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ABSTRACT

The capillary electrophoretic method/proceduretif@r focusing and selective pre-concentration of
ampholytes in non-symmetrical pH field step gratieith subsequent on-line ITP analysis was
developed and verified. The method is based ontioréormation of stationary neutralization
reaction boundary in the column, where ampholytessalectively focused.

Non-symmetrical pH field step gradient was realiZegl addition /use/ of ampholyte with
convenient properties to the buffer on one sidhefneutralization reaction boundary, whereas the
second side contained only simple non-ampholytftebst

Such electrolyte system has more convenient priegefor the focusing over classical simple
buffer systems. The pH span of this system carab#ydowered on one half, i.e. from neutral to
alkaline, and/or acidic region, which brings mosdestivity in focusing, whereas the buffered
systems must cover all pH from alkaline to acigigion.

The electrolytes can be set up such a way, thagitthen the ampholyte side can be constant, whilst
the pH on the buffered side can be changed, stiipkng boundary stationary. This is great

advantage especially during the continuous dosuhgre dosing electrolyte must have constant pH
to keep the reproducibility /— constant fluxes ofed ions/ and opposite-primary electrolyte can
variate pH to set up selectivity.

For the verification of the method, synthetic loweleculal pl markers were selectively pre-
concentrated from the mixture and analyzed by ITP At pH 6.95 of dosing electrolyte,
ampholyte of pl 8.6 was preconcentrated 14.4 tirmegpholyte of pl 7 was preconcentrated 4.1
times and ampholyte of pl 6.2 was preconcentratéyl b4 times in the time of 7000sec.
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Rozvoj analytickych metod je v poslednich letegatggedevSim s péebou analyzovat slozité vzorky
biologického charakteru. Tato matrice je préZri@ analytické metody pammé slozitad a z tohoto
davodu dochazi k vyvoji novych sepanich metod a jejich kombinaci. Mezi nejpaifejSi metody
pati elektromigréni separéni metody, které umdiiji provést v jednom analytickén&hu nejenom
vlastni analyzu-separaci, ale takfedgkoncentraci a ipdseparaci. Cilem naSi prace bylo vyvinou
takovouto idealni analytickou metodu se selekirmiine gredkoncentraci afpdseparaci zaloZzenou na
vyhodnych analytickych vlastnostech stojiciho radisatniho rozhrani — pH skoku.

Pro stanoveni a U&fné zakoncentrovani jednotlivych amféiydyl vyvinut vhodny elektrolytovy
systém, vytvéejici neutralizaéni rozhrani. Toto neutralizai rozhrani vznikd mezi kyselou
a zasaditowasti elektrolytu pomoci Ha OH iontd. Dochazi zde k selektivniigdkoncentraci
jednotlivych amfolyt, podle jejich rozlinych pl bod. Na zaklad pl jsou amfolyty
zakoncentrovany vice, mé&ri vibec. Pokud pl jednotlivych amfolytspadd mezi hodnoty pH
obou krajnich elektrolyit dojde k jejich Usggnému zafokusovani. Ostatni amfolyty pak rozhranim

bud’ prochéazeji nebo dozho nedomigruiji.

Jsou-li analyzované amfolytyiipomny v ¢asti elektrolytového systému - v tzv. davkovacim
elektrolytu, pak jsou fichodem elektrického proudu kontinué&lelektromigr&né davkovany do
rozhrani, kde se selektigrfiokusuji - akumuluji do stojicich zon, jejichz leigni naboj je nulovy.
Po naakumulovani dostateého mnoZzstvi analytu jsou zény mobilizovany a yralany.
Selektivita fokusace je dana rozdilnym pl jedngtiv amfolyfi a zvolenym pH obou krajnich
elektrolyti, tvoricich neutralizéni rozhrani - pH skok. Z matematického modelu pgfitho
neutraliz&ni rozhrani vyplyva, Ze v doposud popsané elekool/ systémy, zaloZzené na
jednoduchych anorganickych solich, musi mit symlejrirozsah pH krajnich elektrolytse
sttedem pH 7,12. Pro zvySeni selektivitiegkoncentrace jsme vyvinuli elektrolytovy systém
s nizkomolekularnim amfolytem, ktery uniofe pouzit asymetricky rozsah pH krajnich

elektrolyti se stedem v kyselé oblasti pH.

MATERIAL A METODIKA

Elektrolyty - Elektrolyty byly vyvinuty a pufrovany protiiopttak, aby mobilita Ha OH ionti
v kyselém a alkalickém prdsdi byla mensi nez u ostatnich iostejného naboje. To umoZznilo
korektni migrace iorit a také nasledné pouziti'ld OH ionti jako terminatoru  mobilisaci.
Zvolené pH bylo nastaveno s ohledem na nejlep$opati schopnost na hodnotu pK protiionu.

Zakladni elektrolyty pro tvorbu neutraliggiho rozhrani se skladaji z alkalické a kysgsti. Jako
alkalicky zakladni elektrolyt byl zvolen octan amgnupraveny hydroxidem amonnym na
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pH=8,62. Kysel&ast elektrolytu - octan amonny upraveny kyselinotovou mé mit standarén
hodnotu pH 5,4. # téchto hodnotach pH elektrolyfsou velikosti opanych toki H* a OH ionti

Vv rovnovaze a neutralizai rozhrani stoji. fFdavkem vhodné koncentrace aminokyseliny histidinu
do kyselého elektrolytu dojde ke zvySeni pH na lobdr6,95 a zarovek vazani solvolytického
toku H" iontu na histidinovy kation,ipzachovani jeho velikosti a smu pohybu. To umozni iip
zmené pH jednoho elektrolytu zachovat stojici neutrafidarozhrani. Misto H ionti jsou
neutralizovany histidinové kationy za tvorby zuiitetového histidinu s efektivnim nulovym
nabojem.

Pridavkem vzorku do jednoho elektrolytu / v naSefipact do elektrolytu s histidinem / se tento
stava davkovacim elektrolytem aigwbenim elektrického proudu jsou & relektrokinetiky
davkovany jednotlivé amfolyty. Systém bytizpiisoben tak, aby se z davkovaciho elektrolytu,
umiséného v terminéni komirce, o pH 6,95, selekti¢gnnadavkovaly jen &které amfolyty,

k ¢emuz pispiva zvolené pH elektrolytu. Takovy systém umoimdbilizaci a identifikaci
jednotlivych amfolyl ve vytvaenych barevnych zénach analyzovanych v detektoru.

Jako mobilisani elektrolyt pak mze slouzit pro kationtovou mobilisaci*Hont, tedy kyselina
octova, pro aniontovou mobilisaci OHont, tedy hydroxid amonny. V naSenfigad jsme
pouzivali pouze kationtovou mobilisaci.

Povrcho¢ aktivni latka, polyethylenglykol (PEG- Umoziuje zvySit viskozitu, coZz omezi
elektroosmézu roztoku a dosazenigsich zon.

Vzorek— Nizkomolekularni synteticka barviva o§6, 7 a 6,2.

Pristroj - Izotachoforeticky analyzator SpiSskd Nova Vesl pouzZit ve dvoukolonovém
uspdadani. V horni tzv. sepama kapilde prolkehla fokusace a ipdkoncentrovani, ve spodni
analytické kapilge byl vzorek analyzovan.

Konce kazdé kapilary jsouripojeny k elektrodovym koilirkam, které obsahuji vedouci elektrolyt
a koncovy elektrolyt (v hornfasti gistroje). Vzorek se davkuje injeki stikatkou (v horni¢asti
piistroje). Zéna prochaziigs detektor, ktery vyhodnoti Udaje a poSle eldkjrisignal do
zapisovée. V jednotlivych kolonach jsmedin prochazejici proud 250 pA a 75 pA.

Postup analyzy- Do spodni analytické kapilary nalijeme vedouekiolyt, do vrchni sepatai
kapilary alkalicky fokuséni elektrolyt a do vrchni termitiai komirky davkovaci kysely elektrolyt
svelmi Zedsnym roztokem vzorku. pH davkovaciho elektrolytu aypme tak, aby spolu
s fokus&nim elektrolytem vytviil v kolong stojici rozhrani. Po zapnuti proudu jsou pak,wnfm
kroku jednotlivé ionty vzorku selektién davkovany pichodem elektrického proudu do
vytvoreného stojiciho rozhrani, kde se mezi elektrolglyutuji ve fornd ionti s nulovym efektivni
nabojem. Po naakumulovani dostatho mnozstvi vzorku, coz je viditelné optickyygedruhém
kroku analyzy vyminén elektrolyt v horni elektrodové katrce fistroje za mobilizéni, konkrétr
za kyselinu octovou. Bobenim kyseliny dojde ke zm® nulového efektivniho naboje v zénach
na pozitivni, které fisobenim elektrického proudu zvolna putuji ve fdwstrych zén do sepairai
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kapilary. Ve tetim kroku se stava v sepé&mé kapil&e mobiliz&ni elektrolyt terminanim a zény
podstupuji v ITP médudinou izatochoforetickou analyzu.

VYSLEDKY A DISKUZE
ZAVISLOST DELKY ZONY NA DAVKOVACIM CASE

Funi¢nost metody byla afena sestrojenim klasické kalibrd zavislosti délky zony na
davkovacim¢ase, ktera je rowiz linearni. Grafy prokazuji, ze v zénach dochazéadilnému
zakoncentrovani jednotlivych barevnych amfdlyAmfolyt o pl 8,6 prokazuje, Ze délka zony
piimo unérné zavisi na davkovacimase. DalSi barevny amfolyt o pl 7 se zakoncentré\ji&/
mére diky jeho nizSimu pl a amfolyt o pl 6,2 se nezalanirovava jiz skorodbec. Z toho plyne,
Ze pokud bychom pouzili amfolyt j€Sb nizSim pl nejenom Ze by nedoslo k zafokusowdrijeho
mnozstvi by se jeStsnizilo o proti ivodni koncentraci, coz by bylo igpobeno jeho migraci pty
opanym snérem z rozhrani.

SloZeni elektrolyii:

Vedouci elektrolyty: L1: 0,01M NKDH + 0,01M NHAc + 1% PEG + 400ppm povrchoaktivni
latky, pH=8,62

L2: 0,01M NHAc + 1% PEG + 400ppm povrchouaktivni latky, pH=6,75
Zakortujici a mobiliz&ni elektrolyt: T2: 0,03M HAc, pH=3,12
Davkovaci elektrolyt: T1: 0,002M HIS + 0,01M YAt + vzorek amfolyd, pH=6,95
Vzorek: nizkomolekularni syntetické barvy o pl=8766.2

Tab 1: Zavislost délky zony na davkovacase

¢as davkovani (s) pl 8,6 pl7 pl 6,2
0 0,139 0,106 0,109
1000 0,369 0,142 0,115
2000 0,585 0,158 0,105
3000 0,972 0,208 0,118
4000 1,248 0,29 0,134
7000 1,997 0,438 0,156
r’=0,995
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Obr. 1: Zavislost délky zony na davkovacase
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Obr.2: Nastik vzorku a fokusace 7000s
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Obr. 3: Fokusované zony

Viditelné rozhranmezi jednotlivymi zénami, vzniklé zony jsou dokomalddlené atisté.
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ZAVER

Byl vytvoien elektrolytovy systém a metoda fokusace v asyohém skokovém gradientu pH,
ktery byl owfen na modelovych nizkomolekularnich syntetickychretaaych amfolytech.
Dosazeny stupgezakoncentrovani zavisi na pl jednotlivych amfblgt dolg fokusace, za dobu
7000 sec. doSlo k zakoncentrovani amfolgtpl 8,6 14,4krat, pl 7 4,1krat a pl 6,2 1,4kr&tim
jsme prokazali spravnost g&idnost metody. Tato metodadow rozSiuje analytické schopnosti
standardnich elektromigaich metod a rive najit uplaténi pfi pokratilych analyzach
biologickych vzorki.
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