Metody separacni

e Techniky LC, SFC a
elektromigracni metody

PRAIHA
O P P PRA|GUE
PRA|GA
A PRA|G
EVR

Evropsky socialni fond
Praha & EU: Investujeme do vasi budoucnosti

*

* *
* *

* g *
OPSKA UNIE




Kapalinova chromatografie - LC

* Fyzikalné-chemicka metoda déleni kapalin (roztokti)
vyuzivajici rozdelovani slozky mezi dve nestejnorode
faze, nepohyblivou (stacionarni) a pohyblivou
(mobilni), pricemz pohyblivou fazi je kapalina.

— DIFUSNI KOEFICIENTY O 5 RADU MENSI NEZ V GC

* maly vliv molekularni difuse, velky vyznam odporu proti prenosu
hmoty v mobilni fazi, PROBLEM TURBULENCI MOBILNI FAZE

 GIDDINGSOVA TEORIE

» LLC a LSC, dale GPC, IEC
» TECHNIKY SLOUPCOVE CHROMATOGRAFIE

— systém otevreny — nizkotlaky

- Low (Medium) Pressure Liquid Chromatography
— systém uzavreny — vysokotlaky

- High Performance Liquid Chromatography




Kapalinova chromatografie
» TEORIE LLC (kapalinova rozdélovaci)

— kapalna mobilni i stacionarni faze (zakotvena na tuhém
nosici)
— OBE KAPALINY NEMISITELNE
* obtizné splnit
- feSeni CHEMICKY VAZANE stacionarni faze
 pomér objemu V_/V, posunut ve prospéch mobilni faze

- pro retenci Ié,tek o
- NUTNA ODLISNA POLARITA OBOU FAZi

+ CHEMICKY VAZANE stacionarni faze -
- obvykle NEPOLARNI

— MOBILNI FAZE - POLARNI
» tzv. OBRACENE FAZE (,reversed-phase*) - RP




Kapalinova chromatografie
+ STACIONARNI FAZE pro LLC

— chemicky vazana stacionarni faze - nosic - SILIKAGEL
» POREZNi CASTICE NEPRAVIDELNEHO TVARU
- POREZNi CASTICE KULOVITEHO TVARU

— komercné dostupné silikagely s definovanou velikosti castic

» SILANOLOVE SKUPINY - Si-OH NA POVRCHU CASTIC
— REAKCE S MODIFIKATOREM
» napi. OKTADECYLTRICHLORSILAN
+ AMINOPROPYLOVE SKUPINY - (CH,),-NH, NA POVRCHU
CASTIC
— REAKCE S MODIFIKATOREM - TVORBA AMIDU




Kapalinova chromatografie

+ STACIONARNI FAZE pro LLC

— chemicky vazana stacionarni faze - nosic - SILIKAGEL
» odstraneéni zbylych -Si-OH skupin trimethylsilylovymi
skupinami
* funkéni modifikace sorbentu
— uhlovodikové skupiny (retézce) - oktadecyl, fenyl,
oktyl atp.
— nitrily -C=N, dioly, aminy
— ucelové modifikace sorbentu - makrocyklické latky,
opticky aktivni latky atp.

— makroporézni gely organickych latek - uhlovodiku
* funkcni skupiny primo na matrici gelu



Kapalinova chromatografie

+ MOBILNI FAZE pro LLC
— v RP-LLC - obvykle polarni
* ALKOHOLY - methanol, ethanol, propanol, isopropanol
* NITRILY - acetonitril
» ETHERY - tetrahydrofuran, dioxan, diethylether

— mnohdy ve smeési s vodou, smesi i vice rozpoustéedel
— gradientova x isokraticka eluce

» RADA DLE ELUCNI SILY
— vétsi elucni sila — kratsi retencni ¢asy
— voda - methanol - acetonitril - tetrahydrofuran - aceton

 VHODNA NiZKA VISKOSITA
« VHODNA TRANSPARENTNOST V UV OBLASTI



Kapalinova chromatografie
+ SEPAROVANE SLOZKY v LLC

— na nepolarnich stacionarnich fazich - nejvice zadrzovany
n-ALKANY

+ RETENCE ROSTE SE STOUPAJICi MOLEKULOVOU HMOTNOSTI
— méné zadriovény , ’
- AROMATY, HALOGENOVANE UHLOVODIKY
— jesté meéne zadrzovany (v rade)
- ethery, nitroderivaty, estery, aminy, amidy,
karboxylove kyseliny, sulfokyseliny
— retence polarnich latek velmi mala -

— retence iontovych latek (soli) - prakticky nulova



Kapalinova chromatografie
+ SEPAROVANE SLOZKY v LLC

» V ALKALICKEM PROSTREDI POTLACENA IONIZACE

BAZI - zvySeni jejich retence
» V ALKALICKEM PROSTREDI ZNACNA DISOCIACE
KYSELIN - omezeni jejich retence

.V KYS]ELEM PROSTREDI POTLACENA DISOCIACE
SLABYCH KYSELIN - zvyseni jejich retence

. V KYSELEM PROSTREDI PROTONACE BAZi
- omezeni jejich retence



Kapalinova chromatografie
+ SEPAROVANE SLOZKY v LLC

4 8

——== pH mobilni faze



Kapalinova chromatografie
+ SEPAROVANE SLOZKY v LLC

sulfachinoxalin

kapacitni pomer

sulfamethoxazol
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Kapalinova chromatografie

» TEORIE LSC (kapalinova adsorpcni)

— interakce slozek vzorku v mobilni fazi s adsorbentem
(tuhou stacionarni fazi)

» ADSORBENT - kulovite castice - @ ~10 um
» adsorpcni distribucni konstanty

— obsah slozky J ve stacionarni fazi - mol.g!
— obsah slozky J v mobilni fazi - mol.cm

* MECHANISMUS ADSORPCE
— POVRCH ADSORBENTU OBSAZEN ELUENTEM

— SILNEJI SE ADSORBUJICI SLOZKA VYTESNUJE
ELUENT



Kapalinova chromatografie
+ MECHANISMUS ADSORPCE

—adsorpcni rovnovaha o
- popis - ADSORPCNI ISOTERMY

— LANGMUIROVA ISOTERMA - tvorba monovrstvy

» linearni v oboru nizkych koncentraci
—tvar isotermy ovliviiuje tvar chromatografickeho piku
» Gaussuv profil pro linearni isotermu

» ,,protazene piky“ (,,chvostovani®) - nelinearni cast
isotermy (prilis vysokeé koncentrace)



Kapalinova chromatografie

+ STACIONARNI FAZE pro LSC
» ADSORBENT - kulovité castice - @ ~ 10 uym
* obvykle silné polarni
* plne porézni
— silikagel - hydratovaneé SiO,- KYSELOST POVRCHU
» NUTNA AKTIVACE - ,pfiméfené“ vysuseni
» SILNA RETENCE BAZICKYCH LATEK
» silikagel s velkymi pory
» § malymi pory - pod 10 nm
— alumina - OXID HLINITY
- hydroxylove skupiny na povrchu
- silné elektrostaticke pole u povrchu
— Florisil - kremicitan horecnaty




Kapalinova chromatografie

+ STACIONARNI FAZE pro LSC
» ADSORBENT - kulovité castice - @ ~ 10 uym
— alumina - OXID HLINITY
» BAZICITA POVRCHU - DELENI SLABE KYSELYCH
SLOZEK
- silné kyseliny - CHEMISORPCE
» silné elektrostaticke pole u povrchu
» pfi priblizeni adsorbatu
- v molekule indukovany dipol-moment

» vliv geometrie adsorbatu - (ne)planarita
» AKTIVACE -podobna jako u silikagelu

— Florisil - kremicitan horecnaty




Kapalinova chromatografie

+ STACIONARNI FAZE pro LSC
« ADSORBENT - kulovité ¢astice - & ~10 ym
— Florisil - kremicitan horecnaty
» polarni adsorbent
» vlastnosti - mezi silikagelem a aluminou
» 84% SiOz, 15,5% MgO, 0,5% NaZSO4
» ENVIRONMENTALNI ANALYZY
» SEPARACE POLARNICH LATEK z nepolarnich

matric
» separace chlorovanych pesticidi a PCB
» analyza organofosfatu
» separace steroidu
» separace dusikatych latek od uhlovodiku




Kapalinova chromatografie
+ MOBILNI FAZE pro LSC

— odplynéna, zbavena prachovych castic
— nepolarni mobilni faze (polarni jsou adsorbenty)
— stupnice dle elucni sily (empiricky parametr)

» vétsi elucni sila - eluent pevnéji sorbovan

* pentan - cyklohexan - benzen - diethylether - dichlormethan -
aceton - isopropanol - voda

+ BEZNE POUZIVANY BINARNI ELUENTY
— napr. HEXAN + diethylether

— GRADIENTOVA ELUCNi CHROMATOGRAFIE
» PLYNULE CI ,,SKOKOVE*“ ZMENY SLOZENi MOBILNIi FAZE



Kapalinova chromatografie

+ SEPAROVANE SLOZKY v LSC

— polarni sorbent — vice zadrzovany polarni latky, latky
s vetsi molekulovou hmotnosti

— malo zadrzovany - nepolarni uhlovodiky
— na kyselém sorbentu - vice zadrzovany bazicke latky

— na bazickém sorbentu - vice zadrzovany kyseliny



« Kapalinova chromatografie - LC
t,
[)

Uzavreny system pro HPLC

1. Zasobnik mobilni faze 2. Vlysokotlaka Cerpadla
3. Meridlo tlaku 4. Filtr 5. Tlumi¢ tlakovych pulsu
6. Kolona 7.Davkovac vzorku - pomoci ventilu

8. Detektor(y) 9. Vyhodnocovaci zarizeni



« Kapalinova chromatografie - LC

» Cerpadla pro HPLC -konstantni pritok mobilni faze
— regulovatelna hodnota toku
— vylouc€eni kontaminace mobilni faze

— vylouéeni koroze prvku cerpadel, ktera jsou ve styku
s mobilni fazi - rubin, safir, titan, teflon

— vylouceni pulsace mobilni faze
— to vse pri vysokych pracovnich tlacich - nad 10 MPa
— zdvojena pistova cerpadia s programovanym pohybem pistu
— kombinace se zarizenimi na TVORBU GRADIENTU
» elektronické fizeni vice cerpadel

* elektronicky rizeny trojcestny ventil umistéeny pred sanim
cerpadel



« Kapalinova chromatografie - LC

Davkovani vzorku pro HPLC

— sesticestny kohout s davkovaci smyckou
* naplnéni smycky vzorkem - mikrostrikacky, VENTILY

odpad
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protékajici mobilni
faze z cerpadla




« Kapalinova chromatografie - LC

* Typy kolon pro HPLC - dle vnitfniho prumeéru
— KAPILARNI KOLONY ~ desitky az stovky mikrometrd
— MIKROKOLONY ~1 mm
- ,NARROW-BORE*“ KOLONY ~ 2 mm
— ANALYTICKE KOLONY ~2 - 10 mm
— SEMIPREPARATIVNI KOLONY ~ 10 - 25 mm
— PREPARATIVNI KOLONY - nad 25 mm
+ délky - bézné - 10 - 100 cm
+ MATERIALY

— nerezova ocel

— tvrzené sklo

— Ti-Zr

— PEEK - poly(ether-ether-ketone), /poly(arylether-ether-ketone)



« Kapalinova chromatografie - LC

* Detektory pro LC
— CHYBI UNIVERZALNI

— OBTIiZNA PREDIKCE ZAVISLOSTI ODEZVY NA
KONCENTRACI JEDNOTLIVYCH SLOZEK

— SLOZITE KALIBRACE PRO KVANTITATIVNI
ANALYZU - NEPRENOSNE MEZI PRISTROJI

— OPTICKE, ELEKTROCHEMICKE
— ,POMLCKOVE TECHNIKY* - LC-MS, LC-FTIR atd.



« Kapalinova chromatografie - LC

+ Typy detektori pro LC -
- OPTICKE

» fotometricky - nejvice rozsiren v kolonove chromatografii
» UV-vis-fotometr

* fluorometricky - radoveé vyssi citlivost a nizsi mez
detekce nez pro fotometricky detektor
- méreni indexu lomu a jeho zmeén,
pro jakykoli typ latky,

— ELEKTROCHEMICKE

» voltametricky resp. amperometricky - nutnou podminkou
dobra vodivost samotné mobilni faze
» vodivostni - iontové formy slozek vzorku, omezené pouziti



« Kapalinova chromatografie - LC

+ Typy detektori pro LC -

— fotometricky/spektrofotometricky -
* prutocna cela - objem 5 - 10 pl, opticka draha - 10 mm

» deuteriova vybojka pro UV oblast, halogenova zarovka
pro viditelnou oblast

* ruzné vinoveé délky - nastavitelné - jednokanalova
detekce

« méreni SirSiho spektralniho useku - mnohakanalova
detekce - diodova pole (CCD)

* problém eluentu absorbujicich v UV oblasti
* problémy pfri gradientove eluci



« Kapalinova chromatografie - LC

+ Typy detektori pro LC -

— fluorimetricky/spektrofluorimetricky -
* prutoéna cela - objem 5 - 10 pl,
» deuteriova vybojka pro UV oblast, halogenova zarovka
pro viditelnou oblast
» EXCITACNI MONOCHROMATOR
+ rGizné vinové délky EMITOVANEHO zafeni - nastavitelné -
jednokanalova detekce
» méreni SirSiho spektralniho useku - mnohakanalova
detekce - diodova pole (CCD)
» VYSOKA CITLIVOST, MOZNOST DETEKCE NIZSICH
KONCENTRACI NEZ FOTOMETRICKY
» slozky musi fluoreskovat, nebo je mozne je snadno
preveést na fluoreskujici latky



« Kapalinova chromatografie - LC

+ Typy detektori pro LC -

— diferencialni refraktometricky -

+ kontinualni zaznam ROZDILU indext lomu mezi vytokem
z kolony a Cistym eluénim Cinidlem

* pouzitelné pro jakykoli typ latky

» NELZE POUZIT PRO GRADIENTOVOU ELUCI

» INDEX LOMU SE MENIi S TEPLOTOU

- NUTNO TERMOSTATOVAT

* malo citlivé

» POUZITi TAM, KDE NELZE POUZIT PREDCHOZI
UVADENE DETEKTORY



« Kapalinova chromatografie - LC

+ Typy detektori pro LC -

— voltametricky/amperometricky -
» vhodny pro organické depolarizarory (latky oxidovatelne
Ci latky redukovatelne)
* obvykle méreni pri konstantnim potencialu
* prutocné usporadani
* jedna polarizovatelna elektroda
— dvou- ¢i tri- elektrodové zapojeni
* vyuziti oxidacni reakce - fenoly, aromatické aminy, thioly,
peroxidy
» vyuziti redukcni reakce - ketony, aldehydy, nitroslouceniny,
konjugované estery, konjugované nitrily
» NUTNA DOSTATECNA VODIVOST MOBILNI FAZE



- GELOVA PERMEACNI chromatografie — GPC (SEC)

. DELENI DLE ROZDIiLU VE VELIKOSTI MOLEKUL
— STACIONARNI FAZE - péry o definované velikosti
— MOBILNI FAZE - teoreticky pouze transport latek

— déleni slozek podle HYDRODYNAMICKEHO PRUMERU
MOLEKUL

— MENSi MOLEKULY VSTUPUJi DO PORU

* ¢im mensi molekuly, tim vice ¢asu stravi v porech
« otazka velikosti poru, jejich uniformity a tvaru
+ sekundarni efekt - adsorpce

* Vgy=A-Blog M(J)
— pouzitelné pro homologické rady latek
— problém strukturné odlisnych latek




- GELOVA PERMEACNI chromatografie — GPC (SEC)

» DELENi DLE ROZDILU VE VELIKOSTI MOLEKUL

enolic TTBP‘

,, chromatogram
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“ ‘ ' flow time
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- GELOVA PERMEACNI chromatografie - GPC

+ DELENI DLE ROZDILU VE VELIKOSTI MOLEKUL
— STACIONARNI FAZE
* univerzalni - silikagely a skelne materialy - Porasil,
Spherosil, Bio-Glass
* pro vodné mobilni faze (tlumive roztoky)
- déleni polypetidu, proteinu a dalSich
biomakromolekul - Sephadexy - dextran
zesitovany epichlorhydrinem

v v A 4

» pro organicke eluenty (jako eluent bezne THF)
— divinylbenzenem zesitovany polystyren - Styragel

— PRACE ZA BEZNE CI ZVYSENE TEPLOTY



« IONTOVA chromatografie - IEC

 |ONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE
_ SEPARACE NABITYCH CASTIC - IONTU

— nenabite castice teoreticky prochazeji bez zadrzeni

+ ZAKLAD STACIONARNI FAZE
- MENICE IONTU - IONTOMENICE
— nosic - zesitovany polystyren, porézni silikagel
* na stacionarni fazi chemicky navazane ionty, k nim
elektrostaticky fixovany opacneé nabite protiionty
— protiionty shodné s jednim z iotii mobilni faze
— PRI SEPARACI protiion ZAMENEN ZA STEJNE
NABITY ION SEPAROVANE SLOZKY, zpétna zaména
prebytkem iontu z mobilni faze

» DOBA SETRVANI IONTU SLOZKY NA POVRCHU



« IONTOVA chromatografie - IEC

_ SEPARACE NABITYCH CASTIC - IONTU
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« IONTOVA chromatografie - IEC
 |ONTOVE VYMENNA CHROMATOGRAFIE

Q-anion exchanger DEAE-anion exchanger



« IONTOVA chromatografie - IEC

» AFINITA POHYBUJICiCH SE IONTU K FIXOVANEMU
IONTOVEMU MISTU

» OBVYKLE VE VODNEM PROSTREDI

— KATEXY - VYMENA KATIONTU - silné a slabé kyselé

» CHEMICKY VAZANE ANIONTY - SULFONOVE SKUPINY
- KARBOXYLOVE SKUPINY

» VYMENA PROTONU, SODIKOVYCH IONTU, DRASELNYCH

0
° 7
“—CHZ— 503 H_O_CHEC\
Oe
S-cation exchanger CM-cation exchanger

— ANEXY - VYMENA ANIONTU - silné a slabé bazické
» KVARTERNI DUSIKATE BAZE
» PRIMARNI C| SEKUNDARNI AMINY



« IONTOVA chromatografie - IEC

— DOBA SETRVANI IONTU SLOZKY NA POVRCHU
» IONTY S VETSIM NABOJEM ZADRZOVANY VICE
» IONTY S VETSI HMOTNOSTI ZADRZOVANY VICE
» otazka disociacnich rovnovah - nutna podpora disociace
slabych protolytu, napr. otazka volby pH

» gradientova eluce (linearni, konvexni, konkavni, ...)
» gradient pH
* gradient iontove sily




« IONTOVA chromatografie - IEC

— DETEKCE

» VODIVOSTNI DETEKTOR - nutno predem potlaéit velkou
vodivost H* nebo OH- (potlacovaci kolona pred detektorem)

+ AMPEROMETRICKY DETEKTOR - ionty jako
depolarizatory

» pfedevsim pro nékteré anionty - FOTOMETRICKY
DETEKTOR - absorpce zareni v UV ¢i viditelné oblasti



« AFINITNI chromatografie -

SPECIFICKA REVERSIBILNiI REAKCE

— antigen-protilatka, enzym-kofaktor, lektin-cukr,
parovani bazi v nukleovych kyselinach, ...

— (bio)specificky sorbent — ireverzibilni
imobilizace vhodne latky — zachyt , komplexu®

jeho disociace
* preparace, purifikace, bioanalytika

— DETEKCE

* spektrofotometricka
UV oblast
- jednokanalova, mnohokanalova (DAD)



. superkriticka FLUIDNI chromatografie

S MOBILNI FAZI V NADKRITICKEM STAVU -
SFC

» MOBILNI FAZE - ,ZKAPALNENY“ PLYN - (CO,)
— kolona ma vyssi teplotu nez je kriticka
teplota zkapalnéného plynu
— pracovni tlak znacne vyssi nez tlak kriticky
— v koloné ,,velmi husty plyn*“
* klicova rozpousteci schopnost SF mobilnich fazi
—pro SF CO, - podobna hexanu
* nizka viskosita proti kapalinam
» vyssi difusni koeficienty nez v kapalinach
~ VHODNE PRO VYSOKOMOLEKULARNI LATKY




 FLUIDNI chromatografie

S MOBILNI FAZI V NADKRITICKEM STAVU -
SFC

» MOBILNI FAZE - ZKAPALNENY PLYN - (CO,)

— VHODNE PRO VYSOKOMOLEKULARNI LATKY

 latky, ktere nelze prevest do plynne faze (hmotnost,
termolabilita) - NEPOUZITELNA GC

* polymery, oligomery, termolabilni pesticidy

* latky nelze detegovat beznymi detektory kapalinove
chromatografie - NEPOUZITELNA LC

» CHROMATOGRAF PODOBNY JAKO PRO GC



 FLUIDNI chromatografie

S MOBILNI FAZI V NADKRITICKEM STAVU

» MOBILNI FAZE - ZKAPALNENY PLYN - (CO,)
— CHROMATOGRAF PODOBNY JAKO PRO GC

— doplnéno DAVKOVACEM zkapalnéného plynu

preferovany KAPILARNI kolony

kolony 0 mensim prumeéru (0,05 - 0,1 mm)
kratsi délce (5- 10 m) nezv GC

DETEKTOR - obvykle PLAMENOVY IONIZACNI - FID

Ize kombinovat s MS detekci

namisto gradientu slozeni mobilni faze (LC) nebo teplotniho
programu (GC) - programove rizeny TLAK v SFC



« FLUIDNI chromatografie

S MOBILNI FAZI V NADKRITICKEM STAVU -
SFC

+ MOBILNI FAZE - ZKAPALNENY PLYN -

VVVVVV

v v LA &4

— SF¢, - vyssi kriticka teplota, nizsi kriticky tlak,

problém koroze FID

’ ’ g ’ C ' f HPLC, SFC, and HT-SFC
— Xe - nizka kriticka tep|0ta, O ans-tiban Oide -
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« ELEKTROMIGRACNI METODY

+ POHYB NABITYCH CASTIC VLIVEM
STEJNOSMERNEHO ELEKTRICKEHO POLE

-4 4 . LA /4 7 u Electric field strength .
» deleni v kapalne fazi (,,kapalne fazi) \ N

) 4 I 4 W Y 4 b \.\ \
* polarni prostredi (mnohdy vodne) \\\\

» sila pusobici na nabitou ¢astici

-F,=QE=zeE, E - intenzita pole \\ N\
* uvedeni ionti do pohybu g\\

» (hlavni) sila brzdna - odpor prostredi
- F,=-kv=-6mnry, v - rychlost pohybu castice,
n - dynamicka viskosita
r - polomer iontu




« ELEKTROMIGRACNI METODY

+ POHYB NABITYCH CASTIC VLIVEM
STEJNOSMERNEHO ELEKTRICKEHO POLE
- QE=kv
-v=QE/k=uE, u-pohyblivost Castice
— pohyblivost castice - ovlivnéna
* viskositou prostredi
* rozmérem a tvarem iontu
* nabojem iontu
 mirou disociace dané latky

 DELENI DLE ODLISNYCH POHYBLIVOSTI

+ u=v |E konstantni E - ELEKTROFOREZA
konstantni v - IZOTACHOFOREZA



« ELEKTROMIGRACNI METODY
 DELENI DLE ODLISNYCH POHYBLIVOSTI

-~ u=v |E
_ konstantni E - ELEKTROFOREZA

* 1892 - POHYB ANORGANICKYCH CASTIC V KOLOIDNIM
ROZTOKU

» 1937 - METODA POHYBLIVEHO ROZHRAN|i -
Arne Thiselius - déleni proteinu krevniho séra
(1948 - Nobelova cena)

+ 1949 - ZONOVA ELEKTROFOREZA - Pauling (papirovy nosic)
» 1955 - GELOVA ELEKTROFOREZA - Smithies ($krobovy gel)
» 1981 - KAPILARNI ELEKTROFOREZA - Jorgenson a Lukacsova

. soucasnost - ELEKTROFOREZA
NA CHEMICKYCH MIKROCIPECH




» ELEKTROMIGRACNI METODY
+ ELEKTROFOREZA - ELFO D8

-
— KAPILARNI

» Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)
» Kapilarni gelova elektroforeza (CGE)

— rF —— e— — q— I.

— GELOVA ZONOVA ELEKTROFOREZA
» VERTIKALNI, HORIZONTALNI, VICEROZMERNA
+ SKROB - SGE (,STARCH¥)
» POLYAKRYLAMID - PAGE (,,POLYACRYLAMIDE¥)
« ACETYLCELULOSA - CAGE (,,Cellulose Acetate®)
+ AGAROSA (agar) - AGE (,,AGAROSE¥)



« ELEKTROMIGRACNI METODY
+ ELEKTROFOREZA - ELFO

— dve elektrody (oddelenée diafragmou)
- propojené vodivym elektrolytem - v kapilare, v poréznim
materialu - ,konstantni elektrické pole v systému

Vlastnost SGE PAGE CAGE AGE
oddéluje podle naboje ano ano ano ano
oddéluje podle velikosti ano ano ne ne
pocet fezll z jednoho gelu az >6 vétsinou 1 1 1
Toxicky ne ano ne ne
délka elektroforetické migrace 3-24h 0,5-6h 0,3-3h 0,5-4h
minimalni mnozstvi vzorku 2ul 2ul 0,5ul 1ul
maximalni mozné mnozstvi  >50pl >50pl Sul >50pl
jednoho vzorku na gelu

nezbytné mnozstvi barviciho  5-50ml 10-50ml 1-3ml 10-50ml
roztoku

pouzité napéti (V/cm) 1-10 5-10 <3 20
nutné chlazeni ano nekdy ne ano

snadna manipulace s gely obvykle vétSinoune ano ano



« ELEKTROMIGRACNI METODY

ELEKTROFOREZA - ELFO

— kontinualni
* stejny pufr v elektrodovych prostorech jako v gelu
» odlisny pufr u elektrod a v gelu

— multifazicka - 1) koncentrujici gel - s vetsimi pory
2) rozdelujici gel - s malymi pory

— izoelektricka fokusace (IFE)-
PAGE - nosné amfolyty, smes polyamino a
polykarboxylovych skupin - gradient pH v gelu -
od anody ke katode - (silna kyselina u anody,
silna zasada u katody)

— proteiny putuji do mist, kde pH odpovida jejich pl



« ELEKTROMIGRACNI METODY
+ 2D - ELEKTROFOREZA

napriklad:

* jeden smer IFE
* separace dle pl

* druhy smer SDS-PAGE
(SDS - dodecylsulfat sodny)
* deleni dle molekulové
hmotnosti




« ELEKTROMIGRACNI METODY
+ ELEKTROFOREZA - ELFO

— KAPILARNI - kfemenna kapilara s polvimidovym povlakem

kapiléra sbér dat

detektor

zdroj vysokého
napéti

zakladni elektrolyt

VZOREK



« ELEKTROMIGRACNI METODY

 ELEKTROFOREZA - ELFO
— KAPILARNI - kiemenna kapilara s polyimidovym povlakem
* objem kapilary - méne nez 10 ul
* kapilara obvykle vyplnena pufrem, gelem - zlepSeni separace
makromolekul
* davka vzorku - 10 nl
* napeti 10 - 30 kV
* obvykle spektrofotometricka detekce v ,okénku"
v miste bez polyimidového povlaku

» detekce fluorescencni - LIF - laserem indukovana fluorescence
* doba separace — cca do 10 min
* peptidy, proteiny, nukleove kyseliny
* anorganicke kationty a anionty
* jontova farmaka, huminové kyseliny, analyza potravin




« ELEKTROMIGRACNI METODY
 DELENI DLE ODLISNYCH POHYBLIVOSTI

- u=v |E

— konstantni v - IZOTACHOFOREZA

» kapilarni - objev v 60. letech 20.stoleti
* dva elektrolyty s odliSnou pohyblivosti iontu
+ elektrolyt s VELKOU pohyblivosti - VEDOUCI
+ elektrolyt s MALOU pohyblivosti - KONCOVY
» VZOREK VNASEN NA ROZHRANI ELEKTROLYTU
— VZOREK SE DELI DLE POHYBLIVOSTI IONTU
V NEM OBSAZENYCH
- vytvari zony mezi vedoucim a koncovym
elektrolytem - SAMOZAOSTRUJICI EFEKT
—vsechny zony se pohybuji stejnou rychlosti



« ELEKTROMIGRACNI METODY

ustaleny stav

, —
 |IZOTACHOFOREZA - pohyb aniontu



« ELEKTROMIGRACNI METODY
+ |ZOTACHOFOREGRAM




« ELEKTROMIGRACNI METODY

* |IZOTACHOFOREGRAM

— VYSKA ZONY - kvalitativni informace o iontech
* souvisi s vodivosti dané zony - s pohyblivosti iontu

— DELKA ZONY - KVANTITATIVNI INFORMACE

* koncentrace latek v zonach dana slozenim a
koncentraci vedouciho elektrolytu (vSemi zonami protéka
stejny proud) - pro danou latku konstantni pres celou zonu -
délkou zony tak dano celkové latkové mnozstvi daného
jontu

— DELKA ZONY - vzdalenost maxim na derivaénim zaznamu



« ELEKTROMIGRACNI METODY
. konstantni v - IZOTACHOFOREZA
— intenzita elektrického pole charakteristicka pro zonu
— KATIONTOVA - DELENI DLE POHYBLIVOSTI KATIONTU
— ANIONTOVA - DELENI DLE POHYBLIVOSTI ANIONTU
— INSTRUMENTALNI VYBAVENI

— separacni kapilara - prumeér 0,5 mm, délka az 50 cm,
PTFE, FEP - perfluorovany PE + PP

— objem vzorky - mikrolitry - kohout Ci strikacka

— pouzivané napeti - radove kV

— STABILIZOVANY PROUD - STOVKY MIKROAMPER
— vodivostni detektor, teplotni detektor, UV-detektor



« ELEKTROMIGRACNI METODY

+ konstantni v - IZOTACHOFOREZA
— INSTRUMENTALNI VYBAVENI

zdroj

koncovy elektrolyt

TE/

konstantniho

proudu

|
—ilc —H HNdstFikové zaFizeni

l—— separacni kapilara

Sbér dat

\*HV

—

vedouci elektrolyt



« ELEKTROMIGRACNI METODY

konstantni v - IZOTACHOFOREZA
— aplikace
» ANALYZA IONOGENNICH LATEK V ZIVOTNIM
PROSTREDI
» ANALYZA POTRAVIN
» BIOCHEMICKA ANALYZA

— KOMBINACE IZOTACHOFOREZY A

ELEKTROFOREZY

1. 1ZOTACHOFOREZA - ZAKONCENTROVANI SLOZEK
DO ZON

2. ELEKTROFOREZA - VYSOKE ROZLISENI SLOZEK



