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KAPILARNA ELEKTROFOREZA: OSNOVNI PRINCIPI I 
PRIMENA

UVOD

Kapilarna elektroforeza je jedna od danas naj-
øeåõe koriåõenih tehnika za razdvajañe supstan-
ci. Efikasnost, brzina i jednostavnost u podeåa-
vañu selektivnosti, osnovne su prednosti koje je vr-
lo øesto øine odabranom tehnikom odvajaña i odre-
æivaña øak i u konkurenciji sa visoko efikasnom
teønom hromatografijom (HPLC).

Elektroforeza je, u opåtem smislu, metoda
razdvajaña naelektrisanih supstanci prema brzi-
nama kretaña u elektriønom poçu. Prvo razdvaja-
ñe supstanci na bazi razliøitih brzina kretaña u
elektriønom poçu izvedeno je krajem 20-ih godina
XX veka. Åvedski hemiøar Arne Tiselius (Arne
Wilhelm Kaurin Tiselius, 1902–1971.) doktorirao je
1930. godine sa tezom “Tehnika pokretnih granica
u prouøavañu elektroforeze proteina”. U godina-
ma koje su sledile Tiselius se bavio istraÿiva-
ñima pojava difuzije i adsorpcije kod prirodnih
zeolita, ali se od 1936. godine vraõa razvijañu
tehnike elektroforetskih razdvajaña i ispitiva-
ñima moguõnosti upotrebe fiziøkih metoda za re-
åavañe problema u biohemiji. Godine 1937. obja-
vio je rad na temu razdvajaña serumskih proteina
znatno usavråenom tehnikom elektroforeze (A.
Tiselius, Trans Faraday Soc 33 (1937) 524). Sa ekipom
saradnika nastavio je da istraÿuje moguõnosti
elektroforetskih razdvajaña i odreæivaña, za
åta je 1948. godine dobio Nobelovu nagradu za he-
miju.

Od samog poøetka primene elektroforeze pa do
danas, ñene moguõnosti su ograniøene pojavom za-
grevaña medijuma usled protoka struje. Jaøina pri-
meñenog elektriønog poça odreæuje efikasnost
razdvajaña, ali i promenu temperature medijuma, pa
se obiøno u klasiønoj elektroforezi ne mogu kori-
stiti elektriøna poça jaøa od 100 V/cm. Idejom da
se elektroforeza izvodi u kapilarnim kolonama i
konstrukcijom prvog komercijalnog aparata za
’’mikro’’ elektroforezu 80-ih godina XX veka, ka-
pilarna elektroforeza postaje jedna od vodeõih me-
toda na poçu analitiøkih razdvajaña i odreæivaña.

OSNOVNI PRINCIPI

I Teorijski principi
Razdvajaña kapilarnom elektroforezom izvode

se u kapilarama (najøeåõe fused silica) øiji je unu-
traåñi preønik najøeåõe 25–75 µm (mogu biti u
opsegu 5–100 µm) u elektriønom poçu øija jaøina
moÿe iõi i do 700 V/cm, uz odgovarajuõi pufer i na-
øin detekcije. Shema ureæaja za kapilarnu elektro-
forezu data je na Slici 1.

Slika 1. Shema aparature za kapilarnu elektro-
forezu

Osnovni faktori koji odreæuju efikasnost
razdvajaña su:

1. zagrevañe usled usmerenog kretaña naelek-
trisanih øestica u elektriønom poçu (Œulov za-
kon), 

2. elektroosmoza i
3. disperzija (åireñe) zona razdvajaña.
Svi ovi faktori direktno zavise od osobina

uzorka (Mr, pKa, struktura, obrazovañe kompleksa),
osobina pufera (pH, viskoznost, aditivi, dielek-
triøna konstanta) i instrumenta kojim se odreæiva-
ñe izvodi (duÿina kapilare, jaøina primeñenog
elektriønog poça).

1. Zagrevañe
Zagrevañe usled usmerenog kretaña naelektri-

sanih øestica u elektriønom poçu (Œulov zakon)
direktno je srazmerno kvadratu jaøine struje, åto
predstavça znatan problem kada se elektroforeza
izvodi klasiønim putem (u kadama, najøeåõe na po-
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liakrilamidnom gelu – SDS PAGE). Postojañe gra-
dijenta temperature uzrokuje postojañe gradijenta
gustine i pojavu konvekcije i difuzije zbog øega do-
lazi do åireña pikova i smañeña rezolucije. Pro-
mena temperature tokom izvoæeña elektroforeze
dovodi i do promene elektroforetske mobilnosti
supstanci åto takoæe uzrokuje åireñe pikova i
smañenu reproducibilnost dobijenih rezultata.
Promena temperature moÿe dovesti i do promene
osobina pufera i supstanci koje se razdvajaju.

Velika duÿina (i do 100 cm) a mali popreøni
presek øine da je otpor u kapilarama veliki. Prema
Omovom zakonu za jednosmernu struju, struje

su pri elektroforezi izvedenoj u kapilari reda
veliøine 10 µA øak i za primeñeni napon reda ve-
liøine 30 kV. Prema Œulovom zakonu primeñenom
na konkretan sluøaj dobijamo:

gde su Tk - temperatura kolone, To - temperatura oko-
line, I - jaøina struje, κ - elektrolitiøka provodçi-
vost pufera, R1 - unutraåñi preønik kapilare, R2 -
spoçaåñi preønik kapilare (150–375 µm), h - koe-
ficijent prenosa toplote sa kapilare na okolinu.

2. Elektroosmoza

Povråina kapilara prekrivena je silanolnim
grupama øiji stepen disocijacije, a time i koliøina
naelektrisaña na zidu kapilare, zavise od pH ko-
riåõenog pufera. Kiselost silanolnih grupa pro-
ceñena je pH-metrijskom titracijom – pKa 1.5, pa je
veõ na pH > 2 viåe od 75 % postojeõih grupa disoso-
vano. Zid kapilare je u ovim uslovima negativno na-
elektrisan i elektrostatiøki privlaøi pozitivno
naelektrisane jone iz rastvora pa dolazi do obrazo-
vaña dvostrukog elektriønog sloja (Slika 2). Pozi-
tivno naelektrisani joni se kreõu ka katodi "nose-
õi" u istom smeru i molekule rastvaraøa. Ovo kre-
tañe rastvaraøa u kapilari pod uticajem elektriø-
nog poça naziva se elektroosmotski protok. Tokom
analize, nenaelektrisani molekuli putuju brzinom

koju odreæuje brzina elektroosmotskog protoka, i
do ñihovog razdvajaña gotovo i ne dolazi. Brzina
kretaña pozitivno naelektrisanih jona se poveõa-
va, a negativnih smañuje. Ukupna mobilnost (µ) sup-
stanci u kapilari predstavça sumu elektroforet-
ske (µeof, zavisi od odnosa m/z) i elektroosmotske
mobilnosti (µeos). Elektroosmotska mobilnost
predstavçena je izrazom:

gde su σ* - gustina naelektrisaña na povråini ka-
pilare, κ - debçina dvostrukog elektriønog sloja, η
- viskoznost rastvora, ε - dielektriøna konstanta
pufera i Ψ0 - elektriøni potencijal na povråini
kapilare. Brzina kretaña rastvora pod uticajem
elektroosmoze na rastojañu x od zida kapilare za-
visi od elektroosmotske mobilnosti i jaøine pri-
meñenog elektriønog poça (E):

Iz izraza za brzinu i elektroosmotsku mobil-
nost moÿe se zakçuøiti da brzina kretaña øestica
u kapilari ne zavisi od rastojaña od zida kapilare.
Tako je "profil" kretaña rastvora u kapilarnoj
elektroforezi "ravan" za razliku od zakrivçenog
profila u HPLC-u (Slika 3), pa su i pikovi znatno
uÿi (ne dolazi do åireña zona zbog razliøitih br-
zina kretaña jona iste vrste u zavisnosti od rasto-
jaña od zida kapilare), a rezolucija veõa.

Slika 3. Poreæeñe profila brzine kretaña øes-
tica i izgleda pikova (ista vrsta odreæivaña) u
kapilarnoj elektroforezi i visoko efikasnoj
teønoj hromatografiji

Prednosti postojaña elektroosmotskog pro-
toka su kraõe vreme trajaña analiza i moguõnost
detekcije i negativno i pozitivno naelektri-
sanih jona na katodi, pa se praktiøno kapilarna
elektroforeza uglavnom izvodi u "negativnom"
modu, tj. unoåeñe uzorka se izvodi  u anodnom
prostoru, a detektor je postavçen u katodnom
prostoru (Slika 1). Sa druge strane, elektroo-
smotski protok se tokom serije analiza u istoj
kapilari meña zbog adsorpcije ispitivanih sup-
stanci na zidu kapilare (kapilara se øeåõe mora
ispirati) i ponekad ga je teåko kontrolisati,
åto smañuje reproducibilnost odreæivaña ka-
pilarnom elektroforezom. 
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Slika 2. Shematski prikaz raspodele naelek-
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3. Disperzija (åireñe) zona razdvajaña i 
rezolucija

Disperzija zona u kapilarnoj elektroforezi
zavisi od difuzije molekula u kapilari, od naøina
unoåeña i zapremine unetog uzorka, elektroosmot-
skog protoka, interakcija supstanci sa zidom kapi-
lare i joå nekoliko faktora koji slabije utiøu na
disperziju. 

Efikasnost razdvajaña se i ovde izraÿava ste-
penom razdvajaña pikova na elektroferogramu.
Izraz za rezoluciju identiøan je izrazu za rezolu-
ciju hromatografskih razdvajaña:

gde su x1 i x2 poloÿaji centara pikova nakon razdva-
jaña, a w1 i w2 åirine pikova u osnovi. Iako se
princip razdvajaña kapilarnom elektroforezom
ne zasniva na raspodeli supstanci izmeæu razliøi-
tih faza, i ovde figuriraju visina (H) i broj teo-
rijskih podova (N) kao veliøine od kojih zavisi
efikasnost razdvajaña1;

,   

gde su l - ukupan preæeni put zone (efektivna duÿi-
na kapilare, tj. duÿina do detektora), D - difuzioni
koeficijent i t - migraciono vreme. Broj teorijskih
podova se jednostavno praktiøno odreæuje mereñem
visine (hp) i izraøunavañem povråine ispod pika
(Ap):

II Praktiøno izvoæeñe

Velika prednost kapilarne elektroforeze je u
tome åto se ista kapilara moÿe koristiti  neogra-
niøen broj puta, ukoliko ukupna i efektivna duÿi-
na odgovaraju seriji analiza. Kapilara se za analize
priprema ispirañem vodom, nakon øega sledi uno-
åeñe pufera i podeåavañe bazne linije ukçuøiva-
ñem napona koji õe biti koriåõen za analize u tra-
jañu od nekoliko minuta. Nakon toga sledi unoåe-
ñe uzorka. U posebnim sluøajevima, priprema kapi-
lare zahteva i dodatna ispiraña (pre unoåeña pu-
fera) ili unoåeñe gela; na primer u analizama õe-
lijskog sadrÿaja pojedinaønih õelija kapilara se
nakon tretiraña vodom tretira i rastvorom NaOH
kako bi disocijacija silanolnih grupa bila potpu-
na, a uneåena õelija fiksirana na zidu kapilare.

1. Unoåeñe uzorka
Veõ je pomenuto da se  u praksi elektroforeza u

najveõem broju sluøajeva izvodi u negativnom modu,
tj. da se uzorak unosi u anodnom, a detektuje u katod-
nom prostoru. Ukupne zapremine neophodne za ana-
lizu su male i uglavnom iznose 1–10 nL, åto pred-
stavça joå jednu od prednosti kapilarne elektro-
foreze u odnosu na ostale metode odvajaña. Uzorak
se moÿe unositi:

1. hidrodinamiøki
a) primenom poviåenog pritiska,
b) vakuumom ili
c) primenom sistema spojenih sudova 

2. elektrokinetiøki
Hidrodinamiøko unoåeñe podrazumeva da se

uzorak unosi u kapilaru pre ukçuøivaña visokog
napona. 

Primenom poviåenog pritiska uneta zapremi-
na prvenstveno zavisi od polupreønika kapilare i
razlike pritisaka na krajevima kapilare:

gde je L - ukupna duÿina kapilare.
Unoåeñe vakuumom podrazumeva primenu sni-

ÿenog pritiska na suprotnom kraju kapilare, tj. na
kraju u øijoj blizini se nalazi detektor.

Pri unoåeñu primenom poviåenog pritiska
ili vakuuma, kao i pri elektrokinetiøkom unoåe-
ñu, nivoi na kojima se nalaze razliøiti krajevi ka-
pilara moraju biti jednaki da ne bi istovremeno
doålo i do  ulaska uzorka na principu spojenih su-
dova. Ova vrsta unoåeña uzorka izvodi se jedno-
stavnom promenom nivoa na kome se nalazi kraj ka-
pilare uroñen u uzorak. Ukupna uneta zapremina
data je izrazom: 

gde je ∆H - visinska razlika izmeæu kraja kapila-
re u koji se unosi uzorak i suprotnog kraja. Na
primer, ako se kraj kapilare unutraåñeg preø-
nika R1 = 50 µm i ukupne duÿine L = 50 cm izdigne
za ∆H = 50 mm iznad suprotnog kraja kapilare i
tako drÿi t = 10 s, zapremina unetog uzorka izno-
siõe V = 1.78 nL.

Elektrokinetiøki se uzorak unosi primenom
impulsa visokog napona (º 5 kV) u periodu od neko-
liko sekundi (t = 5–60 s). Zapremina unetog uzorka
zavisi od preønika kapilare, jaøine i duÿine traja-
ña visokonaponskog impulsa.

2. Detekcija
Metoda detekcije bira se na osnovu vrste i po-

trebne osetçivosti odreæivaña. Detekcija signala
moÿe se izvesti na tri naøina: u kapilari (tada raz-
likujemo efektivnu l i ukupnu duÿinu kapilare L),

1 Iako nema raspodele jona izmeæu razliøitih faza, raspodela brzina kretaña jona jedne vrste u kapilari ima Gausov
izgled, åto predstavça osnovni razlog za upotrebu veliøina poput visine i broja teorijskih podova.
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na kraju ili potpuno van kapilare u mikroõeliji za
prikupçañe rastvora. Od metoda najøeåõe se kori-
ste UV VIS i detekcija laserski indukovane fluo-
rescencije (LIF). U oba sluøaja detekcija se izvodi u
samoj kapilari. Kako je kapilara zbog lomçivosti
prevuøena tankim slojem polimera koji intenzivno
apsorbuje i u UV i u VIS oblasti, to se pre poøetka
odreæivaña na odreæenom rastojañu (efektivna du-
ÿina) na kapilari napravi "prozor" spaçivañem
polimernog omotaøa kapilare. Kapilara se zatim
postavça u nosaø sa "prozorom" postavçenim taøno
naspram otvora detektora.

Osnovni problem UV VIS detekcije je osetçi-
vost odreæivaña zbog malih unutraåñih preønika
kapilare – svetlost iz izvora (D, Xe, Hg ili Hg –
Xe lampa) se teåko fokusira na kapilaru, a duÿina
optiøkog puta je mala. Da bi se poveõala osetçi-
vost treba koristiti kapilare veõeg unutraåñeg
preønika øime se poveõava neophodna zapremina
uzorka za analizu. Proseøne vrednosti granice de-
tekcije se kreõu u opsegu 10-13–10-15 molova Š1Ð. U no-
vije vreme postoje pokuåaji prevazilaÿeña ovog
problema modifikacijama kapilare u oblasti de-
tekcije (Slika 4).

Slika  4 .  Razliøiti naøini konstrukcije
kapilara u oblasti detektora radi poveõaña
osetçivosti odreæivaña

Ovaj problem moÿe se prevaziõi upotrebom LIF
kao sistema detekcije (granice detekcije se kreõu u
opsegu 10-15–10-20 molova Š1Ð.). Na Slici 5 data je
shema aparature. Laserski zrak se jednostavno fo-
kusira na kapilare, øak i one preønika 10 µm, a in-

tenzitet zraøeña je veliki pa duÿina optiøkog puta
reda veliøine desetine µm ne predstavça problem
za osetçivost odreæivaña. Meæutim, ovde postoje
problemi druge vrste: ureæaji sa LIF detekcijom su
skupçi  od ureæaja sa UV VIS detekcijom, a izbor ta-
lasnih duÿina znatno je suÿen u odnosu na izvore
svetlosti koji se koriste za UV VIS detekciju (naj-
øeåõe se koriste Ar+ laser na λ = 244, 257, 350–360,
457, 488 i 514 nm i He-Ne laser na λ = 543.5 i
632.8 nm).

U novije vreme sve viåe se proizvode aparati
sa masenim spektrometrom kao detektorom, pogoto-
vo kada se analiziraju uzorci nepoznatog sastava.
Masena spektrometrija (MS) je idealna tehnika za
strukturna odreæivaña kada su u pitañu male za-
premine uzoraka kakve se koriste u kapilarnoj
elektroforezi. Osnovni problem predstavça pove-
zivañe kapilare sa MS detektorom i uklañañe
elektrolita, pa je neophodno koristiti metode koje
efikasno prevode analizirane supstance u paru bez
termalne degradacije. Za sada se u te svrhe najviåe
koriste elektrosprej jonizacija (EI) i bombardo-
vañe brzim atomima (FAB). Osetçivost odreæiva-
ña zavisi od toga da li se spektri snimaju u kom-
pletnom opsegu masa (kada je sastav uzorka poznat;
osetçivost je maña) ili kao spektar jednostruko
naelektrisanih jona (kada je sastav uzorka nepoznat;
veõa osetçivost). Obiøno je granica detekcije je
10-12–10-15 molova, mada su prijavçeni i rezultati
sa granicom detekcije od 10-17 molova Š1Ð. 

Od ostalih metoda detekcije najøeåõe se kori-
ste elektrohemijske (potenciometrijske, ampero-
metrijske i konduktometrijske), radiometrijske,
refraktometrijske, detekcija ramanskom spektro-
skopijom itd.

Veliøine o kojima treba voditi raøuna u detek-
ciji uopåte su odnos signal/åum (zadovoçavajuõi
rezultati podrazumevaju da je ovaj odnos ≥ 2–3) i
osetçivost odreæivaña najøeåõe izraÿena grani-
com detekcije. Åum najøeåõe potiøe od mehurova
vazduha (rastvori se moraju “degazirati” pre unoåe-
ña u kapilaru) ili sitnih nehomogenosti unutar ka-
pilare. Zbog malog unutraåñeg preønika kapilare
øak ni destilovana niti dejonizovana voda nemaju

Slika 5. Shema aparature za
kapilarnu elektroforezu
sa laserski indukovanom
fluorescencijom
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odgovarajuõi stepen øistoõe, pa se koriste posebni
preøiåõavaøi sa filtrima kod kojih veliøina po-
ra ne prelazi 0.22 µm.

TEHNIKE KAPILARNE 
ELEKTROFOREZE

Kada govorimo o praktiønom izvoæeñu kapi-
larne elektroforeze razlikujemo nekoliko modova
(tehnika):

1. kapilarna zonska elektroforeza (CZE1),
2. kapilarna gel elektroforeza (CGE),
3. micelarna elektrokinetiøka hromatogra-

fija (MEKC),
4. kapilarno izoelektriøno fokusirañe (CIEF) 
5. kapilarna izotakoforeza (CITP).
1. Pod kapilarnom zonskom elektroforezom

podrazumeva se, ustvari, klasiøna kapilarna elek-
troforeza u kojoj je razdvajañe odreæeno brzinama
kretaña jona u elektriønom poçu u skladu sa odno-
som m/z, u smeru od anode ka katodi. Ukupna brzina
kretaña, kao åto je ranije reøeno, predstavça vek-
torski zbir brzina elektroosmotskog (zavisi najvi-
åe od osobina rastvaraøa – pufera) i elektrofo-
retskog kretaña (najviåe zavisi od osobina samog
uzorka).

2. Kapilarna gel elektroforeza predstavça
tehniku u kojoj je kapilara napuñena gelom, pa raz-
dvajañe zavisi ne samo od odnosa m/z, nego i od veli-
øine jona. Kao gel se uglavnom koriste polietilen
oksid (PEO), poliakril amid (PAA), dekstran ili
agaroza. Poveõavañem koncentracije gela poveõava
se rezolucija razdvajaña, ali i produÿava vreme
trajaña analize (primer je dat na Slici 6).

CGE ima dve bitne prednosti u odnosu na CZE:
prisustvom gela u kapilari neutralisan je elektro-
osmotski protok, pa su odreæivaña znatno repro-
duktivnija i kapilarnom gel elektroforezom se
mogu razdvajati i polimerni molekuli kao åto su
DNK i proteini kod kojih se promenom broja mono-
mera odnos m/z ne meña znatno, ali se veliøina me-
ña.

3. Micelarna elektrokinetiøka hromatogra-
fija je tehnika u kojoj se supstance razdvajaju na
osnovu razliøite raspodele izmeæu dve faze, pa
odatle i naziv hromatografija u imenu. U ovom slu-
øaju u kolonu se ubacuje neka povråinski aktivna
supstanca u koncentraciji dovoçnoj da bi doålo do
udruÿivaña molekula i obrazovaña micela. Kako je
unutraåñost micela hidrofobna, ovom tehnikom
se osim jona mogu razdvajati i nenaelektrisane øe-
stice. Micele u kapilari praktiøno predstavçaju
matriks kroz koji putuju i joni i nenaelektrisane
øestice. Joni se ne raspodeçuju izmeæu rastvora i
unutraåñosti øestica te ñihovo razdvajañe i daçe
zavisi samo od brzine kretaña, koja je, doduåe, iz-
meñena elektrostatiøkim interakcijama sa nae-
lektrisanom povråinom micela. Nenaelektrisane
øestice se razdvajaju iskçuøivo u skladu sa raspode-
lom izmeæu rastvora i unutraåñosti micela, a ona

zavisi od hidrofobnosti molekula. Kao povråin-
ski aktivne supstance uglavnom se koriste: natri-
jum dodecil sulfat (SDS, anjonski surfaktant), ce-
tiltrimetilamonijum hlorid (katjonski surfak-
tant), CHAPS (cviterjonski surfaktant) ili Triton
X-100 kao neutralni surfaktant. Primer razdvaja-
ña optiøkih izomera nekih binaftila dat je na
Slici 7.

4. Kapilarno izoelektriøno fokusirañe je teh-
nika za razdvajañe i koncentrovañe proteina pre-
ma vrednostima ñihovih izoelektriønih taøaka (pI
vrednost predstavça pH vrednost na kojoj je broj po-
zitivnih i negativnih naelektrisaña proteina jed-
nak, pa je protein elektroneutralan). U kapilari se
formira gradijent pH i to tako da vrednosti pH ra-
stu iduõi od anode ka katodi (Slika 8). Kako su pro-
teini "zwitter" joni øije naelektrisañe zavisi od pH
vrednosti (na pH > pI proteini su negativno naelek-
trisani i obratno), to õe se, po ukçuøivañu viso-
kog napona, svaki od ñih kretati ka taøki u kojoj
postaje elektroneutralan, i tu se zaustaviti. Da bi
se formirao gradijent pH u kapilaru se, zajedno sa
smesom proteina, unosi i smesa amfolita (takoæe

1 Uobiøajeno je da se i kod nas koriste skraõenice engleskih imena.

Slika 6. CGE elektroferogrami standardnog
rastvora oligonukleotida p(dA)12-18. 
A) 6 % PEO, B) 8 % PEO, C) 10 % PEO; Uslovi
odreæivaña: kapilara R1 75 µm, 
l 30 cm; E 250 V/cm; λ 260 nm; 75 mM Tris-boratni
pufer pH 8.3 
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"zwitter" joni) napravçena tako da pokriva åiroku
oblast pH vrednosti. Po ukçuøivañu elektriønog
poça obrazuje se pH gradijent, a proteini fokusi-
raju u zonama gde je pI = pH. Zone u kojima se nalaze
proteini su vrlo uske (efikasno fokusirañe), jer
ako i doæe do difuzije proteina izvan zone, on po-
novo postaje naelektrisan i kreõe se nazad u zonu.
Kada je fokusirañe zavråeno, kroz kapilaru viåe
ne protiøe struja, a kako zbog efikasnijeg fokusi-
raña elektroosmotski protok mora biti elimini-
san prethodnim tretirañima kapilare, proteini
ostaju nepokretni. Mobilizacija se izvodi prime-
nom poviåenog pritiska na kraju suprotnom od kra-
ja gde se nalazi detektor, ili dodavañem soli u ka-
todni ili anodni rezervoar.

Zapremine koje se koriste u CIEF su znatno veõe
nego u prethodno opisane tri tehnike, jer je u ovom
sluøaju kompletna kapilara ispuñena uzorkom.
Problemi mogu nastati ako su koncentracije pro-
teina velike toliko da dolazi do ñihovog taloÿe-
ña åto dovodi do zaøepçeña kapilare.

5. U kapilarnoj izotakoforezi uzorak je u "sen-
dviøu" izmeæu dva pufera øije se mobilnosti u
elektriønom poçu znatno razlikuju (Slika 9). Pu-
feri se biraju tako da su jonske pokretçivosti sup-
stanci u uzorku po vrednostima izmeæu pokretçi-
vosti koriåõenih pufera. U kapilaru se prvo uno-
si pufer najveõe pokretçivosti – "vodeõi" pufer,
pa smesa supstanci za razdvajañe i na kraju pufer
najmañe pokretçivosti. Ukçuøivañem elektriø-
nog poça dolazi do preraspodele komponenti uzor-
ka prema pokretçivostima, ali se one daçe kreõu
iskçuøivo noåene puferima, pa je brzina kretaña

Slika 7. MEKC elektroferogram razdvajaña enan-
tiomera nekih binaftila uz natrijum deoksiholat
(NaDC) kao surfaktant; Uslovi odreæivaña:
kapilara R1 50 µm, l 65 cm; E 300 V/cm; mobilna
faza 0.01 M NaDC , 0.01 M Na2HPO4 , 0.006 M
Na2B4O7

Slika 8. Shematski
prikaz principa
razdvajaña tehni-
kom kapilarnog
izoelektriønog
fokusiraña

Slika 9. Shematski
prikaz principa
razdvajaña tehni-
kom kapilarne izo-
takoforeze
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svih zona kroz kapilaru jednaka (specifiønost
CITP). I u ovoj tehnici, kao i kod CIEF dolazi do
fokusiraña, pa se ona moÿe koristiti za prekon-
centrovañe uzoraka. Mana ove tehnike je da se anjo-
ni i katjoni ne mogu istovremeno analizirati. 

PRIMENA

Posledñih 10 godina kapilarna elektrofore-
za zauzima vaÿno mesto u odreæivañu sekvence
DNK Š2Ð i odreæivañu mutacija na DNK Š3Ð. Jedno-
stavnost prepoznavaña nukleotidnih baza siste-
mom LIF øini je metodom izbora kada je sekvenci-
rañe u pitañu, mada se u novije vreme u ove svrhe
sve viåe koriste in situ hibridizacija i masena
spektrometrija. 

Kada je sekvencirañe u pitañu, PCR metodom
(Polimerase Chain Reaction), se na osnovu templata
DNK sintetiåe novi molekul u kome su u novosin-
tetisanom lancu sve baze obeleÿene razliøitim
fluorescentnim bojama. Ovako obeleÿen molekul
intenzivno apsorbuje pa su granice detekcije vrlo
niske (i do 10-16 mol/L). Sekvencirañe se izvodi ka-
pilarnom gel elektroforezom uz øetiri fotomul-
tiplikatora kao detektora (svaki sa filterom za
odreæenu boju). Elektroferogrami sa razliøitih
detektora se na kraju preklapaju i tako odreæuje
kompletna sekvenca analizirane DNK. U novije
vreme se za sekvencirañe, kao i za pronalaÿeñe mu-
tacija na DNK, koriste sistemi od 96 kapilara, åto

znatno skraõuje vreme analize kada je u pitañu ve-
liki broj uzoraka (kliniøka odreæivaña). Ovakvo
sekvencirañe se izvodi na ruøno sklopçenim apa-
ratima, jer komercijalni nemaju moguõnost istovre-
menog koriåõeña 96 kapilara i 4 detektora. Meæu-
tim zbog jednostavnosti aparature za CE sa LIF de-
tekcijom (Slika 5) ovo ne predstavça problem.
Osnovni problem ovakvog naøina sekvenciraña
DNK su cena i toksiønost fluorescentnih obele-
ÿivaøa. 

Kapilarna elektroforeza nudi brojne moguõ-
nosti za analize proteina: odreæivañe molekul-
ske mase, odreæivañe pI vrednosti, razdvajañe,
preøiåõavañe i, pod odreæenim uslovima prouøa-
vañe dinamike proteina. Najviåe moguõnosti
pruÿa CE sa LIF detekcijom zbog visoke osetçivo-
sti i øiñenice da proteine, zbog sopstvene fluo-
rescencije, uglavnom nije potrebno obeleÿavati.
Meæutim, kako su aparati (komercijalni ili
ruøno sklopçeni) sa LIF detekcijom znatno sk-
upçi, UV detekcija se øeåõe koristi. Problemi u
analizama proteina potiøu od visokog stepena
elektrostatiøkih interakcija proteina sa zido-
vima kapilara, pa se, zavisno od pI vrednosti pro-
teina smese, kapilare uglavnom tretiraju odgova-
rajuõim surfaktantima kako bi interakcije bile
minimalne, a reproduktivnost zadovoçavajuõa.
Primer odreæivaña dat je na Slici 10.

Slika 10. CZE elektroferogrami proteina; pikovi: 1. lizozim, 2. citohrom c, 3. ribonukleaza A, 4. α-himo-
tripsinogen i 5. mioglobin. Uslovi odreæivaña: A) kapilara tretirana Tween-om 20, B) kapilara treti-
rana BRIJ-om 35; R1 75 µm, l 50 cm; E 300 V/cm; 10 mM fosfatni pufer pH 7; λ 200 nm 
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U prouøavañu õelijskog sastava kapilarna
elektroforeza ima znaøajno mesto. Zahvaçujuõi
izuzetno niskim granicama detekcije i fokusira-
nosti laserskog snopa, LIF sistemi se koriste i za
analize pojedinaønih õelija Š4Ð. Õelije se gaje u kul-
turi i zatim primenom sniÿenog pritiska (åpric
ili pumpica na suprotnom kraju kapilare) sa mi-
kroskopskih ploøica uvlaøe u kapilaru. Ceo pro-
ces posmatramo mikroskopom. Kapilare koje se ko-
riste za ovakve analize su izuzetno malih unutraå-
ñih preønika, 10–20 µm (preønici õelija su reda
veliøine µm), i moraju prethodno biti tretirane
(uglavnom rastvorom NaOH) kako bi doålo do fik-
siraña õelije na zid kapilare. Nakon åto je õelija
fiksirana, lizirañe se najøeåõe izvodi primenom
impulsa visokog napona ili rastvorom SDS-a. Osim
õelijskih proteina i nukleinskih kiselina na ovaj
naøin se mogu analizirati i fosfolipidi, polisa-
haridi i joni koji se nalaze unutar õelija, kao i di-
namika õelijskih organela. Primer je dat na Slici
11.

Kapilarna elektroforeza se danas rutinski
koristi u mnogim oblastima: hemiji i biohemiji,
medicini, molekularnoj biologiji, zaåtiti ÿivot-
ne sredine, itd., ali su istraÿivaña novih moguõno-
sti primene joå uvek brojna.

Abstract

CAPILARY ELECTROPHORESIS: BASIC PRINCIPLES
AND APPLICATION

Tatjana Verbiõ

Hemijski fakultet, Univerzitet u Beogradu

Electrophoresis is a process in which charged species
(ions or colloidal particles) are separated based upon diffe-

rential migration rates in an electrical field. The first sophi-
sticated electrophoretic apparatus was developed by Swe-
dish scientist Arne Tiselius (Nobel Prize for chemistry in
1948). In the subsequent years electrophoretic separations
were the backbone of much research by biochemists and
molecular biologists. But as classical electrophoresis is
slow, labor intensive technique with poor reproducibility, a
new technique – capillary electrophoresis was developed
in the mid 1980s. Electrophoretic separation is done in ca-
pillaries that are usually 25–75 µm wide (small sample vo-
lumes are used (1–10 nL)), under electric field which
strength can rise up to 700 V/cm without significant sys-
tem heating.

Therefore capillary electrophoresis (CE) is recognized
as a powerful analytical separation technique that brings
speed, quantitation, reproducibilty, and automation to the
inherently highly resolving but labor intensive methods of
electrophoresis. CE has established itself as an important
and widely utilized technique for routine analytical separa-
tions, isolation, and analysis of proteins, polynucleotides,
and other biopolymers.
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Slika 11. CZE elektrofer-
ogram õelije eritrocita
odraslog dijabetiøara; pik-
ovi: 1. β lanac, 2. β-glicino-
van lanac, 3. α lanac i 4. α-
glicinovan lanac. Uslovi
odreæivaña: kapilara R1 20
µm, R2 360 µm, l 65 cm; E 330
V/cm 


