 Analytické metody ve forenznianaljze
APLIKOVANE ELEKTROMIGRACNI METODY

Princip: migrace elektricky nabitych castic v elektrickém poli

Druhy ionti: +, -, obojaky (zwitterion), vicenasobny

Typy migrace: a) pfima — migruji ionty analytu

b) neprima — migruji ionty elektrolytu



PREHLED ELEKTROMIGRACNICH TECHNIK

Rozdilna | Rozdilna | Rozdilna | Separované
mobilita | afinita | hodnota pl latky
Zonalni elektroforéza
@ + nebo -
(ZE, CZE) D @
Izoelektricka fokuzace & D + neb
neno -
(IEF, CIEF) ®
Izotachoforéza
EI-) ® ® + nebo -
(ITP, CITP)
Micelarni elektrokineticka
Chromatografie P ® ® neutralni
(MEKC, MECC)
Kapilarni elektro- o D o neutralni

chromatografie (CEC)




Zakladni teorie souvisejici s pisobenim elektrického pole

v - rychlost iontu

V p— lLleE U - elektroforetickd mobilita

E - aplikované elektrické pole

Na castici ptisobi: elektricka sila FE (electric force)
treci sila FF (frictional force)

F- =qE F. =—6xznrv

g - naboj iontu

1 - viskozita roztoku
r - polomér iontu

v - rychlost iontu



V ustaleném stavu jsou FE a FF v rovnovaze, pak plati:

gE =67mrv

__ N
67nr

He

=> malé ionty s velkym nabojem - vétsi pohyblivost

= velké ionty s malym nabojem - mensi pohyblivost
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ELEKTROOSMOTICKY TOK (EOF)

EOF o (gé// 77) Veor - rychlost

Heor - EOF "mobilita"
C - zeta potencial

lLlEOF = ((C,'é// 77) ¢ - dielektricka konstanta

L - = N + -:-
g N + —




ELEKTROOSMOTICKY TOK (EOF) — PROFIL TOKU

Electroosmotic Flow
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ZONALNI ELEKTROFOREZA - PRINCIP




ZONALNI ELEKTROFOREZA - APLIKACE

1. V kapilare - jednosmérna

2. Na tenké vrstvé (horizontalni nebo vertikalni)
- papirova - 1D — jednosmérna nebo obé polarity ze stredu
- gelova - 1D - napr. agarozovy gel

- 2D: separace podle pl a Mw

SDS-PAGE (sodium dodecylsulphate — polyacrylamide gel electrophoresis)
kombinace IEF nebo IPG (imobilizovany pH gradient) — 1.D a SDS-PAGE - 2.D

Equilibration ISOELECTRIC FOCUSING
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IZOELEKTRICKA FOKUZACE - PRINCIP

Stav pred separaci

Isoelectric Focusing
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IZOELEKTRICKA FOKUZACE - APLIKACE
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IZOTACHOFOREZA - PRINCIP
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MICELARNI ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE

o= Surfactant
(negative charge) |::> = Electroosmotic Flow
N = Solute «=m = Electrophoresis

Kriticka miceldrni koncentrace (CMC) - koncentrace tenzidu, pri které zacina
dochazet k tvorbé micel

Agregacni Cislo (n) - pocet molekul tenzidu podilejicich se na strukture micely

Miceldrni hmotnost (MW) - hmotnost jednoho molu micel




CH; Br
CH3(CHz)10CH2=N*~CHa
CHs

@ Dodecyltrimethylamoniumbromid (DTAB)
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KAPILARNI ELEKTROCHROMATOGRAFIE
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~ Analytické metody ve forenznianaljze
KAPILARNI ELEKTROCHROMATOGRAFIE

Column:
Absorbance CEC Hypersil C18, 3 pm
[mAL] 1 Thiourea 250 (350) » 0.1 mm
2 Mathylparahens
70 10N 3 Ethylparabene Mobile Phase:
. 4 Propylparabene 8020 ACNMES
7 5 Butylparabens 25 mM, pH 6
R - e 7 i Pentylparabene . ]
34 6 7 Maphthalene E;:Ll:gp
17 = B Biphenyl N
B9 g Fluorene Injection:
90 = | 10 Phenanthrene FkV,3s
I 2 11 Anthracene
20 = 12 Fluoranthene Pressure:
10 bar both sides
10 =
' Temperature:
[ === 20°C
I | | Plate Number:
o1 1 3 4 5 b | ; | 65,000 — 80,000
Time [min]
Svmmetry:
0 0,83 — 0.895
— S—OH "o
o N—/_ICI) MES HO Tris = trishydroxymethylaminomethane
s/ NH,
. . HO . .
2-(N-morpholino)ethansulfonic acid 2-amino-2-hydroxymethyl-1,3-propanediol


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/6/66/MES.png
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/85/Tris.png

Praktické aplikace elektromigracnich metod - forenzni aplikace

Analyza ,,malych“ iontu — kapaliny, vyluhy
Aminokyseliny, peptidy, bilkoviny, aminy
Organické kyseliny

Farmaka

Omamné latky — narkotika

Organické kontaminanty
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Elektrofoerogram sekunddarnich aminl (smés standardu).

Podminky: 1,2% methanol, 98,8% 5 mM DM-8-CD a 1 mM B-CD-SBE(IV), 25 mM
tris-H;PO,, pH 2,45. Kapilara 82 cm (60 cm efektivni délka) x 50 um id; napéti 30 kV;
detekce, UV 210 nm; teplota 30 °C.

(a) (+)methcathinon, (b) (-)methcathinon, (c) (-)-pseudoephedrin, (d) (-)-ephedrin,
(e) (+)-ephedrin, (f) (+)-pseudoephedrin, (g) (-)-methamphetamin, (h) (+)-
methamphetamin.
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Elektroforeogram aniontl (smés standarda).

Podminky: kapilara 72 cm (50 cm efektivni délka) x 50 um id; podtlakovy nastrik -
4 s; napéti 30 kV; teplota 30 °C; pufr, Anitron (Perkin—Elmer); detekce UV 230 nm.
(a) chlorid (9 pg/ml), (b) sulfat (8 pug/ml), (c) nitrat (11 pg/ml) - vnitini standard,
(d) citrat (10 pg/ml), (e) tartrat (10 pg/ml), (f) fosfat (11 ug/ml), (g) karbonat (7.0
ug/ml), (h) acetat (10 pg/ml)




W

llllillillllilllillilll|1

1.5 2.0 2.5 3.0 =

Elektroforeogram kationtll (smés standardu).

Podminky: kapilara 48 cm (26 cm efektivni délka) x 50 um id; podtlakovy nastrik - 4 s;
napéti 20 kV; teplota 30 °C; pufr lon Phor Cation CU (Dionex); detekce UV 210 nm.
(a) ammonnium (2 pg/ml), (b) draslik (2 pg/ml), (c) sodik (5 pg/ml), (d) vapnik (3
ug/ml), (e) horcik (1 pg/mil), (f) lithium (1 pg/ml) - vnitini standard.
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MECC elektroforeogram smési anabolickych steroidu.

Podminky: kapilara 72 cm (50 cm efektivni délka) x 50 um id, teplota 30 °C,
napéti 25 kV, pufr acetonitril/sodium dodecyl sulfat (SDS) - roztok 2:3, SDS roztok
75 mM SDS v 10 mM phosphatovém/10 mM boratovém pufru - pH 9.0.

(a) boldenon, (b) methandrostenolon, (c) testosteron, (d) methyltestosteron; (e)
methadriol, (f) stanolon, (g) boldenon acetdt, (h) danazol, (i) testosteron acetat,
(j) nandrolon propionat, (k) methandriol-3-acetat, (l) testosteron isobutyrat, (m)
testosteron cypionat, (o) testosteron undekanoat




