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IZOTACHOFOREZA

APLIKACNY LIST & 6

"SPACERY" A ICH VYUZITIE V ITP S POUZITIM
UV - DETEKCIE (pH=6,0)

CHARAKTERISTIKA :

V analjze vzoriek ( napr. moé, sérum, rastlinné extrakty jvyznaZujlicich sa bohatou matricou létok absorbujicich v UV oblasti ( v ITP
najastejsie 254, 280, 206, 365, 405 nm ) sa stretdvame s problémami obtiaZne] identifikacie, systematickej chyby stanovenia a celkovej
zniZenej interpretability izotachoforeogramu.

Napriek tomu, Ze latky sU vzajomne separovatelné, tym, Ze tvoria sled tesne za sebou idGoich zén minimélne] dizky, alebo migruja v
hraniénych zénach medzi zlozkami, ktoré tvoria korektné zdny, fotometrickym detektorom nemusia byt rozlisitelné ( v Strbine detektora sa
méZu nachddzat sG€asne 2 i viac absorbujlcich zloZiek ).

Tento problém sa da riesit dvomi pristupmi :

1. Ku vzarke sa pridé syntetickd zmes amfolytov ( Ampholine, Servalyt, Pharmalyt, Biolyt ), ktoré obsahuju velky podet individui migrujacich
izotachoforeticky v pohyblivostnem intervale medzi vodiacim a zakenéujlcim idnom. Tieto zloZky (neabsorbujlice Ziarenie v danej vinovej
dizke) vytvoria rad zén, pritom svetlo absorbujlce zloZky zo vzorky zaujmi v takto rezdelene] zmesi poziciu podla svejich pohyblivosti. Tym
sa podstatne zvyEi podet fotometrickym detektorom rozligitelnych komponent v analyzovanej vzorke. V izotachoforetickej terminolégii sa
syntetické amfolyty Sasto nazyvaju "spojity vedivostny gradient”, z angl. continuous mobility gradient, a &asto sa pouZivaju napr. v analjze
proteinov.

2. Ku vzorke sa pridd zmes idnogénnych latok, pripravend z individul, ktoré majli nasledujice viastnosti :

a, zloZky migrujd v pohyblivostnom intervale vediaci-zakon&ujlci idn

b, zloZky neabsorbujd Ziarenie o danej vinovej dlzke

¢, ZloZky sa miesajl v zrovnatelnych koncentraciach, len o malo vy3Sich ne je potrebné na vytvorenie ich viastnych zén.

Za takychto podmienok pri analyze vzorky s pridavkom zmesi uvedenych viastnostl méZeme cielene ( na rozdiel od “spojitého
pohyblivostného gradientu” ) zvysit analytické parametre stanovenia fotometrickym detektorem. Zmesi iSnogénnych [&tok, pouZivané pre
tento Ugel sa nazyvajl "diskrétne spacery”,

Zrovnanie oboch typov ( spacerov ) pri vyuZit fotometrického detektora velmi jasne ilustrujl zéaznamy na obr.3-5. Prednosti "diskrétnych
spaceroy” pre analyzovany materidl { mo ) sd zrejmé. V praktickych aplikdciach pre dané zloZenie ( pH ) vodiaceho elektrolytu, je tieto
zmesi potrebné pripravit z experimentdinych merani ( istou poméckou pri vibere mé2u byt (daje tabelované Hirokawom a spol., J.
Chromatogr., 271/1883/, 1 - 106). Je velmi pravdepodobné, Ze pre vodiace elektrolyty najfrekventovanejiieho pouZitia budd vhodné zmesi
diskrétnych spacerov komeréne dostupné.

Podmienky : vodiaci elektrolyt :
102 M CI + 2102 M Histidin + 0,1 % hydroxyetylceluléza ( HEC ) ; pH = 6,0

zakondéujuci elektrolyt :

5.10 M kyselina morfolinetdnsulfonova + TRIS

Analyzy boli robené v dvojkolénovom usporiadani pristroja ( priemery kapildr @ = 0,8mm, |, =250 pA,
@ =0,3mm, 1,=50 pA ). [zotachoforeogramy sU zéznamy 2 analytickej kolny, ktord bola vybavena
vodivostnym aj UV detektorom ( & = 254nm ).
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Pristroje pre izotachoforézu vyraba :
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