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ELEKTROMIGRACNI METODY

*migrace elektricky nabitych Castic v elektrickém poli*

migrace + detekce + kvantifikace analyti

Druhy iontu: +, -, obojaké (zwitterion), vicenasobné (pomér +/-)

Typy migrace: a) pfima — migruji ionty analytu (a elektrolytu)

D) neprima — migruji ionty elektrolytu
(analyty jsou unaseny)
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PREHLED ELEKTROMIGRACNICH METOD

Rozdilna | Rozdilna | Rozdilna Separované
mobilita afinita | hodnota pl latky
Zonalni elektroforéza
(ZE, CZE) D @ ® " nebo -
Izoelektricka fokuzace
(IEF, CIEF) ® ® D " nebo -
Izotachoforéza (‘D . o + nebo -
(ITP, CITP)
Micelarni elektrokineticka
chromatografie @ ® ® neutralni
(MEKC, MECC)
Kapilarni elektro- o @ o neutralni

chromatografie (CEC)
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TEORIE SOUVISEJICI S PUSOBENIM ELEKTRICKEHO POLE - |

v - rychlost iontu
V — ,Ll E e - elektroforetickd mobilita
€

E - aplikované elektrické pole

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

F- =qE F. =—6znrv

J - naboj iontu

n - viskozita roztoku
I - polomér iontu

Vv - rychlost iontu

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
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T
TEORIE SOUVISEJICI S PUSOBENIM ELEKTRICKEHO POLE - 11

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

gE =6xznrv

_ 4
6nr

He

= malé ionty s velkym nabojem - vétsi pohyblivost

= velké ionty s malym nabojem - mensSi pohyblivost

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 4

VYSOKA $KOLA CHEMICKO-TECHNOLOGICKA V PRAZE Specialni analyza potravin 2019 - Jan Poustka




ELEKTROOSMOTICKY TOK (EOF) - PRINCIP

Veop = (EC; / 77) E Veor - rychlost

ueor - EOF "mobilita”
C - zeta potencial

ll’lEOF — (8 4/ / 77) ¢ - dielektricka konstanta
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ELEKTROOSMOTICKY TOK (EOF) — PROFIL TOKU

Electroosmotic Flow
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*Plug Flow™
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LG - Pressure Drive  CEC - Electroosmotic Dnve

Veloity Profile Velotity Profile
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ZONALNI ELEKTROFOREZA - PRINCIP
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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. agaroézovy gel
- 2D: separace podle pl a M,

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

Equilibration ISOELECTRIC FOCUSING
5 m@:ﬂ o T9
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«® .o e * @
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= ® w
s - §e g
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Protein @ Y @V. »
extract SDS-PAGE
MASS SPECTROMETRY
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IZOELEKTRICKA FOKUZACE - PRINCIP

Stav pred separaci

Isoelectric Focusing

Anode +
()

®

® ©® o

Latky separovane podle pl

pH Gradient

Isoelectric Focusi

ng

Anode +

@ @ @ @
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pH Gradient
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Cathode -

Cathode -

V gelu

World Wide Web version, v. 07-16-96
Gray Snapper
pl Calibrated PAGplate

Species: Luffanus griseus (Storer, 1829)
RFE Code: lutjgris H94-002 #02a
Operator; Lang (SPRC, SEA-DO)

Gel Code: 082094 gel 1

Geltype: PAG (3.5-5.5)

Lot & Exp Date: 226871 exp 6/95

Lanes. 13418

Lane Labels

a pl Std

b Specimen

c pl Std

d pl Std + Specimen
e Specimen

f pl Std

Specimen = RFE Code
pl Std  Pharmacia, 17-0471-01
Tentative assignments, 11.8-045.05

pl Calibration performed by RFLPscanv. 3.0
(Scanalytics Inc,, Billerica, MA) using Piecewise
Linear Migration Position Normalzation, Image
captured by HiJagk PRO 3.0 (Inset, Brookfield, CT)

For instrument settings and specimen authenticity
information, see original image @ URL =
http:/ivm . cisan fda govi~fdigspga tw jpg

RFE Team Tenge, Barnett, Savary, Rogers, Dang
RFE Funding: OSICFSAN and ORA

RFE contact: btenge@fdaem sswdhhs gov

RFE WWW cocrd.: F Fry (CFSAN)

Intemet: fri@fdact ssw.dhhs.gov
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IZOELEKTRICKA FOKUZACE - REALIZACE
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IZOTACHOFOREZA - PRINCIP
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MICELARNI ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE

Or—~-—= Surfactant
(negative charge) |::> = Electroosmotic Flow
Hl = Solute dum = Electrophoresis

Kriticka miceldrni koncentrace (CMC) - koncentrace tenzidu, pri které za¢ina
dochazet k tvorbé micel

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

Miceldarni hmotnost (M,,) - hmotnost jednoho molu micel

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
Ustav analyzy potravin a vyzivy http://web.vscht.cz/poustkaj 12
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MICELARNI ELEKTROKINETICKA CHROMATOGRAFIE
Sodium dodecylsulftatova (SDS) micela
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o CH; Br
CH3(CHz)10CH2=N"=CHs
CHs

Dodecyltrimethylamoniumbromid (DTAB)
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T
KAPILARNI ELEKTROCHROMATOGRAFIE

Capillary
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T
KAPILARNI ELEKTROCHROMATOGRAFIE

Column:
Absorbance CEC Hypersil C15, 3 jpm
[mall] 1 Thiourea 250 (3500 = 0.1 mm
2 Methylparahene
70— 10 11 2 E-[|-|-!I|-|I:|ara|:|e|'|e Mohile Phase:
- 4 Propylparabene 8020 ACN/MES
5 Butylparabene 25 mM, pH &
- B Pentylparabene
50 { :
T Maphthalene E;}E,?g“
a0 = 8 Biphenyl N
9 Fluorene Injection:
a0 = 10 Phenanthrens hkV,3s
I 2 11 Anthracene
20 = 12 Fluoranthene Pressure:
10 bar both sides
10 =
Temperature:
0 —ha 20°C
| I | Plate Number:
0 1 ) 3 4 b B y _ (5,000 — 80,000
Time [min]
Svmmetry:
0,83 - 0.95
9 HO
I\ S—OH : _ _
o N—/_ICI) MES HO TrIS = trishydroxymethylaminomethan
\_/ NH,
_ ) HO _ .
2-(N-morpholino)ethansulfonova k. 2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-diol
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APLIKACNI POTENCIAL ELEKTROMIGRACNICH METOD

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

Farmaka

Omamné latky — narkotika

Organické kontaminanty
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APLIKACNI POTENCIAL ELEKTROMIGRACNICH METOD

Priklad ¢. 1

|||II|||||H|IIIIII.|IH||I||IJI|II|IIII|II|I|IIII|Illi‘IIIIIII:HlIII||II|IIIIII|IIIJiI|||IIIII|I-’
4 & 2 10 1 14 16 18 20

Elektrofoerogram sekundarnich aminti (smés standardi).

Podminky: 1,2% methanol, 98,8% 5 mM DM-$-CD a 1 mM p-CD-SBE(IV),

25 mM tris-H;PO,, pH 2,45. Kapilara 82 cm (60 cm efektivni délka) x 50 pum id,;
napéti 30 KV; detekce, UV 210 nm; teplota 30 °C.

(a) (+)methcathinon, (b) (—)methcathinon, (¢) (—)-pseudoephedrin, (d) (—)-ephedrin,
(e) (+)-ephedrin, () (+)-pseudoephedrin, (g) (—)-methamphetamin,

(h) (+)-methamphetamin.

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
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APLIKACNI POTENCIAL ELEKTROMIGRACNICH METOD

Priklad ¢. 2

16
. a h € f I!-'I

124 . h
] c
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4:% L- A

I|lll||l||ll|1|_|_'i||||IIII.IIIIII!Illlillllllllllllll'lli

Y

Elektroforeogram aniontd (smés standardit).

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

Fakulta potravinarské a biochemické technologie . .
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T
APLIKACNI POTENCIAL ELEKTROMIGRACNICH METOD

Priklad ¢. 3
104 ]
a4
E
B3
g d e
[
7
b
5= a
*
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1.5 2.0 2.5 3.0 3.5

Elektroforeogram kationtli (smés standardi).

Podminky: kapilara 48 cm (26 cm efektivni délka) x 50 um i1d; podtlakovy nastiik - 4 s;
nap¢ti 20 kV; teplota 30 °C; pufr lon Phor Cation CU (Dionex); detekce UV 210 nm.
(@) ammonnium (2 ug/ml), (b) draslik (2 pg/ml), (c) sodik (5 pug/ml), (d) vapnik (3
ug/ml), (e) hot¢ik (1 ug/ml), (f) lithium (1 ug/ml) - vnitini standard.
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APLIKACNI POTENCIAL ELEKTROMIGRACNICH METOD

v 7 %
Priklad ¢. 4
E d
404 P 240 nm
204 m .
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MECC elektroforeogram smési anabolickych steroidi.

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.
(@) boldenon, (b) methandrostenolon, (c) testosteron, (d) methyltestosteron; (e) methadriol, (f)
stanolon, (g) boldenon acetat, (h) danazol, (i) testosteron acetat, (j) nandrolon propionat, (k)
methandriol-3-acetat, (1) testosteron isobutyrat, (m) testosteron cypionat, (0) testosteron undekanoat
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