KAPILER ELEKTROFOREZ

Uzm. Ecz. Emirhan NEMUTLU



m Elektroforez, iletken bir c¢ozelt
icindeki  yukli/yiikstiz  parcaciklarin
veya molekiillerin bir elektriksel alan
varliginda goc etmesidir.



Kapller Elektroforezin
Avantajlar

m Kisa analiz siiresi

m Kiiciik numune hacmi (1-10 pul)

m Az miktarda ¢ozelti harcamasi

m Ucuz

m Yiiksek etkinlik (10° - 10° teorik tabaka sayisi)
m Tekrarlanabilirlik

m Kullanim alaninin genis olmasi



Kapiler elektroforezde ayrimi
gerceklestirilebilen molekiller

m Proteinler

m Peptidler

m Amino asitler

m Nikleik asitler

m [norganik iyonlar
m Organik bazlar

m Organik asitler



Kapiler Elektroforez Y ontemler1

m  Kapiler zon elektoroforez (CZE)

m  Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi
(MEKC)

m  Kapiler jel elektroforez (CGE)
m  Kapiler izotakoforez (CITP)
m  Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)




Kapiler Zon Elektroforez
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Elektroosmotik Akis (EOF)

"\.Sl.f" = Pl N ~]
i Si Si Si
I | | [ ‘\
OE) OE' oe oe Eapiler dirvar
Sahit Takaka —» @ @ @

=] 0 grmmmmmmmmmmemmmmmmmmmmmm e e em —
AT a a5




} diffuse dauble layer

Stern layer

capillary wall




EOF Laminar AKis
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EOF’nin belirlenmesi

Dogal 1saretleyiciler (Naturel markers)

m Calisan pH’ da 1yonize olmayan

m Kullanilan dedektorle tanimlanabilen
m Saf

m Kapiler ile reaksiyona girmeyen

m Calisma elektroliti icinde ¢oziinen

Metanol, Formaldehit, Aseton, Dimetilsulfoksit



Elektroosmotik hareketlilik (pcqe)

Meor = €& /4 TN

m ¢ = Tampon dielektrik sabiti
m = Zeta potansiyeli
m 1) = Tampon ¢ozeltisinin Viskozitesi



Zeta potansiyeli (&)

E=4noele

m 0 = Diflizyon tabakasi kalinlig:
m € = Yiizey alana diisen yiik
m ¢ = Tampon dielektrik sabiti



Elektroforetik Kuvvet

Elektroforetik kuvvet : yiik / cap



Elektroforetik hareketlilik (pgp )
lep =0/ 67 Md

m ( = [yonize numunenin yiikii
m d = Numune yaricapi
m 1) = Tampon c¢ozeltisinin VISKOZItesl




CZE ayirim sirasi
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Ayirima Etki Eden Parametreler

o I

m Tampon ¢ozeltisi

r

m Tampon ¢ozeltisi derisimi

rT

m Tampon ¢ozeltisi pH’s1

m Organik faz icerigi
m Sicaklik
m Uygulama voltaj

m Enjeksiyon stiresi



Tampon ¢ozeltis1 secimi




Tampon ¢ozeltisinin derisimi
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pH etkisi

2,5 DHBA - 2,6 DHBA

3,5 DHBA 3,4 DHBA



Charge [gl
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Organik faz etkisi
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% 0 MeOH
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Sicaklik etkisi
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Uygulama voltaj
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Enjeksiyon suresi
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Kapiler elektroforez cihazi

tamperature stability

wavelangth
BCCUracy

injector reproducibility and [mearity




Anode (+)

Detector
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Cathode (-)
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Kapliler

m Teflon kapiler
m Pyreks kapiler
m Fused silika kapiler
+ PV A kapli kapiler
+ CEP kapli kapiler
+ Kapiler elektrokromatografi kapileri




Fused silica tube Polyimide coating

0.05-020mm3 [

Packed bed




Kapilerin yikanmasi

m Fused silika kapiler 1¢in
+1 N NaOH
+0.1 N NaOH
¢ Distile su
¢ Calisma elektroliti

m Organik coziicti ve kuvvetli asit



Enjeksiyon yontemleri

Elektrokinetik

By woE




Dedektor

_NOAV/AVAIS

m DAD

m Fluorescence

m Laser induced fluorescence
m Conductivity

m Indirect detection *



UV light source
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Indirekt UV dedeksiyon

UV light source




Cassette

PEEK
Detector
interface

.
cooling
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m Cam vial

m Renkli cam vial
m Mikro vial

m Polietilen vial



Dls 'basmg: uygulanmasi

EXT. GAS INLET |

Pressure:
max. 15 bar
PDV
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01018-66542 01018-66542
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Kapiler termostat

m Hava
m SuU

Guc kaynagi

m 30 kV ile — 30 kV



Validasyon

m Dogrusallik (Linearity)

m Tekrarlanabilirlik (Repeability)
m Tayin siir1 (LOQ)

m Gozlenebilme smir1 (LOD)

m Saglamlik (Robustness)

m Tutarlilik (Ruggedness)
m Kesinlik (Precision)
m Dogruluk (Accuracy)



GOC ZAMANI PiK CEVABI

DOGRUSALLIK

SAGLAMLIK VE

TUTARLILIK




[¢c Standart Secimi

Avantaji
m Goc¢ zamanindaki farkliliklar

m Enjeksiyondan gelebilecek farkliliklar:



Dogrusallik

m Pik alani
m Pik yuiksekligi
m Pik alan oranlar
m Pik normalizasyonu
(Pik alani / Go¢ zamani)

m Pik normalizasyon oranlari



Pik Genislemesi /
Kuyruklanmasinin Nedenleri

m Calisma elektrolitinin derisimi

m Sicaklik kontrolii ve Joule 1s1nmasi
m Enjeksiyon siiresi

m Enjeksiyon ile numune tasinmasi

m Kapiler ylizeyine adsorpsiyon

m Kapiler yiizeyinin sartlandirilmasi

m Kapilerin diizgiin kesilmemesi veya zamanla zarar
gormesi

® Numune derisimi



Capillary end damaged

| causing tailing and
Capillary 1 i uaaselina rise

sample plug

Capillary end recut +
Paak shape | post-injaction wash




Absorbance
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Duyarliligin artirilmasi

m Dedektor hiicresi

m Numune yuklemesi (Sample stacking)



Fused silica tube Polyimide coating

ops-0zmm{ ]

Packed bed







High sensitivity cell




Kesinlik

m [c standart kullanim

m Sicaklik kontrolii

m Enjeksiyon zon genisligi
m Kapilerin sartlandirilmasi
m Buharlasma

m Calisma elektrolitinin hazirlanmasi



Kapiler elektroforezde yontem

gelistirme
i
m [ iteratir tarama %
¢ Cozlinurlugu
¢ pKa

¢ Tanimlanabilmesi1 (Direkt & indirekt)



m Cesitli pH
¢ PH25
o pPHY
¢ PHY

Numune
derisimi
yeterli mi?

Pik Evet EOF’den
Var m1? j ayri mi?
Hayir Hayir
Kontrol | —— | MECK

Evet



Optimizasyon
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Ayirim

pH
«Kapiler uzunlugu
*Enjeksiyon hacmi
*\/olta]

*Kapiler i¢ capi

Pik sekli

*Tampon derisimi
*Tampon icerigi

*Organik faz

Go¢ zamani

pH
«Kapiler uzunlugu
*\/oltaj

*Sicakhik




Optik 1zomerlerin ayirimi

m D ve L i1somerleri siklodekstran ilavesi ile
ayrilabilirler.



Siilfat 3 siklodekstrin




Hekzabarbital
CZE HPLC
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