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A ‘Princip elektroforetickych technik: dkladom kazdej elektroforetickej
techniky je prechod jednosmerného elektrického prudu vhodnym roztokom

elektrolytu, v dosledku ¢oho sa nainjektovana zmes ionogénnych latok rozseparuje na
samostatné zony. Toto sa udeje v dosledku réznych pohyblivosti (rychlosti pohybu)
jednotlivych latok. Podla signalov z vodivostnych a UV detektorov sa daju potom urcit
jednotlivé zony a z toho sa vyhodnocuje kvalitativna (druh latky) a kvantitativna
(mnozstvo latky) informacia.

1 Kapilarna zénova elektroforéza

Pri technike kapilarnej zonovej elektroforézy (CZE) sa do nosného elektrolytu, ktory
vytvara homogénne jednosmerné elektrické pole, injektuje vzorka (rddovo stovky
nanolitrov az mikrolitre) obsahujtca iony latok, ktoré sa v tomto elektrolyte pohybuju
k prislusnym elektrédam. Vzorka sa rozdeli na jednotlivé latky, ktoré sa pohybuju
kazda svojou rychlostou a postupne sa od seba vzdaluju.

Obr.1 Signdl namerany kapildrnou zénovou elektroforézou

Potom na vodivostnych detektoroch mézeme namerat signdl v tvare pikov (vrcholov),
kde kazdy pik predstavuje (v idedlnom pripade) jednu latku. Cas objavenia sa maxima
piku urcuje kvalitativnu informdciu (druh latky) a velkost piku (plocha alebo vyska
piku) urcuje kvantitativnu informaciu (mnozstvo latky) (Obr. 1).

2 Izotachoforéza
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Samotné slovo izotachoforéza znamena pohybovat sa rovnakou rychlostou. V tejto
metode sa analyzovana vzorka umiestni medzi dva rézne elektrolyty (injektované
mnozstvo je radovo desiatky mikrolitrov) a nabité castice sa pohybuju v jednosmernom
elektrickom poli k prislusSnym elektrédam. Vyhodou tejto metddy je to, ze zédny
jednotlivych latok sa pohybuju tesne za sebou a 2 susediace zony su od seba oddelené
ostrou hranicou, ako aj fakt, ze koncentracia jednotlivych latok v prislusnych zénach
nezavisi od ich koncentréacie v injektovanej vzorke, ¢o sa da s vyhodou vyuzit pri
analyzach vzoriek biologického a enviromentalneho charakteru. Vysledkom
separa¢ného procesu je schodovity gradient jednotlivych pohyblivosti a latky su
usporiadané od najvacsej po najmensiu pohyblivost. Potom aj signéal na vodivostnom
(univerzalnom) detektore bude mat schodikovy tvar (Obr. 2.).

Obr.2. Signdl namerany izotachoforetickou technikou univerzdlnym detektorom
Meracie zariadenie - hardvérové vybavenie
Meracie zariadenie sa sklada z troch navzdjom komunikujucich zariadeni (Obr. 3):

autosamplera, separacnej jednotky, elektrolytovej jednotky.
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Obr.3. Meracie zariadenie

Autosampler je zariadenie, ktoré zabezpecCuje transport vzorky do injek¢ného
priestoru separacnej jednotky. Na kruhovej doske su vytvorené ocislované diery, do
ktorych sa ulozia skimavky so vzorkou, ktora sa ma analyzovat. Ked sa odstartuje
meranie, separacna jednotka sa pomocou interfejsu spoji s autosamplerom a vycistia
sa hadicky od zvyskov vzorky z predchédzajiuceho merania. Potom sa otocenim taniera
najde zelana skimavka a vysuvnou ihlou sa naberie vzorka do slucky autosamplera.
Pomocou pumpiciek a hadic¢iek sa analyzovana latka dostane do injekCnej slucky
separacnej jednotky.

Separacna jednotka ma za dlohu vplyvom jednosmerného vysokého napatia
a elektrického prudu (rédovo stovky pA) navodit separaciu latok v analyzovanej zmesi
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a zaznamenat tento stav pomocou signalov z detektorov v separacnom priestore.
Separacny priestor pozostava z hornej a dolnej koldny, v ktorej sa nachadzaju kapilary
dlhé priblizne 14 cm-ov s priemerom 0,8 mm (horna koléna) a 0,3 mm (dolna kol6na).
V koldnach na kapildrach st zapojené detektory, kde v hornej koldne je zapojeny jeden
vodivostny detektor, v dolnej koldne je zapojeny jeden vodivostny detektor a UV
detektor. Separacnd jednotka dalej obsahuje vysokonapatovy pradovy zdroj, ktory
umoznuje dosiahnut max. jednosmerné napatie 20kV a max. jednosmerny prud 500 [JA,
pricom zdroj je riaditelny cez jeho I/O signdly z riadiacej dosky. Riadenie ¢innosti
separacnej jednotky zabezpecuje riadiaca doska s mikroprocesorom, EPROM pamatou,
A/D a D/A prevodnikmi, ktord ma za ulohu riadenie vSetkych Casti zariadenia,
spracovanie meranych vzoriek z detektorov, komunikaciu s pocitacom a zariadeniami
cez komunikac¢nu jednotku. Komunikdcia medzi autosamplerom, elektrolytovou
jednotkou a PC prebieha cez sériovu linku RS 232, kde sériovou linkou sa posielaju
parametre merania a merané udaje prostrednictvom presne definovaného protokolu.

Elektrolytova jednotka je samostatné zariadenie s mikroprocesorom a EPROM
pamatou, ktoré ma za tlohu riadenie chodu pumpiciek, ventilov a systému kontroly
hladin vo flaskach, spracovanie signalu z LED diéd na meranie vysky hladiny,
komunikacia so separac¢nou jednotkou a autosamplerom. Pumpovaci systém pozostava
z ventilov, flastic¢iek, spojovacich hadicCiek a troch pumpiciek, ktoré si pohanané s
jednosmernymi motormi. Pumpicky zabezpecuji naplnenie vodiaceho a zakoncujiceho
elektrolytu, Cistenie trubiciek, premiestnenie vzorky do meracej jednotky. Systém na
kontrolu hladin vo flaskach pozostava z LED didd, fotodetektorov a optickych vldkien.

3. Meraci proces

Meranie sa zaCne naplnenim jednotlivych roztokov elektrolytov do kolon v separac¢nom
priestore. Najprv sa dava vodiaci elektrolyt, potom samotna vzorka a na koniec
zakoncujuci elektrolyt - ak ide o meranie v ITP mdde. Pri merani v CZE modde
hovorime len o nosnom elektrolyte, ktory sa dava aj pred aj po vzorke. Ak je takto
pripravené meranie, potom je zapnuty zdroj jednosmerného prudu. Jednotlivé zlozky
vzorky sa od seba jednoznacne oddelia a pohybuju sa cez kapilary smerom dole.
Detektory v kolonach meraju urciti charakteristiku latky (napriklad odpor) a zaroven
aj Cas trvania, pokym jeden typ latky prechadza cez snimany prierez detektora. UV
detektor vysiela UV Ziarenie a meria absorbanciu foténov, teda mnozstvo fotonov,
ktoré dana latka nepohltila a ktoré presli detek¢nou celou. Ovladanie procesu merania
ako aj jeho vyhodnocovanie je realizované z PC pomocou uzivatelského softvéru ACES
(Advanced Capillary Electrophoresis Software). Program ACES moZe byt v prevedeni
na jedno PC (obr. 4a), alebo aplikdcia je rozdelena na meraciu a uzivatelskd cas (obr.
4b), kde meracia aplikacia je na PC pripojend k meraciemu zariadeniu cez RS232
a uzivatelska aplikacia ACES (klient aplikacia) moze byt na viacerych PC pripojena
sietou cez TCP/IP protokol na meraciu aplikdciu (server aplikacia). Vdaka
automatizdcii meracieho procesu je mozné po priprave meracieho zariadenia
a nastavenia parametrov meracieho procesu vykonat merania automaticky bez potreby
ludskej obsluhy. V pripade vyskytu chyby sa systém snazi chybu odstranit a zopakovat
analyzu, pokial je k dispozicii potrebné mnozstvo vzorky.
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Obr.4. Prevedenie uzivatel'ského softvéru a) na jedno PC b) sietovd aplikdcia

Po ukonceni merania sa tdaje z detektorov ulozia do siboru, odkial je nasledne mozné
vykonat vyhodnotenie merania. Cielom vyhodnotenia signalov z detektorov je urcit aké
druhy latok (kvalitativna informécia) a o akej koncentracii (kvantitativna informacia)
sa v danej vzorke nachadzaju na zéklade uz nameranych kalibracnych dat sledovanych
latok. Vyhodnocovanie je realizované pomocou uzivatelskej aplikdcie ACES, kde na
zdklade nastavenych parametrov sa namerané udaje vyhodnotia bud automaticky
alebo manudlne, kedy uzivatel pomocou zmien parametrov (Obr. 5) najde ich
optimalnu kombindciu. Pri automatickom vyhodnoteni nameranych signalov program
na zaklade inflexnych bodov prvej derivacie najde jednotlivé zony, ktorym prislichaju
urcité latky. V zavislosti od parametrov tychto zén program z kalibracnych tudajov
priradi prislichajicu latku a vypocita jej koncentraciu vo vzorke. Pre kazdé meranie je
mozné vygenerovat vyhodnocovaci report s vhodnym a uzivatelsky definovanym
obsahom.
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Obr.5. Uzivatel'ska aplikdcia ACES pri vyhodnoteni signdlov z vodivostného a UV
detektora

Zaver

Automatizovanim meracieho a vyhodnocovacieho procesu pri chemickej analyze latok
s vyuzitim elektroforetickych technik sa podarilo zrychlit, skvalitnit a zobjektivizovat
analyzu a vyhodnocovanie najma velkych sérii vzoriek. Efektivita prace v chemickom
laboratdriu sa takisto zvysila, pretoze meraci a vyhodnocovaci proces sa moze
vykonavat automaticky bez potreby ludskej obsluhy.
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