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Bevezetés - Elektroforézis

Az elektroforézis olyan elvalasztasi technika, melynek alapja az ionok elektromos térbeli
mozgékonysaga. A pozitiv toltésii ionok a negativ elektrod, a negativ toltésiiek pedig a
pozitiv elektrod irdnyaba vandorolnak. Gyakran biztonsagi okokbdl az egyik elektrod a foldre
van kdtve, és a masik potencialjat ehhez képest allitjak pozitivra vagy negativra. Az ionok
vandorlasi sebessége kiillonbozo, ezért lehetséges az elvalasztasuk. A vandorlési sebességet az
ion teljes toltése, mérete €s formdja befolyasolja.

Az elektroforézishez sziikséges: er6saramu tapegység, elektrodak, puffer és egy kozeg,
ami a fuffert tartalmazza. Ez a kozeg lehet sziirpapir, celluloz-acetat csik, poliakrilamid gél,
vagy kapillaris cs6. A nyitott kapillaris csovek kiilonbozé anyagok -elvalasztasanal
hasznalatosak, a biologiai mintdk (fehérje keverékek) esetében altalaban a tobbi kozeget
hasznaljak. Az elvélasztas befejeztével a kozeget megfestik, hogy lathatova véljanak az
elvalasztott komponensek.

puffer eljaras felbontasa jelentdsen ndvelhetd. Ennél
a technikanal a gélben pH gradiens van, ezért a
fehérjék csak addig vandorolnak benne, mig el
nem ¢érik azt a helyet, ahol a pH azonos az
nagy- izoelektromos pontjukkal. Ezen a pH-n a
gél fesziiltsegli fehérje semleges toltésiivé valik, nem vandorol
tapegyseg tovabb, vagyis a gél egy keskeny savjaban
fokuszalodik.

L Izoelektromos fokuszalas alkalmazasaval az

|7 ffer Specialis elektroforézis technikdk a disc-
P elektroforézis, a kapillaris elektroforézis és a
gél-elektroforézis (SDS-PAGE).

Kapillaris elktroforézis

Az elektroforézist kis a&tmérdji kapillarisban kivitelezve lehetdvé valik nagy elektromos mezd
alkalmazésa, mert a kis kapillaris hatdsosan adja le a keletkez6 hét. Az elektromos mezd
novelésével hatékonyabb elvalasztas érhetd el rovidebb 1do6 alatt.

i fosziiliség i A kapillirisok belss atmérsje 50-100
tipegység mm, hosszuk 0,5-1 m. Az alkalmazott
fesziiltség 10-30 kV. Az
detektor elektroozmotikus aramlés kovetkeztében
minden komponens a negativ elektrod
fel¢ vandorol, ezért a kis mennyiségl
g, mintat (10 nl) a kapillaris pozitiv
kapilldris végénél (injektéijék, és paz elvéllzsztott
komponenseket a kapillaris negativ vége
—T— puffer — kozelében detektaljak.




A kapillaris elektroforézis a folyaddkkromatografia és az elektroforézis viszonylag ujszera
forméaja, melynek jellemzd6i:

o clektroforetikus elvalasztas kapillaris csében,

e nagy térerd alkalmazdsa (gyakran nagyobb, mint 500 V/cm),

e modern detektaldsi technika, mint az elektroferogram, mely gyakran hasonlit egy
kromatogramra,

hatékonyséaga eléri vagy meghaladja a kapillaris gazkromatografiaét,

az elvalasztashoz sziikséges id6 nagyon rovid,

a mennyiségi analizis konnyen automatizalhato,

kis mennyiségii reagens sziikséges,

mas analitikai elvalasztasi technikakkal 6sszehasonlitva sz¢leskorii elemzést tesz lehetove.

Jelentds eltérések vannak a kromatografia €s a kapillaris elektroforézis nomenklaturaja
kozott. Példaul a kromatografidban alapvetd kifejezés a retencids idd, ezzel szemben az
elektroforézisben idealis koriilmények kozott nincs retencid, itt analog kifejezés a migracios
1d6 (tm). A migréacios id6 azt az id6tartamot jeloli, mely alatt az oldott anyag eljut a kapillaris
elejétdl a detektorablakig.

Egyéb alapvetd kifejezések: elektroforetikus mobilitds mg, (cm?/Vs), elektroforetikus
aramlasi sebesség ne, (cm/s), és elektromos térerd E (V/ecm).
Ezen faktorok kapcsolata: me, = ne, / E.

Elektroozmotikus aramlas (EOF)

A szilikat tiveg kapillaris feliilete negativ toltésti funkcids csoportokat tartalmaz, melyek
vonzzék a pozitiv toltésti ellenionokat. A pozitiv toltésii ionok a negativ elektrod felé
vandorolnak, és magukkal viszik az oldoszer molekuldkat is. Ezt az olddszer mozgast nevezik
elektroozmotikus dramlasnak. Az elvalasztas soran a toltéssel nem rendelkez6 molekuldk az
elektroozmotikus aramldssal majdnem azonos sebességgel mozognak, ezért esetiikkben az
elvalasztas csak igen kismértékii. A pozitiv toltésii ionok gyorsabban, a negativ toltésliek
pedig lassabban mozognak.

Kapillaris elektroforézis modszerek osztalyozasa

A kapillaris elektroforézises modszereket osztdlyba sorolhatjuk az alapjan, hogy tdltetet
tartalmaz-e a kapillaris, ill. aszerint, hogy milyen komponenseket tartalmaz a puffer stb.

Alapvetden a kovetkez6 modszereket kiilonboztetjiilk meg:

kapillaris zonaelektroforézis (CZE),

kapillaris gélelektroforézis (CGE),

micellaris elektrokinetikus kapillaris kromatografia (MECC vagy MEKC),
kapillaris elektrokromatografia (CEC),

kapillaris izoelektromos fokuszalas (CIEF),

kapillaris izotahoforézis (CITP).



Kapillaris zonaelektroforézis

A kapillaris zonaelektroforézisben egy pufferrel toltott 50-100 mm-es kapillarist helyeziink
két puffertartaly kozé. A két puffertartalyba elektrodokat helyeziink, melyek kozott 10-30 kV
fesziiltségkiilonbséget alkalmazunk. A fesziiltségkiilonbség hatdsara az ionok, toltésiiktol
figgden az andd vagy a katéod felé vandorolnak. A fesziiltségkiilonbség okozta
elektroforetikus vandorlasi sebességet a puffer 0sszetételétdl fiiggden a kapillarisban 1étrejovo
oldészer aramlas befolyasolja. A kapillaris elektroforézisben tehat a vizsgalandé anyag
vandorldsi sebességét a fesziiltségkiilonbség hatasara létrejovo elektroforetikus hatds ¢és
elekrtoozmotikus dramlés szabja meg.

Az elektroozmotikus aramlds oka a kapillaris fal kozelében kialakult kettdsréteg. A
kettOsréteg egyik polusa a kapillaris fala (helyhez kotott toltés), masik polusa az oldatban van.
A folyadékban a toltéseloszlas nem egyenletes (diffuz réteg), az ionos részek kozott olddszer
molekuldk vannak. A kapilldrisra adott fesziiltségkiilonbség hatasara a diffuz réteg elmozdul.
A toltéssel rendelkezd részecskékkel egyiitt az oldoszer molekuldk is vandorolnak, s igy
annak ellenére, hogy az andd ¢€s a katdd rész kozott nincs nyomaskiilonbség, aramlés jon 1étre.

A kapillaris zoéna elektroforézis a legszélesebb korben alkalmazott modja a kapillaris
elektroforézisnek. Haszndlhaté kationos ¢és anionos anyagok elvalasztdsara egyszeri
analizissel. Az elektromos erdtér hatasara a toltéssel rendelkezé molekula vandorol a kis
atmérdju csoben, ezt a vandorlasi sebességet megvaltoztatja az elektroozmozis. A kapillaris
zona elekrtoforézis soran a kationok és az anionok ellentétes irdnyba aramlanak. Az
elektroforetikus és az endozmdzisos aramlds irdnya megegyezik, ha a komponens toltése
pozitiv, ellentétes, ha negativ. Mivel altalaban nagyobb az elektroozmotikus aramlas, mint az
oldott komponensek vandorlasi sebessége (mobilitasa), valamennyi anyag a katod felé halad.
Egy tipikus analizis sordn a kationok eludlodnak eldszor, mivel vandorlasi iranyuk
megegyezik az elektroozmotikus aramlds irdnyéaval. A semleges molekuldk is vandorolnak az
elektromos erdtérben, vandorlasi idejiik kozott azonban nincs kiilonbség. Mivel nem
mobilisek és mozgasuk csak az elktroozmotikus aramlas hatdsara jon létre, nem torténik
elvalasztas. Az anionok lassan elualodnak, mivel az elektroozmotikus aramlassal ellentétes
iranyba vandorolnak.

Kapillaris gélelektroforézis (CGE)

A kapillaris gélelektroforézis a hagyomanyos gél-lap elektroforézis kapillaris elektroforézis
megfeleldje. Biologiai makromolekuldk (oligonukleotidok, DNS restrikcids fragmensek és
fehérjék) méreten alapuld elvélasztdsara hasznéljak. FObb eldnyei a gél-lap elektroforézissel
szemben, hogy sokféle gél-matrix hasznélhatd és széles tartomanyban valtozhat az dsszetétel.

A kapillarist géllel toltve az megakadalyozza az elektroozmotikus aramlast. Ekkor az
elvalasztds ugyanugy torténik, mint a hagyomanyos gélelektroforézisnél, de a kapillaris miatt
jobb felbontas €s nagyobb érzékenység érhetd el, valamint lehetdvé valik az on-line
detektalas.

Az elektroforézis szelektivitdsa nagy molekulatomegli anyagok elvalasztasakor nd, ha a
kapillarist eltérd porusarmérdji géllel toltjilk meg. Az elektromos erdtér hatdsara a toltéssel
rendelkezé molekuldk a toltés/ionsugdr alapjan eltérd sebességgel vandorolnak, melyet az n.
molekula szlir6hatas megvaltoztat. A kapillarisba poliakrilamidot, agarozt vagy egyéb géleket
tolthetiink. Elsdsorban fehérjék és nukleinsavak elvalasztasdra hasznaljuk a poliakrilamid
(PAGE) ¢és Na-dodecil-szulfat (SDS) toltetet (SDS-PAGE). A kvarckapillarisban a gél
polimerizdcidjat kémiai modszerrel vagy g-sugarzéssal végzik. A gél lehet térhalos (3
dimenzi6s szerkezetll) vagy linedris.



Sok esetben megfeleld szelektivitas érhetd el, ha a kapillarist polimer oldattal toltjiik. A
toltott csdben az elektroozmdzis okozta anyagvandorlas megsziinik. Gélelektroforézissel csak
toltéssel rendelkezd molekuldk elvalasztasat tudjuk megoldani.

Kapillaris elektrokromatografia (CEC)

A kis atmérojh kapillarist forditott fazisu allotazissal (3,5 mm szemcseatmérdjii) toltjiik meg.
A fesziiltség hatdsara elektroozmotikus vandorlds alakul ki. A minta egyes komponenesei
kiilonboz6 mértékli kdlcsonhatasba Iépnek az allo fazissal, igy eltérd id6 alatt jutnak végig a
csovon. A HPLC-ben a komponensek szallitdsa a nyomaskiilonbség hatasara 1étrejovo mozgo
fazis aramlassal torténik, a kapillaris elektrokromatografidban ezzel szemben a
potencialkiilonbség hatdsara 1étrejovo elektroozmotikus dramlassal.

A kapillaris elektrokromatografidban egyenletes sebességprofil alakul ki, ez csokkenti a
csucsszélesedést. A CEC kinetikai hatékonysaga sokkal nagyobb, mint a HPLC-nek. Az
elvalasztas szelektivitasa - a folyadékkromatografidhoz hasonldan - az allo és mozgo6 fazis
kozotti megoszlastol fiigg.

Micellaris elektrokinetikus kromatografia (MEKC vagy MECC)

A micellaris elektrokinetikus kromatografia egy egyediildlld modja a kapillaris
elektroforézisnek, mivel képes semleges és toltéssel rendelkezé molekulak elvalasztasara.

Micelléaris  elektrokinetikus  kromatografiandl a  kapillaris  zoénaelektroforézisnél
alkalmazott pufferbe a kritikus micellekoncentraciondl (CMC) nagyobb koncentracidban
ionos feliiletaktiv anyagot tesziink. Az esetek tobbségében natrium-dodecil-szulfatot (SDS).
Az SDS 8 mM koncentracio felett szobahdmérsékleten 58 egységbdl allé aggregatumot
képez. Az apolaris szénhidrogén lancok ugy asszocialodnak, hogy a puffer fel¢ az aggregdtum
negativ toltésli. A negativ toltésli aggregatumok kiilon fazisként kezelheték (pszeudo
allofazis), igy a toltéssel rendelkezd és a semleges molekuldk megoszlanak a puffer és a
pszeudo 4ll6 fazis kozott.

Az SDS aggregatum negativ toltésl, tehat elektroforetikusan vandorol az anéd irdnyaba.
Ha puffer pH-ja > 3, akkor a katod irdnyéaba elektroozmotikus aramlas indul. Amennyiben az
endozmotikus aramlas sebessége nagyobb, mint az elektroforetikus, akkor a negativ toltésii
aggregatum a negativ polus irdnydba mozog. Ha az SDS a vizsgalt komponenst oldja
(egyensuly alakul ki a puffer és a pszeudo stacioner fazis kozott), akkor a molekula az SDS
vandorlasi sebességével mozog a kvarccs6ben. Ha az egyensulyi allando értéke nagy (a
molekula az SDS aggregatumban tart6zkodik), akkor a molekula maximalis vandorlasi ideje
megegyezik az SDS vandorlasi idejével. Ha a vizsgalt komponens kodlcsonhatasa
elhanyagolhatd az SDS aggregatum mellett, akkor a vandorlasi idejét az endozmotikus
aramlas sebessége szabja meg. Az endozmotikus 4ramlési sebességli mozgd komponens
vandorlasi ideje adja a minimalis idot. A minimalis és a maximalis kozotti idé az un.
migracios idéablak.

A micellaris elektrokinetikus kromatografia szelektivitisa a feliiletaktiv anyag
megvalasztasaval, valamint a pufferben modifikatorok alkalmazéasaval befolyédsolhato.

A vandorlasi id6t a korilmények valtoztatasdval csak a két hatarértek kozott
valtoztathatjuk. Lehetdség van semleges molekuldk és olyan anyagok elvalasztasara is,
melyek oldhatdsaga az alkalmazott pufferrendszerben kicsi.



Kapillaris izoelektromos fokuszalas

A kapillaris izoelektromos fokuszalas az izoelektromos pontok (pI) kiillonbségén alapuld
eljaras, biomolekulak (foként fehérjék) elvalasztasara hasznaljak.

Azok a vegyiiletek, melyek savas ¢és bazikus csoportot is tartalmaznak, nagy
hatékonysaggal elvalaszthatok, ha a kvarc kapillarisban pH gradiens hozunk létre. A
kapillarist amfolitok és a minta keverékével toltik fel. A pH gradiens elérésére az anddot
savas, mig a katddot bazikus oldatba meritik. A vegyiiletek vandorlasuk soran elérik a
kapillarisnak azt a pontjat, ahol a nett6 tltés nulla lesz (izoelektromos pont), ezen a helyen
koncentralodnak. Ezeket a zondkat hidrodinamikusan (nyomaskiilonbség hatasara) vagy
elektroforetikusan mobilizaljuk. Utdbbi esetben az andd oldali savas oldatot bazikusra
cseréljiik, a molekulak (pl. fehérjék) negativ toltéstivé valnak, és az anod felé mozdulnak el.

A kapillaris bels¢ feliiletén semleges polimer bevonatot készitve kikiiszobolheté az
elektroozmozisos dramlas.

Kapillaris izotahoforézis (CITP)

A mintat két kiilonbozo puffer, két eltérd ionmozgékonysagu elektrolit kdzé helyezziik.
Anionok elvélasztasakor, a nagy elektroforetikus mozgékonysagu ionokat tartalmazo oldatot
az andd oldalra, a kis elektroforetikus mozgékonysagl ionokat tartalmazo oldatot a katod
oldalra helyezziikk. A nagy elektroforetikus mozgékonysagli ionokat tartalmazé oldatokat
"leading", mig a kis elektroforetikus mozgékonysagu ionokat tartalmazo oldatot "terminating"
elektrolitnak ill. puffernek nevezziik.

A minta komponenesei a nagy ionerdsségii helyrél zonaban vandorolnak a kis ionerdsségii
hely irdnyaba. Kozben az eltérd ionerdsségli zonak hataran koncentralédnak. Az 6sszes zona
Utobbi miatt az izotahoforézis jol hasznalhato technika hig oldatok analizise esetén is, mivel a
mintdk tobbszords koncentralasa érhetd el vele.

Az elektroozmotikus hatast polimerrel boritott kvarc kapillarisok alkalmazéasaval zarjuk
ki. Az elektromos térerd valtozasa eredményezi a kapillaris mentén a zonak kialakulasat, s igy
az eltérd elektroforetikus mozgékonysagl ionok elvalasztasat.

A fesziiltség és a homérséklet hatasa

Az endozmotikus és az elektroforetikus dramlds sebessége is aranyos a térerdsséggel, igy
nagyobb fesziiltséget alkalmazva az elvalasztas ideje lecsOkken. Mint azt elméletileg
megjosoltak, a rovidebb szeparacios ido nagyobb hatékonysagot eredményez, mivel a diffuzid
savszélesitd hatdsa jelentds. A fesziiltség novelését a Joule hé limitdlja. Az optimalis
fesziiltség kisérletileg megallapithato: a fesziiltséget a felbontoképesség romlasaig novelve.

Mind az elektroforetikus mobilitas, mind az elektroozmotikus dramlas forditottan aranyos
a viszkozitassal. A viszkozitds a hdmérséklet fiiggvénye, tehat fontos a hdmérséklet kontroll.
A homérséklet novekedésével a viszkozitds csokken, az elektroforetikus mobilitas nd. Néhany
puffer, mint a Tris a hdomérséklet emelkedésével pH-érzékennyé valik. Komplex
elvalasztasnal (pl. fehérjék) kis pH eltolodas is megvaltoztathatja a szelektivitast.

Az elvalastasokat altaldban 25 °C-on végzik (kozel szobahdmérsékleten). A kapillaris
atmérdju kapillaris esetén is. Ha nem biztosithatdo a homérséklet tartasa kissebb atméroji (a
hétermelddés kevésbé csokkenti az aramlédst) vagy hosszabb kapillarist hasznalnak (a ho



crer

csokkenti a koncentralodast.

Miiszeres hattér

A CE-ben nagyfesziiltséget alkalmazunk, de a fesziiltség ndvelésének hatart szab a
kapillarisban képz6dé hé. Ha a hé nem tud a kapillaris faldn keresztiil eltavozni, akkor a
kapillarisban sugériranytl hémérséklet gradiens alakul ki. Ennek hatdsdra az elvélasztott
komponensek visszakeverednek. A gyakorlatban 10-30 kV fesziiltség alkalmazésa altalanos,
melynek hatasara 5-50 mA aram mérheto.

A CE rendszer felépitése

A mintaadagolés ugy torténik, hogy a Pt elektrodot és a kvarc kapillaris végét egy mechanika
a mintatartoba helyezi. A minta nyomaskiilonbség (hidrodinamikus adagolds) vagy
nagyfesziiltségli impulzus hatasara (elektrokinetikus adagolds) keriill a kapillarisba. Az
automata mintaadagoléval (reprodukalhatdsag) adagolt mintatérfogat 1-40 nl. A kapillaris
anyaga az esetek tobbségében kvarciiveg.

A kapilléris elektroforézisnél alkalmazott detektorok hasonléak, mint a HPLC-ben
alkalmazottak, beleértve az  abszorbancidn, fluoreszcencidn, elektrokémian  és
tomegspektrometrian alapuld mérési modszereket is. UV detektalashoz a kvarc kapillarisrol
eltavolitjuk a védo poliimid réteget és UV fénnyel atvilagitjuk. A kimutatasi hatart az optikai
uthossz szabja meg, mely megegyezik a kapillaris atmérdjével. Az optikai Githossz novelésére
a detektalasnal buborékot képeziink, vagy meghajlitjuk a kapillarist €s tengelyiranybol
vilagitjuk meg.

CE alkalmazasa

A kapillaris elektroforézis alkalmazasanak {0 teriilete a nagy molekulatomegii ionos anyagok
(fehérjék, polipeptidek, nukleinsavak) és az optikailag aktiv komponensek meghatarozasa. Az
enantiomer szelektivitds elérhetd optikailag aktiv anyag (pl. b-ciklodextrin szarmazék)
pufferhez val6 adagolasaval. Ujabb modszerek alkalmasak anionok gyors meghatarozasara.

A CE megfeleld additivok alkalmazasadval minden olyan teriileten alkalmazhatd, mint a
HPLC. A CE-ben az oldészer felhaszndlds minimalis, igy elénydsebb kornyezetvédelmi
szempontbol.



