Kapilarni elektroforéza

Stacking
On-line zakoncentrovani vzorku piimo v kapilére, tzv ,,stacking®, hraje dtlezitou roli pii stanoveni velmi

ziedénych analyti. BEhem stacking procesu dochazi k zakoncentrovani vzorku, kdy nadavkovana dlouha
zo6na s nizkou koncentraci vzorku je fokusovana do zony kratké o koncentraci podstatné vyssi. Pak
nasleduje separace individualnich zon a jejich detekce.
Stacking proces miize byt zalozen na riznych principech, v tomto cviceni se seznamime se zakladnim
principem, kde v kazdém bod¢ kapiléary plati Kohlrauschova regulacni funkce
> ci/M; = konst.

kde c; je analytickd koncentrace a |; iontova mobilita komponenty i .
Po nastiiku dlouhé ziedéné zony o nizké koncentraci vzorku a tudiz o nizké vodivosti dané zony a vlozeni
separac¢niho napéti na kapilaru, je intenzita elektrického pole na této zon¢ mnohem vyssi nez na zbytku
kapilary. Tam je vodivost dana sloZenim zékladniho elektrolytu (BGE) a je podstatné vyssi. Vlivem vyssi
intenzity elektrického pole nadavkované zony migruji ionty analytu rychleji, nez by migrovaly
v zakladnim elektrolytu az k rozhrani analyt-zakladni elektrolyt, kde jsou po priichodu rozhranim vlivem
principt klasické zonové elektroforézy.
Tento proces budeme sledovat a) na pocitac¢i pomoci simula¢niho programu Simul 5

b) pii analyze na komercnim piistroji BioFocus 3000 fy BioRad

A) Simulace pomoci programu Simul 5

Simula¢ni program SIMUL 5 (prof. Gas, www.natur.cuni.cz/gas) umoziuje sledovani koncentracniho
profilu kazdé ze slozek zvoleného elektrolytového systému (BGE i vzorek), pH a vodivosti v kazdém
bod¢ migracni drahy v zavislosti na ¢ase. Na zaklad¢ toho lze predpovédét pribeh realné analyzy a zvolit
jeji optimdlni podminky.

1. Seznameni s programem, parametry dileZité pro vypocty — iontova mobilita, disocia¢ni konstanta,
koncentrace, délka kapilary, délka nastfiku, separacni napéti
2. Simulace pro systém : vzorek — kyselina benzoova + kyselina salicylova
BGE — 0.05M kyslina octova + Na*, pH=5
Ukol : popiste a srovnejte priib&h nékterych z provedenych simulaci a pfilozte vybrané zdznamy

B) Analyza smési kyseliny benzoové a pikrové

Podminky : méfeni budou provadéna na komerénim piistroji BioFocus 3000 fy BioRad s absorban¢nim
detektorem umoziujicim préci s jednou vlnovou délkou nebo snimat soucasné celé spektrum v rozmezi
190-300nm. Separa¢ni kiemenna kapilara ( celkova délka 24.6cm, 20cm k detektoru, vnitini pramér 75
HMm) je umisténa v termostatované kartridzi a jeji vnitini povrch je modifikovan vrstvickou
polyakrylamidu pro eliminaci elektroosmozy.

Vzorek bude davkovan tlakem.

BGE — 0.05M kyslina octova + Na", pH=5

Ukol

1) Podle spekter vyberte nejvhodnéjsi vinovou délku pro analyzu

2) Ze zasobniho roztoku piipravte vzorky smési kyselina benzoova + kyselina salicylové o konc. 107,
107, 10°M

3) Provedt’e analyzy a optimalizujte dobu néstiiku a separacni nap¢€ti

4) Vypocitejte separacni ucinnost kapilary pro vybrané méteni vyjadienou v poctu teoretickych pater
N =5.54 (t/w1p)*

kde t = doba migrace, w), je Sitka piku v poloving jeho vysky

5) K protokolu pfilozte popsané elektroferogramy



