuli (fény)



ELLENORZO KERDESEK

1. Ismertesse a kovetkezd fogalmak illetve analitikai paraméterek jelentését:
elektroforézis, elektroozmotikus aramlas
migracios 1d6, elméleti tanyérszam, diszperzid, felbontas

2. Adja meg az elektroozmotikus dramlas szabalyozasanak lehetdségeit.

3. Ismertesse a kapillaris elektroforézis késziilék felépitését.

4, Jellemezze a kapillaris elektroforézisnél hasznalatos két legfontosabb minta
injektalasi modszert.

5. Mik az UV-lathaté fényabszorpcios detektalas sajatossdgai és problémai
kapillaris elektroforézisnél?

6. Ismertesse az elektroferogramok kiértékelésének fontosabb moddszereit,
1épéseit.
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