Metody chemického vyzkumu

Elektromigracni metody

Elektricky proud a pfenos hmoty v elektrolytech

Elektrolyty = roztoky, které vedou elektricky proud
= roztoky soli, kyselin a zasad

Elektrolyticka disociace = v latkach dochazi k rozstépeni vazeb a ke vzniku iontii

Stuperi disociace @ =udava miru disociace, lezi v intervalu 0< o< 1

pocet disociovanych molekul @>30% - silné elektrolyty
2% < @<30% - stedné silné elektrolyty
celkovy pocet molekul v roztoku @<2% - slabé elektrolyty

a=

Elektricky proud v kovech = pohyb elektront
X

Elektricky proud v roztoku = usmérnény pohyb iont

Metody chemického oyjzkumu -clektromis

Elektricky proud a pfenos hmoty v elektrolytech

V elektrolytech je ptenos elektrického niboje zaroven ptenosem hmoty.

- dochézi k migraci latek - méni se sloZeni elektrolytu, v okoli elektrod chemické reakce

Mérna vodivost k - zékladni charakteristika elektrolytii, zavisld na koncentraci vSech iontii v roztoku - [S.em™]

1 L R - odpor [2], 1/R = G - vodivost [S]
K=—%— L, S~ vzddlenost a plocha mezi elektrodami, L/S = konstanta vodivostni nadobky [m”]
R S
Molérni vodivost & - mérma vodivost roztoku & v némy na jednotkovy objem piipada jeden mol Cstic 1,
zodpovédnych za vodivost, t. nejbézngji na molarni koncentraci ¢ - [S.m2mol]
K
= —
C -
o o @ wPy
Vodivost je zavisla na pouzitém rozpoustédle. J

Metody chemického vyzkumu - lektromigracni metody

Elektricky proud a pfenos hmoty v elektrolytech

Vodivost roztoku je dana k i, ndbojem, pohyblivosti ionti a tepl
Zména vodivosti v diisledku fedéni souvisi - se zménami v disociaci molekul
- si i mezi fonty a m i rozpoustédla

|:> s vy$si koncentraci roztoku klesa vodivost

Silné elektrolyty - zcela disociovany, s vy3${ koncentraci je mens{ schopnost pohybu ionti

- soli anorganickych a organickych kyselin, vétSina anorganickych kyselin a zésad

A=A - kAT A~ mérné vodivost roztoku pfi nekoneéném ziedéni, zanedbéva vzéjemné interakce
o k- empirickd konstanta
Slabé elektrolyty - koncentrace fontii je déna stupném disociace, zména koncentrace méni stupert disociace a
- nékteré organické, anorganické kyseliny a zésady (kyselina mravend, octové, borita, NH.)
. A..- mémé vodivost roztoku pfi nekoneéném zfedéni, zanedbévé vzdjemné interakce
A=A o - stupeit disociace (str. 2)

Kohlrauschiiv zakon o nezavislé migraci iontt
- vyjadiuje, Ze jednotlivé fonty se v nekonené zfedéném roztoku neovliviiuji

- molarni vodivost je v nekone¢né zfedéném roztoku dana souctem na sobé nezavislych lent

lugnych iontit

I * .- tabelované molarni vodivosti pi
A= Vi * A+ Vo R ch molekulu elektrolytu

Vi, v, - podet kationtii a anionti, tve

YR ———
Elektromigrace = pohyb iontiia/nebo nabitych &stic v roztoku piisobenim elektrického pole

Na nabitou &stici v roztoku maji vliv 2 opaéné orientované sily:

E
gt 2 L

= ziporné nabita elekirada

2ae0 t
) o eisemepnthe Smés polybu fontit
1. sila elektrického pole F, wapets °

v elektrickém poli

12
—o
F.=Q"E [EE—
Q- celkovy néboj, soucet nabojii na povrchu &stice [C] ANODA
E - intenzita konstantniho elektrického pole [V/m] = Kladné nabit elekiroda

2. frikéni (tfeci) sila prostiedi F A
F=f*v =

f— frikéni koeficient

v~ rychlost pohybu fontu

D2@d

pro kulové éastice je frakéni sila dana Stokesovym zikonem
F=6*n*n*r*v

n-viskozita prostfedi =

r— polomér kulové &stice

v - rychlost pohybu iontu

Metody chemického vyzkiomu - elektromigraéni metody

Elektroforeticka rychlost a pohyblivost

Elektroforetickd rychlost v = rychlost pohybu iontu, je pifmo amérnd intenzité elektrického pole E
~“smér pohybu je dan znaménkem jeho ndboje a orientaci elektrického pole

v=E*u=Ul*y Eintenvita elekirckého pole [V/m] 1~ eleldroforetickd mobilta [m*V"s')
U - vlozené napéti [V] 1= velikost gradientu napéti [m]
- z rovnosti ptisobicich sil Q- niboj
E*Q - viskozita prostiedi
F.=-F; |:> v= 6 m*n*r r— polomér kulové &stice
V= rychlost pohybu fontu

Elektroforetickd pohyblivost (mobilita) = kvalitativni veli¢ina ionogennich latek, charakteristickd
pro dané prostiedi a teplotu

Efektivni pohyblivost (mobilita) 1, = souet pohyblivost{ jednotlivych iontovych forem, vynasobenych
piislusnym molarnim zlomkem
= Z M

- * * * *
i Hercit = M X et Muce Xmcet Huce ™ Xnce ¥ Hae™ Xce

ovliviiovani rovnovdh e====> cilené zmény v efektivnich elektroforetickych mobilitich




Metody chemického oyzkum - lektromigraci metody

Elektroforeticka rychlost a pohyblivost

s o1 i elektrolytu kles elekt icka pohyblivost iontu.

- z Debye-Hiickelovy teorie — kolem kazdého iontu v roztoku se vytvafti iontova sféra
- asociace iontovych périi, pokles volnych iontit

93 @ Tontova sila I - charakterizuje celkovou , koncentraci naboje”
— suma pres véechny ionty v roztoku
(8 @ - pro ziedéné roztoky plati:
vodik
& o G
¥

- * 2z~ relativni naboj iontu
1=05X¢*z2 * o

- koncentrace jednotlivych ionti
Kyslik

Tontova pohyblivost 1, = elektroforeticka pohyblivost extrapolovana na nulovou iontovou silu
- s rostouci teplotou se iontova pohyblivost zvysuje

My =My [1+0,02 (T -T)] T - teplota pracovni [°C] T, ~ teplota standardni 25°C

Metody chemického vyzkmy - lektromigracni mefody

Elektroforeticka rychlost a pohyblivost

Tontova pohyblivost 1, = pro nékteré ionty jsou hodnoty tabelované, jinak se pohyblivost odhaduje
- nékdy lze najit také oznaceni limitni pohyblivost

Joklova rovnice = pro odhad iontovych pohyblivosti malych molekul

a 2~ relativni ndboj iontu
ol =1zl * b a-empirick konstanta, a =485 * 107 m2V-1s’
Ho M b - empiricka konstanta, b=9,6 * 10° m?V-'s'!

M - molekulova hmotnost latky
Onsagerova rovnice = iontova pohyblivost korigovana na iontovou silu (pii teploté 25°C)
2 - relativni nboj iontu

Iul = Ihol - (0,23 % lugzz, | +31,3*10° 121) * (VT/ 14+VI)  1-iontova sila roztoku

2, - relativni ndboj protiiontu

Cations |u°|-10° Anions |uC]-10°
mZvlest 2V llet
HO" 362.5 OH~ 205.5
1k 40.1 F 57.4
Na~™ 1.9 c1- 79.1
re 762 NO§ 741
Ammediol 29.5 S0%™ 82.9
Tris 29.5 HEPES 21.8
B-Alanine 36.7 MOPS 24.4
Ethanolamine 44.3 MES 26.8
TImidazole 52.0 AMP 22.6

[T R ——
Elektrolyty v elektromigra¢nich metodach
Pufr = tlumivy roztok = roztok, ktery piidénim kyseliny nebo zésady vyrazné nezméni své pH

- vétSinou roztoky konjugovanych acidobazickych part, slabych kyselin a bazi
- napf. kyselina octova/octan, kyselina borita/boritan, amoniak/amonna stl apod.

Hilavni iilohou pufrii je: - umoznit prichod elektrického proudu
- udrovat vhodné pH prostiedi pro separaci q NERED
Pufracni kapacita = mnoZstvi silné kyseliny nebo bize, jejiz pridavek o~
do1 litru pufru vyvold jednotkovou zménu pH i
- nejvétsi pufraéni kapacita pii pH = pak

- méni se s fedénim, piidavkem soli a teplotou
rozsah pufru=pKa+1
Kritéria vybéru vhodného pufru:

vybér podle pracovni oblasti pH

Cistota a inertnost
iontova sila a rozpustnost I ‘
—

UV absorpce

toxicita, cena

Lakmusovy papirek
= orientaéni kontrola pH

Moty chenictého v -sekomigraci metody
Elektrolyty v elektromigracnich metodach
Biologické pufry = zwitteriontové pufry, oznacované jako ,Good buffers” (N. E. Good et al 1966)

- zékladem je N-substituovany taurin nebo glycin

Vybrané biologické pufry
- rozsah pouziti pH 5 - 9

P
- inertni viii enzymatickému ptisobeni e e
- netoxické viii buitkam, neprostupuji membranou ——
- neabsorbuji v UV-Vis oblasti Ao
aces
Poes
07 MES (6.1) e
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Smésné pufry TRICNE
auvoneLvane
. ) L sione
TBE pH 8.3 - Tris, kyselina borita, EDTA

HepBs

TAE pH 8.3 - Tris, kyselina octovd, EDTA

Britton-Robinsontv pufr - univerzalni 2 - 12

—kyselina boritd, octova, fosforecna + NaOH

Metody chemického vyzkumu - lektromigracni metody

Elektrolyty v elektromigra¢nich metodach

K nejbéznéjsim patii acetatovy, citratovy, boratovy a fosfatovy pufr.

Buftor Molocular Weight P, apKarc
Acaic Adid 60.05 48 -0.0002
BoricAcid 6183 923 0,002
cirioAcid 1921 6.4 (pK3) 0
Giycine 7507 98 003
MoPs 200.26 72 0,008
Phosphoric Acid % 72 (6K2) 0,003
Taurino 1251 91 5
Tricine 178,18 815 2,021
Tis 1211 806 «0.028

Ptiprava, skladovéni a zachézeni s pufrem: [—

- vybér pufru, pifprava roztoku o zvolené koncentraci a pH

- kontrola, pfipadné tiprava pH na kalibrovaném pH-metru —
- pouziti Cerstvych roztokii - hrozba mikrobialni kontaminace !
- moznost zmrazeni - méné doporucovana

- dodrzovat sterilni podminky - kontaminace odbérem — napf. $picky

Metody chemického vyzkim - lektromigracni metody

Elektromigracni metody

Trocha historie...
1937 — Arne Wilhelm Kaurin Tiselius — prvni elektroforeticka
separace proteinti, Nobelova cena za chemii (1948)
1967 - Stellan Hjertén - sestrojil prvni plné automatizovany systém
pro kapilrni elektroforézu

1981 — James W. Jorgenson a Krynn S. Lukacs — prvni elektroforetickd

separace v kapildfe o praméru 75 um

J.Jorgenson
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Elektromigra¢ni metody

= zaloZené na rozdilné pohyblivosti nabitych &stic v roztoku vlivem piisobeni stejnosmérného
elektrického pole

- separace probihd na zékladé rozdilné elektroforetické pohyblivosti &stic smérem k opané nabitym
elektroddm

- jednotlivé techniky se 1i& jak principem, tak instrumentalnim provedenim, pouZitim pracovniho
elektrolytu apod.

Plogné techniky

- papirova - nizka citlivost a reprodukovatelnost v zavislosti na kvalits papiru
- gelova - na polyakryamidovém gelu (PAGE), na agarézovém gelu - analyza bilkovin, DNA

Kapilérni techniky
Zénova elektroforéza (CZE) 5 rsonnaras
Izotachoforéza (CITP)

Gelova elektroforéza (CGE)

Izoelektrické fokusace (CIEF)

Micelrni elektrokinetické chromatografie (MEKC)

CZE - 13575 publikaci
CGE - 4581 publikaci

CITP - 1957 publikaci
Elektrochromatografie (CEC)

Afinitni elektroforéza (ACE)

Metody chemického vyzkmy - lektromigracni mefody

Kapilarni zonova elektroforéza

= moving boundary electrophoresis - technika pohyblivého rozhrani

- separace analyti1 v prostfedi homogenniho jednoho zakladniho elektrolytu (BGE) o konstantnim sloZeni

Zdroj stejnosmémeého napéti

Detektor

Vialky s pufrem

Vzorek  Anoda Katoda

Instrumentace:
separadni kapildra

2droj separaéniho napéti

——

vialky s pufrem, v nich jsou elektrody a konce kapildr
detektor

vyhodnocovani systém

tme (min)

TR ——
Elektroosmoticky tok
Kfemennd separaéni kapildra

- vyrobena z taveného kiemene (fused-silica capillary) &

- vnitin{ prémér 10 - 200 um, vngsi pramér 350 - 400 pm

- délka dle pozadavkii - 10 - 100 cm

- vn&jéi vrstva polyimidu (15 pum) — chran pred mechanickym
poskozenim

- odstranénim Casti polyimidu vznika detekéni okénko pro UV-Vis detekci

Elektroosmoticky tok (EOF)
- je dtsledkem néboje vnitinfho povrchu kfemennych kapilar
- disociace silanolovych skupin na sténé kapilary ji udéluje zéporny nboj

- po sepnuti elektrického pole dochazi k pohybu nabitych éstic a tim i k pohybu celé kapaliny

i
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-
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Metody chemickho oyzkums - elektromigracni metody

Elektroosmoticky tok

- diky EOF lze stanovit kationty i anionty v jedné analyze
- slow k mobilizaci z6n zakoncentrovanych izoelektrickou fokusaci
- vysoka rychlost EOF miiZe zapficinit nedostatetnou separaci kationtit
B - ricke rychlost EOF umozni interakee kationtis se sténou kapildry ~ absorpee, nesymetrie pikis

- opaéné orientovany EOF miie znemoznit detekci analytit

Zména elektroosmotického toku u
EOF

zménou pH

— nizky EOF pfi kyselém pH
zménou iontové sily pufru g
— rostouct iontova sila snizuje potencidl a tim i EOF X generace tepla
modifikaci vnitinho povrchu kapiléry

- potlaceni nebo obréceni naboje pokrytim stény kapilry, tzv. coating 1

- permanentni modifikace — kovalentni vazba nap¥. s polymerem

- dynamickd modifikace - pidavek polymeru do pufru 3 4 5 6 1 8pH
zménou elektrického pole

— nizké napét], nizké selektivita X vysoké napéti, vyssi generace tepla

zménou teploty — vy teplota, zména viskozity, vyssi EOF
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Elektroosmoticky tok
Silanolové skupiny piitahuji kationty elektrolytu a vznik4 elektrické dvojvrstva, kterou tvoif vrstva
Sternova (Helmholtzova) — &asteéné fixovana ke sténé kapilary
Gouy ~Chapmanova — diféizni, volnd vyména s ostatnimi ionty roztoku
- na rozhrant vrstev je vytvoren elektricky potencial {
Elektroforetick rychlost EOF i,y
*
T T T T Peos = Cre
si si si si EOF n
é- 6_ é_ é— { - elektrokineticky potencidl
o S @ stemovawstva &~ permitivita roztoku
1 - viskozita roztoku
8" o0 0o "
acla O O © ©  Koda Veor = E * bgop
EOF ——>
Rychlostni profil EOF = témé pravouhly — —
- ve srovnani s lamindrnim proudénim hydrodynamického toku ‘ = ‘ ‘ 7*% ‘
je zanedbatelny piispévek k celkové disperzi zony
Experimentalni zjisténi EOF — pomoci neutrélniho markeru - migraéni &as ovliviiuje pouze elektroosméza
- neutralni marker — mesityloxid, aceton, dimethylformamid, voda
16
ety hentckihovizkun - lkmmigaci metody

Utinnost elektroforetické separace

Poget teoretickych pater N = méfitko Ginnosti elektroforetické separace

N=554%(tg /w,, )2=16 * (tz /w)?
4 (R/ /z) (R/ ) inflexni
- pii elektroforéze dochdzi k migraci iontit a soudasné k rozmyvani zén diftizi
= piky tvaru Gaussovy kiivky
= vzdalenost, kterou prodifunduje primérny ion za dobu t

- vztah mezi difznim koeficientem D a tzv. rozptylem o? udéva

e
Einstein-Smoluchowského rovnice o2=2*D*t 4o

- GEnnost separace je v omezeném rozsahu piimo imérna vioZenému napéti
N=p*U/2*D
vySinapéti ~ ====0>  viS{generovanéteplot ~====">  pokles separace
Ekvivalent poétu teoretického patra H = pocet teoretickych pater vztaZeny na délku kapilary |

H=1/N=¢?/1
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Utinnost elektroforetické separace J

V redlném experimentu viak rozptyl 6 ovlivituje fada vlivi:
diftze

ﬂ :
elektromigraéni disperze ’ \ .
sorpee e
Jouleovo teplo { ‘ A
néstiik, detekce ... atd. =il |

- nelze odstranit, pouze ovlivnit nap¥. snizenim teploty, zvy3enim viskozity apod.

Diftize
- nizky difdzni koeficient - tizké piky
Sorpee - interakce analytii s ndbojem na sténé kapilary

- vede k asymetrii piki, v horim pripads ke ztrété analyty  g————n

coating
Jouleovo teplo - zptisobené pricchodem elektrického proudu kapilirou ~E======5> chlazeni
- Ohmova zavislost proudu na napéti — volba vhodného separacniho napéti
Elektrodisperze - rozdiln pohyblivost analytu a spoluiontu stejného naboje z elektrolytu
- minimalizace vlivu spravnou volbou elektrolytu s co nejpodobnéjsi pohyblivosti
/ + - + = + -
®® ® o oo W8
® ® ® &
U
® o
A AN ® © °® ® %
FARNAY ® ® ® 8
/LN
— A-f ani B - symetrie C - chvostovani
[
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Metody chemického ojzkum - ciektromigracni metody
Instrumentace
Elektrokinetické davkovani
- v nékterych piipadech jediny mozny postup - kapilarni gelové elektroforéza
- dévkovaci napéti byva obvykle nizi nez separaéni
E koncentraéni pomér ve vzorku nemusi odpovidat poméru v nadavkované zéné
- vypocet nadavkovaného objemu ¢ vnltin polom knplly
. 1, - efektivni délka kapilary
ta* Ug v -
t,~doba, po kterou bylo aplikovano napéti
gt *
Va=n*r2*l t,- migracni éas EOF
to * Us U, - napéti pti davkovani
U, - napéti separacni
—
21
Metdy chemiciého ozkums - elektromisracni metody

Elektroforetogram a jeho vyhodnoceni

Elektroforetogram = graficky zaznam separace po zpracovani signalu detektoru

- dalif spornd oznaéen elektre elektrofc elekt

- separace probihd za konstantniho napéti

Vypodet elektroforetické pohyblivosti z migraéniho dasu analytu

1, - celkova délka kapildry
1 1 1, - efektivni délka kapildry
R U - separaéni napéti

t t t,, — migraéni éas analytu
0 ty—migraéni éas EOF

L

Rozlideni pikiiL aC
s c
g » 2% (te—t,
H EOF _ (te—t)
i 5 o=
; wL+We

o te, t, —migracni &asy pikit
we, w - ifka pikit u zékladny
B time (min)

Metody chemického vyzkum - lektromigracni metody

Instrumentace
Davkovani v CZE
- dévkovany objem v jednotkach nanolitrii - otazka reprodukovatelnosti
- neprakticnost pii vyuziti davkovacich kohouti & jinych injektort
Hydrodynamické davkovani
- nejjednodussi, vyuziti sifonového efektu - rozdil hladin (ruéni davkovéni)
- vyuiti pretlaku & podtlaku (komeréni piistroje)
- pro vypoéet dévkovaného objemu slouz Hagen-Poiseuilleova rovnice
AP - tlakovy spad na kapilafe

d - vniténi primér kapildry
t,— doba néstfiku

AP*d4* gy

128% 0 %1, - viskozita elektrolytu
1, - celkova délka kapildry

I I P

rozdil hladin pretlak podtlak

Metody chemického vyzkumu - lektromigracni metody

Instrumentace
Detekce v CZE
- online detekce pifmo v kapildfe X sbér frakci a offline detekce
- rlizna citlivost jednotlivych detektortl
- moznost derivatizace analyti pro lepsi detekovatelnost
Nejbéznéjsi detektory:
absorpcni fotometricky, s diodovym polem
fluorescenéni
konduktometricky
ampérometricky

hmotnostné-spektrometricky

paprsek
paprsek
«— paprsek
detekéni okénko bublinkova cela Z -cela
22
Melody chemickiho vjzkum  elkimomigratad wetody

Vybrané aplikace kapilarni zénové elektroforézy

Separace organickych a anorganickych iontt ve viné

Informace z publikace:

- uncoated fused silica capillary 50 pm 1D, 50/60 cm

- separation voltage +15 / -15KV, injection 0,5 psi/5 sec, detection at 270 nm

- new capillary - 0,1 M NaOH 20 min, Milli-Q water 5 min, electrolyte solution 5 min
- BGE =9mM pyridine, 12 mM glycolic acid, 5 mM 18-crown-6-ether, pH 3.6

lactate
-0.019 tartrate
0020
ofaen formate HPO2-  acetate

itrate
BUN YWY

SOEEN— ~— —\
malonate v
52 54 56 58 60 62 64 66 68 70 72 74 76 718 80
Minutes

R Stella et. al. Food chemistry, 124 (2011) 1194, 2




Metody chemického vjzkum - clektromigracni metody

Vybrané aplikace kapilarni zénové elektroforézy
Separace polysacharidii v mofské vodé

- capillary 75 pm, 115 cm, 105 cm to the detector

- voltage ~18 KV, injection pressure (50 mbar) for 1's o
- detection at 224 nm J
s

- BGE: 8 mM DMP, 1.5 mM CTAB, pH 12.00

Nepifm4 UV-Vis detekce:

= pracovni elektrolyt absorbuje v dané oblasti a

Absorbance at 224 nm, AU

priichod analytu detektorem se zaznamena

poklesem absorbance — negativni pik 0004

:
n o

0 S5 o 6

Migration time, min

(1) xylose; (2) mannose; (3) rhamnose; (4) glucose;
G. Qiuju et. al,, Analytica Chimica Acta, 662 (2010) 193, (5) galactose; (6) fucose; (7)

Metody chemického vyzkum - lektromigracni metody

Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Separace iontti tézkych kovii v odpadnich vodach
- capillary 50 m id, 40/48 cm length
- running buffer 10 mM His/ 4 mM Tart, pH 5.5
- injection 3 KV/5 sec,

- separation voltage - positive 15 kV

HUE.Lau et. al, Electrophoresis, 32 (2011) 1190.

Metody chemického vjzkum - clektromigracni metody

Vybrané aplikace kapilarni zénové elektroforézy

Separace proteini

- cross-linked PVA coated capillary ®
- 40/48.5 cm effective/total length, 50 m ID o o
- BGE - 40 mM sodium phosphate pH 3 ®
-+ 15KV, injection 3 kV/5 sec !‘ [‘
Zesitovany polyvinylalkohol - potlaceny EOF » | } | ‘\
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1, cytochrome ¢; 2, lysozyme; 3, trypsinogen; 4, -chymotrypsinogen

DBelder et. al,, Electrophoresis, 22 (2001) 3813,

Metody chemického vyzkumu - lektromigracni metody

Vybrané aplikace kapilarni zonové elektroforézy

Prenatalni diagnostika vrozenych vad — Downtiv syndrom

- odbér plodové vody v 15.tydnu téhotenstvi

- separace markerti Downova syndromu -STR oblasti na chromozému 21

-1 pik nebo 2 piky v poméru 1:1 - normalni genotyp
-3 piky v poméru 1:1:1 (trisomie 21 .chromozomuy) , 2 piky v poméru 2:1 — genotyp s vrozenou vadou

- poly(N-acroyloyl amino ethoxy ethanol) coated capillary
-BGE = TBE (89'mM Tris, 89 mM boric acid, 2 mM EDTA) pH 83, 2,5 uM ethidium bromid, 8% PVA
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C. Gelfi et. al, Journal of Chromatography A, 718 (1995) 405.
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Vybrané aplikace kapilarni zénové elektroforézy

Separace mikroorganismi

- bunéné stény a membrany maji rozdilny obsah proteint, lipidii a lipopolysacharidit E===> rizny niboj

- fused silica (L, = 25 cm, L, = 33.5 cm)

- buffer was 0.0125% PEO dissolved in MES (2[-(N-morpholino)ethanesulfonic acid]), pH = 6.1
- detection at 214 nm, U =20 kV, injection 200 mbar /s
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B. Buszewski et. al,, Biomed Chromatogr , 21 (2007) 116.

Metody chemického vyzkim - lektromigracni metody

Vybrané aplikace kapilarni zénové elektroforézy

Elektroforeticky zprostfedkovana mikroanalyza (EMMA)
= electrophoretically mediated microanalysis

- analyza enzymovych aktivit, zjitén koncentrace substratd, inhibiénich konstant apod.

Detektor

o INE

Z.Glatz et. al., Journal of Chromatography B, 814 (2006) 23, 30




Metody chemického vjzkum - clektromigracni metody

Elektroforeticka analyza na ¢ipech

- miniaturizace - vSechny kroky analyzy v jednom
- plastické hmoty, kfemen nebo sklo - vyleptana soustava kanalkit
- obsahuji délice toku kapalin, ventily apod.

- mald spotfeba vzorku (pL —nL)
- pfedtiprava vzorku piimo na ¢ipu
- pfenosnost

E - problematicka vyroba — technologie
- cena
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Metody chemického vyzkmy - lektromigracni mefody

Kapilarni izotachoforéza

- dva zakladni elektrolyty - LEADING = vedouci elektrolyt - nejvétsi pohyblivost v systému
- TERMINATING = koncovy elektrolyt - nejmens{ pohyblivost v systému

Hre < Manatyta < Mg
- separace probiha za konstantniho proudu - vytvofeni potencidlového gradientu
- po dosaZeni ustéleného stavu se zény pohybuji stejnou rychlosti
- lze v jedné analjze separovat pouze anionty nebo Kationty
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Metody chemického oyzkumu -clektromis

Kapilarni izotachoforéza
V kazdém misté separacniho prostoru musi byt platit:

podminka elektroneutrality - soudet nébojii kationtti a aniontii musi byt v kazdém makroskopickém
objemu stejny
Ye*z=0

podminka kontinuality - popisujici &asové zmény koncentrace jednotlivych iontii v daném misté

Kohlrauschova regulaéni funkce @ - vystihugics existenci diskontinuit, v prébéhu separace se migruici
2ény vzorku musi koncentradng pfizpissobit pivodni hodnots w
() *z funkce v z6né vedouciho elektrolyt , dokud neni dosaZeno
ox)=X — rovnovézného stavu

= koncentrace latek v zénach konstantni a dana neménnou koncentraci vedouciho elektrolytu
- koncentrace latek v ptivodnim vzorku nema vliv na vyslednou koncentraci latky v izotachoforetické zoné
¢, - koncentrace latky x v z6né
Hx o ML He - koncetrace vedouciho iontu ve vedouci zéné
&= —— 1 efektivni pohyblivost litky x
Hx - He ML 1y - efektivni pohyblivost vedouciho fontu L
e efektivni pohyblivost protiiontu C

Ohmiiv zékon - proudova hustota je konstantni pro dany separaéni prostor o pritfezu S a hnacim

proudu .
E*x=1/S
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Izotachoforéza

- zakoncentrovani stopovych koncentraci analyti a% o nékolik Fadi

- vyuziti prekoncentrace pred kapilérn zénovou elektroforézou
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Melody chemického gk - cekimmiraci melody
Kapilarni izotachoforéza
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- kazdé z6na obsahuje pouze 1 druh iontit
- v kazdé z6né je piitomen také protiion vedouciho elektrolytu
- koncentrace v z6né je konstantni, mimo ni nulova
- pofadi z6n podle klesajici efektivni elektroforetické pohyblivosti
Samozaostfovaci efekt
- vlastnosti se mezi zénami méni skokem
- kation chee prejit do zény pied sebou
Zzéna nizsiho potencialu snizeni hnaci sily navrat zpét
- kation chee prejit do zény za sebou
zéna vy&siho potencidlu 2zvyieni hnaci sily navrat zpét
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Meody chenického vjekun - clektomigratn metody
Zavérem...
Elektromigra¢ni metody
- separace od iontii po celé biomolekuly az buiiky
- spolu s chromatografickymi metodami nejvétsi vyznam v separaénich analyzach
- $iroké uplatnéni nejen ve vyzkumu, ale také v Klinické medicing
- diky miniaturizaci obrovsky budouci potencial
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