Capillary Zone Electrophoresis, CZE

ELEKTROMIGRACNI SEPARACNI METODY

1) Kapilarni zénova e ektroforéza (CZE)
2) Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

3) Micelérni elektrokineticka kapilarni chromatografie

(MECC, MEKC)

4) Elektrochromatografie v naplnénych kapilarach

(EC, CEQ)

5) Kapilarni izoel ektrické fokusovani (CIEF, IEF)

6) Kapilarni izotachoforéza (CITP, ITP)

Kapiléra z kiemenného skla (fused silica)
svngjsi vrstvou polyimidu

vniténi pramér : 50, 75 nebo 100 um
vnéjSi pramér : 375 um

75 mmi.d.
375 mm o.d.

Vyuziti dvou transportnich jevi :
1. elektroforeticka migraceionti
2. elektroosmoaticky tok kapaliny

ELEKTROFORETICKA MIGRACE

iontova sféra

U
Vef i = Mg i XE=Mgf R

elektroforetickarychlost : ve; [m/g]
elektroforeticka pohyblivost : mg; [m%Vs]

Fai =Q>E Ry = - 610 X
Fyi = M Fai =- R
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m D —
T
lont n[nm) r[nm] m [0 ecm? Vs

Li* 0,152 0,380 4,01
Na’ 0,186 0,316 5,19
K* 0,227 0,272 7,92
Rb* 0,248 0,268 8,06
Cs' 0,265 0,268 8,00
r; iontovy polomer

r, polomér hydratovaného iontu
m; limitni iontova pohyblivost

lont m; [10* cm?/Vs]
NO,  -7,44
NO;  -7,40
S0 -8,29
HSO* -5,18

m; limitni iontova pohyblivost

elektrofor eticka pohyblivost
limitni iontovéa pohyblivost
- pti nekone¢ném ztedéni, tj. pii | — 0
aktualni iontova pohyblivost
- pri jisté koncentraci elektrolyti v roztoku, tj. pfi 1 >0
efektivni polomér iontu souvisi s hydrata¢ni sférou iontu

efektivni ndboj iontu souvisi siontovou silou roztoku, kter&
se projevuje retardaénim arelaxaénim efektem

ELEKTROOSMOTICKY TOK (ELEKTROOSMOZA)

Ky

von Smoluchovského rovnice:
&r X0 % o

Veof = Mgt XE=

L=0,5m, U=30000V, Mg = 0,0005 cm?V's

— Vgt =3 mm/s
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ELEKTRICKA DVOJVRSTVA
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RYCHLOSTNI PROFIL
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TEPLOTNI PROFIL
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chlazeni kapilary :
a) vzduchem

b) kapalinou

CZE - PRISTROJ

zdroj vysokého
’e napétl'

separacni kapilara
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detektor dektroda
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CZE - SEPARACN|I MECHANISMUS

rychlost zony: Vpoz,i = Veof * Vef

Veof >0,Vef+ >0,ver . <0

zOna elektrické pole
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ELEKTROFEROGRAM
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POCITANI POHYBLIVOSTI
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Mg i > 0 pro kationty
Mg i <O pro anionty

Myozi > 0 pro oboje, pokud ‘mef i ‘ < |meof |

SLABE ELEKTROLYTY (kysdliny)

HA+H,0U A" +H0" Ka:m
[HA]

Al 10K 1
[HAJ+[A"] 10 P<a +10° P 14+200Ka PP
Meff HA = M- xL:mA' x;

’ [HA] +[A"] 1+10Ka”PH)

Mg ia efektivni elektroforeticka pohyblivost
ma. iontova pohyblivost

kysbenzoova pK.=42 m,=-3410"cmVs
1

0 [HA]>>[A]
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My, [107 eV
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SLABE ELEKTROLYTY (zésady)
K, = BLAH:OT]
[BH"]
[BH'] _ 10 pH _ 1
[B]+[BH'] 10°P" +10 Pa

BH*+H,00 B+H;0"

- 1+ lo(pH' pK,)

_ [BH'] _ 1
meff,B =m o ———
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Mgy iONtova pohyblivost
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VICESYTNE ELEKTROLYTY

kyselina m-hydroxybenzoovéa

pK1=406  Mgpua. =-3,36:10* cm?Vs
pPK, =992  mgap =-5,3810" cm?/V's
distribu¢ni diagram
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PUFRY

tetraboritan sodny, Na,B40;, pK,=9,2
kyselinafosforednd, fosforetnan, pK,=2,1, m;=-3,4
kyselinafosforetnd, fosforecnan, pK, = 7,2,m; = -5,8
kyselina fosforecnd, fosforecnan, pK,= 12,7, m = -7,1
kyselina octova, octan, CH;COOH, pK,=4,8, m; = -4,2
kyselinacitronov, citrat, CsHgO7, pKa=3,1, m =-3,1
kyselina citronova, citrat, CsHgOy, pK,= 4,8, m = -5,4
kyselinacitronov, citrat, CgHgO7, pKa = 6,4, m; =-7,0
MES, O(CH,CH);N-(CH,),-SO:H, pK, = 6,1, m = -2,7
MOPS, O(CH,CH,),N-(CH,)s-SO:H, pKo=7,2, m; = -2,4
TRIS, (HOCH,)sC-NH,, pK,=8,1, my =2,9

CHES, CH(CH,CH,),CH-NH-(CH,),-SO:H, pK,= 9,5
CAPS, CH(CH,CH,),CH-NH-(CH,)3-SOsH, pK, = 10,4

m, [10* cm?/V ] iontova mobilita
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VLIV _KONCENTRACE PUFRU

1 tyramin, 2 thiomocovina, 3 uracil, 4 m-nitrofenal,
5 kyselina benzoové, 6 o-nitrofenol

12 3 4 36
20 MM H “

Absorbance
(6]
3
<

ey |||

Migration Time [min]

Na,B.,O; meof[cm*/Vs] Rs6
20mM 8,08-10* 2,24
10mM 8,33.10" 1,49
5mM 8,00-10" 0,85
2,5mM 9,74.10* 0

VODIVOST ELEKTROLYTU aMOBILITA

specifickavodivost : «

U
molarni vodivost: A= =_1_ [m
c Ex

BY =(B"®),(Y*)y

Jg =z XX Cgy W g = Zg X0 Ty XMt g XE
vy =2y XXy gy Wy =2y XXy Xy XMy XE
iy =|ig| *|iv| = Frcay ><E>12Y|xy>‘(|mef,|3| +|mef,Y|)

|zv |y =25 %0

molarni vodivost :

Agy = Eji; = Fozg 0|t g +|met v [)

0 1 2 3 4 5 6 7

ekvivalentova vodivost :

1 o o
meff,S = C—%alci >‘mef,i = 'alxi >‘mef,i
s i= i=

UCINNOST SEPARACE

GE :Hﬂd

a

N =

rozmyvani zon difuzi : o E,i = 2>D; X g,

H :GE,i _ 20 dpigi _ 2XD; _ 2>XD;
T lq Voo (Mefi + Megr ) XE
lg _ 1g*E
Nj=—= Mg | + M,
T 2><Di>( eff,i + Meof )
z elektroferogramu :
t2. t2. .
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Wit Wt 12
Hi :I_d
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celkové H:
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ROZLISENI
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a2 D XMy
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DAVKOVANI VZORKU

elektrokinetické hydrodynamické

stlageny
vzduch

vzorek

Elektromigracni metody, C230P24



DETEKCE v CZE

1. absorpéni fotometricky detektor (UV, VIS)
piiméa a nepiima detekce

2. fluorimetricky detektor

3. vodivostni detektor

4. amperometricky detektor

5. detektor s diodovym polem (DAD)

6. hmotnostni spektrometr jako detektor

ANALYTICKA INFORMACE
Z EL EKTROFEROGRAMU

RESULTS

Peak RT(min) Height Area W50%
1 3422 0329 0633 0.029
2 4203 2669 888  0.054
3 7115 3791 9.25%  0.039
4 7942 0463 115 @ 0.042
5 8072 1077 2949 0.044

kvalitativni informace:

poloha piku — migratni ¢as

— eektroforeticka pohyblivost - druh latky
(metoda standardii)

kvantitativni informace:

plocha piku — mnozstvi, koncentrace étky
a) metodakaibratni primky

b) metoda standardniho piidavku

) metoda vnittniho standardu

CZE ANORGANICKYCH ANIONTU

kapilara: 75 ymi.d., 61 cm, 72 cm

separacni pufr : 5 mM K,CrO, +0,5mM TTAB (pH =8,0)
separacni napéti : -15 kV (15 pA)

davkovani vzorku : 20 mBar / 6 s (= 13 nl)

nepiima fotometricka detekce pii 254 nm

piky: 1. chloridy (18 mg/l; 0,2 ng ve 13 nl)
2. sirany (69 mg/l; 0,9 ng ve 13 nl)
3. dusitany (20 mg/l; 0,3 ng ve 13 nl)
4. dusi¢nany (19 mg/l; 0,2 ng ve 13 nl)
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CZE ANORGANICKYCH KATIONTU

kapildra: 75 pmi.d., 51 cm, 51 cm

separacni pufr : 20 mM kyselina citronova + 10 mM LiOH
(pH=298)

separacni napéti : 30kV (13 pA)

davkovani vzorku : 10 mBar / 6s (= 9nl)

vodivostni detekce

piky: 1. K" (195mg/l;2ngv 9nl)
2.Na" (115 mg/l; 1ngv 9 nl)

synl
22,00 1
sl
P’

AFNILT |

rl

AERI
1w’
1600 | :
1500

AEAILL

n.an Lnn an EREN ] 5.0N Rl e [TT1i1I]

CZE HERBICIDU

kapildra: 50 umi.d., 40 cm, 47 cm

separacni pufr : 20 mM fosfore¢nan (pH = 5,6)
+2mM a-cyclodextrin

separacni napéti : 25 kV

davkovani vzorku : 35 mBar / 4 s (= 4,5nl)

piima UV fotometrické detekce pti 200 nm

piky:

1. 4-(2,4-dichlorfenoxy)maselna kyselina

2. 4-(4-chlor-2-metylfenoxy)masel nd kyselina
3. 2-(2,4-dichlorfenoxy)propionova kyselina
4. 2,4-dichlorfenoxyoctova kyselina

5. 4-chlor-2-metylfenoxyoctova kyselina

6. 2-(2,4,5-trichlorfenoxy)propionova kys.

7. 2,4,5-trichlorfenoxyoctova kyselina
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CZE ROPINIROLU A JEHO NECISTOT

kapildra: 50 umi.d., 40 cm, 47 cm

separacni pufr : 100 MM Na;B,O; + 30 mM MgSO,
(pH =8,7) s20% CH:CN

separacni napéti : 30 kV (33 pA)

davkovani vzorku : 11 nl (2 mg/ml )

piima UV fotometrické detekce pti 254 nm
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