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ce se deteguje. Časté je pou�ití derivatizačních barviv vy-
kazujících fluorescenci ve viditelné oblasti spektra, kde 
existuje �iroká �kála laserů vyu�itelných jako zdroje exci-
tačního záření. Pro LIF se kromě různých přechodů Ar+ 
laseru s nejpou�ívaněj�ím přechodem  488 nm (cit.18), 
vhodným pro excitaci fluoresceinu, a He-Ne laseru, vyu�í-
vá také celá řada pevnolátkových, resp. diodových laserů, 
které se díky nízké ceně a snadné dostupnosti dočkaly 
velikého roz�íření. Příkladem relativně dostupného pevno-
látkového laseru je diodově pumpovaný Nd:YAG laser 
s násobenou frekvencí emitující záření o vlnové délce 
532 nm (cit.19).  

Pro derivatizaci aminoskupin peptidů (resp. proteinů) 
jsou nejvhodněj�í dvě skupiny derivatizačních činidel; 
isothiokyanáty a sukcinimidylestery. Jejich reakcí 
s aminoskupinou analytu vzniká z isothiokyanátu derivát 
thiomočoviny nebo ze sukcinimidylesteru peptidová vaz-
ba. Reakce je velmi závislá na pH, proto�e aminoskupina 
analytu musí být deprotonovaná, co� při derivatizaci N-
koncových aminoskupin vy�aduje pH alespoň 7,5 a při 
derivatizaci ε-aminoskupiny lysinu pH 8−10 (cit.20). 

Jak ji� bylo řečeno, je mo�no kapilární elektroforézou 
s laserem indukovanou fluorescenční detekcí dosáhnout 
velmi nízkých mezí detekce, ale ve vět�ině případů jsou 
tyto hodnoty zji�těny analýzou derivátu, který byl připra-
ven v daleko vy��í koncentraci (řádově µM) a následně 
zředěn13,21. Takto získané meze detekce mají význam 
v mnoha metodách odvozených od luminiscenční spektro-
skopie (fluorescenční imunoanalýza, fluorescenční rezo-
nanční energetický přenos, průtoková cytometrie, atd.), ale 
pokud jde o přímou derivatizaci vzorků o nízkých koncen-
tracích, jsou dosa�ené meze detekce výrazně hor�í, proto�e 
reakce zdaleka neprobíhá kvantitativně22.  

Cílem této práce bylo najít vhodný postup derivatiza-
ce aminoskupin biomolekul a jejich následné detekce me-
todou LIF, ověřit jej a zjistit reálné meze detekce pro pří-
padné vyu�ití v praxi. 
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Úvod 

 
Kapilární elektroforéza je elektromigrační separační 

metoda vyu�itelná pro �iroké spektrum analytů − od jedno-
duchých anorganických iontů1 a� po slo�ité biomoleku-
ly2,3. Mezi největ�í výhody této metody patří předev�ím 
její vysoká účinnost, nízká spotřeba chemikálií, dávkova-
ných vzorků a krátké časy analýz. Lze ji navíc spojit 
s mnoha druhy detektorů; mezi bě�ně pou�ívané patří 
např. UV/VIS absorpční detektor4,5, elektrochemický6,7, 
vodivostní8 a MS detektor9,10. K nejcitlivěj�ím způsobům 
detekce vůbec nále�í laserem indukovaná fluorescenční 
(LIF) detekce11,12. 

LIF detekce v kombinaci s kapilární zónovou elektro-
forézou (CZE) umo�ňuje dosa�ení extrémně nízkých de-
tekčních limitů, pohybujících se a� na úrovni jednotlivých 
molekul13−16. Mo�nost vyu�ití této metody je ale výrazně 
omezena fluorescenčními vlastnostmi jednotlivých analytů 
v kombinaci s pou�itým zdrojem budícího záření. U biolo-
gicky aktivních látek, jako jsou např. aminokyseliny, pep-
tidy nebo proteiny, které vykazují přirozenou fluorescenci 
pouze v UV oblasti spektra, lze pro buzení jejich nativní 
fluorescence vyu�ít např. Ar+ laser s přechodem při 275,4 
nm (cit.11), neodymem dopovaný granátový (Nd:YAG) 
laser s vlnovou délkou 266 nm (cit.17) a dal�í. 

Pokud analyt nemá vhodné spektrální vlastnosti, aby 
bylo mo�né sledovat jeho přirozenou fluorescenci nebo 
vy�aduje pou�ití nákladného UV laseru, lze jej modifiko-
vat a začlenit do jeho struktury fluorofor, jeho� fluorescen-

 
* Markéta Ryvolová získala 1. místo v soutě�i O cenu firmy Merck 2005 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru 
analytické chemie 
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K a p i l á r n í  e l e k t r o f o r é z a  s  l a s e r e m   
i n d u k o v a n o u  f l u o r e s c e n č n í  d e t e k c í  

 
Experimenty byly provedeny na přístroji pro kapilární 

elektroforézu s laserem indukovanou fluorescenční detekcí 
sestrojeném na Katedře analytické chemie PřF MU Brno19. 
Zdrojem excitačního záření byl Nd:YAG laser 
s násobenou frekvencí (532 nm) a výkonem 5 mW;  model 
DPGL-3005F vyrobený firmou Casix (Čína). Laserový 
paprsek byl skleněnou čočkou dodanou firmou Edmund 
Scientific (USA) s ohniskovou vzdáleností 10 mm za-
ostřen do středu křemenné kapiláry vyrobené firmou Poly-
micro Technologies (USA). Vnitřní průměr kapiláry byl 
50 µm, vněj�í průměr byl 375 µm, efektivní délka 30 cm a 
celková délka 37 cm. Fluorescence analytu byla objekti-
vem mikroskopu s �edesátinásobným zvět�ením, rovně� od 
společnosti Edmund Scientific (USA), směrována na foto-
násobič model R6356 od firmy Hamamatsu Photonics 
(Japonsko). Rozptýlené laserové záření bylo eliminováno 
pou�itím stínítek a optických filtrů s transmitancí v oblasti  
560−660 nm dodaných společností Edmund Scientific 
Optics (USA). Signál z fotonásobiče byl 16 bitovým A/D 
převodníkem digitalizován a vyhodnocen počítačem. Frek-
vence ukládání dat byla 4 Hz. Systém byl ovládán progra-
mem vytvořeným v prostředí LabVIEW v. 6.0 dodaným 
firmou National Instruments (USA), data byla zpracována 
v programu MS Excel 2000 společnosti Microsoft (USA)
19. 

 
 

Výsledky a diskuse 
 
M e z e  d e t e k c e  

 
Proměřením excitačních a emisních spekter několika 

rhodaminových barviv (rhodamin B, rhodamin 6G, rhoda-
min 123 a rhodamin B-isothiokyanát) bylo zji�těno, �e při 
pou�ití optických filtrů, popsaných v instrumentální části, 
má v kyselém prostředí (0,02 mol l−1 citronová kyselina 
v 10% MeOH, pH 2,1) nejvhodněj�í spektrální vlastnosti 
rhodamin 6G a v alkalickém prostředí (0,02 mol l−1 fosfo-
rečnan v 10% MeOH; pH 10) rhodamin B (cit.23). Vzhle-
dem k předpokládaným reakčním a separačním podmín-
kám byl pro měření meze detekce zvolen rhodamin B. 
Roztok barviva o koncentraci 1.10−12 mol l−1 v separačním 
elektrolytu (0,02 mol l−1 fosforečnan v 10% MeOH; pH 
10) byl analyzován kapilární elektroforézou s laserem in-
dukovanou fluorescenční detekcí (CE LIF). Dávkování 
vzorku proběhlo buď hydrodynamicky po dobu t = 30 s při 
rozdílu vý�ky hladin elektrolytu ve vialkách na koncích 
kapiláry ∆h = 2 cm nebo elektromigračně při napětí U = 
5 kV (t = 10 s). Separační napětí bylo 10 kV.  

Z elektroferogramu rhodaminu B dávkovaného hyd-
rodynamicky byla z trojnásobku směrodatné odchylky sta 
hodnot �umu (25 s v blízkosti píku) vypočtena mez detek-
ce  2 . 10−13 mol l−1.  

Za stejných podmínek proběhlo i určení meze detekce 

isothiokyanátu rhodaminu B. Koncentrace  dávkovaného 
roztoku byla 1 . 10−11 mol l−1. Výpočtem byla stanovena 
mez detekce tohoto barviva na 4 . 10−12 mol l−1 (obr. 1). 
Podobné výsledky byly získány i pro elektromigrační dáv-
kování. 

 
D e r i v a t i z a c e  a m i n o k y s e l i n  

 
V literatuře bylo publikováno několik derivatizačních 

postupů20,24−27, na základě kterých byl navr�en a optimali-
zován postup poskytující nejvy��í výtě�ek reakce a také 
nejvy��í signál analyzovaných derivátů. Jako výchozí látky 
pro derivatizaci byly pro svou strukturní jednoduchost 
vybrány aminokyseliny. Proto�e je pro průběh reakce nut-
né, aby aminoskupina byla deprotonovaná, probíhala mo-
difikace v alkalickém prostředí. Byla připravena směs 
aminokyselin (isoleucinu a glutamové kyseliny) ve fosfo-
rečnanu (0,02 mol l−1; pH 10); koncentrace ka�dé z amino-
kyselin ve směsi byla 1 . 10−4 mol l−1. 50 µl této směsi bylo 
derivatizováno 50 µl roztoku činidla RBITC o koncentraci 
2 . 10−4 mol l−1 v acetonu. Směs byla inkubována při 50 °C 
po dobu 5 h (cit.24). Před analýzou byla směs ředěna separač-
ním elektrolytem (0,02 mol l−1 fosforečnan s 10% MeOH; pH 
10) 1:1000. Dávkováno bylo elektromigračně (t = 10 s, 
U = 5 kV) a separační napětí bylo 10 kV.  

Na obr. 2 jsou vidět jak píky modifikovaných amino-
kyselin, tak i výrazný pík nezreagovaného barviva. Důvo-
dem vzniku více produktů, jak je patrné zejména u derivá-
tu glutamové kyseliny, je pou�ité činidlo, které je směsí 
dvou isomerů (5- a 6- RBITC). Z isoleucinu vznikají prav-
děpodobně také dva deriváty, které v�ak od sebe nejsou 
odděleny. Při derivatizaci malých aminosloučenin se tedy 
mů�e negativně projevit nízká kvalita činidla; dle na�ich 
zku�eností se lze s nečistotami v činidle nebo s jeho více 
formami setkat i u tzv. chromatograficky čistých činidel. 

Pokud vyjdeme ze zjednodu�ujícího předpokladu, �e 
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Obr. 1. Elektroferogram rhodamin B-isothiokyanátu (1 . 10−11 
mol l−1), hydrodynamické dávkování (∆h = 2 cm, t = 30 s), sepa-
rační napětí: 10 kV, separační elektrolyt: 0,02 mol l−1 fosforečnan 
v 10% MeOH; pH 10 
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intenzita fluorescence RBITC se  po navázání na aminoky-
selinu výrazně nezmění, lze z poměrů ploch jednotlivých 
píků usoudit, �e asi 60 % činidla zůstalo nezreagováno 
a přibli�ně 40 % je ve směsi přítomno ve formě derivátu. 
Rozdílnou velikost plochy píků derivátů isoleucinu a glu-
tamové kyseliny lze vysvětlit různou reaktivitou aminoky-
selin s RBITC; derivatizace isoleucinu tedy probíhá snáze. 

 
D e r i v a t i z a c e  p e p t i d ů  

 
Dal�ím krokem byla derivatizace a separace peptidů, 

která probíhala podle stejného postupu a ve stejném sepa-
račním pufru jako modifikace aminokyselin. Jako modelo-
vé vzorky byly vybrány lidský angiotensin I a bradykinin. 
Bylo derivatizováno 50 µl směsi peptidů ve fosforečnanu 
(koncentrace jednotlivých peptidů byly 5 . 10−5 mol l−1) 

roztokem 50 µl barviva o koncentraci 2 . 10−4 mol l−1 

v acetonu. Směs byla před separací ředěna v poměru 
1:1000.   

Z obr. 3 je patrné, �e CZE LIF lze vyu�ít k rychlému 
a citlivému stanovení těchto peptidů díky jejich rozdílným 
migračním časům. Rozdíl v migraci způsobuje asparagová 
kyselina, přítomná ve struktuře angiotensinu, její� boční 
řetězec s disociovanou karboxylovou skupinou vná�í do 
molekuly RBITC-angiotensinu navíc jeden záporný náboj. 
V porovnání s aminokyselinami není pozorováno �ádné 
�těpení píků derivátů, co� lze vysvětlit tím, �e v tomto 
případě je pro rychlost migrace určující spí�e velikost mo-
lekuly peptidu a nikoli molekuly činidla, jak tomu bylo 
u aminokyselin. 

 
D e r i v a t i z a c e  i n s u l i n u  

 
Pro derivatizaci proteinů byl jako jeden z men�ích 

a jednodu��ích vybrán hovězí insulin. Pro modifikaci byl 
pou�it stejný postup jako v předchozích případech. 50 µl 
insulinu o koncentraci 1 . 10 −4 mol l−1 bylo modifikováno 
50 µl RBITC o koncentraci 2 . 10−4 mol l−1. Směs byla 
ředěna 1000×. Separační účinnost CZE proteinů sni�uje 
předev�ím jejich sorpce na stěnu kapiláry. Tento jev je 
omezen např. při extrémních hodnotách pH (cit.28,29). Proto 
byly v této práci testovány mo�nosti separace jak 
v alkalickém, tak v kyselém separačním elektrolytu. 
V alkalické oblasti byl pou�it opět fosforečnanový pufr 
(0,02 mol l−1 v 10% MeOH) o pH 10 a v kyselé oblasti byl 
testován citrátový pufr (0,04 mol l−1 v 10% MeOH) o pH 
2,6. Separační napětí bylo pro fosforečnan 10 a pro citrát 
15 kV. Elektroferogramy obou separací ukazují obr. 4 a 5. 
Je patrné, �e vzniká více produktů, co� je pravděpodobně 
způsobeno předev�ím přítomností více vazebných míst 
v molekule insulinu. Ten se skládá ze 2 řetězců spojených 
disulfidovými můstky a navíc obsahuje lysin, tak�e má 
teoreticky tři mo�ná vazebná místa. Současně se mů�e 
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Obr. 2. Separace  aminokyselin  derivatizovaných rhodamin 
B-isothiokyanátem (5 . 10−8 mol l−1), elektromigrační dávkování 
(U = 5 kV, t = 10 s), separační napětí: 10 kV, separační elektro-
lyt: 0,02 mol l−1 fosforečnan v 10% MeOH; pH 10 
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Obr. 3. Separace peptidů derivatizovaných rhodamin B-
isothiokyanátem (2,5.10-8 mol l-1), elektromigrační dávkování (U 
= 5 kV, t = 10 s), separační napětí: 10 kV, separační elektrolyt: 
0,02 mol l-1 fosforečnan v 10% MeOH; pH 10 
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Obr. 4. Separace   insulinu  derivatizovaného   rhodamin   B-
isothiokyanátem v alkalickém prostředí (5 . 10−8 mol l−1), elek-
tromigrační dávkování (U = 5 kV, t = 10 s), separační napětí: 10 
kV, separační elektrolyt: 0,02 mol l−1 fosforečnan v 10% MeOH; 
pH 10 
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insulin rozpadat, případně agregovat, co� je jedním 
z důvodů sní�ení citlivosti analýzy. Z obr. 5 je také vidět, 
�e v kyselém prostředí se činidlo rozpadá daleko více, 
v důsledku čeho� je elektroferogram mnohem kompliko-
vaněj�í. 

 
S r o v n á n í  m e z í  d e t e k c e  

 
Jak ji� bylo řečeno, lze mez detekce derivatizační 

reakce určit dvěma způsoby. Jedním z nich je derivatizace 
koncentrovaného roztoku vzorku a jeho následné ředění. 
Druhým způsobem je přímá derivatizace vzorků o nízkých 
koncentracích. Tento způsob je z analytického hlediska 
významněj�í předev�ím pro analýzu reálných vzorků, ale 
takto zji�těné meze detekce jsou o několik řádů vy��í22. Je 
to pravděpodobně způsobeno zejména rychlostí derivati-
zační reakce, která je ve vy��ích koncentracích daleko 
vy��í a poskytuje tedy mnohem vy��í výtě�ek. V tabulce I 
je uvedeno srovnání těchto dvou přístupů. Hodnoty ozna-
čené jako LOD1 jsou meze detekce, vypočtené 
z trojnásobku směrodatné odchylky sta hodnot �umu 
v okolí píku (25 s), pro roztoky derivatizované při vyso-
kých koncentracích (~10−4 mol l−1) a následně ředěné na 
koncentraci vhodnou pro analýzu (~10−8 mol l−1). Jako 
LOD2 jsou označeny nejni��í výchozí koncentrace vzorků, 
které se podařilo derivatizovat. Je vidět, �e se tyto hodnoty 

li�í o 2 a� 3 řády. Také je patrné, �e čím jednodu��í je mo-
lekula derivatizovaného analytu, tím ni��ích mezí detekce 
je mo�né dosáhnout. 

 
 

Závěr  
 
V této práci byla charakterizována citlivost sestavy CE 

LIF s Nd:YAG laserem (λ = 532 nm), její� mez detekce pro 
rhodamin B-isothiokyanát  byla stanovena na 4 . 10−12 mol l−1. 
Současně byl vybrán a ověřen postup pro derivatizaci ami-
nokyselin, peptidů a insulinu. Separace biomolekul byla 
provedena v alkalickém prostředí a pro insulin také v  pro-
středí kyselém. Bylo potvrzeno, �e vzorky o vy��ích kon-
centracích lze derivatizovat s vy��ím výtě�kem, který se 
pohybuje kolem 50 %. Mez detekce získaná ředěním kon-
centrovaného vzorku je o 2−3 řády ni��í ne� mez detekce 
dosa�ená přímou derivatizací vzorků o nízké koncentraci. 
Výtě�ek takovéto reakce je několikanásobně ni��í ne� 
v přede�lém případě. Ve srovnání s mezí detekce přístroje, 
stanoveným rhodaminem B, zvy�uje derivatizační reakce 
stanovenou mez detekce o několik řádů. Toto sní�ení citli-
vosti je způsobeno předev�ím nízkým výtě�kem reakce. 
Dal�ím faktorem je vznik několika produktů reakce. 
U aminokyselin je vznik několika derivátů způsoben zejmé-
na přítomností dvou isomerů činidla (5-, 6- RBITC). U pep-
tidů a proteinů hraje největ�í roli přítomnost více vazebných 
míst v molekule analytu a případně agregace nebo rozpad 
samotného vzorku, co� způsobuje vznik vět�ího počtu deri-
vátů. Výsledky potvrzují, �e čím jednodu��í je struktura 
analytu, tím ni��í meze detekce je mo�né dosáhnout.  

 
Autoři děkují za finanční podporu Ministerstvu �kol-

ství, mláde�e a tělovýchovy České republiky, výzkumný 
záměr č. MSM0021622415 a Grantové agentuře, projekt 
č. 203/03/0515.   
 
S e z n a m  z k r a t e k  

 
a.u. auxiliary unit � pomocná jednotka pro vyjád-

ření intenzity fluorescence 
CE kapilární elektroforéza 
CZE kapilární zónová elektroforéza 
LIF laserem indukovaná fluorescence 
LOD limit of detection � mez detekce 
Nd:YAG neodymem dopovaný granátový laser 
RBITC rhodamin B-isothiokyanát 
5-RBITC rhodamin B-isothiokyanát s isothioskupinou 

vázanou v poloze 5 
6-RBITC rhodamin B-isothiokyanát s isothioskupinou 

vázanou v poloze 6 
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M. Ryvolová, P. Táborský, P. Vrábel, J. Havel, 

and J. Preisler (Department of Analytical Chemistry, Fac-
ulty of Science, Masaryk University, Brno): Derivatiza-
tion of Amino Acids, Peptides and Proteins for Laser-
Induced Fluorescence Detection in Capillary Electro-
phoresis  

 
This work is focused on application of laser-induced 

fluorescence detection for analysis of amino acids, pep-
tides and proteins. The measurements were performed 
on a home-built instrument with a frequency-doubled 
Nd:YAG laser (532 nm) as excitation source. Rhodamine 
B isothiocyanate was used for derivatization of model 
samples. Major differences between the detection limits of 
analytes derivatized at high and low concentrations were 
presented. Difficulties associated with derivatization of 
complex samples and their negative influence on the limits 
of detection were also demonstrated.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 


