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Uvod

V kapalinové chromatografii se pro ddvkovani vzorku
pouzivaji davkovaci smycky, které umoznuji opakovatelné
nadévkovéni pfesné definovaného objemu vzorku na sepa-
racni kolonu. V kapilarni elektroforéze (CE) je zajisténi
reprodukovatelného davkovéni vzorku vétSsim problémem,
protoze vzorek je davkovan z nadobky se vzorkem piimo
na pocatek separacni kapilary. Nadavkované mnozstvi
vzorku je zavislé jak na vlastnostech separacniho prostie-
di, tak i na matrici vzorku. Proces davkovani se tak stava
primarnim zdrojem fady potencialnich chyb. Vzhledem
k malym vnitfnim primérim elektroforetickych kapilar
(5 az 100 pm)' se nadavkovany objem vzorku do separaéni
kapilary pohybuje vtadu desetin az jednotek nanolitru.
Pritom opakovatelnost nadavkovani takto malych objemd
vzorkl do kapilary je zakladnim ptfedpokladem pro sprav-
nou separaci a kvantitativni analyzu. Nejbéznéjsi davkova-
ci technikou v CE je hydrodynamické davkovani’, u které-
ho je postupovano tak, ze nadobka (vialka) se separacnim
elektrolytem, v niz je ponoien davkovaci konec kapilary,
je vyménéna za nadobku s roztokem vzorku. Poté je zvy-
Sen tlak nad roztokem vzorku, pfipadné sniZzen tlak
v nadobce koncové. Po nadavkovani vzorku je nadobka se
vzorkem opét nahrazena nadobkou se separacnim pufrem;
u komerénich pfistroji se bé&zné davkuje tlakem 25 az
100 mbar po dobu 0,5-10 s. Mén¢ Casto je pouZzivano elek-
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trokinetické davkovani, u kterého je mnoZstvi nadavkova-
ného analytu zavislé na jeho mobilité i na vodivosti pouZi-
té matrice’.

V laboratornich elektroforetickych aparaturach, které
jsou stale hojné pouzivany v zékladnim vyzkumu® i ve
Skolnich laboratofich, je zvySeni hydrodynamického tlaku
v nadobce se vzorkem realizovdno vesmés tak, Ze experi-
mentator zvedne na definovanou dobu davkovaci konec
kapilary i s nadobkou se vzorkem do urcité vysky oproti
vystupnimu konci kapilary v koncové elektrodové nadob-
ce™®. Vzorek je nadavkovan tlakovym rozdilem Ap = Ahpg,
kde A% je vyskovy rozdil hladin kapaliny v nadobce vzor-
ku a v elektrodové nadobce s vystupnim koncem kapilary
(obvykle 5-10 cm), p je hustota roztoku vzorku a g je gra-
vitaéni zrychleni. Po naddvkovani vzorku vrati experimen-
tator davkovaci konec kapilary do zakladni polohy a na-
dobku se vzorkem nahradi nddobkou s elektrolytem. Cely
postup davkovani je tak ovlivnén subjektivnim ptistupem
experimentatora.

V této praci je testovana moznost davkovani zvyse-
nym tlakem nad hladinou roztoku v nadobce s roztokem
vzorku generovanym membranovou pumpou, pii¢emz
davkovaci konec kapilary je stale ve stejné poloze. Dobu
trvani zvySené¢ho tlaku lze presné objektivné fidit napf.
vhodnym pocitatovym programem. Subjektivni pfistup
experimentatora je minimalizovan, jeho ¢innost spociva
pouze ve vyméné nadobek se vzorkem a elektrolytem
u davkovaciho konce kapilary. ZvySenim tlaku nad rozto-
kem v davkovaci nadobce je feSeno i promyvani kapilary
mezi jednotlivymi separacemi. Jde v podstaté o zjednodu-
Seny systém pouzivany v komer¢nich elektroforetickych
sestavach.

Experimentalni ¢ast
Davkovaci ¢ast aparatury

Sestava davkovaci ¢asti aparatury je na obr. 1.
V plastovém (poly-methylmethakrylatovém) blocku (1) je
plynotésné (Sroubenim a tésnénim ze silikonového kaucu-
ku) upevnén davkovaci konec separacni kapilary (2), na-
dobka se separa¢nim elektrolytem nebo roztokem vzorku
(3), elektroforeticka elektroda (4) a spojka (5). Do ni je
pfipojena hadicka ze zdroje tlaku tvofeného dvéma mem-
branovymi pumpami (6) a (7) a tficestnymi elektromagne-
ticky ovladanymi ventily (8) a (9). Na vystupech z pump
jsou jednoduché mechanické manostaty pro nastaveni
a udrzovéani pozadovaného tlaku, ktery tak lze podle potie-
by ménit. Davkovaci tlak generovany pumpou (7) je kon-
trolovéan elektronickym tlakomérem (10), pfesna hodnota
promyvaciho tlaku generovaného pumpou (6) neni dilezita.

Cinnost davkovaci aparatury je nasledujici. Membra-
nové pumpy jsou v ¢innosti, manostaty udrzuji na jejich
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Obr. 1. Schema davkovaci a promyvaci ¢asti laboratorni elek-
troforetické aparatury. (1) poly-methylmethakrylatovy blocek,
(2) davkovaci konec kapilary, (3) nadobka s roztokem vzorku ¢i
elektrolytu (vialka 4 ml, P-lab, CR), (4) elektroforeticka Pt elek-
troda, (5) vstup pro pfipojeni ke zdroji tlaku (Luer spojka
AP16FLT1032N, Ark-Plas, Filipiny), (6) a (7) membranové pum-
py (N86KN.18, Laborport, USA), (8) a (9) elektromagneticky
ovladané tricestné ventilky (typ 368131230, Asco Scientific,
USA), (10) elektronické méfidlo tlaku (GDH 13 AN, Greisinger,
Némecko). (A), (B) a (C) jsou jednotlivé pracovni pozice tficest-
nych ventilkd (NO a NC oznacuje otevienou a zavienou cestu pfi
klidovém stavu ventilku), detaily viz text

vystupech konstantni tlak a aparatura mtze byt v jednom
ze tii stavil:

a) V klidovém stavu tficestnych ventilki, obr. 1A, je
nadobka, at’ jiz s roztokem elektrolytu nebo vzorku, spoje-
na s atmosférou.

b) Pfi davkovani je na definovanou dobu prepnut
ventilek (9), obr. 1B, takze na hladinu roztoku v nadobce
se vzorkem puisobi tlak generovany pumpou (7). Po skon-
¢eni davkovani se ventilek (9) vraci do klidové polohy
a tlak v nadobce prakticky ihned klesne na hodnotu tlaku
atmosférického.

¢) Pii promyvani kapilary po skoncené separaci je na
definovanou dobu pfepnut ventilek (8), obr. 1C, takze na
hladinu roztoku v nadobce s promyvacim roztokem pusobi
tlak generovany pumpou (6). Po skoneni promyvani se

Tabulka I
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ventilek (8) vraci do klidové polohy a tlak v nadobce kles-
ne na hodnotu tlaku atmosférického.

V testované aparatute bylo prepinani ventilkd fizeno
casovymi pulsy generovanymi programem vytvofenym
v prostiedi LabView a odebiranymi z univerzalni prevod-
nikové desky PCI-6034E (National Instruments, USA). Je
ziejmé, ze k jejich pfepinani lze pouzit i jiné zplsoby ge-
nerace potfebnych pulst.

Davkovaci zafizeni bylo upraveno tak, aby umozio-
valo davkovat i ruénim zpisobem, tj. zvednutim davkova-
ciho konce kapilary, takze oba typy davkovani, testované
a ruéni, mohly byt porovnany.

Elektroforeticka ¢ast aparatury

Laboratorni elektroforeticka aparatura byla sestavena
z vySe uvedeného davkovaciho zafizeni, separacni kie-
menné kapilary (Polymicro Technologies, USA) o vniti-
nim priméru 75 um, celkové délce 57 cm a délce
k bezkontaktnimu vodivostnimu detektoru (C*'D) 49 cm;
detektor s pracovni frekvenci 330 kHz a amplitudou
14 Vpp byl zhotoven v laboratofi podle schema v préaci’.
Pouzit byl vysokonapétovy zdroj Spellman CZE 2000,
separace byly provadény pfti napéti 25 kV, proud je uveden
u jednotlivych elektroferogram.

Testovacim roztokem byla ekvimolarni smés 0,5 mM
K, Na" a tyraminu. Smés byla separovana v pufru 20 mM
H;BO; + 10 mM LiOH, pH 9,2. Kapilara byla ptred méfe-
nim promyta 0,1 M NaOH (10 minut), deionizovanou vo-
dou (10 minut) a poté naplnéna separacnim elektrolytem.
Diéle byla provedena uk4zkova separace Sesti anorganic-
kych kationtd (K', Ba®", Ca®", Na', Mg*, Li") v puf-
ru20 mM 2-(N-morfolin)ethansulfonova kyselina (MES)
+ 20 mM histidin (His), pH 6,17.

Vysledky a diskuse
Uréeni vhodné doby davkovani

Z predbéznych experiment vyplynulo, ze vhodny
davkovaci tlak je 50 mbar, podobné jako u komerénich

Zakladni davkovaci parametry pro rizné doby davkovani tlakem 50 mbar pocitané z Hagen-Poiseuilleovy rovnice

Doba davkovani

[s]

Nadavkovany objem

[nl]

Délka nadavkované zony
vzorku [cm]

Relativni pocatecni délka
z6ny vzorku® [%]

1 6,8
2 13,6
4 27,6
6 40,9
8 545
10 68,1

0,15 0,27
0,31 0,54
0,62 1,08
0,93 1,62
1,23 2,16
1,54 2,71

"Relativni délka vztazena k celkové délce kapilary
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Obr. 2. Zavislost plochy piku draselného iontu na dobé davko-
vani tlakem 50 mbar. Body jsou stiedni hodnoty ze tii opakova-
nych méfeni, chybova usecka pfedstavuje interval spolehlivosti
pocitany pro hladinu vyznamnosti 95 %

elektroforetickych ptistrojii. Pro odhad objemu nadavko-
vaného roztoku vzorku do kapilary (Vi) byla pouzita
Hagen-Poiseuilleova rovnice, Vi, = Apr4tmj/8nL, kde Ap je
tlakovy rozdil (davkovaci tlak), » vnitini polomér kapilary,
tiny doba davkovani, n dynamicka viskozita a L celkova
délka kapilary®. Pro danou kapilaru je nadavkovany objem
vzorku uréen sou¢inem davkovaciho tlaku a doby davko-
vani. Vypocitané parametry davkovani pro rizné doby
davkovani jsou shrnuty v tab. I.

Promyvani kapilary mezi jednotlivymi analyzami
bylo provadéno tlakem 1000 mbar po dobu 40 s.

Jak Ize ocekavat, plochy pikid testovanych iontd line-
arné rostou s rostouci dobou davkovani; pro ilustraci je na
obr. 2 tato zavislost uvedena pro draselny ion. Tuto zavis-
lost 1ze znazornit i ve formatu plocha piku — mnoZstvi
nadavkovaného iontu, vypocitané¢ z nadavkovaného obje-
mu (tab. I) a zndmé koncentrace. Pak smérnice této zavis-
losti udava citlivost detekce prislusného iontu za pouzitych
experimentélnich podminek. Byly zjiStény citlivosti 0,12,
0,102 0,05 mV s pg’1 pro K, Na* a tyramin.

S rostouci dobou davkovéni se zvySuje odezva detek-
toru, avsak, jak je ziejmé z obr. 3, kde jsou uvedeny vysky
teoretickych pater pro draselny a sodny ion, od urcité doby
davkovani vysky teoretickych pater vzrdstaji (separacni
ucinnosti klesaji). Proto, na zéklad¢ vysledkti uvedenych
v obr. 3, byla pro dalsi méfeni zvolena doba davkovani 4 s,
coz pii tlaku 50 mbar odpovida délce nadavkované zony
rovné 1% zcelkové délky kapilary. Toto zjisténi kore-

488

Laboratorni pfistroje a postupy

1 ) 1 1 1
14 L 7
S
=18
s 12} - -
g
8
3
© 10F =
[0]
: " d
E . g = o 5
ios .
6 2 1 " 1 L 1 2 1 2 1
0 2 4 6 8 10

Doba davkovani, s

Obr. 3. Zavislost vysky teoretického patra na dobé davkovani
tlakem 50 mbar uréena pro K* ion ((J) a Na* ion (Hl). Body
jsou stiedni hodnoty ze tfi opakovanych méfeni, chybova tsecka
predstavuje interval spolehlivosti pocitany pro hladinu vyznam-
nosti 95 %

odezva C'D

Obr. 4. Elektroferogramy ekvimolarni smési 0,5 mM draselné-
ho (1), sodného (2) iontu a tyraminu (3) ziskané p¥i vyvinutém
(A) a ru¢nim (B) davkovani. Separa¢ni pufr 20 mM H;BO; + 10
mM LiOH, pH 9,2, separacni napéti/proud 25 kV/14 pA
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sponduje s ucebnicovym doporucenim pro praktické CE
analyzy, podle které¢ho by délka nadavkované zony neméla
prekrocit 1-2 % z celkové délky kapiléryg.

Porovnani testovaného a ruéniho davkovani

Pro testované a rucni davkovani byly zvoleny stejné
davkovaci podminky, aby bylo mozno pfimo porovnat
zjiSténé analytické a separacni parametry: 50 mbar x 4 s
pro testované a 10 cm (pfiblizné 10 mbar) x 20 s pro dav-
kovani rucni. Ilustracni elektroferogramy testované smési
a smési Sesti kationtd registrované pii davkovani obéma
metodami jsou na obr.4 a 5. Na obr. 5 je pro porovnani
uveden i modelovy elektroferogram generovany progra-
mem Peak Master”™'® (aby bylo mozno experimentalni
a modelovy elektroferogram pfimo porovnat, jsou uvedeny
v normované form¢). Zakladni sledované parametry obou
metod davkovani jsou uvedeny a porovnany v tab. IT a III.

Z obr. 4, 5 a predevSim z dat v tab. II a III je zfejmé,
7ze oba zpusoby davkovani jsou zcela ekvivalentni
z hlediska nadavkovaného mnozstvi vzorku do kapilary pti
zachovani stejné hodnoty Ap x fy,. Relativni smérodatné
odchylky (RSD) pro plochu piku jsou pro vyvinuté davko-
vani cca o 50 % niz8i neZ pfi ruénim ddvkovani. Tento fakt
jednoznacné doklada, Ze u vyvinutého davkovani je do
znacné miry eliminovan vliv Cinnosti experimenttora.
Hodnoty RSD z plochy piku pro vyvinuty zptisob davko-
véani se pohybuji v rozmezi 1,15-1,3 %, coz odpovida opa-
kovatelnosti hydrodynamického davkovani u komercnich
pristroji CE (RSD 1-2 %)™'". Testované davkovani je
proto vhodnou nahradou bézné pouzivaného rucniho dav-
kovani se zvedanim davkovaciho konce kapilary
s nékolika dal$imi vyhodami:

Tabulka II
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a) s kapilarou neni tfeba pohybovat, je ve stabilni
poloze;

b) vzorek je nadavkovan s vyloucenim subjektivnich
chyb experimentitora pouhym stisknutim tlacitka ¢asovace
ovladajiciho dobu ptepnuti tficestného ventilku;

Normovana odezva

o n 1 " 1

80 100 120
Migraéni ¢as, s

Obr. 5. Normované elektroferogramy modelové ekvimolarni
smési 0,05 mM draselného (1), barnatého (2), vapenatého (3),
sodného (4), hoie¢natého (5) a lithného (6) iontu ziskané pri
vyvinutém (A) a ru¢nim (B) davkovani; modelovy elektro-
ferogram vytvoreny programem PeakMaster (C). Separac-
ni pufr 20 mM MES/His, pH 6,17, separac¢ni napéti/proud,
25 kV/7 pA

Porovnani zakladnich parametrii ruéniho a vyvinutého hydrodynamického davkovani roztoku vzorku o ekvimolarni kon-
centraci 0,5 mM draselného a sodného iontu a tyraminu. Vysledky jsou z péti opakovanych méfeni, intervaly spolehlivosti

jsou pocitany pro hladinu vyznamnosti 95 %

Analyt K* Na* Tyramin

Podil ploch pikt® 1,09 + 0,03 1,05+0,02 1,05+ 0,01
Podil vysek pika® 1,05+ 0,01 1,05+ 0,02 1,04 + 0,01
Podil vysek teoretického patra® 0,99 +£0,01 0,99 +0,12 1,08 £ 0,08

*Podil: ruéni davkovani/vyvinuté davkovani

Tabulka IIT

Relativni smérodarné odchylky (RSD) ploch a vysek pikl uréenych z péti opakovanych méfeni roztoku vzorku o ekvimo-
larni koncentraci 0,5 mM draselného a sodného iontu a tyraminu pfi vyvinutém a ru¢nim hydrodynamickém davkovani.
RSD jsou pocitany pro hladinu vyznamnosti 95 %

Vyvinuté davkovani

Ru¢ni davkovani

Analyt K* Na* tyramin K* Na* tyramin
RSD plochy pika 1,29 1,20 1,15 2,41 2,46 2,34
RSD vysky pika 0,80 1,20 0,86 1,22 1,54 1,82
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c¢) parametry davkovani (tlak, doba) lze pfi optimali-
zaci davkovani velice snadno a reprodukovatelné ménit
(predevsim pfi vyuziti pocitatem asistované obsluhy);

d) davkovani je rychlé, coz umoziuje analyzu vétsiho
poctu vzorki za jednotku Casu;

e) stejného principu jako pro davkovani lze vyuzit
ipro promyvani kapilary nejen mezi jednotlivymi separa-
cemi, ale i napf. pii aktivaci kapilary, Gpravé jejiho vniti-
niho povrchu atp.

Zavér

Vyvinutd metoda vyrazné usnadiiuje a urychluje dav-
kovani vzorku do separacni kapilary v laboratorné sestavo-
vanych elektroforetickych aparaturach. Lze ji viadit do
pocitacového programu fidiciho separacni proces — ovla-
dani vysokonapétového zdroje, sbér a zobrazovani dat
z detektoru, atp., a tim minimalizovat vliv ,,lidského fakto-
ru® pfi provadéni analyz. Princip je s vyhodou vyuzitelny
i pfi promyvani kapilary. Na experimentatora zbyva pouze
vyména nadobek spufrem, vzorkem a piipadné
s promyvacim roztokem.

Prdce vznikla za financni podpory GA CR, projekt
P206/10/1231 a MSMT CR, projekt MSM 0021620857.
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T. Kadlecova®, F. Opekar’, and P.Tima’
(“ Department of Analytical Chemistry, Faculty of Science,
Charles University, Prague, ® Department of Biochemistry,
Cell and Molecular Biology, Third Faculty of Medicine,
Charles University, Prague): Facilitated Hydrodynamic
Sample Introduction into Separation Capillary in La-
boratory Electrophoretic Devices

A simple and fast method of pressure sample intro-
duction of a sample into a separation capillary of electro-
phoretic device is described. Except manual exchange of
the vessel with a separation buffer for that with a sample,
the other sampling steps are computer-controlled. Without
moving the capillary, the sample is introduced by pressure
generated by a membrane pump and adjusted with a sim-
ple mechanical manostat applied to a vessel with the sam-
ple solution for a defined time period. The method was
tested on separation of a 0.5 mM K*, Na* and tyramine
mixture. The results were compared with those obtained
by a manual sampling utilizing an elevation of the capil-
lary sampling end. Under the same sampling conditions,
the results of both methods are quite comparable. The re-
peatability of the described method is better than that of
the manual method. The same principle can be used for
capillary washing or for its activation.



