4.2.3. Izoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace je separacni metoda uzivana pro separaci amfolytd, tedy latek
obsahujicich jak kyselou funkéni skupinu, tak také zasaditou funkéni skupinu. Velmi
dilezitym parametrem uplatiiujicim se pti této metod¢ je kromé elektroforetické pohyblivosti
také pH prostfedi. Hodnota pH, kdy je amfolyt pfitomen v neutrdlni formé, se rovna
izoelektrickému bodu slouceniny. Pii vy$si hodnoté pH pievlada zapornd forma slouceniny,

kladna prevazuje pifi nizs$i hodnoté pH nez je hodnota izoelektrického bodu.

Tato separacni metoda existuje v uspotfadani ploSném 1 kapilarnim. Diive Castéji
pouzivané plosné uspofadani vyuzivalo sklenénou desku s agarovym ¢i akrylamidovym
pokrytim. Vrstva na sklenéné desce byla napusténa tlumivymi roztoky s cilem rovnomérné
zmény pH po celé ploSe vrstvy. Ke kazdému konci se ptipoji elektroda — k nizkému pH
anoda, k vysSimu katoda. Pii migraci amfolyt dosdhne mista, kde pH odpovida jeho
izoelektrickému bodu, coz je zarovenn bod, kde se amfolyt stava elektroneutralni, ¢imz

je zajisténa moznost kvalitativniho urceni amfolytu.

Kapilarni uspotadani vyuziva proti ploSnému uspotadani navic jesté tlak. Tlak hraje
dalezitou roli pfi zastaveni migrace po vyrovnani pH a izoelektrického bodu. Po tomto
vyrovnani je analyt rozseparovan a tlakem jednotlivé segmenty protlaCeny ptes pole

detektoru. [22]



