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Trennverfahren

Trennverfahren

/\

Chromatographie Elektrophorese

Flissig- Gas- Flachbett- Kapillar-
chromatographie chromatographie elektrophorese elektrophorese
Chromatographie beruht auf der Wechselwirkung Elektrophorese basiert auf der Wanderung von
von Substanzen zwischen einer stationdren / geladenen Analyten in einem elektrischen Feld

mobilen Phase



Elektrophoretische Trennverfahren

Elektrophoretische Trennverfahren

Trennung aufgrund unterschiedlicher Mobilitat im elektrischen Feld

* SDS-PAGE

* |soelektrische Fokussierung (IEF)

* Kapillarelektrophorese (CE)




Denaturierende Gelelektrophorese (SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gelelektrophorese)

* SDS (anionisches Detergens) - denaturiert und iberfiihrt alle Proteine in eine anionische Form

* - alle Proteine haben das gleiche Masse-zu-Ladungs-Verhaltnis

* Wanderungsgeschwindigkeit im Polyacrylamid-Gel (poros) nur von Molekiilmasse abhangig

(= Eigenladung wird maskiert)

Anwendung: Protein & Nukleinsauren (RNA/DNA)

* sehr einfach
* gute Auflosung

gute Reproduzierbarkeit

° Dauer: 0’5 _ 1’5 h CnomiiiieDrilliintﬂluili—!SO
- Bandenverbreiterung ® |,
. > o 7 Dy
* Coomassie-Farbung =—> h A
« NWG: 50 - 100 ng/Bande a4 -
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Isoelektrische Fokusierung (IEF)

Isoelektrische Fokussierung (IEF):

* Die Nettoladung von Peptiden/Proteinen ist abhdngig vom pH-Wert
* Proteine/Peptide wandern gemaR ihrer Nettoladung entweder zur Anode oder zur Kathode
* Isoelektrischer Punkt (pl): pH bei dem Proteine/Peptide nach auBen elektrisch neutral sind

- keine Wanderung mehr im elektrischen Feld-> Fokussierungseffekt

Probenauftragung
Negatwe Nettoladung Positive Nettoladung
>

Anode _ Kathode
Auftrennung anhand verschiedener pl-Werte

Auflésung: Apl = 0,02 - 0,05

pH 3 4 5 6 7 8 9 10 pH-Gradientengel

0
OH

[e] NH,,
Asparaginsaure
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Zeichen Sie die Strukturformel von Glycin und Lysin fiir verschiedene pH-Werte

—

Niedriger pH Hoher pH
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Isoelektrischer Punkt (IEP, pl)

Isoelektrische Punkte von Aminosauren

Fir Aminosauren ohne saure oder basische Seitenkette
berechnet sich der isoelektrische Punkt gemaR:

[ = PKs1(COOH) + pKg,(NH3)
B 2

o Aminosaure IEP

HsC Oe / Alanin 6,1
Arginin 10,76

©®NH; Asparagin 5,41
Alanin Asparaginsiure 2,85
pH=pl=6,1 Cystein 5,05
Glutamin 5,65

Glutaminsdure 3,22

H Glycin 5,96

to 4’0 / istidi

HsN_ C— C\ I Histidin 7,47
| 0 Isoleucin 5,94

H Leucin 5,98
Glycin Lysin 9,59

pH = pl =5,96 Methionin 5,74
o Phenylalanin 5,84

Prolin 6,3

HO/\‘)J\O@ — S€TiN 5,68
®NH; Threonin 5,60
Serin Tryptophan 5,64

pH = pl = 5,68 Tyrosin 5;66
Valin 596



Warum ist der pl-Wert von Serin kleiner als der

pl-Wert von Alanin?

o Aminosaure

HsC / Alanin
Oe Arginin

©®NH; Asparagin
Alanin Asparaginsiure
pH=pl=6,1 Cystein
Glutamin
Glutaminsdure
Glycin
Histidin
Isoleucin
Leucin
Lysin
Methionin
0 Phenylalanin
Prolin
HO/\HJ\O@ — S@IN
®NH; Threonin

. Tryptophan
Serin yptop

pH = pl = 5,68 Tyrosin

Valin

6,1
10,76
5,41
2,85
5,05
5,65
3,22
5,96
7,47
5,94
5,98
9,59
5,74
5,84
6,3
5,68
5,60
5,64
5,66
596



Kapillarelektrophorese

Kapillar-Zonen-Elektrophorese (CZE) ?hﬁféhif"t'
Elektrophoretische Trennung in einer Kapillare (Linge <1 m, 2 < 100 um) Plus- |3 =32 Minus-
* Spannung (= elektrisches Feld) zwischen zwei wassrigen Pufferlésungen 1 ’ . r

(10-30 kV) ‘P ) \ ‘F | \

* Trennung beruht auf Unterschieden in der elektrophoretischen Mobilitat
* Positive, neutrale und negative Analyten wandern zur Kathode (Minus-Pol) 610+

- Ursache dafiir ist der elektroosmotische Fluss (EOF)

Detektion
* Meist im UV (Lambert-Beersches Gesetz)

Absorption bei 200 nm

* Elektropherogramm (Absorbanz (iber die Migrationszeit) 1

1 T T T T T UL T
10 15 20
Zeit in Minuten
Aus Lotispeich/Engels, Bioanalytik, 2. Aufl., © 2006 Elsevier GmbH



Mobilitat im elektrischen Feld

Mobilitat von lonen im elektrischen Feld:

Die lonenbeweglichkeit (Mobilitat) ist die Endgeschwindigkeit, die ein Teilchen

] ) . . Elektrophoretische Mobilitat
in einem elektrischen Feld von 1 V/m erreicht.

in Wasser bei 25°C

lon Beweglichkeit
. : : : [m%(s-V)]
Je groRer die Ladung, Je kleiner das Teilchen, desto H* 3631038
desto schneller die schneller die Wanderung OH- 20'5 108
Wanderung I 7 9’6 -10°8
O Cl- 7,91 1038
@ > O . Cbg . F 5,7 -10°8
. ") | i 9&@5‘0 CH.COO™ | 4,2 - 108
—o | (=9 0
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Kapillarelektrophorese

% UV-Licht-
quelle

Probeninjektion

Minus-

=
CHi

U]

* Der Pufferbehalter wird kurzzeitig durch das Probengefald ersetzt

* 10-20 nL Probe wird in eine Kapillare injiziert

Hydrodynamische Injektion Hydrostatische Injektion

b ET Hl

—_—
 —
|
]
1
+ -

Elektrokinetische Injektion
| ( ” | Kurzzeitiges Anlegen einer Spannung - erzeugt E-Feld
- Problem: Jeder Analyt hat eine andere Mobilitat

- Diskriminierung von Anionen mit hoher Ladungsdichte
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Elektroosmotischer Fluss (EOF)

Quarzkapillaren (fused silica)

Oberflache in Abhingigkeit des pH-Werts: Wecton — Setection
— + . ++++++++++++ R R
—SiOH  beipH=25 + @0 O m » @ -
TSion beipH>25 SR A A SRR A LS LA A SRR AR R AR AR RS

\c
apillary

Elektroosmotischer Fluss (EOF)

Elektrolytlésung hat ein pH-Wert im Bereich pH 4 - 10
- negativ geladene Kapillarwand
—-> Kationen lagern sich an (- Helmholtz-Schicht)

- Helmholtz-Schicht wandert zur Kathode (Minuspol) und nimmt dariiberliegende Schichten mit
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Elektroosmotischer Fluss (EOF)

Gesamt-Mobilitét: — _

* Neutrale Teilchen wandern mit der gleichen 0%y ‘& g 8% g %< o—@o—g
Geschwindigkeit mit dem EOF mit (keine Trennung) ® ® o ®

+ Kationen wandern schneller als EOF = der zur Kathode Vern VerH
gerichtete EOF verstarkt die Geschwindigkeit +—0O Veor Teor ® . -

* Anionen wandern langsamer als EOF - da negative @ @ ®
Ladung fur eine Kraft gegen den EOF sorgt ® @ ® @ @ @

(on @O' O'®O' O O O G%‘ o O O &8)‘ o~

EOF nimmt zu, wenn:

* der pH-Wert steigt (- mehr Silanolgruppen deprotoniert) Gesamtmobilitit = EOF + EPH

* die lonenstarke sinkt (- geringere Abschirmung der Ladungen) EOF Elektroosmotische Mobilitét u,,
EPH Elektrophoretische Mobilitat u,,
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Kapillarelektrophorese vs Chromatographie

Hohere Effizienz der CE im Vergleich zur GC und HPLC

GleichmaRiges Flussprofil - geringere Bandenverbreiterung
Schnelle Trennung (~15 min) = geringere Langsdiffusion (B-Term)

Es findet kein Massentransfer statt zwischen der mobile und festen
Phase statt (C-Term = 0)

Keine unterschiedlichen Weglangen (A-Term = 0)

Aber, hoher Stromfluss (U = 10-30 kV) = Joulesche Warme
— Temperaturprofil flihrt zu unterschiedlichen Viskositaten -
Bandenverbreiterung

Diinne Kapillare lasst sich jedoch sehr gut kiihlen!

Plug-Flow
[ 1
¢ cE — ©

Anode | Kathode

a Elektroosmotisches Geschwindigkeitsprofil

Hoher Niedriger
Druck HPLC ) ” Druck
[ ]

Hydrodynamisches Geschwindigkeitsprofil
b (Laminarer Fluss)

Parabolisches Druckprofil
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Kapillarelektrophorese vs Chromatographie

Vergleich CE, GC und HPLC

* CE: hohere Anzahl theoretischer Béden (N = 1.000.000)

CE insbesondere fiir geladene Bioanalyten geeignet

GC fiir ungeladene, thermisch stabile und volatile Analyten
(sonst HPLC -» geringste Trennleistung)

12

|
Anwendung der Kapillarelektrophorese (CE) ] Moy, | |
EE

* Trennung von Proteinen

* Trennung von Glykan-Isoformen

Area [%]
o N > [e)] 0]

* Trennung von DNA-Fragmenten
(z.B. fur die DNA-Sequenzierung)

m2 B

LLLLLLLLL

m 18
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Wichtiger Hinweis

Dieses Skript ist als unterstitzende Lernhilfe nur zum personlichen Gebrauch von
Studierenden des Studienganges Biotechnologie (Bachelor) an der Hochschule

Weihenstephan-Triesdorf freigegeben.

Jede unbefugte Vervielfaltigung und Verbreitung, sei es in Papierform oder in elektronischer
Form, ist urheberrechtlich verboten.
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