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1. KAPILLARIS ELEKTROFOREZIS (CE)

A korabbi el6adasok alapjan tudjuk, hogy a miiszeres analitika gazkromatografias (GC) és
folyadékkromatografiass (HPLC) modszereinél az allofazist tartalmazd kolonnan
nyomaskiilonbség hatasara halad at a mozgofazis.

A kapillaris elektroforézis, vagy angol elnevezése alapjan roviditve a CE technika ebben az
alapvetd pontban tér el a fentebb emlitett analitikai modszerekt6l. A CE esetén ugyanis a
kolonna két vége kozott 1étrejovo fesziiltség-kiilonbség hatdsira vandorol a minta a kapillaris
egyik végétol a masikig.
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1. dbra: Atviteli médok HPLC, GC ill. CE technikdk esetén

A fesziiltségkiilonbség hatasara két erd €bred, amely részt vesz a minta OsszetevOinek
szallitdsadban.

1. Elektroforetikus vandorlas
2. Elektroozmozis (elektroendoozmozis)

1. ELEKTROFORETIKUS VANDORLAS

A kapillarisban a fesziiltségkiilonbség hatdsara létrejovo elektromos tér térereje mozgatja az
ionokat a kapillaris két végpontja kozott. Az elektroforetikus vandorlas sebessége aranyos a
kapillaris két vége kozott 1étrehozott fesziiltségkiilonbséggel.
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A kapillarisba a mintat szlik zénaban juttatjuk be. Minél nagyobb a mérés soran alkalmazott
fesziiltségkiilonbség annal kisebb lesz a vandorlasi id6 a kapillarisban. Ez a mérési
eredményben gy jelentkezik, hogy a kis vandorléasi idével keresztiil jutdé minta kevésbé teriil
sz¢t a kapillarisban, és szlikebb csucsot eredményez a kromatogrammon. Hosszabb vandorlasi
1d6 esetén a kezdetben, szilk zondban jelenlevé minta, a mérés végére szétteriil, és a
kromatogrammon szélesebb csucsot kapunk.2. dbra.
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2. Abra: A vandorlasi ido szerepe a mérési eredmeény alakulasaban

A fesziiltségkiilonbségnek felsd korlatot szab a disszipacids hd. A kapillérist oly mdodon kell
kialakitani, hogy a 20-30 kV-os altaldnos miikodési fesziiltségek mellett le tudja adni a
képzddo hot. A rendkiviil vékony csofal segiti a holeadast.

2. ELEKTROOZMOZIS, MAS NEVEN ELEKTROENDOZMOZIS JELENSEGE

A kapillarisunk szerkezeti anyaga angol elnevezéssel Un. fused silica. Ez gyakorlatilag nagy
tisztasagu szilicium dioxidot jelent. (SiO;)x. YH;0.

Fused Silica[(Si02)X*YH20)]

OH OH OH OH DHNH‘ UNB.+ ONa O
PH=3 > PH=10
OH OH OH oNa gNa yNa

3. abra CE kapillaris falanak szerkezete (fused silica)

A kapillaris két vége kozott pufferekkel pH kiilonbséget hozunk 1étre. A kapillarisban igy
juthatunk el a pH=3 értéktdl a pH=10 értékig (3. Abra). A ligos pH tartoméanyban a kvarc
iiveg faldn talalhatd szilanol csoportok ionizaldodnak, €s helyhez kotott toltések (O7) jonnek
létre a cs6 falan. A pufferekbdl felszabaduldo Na® és K™ ionok ezek koré a helyhez kotott
anionok koriil rendezett réteget alkotnak. . Ezek fogjak adni a rendszer un. mozgékony ionjait.
Ennek a rendszernek a kialakulsa utan kapcsoljuk ra a fesziiltséget a kapillarisra. A Na* vagy
K" ionok koriil hidratburkok jonnek létre, a fesziiltség hatasara ezek a hidratburkok a
mozgékony kationokkal egylitt elmozdulnak és egy mikroszkopikus 4dramlas jon 1étre. Ez a
nagy fesziiltség hatasara kialakulo mikroszkopikus aramlés az elektroforézis jelensége.

Az elektroforetikus vandorasi sebességét a kovetkezo tényezdk befolyasoljak.

- az aramlo ionok toltése (z)
- ionradiusz (r)



v ~ z/t (toltés/ionradiusz)

A moédszer mikodésének alapja az, hogy két eltérd z/r értékkel rendelkezd ion eltérd
sebességgel ér oda a detektorunkhoz, igy azokat kiilon képesek vagyunk detektalni.

Méréseink eredménye az un. elektroferogram lesz a korabbi technikdkndl megismert
kromatogram elnevezés helyett.

Figyeljiik meg, hogy a HPLC, CGC, ill. CE technikaval végzett mérések eredménye kozott
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milyen kiilonbség jelentkezik, ha a retencids idoket azonosna.. . -......... Cen e monney
4. abra CE, HPLC, CGC mérési eredmények dsszehasonlitasa

Lathaté a cstucsok szélességében jelentkezd kiilonbség. Sorrendben a CE, CGC, HPLC
iranyban szélesednek a csticsok. Ezek alapjan a kovetkezd megallapitast tehetjiik: a kapillaris
elektroforézis (CE) modszerét nagy, a kapillaris gaz-kromatografiat (CGC) kozepes, mig a
nagy-hatékonysagu folyadékkromatografidas (HPLC) mérési mddszert kis kinetikai hatasfok

jellemzi.

A Van-Deemter 0sszefliggés:

Az elvalasztas technikdkban a kromatogramok szélességének megadasara szolgal a Van-
Deemter 0sszefiiggés. Minden zonaszélességet ehhez az Gsszefliggéshez viszonyitunk. Ha U
linearis aramlasi sebesség fiiggvényében abrazoljuk a H elméleti tanyérmagassagot, akkor a
kovetkezd jellegzetes abrat kapjuk.
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5. dabra
Az elméleti tAnyérmagassag:
H=L/N (ahol L a kolonna/kapillaris hossza, N az elméleti tdnyérok szama)
Elméleti tanyérszam: N= 16*(T/w)* (T és w értelmezése a 8. Abran)

HPLC technika esetében: H=A+(B/U)+(C*U)

A képlet ,,A” tagja csak toltetes oszlopok esetén jelentkezeik. ,,A” értéke fligg a toltet
részecskéinek d, szemcseatmérdjétol.

CGC technika esetében: H=(B/U)+C*U

Mivel CGC technika esetén nincs toltet a kolonndban, ezért ,,A” értéke nem szerepel a
képletben. Ez a H elméleti tanyérmagassdg értékének csokkenését, mig a tanyérszdm
ndvekedését eredményezi. HozzavetSlegesen a tanyérszam 10° értékd.

CE technika esetében: H=B/U

A ,,C*U” tag tinik el a képletb6l. A C az anyagatadds (szorpcio-deszorpcid) miatti
zénaszélesité hatast fejezi ki (7. Abra). A B/U tag a hossziranyu diffizié zoénaszélesité hatasat
ételmezi. Gyors U linedris dramlasi sebesség esetén a B/U szerepe kisebb, azaz a zdéna
keskenyebb, mig lassabb U sebességeknél, a tag szerepe megnd, ezt tapasztalhatjuk a csucsok
szélességének ndvekedésében. CE technika esetében az elméleti tanyérszam hozzavetdleg 10°
értékre novekszik.
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7. abra A szorpcios-deszorpcios folyamatok és a zonaszélesség
Hogyan fejezhetd ki az elvalasztas technikdk felbontoképessége?

A felbontoképességet az Rs-el jelolt mennyiséggel fejezziik ki. Ry értékét két modon irhatjuk
fel. Az egyik felirdsi mdd az un. alapadatokbdl torténik, az elektroferogram alapjan.

RS:2 *(trz—trl)/ (W 1+W2)

Az elvélasztas felbontoképességének szamitasa mas jellemz6 adatok alapjéan is torténhet:
Elméleti tanyérszam: N=16*(tr/w)*

Szelektivitas, relativ retencio: o=ky/k; ahol k az un. retencids faktor k=(t;-tp)/tm
RS=1/4*\/(N)* o/(a-1)*k/(k+1)

Az igy kapott képlet/szorzat els6 tényezdje fejezi ki a kinetikai hatékonysagot, a masodik
tényez0 a termodinamikai hatékonysagot, mig az utolso tag a visszatartassal kapcsolatos.

Meéréseink soran ki kell kotniink azt, hogy a k értéke 1 és 10 értékek kozé essen. Erre azért
van sziikség, hogy az interferencia jelenségét elkertiljiik. Pl. ha 3 kiilonb6z6é anyagot kiilon-
kiilon mériink azok diszkréten jelentkeznek, viszont a retencios idék kozelségébdl adodoan
egylittes mérés esetén a 3 anyag csucsa egy csucsként jelentkezik. Ez az interferencia
jelensége, amely nemkivanatos méréseink soran (8. Abra)
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8.dbra: Az interferencia jelensége



A nagy elméleti tdnyérszam a csucsfelbontast noveli meg, ill. lehetévé teszi kis szerkezeti
kiilonbséggel rendelkezd anyagok elvalasztasat. A CE és CGC esetén az elvalasztas-technika
elméleti tanyérszam kontrollalt.

A HPLC szelektivitas kontrollalt. Ennek oka az, hogy a szelektivitast mind az all6, mind a
mozg6fazis tulajdonsagai megszabjak.
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Hogyan épiil fel egy ilyen kapillaris elektroforézis rendszer?

9. abra. Kapillaris elektroforézis rendszer mérdelrendezésének vazlata.

Poliimid védoréteg(1-10 pm)

Fused silica |

50-200 pm

10. abra. Fused silica szerkezete

Az adagolas alatt egy mechanika 4temeli a Pt elektrddot és a nagytisztasagl szilikat csovet az
egyes puffertartalybol a mintatartalyhoz. Hogyan lehetséges nanoliteres nagysagrendii mintat
venni? Erre az egyik lehetdség a nyomadskiilonbség létrehozdsa. Ezt elérhetjiik a
mintatartalyra gyakorolt nyomassal, ill. ettdl jobb eredmények érhetéek el akkor, ha a 2.
Puffertartaly oldalan alkalmazott vakuum veszi a mintat (11. Abra). A nyomaskiilonbség
mellett a masik mintavételi mod az elektrokinetikus mintavételezés. A felvett mintabol a
visszaemelés miatt nem veszitiink anyagot, mivel a feliileti fesziiltség a mintat a kapillarisban
tartja.
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11. abra Mintavétel nyomaskiilonbseég létrehozasaval

Detektalas: Spektrofotometria. Monokromatikus fényt bocsatunk a kapillaris egy olyan
szakaszara, ahol a poliimid réteget eltavolitottuk, igy a kiivetta anyagidt maga a
kapillarisszolgaltatja. A fény atbocsatasat kovetéen fotodidodaval detektalunk. (12. Abra)
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12. Abra Detektdlds spektrofotometrids modszerrel
Milyen anyagok elvélasztasara alkalmas egy kapillaris elektroforetikus elvalasztod rendszer?

Pufferrel toltott kapilldris esetén szabad elektrolitos- vagy masnéven kapillaris zéna CE
(CZE) technikarol beszéliink. Ez a technika csak toltéssel rendelkezd anyagok elvalasztasara
alkalmas. Tehat minden anion és kation elvélaszthatd ezzel a miiszeres analitikai modszerrel.
Tovabba képes minden olyan anyag elvalasztasara, amely pH valtozéas hatdsara ionizalodik.

(13. Abra)
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13. abra A CE modszer alkalmas a pH hatasara ionizalodo szerves molekuldk mérésére

Mint az az abran lathaté a méréssel pl. karbonsavak és aminok is mérhetdk, ez lehetdséget ad
névény-véddszerek ill. toxikus aminok mérésére.

Az amin-csoportok ionizald képessége miatt a moddszer a fehérjék, peptidek egyik f6
elvalaszto technikéja.

A CE technika alkalmas tobbgytirlis aromas szénhidrogének elvalasztasara. Hogy lehetséges
ez, amikor ezeket a molekuldkat nehéz ionizalni? A tobbgylrlis aromas szénhidrogének
mérésekor feliiletaktiv anyagot adnak a mintdhoz olyan mennyiségben, hogy az micelldkba
beoldja a PAH-ot. A szénhidrogén feliiletén kialakuld tenzid molekula réteg, mar képes
ionizalni, igy lehetdségiink nyilik ezeknek a rendkiviil veszélyes anyagoknak a mérésére is.

A CE moédszer, ma az optikai izomer elvéalasztas legfontosabb mddszere.



