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IZOTACHOFOREZA

APLIKACNY LIST &. 5

"SPACERY" A ICH VYUZITIE V ITP S POUZITIM
UV - DETEKCIE (pH=3,25)

CHARAKTERISTIKA :

V analyze vzoriek ( napr. mo&, sérum, rastlinné extrakty ) vyznagujlcich sa bohatou matricou latok absorbujcich v UV oblasti (v ITP
najéastejsie 254, 280, 206, 365, 405 nm ) sa stretdvame s problémami obtia2ne] identifikdcie, systematickej chyby stanovenia a celkovo
znlZenej interpretability izotachoforeogramu.

Napriek tomu, 2e latky s vzdjomne separovatelné, tym, Ze tvoria sled tesne za sebou iddcich zén minimaine dizky, alebo migruja v
hranignych zénach medzi zloZkami, ktoré tvoria korektné zény, fotometrickym detektorom nemusia byt rozliSitelné.

Tento problém sa dé rieSit dvomi pristupmi :

1. Ku vzorke sa prida synteticka zmes amfolyiov (Ampholine, Servalyt, Pharmalyt, Biolyt ), ktoré obsahujd velky pocet individul migrujdcich
izotachoforeticky v pohyblivostnom intervale medzi vodiacim a zakonéujlcim iénom. Tieto zloZky (neabsorbujice Ziarenie v danej vinovej
dizke ) vytvoria rad zén, pridom svetlo absorbujlice zloZky zo vzorky zaujmi v takto rozdelenej zmesi poziciu podfa svdjich pohyblivosti.
Tym sa podstatne zvjsi poZet fotometrickym detektorom rozlisitelnjch  kemponent v analyzovanej vzorke. V' izotachoforetickej
terminol6gii sa syntetické amfolyty €asto  nazyvajl "spojity pohyblivostny gradient”, z angl. continuous mobility gradient, a ¢asto sa
pouZivaju napr. v analyze proteinov.

2. Ku vzorke sa prida zmes idnogennych latok, pripravena z individui, ktoré majl nasledujice viastnosti :

a, zloZky migruji v pohyblivostnom intervale vodiaci-zakon&ujlci idn

b, zloZky neabsorbuji Ziarenie o danej vinovej dlzke

¢, zloZky sa zmiedaju v zrovnatelnych koncentréciach, len o malo vySsich ne2 je potrebné na vytvorenie ich viastnych zon. Za takychto
podmienck pri analyze vzorky s pridavkom zmesi uvedenych viastnostl méZeme cielene ( na rozdiel od "spojitého pohyblivého gradientu”)
zvysit analytické parametre stanovenia fotometrickym detektorom. Zmesi idnogennych latok, pouzivané pre tento (el sa nazyvajl
"diskrétne spacery”.

Zrovnanie oboch typov  ( spacerov ) pri vyuziti fotometrického detektora velmi jasne ilustrujd zaznamy na obrdzkoch €.3-5. Prednosti "
diskrétnych spacerov " pre analyzovany material (mo&) sU zrejmé. V praktickych aplikdcidch pre dané zloZenie ( pH ) vodiaceho
elektrolytu, je tieto zmesi potrebné pripravit z experimentdinych merani ( istou poméckou pri vyjbere méZu byt Udaje tabelované
Hirokawom a spol., J. Chromatogr., 271/1983/, 1-106 ). Je velmi pravdepodobné, 2e pre vodiace elekirolyty najfrekventovanejieno
pouZitia budl vhodné zmesi diskrétnych spacerov komer&ne dostupné.

Podmienky : vodiaci elektrolyt :

102 M HCI + p-alanin + 0,1% hydroxyetylceluléza (HEC), pH = 3,25

zakondujtci elektrolyt :

510 M kyselina octovéd + TRIS

Analyzy boli robené v dvojkolénovom usporiadani pristroja ( priemery kapilar @ =08mm a @ =0,3mm ).
lzotachofereogramy s zdznamy z analytickej koldény, ktord bola vybavend vodivestnym aj UV detektorom (A =254nm).
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—1 22-adipéty 11-citrany
21-glutaraty 10-mravEany
20-jantarany S-vinany

19-p-bromopropionaty  8-cysteninaty
18-N-acetylleucinaty ~ 7-malonany
17-N-acetylglycinaty ~ G-octany
16-N-acetylglutamaty  S-dichléroctany
N0 15-N-acetylserinaty  4-nitrilotriacetéty
B 14-mlieénany 3-amidosulphonaty
B

b5 A 13-izocitrany 2-cloreénany
’/}:}\ 12-maleinany 1-sirany
Obr. 1. Spojity spacer "SERVALYT"
(1 wl, riedenie 1 :10)
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Obr. 2. Zmes diskrétnych spacerov
(30 pl, c,,=5.10% moll)
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Obr. 3. Mo& ( 5 pl, riedenie 1:10) Obr. 4. "SERVALYT" ( 1 ul, riedenie 1 : 10) +

moé (S i, riedenie 1 : 10 ), vy53i polet
a kvalitnejsie rozliZenie jednotiivych

komponent oproti obrazku &. 3
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Obr. 5. Zmes diskrétnych spacerov { 30 pl,
RT % 5 €, =51 0 molll + moé /5 pli, riedenie
e 1:10), vy53l pocet a kvalitnejsle
razliSenie oproti obrazku . 4 .

Pristroje pre izotachoforézu vyraba :
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