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Kapillaris elektroforézis.
Elméleti alapok: elektroozmozis, eof meghatarozasa, szabalyzasa
elvalasztasi hatékonysag, zonaszelesedes



Kapillaris elektroforézis

A Kkapillaris elektroforézis (CE) a jelenlegi legnagyobb teljesitoképességli, napjainkban is
dinamikusan fejlddo elvalasztastechnikai modszer. Szamos elonye kozé tartozik a konnyti
automatizalhatdsag, a minimalis mintamennyiség (1-10 nl), a magas elméleti tanyérszam, a
rovid analizisid0, és a ol tervezhetd koriilmeények az optimalis elvalasztashoz.
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elektroozmozis (elektroendozmaozis): kulcsfontossagu, csak kapillaris rendszerekben
fellepo jelenseg



Aramlasi profilok kvarckapillarisban

CE LC

parabola-szeri

Nyomas (a), illetve elektromos térerdsség (b) segitseégével eldallitott folyadékaramok
aramlasi profiljai. A nyilak az aramlas sebessegvektorait jelolik



Aramlasi profilok kvarckapillarisban

{a) (b}

Figure 3.1: These images show a fundamental difference in the dynamies of sample
dispersion  between  electroosmotically<driven and  pressure<dnven flows.  This
visualization was performed using a molecular tgeing technique (caged fluorescence
visualization descnbed later on in the chapter) and shows the reduced sample
dispersion for (a) electroosmotic flow (in a capillary with a rectangular cross section
200 wm wide and 9 um decp) as compared to (b) pressure<dniven flow (rectangular
cross-scction 250 um wide and 70 pm deep). The images are adapted from recent
work by Molho '
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Capillary wall with dissociated silanol groups
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Diffuz ionréteg
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Kvarciiveg zéta-potencialjanak valtozasa a pH fiiggvényeben kalium-nitrat vizes oldataban
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5 min - MeOH, water, 1N
No pretreatment NaOH,water 20 min run buffer

EOF mm/s %RSD EOF mm/s %RSD
(mean; n=10) (mean; n=10)

0.2307 1.31 0.2837 0.86
0.2353 1.18 0.2828 0.78
0.2303 5.95 0.2811 1.48
0.1886 23.97 0.2580 1.71
0.1538 11.32 0.2195 0.95
0.2185 13.80 0.2517 0.42
0.1406 19.82 0.2900 0.97

0.1997 19.65 0.2667 9.47




Kationos detergensek az eof megvaltoztatasara
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/36/Cetrimonium_bromide.png

Kationos detergensek az eof megvaltoztatasara
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Kationos feliiletaktiv anyagok, igy a CTAB (a), és a DeTAB, DoTAB és TTAB (b)
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Az eof szabalyzasa

Valtozo

Eredmény

Megjegyzés

Elektromos tér

Aranyos valtozas az
EOF-ben

Csokkentésével az elvalasztas hatékonysaga
¢s a felbontés csokkenhet
Novelésével jelentds Joule-h6 fejlddhet

Puffer pH

Az EOF kis pH-nal
csokken,
nagy pH-nal n6

A legegyszeriibb és legeredményesebb
modszer az EOF szabalyzasédhoz
Megvaltoztathatja az elvalasztando
részecskek toltését vagy szerkezetét

Ionerdsség vagy
puffer-
koncentracio

Novekedésével csokken
a z¢€ta potencial és az
EOF

Nagy ionerdsség nagyobb aramerdsséget €s
Joule-hdt eredményez

Kis ionerdsség problémakat jelenthet a
minta adszorpcidja miatt

A kapott jel alakja torzulhat, ha a
vezetdképesség eltér a minta
vezetoképességétol

Homeérséklet

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

Viltoztatasa gyakran hasznos, mivel a
homérsékletet a késziilék maga képes
szabalyozni

Szerves modosito
adalék

Megvaltoztatja a zéta
potencialt és a
viszkozitast (altalaban
csokken az EOF)

Komplex valtozasok, hatdsukat
legegyszeriibben kisérletesen lehet
meghatarozni

Megvaltozhat a szelektivitas

Feliiletaktiv
anyag

Hidrofob és/vagy ionos
kolcsonhatasokkal a
kapillaris falara
adszorbealodnak

Feliiletaktiv anionok novelhetik az EOF-t
Feliiletaktiv kationok csokkenthetik az EOF-
t vagy megfordithatjak annak iranyéat
JelentOsen megvaltoztathatja a szelektivitast

Toltés nélkiili,
hidroféb
polimerek

Hidrofob
kolcsonhatasokkal a
kapillaris falara
adszorbealodnak

CsoOkkenti az EOF-t a felileti toltések
elfedésével és a viszkozitas novelésével

Kovalens
kotéssel kotodo
anyagok

Kémiai kotés a kapillaris
faldhoz

Sokféle modositas lehetséges (hidrofob
jelleg mértéke vagy toltés)
A stabilitds gyakran problémakat okoz




Az eof meghatarozasa

eof marker: toltésnelkiili szeéles pH tartomanyban, vizoldhato, ne adszorbealodjon
pl. aceton, benzilalkohol
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ty a K komponens migracios ideje, t, az A komponens migracios ideje, tyor az EOF-t jelzd anyag
migracios ideje, wi a K komponens csucsszélessége, w, az A komponens csucsszélessége
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Az eof meghatarozasa

L, 1
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V' eqs @ kation eredd sebessege, v 45 aZ anion eredo sebessége, vy az EOF
sebessége, v a kation elektroforetikus sebessege, v- az anion elektroforetikus

sebessege, L . a kapillaris effektiv hossza, L, a kapillaris teljes hossza, 3 a diffuzios
kettosréteg vastagsaga
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Latszélagos (eredd) mozgékonysag effektiv mozgékonysag

latszolagos mozgekonysag
_ Veor _ Leg - L

t
l"t EOF — _ E [] F
E tgor U - He ~ =7
n/
L, L | EOF
V. =V -V _ eff eff |
i~ Vieredd) EOF t t -
i EOF ]_l_11
v; az i komponens elektroforetikus sebessége [cms'] I
Vi(ereds) aZ 1 komponens eredd sebessége [cm s'l]
veor az EOF sebessége [cm s'l]
L a kapillaris effektiv hossza [cm] ED F
t; az 1 komponens migracios ideje [s] il
teor az EOF jelz6 anyaganak (markerének) migracids ideje [s] - +—
He n,
V1 Vi ) Lt |_
ul — — — R —— J
E U >
L, a kapillaris teljes hossza [cm] Time

U az alkalmazott fesziiltség [V]
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Latszélagos (eredd) mozgékonysag
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Benziltrimetilammonium (1), benzil-alkohol (2), acetilszalicilat (3), 4-hidroxibenzoat (4) és benzoat (5) elektroferogramja

Ion/vegyiilet t [perc] Vereds [CTV/S] v [cm/s] p [cm?/Vs]
benziltrimetil- 3,00 0,278 0,098 3,710
ammonium
benzil-alkohol 4,62 0,180 - 6,810
acetilszalicilat 8,84 0,094 -0,086 3,310
4-hidroxibenzoat 9,42 0,088 -0,092 -3,510™
benzoat 10,84 0,077 -0,103 -3,910™
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Hatékonysag, felbontas

2
Pt e 1 t t az adott komponens migracios ideje [s]
elmeleti tanyerszam: N =554 w csucsszelesség a csucs felmagassaganal [s]
W1/2
4 * r /4 r I ff 4
elméleti tAnyérmagassag: H =" lsy effektiv hossz [m]
N
2(ty — t1) A
felbontas: R = 2 1 w csucsszelesség a csucs alapjanal [s]

W1 + Wy

A zonaszelesedeéshez hozzajarulo kiilonboz6 hatasok additiven 6sszegezhetdk:

2 2 2 2 2 2 2 2

o2 a Gauss-gorbe alaku cstics szélességének szorasnégyzete

VO: térfogati tulterhelés MO: anyagi talterhelés
LD: hossziranyu diffazid DE: detektalas
WA: adszorpci6 a kapillaris falara T: termikus hatasok 17

Ap: mozgékonysagbeli kiilonbség a puffer és a minta részecskéi kdzott



Hossziranyu diffuzio

0-2 = 2Dt = % D = az adott részecske diffuzios koefficiense
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Hossziranyu diffuzio

Vizes oldatokban 1€vo molekulak molekulatomegei €s diffuzids egytitthato

Anyag Molekulatomeg Diffuzios egyiitthato
[gmol ] [cm®s” 10°]

natrium ion 23 1,25
etanol 46 1,08
valin 117 0,74
triptofan 204 0,61
gliikkoz 180 0,56
citokrém C 13 400 0,11
szérum albumin (human) 68 500 0,069
fibrinogén (human) 340 000 0,019
dohanymozaik virus 4 059 000 0,0046
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Termikus hatasok

P=U-I=R-I?=U%.d>- =~

klet

omerse

H

Heat
Dligzipation |

P teljesitmény [W]

d a kapillaris bels6 atméréje [cm]

L a kapillaris hossza [cm]

« a puffer fajlagos vezetSképessége [Scm™]

A pufferben ¢€s a kapillaris falaban mutatkoz6 homérsékletgradiens
a: parabola-alaki hdmérsékletcsokkenés a pufferben, b és ¢: exponencialis homérsékletcsokkenés a

kvarcban (kapillaris faldban) €s a hiitékdzegben.
(db: bels6 atmérd, dk: kiilsé atméro)

20



Termikus hatasok
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Termikus hatasok
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Elektrodiszperzio A B

C

Az elektromos térerosség valtozasa az elvalasztas alatt

E E

E

A részecskek eloszlasa

®
® ®_®

Det. @ o® ®g Inj.
® ® & ®

Vandorlas wranya

A csucsok alakja

A AN

"leading"

"‘t “mr.g‘"

Id6

-

Az elektrodiszperzi6 okozta zonaszélesedés magyarazata: a térerdsség, a minta
koncentracioeloszlasa €s a csucsalak megvaltozéasa a zonaban.
A, A mintazona ionjainak mozgékonysaga nagyobb, mint a pufferelektrolité
B, A mintazona és a pufferelektrolit ionjainak mozgékonysdga megegyezik
C, A mintazdna ionjainak mozgékonysaga kisebb, mint a pufferelektrolit¢ 23



Fali adszorpcio
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zonaszélesedésre
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Tulterhelés

H-ertek (um)

50 -

—— Puffer A. 5 s
—o—PufferA. 1s

——PufferB, 5 s
—o—PufferB. 1s

1 T T 1Tnrrg I T rrrrry1

1 10

A minta koncentracicja (mM)
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Zonaszélesedés (osszefoglalas)

A zonaszélesedés oka

Megjegyzés

Hossziranyu diffuzio

Termikus hatasok

Injektalas hossza

A mintakomponensek
adszorpcioja a falhoz

Elektrodiszperzio
(mozgékonysagbeli
kiilonbségek)

Magassagkiilonbség a
folyadékok szintjében

A meghatarozas idétartamaval ¢€s a diffizios
egyltthatoval egyenes aranyban, a molekulatomeggel
forditott aranyban nd.

Hoéaramlashoz €s a puffer viszkozitasanak helyi
megvaltozasahoz vezet.

Kisebbnek kell lennie a diffizio altal 1étrehozott zonanal;
az injektalas hosszusaganak novelésével a kimutatasi

hatar javithato.

Lassan siillyedd csticsalakokat (tailing) okoz, a migracids
1dok reprodukalhatosdga romlik.

Haromszog-alaku csucsokat okoz.

Lamindris aramlés parabolaszerti aramlasi profillal.
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