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1. Uvod

Kapilarnielektromigraéni metody, v posledni dobé& sou-
hrnné oznacované jako vysokoucinnd kapildrni elektro-
foréza (high-performance capillary electrophoresis - HPCE),

jsou pro svou uéinnost dosahujici stovek tisic az miliona

teoretickych pater a citlivost na drovni femtomol-zeptomol
(10°15-102! mol) analytu v nano- aZ pikolitrovych obje-
mech analyzovanych vzorki povazovany za nejucinnéjsi,
nejcitlivéjsi a nejperspektivnéjsi analytické separaéni me-
tody. Stavaji se stdle vice uzndvanym protéjskem resp.
doplitkem dosud nejrozsifenéjSich separacnich metod —
riznych variant vysokoucinné kapalinové chromatografie
(HPLC).

Metody HPCE zahrnuji v8echny elektromigraéni se-
paraéni principy realizované v kapilarnim instrumentalnim
formétu. Zatimco v sedmdesatych letech byl privlastek
,kapildrni" spojovan pouze s izotachoforézou, v osmde-
satych letech zacaly byt provadény v kapilarnim uspotfadani
i ostatni elektromigraéni metody - zonova elektroforéza,
izoelektrickd fokusace, agarosovd a polyakrylamidovd ge-
lova elektroforéza, SDS-elektroforézabilkovin, bioafinitni
elektroforéza a ddle téz kombinované -elektromigraéni
a chromatografické techniky, elektrokinetickd chromato-
grafie a elektrochromatografie.

Omezeny rozsah tohoto ¢lanku dovoluje pouze stru¢ny
popis teoretickych zédkladd a separa¢nich principt jednot-
livych elektromigra¢nich metod. Pro podrobn&jsi seznd-
meni s metodami HPCE lIze doporudit specidlni mono-
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grafie a prehledné ¢lanky

2. Teoretické zadklady
2.1.Elektroforetickd pohyblivost

Ustiedni veli¢inou elektromigraénich separaénich metod
je elektroforetickd pohyblivost (mobilita), m, definovana
jako rychlost pohybu nabitych ¢astic v kapalném prostiedi

ve stejnosmérném elektrickém poli o jednotkové intenzité:
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m=v/E (@m?V-isly, (D)
kde v je rychlost pohybu v elektrickém poli o intenzité E.

Intenzita pole v kapilafe je dana podilem napéti U
pripojeného ke konctim kapilary a jeji délky L aje svdzdna
Ohmovym zdkonem s hustotou prochazejiciho elektric-
kého proudu i prostfedim o specifické vodivosti x:

E-U/EilK (2)

rovanych latek maximalni. Podrobnéjsi rozbor zavislosti
pohyblivosti malych iontti i polyelektrolytti na jejich naboji,
velikosti a prostorovém uspofadani lze nalézt v literatuie™"”.

2.2.Elektroosmoticky tok

Kromé elektroforetického pohybu je ¢astym transport-
nim jevem v kapildrnich elektromigracnich metodéch elek-
troosmoticky tok. Vznikd ptisobenim stejnosmérného elek-
trického pole na difuzni ¢ast elektrické dvojvrstvy na roz-

Vysledny rovnomérny pohyb iontll v roztoku je vysled- hrani pevné a kapalné faze u vnitini stény kapilary.

kem ptisobeni dvou sil. Ion s ndbojem ¢ je uvddén do
pohybu silou elektrického pole F:

/&

€

q.E 3

Vznik elektrické dvojvrstvy je disledkem selektivni
adsorpce jednoho druhu iontd na st€nu kapildry a/nebo
disociace ionogennich skupin na vnitfnim povrchu kapilary
(napf. silanolovych skupin v pripad¢ nejcastéji pouZziva-
nych kiemennych kapilar). Adsorbované nebo disociaci

Tento pohyb iontu o poloméru r je brzdén frikéni silou vzniklé ionty vytvaii na sténé imobilizovanou ¢ast elek-

prostfedi, 7}, danou Stokesovym zdkonem:

Fe=-6mn rv, (4
kde v je rychlost pohybu iontu a 1 je viskozita prostiedi.

Z rovnosti téchto opac¢né orientovanych sil v ustaleném
stavu, tj. F,=-Fy, lze pro elektroforetickou pohyblivost m
odvodit:

m=v/Eql 6mmr. &)

Z rovnice (5) vyplyva, Ze pohyblivost iontu je pfimo

trické dvojvrstvy, zatimco v jeji difuzni ¢asti smérem do
roztoku zlstava piebytek volného naboje. Tim se v bliz-
kosti stény vytvdri potencidini rozdil, jehoz ¢dst vyskytujici
se v difuzni oblasti elektrické dvojvrstvy se nazyva elek-
trokineticky potencidl nebo téz zeta potencidl. Plisobenim
stejnosmérného pole v podélném sméru kapilary se uvadi
do pohybu nejen difuzni Cast elektrické dvojvrstvy, ale
prostfednictvim vnitfniho tfeni v kapaliné i veSkery roztok
pfitomny v kapilafe. Elektroosmoticky tok unasi vSechny
pifitomné ionty stejnou rychlosti, tj. z hlediska separace
pusobi jako neselektivni sila, vyznamné vSak ovliviiuje
vyslednou migra¢ni rychlost pfitomnych analyti a tim

umérnd jeho naboji a nepfimo umérna jeho poloméru (ve- i u¢innost separace a dobu analyzy.

likosti, relativni molekulové hmotnosti) a viskozité roz-
toku.

Elektroforetické pohyblivosti jsou kvalitativnimi cha-
rakteristikami ionogennich latek pro dané prostfedi a tep-
lotu. Elektroforeticka pohyblivost iontt silnych elektrolytt
vztazena k dané iontové sile a teploté se nazyva aktudlni
pohyblivost, elektroforetickd pohyblivost iontli v nekonec-
ném ziedéni se nazyva limitni pohyblivost. Limitni pohy-
blivosti pfi teploté 25 °C jsou tabelovany jako fyzikalné
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chemické konstanty ionti

V piipadé slabych elektrolytt je pohyblivost zdvisla na
stupni jejich disociace atudiZz na pH prostiedi. Pohyblivost
slabych elektrolytti vztazenda k danému pH, iontové sile
a teploté separa¢niho prostiedi se nazyva efektivni pohyb-
livost. Zavislosti pohyblivosti na pH se v praxi Casto vy-
uziva. Elektromigracni separace slabych elektrolytli a am-
folytti (peptidii, bilkovin) se provadi pfi takovém pH, pfi
kterém jsou rozdily v efektivnich pohyblivostech sepa-

Pro rychlost elektroosmotického toku v, a pro jeji
velikost vztazenou na jednotkovou intenzitu elektrického
pole, tzv. elektroosmotickou mobilitu, 72, plati nasledujici
vztahy:
(6)

Voo = Mag E

mgs= €5 /W (7)

kde € je elektrokineticky potencial, r\ je viskozita roztoku
a £ je dielektricka konstanta roztoku.

Elektrokineticky potencidl je v podstaté¢ urCen povrcho-
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vou hustotou naboje na vnitini sténé¢ kapilary. Jelikoz diso-
ciace ionogennich silanolovych skupin na vnitfnim povr-
chu kiemennych kapilar je zavisla na pH roztoku, jimz je
kapilara naplnéna, je elektroosmoticky tok v kfemennych
kapilarach siln€¢ zavisly na pH nosného elektrolytu pfi
elektromigracnich separacich. Mezi pH 3-8 elektroosmo-



ticky tok nékolikanasobné (4-5krat) stoupd a elektroosmo-
tickd pohyblivost pievySuje elektroforetickou pohyblivost
i rychlych malych iontti, napt. chloridi.

Elektrokineticky potencial a tudiz i elektroosmoticky
tok Ize regulovat zménou slozeni nosného elektrolytu (pH,
iontova sila), upravou vnitfniho povrchu kapilary (kova-
lentni nebo dynamické povlaky) nebo téz vnéjSim pificnym
elektrickym polem’™"*.

Vyznacnou pfednosti elektroosmotického toku ve srov-
nani s lamindrnim proudénim hydrodynamického toku je
jeho témét pravouhly rychlostni profil v celém prifezu
kapilary na rozdil od parabolického rychlostniho profilu
hydrodynamického toku, takze jeho pfispévek k celkové
disperzi zén analytd pii jejich elektromigracni separaci je
zanedbatelny. Toho se vyuziva zejména v kombinovanych
technikach elektrokinetické chromatografie a elektrochro-
matografie, kde elektroosmoticky tok slouzi jako hybna sila
mobilnich fazi.

Podrobnéjsi popis elektroosmotického toku a jeho role
v kapildrnich elektromigra¢nich metodich je uveden v pii-
vodni literatute’-41.

2.3. Matematické modely
a politatové simulace

Matematické modely a z nich odvozené pocitacové
simulace kapildrnich elektromigra¢nich metod lze podle
pristupu k teoretickému popisu elektromigrace42 rozdeélit
do dvou skupin.

Jednodussi pristup vychézi z popisu ustdlenych stavi
elektromigrac¢nich separaci a vice ¢i méné zanedbava dalsi
doprovodné jevy. Prikladem takového pristupu jsou napf.
rizné modely ustdleného izotachoforetického stavu®’'**
nebo model teoretickych pater*’ pfevzaty z chromatografie
pro popis kapildrni zénové elektroforézy46’5 l'a elektroki-
netické chromatografie™"”
poskytuji tyto modely o elektromigracnich procesech cenné
informace, jeZ mohou byt vyuzity pfi vyvoji a optimalizaci
experimentalnich podminek pfi elektromigrani separaci
analytd, jejichz fyzikdlné chemické parametry (mobility
a disociaCni konstanty) jsou znamy. PocitaCovy simuldtor
kapilarni zénové elektroforézy>%51
vadét virtudlni separace iontli v zdvislosti na mnoha para-
metrech experimentalnich podminek (sloZeni nosného
elektrolytu, pohyblivosti a disociaéni konstanty jeho slo-
zek, materidl a rozméry kapilary, napéti, mnoZzstvi vzorku,
teplota, zpusob chlazeni aj.).

M

. I pfes mnohd zjednoduseni

napf. umoziuje pro-

wvoevy

kapilarnich elektromigra¢nich separaci vychazi z mate-
matického popisu obecnych zdkonitosti transportnich déju
v pfitomnosti stejnosmérného elektrického pole. Tyto déje
zahrnuji elektromigraci, elektroosmézu, difuzi, konvekci
a termokonvekci. Modely berou téZ v ivahu chemické (aci-
dobazické, komplexotvorné) rovnovahy a zavislost pohyb-
livosti na iontové sile a na teploté. Tento popis vede k sou-
stavé nelinearnich parcidlnich diferencidlnich rovnic, kte-
rou lze dnes feSit i na stolnich pocitacich tfidy PC.
Vyraznou pfednosti tohoto pfistupu je, ze feSi problém
separace od pocatku pripojeni elektrického pole, tj. po-
skytuje i udaje o dynamice elektroseparace a prispiva tak
k hlubSimu poznéni elektromigra¢nich metod36-62,

Cast;'lm predmétem teoretického studia je téz vliv jed-
notlivijch parametri, napf. teploty”"*, adsorpce®"”,
elektromigraéni disperze*®”', hydrodynamického toku’,
viskozity” a stoeni kapiliry do smyéky’* na pribéh
a ucinnost elektromigrac¢ni separace.

3. Separacni principy a zakladni
experimentalni usporadani

3.1.Z6énovd elektroforéza

Nejjednodussi elektromigraéni technikou je zoénova
elektroforéza, pri které se jednotlivé ionogenni latky liSici
se svymi pohyblivostmi odd€luji v homogennim prostiedi
zékladniho (nosného) elektrolytu (background electrolyte
- BGE). Zékladni experimentalni sestava pro kapilarni
zonovou elektroforézu (capillary zone electrophoresis -
CZE)7579, kterd miiZe byt vyuzita téz pro ostatni HPCE
techniky, je schematicky zndzornéna na obr. 1. Oba konce
tenké kfemenné kapildry jsou ponofeny do elektrodovych
nadobek naplnénych zédkladnim elektrolytem, kterym je

naplnéna téz kapildra. Vnitini primér kfemenné Kapilary je

322

obvykle mensi nez 100 um (typicky 50 resp. 75 um) ajeji
délka je vétSinou v rozsahu 30-80 cm. Kapildrni format
separa¢niho prostoru dovoluje relativné ti¢inny odvod Jou-
leova tepla, coZz umozZituje pouZiti vysokych intenzit elek-
trického pole (desitky kV/m) a tim i dosaZeni vysokych
ucinnosti a rychlosti separace. Miniaturizace separac¢niho
prostoru (objem kapildry o vnitfnim priméru 50 pm a délce
1 mje2 ul) je téz zdkladem vysoké citlivosti HPCE.

Na pocatku experimentu je velmi kratky usek kapilary
(ccajednotky mm) naplnén roztokem vzorku (viz obr. 2a).
Jeden ze zptisobl aplikace vzorku je znazornén na obr. 1.
Vstupni konec kapilary je umistén do nddobky se vzorkem
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Obr. 1. Schéma zafizeni pro kapilarni elektromigra¢ni metody;
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Obr. 2. Separacni princip kapllaml z6nové elektroforézy;

a - pocatecni stav v Case 7: do kapilary (T) naplnéné nosnym
elektrolytem (BS) je zavedena zéna vzorku (SV) obsahujici smés
iontd A, B, C pohybujicich se rtiznymi elektroforetickymi rych-
lostmi vep; E - elektrodyiveo— rychlost elektroosmotického toku,
v - vyslednd rychlost migrace, b - stav separace v Case 7: ion A
prochazi optickym detektorem (OD), ¢ - schematicky zdznam
separace - elektroforegram, i - signdl detektoru, iA, 1B, IC -
migra¢ni Casy iont A, B, C

a po urcitou dobu je vytvoren rozdil hladin mezi roztokem
vzorku a roztokem nosného elektrolytu. Jakmile je zéna
vzorku zavedena do kapilary, je konec kapilary obsahujici
vzorek ponofen zpét do elektrodové nadobky a k systému
je pfipojeno stejnosmérné elektrické pole ze zdroje vyso-
kého napéti schopného poskytovat konstantni napéti (az
30 kV), nebo konstantni proud (pracovni hodnoty v HPCE
obvykle v faddu desitek [LA), nebo konstantni vykon (pra-
covni hodnoty v HPCE obvykle 1-5 W na metr délky
kapilary).

Slozky vzorku liSici se svymi pohyblivostmi se v ka-
pilafe pohybuji riznymi elektroforetickymi rychlostmi, Veps
smérem k detektoru a na tomto principu se od sebe oddéluji.
Kromé elektroforetického pohybu nabitych Castic je cely
objem roztoku uvnitf kapilary uvadén do pohybu elektroos-
motickym tokem o rychlosti v,,. V kiemennych kapildrach
s chemicky nemodifikovanym vnitfnim povrchem je tento
tok orientovan smérem ke katod€ a jeho rychlost je rela-
tivné vysokd (vétSinou vyssi nez rychlost elektroforeticka),
takze vyslednarychlost pohybu kationtil i aniontti ma stejny
smér (katodicky) a anionty i kationty mohou byt ana-
lyzovdny soucasné v pribéhu jednoho experimentu (viz
obr. 2b).

Pohyb zén vzorku v kapilafe je nejCastéji sledovan
pomoci ,,on-column® UV-VIS-absorpéniho detektoru, tj.
v urCitém misté kapildry je pri zvolené vinové délce méfena
absorpce zafeni pohybujiciho se nosného elektrolytu a zén
analyti. Ze ziskaného zdznamu Casového priibéhu absorp-
ce, tzv. elektroforegramu (viz obr. 2c¢), mize byt ziskdna
kvalitativni a kvantitativni informace o slozeni analyzo-
vaného vzorku. Kvalita daného analytuje ddna migraénim
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¢asemjeho piku a kvantita tohoto analytu je pfimo umérna
vySce resp. plose jeho piku.
3.2. Izotachoforéza

Izotachoforéza (isotachophoresis - ITP)30-85 jeelektro-
foréza realizovana v diskontinudlnim systému elektrolyta.
Vzorek, obsahujici smés iontll jednoho typu naboje (an-
ionty, nebo kationty), jeZ maji byt oddéleny, a témér libo-
volné protiionty, je vlozen mezi tzv. vedouci a koncovy
elektrolyt, pfi¢emz pohyblivosti délenych iontti vzorku mu-
si byt intermedidrni vzhledem k pohyblivosti vedouciho
iontu vedouciho elektrolytu a koncového iontu koncového
elektrolytu. Protiion vedouciho elektrolytu je volen tak, aby
mél pufracni kapacitu pii daném pH separace, protiion
koncového elektrolytu je do znac¢né miry libovolny. Pokud
k takto definovanému systému pripojime stejnosmérné
elektrické pole, dojde po uritém cCase k vytvofeni tzv.
ustaleného stavu, ve kterém jednotlivé ionty vzorku putuji
stejnou rychlosti (odtud nazev metody) v bezprostfedné
sousedicich zonach s velmi ostrymi rozhranimi, jejichz
ostrost se diky samozaostfujicimu efektu s ¢asem neméni.
V disledku koncentraéniho efektu diskontinualniho elek-
trolytového systému je koncentrace separované latky v ITP
z6né nezdvisla na ptivodni koncentraci ve vzorku, ustavuje

ténym u jednoho z koncti kapildry. Mobilizace se usku-
tecnuje bud hydrodynamickym tokem vyvolanym pfetla-
kem nebo podtlakem u koncil kapildry, nebo elektroeluci.
Elektroeluce se vyvola zménou sloZzeni anolytu (elektro-
dovy roztok u anody) nebo katolytu (elektrodovy roztok
u katody), napf. nahradou Kkyseliny bazi nebo piidavkem
soli, které zptisobi anodicky nebo katodicky pohyb pH
gradientu, a tudiZ i pohyb fokusovanych zén k detektoru8’.
K prirozené mobilizaci zon dochazi pfi IEF v pfitomnosti
elektroosmotického toku v kfemennych kapilarich s ne-

’ o2 (o)
upravenym vnitfnim povrchem?2:93,

3.4.Elektroforéza v sitovacich
prostiedich

Kapiladrni elektroforéza se nejcastéji provadi ve volném
roztoku. Maji-li v§ak byt déleny latky s rozdilnou relativni
molekulovou hmotnosti a velmi blizkym ¢i identickym
specifickym ndbojem, tj. ndbojem vztazenym na jednotku
relativni molekulové hmotnosti, napf. komplexy bilkovin
s ionogennim detergentem dodecylsulfitem sodnym (SDS),
polynukleotidy a nukleové kyseliny, je nezbytné, aby elek-
tromigracni separace téchto latek probihaly v prostiedich

vykazujicich sitovy efekt. Tento efekt zptisobuje zpomaleni
rychlosti migrujicich Castic, jez je pfimo umérné velikosti

se podle Kohlrauschovy regulaéni funkce a je konstantni téchto Castic, tj. vysledndelektroforetickd pohyblivost téch-
v celém objemu zény. Zaznam ITP separace (izotachofore- to Castic je nepfimo umérna jejich velikosti a tyto latky jsou

gram) ziskdvany nejCastéji univerzalnim vodivostnim de-
tektorem ma charakteristicky stupiiovity priibéh, ve kterém
vyska stupné odpovida kvalité separované latky a délka
stupné je pfimo umeérna jeji kvantité.
3.3. Izoelektrickd fokusace

Izoelektrickd fokusace (isoelectric focusing - IEF)*
umoziiuje déleni amfoternich latek (bilkovin a peptidil)
podle jejich izoelektrickych bodd, tj. podle distribuce klad-
nych a zapornych ndbojti v jejich molekulach. Elektromig-
race probiha v prostiedi gradientu pH, ktery je vytvoren
ptsobenim elektrického pole na komplexni smési amfo-
Iytli, jeZ tvofi nosny elektrolyt této metody. Délené latky
v tomto prostiedi migruji, dokud nedoputuji do té casti
separacniho prostfedi, jehoz pH je rovno jejich izoelek-
trickému bodu. Na rozdil od plo$nych gelovych usporadani
IEF, je tieba v kapildrni IEF*""’" (provadéné nejcastéji
v kapildrach s potlacenym elektroosmotickym tokem) po
dosazeni ustdleného stavu fokusované zony mobilizovat,
aby mohly byt detegovany UV-detektorem pevné umis-

oddélovany v poradi podle vzrlstajicich relativnich mo-
lekulovych hmotnosti.

Sitovy efekt vykazuji klasické, kovalentné prokiizo-
vané polyakrylamidové gely (PAG) a agarosové gely. Pri-
prava téchto gelti v tenkych kapildriach je vSak pomérné
naro¢na a naplnéné kapildry maji malou Zivotnost. Proto se
tento typ Kapildrni gelové elektroforézy (capillary gel elec-

trophoresis - CGE)?497 piili§ nerozifil. Stale vétsi uplat-
néni v kapildrni elektroforéze v§ak nachazeji roztoky line-
4rnich polymert (linedrni polyakrylamid, derivaty celulo-
sy, dextran, polyoxyethylen, agarosa, aj.), které na zdkladé
nekovalentnich interakci vytvaii propletené sité (entangled
polymer networks), zvané téz fyzikalni gely, jeZ rovnéz
vykazuji sitovy efekt’™"'"'. Jejich prednosti je, Ze jimi
tvofené separaCni prostfedi kapildry lze snadno obnovit
pouhym promytim a naplnénim kapildry jejich roztokem.
Neddvno byla popsana separace DNA dokonce i v pro-
stfedi ultrazfedénych, nepropletenych polymeril, napf. hy-
droxyethylcelulosy'”, jeZ je vysvétlovana brzdicim efek-
tem vlaken polymeru interagujicich s migrujicimi moleku-
lami DNA'".
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Pro separaci obfich molekul DNA a polysacharid
v prostfedi polymernich siti i ultrazfedénych roztokd po-
lymerti se vyuziva relativné novd metoda - elektroforéza
s pulsnim (invertujicim) elektrickym polem (pulsed-field
resp. field inversion capillary electrophoresis - PECE, resp.
FICE)!04-107 Zm&ndm sméru a intenzity elektrického pole
se snaze prizpisobuji relativné mensi makromolekuly nez
makromolekuly vétsi, coz vede k jejich d€leni v poradi
vzrastajicich relativnich molekulovych hmotnosti.
3.5.Bioafinitni elektroforéza

Klasické polyakrylamidové gely se vyuzivaji téZ k imo-
bilizaci ligandti, jez selektivné zpomaluji vybrané slozky
smési analyzovanych latek, ke kterym vykazuji biospeci-
fickou afinitu. Napf. imobilizovany konkanavalin A zpo-
maluje az zastavuje migraci nékterych glykoproteint a gly-
kopeptidGi a umoziiuje tak jejich specifickou identifikaci
v komplexnich smésich peptidd a bilkovin. Na kombinaci
téchto biospecifickych interakci (interakce typu enzym-in-
hibitor, antigen-protildtka, hormon-receptor, lektin-sacha-
rid) s elektroforetickou migraci analyzovanych latek je
10819 e je v posledni
dobé téz stile Castéji provddéna v kapildrnim uspofadani
(bioaffinity capillary electrophoresis - BACE)' 10-14,

zalozena bioafinitni elektroforéza

3.6. Elektrokinetickd chromatografie
Elektrokinetickd chromatografie (electrokinetic chro-
matography - EKC)!!5-117je z kapildrnich elektromigrag-
nich technik nejmladsi. Byla vynalezena Terabem a spol.
v roce 1984 (cit. ''%). Jde o kombinovanou separaéni tech-
niku, kterd vyuziva jevy elektrokinetické (elektroforézu
a elektroosmdzu) i princip chromatograficky, tj. distribuci
analyzovanych latek mezi dvé faze a relativni pohyb téchto
fazi vici sobé. V EKC je separace zaloZena na rozdilné
distribuci analyzovanych latek mezi pseudofazi tvofenou
napr. micelami ionogenniho detergentu (sodium dodecyl-
sulfatu - SDS) a vodnou fazi roztoku nosného elektrolytu,
ve které je pseudofaze homogenné rozptylena (viz obr. 3).
Relativni pohyb téchto (pseudo)fdzi vi¢i sobé, nezbytna
podminka pro pievedeni jednorazové distribuce na kon-
tinualni separacni proces, je vyvoldn elektroosmotickym
tokem dvoufdzového systému jako celku, ktery se pohybuje
rychlosti v,,, a elektroforetickym pohybem nabité mice-
larni pseudofize, jez se pohybuje rychlosti Vep Ve sméru
opacném. Jelikoz absolutni hodnota rychlosti v.,je vySsi

nez elektroforetickd rychlost Veps vysledny smér pohybu
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obou fazi je stejny, ale jejich rychlosti jsou riizné (viz obr. 3).
Vodnou fizi nosného elektrolytu je tedy mozno povazovat
za fazi mobilni a micelarni fazi za fazi pseudostacionarni.

V disledku riiznych afinit sloZzek vzorku k miceldrni
pseudofizi jsou tyto slozky rozdilné zpomalovany zpétnym
pohybem micel, coz vede k jejich rozdilné migra¢ni rych-
losti, a tudiz i kjejich separaci v poradi zvySujici se afinity
k micelarni fazi (viz. obr. 4).

Kromé micel jsou v EKC vyuzivany ijiné typy pseudo-
fazi, napt. cyklodextriny a jejich derivéaty (karboxy-, sulfo-,
alkyl-, aminocyk]odextriny)1 19,120 jonogenni polyme-
ry'?"""?? a olejové mikroemulze!Z3-125 Téme¥ pravouhly
(pistovy) profil elektroosmotického toku, na rozdil od pa-
rabolického profilu hydrodynamického toku, a rychlé usta-
vovani rovnovah v makroskopicky homogennim systému
dvou fazi v beznosiCovém prostiedi prispiva k vyssi sepa-
racni uc¢innosti této metody ve srovnani s klasickou chro-
matografii. EKC podstatné¢ zvySuje aplikacni potencial
HPCE metod, nebotf umoZiluje i separaci latek neionogen-
nich (elektroneutralnich). lonogenni latky se v rezimu EKC
separuji na kombinovaném principu rozdilnych interakci
s pseudofazi a rozdilnych elektroforetickych pohyblivosti
ve vodné fazil26:127,

3.7. Elektrochromatografie

Kapilarni elektrochromatografie (capillary electrochro-
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Obr. 3. Schéma vzniku relativniho pohybu vodné a miceldrni
faze v elektrokinetické chromatografii; T - kapilara, E - elek-
trody, LP - vodna faze, MP - micelarni pseudofize iontového
detergentu (napr. SDS), DS - monomer detergentu ve vodné fizi,
DA - detergent adsorbovany na vnitini sténu kapildry, vep -
elektroforeticka rychlost micelarni faze, veo - rychlost elektroos-
motického toku roztoku v kapilafe, v - vysledna rychlost mi-
celarni fize
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Obr. 4. Separacni princip elektrokinetické chromatografie;

a - pocatecni stav v Case fo: do kapildry (T) napInéné roztokem
sklddajicim se z vodné faze (LP) a miceldrni faze (MP) je za-
vedena zona vzorku (SV) obsahujici slozky A, B, C se vzristajici
afinitou k micelarni fazi; E - elektrody, b - stav separace v Case

vy

ta: slozka A s nejnizsi afinitou k micelarni fazi prochdzi jako prvni
detektorem (OD), c¢ - schematicky chromatogram: i - signal
detektoru, IA, 8, fc — migra¢ni Casy slozek A, B, C

matography - CEC)128-134 jetechnika analogické kapildrni
HPLC, tj. separa¢ni prostor je tvofen plnénou kapildrni
kolonou, jejiz nosi¢ predstavuje staciondrni fazi. Na rozdil
od HPLC vsak pohyb mobilni fize nenf realizovan tlakové
vyvolanym hydrodynamickym tokem, ale elektroosmotic-
kym tokem vyvolanym stejnosmérnym elektrickym polem
pfipojenym k obéma konctim kolony ponofenym do roz-
toku mobilni fize v elektrodovych nadobkich. Podobné
jako v EKC, hlavni pfednosti je pravouhly profil elektroos-
motického toku na rozdil od parabolického profilu hydro-
dynamického toku. Kromé toho v CEC lze diky absenci
zpétného tlaku kolony uzit mensi Castice sorbentu nez
v HPLC, coz téz zvySuje ucinnost separace. V nékterych
piipadech miZe k separaci pfispivat téz elektrodesor-

pee 135136
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4. Zavér

Kapilarni elektromigraéni metody se v uplynulych 15
letech vyvinuly ve vysokoucinné a vysoce citlivé separaéni
techniky, jez jsou vzhledem ke své komplementarité k vy-
sokouc¢inné kapalinové chromatografii (HPLC) a ke kla-
sické polyakrylamidové gelové elektroforéze (PAGE) stdle
cennéj§im a rozsifenéj$§im nastrojem moderni analytické
laboratofe.

V nejblizs§i budoucnosti 1ze ofekavat dalsi prudky roz-
voj kapildrnich elektromigracnich metod. Perspektivni je
zejména jejich on-line spojeni s hmotnostni spektrometrii
a nukledrni magnetickou rezonanci pii ur€ovani struktury
biologicky aktivnich liatek separovanych z komplexnich
smési biomatric. Lze ocekdvat dal$i vyvoj novych sepa-
racnich medii zvySujicich ucinnost a selektivitu separaci,
zdokonalovani detekénich metod a dal§i miniaturizaci
(smérem ke kapildrné elektroforetickym mikrociptim) zvy-
Sujici citlivost elektromigraénich metod a vyvoj jejich no-
vych aplika¢nich moZnosti.
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chemistry, Academy of Sciences of the Czech Republic,
Prague): Theoretical Bases and Separation Principles of
Capillary Electromigration Methods

Theoretical bases of electromigration, electrophoretic
mobility, and electroosmotic flow are presented, as well
as mathematical modelling and computer simulation of
electromigration methods. The principles of capillary elec-
tromigration separation techniques, zone electrophoresis,
isotachophoresis, isoelectric focusing, electrophoresis in

sieving media, bioaffinity electrophoresis, electrokinetic
chromatography, and electrochromatography are de-
scribed.
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