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Kapilarni elektroforeéza

Interaktivni navod
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Kapilarni elektroforeza — CE
Interaktivni navod

. Princip separace

Separace iontovych a neutralnich latek

2. Zaklady instrumentace pro CE

Schéma pristroje, davkovani vzorku, moznosti detekce

3. Priprava k separaci

Priprava separacni kapilary, kazety

4. Laboratorni navody — literatura v IS STAG

Stanoveni iontu CZE, stanoveni kofeinu MEKC




‘ Princip separace

= Rozdilna rychlost migrace nabitych latek v elektrickem poli — kapilarni zénova
elektroforéza
= Prfi separaci se uplatnuji dva jevy — elektroforéza a elektroosmoéza

= Vysledny pohyb iontl je dan vektorovym souctem migrace a elektroosméozy

Klikni na
video pro
prehrani Elektroosméza  Kapilarni zénova elektroforéza
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Zdroj: Agilent Technologies, www.agilent.com

DalSi snimek
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‘ Rozdeleni elektromigracnich metod

Metoda Mechanismus separace

Kapilarni zénova elektroforéza
(CZE)

Kapilarni izotachoforéza (CITP)

Micelarni elektrokineticka kapilarni
chromatografie (MEKC)

Kapilarni gelova elektroforéza
(CGE)

Kapilarni izoelektricka fokusace
(CIEF)

Kapilarni elektrochromatografie
(CEC)

Elektroforeticka pohyblivost
Elektroforeticka pohyblivost

Hydrofilni a iontove interakce s
micelami

Sitovy efekt — rozdily v molekuloveé
hmotnosti

|zoelektricky bod, pl

Rozdélovani mezi stacionarni a
mobilni fazi

DalSi snimek

Navrat do menu




Separace neutralnich latek pomoci CE

= kombinace kapilarni elektroforézy (elektroforéza, elektroosmodza) a
chemické rovnovahy (distribuce, iontova vyména, tvorba komplexu)

= interakce analyzovanych latek s tzv. pseudostacionarni fazi (PS)

Typ EKC Pseudostacionarni faze
micelarni EKC (MEKC) micelarni pseudofaze — aniontovy, kationtovy
nebo neionicky tenzid
mikroemulzni EKC (MEEKC) kapky nepolarniho rozpoustédla v mikroemulzi
cyklodextrinova EKC, CD-MEKC neutralni nebo nabité cyklodextriny
Miceldrni solubilizace -, M:fm;z_e_: ~ Zdroj:
7 Analyt Gi Foret F.,, Kfivankova L.,
maracs Q : Elektroosmoticky tok Bocek P" Cap illary Zone
J . y Electrophoresis, Wiley,
+ CNe 1993.
7/ SDS micela
PN O JN

SDS monomer Inkluze
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Zaklady instrumentace pro CE

= Schéma pristroje pro kapilarni elektroforézu

1,2 elektrolyt
3 vzorek
4,5 elektrody

6 separacni kapilara
7/ zdroj vysokého napéti

6 8 detektor
9 pocitac

4 8D 5—> PC
-~ I
1 3 i 2
HVPS

Zdroj: Fischer J., Jandera P. in Electrokinetic
chromatography (Pyell U. ed.), Wiley, 2006. DalSi snimek
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Priklad pristroje pro kapilarni elektroforézu

= Celkovy pohled na pristroj pro kapilarni elektroforézu Beckmann
P/ACE 2100 s fidicim pocitaCem

DalSi snimek
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Davkovani vzorku do CE kapilary

= Davkované objemy radove v nl

= Hydrodynamické — aplikace tlaku po dobu nékolika sekund

= Elektromigracni davkovani

pressure

j_

S BGE

Zdroj: Fischer J., Jandera P. in Electrokinetic
chromatography (Pyell U. ed.), Wiley, 2006.

S BGE

HVPS

BGE

DalSi snimek
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Autosampler kapilarni elektroforézy

= Detail karuselu autosampleru pfistroje pro kapilarni elektroforézu s
nadobkami pro elektrolyty a vzorky

DalSi snimek
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Moznosti detekce v kapilarni elektroforéze

= Spektrofotometricky v UV a viditelné oblasti, vodivostni,
fluorescencni, hmotnostni spektrometr

= On-column, pfipadné end-column detektory
= ZvySeni citlivosti detekce — prodlouzeni optické drahy = bublinkova

Cela, Z_Cela Bubble Cell High-Sensitivity Cell Z-Cell

----------------

Zdroj: Agilent Technologies, www.agilent.com

Deuteriova vybojka pouzivana jako zdroj UV zareni
ve spektrofotometrickych detektorech pro
kapalinovou chromatografii a kapilarni elektroforézu
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Priprava k separaci

= Priprava k analyzam kapilarni elektroforézou zahrnuje pripravu
separacni kapilary, jeji instalaci do kazety, volbu a pfipravu
zakladniho elektrolytu a pfipravu vzorku

= Volba zakladniho elektrolytu a uprava vzorku zalezi na konkrétnim
pripade analyzy — viz. laboratorni navody

DalSi snimek
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‘ Postup pripravy separacni kapilary

S

Klikni na
video pro
prehrani

1. Naméreni potrebné délky kapilary, oznaCeni detekCniho okénka

2. Rezéani kapilary keramickym noZem (diamantovym noZzem)

3. Odstranéni polyimidu v miste detekCniho okénka (opaleni, odleptani)
4. QOcisténi kapilary v misté detekCniho okénka

DalSi snimek
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Detekcni okenko na separacni kapilare

Dole: kfemenna kapilara s neporusenym ochrannym polyimidovym
povlakem

Uprostred: opaleny polyimidovy povlak v misté detekCniho okénka
Nahore: vytvorené detekéni okénko po omyt| opaleneho polylmldu
ethanolem . ——

DalSi snimek
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Instalace separacCni kapilary do kazety

Kazety se separacnimi kapilarami pro ruzné pfistroje pro kapilarni
elektroforézu:
Vlevo: kazeta pro Capel 105 (Lumex)

Uprostred: kazeta pro P/ACE 2100 (Beckman-Coulter)
Vpravo: kazeta pro 3PCE (Agilent)

Klikni na obrazek
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Instalace separacCni kapilary do kazety

Kazety se separacnimi kapilarami pro ruzné pfistroje pro kapilarni
elektroforézu:

Vlevo: Kapilara je umisténa uvnitr plastové hadicky, ve které proudi chladici kapalina

Uprostred: Kazeta s kapalinovym chlazenim (prostor s chladici kapalinou vymezen modrym
tésnénim), separacni kapilara je navinuta na bubinku v levé Casti kazety.

Vpravo: Kazeta s vzduchovym chlazenim, separacni kapilara je navinuta na bubinku uprostred.

Na vSech obrazcich
jsou dobre patrné
pripravky (alignmenty)
k zajiSténi presné
polohy detekéniho
okénka na separacni
kapilare v detektoru.

Klikni na obrazek
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