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1. Uvod

Kapilarni elektroforéza (CE) je uc¢inna mikrokolonova
separacni technika s vysokou prostupnosti vzorku (tzv.
high throughput separation technique), vhodna pro separa-
ci velké fady analytd v riznych matricich. Velkou nevyho-
dou kapilarni elektroforézy je obvykle nizka koncentracni
citlivost v porovnani s kapalinovou chromatografii jako
nejéastdji pouzivanou srovnatelnou technikou'. Divodem
nizké koncentracni citlivosti je davkovani velmi malych
objemt vzorku (fadov€ jednotky az desitky nanolitrii)
a u spektralnich detektort kratka absorpcni draha detekéni-
ho paprsku (shodna s vnitinim primérem pouzité kapila-
ry).

V poslednich letech se stale Castéji objevuje snaha
zvysit citlivost stanoveni provadénych technikou kapilarni
elektroforézy. Moznosti, jak zvysit citlivost detekce
v kapilarni elektroforéze, je pomérné mnoho, pfes obtizné
konstrukéni feseni detektorti a s tim souvisejici ekonomic-
kou zaté€z, az po elegantni techniky realizované prostied-
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nictvim zmén elektrického a chemického pole ptimo
v kapilare, které umozni zakoncentrovat slozky analytu do
velmi Gzkych zon. Vysledkem je zvySeni koncentrace ana-
lytu v kapilafe pred vlastni detekci.

Trendem dnesSni instrumentace je provést rychlou
ajednoduchou analyzu sco nejmenSim poctem uprav
a operaci se vzorkem. Sofistikované on-line prekoncent-
racni techniky tyto pozadavky velmi dobie spliuji. Diky
znalostem déju, které doprovazeji elektromigraci, je moz-
no vyvijet velmi G¢inné on-line prekoncentrace.

Alternativni moznosti k on-line prekoncentracim jsou
upravy konstrukce detektord, vyuziti jinych detekcnich
technik (laserem indukovana fluorescence — LIF, hmot-
nostni spektrometrie — MS, elektrochemicka detekce),
derivatizace atp. Tyto moznosti jsou vSak technicky
prekoncentrace’.

On-line (on-capillary) prekoncentrace predstavuji
dostupnéjsi moznost zvyseni citlivosti nezli pouziti jiného
nez UV-VIS detektoru nebo konstrukéné slozitych modifi-
kaci detekéni cely (pfipadné detekéniho okénka). Prekon-
centrace analyt on-line v kapilafe béhem nadavkovani
a separace analytl je Casto oznaCovana jako zakoncentro-
vani — stacking. Tento jev byl poprvé popsan Tisseliem
v polyakrylamidové gelové elektroforéze’. Zakoncentro-
vani — stacking mize byt uskute¢néno jak pti vyuziti hyd-
rodynamického, tak i elektrokinetického nastriku.

Tento pfehledny ¢lanek poukazuje na moznosti pouZi-
ti ,,on-capillary* a ,,on-line* technik k prekoncentracim
celé fady analytli, které jsou pak separovany nékterou
z technik kapilarni elektroforézy (kapilarni zonova elektro-
foréza — CZE, micelarni elektrokinetickd chromatografie —
MEKC). Zminéné moznosti jsou piehledné vyobrazeny na
obr. 1. (cit.").

2. On-line prekoncentrace ionizovatelnych
analyti

Kapilarni elektroforéza je ¢asto pouzivana pro separa-
ce analytl, které podléhaji ionizaénim rovnovaham
(disociace, protonizace, asociace, komplexace). Rychlost
migrace je pak ovlivnitelnd zménou nékterych vlastnosti
pracovniho elektrolytu (pH, vodivost, teplota atp.). I mala
zmeéna téchto vlastnosti miize vést ke generaci prekoncent-
ra¢niho mechanismu. Neexistuje ostrd hranice mezi jed-
notlivymi prekoncentra¢nimi mechanismy, ale zjednoduse-
né lze fict, ze pro on-line prekoncentraci ionizovatelnych
analytll 1ze vyuzit nésledujici principy: zakoncentrovani
vzorku zesilenim pole — field amplified sample stacking
(FASS), prechodna izotachoforéza — transient isotacho-
phoresis (tITP), zakoncentrovani pomoci organického
rozpoustédla napf. acetonitrilu — acetonitrilovy stacking,
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Obr. 1. Schéma prekoncentraci v kapilarni elektroforéze

samozakoncentrovani vzorku — sample self-stacking, pre-
chodné pH rozhrani — dynamic pH junction, nameteni —
sweeping atd. Tyto principy umozni davkovani vétsiho
objemu vzorku do kapilary (omezeni ptedstavuje délka
kapilary) a nasledné zakoncentrovani nadavkovaného ana-
lytu do velmi uzké zoény pred vlastni separaci. Piehlednych
¢lankd zabyvajicich se problematikou on-line prekoncent-
raci ionizovatelnych analytd je cela fada* ™.

2.1. Zakoncentrovani vzorku zesilenim
pole (field amplified sample
stacking)

Zakoncentrovani vzorku zesilenim pole (FASS) je
jednou z velmi ¢asto pouZivanych technik prekoncentrace,
jejiz princip je znam jiz nékolik let. Podstata spociva
v interakei elektrického silového pole (vkladaného napéti
mezi konce kapilary) a pole koncentra¢niho. Koncentra¢ni
pole je generovano diky rizné vodivosti (koncentraci)
pracovniho elektrolytu a nadavkované zony vzorku’'°.

Nejjednodussi moznosti jak zvysit citlivost detekce je
vyuzit dnes jiz standardni postup rozpusténi vzorku pro
analyzu v desetkrat zfedéném pracovnim elektrolytu nebo
ve vodé. Pii aplikaci stejnosmérného elektrického pole
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dojde diky rozdilnym vodivostem zén pracovniho elektro-
lytu a zony vzorku (z6éna vzorku mé niz§i vodivost)
k zakoncentrovani davkované zony. V obou zonach je pak
jina hodnota intenzity elektrického pole (v zéné vzorku je
vy$si). Disledkem toho je rozdilna rychlost migrace analy-
td v obou zoénach (analyty v zoné vzorku migruji rychleji).
Na rozhrani obou zo6n tak dojde k zakoncentrovani analytd
vlivem zpomaleni rychlosti migrace. Separace pak probiha
klasickym mechanismem kapildrni zoénové elektroforézy
(CZE), ale s uzsi pocatecni zonou vzorku.

FASS se samoziejmé d4 uskutecnit i pomoci souc¢asné
zmény pH a vodivosti zon vzorku a pracovniho elektroly-
tu. Pokud to povaha analytl umoziuje, lze vzorek okyselit
nebo naopak zalkalizovat pridavkem kyseliny nebo
hydroxidu. Dojde tak ke zméné pH a k ovlivnéni ioni-
zacni rovnovahy analyti. Na hodnoté pH je silné zavisla
efektivni mobilita analyti, coz vede k vytvofeni podminek
pro odlisnou rychlost migrace analytu v nadavkované zoné
vzorku a v zéné pracovniho elektrolytu. Tento zplsob
prekoncentrace je vyuzivan pro analyzy celé fady analytl
s rozdilnym acidobazickym chovanim.

Vétsina publikovanych praci o zakoncentrovani
ionizovatelnych analyti uvadi dosazeni deseti- az tisici-
nasobného zesileni signalu analytu, coz umoznilo techni-
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ce kapilarni zénové elektroforézy proniknout i do oblasti
separace a kvantifikace velmi nizkych koncentraci analy-
tu (107-10"mol 1"") za pouziti b&zného UV-VIS detek-
toru''""",

Tento jednoduchy pfistup umoziuje nadavkovani
pouze optimalni nastfikové délky (tj. ne vétsi nez 2 %
délky kapilary), protoze v opacném piipadé dojde ke ztraté
separacni UCinnosti. V literatufe je tento nejjednodussi
zpusob oznacovan jako pfirozené zakoncentrovani (normal
stacking mode, NSM)'S’”. Pokud je nadavkované mnoz-
stvi vzorku vétsi neZ je optimalni nasttikova délka v NSM,
je nutné, aby matrice vzorku naopak migrovala ven
z kapilary nastfikovym koncem. Tento zplisob je oznaco-
van jako zakoncentrovani vzorku z velkého objemu (large
volume sample stacking, LVSS). ,,Pumpovani“ matrice
ven z kapilary pfi ddvkovani mize byt zajiSténo bud’ po-
moci elektroosmotického toku nebo pouzitim externiho
tlaku. Smér toku matrice musi byt opacny nez migrace
davkovanych analytd a velikost obraceného toku musi byt
mensi nez je rychlost migrace davkovanych analyt. Ne-
vyhodou tohoto zplisobu prekoncentrace je moznost foku-
sovat bud’ jenom kationty nebo jenom anionty béhem jed-
né analyzy. Prekoncentraéni faktor se v tomto piipadé
pohybuje vétSinou kolem stonasobku zesileni signalu ana-
lytu.

Mezi techniky, které vyuzivaji zmény ve vodivostech
z6n davkovaného vzorku patii i metody vyuzivajici techni-
ky, kdy se vzorek rozpusti ve 30% (v/v) vodném roztoku
acetonitrilu s pfidavkem anorganické soli o vysoké kon-
centraci. Tento pristup se da velmi dobfte uplatnit pfi ana-
lyzach biologickych vzorki, které uz obsahuji potfebnou
koncentraci chloridu sodného'® 2.

2.2. Zakoncentrovani vzorku z velkého
objemu (Large volume sample
stacking)

Zakoncentrovani s piepinanim polarity vychazi z roz-
pusténi vzorku v zdkladnim elektrolytu nebo rozpoustédle
tak, aby mél nizkou vodivost. Davkovani je hydrodyna-
mické a mnohem del$i nez v pfipadé NSM. Po nastriku
dlouhé zony vzorku do kapilary nastava faze prepdlovani
polarity zdroje na opacnou polaritu, nez jaka bude pouzita
pro vlastni separaci. Tim dochazi k migraci matrice ven
z kapilary a analyty se zakoncentruji ve formé uzké zony
na pocatku kapilary. To znamend, ze polarita pro odstrané-
ni matrice pfi zakoncentrovani je volena podle znaménka
naboje separovanych analytd. Do pracovniho elektrolytu
se pridava vétsinou aditivum, které obraci smér elektroos-
motického toku (napf. kationtovy tenzid). V momenté, kdy
hodnota protékajiciho proudu vzroste na 90-99 % hodnoty
bézné pro zakladni elektrolyt bez aditiva, je polarita zmé-
néna tak, aby elektroosmoticky tok protékal smérem
k detektoru®.

I pfesto, ze nckteré komercni pfistroje neumoziuji
ménit polaritu, je mozné LVSS bez pfepinani polarity usku-
tecnit. Nicméné je tento pfistup malo pouzivany pro nedo-
statecnou opakovatelnost a obtizné technické provedeni.
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Zakoncentrovani (stacking) s vyuzitim elektrokinetic-
kého davkovani poprvé popsali Chien a Burgi7. Teoretické
zéklady jsou uvedeny v praci Chiena’. Vzorek je rovnéz
pfipraven tak, aby mél nizkou vodivost. Nasledné je pro-
veden elektrokineticky nastiik, ktery zajist'uje selektivni
davkovani bud’ jenom kationtl, nebo jenom anionti. Po-
kud je elektroosmoticky tok v opa¢ném sméru oproti mi-
graci nastfikovanych iontd, je nutné, aby rychlost elektro-
osmotického toku byla mensi nez rychlost migrace davko-
vanych analytl. Zakoncentrovani (stacking) pti elektroki-
netickém davkovani poskytuje vétsi navySeni citlivosti
detekce, nez nabizi hydrodynamicky nastiik. To je vysvét-
leno skute¢nosti, ze u hydrodynamického nasttiku je veli-
kost nastfiku limitovana délkou kapilary. V pfipadé elek-
trokinetického davkovani tomu tak neni, protoze analyty
migruji do kapilary nezévisle na délce kapilary. V tomto
pfipadé lze dosédhnout prekoncentraéniho faktoru vic nez
tisic, coz jsou nejvyssi hodnoty dosazitelné pii LVSS po-
moci hydrodynamického nastiiku®.

Dal§im pfistupem pro tzv. on-capillary (pfimo
v kapilafe) prekoncentraci analytti v kapilarni zonové elek-
troforéze je tzv. pfechodné pH rozhrani (dynamic pH
junction). Vyuziva se skutecnosti, ze efektivni mobilita
slabé kyselych a slabé bazickych analyti je siln¢ zavisla
na pH zékladniho elektrolytu. V kapilafe je mozné navolit
takovy elektrolytovy systém, ktery je obdobou systémil
pouzivanych pfi izoelektrické fokusaci, kde se misto amfo-
Iytd vyuziva zakladnich elektrolyti o rozdilnych hodno-
tach pH. Nejjednodussi provedeni této techniky je vyuZiti
rozdilnych hodnot pH mezi davkovanou zdénou vzorku
a zékladnim elektrolytem (napf. pH vzorku je o 1,5 jednot-
ky mensi nez je pH zékladniho elektrolytu)®®, pricemsz
lze vyuzit bud’ pufrii o stejném sloZeni (pufr pro rozpusté-
ni vzorku a zakladni elektrolyt obsahuje stejné slozky, ale
ma4 jiné pH), anebo 1ze vyuzit dvou pufrti o rozdilném pH
a rozdilném slozeni®” .

3. Prekoncentrace neutralnich a ionizovatel-

nych latek

Nékteré ionizovatelné analyty se ovSem obtizné€ sepa-
ruji klasickou kapilarni zonovou elektroforézou. Proto
vyhodou mtiZe byt vyuZziti pfidavku micelotvornych latek
do zakladniho elektrolytu (micelarni elektrokineticka chro-
matografie — MEKC), které i v pfipadé nabitych analytd
mize poskytnout zajimavé ovlivnéni selektivity. Principy
zakoncentrovani (stackingu) v micelarni elektrokinetické
chromatografii nabitych analyti jsou velmi podobné prin-
ciptim uvedenych v citacich®*>’.

3.1. Nameteni (sweeping) ionizovatel-
nych a hydrofébnich analytu

Rozdilné druhy aditiv pridavané k zakladnimu elekt-
rolytu ovliviiuji selektivitu. Nameteni*® (sweeping) je novy
fenomén, ktery zlepSuje citlivost, ale podstata techniky
vychézi z interakci analytu a micel (rozdélovaci rovno-
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vahy) podobné, jako je tomu v micelarni elektrokinetické
chromatografii.

Pti technice ,,sweepingu® se pouziva ptidavku mice-
lotvornych latek do zékladniho elektrolytu, ktery je umis-
tén v elektrolytové nadobce na davkovaci stran¢ kapilary.
Samotna kapildra, druhd elektrolytovd nddobka a ani vzo-
rek neobsahuji pouzité micelotvorné ¢inidlo. Analyty maji
silnou afinitu pro specialni typy aditiv, zahrnujici iontové
nebo neiontové micely, cyklodextriny apod.’” ™.

Vyuziva se interakci mezi analytem (ion, neutralni
molekula) a tzv. pseudostacionarni fazi (PS), kterou mtze
byt nékteré z uvedenych aditiv. Pseudostacionarni faze
pronika do Siroké zony vzorku a na tomto rozhrani dochazi
k nakoncentrovavani (nameteni) vzorku. Rozsah prekon-
centrace je urcovan souctem vSech interakci mezi analy-
tem a PS fazi. Systém umoziuje efektivni odstranéni mat-
ricovych necistot. Tato technika poskytuje nizky detekéni
limit (10" mol 17").

Jednoducha nebo slozita aditiva mohou byt pouzita
pod podminkou, Ze kinetika interakce je rychlejsi nez kine-
tika elektroforetické relaxace, a vysledkem je zakoncentro-
vani v Uzkém pasu. VSeobecné se pouzivaji aniontové
tenzidy (dodecyl sulfat sodny, SDS) k zakoncentrovani
neutralnich nebo kationtovych analytil, kde délka fokusac-
ni zény zavisi na velikosti reten¢niho faktoru. Nameteni
(sweeping) ve vétSing pripadi probiha optimalné, kdyz
vodivost vzorku je podobnd vodivosti zdkladniho elektro-
lytu, ackoliv mtize byt také pouzita vyssi vodivost vzorku
za predpokladu, ze je nalezena vhodné délka néstiiku vzor-
ku. Pro separaci ne¢kterych aniontovych analytd se za alka-
lickych podminek ke zlepSeni nameteni (sweepingu) pou-
zivaji kationtové nebo neiontové tenzidy. Za ptitomnosti
kationtového tenzidu musi byt k potlaceni elektroosmotic-
kého toku kapilara pokryta. Pouze nabité analyty mohou
byt separovany pomoci neutralni PS faze*. Nejcastéji se
vyuzivaji nabité molekuly PS faze, ale i neiontova PS faze
mize poskytovat potiebnou separaci nabitych molekul.
Rozdil je v tom, Ze nabité analyty vstupuji do micel neut-
ralni PS faze a dochazi analogicky k prekoncentraci.

Pokud mé vzorek stejnou vodivost jako zakladni elek-
trolyt, uskutecni se nameteni (sweeping) za vyuziti homo-
genniho elektrického pole. Jinou moznosti je pouziti vyso-
kych koncentraci soli ve vzorku a nameteni (sweeping) se
uskutecni s vyuzitim tzv. redukovaného elektrického pole
v z6né vzorku.

Doposud byla publikovana cela fada praci zabyvaji-
cich se prekoncentraci riznych analytl v rozmanitych
matricich s vyuzitim ,,sweeping® mechanismu****=,

Je mozné vyuzivat i kombinace dvou prekoncentrac-
nich mechanismd. Typickym piikladem je vyuziti dyna-
mického rozdilu v hodnotach pH elektrolytt (dynamic pH
junction — sweeping). Tato metoda je zalozena na vyuziti
sweeping“ podminek (zékladni elektrolyt s PS fazi, vzorek
bez PS faze) a podminky pfechodného pH rozhrani — dyna-
mic pH junction (rozdilné pH vzorku a pufru)****>%!,
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4. Prechodna izotachoforéza (tITP)

Izotachoforéza (ITP) je zaloZena na pouZiti diskonti-
nualniho elektrolytového systému, kdy analyty migruji
podle své mobility v uzkych zénach za sebou mezi vedou-
cim (leading, LE) a koncovym (terminating, TE) elektroly-
tem. Pro prekoncentraci s vyuZzitim ITP mechanismu lze
vychézet z Kohlrauschovy regulagni funkce™ .

Vhodnou kombinaci dvou nebo vice rozdilnych pra-
covnich elektrolytl v jedné separacni kapilafe 1ze docilit
jevu, ktery je oznaCovan jako prechodnd izotachoforéza
(tITP). Tento jev je mozno vyuzit k prekoncentraci celé
fady analyta®.

Nejcastéji jsou pii tITP-CE analyze pouzivany dva
ruzné piistupy™.

a) Jestlize je zékladni elektrolyt zvolen tak, Ze ko-ion
ma vyssi efektivni mobilitu nez analyty, ITP migrace
je dosazena pomoci vhodného koncového elektrolytu
(maZze byt pouzit misto zakladniho elektrolytu anebo
ho 1ze davkovat jako zonu) za zoénou vzorku. Ko-ion
v tomto piipad€ prebira Glohu vedouciho elektrolytu.
Vzorek je nadavkovan hydrodynamicky a po vlozeni
elektrického pole dojde k vytvoreni pfechodného ITP
stavu. Po zakoncentrovani je koncovy elektrolyt vy-
meénén za zakladni elektrolyt a nastava separace po-
moci CZE.

Jestlize zékladni elektrolyt obsahuje ko-ion s nizsi
efektivni mobilitou nez analyt, musi samotny vzorek
byt obohacen o vedouci ion (napf. pro separaci kati-
ontli je mozno pouzit K*, NH,", Na") k dosazeni tITP.
Ko-ion se pak chova jako koncovy ion. To mize byt
vyhodou pro biologické vzorky, které ¢asto pfirozené
obsahuji dostatecné mnozstvi iontl s vysokou mobili-
tou pro uskutecnéni ITP prekoncentrace. Alternativou
je ptidavek takovychto soli do samotného vzorku.

Je mozno oba mechanismy kombinovat. Velmi ¢asto
je vlastni mechanismus tITP kombinaci uvedenych pftipa-
da, protoze lze vyuzit pfistupu (a) pro vzorky obsahujici
soli vysoce mobilnich iontt.

Prechodnd izotachoforéza je velmi casto pouZivéna
pro prekoncentraci ionizovatelnych analytii. Ve spojeni
s kapilarni elektroforézou pfedstavuje U€inny prekoncent-
racni systém, ktery byl pouzit pro zvyseni citlivosti stano-

veni celé fady analyta® ™.

b)

5. Zavér

Tento ¢lanek podava piehled o nejéastéji pouzivanych
on-line prekoncentracnich technikach v kapilarni elektro-
foréze. Autofi jsou si védomi, Ze nelze podat Uplny a vy-
Cerpavajici prehled vsech doposud publikovanych praci
tykajicich se prekoncentraci. Uspésnost zvoleného prekon-
centra¢niho mechanismu je mimo jiné siln¢ zavisla i na
povaze a chovani samotnych analytil, pfipadné sloZitosti
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matrice. Pouziti on-line prekoncentrace je nutno volit po
peclivém uvazeni vSech faktort, které by mohly ovlivnit
jeji uspésnost. Trendem poslednich let je aplikovat on-line
prekoncentrace na redlné vzorky s relativné sloZitou matri-
ci pomoci kombinace uvedenych zakladnich prekoncent-
racnich technik.

Autori dekuji zaméru ¢. MSM 6198959216 a grantu
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On-line Preconcentration Techniques in Capillary
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Preconcentration is a very important issue for
achievement of low detection limits. Various on-line
preconcentration modes, various electrolyte compositions,
pH values and mechanisms responsible for the focusing
effect are described in literature. The main modes of stack-
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