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1. Uvod

Elektroforetické analytické metody zaznamenaly od
sedmdesatych let 20. stoleti obrovsky rozvoj a staly se samo-
ziejmou soucasti analytické a bioanalytické chemie. Trvalo
ovSem téméf sto let nez se pivodni objevy pii zkoumani
pohybu iontll v roztoku vlivem elektrického pole podatilo
vyuzit k vyvoji analytické elektroforézy a izotachoforézy. Za
zakladni teoretickou studii je povazovéana prace Kohlrausche
z roku 1897 (cit."), ale v téze dob& byly publikovany také
dalsi stéZejni prace Nernsta® a Whethama® spojené s méfenim
pfevodovych ¢isel a technikou pohyblivého rozhrani. Na
moznost praktického vyuZiti pohyblivého rozhrani pro analy-
tické ugely upozornil az v roce 1928 Kendall*. Vyznamnym
milnikem pro rozvoj soucasné podoby izotachoforézy a zo-
nové elektroforézy je definovani mobility slabych elektrolytl
Tiseliem v roce 1930 (cit.”). V padesatych letech se objevuje
nékolik praci vyuzivajicich elektroforetickou migraci k sepa-
raci konkrétnich analytd jak na nosi¢ich, tak ve volnych roz-
tocich. Za zminku stoji prace Hjerténa® popisujici separaci
bazi v rotujici kapilafe. K dal$imu vyraznému posunu doslo
koncem 60. let minulého stoleti, kdy Virtanen popsal elektro-
foretické separace v kapilafe o vnitinim priméru 0,2 az
0,5 mm (cit.”).
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2. Zatatky analytické elektroforézy
v Ceskoslovensku

V Ceskoslovensku se prvni piispévky k vyvoji teorie
a instrumentace izotachoforézy a zénové elektroforézy obje-
vily v 60. letech minulého stoleti. Sviij vyznam dosud neztra-
tila Joklova rovnice pro empirické uréeni iontové mobility®.
Jokl se elektroforézou zabyval systematicky nejprve na Far-
maceutické fakult¢ Komenského univerzity v Bratislave,
pozd&ji na Farmaceutické univerzité v Hradei Kralove™'".
Vyznamnym nestorem v oblasti vyzkumu analytické elektro-
forézy byl Jifi Vacik z Pfirodovédecké fakulty Univerzity
Karlovy, ktery se v 60. letech zabyval elektroforézou na pa-
pife, viz napt. cit.!". V roce 1971 publikoval ¢lanek o vyuziti
protiproudu v izotachoforéze spolecné s F. M. Everaertsem
z Technologické univerzity v Eindhovenu a zatadil se tak
k prikopnikim této nové analytické metody'?. Spoleéné
s Jifim Zuskou vyvinul aparaturu pro izotachoforézu
a vénoval se studiu teplotnich a koncentra¢nich profilai'*'.
V knize Electrophoresis” vyznamnou mérou piispél
k vypracovani uceleného popisu dé€jti spojenych s analytic-
kou elektroforézou. Studoval dynamiku izotachoforetické
separace pomoci po&itatové simulace'® a jeho pracovists se
stalo vedoucim pracovistém na poli vyvoje simulaci pro stu-
dium déji v izotachoforéze a pozdéji i v zonové elektroforé-
ze. Bohuslav Gas v jeho dile pokracoval a vypracoval mimo
jiné volné dostupné programy pocitacovych simulaci chovani
iontl pii elektroforetickych a izotachoforetickych separacich
PeakMaster a Simul"’.

Snad nejvyznamnéjsi podil na rozvoji analytické izota-
choforézy je nutno pfipsat pracovisti na Technologické uni-
verzit¢ v Eindovenu. Kniha Isotachophoresis; Theory, In-
strumentation and Applications se stala uebnici a vychozim
souborem znalosti pro vSechny, kdo se chtéli této metodé
vénovat'®. Everaerts piedstavil izotachoforézu i ¢eskym dte-
naiim Chemickych listd svym piispévkem, ktery do CeStiny
prelozil Petr Bogek'. Ten se inspiroval nové se rozvijejici
analytickou metodou a postupné vytvofil tym spolupracovni-
kd, ktery zasadnim zptisobem prispél k rozvoji teorie a meto-
dologie analytické elektroforézy a ziskal svétové renomé pod
hlavickou Bménska elektroforeticka skola. Dal§i vyraznou
osobnosti byl Dusan Kaniansky z Ustavu chemie na Komen-
ského univerzit¢ v Bratislavé, diky némuz se zacal
v Ceskoslovensku v Ustavu radioekologie a vyuzitia jadrovej
techniky Vyvojovo-vyskumného zévodu pristrojov jadrovej
techniky ve Spisské Nové Vsi vyrabét komercni pfistroj pro
analytickou izotachoforézu®. Dalsi osobnosti, ktera se zacala
vénovat rozvoji analytické izotachoforézy a elektroforézy,
byl Zden€k Stransky se spolupracovniky na Univerzité Pa-
lackého v Olomouci®'.
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Dalsi podrobnosti o pracovistich a osobnostech, které se
zaslouzily o vyznamny rozvoj izotachoforézy v Cesko-
slovensku, Ceské republice a na Slovensku, jsou uvedeny
v piehledném ¢lanku Foreta a Gebauera®.

3. Brnénska elektroforeticka $kola
3.1. Izotachoforéza

Pocatky rozvoje analytické elektroforézy na Ustavu
analytické chemie Akademie véd Ceské republiky v Brné
spadaji do zacatku 70.let minulého stoleti, kdy Bocek
spolu s Mirko Demlem zkonstruoval vlastni aparaturu,
s jejiz pomoci ovefil koncept korekénich faktord pro izota-
choforetickou kvantitativni analyzu®?*, vénoval se studiu
jevii doprovézejicich izotachoforetickou separaci®®, vyuziti
protiproudu vedouciho elektrolytu pro zvySeni separacni
kapacity®® a vyvoji metody kontinualniho davkovéni ve-
douciho elektrolytu a vzorku, kterd umoznila detegovat
nizké koncentrace analytt ve vzorcich?’. Vénoval se pro-
blematice tvorby smésnych zon analytli a moZnostem zvy-
Sovani separacni kapacity izotachoforetického systému,
aniz by bylo nutno ménit technické parametry zaiizeni***.
Za velmi dtlezitou povazoval spravnou interpretaci izota-
choforetickych zdznami™. Ve spolupraci s Petrem Ge-
bauerem objasnil roli, chovani a vyuziti vodikového iontu
pii izotachoforetické migraci’'*?. Zasadnim piispévkem
Gebauera k pochopeni principd izotachoforetického systé-
mu bylo vytvofeni konceptu diagramu existence zon.
Z diagramu konstruovaného pro danou kombinaci vedou-
ciho a koncového elektrolytu 1ze pro libovolny par analyt
zjistit, zda budou v daném elektrolytovém systému izota-
choforeticky migrovat, vjakém potadi a zda nevytvoii
naopak trvale smé&snou zénu™. Gebauer definoval podmin-
ky pro korektni izotachoforetickou migraci a separovatel-
nost latek® a zabyval se selektivitou a separacni rychlosti
dvojice analytl s cilem pomoci jednoduchych experimentil
dospét k nalezeni optimalniho pH a koncentrace vedouciho
elektrolytu pro jejich separaci®. Ludmila Kfivankova
s kolegy klasifikovala kationtové a aniontové izotachofore-
tické systémy a z pohledu korektni migrace je dale délila
na stabilni systémy pufrované, stabilni systémy bez pufru
a nestabilni nepufrované systémy, které mohou byt také
cilend vyuzity’®. Moznost jemné modifikovat pH separaé-
niho média pfidavkem dalsiho elektrolytu z dalsi elektroly-
tové komirky pomoci zmény poméru elektrického proudu
popsali a pro pufrovany systém a systém bez pufru experi-
mentalné ovéfili Jan Pospichal a spol.”’. Gebauer se inten-
zivné zabyval tvorbou komplexi, jejich chovanim a vyuzi-
tim pii izotachoforetické analyze®*. K¥ivankové zkouma-
la moZnosti snizovani detekéniho limitu izotachoforézy
kombinaci dvou kapilar o rizném priméru a aplikacemi
této dvojrozmémé techniky, viz napt.****. Pospichal stano-
vil s vyuzitim izotachoforézy relativni iontové mobility
40 aniontt a 19 kationtt (cit.*’). Pomoci mikropreparativ-
niho postupu umoznujiciho métit pH zén stanovil také
iontové mobility a disocia¢ni konstanty slabych kyselin
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a bazi véetnd Goodovych pufrt a zwitterionti*®. Ve spolu-
praci s kolegy z Univerzity Palackého v Olomouci publi-
koval Bocek praci o vyuziti bivalentniho protiiontu
k ovlivitovani efektivni mobility vodikového iontu
v kationtové izotachoforéze*’. Gebauer popsal vliv slozeni
koncového elektrolytu na migraci analytu pifi kationtové
izotachoforéze vyuzivajici H' ion jako ion vedouci a de-
monstroval vyuziti tohoto inverzniho elektrolytového sys-
tému*®. Vypodtem a vyuzitim zddrZe separadni kolony k
optimalizaci izotachoforetickych analyz se zabyval Vladi-
slav Dolnik a spol.*’. Originalni je téZ vytvofeni izotacho-
foretickych podsystémti v pohyblivém rozhrani*’. Byla
popsana strategie volby elektrolytového systému pro spo-
jeni izotachoforézy a ESI-MS vcetné nekonvenéniho sys-
tému pohyblivého rozhrani s dvéma koionty ve vedouci
i koncové zong® ' >*.

3.2. Kombinace izotachoforézy se zénovou
elektroforézou, prechodné izotachoforéza
v zonové elektroforéze

Novou kapitolu separaci oteviela K¥ivankova kombina-
ci izotachoforézy se zonovou elektroforézou™. Tato metoda
umoznila zvysit citlivost a rozliSeni izotachoforetickych
a elektroforetickych analyz a byla uspésné dale rozvijena jak
s pomoci na sebe navazujicich kapilar o riiznych primeérech,
tak usporadanim elektrolytii v jedné kapilafe. StéZejni prace
klasifikovaly kombinace elektrolyti pro elektroforeticky
a izotachoforeticky krok a popsaly dopady na separaci
a zakoncentrovani analytu®®*’. Na fadé aplikaci bylo ukéza-
no, ze pfi nastaveni optimalnich separacnich podminek 1ze
dosahnout nejvyssi citlivosti ve srovnani se samostatnymi
metodami zénové elektroforézy nebo izotachoforézy™ *°.
Byly studovany také podminky pro vznik pfechodné izota-
choforézy v analyzach metodou kapilami zonové elektrofo-
rézy navozené jak sloZenim analyzovaného vzorku, tak slo-
7enim zakladniho elektrolytu® . Poznatky byly aplikovany
na analyzu glukuronidu jako markeru konzumace alkoholu
v t&lnich tekutinach®%. Zajimava je prace zaméfena na
uskali kvantitativni analyzy v zdénové elektroforéze
s vyhodnocenim vysky pikd pii optické detekei®. Vyuziti
chloridu v biologickych vzorcich jako nastroje ke zvysSeni
citlivosti analyz bylo popsano v dalsi praci®’. Zajimava sofis-
tikovana aplikace pro stanoveni stopovych kationtovych
necistot v iontovych kapalinach byla postavena na kombinaci
izotachoforézy a zoénové elektroforézy v jedné kapilare
s vyuzitim protiproudu a kontinualniho elektrokinetického
davkovéani vzorku®. Kombinace izotachoforézy a zénové
elektroforézy umoznila i stanoveni nestabilniho 5-methyl-
tetrahydrofolatu s moznosti vyuzit hmotnostné spektrome-
trickou detekci®.

3.3. Z6nova elektroforéza

V osmdesatych letech 20. stoleti se Bockliv tym zacal
orientovat i na rozvoj kapilarni zonové elektroforézy. Ge-
bauer vroce 1983 publikoval s velkou citaéni odezvou
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praktickou analyzu dusi¢nanti, sirant a chloridd v pitné
vodé provedenou v zafizeni konstruovaném pro kapilarni
izotachoforézu™. Posléze Deml vyvinul zafizeni pro kapi-
larni elektroforézu umoziuyjici davkovat definovand mala
mnozstvi vzorku”'. Zaklad pro fadu dalsich studii polozila
prace zabyvajici se vyuzitim absorbujiciho protiiontu pro
analyzy neabsorbujicich analytd’. Zajimavé jsou prace
0 moznosti provadét elektroforetické separace v mobilnim
pH gradientu, ktery lze dynamicky programovat”"*. Zvy-
Seni separacnich moznosti 1ze také dosdhnout vnofenim
z6ny prechodné iontové matrice tvofené solvolytickymi
ionty nebo ionty tvoricimi komplexy s analyty do primar-
niho separaéniho média”. Separace slabych kyselin
s vyuzitim pulsu H' byla precizné matematicky popsana
Gebauerem’®. Byl studovan vliv mobility koiontu zaklad-
niho elektrolytu na elektromigraéni disperzi analyzova-
nych zén”".

Samostatnou kapitolu tvofi prace zabyvajici se vyuZzi-
tim kapalné agardzy nebo linedrniho polyakrylamidu pfi
separaci vysokomolekularnich sloucenin, predev§im DNA
fragmentd”®®! s praktickym vyuZitim pii sekvenovéni
DNA a v diagnostice d&di¢nych chorob®. Pozornost si
zaslouzi analyzy ssDNA fragmentt v kratkych kifemen-
nych kapilardch ve velmi alkalickém prostiedi o pH
vy$§im nez 12 (cit.®).

Kapilarni elektroforéza byla vyuzita i pro stanoveni
izoelektrickych bodii amfolyti™ a fokusaci amfolyti mezi
dvé zoény elektrolytového systému s moznosti posunout
zakoncentrovanou z6nu potiecbnym smérem, napf.
k detekéni cele®. Tym se také zabyval vyvojem a vyuzitim
kontinualni pratokové elektroforézy pro preparativni uce-
1y***7. Byly publikovany piispévky z oblasti separaci chi-
ralnich sloucenin s vyuZitim celé Skaly chirdlnich selektorti
a technik vcetné stanoveni asocia¢nich konstant rovnovahy
analytu s chiralnim selektorem a mobilit komplexti vznika-
jicich pfi chiralnich separacich®®* afada aplikaci véetné
vyuziti micelarni elektrokinetické chromatografie nebo
iontového parovani s polyethyleniminem®*°.

Ve spolupraci s Fakultou informatiky Masarykovy
univerzity v B¢ byl vypracovan samoucici informacni
systém XEMIC, ktery je schopen jako expert nabizet na
zéakladé podobnosti fyzikalné chemickych vlastnosti analy-
tu vhodné elektrolytové systémy’”.

Problematiku samozaostfovani zon v zénové elektro-
foréze otevira Gebauer v roce 1992 (cit.”®) a vroce 1995
publikuje obecny model a rozbor této problematiky
s vyuzitim poéitatovych simulaci®. Ve snaze posunout
analyzy k vy$8im citlivostem vénuje pozornost tvaru pikd.
Na zékladé matematického modelu zjistil, ze klicovym
parametrem uréujicim dynamiku migrace je smérnice
rychlosti migrace, a zavedl diagram tvaru pikti umoznujici
nalézt podminky, za kterych lze pro dany analyt dosdhnout
symetricky tvar piku'®*'"'. Podobn& zavedl koncept dia-
gramu vodivosti zon umoziujici predikovat tvar zon pfi
pouziti vodivostniho detektoru'®.

Samostatnou kapitolu tvoii soubor praci zabyvajici se
systémovymi piky v zénové elektroforéze s nepiimou de-
tekci. Za zminku stoji vysvétleni schizofrenniho chovani
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nekterych analytd pfi nepifimé detekci s vyuzitim dvou
koiontl, z nichz jeden ma vyssi a druhy nizs$i mobilitu nez
analyt'”. Podminky pro existenci systémovych piki
v z4vislosti na poctu koiontll a pH zakladniho elektrolytu
publikoval Bodek s Beckersem vr. 1999 (cit.'™). Posléze
byla rozsifena teorie vzniku systémovych pikd i o vliv
uhlicitanovych ionti rozpusténych v zakladnim elektroly-
tu'® a doloZena moznost schizofrenniho chovani analytd
ve fosfatovém a ftalatovém elektrolytovém systému'*'%.
Klasifikace systémovych zén a podminky vzniku migruji-
cich systtmovych zén jsou uvedeny v dal§ich pra-
cich'”M° Pozornost byla vénovéana téz efektu surfaktantu
cetyltrimethylamonium bromidu uZzivaného k ovlivnéni
elektroosmotického toku a separace analyti na tvorbu
systémovych pika''' a moZnosti existence systémovych
pika pii elektroforetickych analyzach v methanolu'"?.
S vyuzitim vSech téchto poznatkll byla postulovana meto-
dologie navrhu vhodného zékladniho elektrolytu pro opti-
mélni migraci a separaci analytd'". K¥ivankova upozorni-
la na vyznam protiiontu u velmi oblibeného boritového
pufru''*. U zakladnich elektrolytd s nizkou pufraéni kapa-
citou nebo pii analyzach vzorki s vysokym obsahem soli
existuje rovnéz moznost tvorby systémovych pika''>""7.
Systémové zony a dalsi jevy lze rovnéz oCekavat pfi praci
v silné alkalickém zékladnim elektrolytu nebo pfi analyze
alkalickych vzorka''®.

Na dosud nepopsany typ migracniho rozhrani upozor-
nil Gebauer''*'?. Kromé samozaostfujiciho a disperzniho
rozhrani popsal hybridni typ obsahujici rysy obou zna-
mych rozhrani. Vénoval se téz kurioznimu piipadu zakon-
centrovani analytu ve vzorku s makrokomponentou, jejiz
z6éna vytvoii zadni hybridni rozhrani'*'. Ukazal, ze hybrid-
ni rozhrani se vyskytuje i v jednoduchych a bézné uziva-
nych elektrolytovych systémech s vicesytnymi slabymi
kyselinami'?*. Popsal princip zafokusovani neamfoterniho
slabé ionogenniho analytu vyuzivajici inverzni elektromi-
gratni disperzni gradient'®, ktery byl pozdgji vyuZit pro
spojeni kapilarni elektroforézy s hmotnostni detekei s elek-
trosprejovou ionizaci'?*.

Jednou z dalsich kapitol zajmu tymu elektromigrac-
nich metod bylo spravné stanoveni disociacnich konstant
s vyuzitim kapilarni zénové elektroforézy'*>'*. Slampova
a Bocek popsali rigordzni pfistup zpracovani dat mobilit-
nich kiivek univalentnich kyselin a bazi'?’'*® a publikovali
standardni postup volby elektrolytového systému umoziu-
jici eliminaci interakci analytu s protiiontem'?'*°.

Zajimavy zpusob piecisténi vzorku se slozitymi ma-
tricemi a zakoncentrovani analytu rozpracoval Pavel Ku-
ban s vyuzitim elektromembranové extrakce pies kapalné
membrany"*' "%, Monitoroval selektivitu kapalnych mem-
bran na nosi¢i pomoci kapilarni elektroforézy'** a sestrojil
mikrozatizeni umozilujici propojeni se separacni kapilarou
komeréniho piistroje pro kapilarni elektroforézu'*’, které
umoznilo fadu zajimavych aplikaci, mimo jiné stanoveni
mravencanu pro rychlou diagnostiku osob otravenych me-
thanolem'**'”’. Posléze se vénoval mikroelektromembra-
nové extrakci pies volné kapalné membrany a jejimu vyu-
7iti ve spojeni s kapilarni elektroforézou'**'*". Poukézal
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na mozné negativni vlivy elektrolyzy pfi elektromembra-
novych extrakcich a doporucil aplikaci akceptorti s vyso-
kou koncentraci slabych kyselin nebo bazi'*"'*2. Pro dalsi
zvySeni citlivosti byl sestaven systém zahrnujici efektivni
zakoncentrovani lé¢iv extrahovanych pies kapalnou mem-
branu na nosiéi s vyuzitim prechodné izotachoforézy'®.
Zajimavé moznosti nabizi simultanni extrakce aniontil
i kationti pomoci stabilniho pétifazového mikroelektro-
membranového systému'**.

FrantiSek Foret odvedl obrovsky kus prace na vyvoji
instrumentace orientované na propojeni kapilarni elektro-
forézy s hmotnostni spektrometrii pii svém dlouholetém
pobytu vtymu Barry L. Kargera na Barnett institutu
Northeastern univerzity v Bostonu v USA, viz napi."*7.
Po navratu na brnénské pracovisté pokracoval ve vyzkumu
a konstrukci zafizeni pro spojeni kapilarni elektroforézy
a hmotnostni spektrometrie a v miniaturizaci zafizeni
a aplikacné se orientoval na genomiku, proteomiku, glyko-
miku a metabolomiku, viz napt.'**"%, Jana Kfenkova pii-
spéla v oblasti miniaturizace kapilarni elektroforézy pro-
pojené s hmotnostnim detektorem dal§im zajimavym
aspektem, moznosti on-line §tépit proteiny enzymy imobi-
lizovanymi na stén& kapilary"*'>’. Foret vénoval pozor-
nost mimo jiné i moznostem vyuZiti kvantovych tecek ¢i
nanocastic kovi pii analyze proteind kapilarni elektroforé-
zou' 160, Analyzami biologickych vzorku télnich tekutin
véetné potu ¢i kondenzatu dechu s vyuzitim bezkontaktni-
ho nebo fluorescencniho detektoru se zabyva Petr Ku-
ban'®""'%* a vyviji miniaturni vzorkova¢ i analyzator pro
velmi rychlé analyzy biologickych vzorka'®.

4. Zavér

Jak je z uvedenych konkrétnich témat, kterymi se
brnénské pracovisté Ustavu analytické chemie Akademie
véd v obdobi od roku 1974 zabyvalo, a z vybranych citaci
zjevné, prispélo pracovisté vyraznym zpusobem k rozvoji
analytické elektroforézy v celosvétovém méfitku a odbor-
niky ze zahrani¢i orientovanymi na analytickou elektro-
forézu byva oznacovano jako ,,Brnénska elektroforeticka
Skola®“. Kromé& pilvodnich praci a fady kapitol
v monografiich byly vydany dvé knihy o zénové elektrofo-
réze aizotachoforéze obsahujici zakladni principy téchto
analytickych metod'®®'”. Clenové tymu se podileli na
organizovani fady mezinarodnich konferenci zamétenych
na analytickou elektroforézu, FrantiSek Foret zorganizoval
v Brné sérii mezinarodnich konferenci CECE (Central
European Capillary Electrophoresis), kterd je jiz
v soucasnosti §ifeji rozkrocena i do jinych védnich oblasti
a kazdoro¢né hosti fadu vyznamnych ptrednasSejicich. Petr
Bocek dlouhd 1éta zastaval kromé ¢lenstvi v edi¢nich ra-
dach fady mezinarodnich Casopisti orientovanych na ana-
lytickou chemii pozici zastupce redaktora Casopisu
FElectrophoresis a byl posléze v této funkci vystiidan Fran-
tiSkem Foretem, ktery byl spolu s Ludmilou Kfivankovou
dlouholetym ¢lenem edi¢ni rady tohoto Casopisu. Ikdyz
z kolektivu postupné odesla fada starSich c¢lent, je tym
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pribézné doplnovan nadanymi mladymi védeckymi pra-
covniky a problematika analytické elektroforézy stale tvori
dilezitou oblast badani na tomto Gstavu.
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Poznamka redakce: Vzhledem k charakteru tohoto pre-
hledného referatu a snaze po co nejuplnéjsim vystize-
ni prinosu brnenské elektroforetické Skoly k rozvoji této
mimoradné vyznamné analytické metody byl zde povolen
pocet citaci prevysujici doporuceni pokynii pro autory.

L. K¥ivankova (Institute of Analytical Chemistry,
Czech Academy of Science, Brno): Brno Electrophoretic
School

In Czechoslovakia, the first contributions to the de-
velopment of the theory and instrumentation of analytical
electrophoresis appeared in the 1960s. The beginnings of
the development of analytical electrophoresis at the Insti-
tute of Analytical Chemistry of the Academy of Sciences
of the Czech Republic in Brno date back to the early
1970s, when lab-made apparatus was constructed. Since
then, much work has been done there on the theory and
methodology of capillary isotachophoresis and zone elec-
trophoresis, their combination, linkage with mass spec-
trommetric detection, and practical application. This work-
place has gained international renown and it was called the
Brno Electrophoretic School. This article provides infor-
mation on the main research topics of the Brno Electro-
phoretic School.

Keywords: analytical capillary electrophoresis, analytical
capillary isotachophoresis



