Chem. Listy 97, 86 — 92 (2003)

Referdty

KAPILARNI ELEKTROCHROMATOGRAFIE

LEONA KVASNICKOVA?, ZDENEK GLATZ"",
VLADISLAV KAHLE®

“Zdravomni ustav se sidlem ve Zliné, pracovisté Uherské Hra-
disté, "Katedra biochemie, Pirodovédeckd fakulta, Masary-
kova univerzita, Kotldiskd 2, 611 37 Brno, “Ustav analytické
chemie, Akademie véd Ceské republiky, Veveri 97, 611 42
Brno

e-mail: glatz@chemi.muni.cz

Doslo 5.3.02, ptepracovano 13.11.02, ptijato 5.12.02.

Klicova slova : kapildrni elektrochromatografie, elektroosmo-
ticky tok, kolony, instrumentace, aplikace

Obsah

1. Uvod

2. Elektroosmoticky tok

3. Kolony pouzivané v kapilarni elektrochromatografii
4. Instrumentace

5. Aplikace

6. Zaver

1. Uvod

Pokrok v fesenf analytickych problémi v biochemii, mo-
lekuldrni biologii, chemii Zivotniho prostfedi, farmakologii
i primyslu je podminén vyuZitim modernich separa¢nich me-
tod. Mezi né patii téz kapildrni elekrochromatografie (capilla-
ry electrochromatography, CEC). Tato relativné novd metoda
se v soucasné dobé prudce rozviji, o ¢emz rovnéz sveédci
exponencidlné vzristajici pocet publikovanych praci.

CEC je vysokoucinnd separa¢ni metoda, zaloZend na spo-
jeni kapalinové chromatografie (HPLC) a kapildrni zénové
elektroforézy (CZE). Zatimco HPLC vyuziva ke generovani
toku rozdilu tlaku, v CEC je pohyb kapalné mobilni faze
zprostiedkovan elektrickym polem, které zpiisobuje elektro-
osmoticky tok (electroosmotic flow, EOF). CEC si pfitom
nost a jednoduchost instrumentace pochdzejici z CZE a vyssi
selektivitu a kapacitu kolony danou interakci se staciondrni
fazi jako v HPLC. K separaci analytt dochédzi u CEC pievdzné
dvojim mechanismem. Elektroneutrdlni i ionizované latky
jsou stejné jako v chromatografii separovany na zakladé roz-
dilnych interakci se staciondrni fazi, respektive na zdkladé
sitového efektu v pifpadé gelové permeacni chromatografie.
Latky ionizované se navic pohybuji v elektrickém poli rych-
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losti danou jejich efektivnimi mobilitami, coz také prispiva
k vétsi selektivité vlastni separace.

Prvni experiment, pfi némz bylo v kapalinové chromato-
grafii azplikovzino elektrické pole, provedl jiz v roce 1939
Strain'~. Tuto metodu pouzil pro separaci barviv a dokdzal, 7e
kombinaci elektroforézy a adsorpéni chromatografie 1ze do-
sdhnout vyrazného zlepSeni selektivity. Termin elektrochro-
matografie zavedl v roce 1943 Beraz’, a to pfi popisu uspoia-
dani papirové elektroforézy. Elektrické pole vyuzil v roce
1949 k transportu litek gelovou strukturou také Tisselius®.
Podobné pokusy provddeéli v roce 1952 Mould a Synge5 . Ve
své praci se zabyvali ptisobenim elektrického pole v tenkovr-
stvé chromatografii (TLC) a v roce 1954 pak publikovali praci®
vénovanou separaci polysacharidd. Aplikaci elektrického pole
na chromatografickou kolonu se v roce 1974 podrobnéji vé-
noval Pretorius’. Jako prvni pouzil EOF k migraci nenabitych
latek nédplilovou kolonou o vnitfnim praméru 1 mm. Jeho
vysledky ukdzaly velmi zajimavé moZznosti, které nabizi po-
uziti EOF v chromatografii. Dilezitym meznikem ve vyvoji
CEC byla prace Jorgensona a Lukacsové®. Ti v roce 1981
ukdzali moznosti uplatnéni EOF v ndplilovych kapildrnich
kolondch. Provedli separaci 9-methylantracenu a perylenu na
kolong o vnitinim priméru 170 wm naplnéné 10 um Cédsticemi
Partisil ODS-2 za pouziti mobiln{ faze obsahujici acetonitril,
napéti 30 kV a fluorescencni detekce, tj. za velmi podobnych
podminek, za jakych se v CEC pracuje dodnes. Tato jejich
préce a prace Knoxe a Granta”'’, ktefi pouzivali 5 um Cdstice,
ukdzaly, ze EOF je atraktivn{ alternativou k hydrodynamické-
mu tlaku vyuzivanému v HPLC.

Cilem tohoto ¢lanku je kratké seznameni s problematikou
kapildrni elektrochromatografie, stru¢ny popis teoretickych
zdkladd, pouzivané instrumentace a moznych aplikaci. Po-
drobng;jsi informace lze nalézt v fadé prehlednych ¢lanka'! >

a také ve tfech monografiich, které vysly v neddvné dob&® =

2. Elektroosmoticky tok

Jednim ze zdkladnich jevi, ktery se spolupodili na separaci
v CZE, je elektroosmosa, respektive EOF. Jde o tok elektrolytu
v separacni kapildfe zptisobeny pritomnosti nabitych skupin
v jeji sténé. Kfemennd kapildra, kterd je nejcastéji pouziva-
nym typem kapilary v CZE, obsahuje ve své sténé ionizova-
telné silanolové skupiny SiOH. V pfitomnosti zdkladniho
elektrolytu pii pH > 2 dochdzi k jejich disociaci:

SiOH — SiO™ + H*

a sténa kapilary tak ziskdvd zdporny ndboj. Ten pfitahuje
kladné nabité ionty zdkladniho elektrolytu, které u stény kapi-
lary vytvareji stabilni elektrickou dvojvrstvu. Zatimco vrstva
kationtdl v tésném kontaktu se sténou kapildry je fixovdna
(Sternova vrstva), kationty vzddlené&jsi vytvéieji pohyblivou
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difuzni (Guyovu-Chapmanovu) vrstvu (obr.1). Pokud je na
kapildru ptfivedeno stejnosmérné elektrické napéti, kationty
difuzni vrstvy za¢nou migrovat k zdporné elektrodé — katod¢.
JelikozZ jsou solvatovdny, za¢ne se ke katod€ pohybovat i elek-
trolyt pfitomny v kapildfe. Tento pohyb je oznac¢ovan jako EOF.

Jak jiz bylo zminéno, v CEC je pohyb mobilni fize ddn
EOF. U kapildrnich kolon pro CEC, plnénych silikagelovymi
mikroc¢dsticemi, pfispivd k EOF kromé ndboje stény kapildry
také povrchovy ndboj ¢astic. U kolon polymernich a povrcho-
vé modifikovanych musi staciondrni faze pro tvorbu EOF ve
své struktufe obsahovat ionogenni skupiny, nebot povrchovy
ndboj kapilary je eliminovdn. Diky tomu, Ze EOF je generovan
v celém objemu kapildry, je jeho rychlostni profil témér pis-
tovy, na rozdil od toku pisobeného rozdilem tlaku (obr. 2).
Rychlost EOF pfitom téméf nezdvisi na priméru kapildry.
Dochdzi tim k men$imu rozmyvani z6n analyzovanych latek,
coz prispivd k vyssi ucinnosti separace.

Linedrni rychlost elektroosmotického toku vgp lze vy-
jadrit Hunterovou rovnic{ 1,

12
RT
6[8°£f2 } E
2cF

n

VEOF =

kde ¢ je permitivita vakua; €, permitivita, ¢ koncentrace a 1
viskozita mobilni faze, respektive zdkladniho elektrolytu, E
intenzita elektrického pole; ¢ ndbojovd hustota na povrchu
rozhrani, F Faradayova konstanta, R univerzalni plynova kon-
stanta a 7 absolutni teplota. Z vyse uvedeného vztahu vyplyva,
7ze EOF zdavisi na mnoha faktorech, které mohou mit vliv,
respektive mohou byt vyuZzity pro optimalizaci vlastn{ separa-
ce jak v CZE, tak i CEC.

3. Kolony pouZzivané
v kapilarni elektrochromatografii

Z hlediska umisténi staciondrni fdze existuji v CEC dva
zakladni typy kapildrnich kolon: ndpliiové a povrchové modi-
fikované. U ndpliovych kolon je kapildra naplnéna ptislusnou
staciondrni fazi zcela nebo po detekéni okénko, pricemz podle
typu staciondrni faze se ndpliové kolony dale rozdéluji na
kolony plnéné mikrocdsticemi jako v pfipadé HPLC a kolony
plnéné kontinudlni (monolitickou) staciondrni fazi.

Pouziti kolon plnénych mikrocdsticemi v soucasné dobé
prevazuje. Mikrocdstice nesou chemicky vazanou staciondrn{
fazi a jsou v koloné zadrZovany vstupni a vystupni fritou.
Nejcastéji jde o silikagelové sorbenty pro HPLC o velikosti
¢astic 1,5-5 um. Na trhu jsou vSak jiz dostupné staciondrn{
faze vyrdabéné specidlné pro CEC, jsou to naptiklad CEC 3 um
ODS|1 (Phase Separation) a CEC 3 um C18 (Hypersil). Vnitin{
primér kolony se zpravidla pohybuje mezi 50 az 135 pum.
Mikrocasticové kolony pro CEC jsou jiz komer¢éné dostupné,
jejich cena je vSak zatim pomérné vysokd, a tak vétSina
laboratoi{ si pfipravuje kolony vlastni.

Nejpouzivanéjsi metodou pro plnéni kolon je plnéni tlako-
vé, kdy je suspenze staciondrni faze v organickém rozpoustéd-
le plnéna z rezervodru do kolony HPLC pumpou®*2°. Dile je
mozné k naplnéni kolony pouzit?’ superkritického CO,, od-
stiedivé sily*® nebo gravitace”. Pro elektrokinetické plnéni
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kolon byl rovn&z tisp&sné vyuzit EOF (cit.”%). A¢koli se meto-
dami plnéni kolon zabyva velké mnozstvi publikaci, je tato
operace pomérné obtiznd. Dal§im z praktickych problémd,
ktery se vyskytuje pii pouziti kolon plnénych mikrocdsticemi,
je tvorba bublinek, které mohou vznikat mj. na rozhranf frity
a ndplné. Pfedchdzet vzniku bublin lze tlakovanim obou elek-
trodovych nadobek, chlazenim kapildry, dikladnym odply-
nénim mobilni fdze, uzitim nizkych koncentraci elektrolyti
(nebo elektrolytd s nizkou vodivosti) a kapilar s menSimi
vnitinimi priméry. Problémem je také skutecnost, ze kapildry
jsou v misté frity velmi kiehké, snadno mize dojit k jejich
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Obr. 1. Princip elektroosmotického toku EOF v kiremenné kapila-
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ulomeni, a tim ke zniceni kolony. Byla publikovdna fada
metod pfipravy tohoto typu kolon a byly diskutovany vlivy
velikosti ¢dstic a problémy spojené s tvorbou bublinek v mo-
bilni fazi’'™*

Dalsi moznosti je pouziti kolon s monolitickymi poly-
mernimi ndplnémi* >, Tyto kolony obsahuji souvislé porézni
loZe organického ¢i anorganického polymeru. To je v kapildie
bud kovalentné uchyceno na vnitini sténu, nebo je v kapildre
udrzovano adhezi polymeru. Diky tomu nejsou u monolitic-
kych kolon zapotiebi zadrzovaci frity a je zmenseno nebezpeci
tvorby bublinek. Prislusnd staciondrni fdze je polymerovdna
in situ, tj. ptimo v kapildfe. Obsahuje jednak chemické skupiny
pro dany chromatograficky mod a déle skupiny ionizované,
odpovidajici za vznik EOF — zpravidla sulfoskupiny. Plnén{
je podstatné jednodus$si nez u népliovych kolon, protoZe ne-
vyzaduje vysoké tlaky. K syntéze organopolymernich mono-
litt je nejcastéji vyuzivdna radikdlovd polymerace. Zménami
sloZzeni prepolymeracni smési 1ze ziskat monolity o rizném
chemickém sloZeni a pozadované morfologii. Vyvoj téchto
kolon je teprve v pocdtcich a v soucasné dobé se intenzivné
rozv1’j1’54.

Do skupiny polymernich kolon patfi také tzv. sol-gel
monolitické ndplné. Tyto monolity jsou pfipravovany z alko-
xysilanti procesem, ktery zahrnuje jejich hydrolyzu a ndsled-
nou polykondenzaci. Koloidni roztok je nejprve pfeveden na
hydrogel a pak je termicky pozménén za vzniku sité xerogelu
uchyceného na vnitini sténu kolony. Proces sol-gel mize byt
pouzit také pro vytvofeni monolitu slepenim jiZ naplnénych
silikagelovych mikrocdstic. Priprava monolitickych ndplni
sol-gel je popsana v nékolika pracech™®! Dali alternativou
polymernich kolon je pouziti tzv. ,molecularly imprinted
polymers®, tj. polymert s molekuldrnimi otisky. Tyto polyme-
ry jsou pfipravovdny v pfitomnosti molekuly pfislusného ana-
lytu, kterd pfi polymeraci ddavd v polymeru vznik specifickych
dutin komplementdrnich tvarem i chemickou funkc¢nosti. Je-
jich aplikace predevSim v oblasti chirdlnich separaci jsou
uvedeny v nékolika pracich a prehlednych publikacich&’“.

Druhym typem kolon jsou povrchové modifikované kolo-
ny (open tubular, OT), jez pfedstavuji, co se tyce 5pfl’ ravy
a stability, nejjednodussi typ kolon pro CEC (cit.*"®"). Jde
vlastné o obdobu kolon pro plynovou chromatografii, u kte-
rych staciondrni faze tvofi pouze tenkou vrstvu na vnitini sténé
kapildry. Pro dosazeni vySstho poméru objemu staciondrni
a mobilni fdze je nutné pracovat s kapildrami o vnitinim
priméru men$im nez 25 um, coZ se vSak odrdzi v niZ§i
citlivosti detekce. Dalstho zvySeni mnozstvi staciondrni fdze,
a tim i vyS$i zddrzové kapacity lze dosdhnout specidlnimi
metodami, napf. leptanim.

4. Instrumentace

Instrumentace, potfebnd k provadéni analyz CEC je po-
dobnd CZE a je v principu velmi jednoduchd (obr. 3). CEC je
vétsinou provadéna v kiemennych kapilarnich kolondch (viz
vyse). Oba konce kolony jsou ponofeny do elektrodovych
nddobek obsahujicich mobilni fazi, kam je téz ptfivadén elek-
tricky proud z vysokonapé&tového zdroje platinovymi elektro-
dami. Mobiln{ fdze jsou vodné roztoky pufrd s riiznym obsa-
hem organickych rozpoustédel misitelnych s vodou (acetoni-
tril, methanol) pro fizeni retence. VétSinou se pracuje pfi
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alkalickém pH, pfi kterém je na staciondrni fdzi dostate¢nd
koncentrace ionizovanych skupin nezbytnych pro konstantni
EOF. Byly vsak publikovany i separace CEC za pouZiti ne-
vodnych mobilnich fazi*®. Vzorky jsou stejné jako u CZE
davkovany elektrokineticky nebo tlakové. Reprodukovatelnd
analyza vyzaduje pfesnou kontrolu pracovnich parametrd,
jako jsou separacni napéti a teplota kapildrni kolony.

Nejcastéji pouzivand detek¢ni metoda je UV-VIS spektro-
fotometrie, kdy optickou drahu tvofi vnitini primér kapildry.
Nevyhoda zde spociva v nizké citlivosti, dané kratkou optic-
kou drahou. Naopak velmi citlivd je fluorimetrickd detekce,
zv1asté pokud je jako excita¢ni zdroj pouZit laser o vhodné vl-
nové délce (LIF — laser-induced fluorescence)®®’. Jisté ome-
zeni zde predstavuje pomérné maly pocet prirozené fluores-
kujicich litek. ReSenim je pak derivatizace studovanych ana-
Iytd pomoci reaktivnich fluorescencnich znacek, kterych je
v soucasné dobé velky vybér. Instrumentdlné ndrocné je spo-
jeni CEC a hmotnostni spektrometrie’’”"2 ma oviem zdsadni
vyhodu ve schopnosti identifikovat jednotlivé analyty.

V soucasné dobé jsou pro provddéni analyz CEC casto
vyuzivdny komerc¢nii v laboratofi sestavené piistroje pro CZE.
Ty sice spliuji zdkladni pozadavky, tak jak byly popsdny
v predchozim odstavci, a umoziuji i automatické davkovani
vzorku, ale zdroven predstavuji jistd omezeni. Nejvétsi pro-
blém spociva ve skutecnosti, Ze bézné techniky CZE nevyuZzi-
vaji programovanou zménu zdkladniho elektrolytu, a proto
tato funkce neni v elektroforeografech instalovana. Naopak
pro CEC je gradientovd eluce velmi dilezitd, nebot umoZiiuje
podstatné zrychleni analyzy, zvlasté v pipadé separace smési,
obsahujicich analyty s Sirokym rozsahem polarit. Byla proto
navrZena celd fada metod, které tento nedostatek fesi’>. Nej-
jednodussi z nich je krokovd zména slozeni mobilni fize’",
kterd md ale pouze omezenou pouzitelnost. Pro vytvéieni
kontinudlnich gradientti mobilni fdze byly popsdny v zdsadé
dvé moznosti, publikované v rtiznych obmeénach. Predevsim
je to pouziti gradientové HPLC pumpy, ze které se privadi
mobilni fdze o ménicim se sloZeni na vstup CEC kapilairy76’79,
a ddle uziti dvou zdroji vysokého napéti fizenych pocita-
¢em®*8!. Obé& naposledy popsané metody maji spolednou ne-
vyhodu v instrumentdlni ndro¢nosti, kterd je v silném protikla-
du k principidlni jednoduchosti CEC. Nejnovéji byla popsdna
velmi jednoduchd metoda, vyuZivajici pro ptipravu kontinu-
dlnich gradientd mobilni faze turbulence, ke které dochézi
v misté nahlého zvétSeni priméru piivodni kapilérygz.

| |
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Obr. 3. Schéma instrumentace pro kapilarni chromatografii
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Prehled charakteristickych aplikaci CEC v nédpliiovych mikroc¢asticovych kolondch

Analyt Staciondrni faze Mobilni féze Lit.
Polycyklické aromatické uhlovodiky 3 wm Nucleosil C18 acetonitril/2 mM bordt (80:20) 110
Triazinové herbicidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/25 mM octan sodny, pH 8 (50:50) 111
3 um Hypersil C8
Steroidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/2 mM fosfdt, pH 7,8 (80:20) 32
Kanabinoidy 3 um Hypersil C18 acetonitril/25 mMm fosfat, pH 2,57 (gradient) 112
Triglyceridy 3 um Hypersil C18 50 mM octan amonny v acetonitril/
isopropylalkohol/n-hexan (57:38:5) 113
Vitaminy — estery retinolu 7 um Nucleosil C18 2,5 mM octan lithny v N,N-dimethylformamid/ 114
acetonitril/methanol (20:70:10)
Thalidomid a jeho derivéty 5 um LiChrospher C18 acetonitril/5 mM octan amonny, pH 6 (60:40) 115
PTH derivdty aminokyselin 5 um Zorbax ODS acetonitril/5 mMm fosfdt, pH 7,55 (gradient) 78
Cyt ¢ — tryptické Stépeni 1,5 wm Polymicro ODS 1,5% TFA/acetonitril (gradient) 116

Soucasny rozvoj v molekuldrni biologii a biochemii pre-
devsim v souvislosti s projekty studia genomu, proteomu
a metabolomu s sebou pfinesl potiebu analyzy velkého mnoz-
stvi vzorkl o velmi malych objemech. Jednim z feSeni toho-
to problému je miniaturizace a automatizace stdvajicich se-
paracnich analytickych metod, coz vedlo k vyvoji mikrofluid-
nich zafizent, respektive zafizeni na bazi mikro¢ipa®. I kdyz
nejcastéji vyuzivanou metodou je v tomto piipadé CZE, ob-
jevilgy se jiz prvni zprdvy o spojeni téchto technik s CEC
(cit.?).

5. Aplikace

Prestoze CEC byla vyvinuta pro separaci neutrdlnich ltek,
jeji aplikacni potencidl se v soucasné dobé neomezuje pouze
na né. Aplikace zahrnuji latky organické i anorganické, nizk-
omolekuldrni i vysokomolekularni, latky syntetické ¢i ptirod-
nitho pivodu. CEC tedy miZze najit uplatnéni v celé fadé ob-
lasti, jako jsou farmakologie, biochemie, biotechnologie, or-
ganickd chemie, chemie Zivotniho prostiedi atd. Pfevladajicim
chromatografickym médem je pritom chromatografie s obra-
cenymi fazemi, CEC vsak bgfla rovnéz provadéna v uspordda-
ni s normdlnimi fazemi®®°, jako ionexova®~® nebo gelovd
permeaéni chromatografie*®*’™° a dokonce jako adsorpéni
chromatografie na hydroxyapatituwo. Je vSak nutné zd@raznit,
Ze s ohledem na amfifiln{ charakter staciondrni faze v CEC
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Obr. 4. Piiklad separace extraktu schisandry ¢inské (Schisandra
chinensis) metodou CEC (a) na monolitické polyakrylamidové
C12 koloné a HPLC (b) s obracenymi fazemi — A: schisandrin, B:
gomisin A, C: gomisin N, D: wuaweizisu C (pfevzato z prace'”
s laskavym svolenim vydavatelstvi Elsevier)
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Tabulka II

Prehled charakteristickych aplikaci CEC v monolitickych polymernich koloniach

Analyt Staciondrni faze Mobilni faze Lit.
Enantiomery aminokyselin polymethakrylat acetonitril/kys.octovéd/voda (80:10:10) 117

(molekuldrni otiskovani)

Peptidy polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Tris—15 mM borat, pH 8,2 (47:53) 47
Steroidy polyakrylamid C12 acetonitril/voda/mravencan, pH 3 (55:40:5) 118
Zlucové kyseliny polyakrylamid C12/NH, acetonitril/voda/mravencan, pH 3 (55:40:5/ 60:35:5) 53
Lignany polyakrylamid C12 acetonitril/10 mMm Tris—15 mM bordt, pH 8,2 (70:30) 109
Tabulka IIT

Prehled charakteristickych aplikaci CEC v povrchové modifikovanych kolondch

Analyt Staciondrni faze Mobilni faze Lit.
Tetracyklinova antibiotika C18 methanol/30 mM citrdt—24,5 mM B-alanin, pH 3,0 (40:60) 119
Varianty laktoglobulinti A a B DNA aptamery 25 mM Trizma, pH 7,3 10 mM fosfat, pH 7,3 120
Benzodiazepiny cholesterol acetonitril/10 mM Tris—HCI, pH 7,3 (gradient) 121
Aminokyseliny derivaty porfyrinu 0,1 M fosfat, 50 mMm Tris, pH 2,1 50 mMm bordt, pH 9,7 122

jde casto o kombinaci téchto modi. CEC byla téz aplikovdna
pii separaci chirdlnich latek''™'* a to za pouziti chirdlnich
staciondrnich fazi nebo ptidavku nékterého z chirdlnich selek-
torti do mobilni faze. Rozsdhlé uplatnéni zde nasla jiz zmino-
vand technika molekuldrniho otiskovdni.

Vzhledem k mnoZzstvi praci zabyvajicich se aplikaci té-
to metody, neni mozné uvést jejich kompletni prehled, a pro-
to jsou v tabulkdch I az III uvedeny jen priace dokumen-
tujici jeji aplikacni zdbér. Pfipadni zdjemci jsou odkdzani
na fadu ];fehlednl}?ch ¢lankd, vénovanych dané problemati-
ce!3-16.19.21-23,105-108

Jako typicky priklad miiZe pfitom slouZit analyza tetrahy-
drocyklookta[1,2:3,4]dibenzenovych lignant (viz schéma 1)
v extraktu 1é¢ivé rostliny schisandry ¢inské (syn. Klanopras-
ka) Schisandra chinensis'® (obr. 4). Pro srovndni je uvedena
analyza stejného extraktu HPLC s obrdcenymi fazemi. Jak je

Stho rozliSeni analyzovanych latek.

6. Zavér

CEC je unikatni elektromigra¢ni separacni metoda, kte-
rd se v poslednich péti letech intenzivné rozviji. Lze oceka-
vat, Ze v budoucnu ziskd velkou dilezitost pro svou vyso-
kou separacni ucinnost, rychlost analyzy, nizké ndroky na
mnozstvi vzorku a relativné nizkou finan¢ni naro¢nost. Z je-
jiho vyvoje lze usuzovat, Zze CEC bude uzivdna v laboratofich
jako mozn4 alternativa stdvajicich separacnich metod HPLC
a CZE. V soucasné dobé je vSak potencidl CEC omezen ce-
lou fadou problémi. Musi byt vyfeSena reprodukovatelnd pii-
prava kolon, at jiZ na bazi mikrocdsticovych ¢i polymer-
nich stacionarnich fazi. Dal§im vyznamnym omezenim je ne-
existence komeréné dostupné instrumentace. Po vyfeseni
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téchto problémt, které si vyzada v nejblizsich letech nemalé
dsili, ma CEC Sanci stdt se rutinné pouzivanou metodou.

Tato prdce byla podporena Grantovou agenturou Ceské
republiky (grant ¢. 203/02/1447) a Programem podpory cile-
ného vyzkumu a vyvoje Akademie véd Ceské republiky (grant
¢ §4031202).
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L. Kvasnitkova?®, Z. Glatz®, and V. Kahle® (“District
Public Health Department, Uherské Hradisté, "Department of
Biochemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno,
“Institute of Analytical Chemistry, Academy of Sciences of the
Czech Republic, Brno): Capillary Electrochromatography

Capillary electrochromatography (CEC) can be conside-
red a hybrid of capillary electrophoresis and high performance
liquid chromatography (HPLC). The growing interest in this
technique is reflected in an increasing number of relevant
scientific publications. CEC uses an electrically driven flow
to transport the solutes through the chromatographic column.
Separation can be achieved by differential interaction with
stationary phase, differential electromigration, or a combina-
tion of both. The main features of CEC are presented, inclu-
ding basic principles and a literature overview on the practical
approaches used.



