Kapilarni zonova elektroforéza (CZE)

(uloha pro pokrocilé praktikum)

Domaci priprava

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

2. Prostudujte 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 pfiloZenou "Teorii k metod¢ stadardniho ptidavku".

5. Pfineste si s sebou pocitacku.

Experimentalni ukoly

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

2. Pritad’te jednotlivé piky pfislusnym slouc¢eninam obsazenym ve vzorku, kdyz vite, ze
vzorek obsahuje nasledujici slouceniny, které migruji v tomto potadi:
tyramin, thiomocovina, m-nitrofenol, kyselina benzoové a o-nitrofenol.

3. Ke 100 ul vzorku v malé davkovaci zkumavce ptidejte 30 pl m-nitrofenolu o
koncentraci 1,0 mg/ml (7,2 mmol/dm’) a po promichani vzorku se standardnim
pfidavkem zaznamenejte opét jeho elektroferogram.

4. Vytisknéte si oba dva elektroferogramy opatiené prislusnou tabulkou s integracnimi
vysledky.



Experimentalni podminky

pramér kapilary : 75 um
délka vstup-detektor : uvedeno u pfistroje
celkova délka : uvedeno u pfistroje
davkovani : hydrodynamické 10 mbar / 0,1 min
separacni 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 absorp¢ni pii 220 nm)
znackovac¢ EOF : thiomocovina
separované latky : tyramin = 4-(2-aminoetyl)fenol
m-nitrofenol
kyselina benzoova
o-nitrofenol

Vyhodnocovaci ukoly

1. Z prvniho elektroferogramu vypocitejte elektroosmotickou mobilitu (meqf)
elektroosmotického toku a efektivni elektroforetické mobility tyraminu (me 1) a
kyseliny benzoové (mefrg) za danych experimentalnich podminek.

2. Z prvniho elektroferogramu vypocitejte efektivni elektroforetické mobility o-
nitrofenolu (mefr,0) @ m-nitrofenolu (mesrv) a elektroforetické (iontové) mobility o-

nitrofenolatového (mg.) a m-nitrofenolatového (mys.) aniontu za danych
experimentalnich podminek.

3. Z prvniho elektroferogramu vypocitejte pocet teoretickych pater (n) a vyskovy
ekvivalent teoretického patra (H) pro danou kolonu vzhledem k m-nitrofenolu a rozliSeni

(R12) mezi piky kyseliny benzoové a o-nitrofenolu.

4. Vypocitejte koncentraci m-nitrofenolu ve vzorku z ploch pikd m-nitrofenolu
zmetenych pred standardnim piidavkem a po standardnim piidavku (jednobodova
metoda standardniho pfidavku).

5. Vypocitejte délku zony a objem vzorku nadavkovaného do kapilary a mnozstvi

m-nitrofenolu v pmol a ng, které bylo naddvkovano v prvnim experimentu.
Kolikrat Ize teoreticky nadavkovat ze 100 pl vzorku?

Teorie k metodé standardniho pridavku



V HPLC, GC a CZE se bézn¢ pouziva ne¢kolik kvantitativnich vyhodnocovacich metod:
metoda vnitini normalizace, metoda absolutni kalibrace, metoda vnitfniho standardu a
metoda standardniho pifidavku. Tato posledni kvantitativni vyhodnocovaci metoda, tj.

metoda standardniho pridavku, umoZziuje odstranit ruSivy vliv matrice pfi kvantitativni

analyze. Pfi této metodé¢ zméfime nejprve analytickou odezvu (tj. plochu piku)
stanovované latky v pivodnim vzorku, ktery je urcen k analyze (prvni experiment). Ve
druhém kroku pifidame k plvodnimu vzorku standardni pfidavek vlastni stanovované
latky o znamém mnoZstvi a opét zméfime analytickou odezvu (tj. plochu piku)
stanovované latky v takto ziskaném vzorku se standardnim pfidavkem (druhy
experiment). Ze ziskanych ploch pikl stanovované latky v ptivodnim vzorku a ve vzorku
se standardnim pfidavkem o zndmém mnozstvi stanovované latky jsme potom schopni

vypocitat koncentraci (popf. mnozstvi) stanovované latky v ptivodnim vzorku.

Koncentrace stanovované latky v piivodnim vzorku : ¢ [mol/dm3]

Objem ptivodniho vzorku : V [ul]

Plocha piku stanovované latky v ptivodnim vzorku : A; [Vs]

Objem standardniho ptidavku : Vg, [ul]

Koncentrace stanovované latky ve standardnim pfidavku : cqp [mol/dm3]
Plocha piku stanovované latky ve vzorku se standardnim ptidavkem : A, [Vs]

Neznamou veli¢inou je ¢k a vychozimi znamymi veli¢inami jsou V, Ay, Vg, ¢sp a As.
Pivodni vzorek obsahuje latkové mnozstvi stanovované laitky n; = ¢4 -V [umol] a

standardni pfidavek obsahuje latkové mnoZstvi stanovované latky ng, = cgp -Vgp [umol].
Vzorek se standardnim pfidavkem obsahuje tedy celkové latkové mnozstvi stanovované
latky nj + ngp, , jeho celkovy objem je V + Vy, a tudiz koncentrace stanovované latky v

tomto vzorku je rovna

_np +ong, cX-V+cSp-VSp

3
CH = = mol/ul nebo mol/dm™].
VY V+ Vg, [nmol/p |

Pti analyze je do pfistroje v prvnim experimentu davkovéana cast pavodniho vzorku o

objemu Vq [ul] (tzv. davkovany objem) a stejny objem vzorku se standardnim piidavkem



je do pristroje davkovan ve druhém experimentu. Latkové mnozstvi stanovované latky
davkované do pfistroje v prvnim experimentu je tedy ng; =cx -Vg [umol] a latkové
mnozstvi stanovované latky davkované do piistroje ve druhém experimentu je rovno

n; +n Cx - Vteg V,

Sp Sp
=¢cH - Vi= — Py, = .V 1.
ngs = €y Vg A d vV, d [umol]

Analytickd odezva pfistroje (tj. plocha piku) pozorovana v prvnim experimentu je pfimo
umérnd latkovému mnozstvi stanovované latky davkovanému do pfistroje v prvnim

experimentu A} = RF-ng; = RF-cy-Vy , kde RF je tzv. faktor odezvy (response

faktor) pfislusného detektoru pro stanovovanou latku a tikd, jak velkou analytickou
odezvu (v nasem piipad¢ plochu piku) poskytuje jednotkové latkové mnozstvi piislusné
stanovované latky. Analytickd odezva pristroje (plocha piku) pozorovana ve druhém
experimentu je také ptfimo umérna latkovému mnozstvi stanovované latky davkovaného
do pfistroje ve druhém experimentu a konstantou umeérnosti je stejny faktor odezvy,
nebot’ se jedna o stejnou latku (tj. stanovovanou latku)

ox VHep Vs Vg .

Sp'Vd = RF
V+ Vg

VoV,

A2 = RF'nd’z = RF'Cz'Vd = RF

Déame-li obé zméiené plochy pika stanovované latky do poméru, vykrati se nam

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

Cx - VHceg Vg
A, _ VJrVsp _ cX-V+csp-Vsp
Ay RF-c, - V4 cx-(\”+‘kp)

Osamostatnénim koncentrace cy z predchéazejici rovnice ziskame vztah pro vypocet

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

standardniho ptidavku



Cy = Cipy- L Tsp
X sp
1‘2'('1 ~sp) A1t V]

Pokud vyjadiime koncentraci stanovovan¢ latky ve standardnim pfidavku (tj. csp) v
jinych jednotkach (napt. v mg/ml), 1ze pouZit stejny vztah pro vypocet koncentrace
stanovované latky v ptivodnim vzorku (tj. ¢y ), avSak tato koncentrace vyjde ve stejnych
jednotkéch, v jakych byla vyjaddiena koncentrace stanovované latky ve standardnim

pridavku (tedy napt. v mg/ml).



