Kapilarni zonova elektrofor éza (CZE)

(Uloha pro pokrocil é praktikum)

Domaci priprava

1. Prostudujte si vypocet elektroosmotické mobility a efektivnich elektroforetickych
mobilit z elektroferogramu.

2. Progtudujte si vliv pH na efektivni elektroforetickou mobilitu v CZE.

3. Prostudujte si vztahy, které pouZivame k vypoctu poctu teoretickych pater, vySkového
ekvivalentu teoretického patra a rozliSeni v chromatografii.

4. Prostudujte si piiloZenou "Teorii k metodé stadardniho pridavku".

5. Prineste si s sebou poéitacku.

Experimentalni dkoly

1. Odpipetujte 100 m vzorku do malé davkovaci zkumavky a zaznamenejte jeho
elektroferogram.

2. Prirad’te jednotlivé piky prislusnym douceninam obsazenym ve vzorku, kdyz vite, Ze
vzorek obsahuje nadedujici slouceniny, které migruji v tomto poradi:
tyramin, thiomocovina, m-nitrofenol, kyselina benzoovéa a o-nitrofenol.

3. Ke 100 m vzorku v malé davkovaci zkumavce pridgte 30 m m-nitrofenolu o
koncentraci 1,0 mg/ml (7,2 mmol/dm®) a po promichéni vzorku se standardnim pridavkem
zaznamengjte opét jeho elektroferogram.

4. Vytisknéte s oba dva eektroferogramy opatiené prisludnou tabulkou s integracnimi
vydedky.



Experimentalni podminky

prameér kapilary : 75 mm
délka vstup-detektor : uvedeno u pristroje
celkovadélka: uvedeno u pristroje
davkovani : hydrodynamické 10 mbar / 0,1 min
separa¢ni napéti : 30 kV (vstupni elektroda je anoda, vystupni katoda)
rampa: 6 kV/s
separacni pufr : 20 mM tetraboritan sodny (pH = 9,1)
detekce : fotometricka (UV absorpéni pri 220 nm)
znatkovat EOF : thiomocovina
separované latky : tyramin = 4-(2-aminoetyl)fenol
m-nitrofenol
kyselina benzoova
o-nitrofenol

Vyhodnocovaci ukoly

1. Z prvniho elektroferogramu vypocitegjte elektroosmotickou mobilitu (mey)
elektroosmotického toku a efektivni elektroforetické mobility tyraminu (mgs 1) akyseliny
benzoove (mgy g) za danych experimentanich podminek.

2. Z prvniho elektroferogramu vypocitejte efektivni elektroforetické mobility o-nitrofenolu
(mgt 0) am-nitrofenolu (Mg v) aelektroforetické (iontove) mobility o-nitrofenolatového
(mo.) amenitrofenolatového (my.) aniontu za danych experimentalnich podminek.

3. Z prvniho elektroferogramu vypocitete pocet teoretickych pater (n) a vyskovy
ekvivalent teoretického patra (H) pro danou kolonu vzhledem k m-nitrofenolu a rozligeni
(R1.2) mezi piky kyseliny benzoové a o-nitrofenolu.

4. Vypocitejte koncentraci m-nitrofenolu ve vzorku z ploch pika m-nitrofenolu zmétenych
pied standardnim piidavkem a po standardnim pridavku (jednobodova metoda
standardniho piidavku).

5. Vypocitejte délku zény a objem vzorku nadavkovaného do kapilary a mnozstvi
m-nitrofenolu v pmol a ng, které bylo nadévkovano v prvnim experimentu.
Kolikrét 1ze teoreticky nadavkovat ze 100 i vzorku?



Teorie k metodé standar dniho pridavku

V HPLC, GC a CZE se be¢zné pouziva n¢kolik kvantitativnich vyhodnocovacich metod:
metoda vnitini normalizace, metoda absolutni kalibrace, metoda vnitiniho standardu a
metoda standardniho piidavku. Tato podedni kvantitativni vyhodnocovaci metoda, tj.

metoda standardniho pridavku, umoziuje odstranit rudivy vliv matrice pri kvantitativni

andyze. Pri této metodé zmeétime ngprve analytickou odezvu (tj. plochu piku)
stanovovane latky v piavodnim vzorku, ktery je ur¢en k anayze (prvni experiment). Ve
druhém kroku pridame k pavodnimu vzorku standardni piidavek vlastni stanovovaneé latky
0 znamém mnozstvi a opét zmerime analytickou odezvu (tj. plochu piku) stanovované
ldky v takto ziskaném vzorku se standardnim piidavkem (druhy experiment). Ze
ziskanych ploch piki stanovované latky v piavodnim vzorku a ve vzorku se standardnim
piidavkem o zndmém mnoZstvi stanovované latky jsme potom schopni vypocitat

koncentraci (popt. mnoZstvi) stanovované latky v pavodnim vzorku.

Koncentrace stanovované latky v pivodnim vzorku : ¢k [moI/dm3]

Objem pavodniho vzorku : V [m]

Plocha piku stanovované latky v pavodnim vzorku : A1 [V

Objem standardniho pridavku : Vg, [m]

Koncentrace stanovovangé latky ve standardnim pridavku : cg [moI/dm3]
Plocha piku stanovované latky ve vzorku se standardnim piidavkem : A, [Vs]

Neznamou velicinou je cx avychozimi znamymi velicinami jsou V, Ay, Vg, Cp aAo.
Pavodni vzorek obsahuje latkové mnozstvi stanovované latky m = ¢ ¥ [mmol] a
standardni pridavek obsahuje latkove mnozstvi stanovovane latky ng = Cgp Vg [Mmol].
Vzorek se standardnim pridavkem obsahuje tedy celkové latkové mnoZstvi stanovované
latky np + ng , jeho celkovy objem je V + Vg a tudiz koncentrace stanovovane latky v
tomto vzorku je rovna

N+ Ng  Cy>VtcegdV
V + V540 V+ V540

Cyr = P [mmol/m nebo moI/dm3].



Pii andyze je do pristroje v prvnim experimentu davkovana ¢ast pavodniho vzorku o
objemu V4 [M] (tzv. davkovany objem) a stejny objem vzorku se standardnim piidavkem
je do pristroje davkovan ve druhém experimentu. Latkové mnoZstvi stanovované létky
davkované do pristroje v prvnim experimentu je tedy nqi = cx ¢ [mmol] alékové
mnozstvi sanovovaneé latky davkované do pristroje ve druhém experimentu je rovno

Ny + Ng

— — — P
Ngo = CoXAVyg= —— Xy = /g [mmol] .
d2 27 V + Vg d V+V d | |

Analyticka odezva pristroje (tj. plocha piku) pozorovana v prvnim experimentu je primo
umérna latkovému mnoZstvi stanovované latky dévkovanému do piistroje v prvnim

experimentu Ay = RFxg1 = RFxc, ¥y , kde RF je tzv. faktor odezvy (response

faktor) prislusného detektoru pro stanovovanou latku a tikd, jak velkou andytickou
odezvu (v naSem piipadé plochu piku) poskytuje jednotkové ldkové mnozstvi prislusné
stanovované latky. Analytickd odezva pristroje (plocha piku) pozorovana ve druhém
experimentu je také primo Umérna latkovému mnozstvi stanovované latky davkovaného
do prigtroje ve druhém experimentu a konstantou Umernosti je stginy faktor odezvy, nebot’

se jedna o stginou latku (tj. stanovovanou latku)

Ny + Ng Cx >V +Cq Vg
Ao = RFXgo = RFxcy Xy = RFx———%X/y = RFx Ay .
' V + Vg V+ Vg

Dame-li obé¢ zmeiené plochy pika stanovované latky do pomeéru, vykrati se nam

parametry, které nabyvaji v obou dvou experimentech tychz hodnot (tj. RF aVy)

ch 'V +Cg >V
V + VSp

Aq RF>C, Xy Cy ><(V + Vsp)

RF

Y
d Cx XV +Cq NVg,

Osamostatnénim koncentrace ¢, z predchazejici rovnice ziskdme vztah pro vypocet

koncentrace stanovované latky v ptivodnim vzorku z vychozich znamych veli¢in metody

standardniho piidavku



A1V,

x T ><A2>(V1+VS|O)' A1 ¥V,

Pokud vyjadtime koncentraci stanovované latky ve standardnim pridavku (tj. cg) v jinych
jednotkach (napt. v mg/ml), 1ze pouzit stejny vztah pro vypocet koncentrace stanovované
latky v pavodnim vzorku (tj. ¢cy), aviak tato koncentrace vyjde ve stgjnych jednotkach, v
jakych byla vyjadirena koncentrace stanovované latky ve standardnim piidavku (tedy napt.
v mg/ml).



