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Abstrakt

V této praci jsem se zabyval porovnidnim metody kapilarni elektroforézy a
elektroforézy na Cipu a jejich moznou aplikaci na biologicky aktivni latky. K porovnani téchto
metod jsme pouzili skupinu fenolovych kyselin, které v organismu hraji roli antioxidanti.
Dale jsme volili smés sodnych a draselnych iontt jejichz separace je jiz dlouho popsana a tak
budou slouzit, jako dobra srovnavaci metoda. Navic sodné a draselné ionty jsou soucasti
mnoha biochemickych pochodli v organismu. Separace sodnych a draselnych iontl byla
provedena metodou zénové kapilarni elektroforézy a elektroforézou na Cipu. Detekce byla
provedena pomoci vodivostniho detektoru. U separace fenolovych kyselin jsme pouzili
metodu zonové kapilarni elektroforézy s vodivostni detekci a elektrokinetickou micelarni
chromatografii s pouzitim SDS a detekci UV detektorem. Avsak ani jednu z metod se nam

nepovedlo zopakovat na elektroforéze na Cipu.



Abstact

In this work, | dealt with comparing the methods of a capillary electrophoresis and
electrophoresis on a chip and their possible application to biologically active substances. To
compare these methods, we used a group of phenolic acids, which play a role in the body. In
addition, we chose a mixture of sodium and potassium ions. Their separation has long been
described and serve as a good comparative method. In addition, sodium and potassium ions
are involved in many biochemical processes in the body. Separation of sodium and potassium
ions was performed by capillary zone electrophoresis and electrophoresis on a chip. Detection
was performed by conductivity detector. The separation of phenolic acids, we used the
method of capillary zone electrophoresis with conductivity detection and micellar
electrokinetic chromatography and UV detection. But even one of the methods we can't repeat

the on a chip electrophoresis.
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1 Uvod

Pojmem elektroforéza se rozumi souhrn metod vyuzivajicich k rozd€leni analytu
migraci elektricky nabitych castic v elektrickém poli. K separaci dochazi na zakladé
rozdilnych mobilit molekul analytu, které jsou zavislé, jak na velikosti naboje na molekule
pfitomném, tak na samotné velikosti molekuly. Jednotlivé metody provedeni elektroforézy se
od sebe mohou lisit. Elektroforézu miizeme provadét v plosném nebo kapilarnim provedent,
dale pak u modernich metod elektroforézy se provadi na tzv. Cipech. Elektroforézu pak
mizeme rozdé€lit na:

e plosnou
e kapilarni

e clektroforézu na Cipu.

Ve své praci se budu zabyvat kapilarni elektroforézou a elektroforézou na cCipu a jejich
moznou aplikaci pro separaci biologicky aktivnich latek. Kapilarni elektroforéza a
elektroforéza na Cipu nabizi pro tento druh analyzy obrovsky potencidl. Jedna se zejména o
spotfebu minimalniho objemu vzorku pro analyzu, fadové od piko- po nano- litry. Dale pak
moznost aplikovat vysoka napéti a Siroky rozsah pH, coZ je u mnoha dnes pouZivanych metod

omezujicim faktorem, které nAm umozni rychlou analyzu s potiebnymi vysledky".



2 Teoreticka Cast

2.1 Historicky vyvoj elektroforézy

Elektroforéza je definovana, jako rozdilny pohyb elektricky nabitych molekul (iontit)
v elektrickém poli®. K separaci dochézi na zakladé rozdilngch mobilit, které jsou ovlivnény
velikosti molekuly a ndbojem piitomnym na dané molekule a jiz ve 20. stoleti byla snaha o
vyuziti této migrace iontd v elektrickém poli. Prvni aparaturu elektroforézy piedstavil roku
1973 A. Tiselius®, nositel Nobelovy ceny, ktery popsal metodu "pohyblivého rozhrani"
(moving boundary), ktera je dnes znama jako zoénova elektroforéza. Tiseliova metoda byla
velmi jednoduché a zahrnovala sklenénou zkumavku naplnénou tlumivym roztokem a smési
proteinli zapojenou do elektrického pole. Jejich smér a rychlost migrace byly ur¢eny ndbojem
a velikosti daného proteinu. Ovsem vyuziti elektroforézy, jaké predstavil Tiselius, bylo dosti
omezené tepelnou difuzi a proudénim. Pro odstranéni téchto omezujicich faktorti a dosazeni
lepSich vysledku byl kapalny elektrolyt nahrazen nejprve papirem a nasledné gelem. Gel se
pouziva i dnes v plosném (deskovém) uspotfddani nebo i v kapildrnim. Obé& uspotadani jsou

ukazany na obr. 1.

1-2 cm

Obr. 1: Plo$né a kapilarni usporadani elektroforézy (ptevzato z cit. 7)

Hlavnim faktorem fidicim separaci pfi elektroforéze v gelu je velikost molekuly. Nejvétsi
uplatnéni nasla tato metoda v biochemii a i dnes patii mezi jednu z nejoblibenéjSich metod pti

separaci nukleovych kyselin a proteini. Nevyhodou je pomérné dlouhy Cas analyzy, obtize s



detekci a automatizaci. DalS$i moznosti, jak se vyhnout nezddoucim omezenim bylo pouZziti
kapilar s malym vnitinim primérem. Vlivem malého priméru maji kapilary minimalni
vodivost a tudiz vytvareni jen malé mnozstvi tepla a zamezeni proudéni uvnitt kapilary. Diky
tomu lze gel nahradit kapalnym elektrolytem. Prvni pouziti kapilary pii elektroforéze
piedvedl roku 1967 S. Hjertén, ktery pracoval s kapilarami s vnitinim pramérem 1 mm®,
Nasledné Virtanen, Mikkers a Everaerts ptisli s kapilarami vyrobenymi ze skla, nebo teflonu s
vnitinim priimérem pfiblizné 200 um. Nakonec metodu kapilarni elektroforézy zdokonalili
Jorgenson a Lukacs®, kdy zacatkem roku 1980 ptedvedli kapilary s vnitinim pramérem 75
um. Jorgenson dale ptedstavil obrovsky potencial kapilarni elektroforézy, jako analytické
metody a matematicky popsal dé¢je, kterymi se kapilarni elektroforéza tidi, a jejich vliv na
kvalitu separace. Neustalda snaha dosahnout rychlejSich a ptesnéjSich analyz vedla ke
konceptu elektroforézy na Cipu. Potencial pfistrojii zalozenym na mikrocCipech byl predveden
uz v roce 1979 integrovanym plynovym chromatografem a roku 1990 nasledovan
kapalinovym chromatografem. Avsak tyto pfistroje byly brzo opomenuty. S idealnim
vyuzitim mikro€ipt pfisli roku 1992 Manz, Harrison, Verpoorte a Widmer a to spojenim
mikro&ipu s kapilarni elektroforézou®. V dnesni dobé& jsou jiz vyrdbény komercni

automatizované zafizeni a to zejména pfistroje pro analyzu proteint a nukleovych kyselin.

2.2 Kapilarni elektroforéza

Soucasny vyvoj elektroforézy je zaméten prevazné na kapilarni elektroforézu. DneSni
kapilary jsou pifevazné vyrdbény =z taven¢ho kiemene s vnitinim primérem
od 25 do 150 pm. Vyhodou malych vnitinich priméra kapildr je generace minimalniho
mnozstvi tepla, které vznika prichodem elektrického proudu elektrolytem a navic obrovska
plocha kapilary ku mnozstvi elektrolytu efektivné napoméha k odvodu tepla. Diky tomu Ize
pouzit kapalné elektrolyty spolu s vysokymi hodnotami elektrického pole (100 az 500 V/cm)
pii analyze. Vlivem vysokych hodnot elektrického pole dochazi ke zkracovani doby analyzy a
zvyseni kvality separace. Dalsi neopomenutelnou vyhodou je potieba minimalniho mnozstvi
elektrolytu i1 analytu. Coz je hlavni vyhodou pro kvantitativni analyzy a moZnou
automatizaci’. V poslednim dobé je snaha o dal$i miniaturizaci tzv. mikrofluidni systémy na
¢ipu. Kapilarni elektroforéza v sobé skytd obrovsky potencial vyuziti pfi analyzach

anorganickych iontd, organickych latek, ale i1 biologickych materiali, jako jsou bunky a viry.



V dnesni dobé si kapilarni elektroforéza vydobyla své misto nejen ve vyzkumnych
laboratofich, ale i ve forenznich, klinickych a farmaceutickych laboratotich, pfi kontrole

kvality potravin a &istoty Zivotniho prostiedi®®*.

2.3 Mobilita iontt v kapilarni elektroforéze

Pti kapilarni elektroforéze vyuzivame k separaci analytu na jednotlivé slozky jejich
rozdilnych rychlosti migrace v elektrickém poli a Ize je popsat rovnici 1.
v=yu,-E 1)
E je intenzita vlozeného elektrického pole, u, je elektroforetickd mobilita a v je rychlost
iontu. Elektroforeticka mobilita jednotlivych iontl je pro dané prostfedi a iont konstantni a
tudiz 1 charakteristickd. Je ddna rovnovéhou mezi elektrickou silou na iont plisobici, rovnice
2, a odporem kladoucim prostiedi proti pohybu iontu, rovnice 3:
Fe=q-E ()
S ©
g je naboj nesouci iont, I je hydrodynamicky polomér iontu, 5 je viskozita prostfedi.
Elektroforetickou mobilitu pak 1ze odvodit z rovnovahy, kdy:
Fo=F,
q-E=6-7-r-n-v
Z rovnice 1 vyplyva:

v q
y__ 9 4
E 677 @

Uy =
Zrovnice 4 je patrné, ze elektroforetickd mobilita je pfimo umeérna ndboji pfitomném na
daném iontu a nepifimo umérna jeho velikosti. Hodnoty elektroforetickych mobilit 1ze pro
jednotlivé ionty nalézt v tabulkach, jako konstantu pro dany iont. Tabelované hodnoty jsou
vztazeny na molekuly pii nekone¢ném zfedéni a na pln€ disociované (ionizované) molekuly.
Tyto hodnoty se pak lis§i od hodnot experimentadlné zmétenych, které se nazyvaji efektivni
mobilita. Rozdil mezi hodnotami tabelovanymi a efektivnimi jsou zpiisobeny napf. netiplnou

disociaci molekuly (nenese tak velky naboj, jak by tomu bylo u molekuly zcela disociované).

Tuto skute¢nost miizeme popsat rovnici 5:

Hefetivni = &~ He (5)
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a je stupenl disociace a je tedy znacné zavisly na pH. Efektivni mobilita (experimentalné

zméfend) pak dale odrdzi efekty teploty, ovliviiovani ionttl, iontové sily atd.

2.4 Elektroosmoticky tok™

Dalsim faktorem, kterym miizeme ovlivnit analyzu u kapilarni elektroforézy je
elektroosmoticky tok, ktery plni podobnou funkci, jako pumpy u HPLC. Je zptisoben
disociaci silanolovych skupin na vnitini stén¢ kiemenné kapilary. Sila elektroosmotického
toku je dana mnozstvim disociovanych silanolovych skupin. Disociaci lze ovlivnit pomoci
pH, kdy pfi vysokych hodnotach pH je sténa kapilary zcela disociovana a elektroosmoticky
tok je nejsilnéjsi. S klesajicim pH klesa 1 mnoZstvi disociovanych silanolovych skupin a tedy 1
sila elektroosmotického toku, obr. 2A. Disociaci dochazi k zapornému nabiti vnitini stény
kapilary, ktera k sobé& pfitahuje kladné nabité ionty, aby byla zachovana elektroneutralita. Tim
vznika v blizkosti stény kapilary rozdilny elektricky potencial neZ v jejim stiedu. Rikame, Ze
v kapilate vznikla difuzni dvojvrstva, obr. 2B. Po vloZeni elektrického pole na kapilaru
kationty tvotici difuzni dvojvrstvu jsou undseny smérem ke katodé a diky svym solvatacnim
obaliim strhavaji s sebou i okolni roztok. Dochdzi tak k pumpovani nejen kladné nabitych
¢astic, ale 1 celého roztoku uvnitt kapilary, obr. 2C. V disledku toho jsou ke katod¢ unaSeny
spolu s kationty, které jsou elektroosmotickym tokem urychleny i neutrdlni molekuly
pohybujici stejnou rychlosti jakou ma elektroosmoticky tok, tak 1 anionty, které jsou
opozdény za elektroosmotickym tokem vlivem opacného naboje, coZ ndm umoziuje pfi
spravné zvoleném elektroosmotickém toku separovat v jedné analyze kationty, neutrdlni

latky, ale 1 anionty.
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Obr. 2: A) Disociované silanolové skupiny na vnitini strané kapilary. B) Vznik difuzni dvojvrstvy. C)

Znazornéni elektroosmotického toku (pfevzat z cit. 7)

2.5 Instrumentace®?

Kapilarni elektroforéza je charakteristickd svoji pomémné nendrocnou instrumentact.

Zakladni schéma elektroforézy zobrazuje obr. 3.

Kapilara

m

Zdroj vysokého Elektrody

napéti

Obr. 3: Schematické zapojeni kapilarni elektroforézy (pievzato z cit. 7)
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Sklada se ze dvou zéasobnikl s elektrolytem spojenych elektrodami, které jsou pfipojeny na
zdroj vysokého elektrického napéti, ktery by mél poskytovat stabilni napéti (mozna odchylka
je 0,1 % pro zachovani kvalitativni a reprodukovatelné anal}'/zylg). Elektricky okruh uzavira
kapilara. Kapilara u vétSiny pfistrojit byva chlazena pro zachovani konstantnich podminek v
celé délce kapilary a tim i zlepSeni kvality analyzy. Na opa¢ném konci nez doslo k nastiiku
vzorku je umistén detektor spojeny s vyhodnocovacim zafizenim. Déavkovani vzorku u
kapilarni elektroforézy na rozdil od jinych instrumentalnich metod neprobiha skrz rizna
davkovaci zafizeni, ale pouhou vyménou zasobniku s elektrolytem za zasobnik se vzorkem.

Vzorek je nasledné do kapilary nasan tlakem, nebo vlozenim elektrického pole.

2.5.1 Kapilara

Dnesni kapilary jsou pfevazné vyrabény z taveného kiemene, nebo teflonu s vnitinimi
praméry od 50 do 75 um. Typické délky kapilar se pohybuji mezi 10 az 100 cm. Vyhodou
kfemennych kapilar je vlastnost kifemene neabsorbovat v UV oblasti coz umoznuje pouziti
UV detektort. Nevyhoda kapilar pfipravenych z cistého kiemene je jejich kiehkost. Z toho

divodu jsou potazeny polyimidovym obalem, ktery kapilate umoziiuje dobrou ohebnost.

2.5.2 Detektory
K detekci u kapilarni elektroforézy dochazi nejcastéji ptimo v kapilate, tedy ptes st€nu

kapilary. To zaruCuje presnéjsi analyzu, protoze pii detekci stidle dochazi k separaci, tudiz
nedochazi k rozmyvani, nebo smichani zon. V kapilarni elektroforéze vyuZivame nejcastéji tii
typt detektort:

a) fluorescencni detektor

b) vodivostni detektor

c) UV-vis detektor
Dalsi moZnou detekci je spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni spektrometrii. Zde uz k
detekci nedochazi piimo v kapilate. Pfi své praci jsem pracoval s vodivostnim a UV-vis

detektorem, a proto se budu zamétovat vyhradné na né.
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2.5.2.1 Vodivostni detektory

Vodivostni detektory jsou charakteristické svoji univerzalnosti, proto byvaji castou
volbou nejen pii elektroforetickych analyzach. Prvnimi vodivostnimi detektory byly tzv.

kontaktni. Schéma kontaktniho vodivostniho detektoru je zobrazeno na obr. 4.

Obr. 4. Schéma kontaktniho vodivostniho detektoru. (pfevzato z cit. 14)
1) smér toku kapaliny skrz detektor, 2) elektrody

Vyhodou je jejich konstrukéni nendrocnost a moznost miniaturizace a tedy pouziti pro
kapilary pfi kapilarni elektroforéze. Nevyhodou jsou vysoké naroky kladené na mobilni fazi,
kterd je v pfimém kontaktu s elektrodami detektoru, na které je vloZeno stfidavé napéti.
Mobilni fdze musi byt takika nevodiva. Pfitomnost vodivych latek v rozpoustédle mulze
detektoru. Tento problém byl vyfesen ptichodem vodivostniho detektoru, kde roztok mobilni
faze neptichazi do pfimého kontaktu s elektrodami tedy bezkontaktni vodivostni detektor,

jehoZz schéma je zobrazena na obr. 5.
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vysilaci valcova piijimaci valcova
elektroda elektroda

separacni
kapalina

detekéni mezera

—»

generator elektronicky
obvod

Obr. 5. Schéma vodivostniho bezkontaktniho detektoru (ptevzato z cit. 15)

Pii pouziti bezkontaktnich vodivostnich detektorli roztok elektrolytu neni v kontaktu s
elektrodami, ale dochazi k detekci pfes sténu kapilary, coz umoziuje pouZziti nejriznéjSich
elektrolyti pro separaci. Dnesni bezkontaktni vodivostni detektory se skladaji ze dvou
elektrod ovinutych kolem kapilary oddélenych detekéni mezerou. Na prvni elektrodu je
generatorem vkladan sttidavy signal (fadové desitky kHz az 1 MHz), ktery prochazi sténou
kapilary a je ovlivnén vodivosti zony v detekéni mezefe. Vysledny signél je snimam druhou
elektrodou®™. Pouziti bezkontaktniho vodivostniho detektoru pii kapilarni elektroforéze se

ukdazalo jako idealni feseni.

2.5.2.2 UV-VIS detektory

UV-VIS detektory stejné jako vodivostni patii mezi univerzalni a v dnesni dob¢ jsou
nejpouzivanéjsi metodou k detekci latek pifi analytickych analyzach. Diky vlastnosti
kfemenné kapilary neabsorbovat zafeni v UV a viditelné oblasti je mozno vyuzit téchto
detektort 1 u kapilarni elektroforézy. Kvuli své kiehkosti jsou kiemenné kapilary pokryty
vrstvou polyimidu. Tato vrstva v8ak v misté detekce chybi, mluvime o tzv. detekénim okénku
o definované velikosti (2 — 5 mm). V tomto misté prochéazi zafeni kapilarou a dochazi k jeho
absorpci analytem. Vyhodou UV-VIS detektoru vybavenych diodovym polem je moznost
snimat béhem jedné analyzy celé spektrum. Coz nam poskytne dal§i cenné informace o
analyzované latee™®. Prispévkem k celkové univerzalnosti tohoto detektoru je moznost

detegovat 1 latky neabsorbujici v UV a viditelné oblasti. Jedna se o tzv. nepfimé stanoveni,
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kdy jako elektrolyt volime latku v UV a viditelné oblasti absorbujici. Na zaznamu pak

sledujeme pokles absorbance, kdy se do detekéniho okénka dostala zona analytu.

2.6 Separacni mody v kapilarni elektroforéze

Pod pojmem kapildrni elektroforéza rozumime soubor separa¢nich metod

vyuzivajicich k rozdé€leni analytu kapilaru a pohyb elektricky nabitych ¢astic v elektrickém

poli'’. K nejzndmgj$im patii:

1.

2.

3.

4.

Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Zde se vyuziva dvou elektrolytt, vedouciho, jehoz mobilita je v daném systému
vzorek a po aplikaci elektrického pole dojde k setazeni slozek do jednotlivych zén
podle svych elektroforetickych mobilit. Nevyhodou je moznost v jedné analyze
stanovit pouze kationty, nebo anionty. Elektroosmoticky tok je v tomto piipadé
eliminovan.

Kapilarni izoelektricka fokusace (CIEF)

VyuZziva se pro separaci biologickych molekul, zejména proteini. Metoda vyuziva
existence isoelektrického bodu. Kapilara je naplnéna smési amfolytl. Po aplikaci
elektrického pole dojde k migraci molekul do oblasti pH, ktera odpovida jeho
isoelektrickému bodu, kde se zastavi.

Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

K rozdéleni dochézi na zaklad€ rozdilnych mobilit latek v urcitém prostiedi. Jedna se
0 nejbeéznéjs§i pouzivanou metodu, pii které¢ Ize diky spravné zvolenému
elektroosmotickému toku stanovit v jedné analyze kationty i1 anionty.

Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Principielné se jednd o techniku vyuZzivajici k rozdéleni vlastnosti jako CZE. Jedna se
o metodu vyvinutou pro separaci nenabitych latek. K roztoku elektrolytu je pfidan
tenzid a po aplikaci elektrického pole jsou vSechny latky unaseny elektroosmotickym
tokem. K rozdéleni analytu dochazi na zdklad¢ rizné€ silné chemické interakce mezi

pouzitym tenzidem a jednotlivymi slozkami analytu.

Zminéné maddy jsou jen nékteré z moznych modi pouzivanych pii kapilarni elektroforéze. V

mé praci jsem se setkal s mody CZE a MEKC, kterym dale budu vénovat vétsi pozornost.
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2.6.1 Kapilarni zéonova elektroforéza (CZE)

Je jednou z nejpouzivanéjSich metod pii kapilarni elektroforéze. Metoda je zaloZena
na rozdilnych elektroforetickych mobilitach jednotlivych slozek analytu. Tudiz rychlost
jednotlivych slozek bude déna jejich velikosti a nabojem. Klicovou roli u kapilarni zéonové
elektroforézy hraje elektroosmoticky tok, kterym lze upravit Cas analyzy, ale také jeho
spravné zvolena velikost umozni stanovit v jedné analyze, jak kationty, tak i neutralni latky,
ale 1 anionty. Aby 1 anionty putovaly stejnym smérem jako kationty, musime
elektroosmoticky tok volit dostatecné silny na to, aby ptekonal elektroforetické mobility
danych aniontl. Vysledkem je sefazeni jednotlivych slozek analytu do zén podle velikosti

jejich elektroforetické mobility viz. obr. 6.

3 2 n 1
|
il
I‘:tv"l @ |

e
T Injection T Detection

Obr. 6 Sefazeni slozek analytu do jednotlivych zén, 1 kationty urychlené EOF, n neutralni latky pohybujici se
rychlosti EOF, 2,3 anionty opozd’ujici se za EOF. (pfevzato z cit. 7)

Klicovou roli pti ur€eni sily elektroosmotického toku hraje pH, které musi byt béhem celé

analyzy konstantni. Jako elektrolyty tudiZ volime roztoky pufrﬁlg.

2.6.2 Micelarni elektrokineticka chromatografie MEKC

Princip rozdé€leni analytu je kombinaci metody CZE a chromatogratie. Metoda MEKC
vyuziva latek (tenzidl), které jsou tvofeny hydrofilni a hydrofobni ¢asti. Tenzid je pfidan k
elektrolytu nad svoji tzv. kritickou micelarni hodnotou. Pfi této koncentraci se tenzid za¢ina
samovolné agregovat. Analyt se pak déli na zakladé své chemické afinity mezi fazi tenzidu a
elektrolytu. Cim silngjsi afinitu latka bude mit k fazi tenzidu, tim déle se v ni bude zadrzovat a
0 to vice se zméni jeji migracni ¢as. Stejn¢ jako u CZE i pti pouziti metody MEKC hraje roli
je dodecylsulfat sodny (SDS). Dalsi latky mozné pouzit jako tenzid pti MEKC jsou ukazany v

tabulce I.



) Kriticka micelarni koncentrace
tenzid
[mM]
zdporné nabité SDS 8,2
DTAB 14
kladné nabite
CTAB 1,3
Octylgcoside -
bez naboje n-dodecyl-B-D-maltoside 0,16
Triton X-100 0,24
CHAPS 8
kladné i zaporné nabité
CHAPSO 8
Cholic acid 14
dalsi Deoxycholic acid 5
Taurocholic acid 10-15

Tabulka I. Mozné tenzidy pii metodé¢ MEKC (pfevzato z cit 4)

Vyznam pouZziti metody MEKC je k stanoveni 1 elektricky nenabitych ¢astic. V dneSni dobé
se metoda MEKC vyuziva pii farmaceutickych analyzach, analyzach potravin a Zivotniho

v 1.1
prostiedi 8,

2.7 Elektroforéza na Cipu

Principy a metody elektroforézy na Cipu jsou stejné, jako u elektroforézy kapilarni. K
separaci analytu dochazi v kandlcich vyleptanych do ¢ipu za pouziti mikrofabrikacnich
metod. Cipova elektroforéza umoziuje analyzu az nékolika desitek vzorkii sou¢asn&. Vzorky
jsou naneseny do systému kandlki ¢ipu a néasledné elektrokineticky vpraveny do injektorové
oblasti, kde probiha vlastni elektroforeticka separace. Cipy na rozdil od kapilary snaze odvadi
generované teplo a i1 separacni kandl je mnohem kratSi nezli kapilara, coZ nam umoziuje
aplikace mnohem vys$sich hodnot elektrického pole a tim i urychlit dobu analyzy. Dalsi
neopomenutelnou vyhodou jsou objemy latek nutnych k analyze. Pti elektroforézach na Cipu
se pohybujeme v objemech fadoveé v pikolitrech. Nevyhoda je pomémé vysoka slozitost a
naro¢nost vyroby ¢Cipt. K detekci se vyuziva nejcastéji vodivostnich detektori a

fluorescen¢nich mikroskopii. Dal$i moznosti detekce je zapojeni s hmotnostni spektrometrii.
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2.7.1 Cipy v elektroforéze

Piivodnim material pro vyrobu mikrocipt bylo sklo nebo kiemen. Vyroba se provadéla
tzv. mikrofabrikacnimi metodami, které zahrnovaly mokré tepelné leptani nebo
fotolitografii*®. Jak jiz ale bylo feCeno diive, tyto metody vyroby jsou znatné nakladné a
slozité. Dalsi moznosti pfipravy mikroCipi je vyuziti polymeri a to zejména
polydimethylsiloxan a polymethylmethakrylat. Mikro€ipy z polymert se vyrabi odlévanim z
tzv. masky, kterd se vyrabi napt. z kfemene a potiebna struktura se do ni vyleptd. Vyroba
mikro¢ipli pomoci polymerti je ve srovnani s vyrobou mikrocipti ze skla jednodussi a levnéjsi,

coz je hlavni vyhodou této metody.
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3 Experimentalni ¢ast

3.1 Chemikalie

Pro pfipravu nosnych elektrolytd (pufrii) pro separaci byly pouzity chemikalie:
kyselina borita, MES, histidin, dodecylsulfat sodny (SDS), hydroxid sodny v ¢istoté p.a. a

deionizovana voda Millipse 18 MQ/cm.

3.2 Priprava elektrolyti

Potiebny pufr byl pfipraven smisenim odpovidajiciho mnozstvi kyseliny borité nebo
MES s deonizovanou vodou na vyslednou koncentraci 35 mM pro kyselinu boritou a 10 mM
pro MES. Nasledné bylo pH upraveno pomoci 50 % a 10 % roztoku hydroxidu sodného
(w/w) na pozadovanou hodnotu 9,5 pro boratovy pufr. Pro pufr MES byla hodnota upravena
ptidavkem histidinu na pH 6,0. Hodnota pH byla pribézné sledovana pH metrem. Nakonec k
roztoku boratového pufru byl pfidan roztok SDS o koncentraci 50 mM, ktery byl pfipraven

rozpusténim odpovidajiciho mnozstvi SDS v daném pufru.

3.3 Pouzité pristroje

3.3.1 Kapilarni elektroforéza

Méieni byly provadény na piistroji HP®® CE (Agilent Technologies, Waldbronn,
Germany), ktery je na obr. 7. Detekce byla provedena detektorem diodového pole snimajicim
pfi 200 nm a bezkontaktnim vodivostnim detektorem navrhnutym skupinou Prof. Gase (PfF
UK Praha). Signal (0-1 V) z CCD detektoru byl zpracovan pomoci Agilent 35900E
dvoukandlovym A/D pfevodnikem (Agilent Technologies). Kapilara zvolena pro analyzu byla
nepokryta kfemennd kapilara (MicroSolv Technology, Eatontown, NJ, USA) s vnitinim
primérem 50 um a celkovou délkou 48,5 cm a efektivni 40 cm. Kapilara byla termostatovana

na 25°C a vlozené napéti pro separaci a ddvkovani bylo -10 kV. Pied prvnim métfenim byla
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kapilara vymyta 0,1 M NaOH po dobu 5 minut a deonizovanou vodou 5 minut nakonec

roztokem pufru po dobu 15 minut. Mezi méfenimi byla kapilara promyvana deonizovanou

vodou po dobu 5 minut a rotokem pufru také 5 minut.

Obr.7. fotografie p¥istroje HP*® CE

3.3.2 Cip

Cip pouzity pro analyzu byl zakoupen od Némecké firmy Chip-shop. Pfipojeni
k vodivostni cele bylo problematické, Spatna konektivita s jinym systémem nez dodava Chip-
Shop viz. obr.8. Integrace se zdrojem napéti Spellman Detekce byla provedena pomoci
bezkontaktniho vodivostniho detektoru navrzenym profesorem Opekarem (PfF UK Praha),
sbér dat pomoci softwaru DataApex. Zdrojem vysokého napéti byl Spellman CZE1000R.

Obr.8. Elektroforéza na ¢ipu
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4 Vysledky a diskuse

4.1 Cil

Jako cil moji bakalarské prace jsme zvolili porovnani metody kapilarni elektroforézy s
elektroforézou na Cipu pro separaci biologicky aktivnich latek. Elektroforéza obecné ma pro
separaci biologicky aktivnich latek velky potencial. Na rozdil od metod chromatografie
elektroforéza umoziuje pouziti Sirokého rozmezi pH, které u chromatografie neni mozné.
Navic spotieba latek pro analyzu at’ uz se jedna o vzorek nebo pomocné kapaliny je
minimalni fddové v piko- az nano- litry. Dal$i vyhodou je pomérné snadnd automatizace a
instrumentalni nenaro¢nost. Pro porovnani jsme zvolili skupinu fenolickych kyselin, dale pak
sodné a draselné ionty. Fenolové kyseliny jsme zvolili z divodu jejich antioxidantnich ucinka
v organismu. Sodné a draselné ionty jsme volili z divodl pfitomnosti v biologickych
procesech v organismu a navic separace a detekce téchto iontl je jiz dobfe zndma a poslouZzi

tedy, jako dobra srovnavaci metoda®.

4.2 Fenolové kyseliny

Fenolové kyseliny patii do skupiny polyfenolt, které jsou charakteristické ptitomnosti
jednoho a vice aromatickych jader, které jsou déale substituovany hydroxylovymi skupinami.
Do dnes$ni doby jiZz bylo zaznamenano né€kolik tisic polyfenolickych latek s nejriiznéjSimi
strukturami. Hlavni zdjem u téchto latek zbudila jejich antioxidantni schopnost, kterd podle
studii prevySuje diive zndmé antioxidanty (vitaminy), jako vitamin C, B-karoten a dalsi.
Hlavnim ukolem antioxidantli v organismu je redukce Skodlivych forem kysliku tzv. volnych
radikala, které jsou vedlejsSim produktem nékterych metabolickych drah organismu. Tyto
radikaly jsou vysoce reaktivni diky svému neparovému elektronu a mohou vyvolat vznik
nékterych forem rakoviny, kardiovavaskuldrni nemoci a dalSich. Antioxidanty se s volnymi

radikaly vypotadéavaji nékolika mechanismy21.

e Obsahuji snadno oxidovatelnou skupinu, ktera reaguje s volnym elektronem radikalu

e inhibuji enzymy odpovédné za tvorbu volnych radikali
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e Tvoii komplex s kovovymi ionty, které sou koenzymem pro enzymy tvofici volné

radikaly.

Bylo zjisténo, ze polyfenoly maji kromé¢ antioxidantnich ucinkd a vliv na dal$i biologické
pochody v organismu. DnesSni Zivotni styl je hlavni pfiinou vzniku nerovnovahy mezi
volnymi radikaly a antioxidanty. Z toho divodu se dnes doporucuje zvysend konzumace
ovoce a zeleniny, které jsou bohatym zdrojem antioxidantl a tedy i polyfenoll. Polyfenoly v
rostlinach plni roli metabolitl a jejich struktura, mnozstvi a funkce se rostlinu od rostliny lisi.
Nejvice polyfenolii pak obsahuji Svestky dale pak rozinky, bortvky, ostruZiny, kapusta,
jahody, Spenat, ¢aj a vino, kde podle védce Simona Maxwella se antioxidanty nachéazeji v
nejméné zméndném a nadmiru efektivni formé&*. Polyfenoly se daji rozdglit do ti{ zdkladnich
skupin a to na:

¢ skupina flavonoidu

e skupina stilbantl a lignant

e skupina fenolickych kyselin.

Polyfenolové kyseliny tvofi asi jednu tfetinu z celkového zastoupeni latek v polyfenolech.
Nejvyssi zastoupeni polyfenolickych kyseliny v nasi potravé ma kyseliny hydroxyskoficova,

kyselina kavova a kyselina ferulova (obr. 9) a jejich estery.

0 0
0
CHsO
HO o
kyselina skoricova kyselina kavova kyselina ferulova

Obr. 9. polyfenolové kyseliny

4.3 Sodné ionty

Sodik se vyskytuji v lidském organismu a patti tedy mezi biogeni prvkvek. V lidském
organismu se vyskytuji ve formé iontu a je k Zivotu nepostradatelny. Hlavni funkci sodnych
iontl je tvorba elektrického potencidlu na povrchu bungk, ktery je vyuzivan napi. k vedeni
vzruchil na nervovych buiikach. K tvorbé potencidlu dochdzi pomoci enzymu nazyvaného

sodno-draselna pumpa, ktera pumpuje sodné ionty ven z bunky a draselné dovnitt v poméru
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3:2 za spotfeby ATP. Tim vznikd jiz zminény elektricky potencial na povrchu bunky.
Nedostatek sodnych iontli mize zapficinit nizky krevni tlak, nevolnost a dalsi. Nadbytek pak
naopak vysoky krevni tlak a vyssi zatéz pro ledviny, protoze praveé ledvinami se sodik dostava
z téla ven. Hlavnim zdrojem sodiky pro organismus je sil. Dalsimi pak mrkev, Cervena fepa

¢i celer.

4.4 Draselné ionty

Draselné ionty jsou mnohem dilezitéjsi a dalo by se fict, Ze zajist'uji veSkeré funkce
organismu. Kromé& sodno-draselné pumpy dale ovlivituje pfesnou funkci kardivaskularniho
systému, svalovy tonus a mnoho dal§iho. Jeho nedostatek mtze byt pfi¢inou nespavosti,
nedostatku cukru, vysokého krevniho tlaku az poskozeni srdce. Jeho nadbytek vyvolava
bolesti bficha prijmy v krajnich ptipadech stejné¢ jako jeho nedostatek poskozeni srdce.
Zdrojem drasliku pro organismu je veskera strava, protoze draslik je pfitomen téméf vSude.

Nejvice drasliku vSak obsahuje ovoce a zejména pak banany a pomerance.

4.5 Analyza pomoci kapilarni elektroforézou

4.5.1 Sodné a draselné ionty

Separace téchto iontd je jiz dlouho popsana. Detekci lze provést vodivostnim
detektorem, ale i pomoci UV detektu nepiimou detekci. Jako separacni elektrolyt byl pouzit
pufr MES/His o pH 6 a koncentraci 10 mM, ktery je mozno pouzit pro oba zpisoby detekce.
Z naSeho pohledu je vyhodné&jsi pouziti detekce pomoci vodivostniho detektoru, protoze pti
analyze na Cipu vyuzijeme téZze detekce. Testovali jsme smés sodnych a draselnych intl oba ve
formé¢ chloridu. Provedli jsme 5 analyz s davkovanim 5 s 50 mbar, koncentrace iontt byla
10 mol/L a nap&tim +15 kV. Vysledky dvou po sobé jdoucich analyz jsou zobrazeny na obr.
10.
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Obr. 10. Analyza sodnych a draselnych iontd s vodivostni detekei

Vysledek ukazuje, Ze 1ze separovat sodné a draselné ionty kapilarni elektroforézou. Dale jsme
zjistili zvySenim koncentrace jednoho z iontil, Ze draselné ionty migruji rychleji nez sodné,

coz je v souladu s teorii kapildrni elektroforézy.

4.5.2 Fenolové kyseliny

Obecné plati, Ze fenolové kyseliny jsou ve vodném prostiedi slabé kyseliny:
R—-COOH +H,0«—R-COO™ +H,0"
Pro analyzu jsme vybrali kyseliny: (a) syringova, (b) sinapova, (c) ferulova, (d) kumarinova,
(e) vanilinova, (f) hydroxybenzoova, (g) kavova, (i.s.) fenylalanin, jejichz struktury jsou
zobrazeny na obr. 11.
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COOH
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oA OH B
Obr. 11. Struktury fenolovych kyselin; A) R' = R® = H, 4-hydroxybenzoové kyselina; R' = CHs;, R* = H,
syringova kyselina; R'=H,R?= OCHg3, vanilova kyselina; B) R'=R?’= H, kumarinova kyselina; R! = R?= OH,
kavova kyselina; R! = OCHjs, R? = H, ferulova kyselina; R! = OCHs, R? = OCHs, sinapova kyselina

Tyto kyseliny maji pK mezi 4 - 5 z ¢ehoz vyplyva, Ze v prosttedi pH 2,5 a méné budou
neutrdlni a v elektrickém poli se nebudou pohybovat svoji vlastni mobilitou. Naopak v
prostiedi pH 6,5 a vice budou ve form¢ aniontu a mit svoji vlastni mobilitu. To umoziiuje
stanovit tyto kyseliny dvéma zbusoby.

a) micelarni elektrokinetickou chromatografii v kyselém pH

b) kapilarni zonovou elektroforézou v zasaditém pH

ad a)

Separa¢nim elektrolytem byl pufr fosfat/NaOH o pH 2,5 a koncentraci 50 mM s 50
mM SDS, koncentrace kyselin byla 10* mol/L a napéti -20 kV. Vysledek je zobrazen
na obr. 12.
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Obr. 12. Analyza fenolovych kyselin metdou MEKC

V tomto piipad¢ analyzy lze predpokladat nutny ptidavek SDS o koncentraci nejméné
50 mM. Ovsem SDS je sodna stl a zptisobi tak velky nardst vodivosti elektrolytu a znemozni
tak ve vétsiné pripadu detekci vodivostnim detektorem. Tato metoda se pak vzhledem k

moznému pouziti pro Cip jevi, jako méné vhodna.

ad b)

Pro tento typ analyzy se pouzivaji pufry o pH 6,5. Pfi této hodné pH je v roztoku
pfitomno malé mnozstvi OH™ a H3O" iontfi, které jsou vysoce vodivé a rusily by detekci pfi
vyuziti vodivostniho detektoru. Nicméné v naSem pokusu jsme jako elektrolyt zvolili
boratovy pufr o pH 9,5 a koncentraci 35 mM. Teto pufr ma dvé vyhody. Samotné kyselina
borita neni diky své struktufe moc vodiva a navic ma schopnost interagovat s vicinalnimi
dioly a tim modifikovat selektivitu separace fenolovych kyselin. Koncentrace kyselin byla

10" mol/l a napéti +20 kV. Vysledek je zobrazen na obr. 13.
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Obr. 13. Analyza fenolovych kyselin metdou CZE

Z obrazku je vidét celkem zdafila separace, lze tedy uvazovat o vyuziti této metody pro

separaci fenolovych kyselin 1 v uspofadéni na Cipu.

4.6 Analyza pomoci elektroforézy na ¢ipu

Nejprve jsme testovaly analyzu sodnych a draselnych iontli s detekei vodivostnim detektorem.
Elektrolyt by stejny, jako v pfipad€ kapilarni elektroforézy. Davkovani vzorku probéhlo
elektrokinetcky pii +5 kV 3 s. Schéma davkovani je zobrazeno na obr. 14. Analyza probihala

pii napéti 10 kV a vysledek je zobrazen na obr. 15.

+

davkovani

separace
+ -

Obr. 14. Schéma davkovani pfi elektroforéze na Cipu.
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Obr. 15. Analyza sodnych a draselnych iontd

Spajky a dalsi vzhled je zfejmé zpisoben neodladénim detektoru Cipu a spojenim detektoru
¢ipu s druhym detektorem. Fenolické kyseliny se dosud na Cipu nepodatilo analyzovat,

pravdépodobné je nutnd zména elektrolytu

29



5 Zavér

V této praci bylo ovéfeno obrovské vyuziti kapilarni elektroforézy, jako metody k
analyze biologicky aktivnich latek. Navic vyuziti novych technologii, jako je elektroforéza na
¢ipu vede k dalsimu zdokonaleni. Vyhodou analyzy na ¢ipu oproti v kapilafe je nckolika
nasobné zrychleni analyzy a minimalni spotieba latek. Nevyhoda této technologie je zatim
pomérné slozitd vyroba, moznost snadného ucpani kanalku ¢ipu a Spatna automatizace

analyzy.
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