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Souhrn

Tato bakaltsk& prace se zabyva kapilarni elektroforézou antkami, kterymi lze zvysit citlivost
elektroforézy, tzv. prekoncenti@mi technikami. @vod, pr@& se prekoncentrace provgide nizka

koncentré&ni citlivost, ktera je, mimo jiné, figobena davkovanim malého mnozstvi vzorku do ka-

~s ooy

pilary. Fi zmenSeni pmeéru kapilary se z&tSi (innost separace, ale snizi se schopnost detekce.
Pri vétSim paméru kapilary nastava obracena odezva. V praci, kee@sana formou reSerSe, jsou

uvedeny nej&zrejSi techniky prekoncentraci.

V experimentalntasti je demonstrovano pouziti prekoncetitfaechniky nameteni. Metodou mi-
celarni elektrokinetické kapilarni chromatografi¢ #nalyzovan kvercetin ve vzorkaje.

Kli¢ova slova:
- Kapilarni elektroforéza
— On-line prekoncentrace
— Ptechodné pH rozhrani
— Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole
— Zakoncentrovani z velkého objemu
— Nameteni

— Prechodnd izotachoforéza



Summary

The principles of capillary electrophoresis andchteques, which can be used to improve sensitivity
of detection in electrophoresis, so called precotradon techniques, are reviewed in this bachelor
work. Preconcentration techniques are applied dubd low concentration sensitivity of the me-
thod, due to the low volume injection into the diapy. With lower inner diameter of the capillary
separation efficiency increases, but sensitivityefection decreases and vice versa. In this work,

most common preconcentration techniques in capiéctrophoresis are reviewed.

In experimental part, the sweeping preconcentragchnique is demonstrated by analysis of quer-
cetine in tea sample using micellar electrokinetimmatography.

Key Words:
— Capillary electrophoresis
— On-line preconcentration
— Dynamic pH junction
— Field amplified sample stacking
— Large volume sample stacking
- Sweeping

— Transient isotachophoresis
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1. Seznam zkratek

CE
CZE
CGE
CIEF
CITP
CEC
MEKC
EOF
FASS
ITP
tITP
NSM
LVSS
PS
HPLC
BGE
LOD
SDS

kapilarni elektroforéza

kapilarni zénova elektroforéza

kapilarni gelova elektroforéza

kapilarni izoelektricka fokusace

kapilarni izotachoforéza

kapilarni elektrochromatografie

micelarni elektrokineticka kapilarni chromgtafie
elektroosmoticky tok
zakoncentrovani vzorku zesilenim pole
izotachoforéza

prechodna izotachoforéza

[irozené zakoncentrovani
zakoncentrovani vzorku z velkého objemu
pseudostacionarni faze

vysokodinna kapalinova chromatografie
zakladni elektrolyt

detekni limit

dodecylsiran sodny



2. Uvod

Kapilarni elektroforéza pétmezi dilezité analytické sepatai techniky a ma&kolik vyhod oproti
jinym technikam a to n&pvysokou @innost separace, minimalni pozadavky na vzoreta §is-
totu a téndi Zadna nutnost pouzivani organickych rozpsmeit Restoze je kapilarni elektroforéza
popularni jako laboratorni technika, netiilip prijimana v ptimyslu (s vyjimkou gkterych speci-
fickych aplikaci, jako je ndpanalyza DNA a proteir). Jednou z nevyhod kapilarni elektroforézy

je nizka citlivost fotometrickych detektgrkteré jsou nejvice pouzivané [1].

Jednou z moznosti zvySeni citlivosti detekce jsadiree prekoncentrace. Jedna se o techniky, které
provedou zakoncentrovantimo v kapil&e, bez vedlejSich uprav vzdrkproto jsou také nejpouZzi-

vargjsi [1].



3. Kapilarni elektroforéza

Kapilarni elektroforéza p#tspolu s chromatografii a hmotnostni spektroskkpiiilezitym
separ&nim procedm v analytické chemii &bec. Mezi jeji hlavni vyhody patjednoduché
provedeni, minimalni spteba vzorku a reagenci, moznost automatizace aéSgpkktrum
aplikaci. Nevyhodou ovSem je mala koncetrifaitlivost [2]. BEZn¢ uzivana zkratka kapilar-
ni elektroforézy je CE (z angl. capillary electropsis). Princip elektroforézy sfiwva

v migraci elektricky nabityclkastic ve stejnosémném elektrickém poli. ProtoZe rychlost po-
hybu ¢astic zavisi na velikosti molekuly a nabojezm velké a tzr¢é nabité molekuly se bu-
dou pohybovat odlig[3].

Kapilarni elektroforézu zeme rozdit podle prostedi, ve kterém dochazi k separaci na
[4]:

— kapilarni zénovou elektroforézu (CZE)

— kapilarni gelovou elektroforézu (CGE)

— kapilarni izoelektrickou fokusaci (CIEF)

— kapilarni izotachoforézu (CITP)

— kapilarni elektrochromatografii (CEC)

— micelarni elektrokinetickou kapilarni chromatogréflEKC)

3.1.1. Doprovodné jevy — elektroosmoza a elektroforetickié@grace
3.1.1.1Elektroosmédza

Elektroosmo6za neboli elektroosmoticky tok (EOF Eieasmotic Flow, obr¢. 1) je jedna

z hybnych sil kapilarni elektroforézyiippH > 3 se ionizuji silanové skupiny na init strar
kapilary a tato vnini strana se chova, jako byla zaporny naboj. To ma za nasledékap
hovani kationtu putujicich se katgdale vzhledem k malym rozfmim kapilary (ptimér
mensSi neZz 1 mm) dochazi k strhavani aniontu, lgeté také putuji ke katédtento gedpo-
klad neplati, pokud pohyblivost aniontu jétsi, ez pohyblivost elektroosmozy). Rychlost
elektroosmaozy je po celé délce kapilary stejna.ydlektroosmotickému toku, lze separovat

kationty i anionty zarove
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Elektroosmozu lze potfd:
- pH mensSim nez 3

— modifikaci silanovych skupin

— pridanim povrchové aktivnich latek (teni&jddo zakladniho elektrolytu Ize zimit
smer elektroosmozy

kapilan

Obr. ¢.1 Elektroosmoticky tok kapildrou

3.1.1.2Elektroforeticka migrace

Elektroforeticka migrace je druhy z transportniéidorobihajici v kapilarni elektroforéze a
jedna se o pohyb nabitycastic v elektrickém poli. Sén pohybu zavisi na znaménku naboje
a polari¢ pole. Jeho rychlost na velikosti naboje, intehpible a odporu okolniho prdstli.
Pro srovnani pohyblivosti jednotlivyéastic v fiznych systémech zavadime tzn. elektrofore-

tickou mobilitu (rychlost pohybu nabité latky v kteckém poli o jednotkové intenzit

Velikost rychlosti daného iontu Izedirjako (vz.¢. 1): [2]

e[IE:[ g jEE (vz.&.2)
67,741}

V ... rychlost pohybu iontu

v=p

n ... dynamickéa viskozita okolniho prosdi
g ... naboj iontu
E ... intenzita elektrického pole

r... poloner iontu

He ... elektroforeticka mobilita
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Pozorovana rychlost separovaného vzorku je dangesawektorovych rychlosti elektrofore-

tické migrace a elektroosmézy.

3.2 Kapilarni zénova elektroforéza CZE

Kapilarni zénova elektroforéza je nejjednodusSimimrkapilarni elektroforézy( viz. obr. 2).
Lze ji separovat pouze latky, které nesou nabojtyi Separace analyje dosazena vlivem
rozdilné rychlosti pohybudastic v elektrickém poli. Rychlost pohybastic zavisi na moleku-
lové hmotnosti, tvaru a velikosti ndboje [5]. Tgi@mo unerné zavisi na intenzit elektric-

kého pole a vloZeném potencialu, fiep unerné pak zavisi na viskozitkapaliny, kde elek-

Migrace vzorku se provadi v zékladnim elektrolyktery vede tér&¥ veSkery elektricky
proud a jehoZ sloZeni sé& elektroforéze nekni, je konstantni po celé délce mignadrahy
a nengni se ani s dobou. Pro separaci {¢edite, aby slozky &y rozdilnou migréni rych-
lost. Tuto migréni rychlost nizeme ovlivnit vhodnou volbou z&kladniho elektrolyRied
zatadtkem analyzy se na jeden konec kapilary naneseekzovlozi se konstantni elektrické

pole. Jednotlivé slozky ve vzorkuczeou migrovat kapilarouiznymi, ale konstantnimi rych-

lostmi. Cim déle elektroforéza probiha, tim jsou separovamé vyrazji oddéleny.
Material kapilar je ¥tSinou Kemenné sklo o vrithim pfiméru 50 az 10Qum. NejkEznejSim
detektorem je fotometricky (sleduje absorpci zépasevanych latek), dale pouzivané jsou

vodivostnici fluorescerini detektory [5].

W,

obr. ¢. 2 Kapilarni zonova elektroforéza
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3.3 Kapilarni gelova elektroforéza CGE

Kapilarni gelova elektroforéza se liSi od kapilazdhové elektroforézy tim, Ze je kapilara
naplrena gelem a separace probiha na z&ktaddilné pohyblivosti v gelu. Pohyblivost mo-
lekuly v gelu zavisi na druhu gelu, velikosti p@elu, velikosti molekuly, nadboji separované
molekuly a dalSi. Jako gely se pouzivajiitidpd polyakrylamidové a agarosové gely aj. Gel
v kapilae brani elektroosmotickému toku, a proto (na rotdlba od kapilarni zénové elek-

troforézy) je mozna pouze separace katiégnanionti.

Nejcastji se kapilarni gelova elektroforéza pouziva k sapiavysokomolekularnich biolo-
gickych latek (makromolekul) jako jsou proteiny,ppidy, sacharidy nebo sésty RNA a
DNA.

3.4 Kapilarni izoelektricka fokusace CIEF

Pti kapilarni izoelektrické fokusaci putuji slozkyarku kapilarou, ve které je vytien gradi-
ent pH a kde je redukovan elektroosmoticky tok.yDelektrickému poli se analytyfgsunuji
aZz do oblasti pH rovnému jejich isoelektrickému bodde ztraceji naboj a tudiz i moznost
pohybu. V praxi se anodicky konec kapilary zavadlikgselého a katodicky do bazického
roztoku. Po rozé&leni se imobilizovanéastice analyi vytlaci hydrodynamicky nebo porip
dani chloridu sodného do jednoho z roztala koncich kapilary, ktery narusi gradient pH,

vymigruji v separovanych zénach [2].

3.5 Kapilarni izotachoforéza CITP

Kapilarni izotachoforéza je obdobou klasické izbtdorézy. Separuji se Byenom kationty,
nebo jenom anionty. Vzorek se vnasi mezi vedowtitedlyt, jehoz ionty maji vyssi pohybli-
vost, a koncovy elektrolyt, jehoz ionty maji nijgihyblivost, nez kterykoliv iont v roztoku.

Krome¢ separovanych iofitjsou vzdy obsazeny i nabité protiionty¥itBmnost &chto protiion-
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ta je podminkou pro zachovani elektroneutrality. Bbedné, aby protiionty byly ve vSech
elektrolytech (vedoucim, separovaném a koncovépjnét[3]. lontové sloteniny putuji v
diskrétnich zonach stejnou rychlosti. Hlavni chasagtikou tohoto uskupeni je tzv. samo-
zaostujici efekt. Ten psobi tak, Ze nedochazi k disperziesioZze sousedni zény maji spo-
le¢na rozhrani. Principem mechanismu jetigtajici intenzita elektrického pole od vedouciho
po koncovy elektrolyt. V fipack, kdy by se ion za svou zénou zpozdil, vysSi intenzole jej
urychli a on se vrati 2h Analogicky funguje fipad rychlejsiho iontu, ktery bude nizZsi inten-
zitou pole zpomalen. Izotachoforeticky princip s&é vyuziva fi zakoncentrovani vzorku
pied separaci kapilarni zénovou elektroforézou. bkedocilit az stonasobného zvyseni citli-
vosti [6].

3.6 Kapilarni elektrochromatografie CEC

Kapilarni elektrochromatografie kombinuje principgpilarni elektroforézy a vysoksimné
kapalinové chromatografie HPLC [3]. V této techngmev kapilée nachazi stacionarni faze,
ktera reaguje s analyty chromatografickym gdadanim, zatimco mobilni faze, obsahuijici
vzorek, protéka kapilarou dikyapobeni elektroosmédzy. Elektroosmoticky tok vznikéroz-
hrani negativé nabité stny a pufru, coz vyznandrelepSuje kinetiku rozlovacich rovnovah
a nasleda i separani Cinnost. Tato charakteristikargrstavuje vyznamnou vyhodu proti

kapalinové chromatografii s ttakem hnanou mobii f2].

Kapilarni elektrochromatografie je separatechnika vyuzitelna pro neutralni, ale i nabité
latky nejiizrejSi chemické povahy od jednoduchych molekul po madalekuly. Tato tech-

nika ma vysokou &innost a je pouZzitelna i pro nepatrna mnozstvi kaof3].
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3.7 Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografie MEKC

Micelarni elektrokineticka kapilarni chromatografiéz. obr.¢.3) byla givodné vyvinuta pro
separaci nenabitych sléenin, které se net uzitim klasické kapilarni elektroforézy ve vol-
ném roztoku. Separace se provadi za pouziti zalkladriektrolytu s vysokym pH, ktery ob-
sahuje relativni vysokou hladinu povrckaoaktivnich latek (surfaktafif. Nad utitou mezni
koncentraci povrchayvaktivni latky z&nou spolu molekuly surfaktahtigregovat a vytuét
micely. Aktivni latky obsahuji hydrofobni a hydrofi cast. Hydrofobniretzce tvdi jadra
micel, vznika tzv. pseudostacionarni faze (PS)oTgdra jsou schopny rozpo#stslozky

vzorku.

Micely migruji k detektoru, sloZzky vzorku se r@hgji mezi pseudostacionarni a mobilni fazi.
Mobilni fazi je vodny pufr. Nastava jejich retenpedobré jako v HPLC. Retence se liSi v

dusledku rozdilnych roztlovacich koeficient sloZzek, coz vede k jejich retenci [7,8].

Obr. ¢. 3 Princip MEKC

@ ANALYT Gawssa
+ lé_ (;]f_.ﬁ :.-;;' =}

| ¥

Davkovarni  EQOF > Detekee
MICELY «——

ANALYT —

Davkovani HEOF) KR} HMIC)

| Lo |
a3 ]

retencni okno
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4. On-line prekoncentraéni techniky v kapilarni elektroforeze

Duvodem, pré se on-line prekoncentrace pro¥ade mala koncentkai citlivost kapilarni
elektroforézy. Nizka citlivost je Zigobena davkovanim malého mnoZzstvi vzorku (jednakky
desitky nanolitit), malym vnitnim ptimérem kapilary a u spektralnich detekidtratkou
absorgni drdhou detalniho paprsku.

Zpasobu, jak zvysit citlivost detekce v kapilarni dtelforéze, je porrné mnoho. Jednou
z moznosti je pouZziti jinych det&kich technik (nap laserem indukované fluorescence, elek-
trochemicka detekce), coz je ekonomicky @& nebo mMzeme prodlouzit optickou drahu
paprsku u pouzivanych absonich detektal (hag. pomoci bublinkové cely). Timto #po-
bem se citlivost kapilarni elektroforézy zvysi 3 Hikrat. OvSem nejpouzivgsi a nejele-
gantréjSi metodou je zakoncentrovani vzorku do Uzkych pd@stednictvim zngn elektric-
kého pole nebo slozeni zakladniho elektrolytump v kapil&e a jedna se o tzv. on-line pre-
koncentrace. Trendem dnesSni instrumentace je proyéslou a jednoduchou analyzu s co
nejmensim p&em Uprav a operaci se vzorkem. On-line prekonagnittechniky tyto poza-
davky sphuji a diky znalostemgjia, které provazeji elektromigraci, je mozno tytohigi&y
dale vyvijet [9].

Mezi on-line prekoncenteai metodyadime tytastyri zakladni techniky:
— piechodné pH rozhrani (dynamic pH junction)
— piechodné izotachoforéza (transient isotachophoresis)
— zakoncentrovani (stacking)
— nameteni (sweeping)

Nebo miZzeme zkombinovatizné techniky prekoncentrace.

4.1 Zvyseni citlivosti

Kapilarni elektroforéza jéasto pouzivana pro separace araliteré podléhaji ionizaim
rovnovaham (disociace, protonizace, asociace, kexapk). Rychlost migrace je pak ovlivni-
telna znénou reékterych vlastnosti pracovniho elektrolytu (pH, wamit, teplota atp.). | mala
zmeéna €chto vlastnosti rize vést ke vzniku prekoncentraho mechanismu. Neexistuje ost-
ra hranice mezi jednotlivymi prekonceninémi mechanismy, ale zjednodusele fict, Ze
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pro on-line prekoncentraci ionizovatelnych analigte vyuzit mnoha princip Tyto principy
umozni davkovanidatsiho objemu vzorku do kapilary (omezenégstavuje délka kapilary) a
nasledné zakoncentrovani nadavkovaného vzorku bhoi vké zony ped vlastni separaci
[10-12].

V piipack, Ze se ionizovatelné analyty obt#Zeparuji klasickou kapilarni zénovou elektrofo-
rézou nebo vilpadt Ze se jedna o latky neutralnifige byt vyhodné vyuzitifjidavku mice-
lotvornych latek do zakladniho elektrolytu (micelérelektrokineticka chromatografie

MEKC), které i v gipadt nabitych analyt miZe poskytnout zajimavé ovligni selektivity.

[13 - 18].

4.1.1. Piechodné pH rozhrani

Jedna se o metodu zaloZenou na rozdilu ionizaseekéve mobility, analyi ve vicesegmen-
tovém systému elektrolytu. Obe&cma matrice vzorku nastavenu nizsi hodnotu pH, jeez
pKa analytu. Naopak zakladni elektrolyt ma hodnotu \piaSi nez pK analytu. V Zném
uspdadani je kapilara napina zakladnim elektrolytem, nasleduje nadavkovamsi deez
obvyklé zony vzorku. Po aplikaci né&pvstupuje matrice vzorku do oblasti zakladnihekel
rolytu, kde na hranici dochazi k tvé@rprechodného pH gradientu, ktery zvySenim pH okoli k
pKa udluje molekuldm analytu naboj a tim zvySuje jejicbhititu. BEhem urychleni je ana-
lyt soustedén do Uzké zony. Pomoci této metody |ze prekonceatrslabé iontové latky. Pro
neutralni nebo sikhkyselé slogeniny, jejichz mobilita nezavisi na pH pufru, v§auzitelna
neni [19].

4.1.2. Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole FASS (fielohglified sample stac-

king)

Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole je jednoglmv¢asto pouzivanych technik prekon-
centrace. Princip zakoncentrovani vzorku zesilepote spgiva ve vzajemném gsobeni
elektrického pole, které vznik&iwkladani napti mezi konce kapilary a pole koncerimého.
Koncentr&ni pole je vytvéeno diky fizné vodivosti (koncentraci) pracovniho elektrolgu

nadavkované zony vzorku [2023].
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Jednou z moznosti, jak zvysit citlivost detekceyyazit rozpu&tni vzorku pro analyzu v de-
setkrat reckném pracovnim elektrolytu nebo ve ¥odPo vioZeni stejnostmého elektrické-
ho pole dojde diky rozdilné vodivosti zon pracownébektrolytu a zény vzorku (zéna vzorku
ma nizSi vodivost) k zakoncentrovani davkované zdhpbou zonach je pak jina hodnota
intenzity elektrického pole (v zérvzorku je vyssi). Diky tomuto je rozdilna rychlosigrace
analyti v obou zonach (analyty v zéwvzorku migruji rychleji). Na rozhrani obou z6n tak
dojde k zakoncentrovani analytlivem zpomaleni rychlosti migrace. Separace palbina
klasickym mechanismem kapilarni zonové elektrofpr@2ZE), ale s uzsi gateini zénou

vzorku.

FASS nmizeme také uskut@ovat pomoci satasné zrany pH a vodivosti zén vzorku a pra-
covniho elektrolytu. Pokud to povaha analymoziuje, Ize vzorek okyselit prgbnym pi-
davkem kyselin anebo naopak zalkalizovat pomocidwidu. Zména pH ovlivni ionizani
rovnovahy analyi. Na hodnat pH je silre zavisla efektivni mobilita anal§t coz vede k vy-
tvoreni podminek pro odliSnou rychlost migrace analyhiadavkované z@wzorku a v zoa
pracovniho elektrolytu. Tento &pob prekoncentrace je vyuzivan pro analyzy latedzdil-
nym acidobazickym chovanim. Touto technikou je desa deseti az tisicinasobného zesile-
ni signalu analytu, tzn. Ze metodou kapilarni zénelektroforézy riizeme vstoupit do oblasti
separace a kvantifikace velmi nizkych koncentraalyau (10° az 10° mol . I'") za pouZiti
bézného UV-VIS detektoru [24 27].

Tento jednoduchyifistup umo#uje nadavkovani pouze optimalni ridgivé délky (tj. max.
2 % délky kapilary), protoze v ofpr@em gipad® dojde ke ztr&t separaéni (Cinnosti. Tento
zpisob je nejjednodussi a je oZnaan jako pirozené zakoncentrovani NSM [2830].

Mezi techniky, pouZivajici zémy ve vodivostech zon davkovaného vzorkuripametoda,
kdy se vzorek rozpusti ve 30% vodném roztoku adeions pridavkem anorganické soli o
vysokych koncentracich. Toto se da tiohplatnit pi analyzach biologickych vzorku, které

uz obsahuji péebnou koncentraci chloridu sodného [BG5].
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4.1.3. Zakoncentrovani vzorku z velkého objemu LVSS (Largelume sample

stacking)

Pokud je naddvkované mnoZstvi vzorkiisV nez je optimalni ngstova délka v NSM, je
nutné, aby matrice vzorku naopak migrovala vengil&ey nastikovym koncem. Tento Zp
sob je ozn&ovan jako zakoncentrovani vzorku z velkého objetargé volume sample stac-
king, LVSS). Pumpovani matrice ven z kapilaiygavkovani nize byt zaji&no bul’ pomo-

ci elektroosmotického toku nebo pouzitim exterrtlaku. Snér toku matrice musi byt opa
ny nez migrace davkovanych andlyt velikost obraceného toku musi byt mensi neyge-r
lost migrace davkovanych analytNevyhodou tohoto Zisobu prekoncentrace je moznost

separovat bdi jenom kationty nebo jenom aniontyitem jedné analyzy [36].

4.1.3.1Zakoncentrovani s/gpinanim polarity

Rozpusti se vzorek v zakladnim elektrolytu neb@oo&tdle tak, aby ré8l nizkou vodivost.
Davkovani je hydrodynamické a mnohem delSi neZipapt NSM. Po nasiku dlouhé zény
vzorku do kapilary nastava fazéepolovani polarity zdroje na ofr@ou polaritu, nez jaka
bude pouZita pro vlastni separaci. Tim dochazi graai matrice ven z kapilary a analyty se
zakoncentruji ve forgntzké zény na pa@tku kapilary. To znamena, Ze polarita pro odstran
ni matrice pi zakoncentrovani je volena podle znaménka nabeparsvanych analfyt Do
pracovniho elektrolytu setidava \&tSinou aditivum, které obraci $melektroosmotického
toku (nap. kationtovy tenzid) [36].

4.1.3.2Zakoncentrovani (stacking) s vyuzitim elektrokaketiho davkovani

Vzorek je roviZz pripraven tak, aby & nizkou vodivost. Naslednje proveden elektrokine-
ticky nastik, ktery zaji¥uje selektivni davkovani kujenom kationi, nebo jenom aniofit
Pokud je elektroosmoticky tok v afg@m sméru oproti migraci nasikovanych iont, je nut-
né, aby rychlost elektroosmotického toku byla mew rychlost migrace davkovanych ana-
lyta. Zakoncentrovani (stacking)ipelektrokinetickém déavkovani poskytuj€tsi navyseni
citlivosti detekce, nez nabizi hydrodynamicky k&sfro je vys¥tleno skuténosti, Ze u hyd-
rodynamického nasku je velikost nastku limitovana délkou kapilary. Vipact elektroki-
netického davkovani tomu tak neni, protoZze anaiyigruji do kapilary nezavisle na délce
kapilary [37]
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4.1.4. Nameteni (sweeping) ionizovatelnych a hydrofobnaralyti

Pti technice nameteni (sweepingu) se pouzitfdgyku micelotvornych latek do zéakladniho
elektrolytu, ktery je umigh v elektrolytové nadobce na davkovaci strkapilary. Samotna
kapilara, druh& elektrolytova nadobka a ani vzarekbsahuji pouzité micelotvorgeidlo.
Analyty maji silnou afinitu pro specialni typy adjtzahrnujici iontové nebo neiontové mice-
ly, cyklodextriny apod. [38 41], tzn., Ze podle druhuiganého aditiva do zakladniho elekt-
rolytu vyrazré ovlivnime selektivitu separace. Nametenitipaiezi zfgsoby, které zlepSuji
citlivost, ale podstata techniky vychazi z inteia&oalytu a micel (rozdovaci rovnovahy)

podobrg, jako je tomu v micelarni elektrokinetické chroogriafii [42].

Princip spaiva ve vyuZiti interakci mezi analytem (ion, nelrtrdnolekula) a tzv. pseudosta-
cionarni fazi (PS), kterou byvékiery z uvedenych aditiv. Pseudostacionarni faneigé do
Siroké zony vzorku a na tomto rozhrani dochazi konaentrovavani (nameteni) vzorku.
Rozsah prekoncentrace jeovan sodtem vSech interakci mezi analytem a PS fazi. Systém
umoziuje efektivni odstraimi matricovych né&stot. Tato technika poskytuje nizky detek
limit (10° mol . ).

Jednoducha nebo slozita aditiva mohou byt poudth gpdminkou, Ze kinetika interakce je
rychlejSi nez kinetika elektroforetické relaxaceajyaledkem je zakoncentrovani v Uzkém pa-
su. VSeobeahse pouzivaji aniontové tenzidy (dodecylsiran sedi8DS) k zakoncentrovani
neutralnich nebo kationtovych andlyPro separacigkterych aniontovych analytse za al-
kalickych podminek ke zlepSeni nameteni pouZiajbktové nebo neiontové tenzidy. Pouze
nabité analyty mohou byt separovany pomoci neltifaze [43].

Je mozné vyuzivat i kombinace dvou prekonceénich mechanisin Typickym gikladem je
vyuziti dynamického rozdilu v hodnotach pH elekttdl(dynamic pH junction- sweeping).
Tato metoda je zaloZena na vyuziti podminek namét@kladni elektrolyt s PS fazi, vzorek

bez PS faze) a podminkygehodného pH rozhrani (rozdilné pH vzorku a pu#d)- 47].
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4.1.5. Prechodna izotachoforéza (tITP)

DalSi metodu vhodnou k prekoncentraci iontovyclu@ain gedstavuje tzv. igchodna izo-
tachoforéza. Tato technika vyuZiva izotachoforetiefekt, ktery Ize odvodit z Kohlrauscho-
vy regul&ni funkce. B tomto jevu dochazi k roztbvani slozek vzorku umigtého mezi

tzv. vedouci elektrolyt (leading, LE), ktery obsghpomocny ion, nebo-li ko-ion, s nejvyssi

Dulezitou charakteristikou této separadstava samozadsivaci schopnost zén (bylo popsa-
no v kapitole 2.5). ProtoZe celkovy hnaci proud imug ve vSech zénach stejny, dochazi
k prizpusobeni koncentraci v jednotlivych zénach vzhledenkdéncentraci vedouciho elekt-

rolytu. Vhodnou kombinaci dvou a vice pracovniadkeblyti v jedné kapilée docilime pe-

chodné izotachoforézy. Tento jev je mozZno vyujitékoncentraci celéady analyi [48].

Nejcastji jsou @i tITP-CE analyze pouzivany dvazné gFistupy.

a) Jestlize je zakladni elektrolyt zvolen tak, Ze &n-im& vySsi efektivni mobilitu nez
analyty, ITP migrace je dosaZzena pomoci vhodnémedweho elektrolytu (ize byt
pouzit misto zakladniho elektrolytu anebo ho Izekdaat jako z6nu) za z6nou vzor-
ku. Ko-ion v tomto pipadt piebira alohu vedouciho elektrolytu. Vzorek je naaavk
van hydrodynamicky a po vloZeni elektrického potgdd k vytvdeni gechodného
ITP stavu. Po zakoncentrovani je koncovy elektrejyhénén za zakladni elektrolyt a

nastava separace pomoci CZE.

b) Jestlize zakladni elektrolyt obsahuje ko-ion singtéktivni mobilitou nez analyt, musi
samotny vzorek byt obohacen o vedouci ion {npm separaci katiohite mozno po-
uzit K, NH**, Na") k dosaZeni tITP. Ko-ion se pak chova jako koncowy To miZze
byt vyhodou pro biologické vzorky, ktet@sto girozere obsahuji dostateé mnoz-
stvi ionti s vysokou mobilitou pro uskutesni ITP prekoncentrace. Alternativou je
piidavek takovychto soli do samotného vzorku.

Je mozno oba mechanismy kombinovat [49].

Navzdory faktu, Ze s touto metodou Ize prekoncematr8irokou paletu analyt neni podob&

jako Dynamic pH Junction vyuZitelna pro neutraftki/ [48].
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4.2 Aplikace on-line prekoncentraci vzorku v kapilarni elektroforéze

Aplikace kapilarni elektroforézy a pouziti on-lipeekoncentraci ma Siroké uplatm a podle

vyznamu nizeme rozliSovatdkolik kategorii:

Zivotni prostedi— nag. analyza pdnich vzork a vzorky vod. Zjiguje se nafiklad

koncentrace Al v fdnich vzorcich, itomnost komplexuéZkych kovu (hlava kom-
plexy Cu, Co, Zn, Mn a Pb), déle kationtghto kowi, aromatické aminy. Ve vzor-

cich vody arsen, selen a jejich sleniny a dalsi.

Analyza potravin- stanoveni nunich hodnot, zjiovani gitomnost a mnoZzstvi nu-

tricnich slozek v potravinach, analyza aminokyselirapajich atd.

Farmaceutické aplikace kontrola kvality léiv, zjiStovani mnozstvi poZzadované lat-

ky, owtovani nepitomnosti kontaminaidt stanoveni fitomnosti poZadované bioak-

tivni slozky v lidskych nebo zigcich vzorcich a podobn

Toxikologické vzorky— do jisté miry souvisi s‘edchozi kategorii. Hleda aduije vy-

Si analyfi v lidskych vzorcich, dale psychotropni drogy, tié latky a nebo jejich de-

rivaty.

Biologické aplikace- bud’ zakladni biologicky vyzkum nebo klinicky vyzkumlio-

vané technologie.

Pouzitim on-line prekoncentnaich technik v kapilarni elektroforéze Ize dosatinguazného

snizeni limifi detekce. Techniky on-line prekoncentrace se vajZivefastji pti stanove-

nich stopovych mnozstvi cilovych andlyt

Tabulka 1 popisuje nejvyznawjgi aplikace on-line prekoncentrdch technik v kapilarni

elektroforéze vybrané z vySe uvedenych katego#ikohk piikladu z kazdé kategorie je vzdy

uvedeno v tabulce.
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Tabulka 1

ZjiStovana latka Druh vzorku | Zpusob separacq Limit detekce Aplikace Ref.
2,5-Dimethoxy-4- | vzorek mysSi | CZE — MEKC 4,5 a7 5,qug . mi* | biologie [50]
ethylthiofenylamin | moci

DNA virus hepati- | CZE —tITP 0,0021 pg . il biologie [51]

tidy typu B

Sloweniny arsenu | zvireci CE - prechodné | LOD snizena 100 | ochrana [52]

(3-nitro-4- krmivo pH rozhrani az 800nasokin Zivotniho

hydroxyphenylarso- prostedi

nic acid)

Hlinik (ionty Al*%) vzorky pid CE- FASS koncentrace ochrana [53]
minimalniho zivotniho
detekovaného prostedi
hliniku mize byt
zvySena 12krat

trifosforetnan sodny| vzorky jidla| CZE —tITP 0az80mg. | analyza [54]
P.Os potravin

Riboflavin (vit. B2) | pivo MEKC - 20 ng . mf' analyzy [55]

stacking potravin

flavonoidy (hypero- | methanolické] CZE — tITP 100 ng farmacie [56]

sid, isokvercetin, extrakty

kvercetin a rutin) (listt a kwtu)

Hypericum
perforatum

Opiaty lidska mo CE- FASS > 1000né&sobku toxikologie | [57]
citlivosti
prisluSenstvi

Amfetaminy a vlasy CE- FASS < 0,06 pug . I toxikologie | [58]

jejich derivaty
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5. Experimentalni ¢ast

Metodou micelarni elektrokinetické kapilarni chrdogafie byla zjiovana pitomnost
kvercetinu ve vzorku zelenéliaje. Protoze koncentrace kvercetinéayi je nizka, byla pou-
Zita on-line prekoncentéai technika nameteni (viz. v kapitole 3.1.4). Jakoelarnicinidlo

bylo pouzito SDS.

5.1 Chemikalie

— Ci5H1007 . 2 HO (kvercetin hydrat, viz. obt. 4), ¢istotal199 % (pro HPLC), Fluka,

Buchs, Svycarsko
- NaCl, obsah min. 99 %, Lachema, BrA@ska republika
- H3BOs, Gistota= 99,5 %, Fluka, Buchs, Svycarsko
- Na&B4O7 . 10 KO, gistota= 99,5 %, Fluka, Buchs, Svycarsko
- CpH2sNaSQ (dodecylsiran sodny SDS)stota=> 99,5 %, Fluka, Buchs, Svycarsko

- NaOH, ¢ =1 M, Lachema, BrnGeska republika

Obr. ¢. 4 Kvercetin
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5.2 Pristroje

— pH metr (viz. obre. 5, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

— centrifuga (Eppendorf, Hamburgghecko)

— kapilarni elektroforeticky fistroj CAPEL — 105M (LUMEX, St. Peterburg, Rusko)

Obr. ¢. 5 pH metr

Vybaveni elektroforetickéhoijstroje CAPEL — 105M (viz. obk. 6):
a) zdroj vysokého nafti (zaporny zdroj)
b) autosampler pro automatickou v§mu vzorkovnic
c) spektrofotometricky detektor
d) dwe platinové elektrody
e) néstikovy systém
f) vyménna kazeta pro kapilaru
iffstroj

h) pcgitac s ovladacim vyhodnocovacim systémem ELFORUN

g) kapilarni termostabiln

Obr. ¢. 6 Kapilarni elektroforeticky systém
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5.3 Podminky analyzy

Pufry:

Pracovala jsem v prastdi 25 mM roztoku boritanového pufru.

Kapilara:

K analyze byla pouzitaitkmenna kapilara o délce 58 cm a kmirh ptaméru 75um, efektivni
délka kapilary byla 50 cm.i®d prvnim pouZzitim bylo nutné kapilaru 10 min. pgord M
roztokem NaOH, 10 min. vodou a 10 min. pufrem s SB8d kazdym r&enim se kapilara

proplachovala 1 min. pufrem s SDS.

Analyza probihala i teplot 25°C a nagti 20 kV. Vzorek i standard byly davkovéany pod

stejnym tlakem a to 30 mBar.

5.4 Postup

Nejprve bylo gipraveno 25 mM roztok boritanového pufru o pH 9,0&nto pufr vznikl smi-
chanim 25 mM roztoku #B0O3; a 25 mM roztoku N#,0; . 10 HO. Dale byl pipraven
35 mM roztok SDS v boritanovém pufru a 35 mM rozte&Cl v boritanovém pufru. Jako
standart byl pouZit kvercetin o koncentraci 50 niig ktery fred samotnym g&fenim byl na-
fedén 20Kkrét.

Byl pripraven vzorek zelenéhtaje, ktery po dkladném vyluhovani a vychladnuti byiefil-
trovan gres 0,45um filtr na injekeni stikacku (Millipore, Billerica, MA, USA).

Vzorek byl analyzovan stejnou metodou jako standaaddedem zvolenych optimalnich

podminek.
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6. Vysledky a diskuze

Pro demonstraci on-line prekoncentrace kapilametedforézou byla zvolena analyza kverce-
tinu ve vzorku zelenéhdaje [59]. Metoda byla upravena pro podminky techmimeteni.
Vzorek kvercetinu byl nedn do zakladniho elektrolytu bez SDSidpvkem NaCl pro za-
chovani stejné iontové sily.

Vzorek zelenéhdaje byl pro identifikaci porovnan se standardenré&ggnu.

Se standardem kvercetinu byla gggana optimalni doba davkovani. Byly pré&eny doby
davkovani standartniho roztoku kvercetinu pro 5a BB s a po srovnani grafickych zavislosti
vyplyva (viz. grafy), Ze optimalni doba davkovékdy pik neni je&t pilis Siroky, se nachazi
mezi 5 a 15 s, proto byla zvolena hodnota 1(ristlgku 30 mBar. Za&hto podminek byl

také prongien samotny vzorek zelenébtaje.

Davkovani vzorku 5 s, tlak 30 mBar

Kvercetin

1.1 - |,{

AL T0F]

03 -

t [min]
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AL 103 |]

16

Diavkovani vzorku 5 s, tlak 30 mBar

Kvercetin

t [min.]

Divkoviani 30 s, tlak 30 mBar

Kvercetin

t [min.]
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Pro prongteni vzorkucaje za pedem zvolenych podminek byl ve vzorku identifikower-
cetin na zaklaglporovnani polohy piku se standardem. Pro ideatifizbylych latek, které se
v ¢aji nachazeji, a které se projevuji vznikemipily bylo nutno pouzit jinych, népspekt-

ralnich, metod.

Vzorek caje, davkovini 10 s, tlak 30 mBar

135 A

15 -

A.103[]

35 1 [ ' Kvercetin

-5 ¢ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
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7. Zavér

V piedlozené bakataké praci byly formou literarni reSerSe zpracovaayeEzrejsi techniky

on-line prekoncentrace v kapilarni elektroforézdnh se o techniky, které zvysuji citlivost
detekce v kapilarni elektroforéze a umojt aplikace této metody pro analyzy velmi nizkych
az stopovych mnoZstvi stanovovanych latek. V tgstu popsany a shrnuty zaklady kapilér-

TRV

nich technik a je zde uveden takélded nejasgjSich aplikaci&chto technik.

V experimentalntasti na zaklagl vybrané prekoncenttai metody nameteni byl analyzovan

vzorekcéaje a identifikovan kvercetin na zakéasrovnani polohy piku vzorku a standardu.
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