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1. ⁄vod

Pokrok v ¯eöenÌ analytick˝ch problÈm˘ v biochemii, mo-
lekul·rnÌ biologii, chemii ûivotnÌho prost¯edÌ, farmakologii
i pr˘myslu je podmÌnÏn vyuûitÌm modernÌch separaËnÌch me-
tod. Mezi nÏ pat¯Ì tÈû kapil·rnÌ elekrochromatografie (capilla-
ry electrochromatography, CEC). Tato relativnÏ nov· metoda
se v souËasnÈ dobÏ prudce rozvÌjÌ, o Ëemû rovnÏû svÏdËÌ
exponenci·lnÏ vzr˘stajÌcÌ poËet publikovan˝ch pracÌ.

CEC je vysoko˙Ëinn· separaËnÌ metoda, zaloûen· na spo-
jenÌ kapalinovÈ chromatografie (HPLC) a kapil·rnÌ zÛnovÈ
elektroforÈzy (CZE). ZatÌmco HPLC vyuûÌv· ke generov·nÌ
toku rozdÌlu tlaku, v CEC je pohyb kapalnÈ mobilnÌ f·ze
zprost¯edkov·n elektrick˝m polem, kterÈ zp˘sobuje elektro-
osmotick˝ tok (electroosmotic flow, EOF). CEC si p¯itom
zachov·v· v˝hody obou metod, ze kter˝ch vzeöla: vyööÌ ˙Ëin-
nost a jednoduchost instrumentace poch·zejÌcÌ z CZE a vyööÌ
selektivitu a kapacitu kolony danou interakcÌ se stacion·rnÌ
f·zÌ jako v HPLC. K separaci analyt˘ doch·zÌ u CEC p¯ev·ûnÏ
dvojÌm mechanismem. Elektroneutr·lnÌ i ionizovanÈ l·tky
jsou stejnÏ jako v chromatografii separov·ny na z·kladÏ roz-
dÌln˝ch interakcÌ se stacion·rnÌ f·zÌ, respektive na z·kladÏ
sÌtovÈho efektu v p¯ÌpadÏ gelovÈ permeaËnÌ chromatografie.
L·tky ionizovanÈ se navÌc pohybujÌ v elektrickÈm poli rych-

lostÌ danou jejich efektivnÌmi mobilitami, coû takÈ p¯ispÌv·
k vÏtöÌ selektivitÏ vlastnÌ separace.

PrvnÌ experiment, p¯i nÏmû bylo v kapalinovÈ chromato-
grafii aplikov·no elektrickÈ pole, provedl jiû v roce 1939
Strain1,2. Tuto metodu pouûil pro separaci barviv a dok·zal, ûe
kombinacÌ elektroforÈzy a adsorpËnÌ chromatografie lze do-
s·hnout v˝raznÈho zlepöenÌ selektivity. TermÌn elektrochro-
matografie zavedl v roce 1943 Beraz3, a to p¯i popisu uspo¯·-
d·nÌ papÌrovÈ elektroforÈzy. ElektrickÈ pole vyuûil v roce
1949 k transportu l·tek gelovou strukturou takÈ Tisselius4.
PodobnÈ pokusy prov·dÏli v roce 1952 Mould a Synge5. Ve
svÈ pr·ci se zab˝vali p˘sobenÌm elektrickÈho pole v tenkovr-
stvÈ chromatografii (TLC) a v roce 1954 pak publikovali pr·ci6

vÏnovanou separaci polysacharid˘. Aplikaci elektrickÈho pole
na chromatografickou kolonu se v roce 1974 podrobnÏji vÏ-
noval Pretorius7. Jako prvnÌ pouûil EOF k migraci nenabit˝ch
l·tek n·plÚovou kolonou o vnit¯nÌm pr˘mÏru 1 mm. Jeho
v˝sledky uk·zaly velmi zajÌmavÈ moûnosti, kterÈ nabÌzÌ po-
uûitÌ EOF v chromatografii. D˘leûit˝m meznÌkem ve v˝voji
CEC byla pr·ce Jorgensona a LukacsovÈ8. Ti v roce 1981
uk·zali moûnosti uplatnÏnÌ EOF v n·plÚov˝ch kapil·rnÌch
kolon·ch. Provedli separaci 9-methylantracenu a perylenu na
kolonÏ o vnit¯nÌm pr˘mÏru 170 µm naplnÏnÈ 10 µm Ë·sticemi
Partisil ODS-2 za pouûitÌ mobilnÌ f·ze obsahujÌcÌ acetonitril,
napÏtÌ 30 kV a fluorescenËnÌ detekce, tj. za velmi podobn˝ch
podmÌnek, za jak˝ch se v CEC pracuje dodnes. Tato jejich
pr·ce a pr·ce Knoxe a Granta9,10, kte¯Ì pouûÌvali 5 µm Ë·stice,
uk·zaly, ûe EOF je atraktivnÌ alternativou k hydrodynamickÈ-
mu tlaku vyuûÌvanÈmu v HPLC.

CÌlem tohoto Ël·nku je kr·tkÈ sezn·menÌ s problematikou
kapil·rnÌ elektrochromatografie, struËn˝ popis teoretick˝ch
z·klad˘, pouûÌvanÈ instrumentace a moûn˝ch aplikacÌ. Po-
drobnÏjöÌ informace lze nalÈzt v ¯adÏ p¯ehledn˝ch Ël·nk˘11ñ20

a takÈ ve t¯ech monografiÌch, kterÈ vyöly v ned·vnÈ dobÏ21ñ23.

2. Elektroosmotick˝ tok

JednÌm ze z·kladnÌch jev˘, kter˝ se spolupodÌlÌ na separaci
v CZE, je elektroosmosa, respektive EOF. Jde o tok elektrolytu
v separaËnÌ kapil·¯e zp˘soben˝ p¯ÌtomnostÌ nabit˝ch skupin
v jejÌ stÏnÏ. K¯emenn· kapil·ra, kter· je nejËastÏji pouûÌva-
n˝m typem kapil·ry v CZE, obsahuje ve svÈ stÏnÏ ionizova-
telnÈ silanolovÈ skupiny SiOH. V p¯Ìtomnosti  z·kladnÌho
elektrolytu p¯i pH > 2 doch·zÌ k jejich disociaci:

SiOH → SiOñ + H+

a stÏna kapil·ry tak zÌsk·v· z·porn˝ n·boj. Ten p¯itahuje
kladnÏ nabitÈ ionty z·kladnÌho elektrolytu, kterÈ u stÏny kapi-
l·ry vytv·¯ejÌ stabilnÌ elektrickou dvojvrstvu. ZatÌmco vrstva
kationt˘ v tÏsnÈm kontaktu se stÏnou kapil·ry je fixov·na
(Sternova vrstva), kationty vzd·lenÏjöÌ vytv·¯ejÌ pohyblivou
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difuznÌ (Guyovu-Chapmanovu) vrstvu (obr.1). Pokud je na
kapil·ru p¯ivedeno stejnosmÏrnÈ elektrickÈ napÏtÌ, kationty
difuznÌ vrstvy zaËnou migrovat k z·pornÈ elektrodÏ ñ katodÏ.
Jelikoû jsou solvatov·ny, zaËne se ke katodÏ pohybovat i elek-
trolyt p¯Ìtomn˝ v kapil·¯e. Tento pohyb je oznaËov·n jako EOF.

Jak jiû bylo zmÌnÏno, v CEC je pohyb mobilnÌ f·ze d·n
EOF. U kapil·rnÌch kolon pro CEC, plnÏn˝ch silikagelov˝mi
mikroË·sticemi, p¯ispÌv· k EOF kromÏ n·boje stÏny kapil·ry
takÈ povrchov˝ n·boj Ë·stic. U kolon polymernÌch a povrcho-
vÏ modifikovan˝ch musÌ stacion·rnÌ f·ze pro tvorbu EOF ve
svÈ struktu¯e obsahovat ionogennÌ skupiny, neboù povrchov˝
n·boj kapil·ry je eliminov·n. DÌky tomu, ûe EOF je generov·n
v celÈm objemu kapil·ry, je jeho rychlostnÌ profil tÈmÏ¯ pÌs-
tov˝, na rozdÌl od toku p˘sobenÈho rozdÌlem tlaku (obr. 2).
Rychlost EOF p¯itom tÈmÏ¯ nez·visÌ na pr˘mÏru kapil·ry.
Doch·zÌ tÌm k menöÌmu rozm˝v·nÌ zÛn analyzovan˝ch l·tek,
coû p¯ispÌv· k vyööÌ ˙Ëinnosti separace.

Line·rnÌ rychlost elektroosmotickÈho toku vEOF lze vy-
j·d¯it Hunterovou rovnicÌ11:

vEOF =

kde ε0 je permitivita vakua; εr permitivita, c koncentrace a η
viskozita mobilnÌ f·ze, respektive z·kladnÌho elektrolytu, E
intenzita elektrickÈho pole; σ n·bojov· hustota na povrchu
rozhranÌ, F Faradayova konstanta, R univerz·lnÌ plynov· kon-
stanta a T absolutnÌ teplota. Z v˝öe uvedenÈho vztahu vypl˝v·,
ûe EOF z·visÌ na mnoha faktorech, kterÈ mohou mÌt vliv,
respektive mohou b˝t vyuûity pro optimalizaci vlastnÌ separa-
ce jak v CZE, tak i CEC.

3. Kolony pouûÌvanÈ
v kapil·rnÌ elektrochromatografii

Z hlediska umÌstÏnÌ stacion·rnÌ f·ze existujÌ v CEC dva
z·kladnÌ typy kapil·rnÌch kolon: n·plÚovÈ a povrchovÏ modi-
fikovanÈ. U n·plÚov˝ch kolon je kapil·ra naplnÏna p¯Ìsluönou
stacion·rnÌ f·zÌ zcela nebo po detekËnÌ okÈnko, p¯iËemû podle
typu stacion·rnÌ f·ze se n·plÚovÈ kolony d·le rozdÏlujÌ na
kolony plnÏnÈ mikroË·sticemi jako v p¯ÌpadÏ HPLC a kolony
plnÏnÈ kontinu·lnÌ (monolitickou) stacion·rnÌ f·zÌ.

PouûitÌ kolon plnÏn˝ch mikroË·sticemi v souËasnÈ dobÏ
p¯evaûuje. MikroË·stice nesou chemicky v·zanou stacion·rnÌ
f·zi a jsou v kolonÏ zadrûov·ny vstupnÌ a v˝stupnÌ fritou.
NejËastÏji jde o silikagelovÈ sorbenty pro HPLC o velikosti
Ë·stic 1,5ñ5 µm. Na trhu jsou vöak jiû dostupnÈ stacion·rnÌ
f·ze vyr·bÏnÈ speci·lnÏ pro CEC, jsou to nap¯Ìklad CEC 3 µm
ODS1 (Phase Separation) a CEC 3 µm C18 (Hypersil). Vnit¯nÌ
pr˘mÏr kolony se zpravidla pohybuje mezi 50 aû 135 µm.
MikroË·sticovÈ kolony pro CEC jsou jiû komerËnÏ dostupnÈ,
jejich cena je  vöak zatÌm  pomÏrnÏ vysok·, a  tak vÏtöina
laborato¯Ì si p¯ipravuje kolony vlastnÌ.

NejpouûÌvanÏjöÌ metodou pro plnÏnÌ kolon je plnÏnÌ tlako-
vÈ, kdy je suspenze stacion·rnÌ f·ze v organickÈm rozpouötÏd-
le plnÏna z rezervo·ru do kolony HPLC pumpou24ñ26. D·le je
moûnÈ k naplnÏnÌ kolony pouûÌt27 superkritickÈho CO2, od-
st¯edivÈ sÌly28 nebo gravitace29. Pro elektrokinetickÈ plnÏnÌ

kolon byl rovnÏû ˙spÏönÏ vyuûit EOF (cit.30). AËkoli se meto-
dami plnÏnÌ kolon zab˝v· velkÈ mnoûstvÌ publikacÌ, je tato
operace pomÏrnÏ obtÌûn·. DalöÌm z praktick˝ch problÈm˘,
kter˝ se vyskytuje p¯i pouûitÌ kolon plnÏn˝ch mikroË·sticemi,
je tvorba bublinek, kterÈ mohou vznikat mj. na rozhranÌ frity
a n·plnÏ. P¯edch·zet vzniku bublin lze tlakov·nÌm obou elek-
trodov˝ch n·dobek, chlazenÌm kapil·ry, d˘kladn˝m odply-
nÏnÌm mobilnÌ f·ze, uûitÌm nÌzk˝ch koncentracÌ elektrolyt˘
(nebo elektrolyt˘ s nÌzkou vodivostÌ) a kapil·r s menöÌmi
vnit¯nÌmi pr˘mÏry. ProblÈmem je takÈ skuteËnost, ûe kapil·ry
jsou v mÌstÏ frity velmi k¯ehkÈ, snadno m˘ûe dojÌt k jejich
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Obr. 1. Princip elektroosmotickÈho toku EOF v k¯emennÈ kapil·-
¯e, jejÌû stÏna m· z·porn˝ n·boj

Obr. 2. Srovn·nÌ rychlostnÌch profil˘ toku mobilnÌ f·ze u n·plÚo-
v˝ch kolon pro CEC a HPLC
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ulomenÌ, a tÌm ke zniËenÌ kolony. Byla publikov·na ¯ada
metod p¯Ìpravy tohoto typu kolon a byly diskutov·ny vlivy
velikosti Ë·stic a problÈmy spojenÈ s tvorbou bublinek v mo-
bilnÌ f·zi31ñ44.

DalöÌ moûnostÌ je pouûitÌ kolon s monolitick˝mi poly-
mernÌmi n·plnÏmi45ñ53. Tyto kolony obsahujÌ souvislÈ porÈznÌ
loûe organickÈho Ëi anorganickÈho polymeru. To je v kapil·¯e
buÔ kovalentnÏ uchyceno na vnit¯nÌ stÏnu, nebo je v kapil·¯e
udrûov·no adhezÌ polymeru. DÌky tomu nejsou u monolitic-
k˝ch kolon zapot¯ebÌ zadrûovacÌ frity a je zmenöeno nebezpeËÌ
tvorby bublinek. P¯Ìsluön· stacion·rnÌ f·ze je polymerov·na
in situ, tj. p¯Ìmo v kapil·¯e. Obsahuje jednak chemickÈ skupiny
pro dan˝ chromatografick˝ mÛd a d·le skupiny ionizovanÈ,
odpovÌdajÌcÌ za vznik EOF ñ zpravidla sulfoskupiny. PlnÏnÌ
je podstatnÏ jednoduööÌ neû u n·plÚov˝ch kolon, protoûe ne-
vyûaduje vysokÈ tlaky. K syntÈze organopolymernÌch mono-
lit˘ je nejËastÏji vyuûÌv·na radik·lov· polymerace. ZmÏnami
sloûenÌ prepolymeraËnÌ smÏsi lze zÌskat monolity o r˘znÈm
chemickÈm sloûenÌ a poûadovanÈ morfologii. V˝voj tÏchto
kolon je teprve v poË·tcÌch a v souËasnÈ dobÏ se intenzivnÏ
rozvÌjÌ54.

Do skupiny  polymernÌch kolon pat¯Ì  takÈ tzv. sol-gel
monolitickÈ n·plnÏ. Tyto monolity jsou p¯ipravov·ny z alko-
xysilan˘ procesem, kter˝ zahrnuje jejich hydrol˝zu a n·sled-
nou polykondenzaci. KoloidnÌ roztok je nejprve p¯eveden na
hydrogel a pak je termicky pozmÏnÏn za vzniku sÌtÏ xerogelu
uchycenÈho na vnit¯nÌ stÏnu kolony. Proces sol-gel m˘ûe b˝t
pouûit takÈ pro vytvo¯enÌ monolitu slepenÌm jiû naplnÏn˝ch
silikagelov˝ch mikroË·stic.  P¯Ìprava monolitick˝ch n·plnÌ
sol-gel je pops·na v nÏkolika pracech55ñ61. DalöÌ alternativou
polymernÌch kolon  je pouûitÌ  tzv. Ñmolecularly imprinted
polymersì, tj. polymer˘ s molekul·rnÌmi otisky. Tyto polyme-
ry jsou p¯ipravov·ny v p¯Ìtomnosti molekuly p¯ÌsluönÈho ana-
lytu, kter· p¯i polymeraci d·v· v polymeru vznik specifick˝ch
dutin komplement·rnÌch tvarem i chemickou funkËnostÌ. Je-
jich aplikace p¯edevöÌm v oblasti chir·lnÌch separacÌ jsou
uvedeny v nÏkolika pracÌch a p¯ehledn˝ch publikacÌch62ñ64.

Druh˝m typem kolon jsou povrchovÏ modifikovanÈ kolo-
ny (open tubular, OT), jeû p¯edstavujÌ, co se t˝Ëe p¯Ìpravy
a stability, nejjednoduööÌ typ kolon pro CEC (cit.65ñ67). Jde
vlastnÏ o obdobu kolon pro plynovou chromatografii, u kte-
r˝ch stacion·rnÌ f·ze tvo¯Ì pouze tenkou vrstvu na vnit¯nÌ stÏnÏ
kapil·ry. Pro dosaûenÌ vyööÌho pomÏru objemu stacion·rnÌ
a mobilnÌ f·ze je nutnÈ pracovat s kapil·rami o vnit¯nÌm
pr˘mÏru menöÌm neû 25 µm, coû se vöak odr·ûÌ  v niûöÌ
citlivosti detekce. DalöÌho zv˝öenÌ mnoûstvÌ stacion·rnÌ f·ze,
a tÌm i vyööÌ z·drûovÈ kapacity lze dos·hnout speci·lnÌmi
metodami, nap¯. lept·nÌm.

4. Instrumentace

Instrumentace, pot¯ebn· k prov·dÏnÌ anal˝z CEC je po-
dobn· CZE a je v principu velmi jednoduch· (obr. 3). CEC je
vÏtöinou prov·dÏna v k¯emenn˝ch kapil·rnÌch kolon·ch (viz
v˝öe). Oba konce kolony jsou pono¯eny do elektrodov˝ch
n·dobek obsahujÌcÌch mobilnÌ f·zi, kam je tÈû p¯iv·dÏn elek-
trick˝ proud z vysokonapÏùovÈho zdroje platinov˝mi elektro-
dami. MobilnÌ f·ze jsou vodnÈ roztoky pufr˘ s r˘zn˝m obsa-
hem organick˝ch rozpouötÏdel mÌsiteln˝ch s vodou (acetoni-
tril, methanol) pro ¯ÌzenÌ retence. VÏtöinou se pracuje p¯i

alkalickÈm pH, p¯i kterÈm je na stacion·rnÌ f·zi dostateËn·
koncentrace ionizovan˝ch skupin nezbytn˝ch pro konstantnÌ
EOF. Byly vöak publikov·ny i separace CEC za pouûitÌ ne-
vodn˝ch mobilnÌch f·zÌ38. Vzorky jsou stejnÏ jako u CZE
d·vkov·ny elektrokineticky nebo tlakovÏ. Reprodukovateln·
anal˝za vyûaduje  p¯esnou kontrolu pracovnÌch parametr˘,
jako jsou separaËnÌ napÏtÌ a teplota kapil·rnÌ kolony.

NejËastÏji pouûÌvan· detekËnÌ metoda je UV-VIS spektro-
fotometrie, kdy optickou dr·hu tvo¯Ì vnit¯nÌ pr˘mÏr kapil·ry.
Nev˝hoda zde spoËÌv· v nÌzkÈ citlivosti, danÈ kr·tkou optic-
kou dr·hou. Naopak velmi citliv· je fluorimetrick· detekce,
zvl·ötÏ pokud je jako excitaËnÌ zdroj pouûit laser o vhodnÈ vl-
novÈ dÈlce (LIF ñ laser-induced fluorescence)68,69. JistÈ ome-
zenÌ zde p¯edstavuje pomÏrnÏ mal˝ poËet p¯irozenÏ fluores-
kujÌcÌch l·tek. ÿeöenÌm je pak derivatizace studovan˝ch ana-
lyt˘ pomocÌ reaktivnÌch fluorescenËnÌch znaËek, kter˝ch je
v souËasnÈ dobÏ velk˝ v˝bÏr. Instrument·lnÏ n·roËnÈ je spo-
jenÌ CEC a hmotnostnÌ spektrometrie70ñ72, m· ovöem z·sadnÌ
v˝hodu ve schopnosti identifikovat jednotlivÈ analyty.

V souËasnÈ dobÏ jsou pro prov·dÏnÌ anal˝z CEC Ëasto
vyuûÌv·ny komerËnÌ i v laborato¯i sestavenÈ p¯Ìstroje pro CZE.
Ty sice splÚujÌ z·kladnÌ poûadavky, tak jak byly pops·ny
v p¯edchozÌm odstavci, a umoûÚujÌ i automatickÈ d·vkov·nÌ
vzorku, ale z·roveÚ p¯edstavujÌ jist· omezenÌ. NejvÏtöÌ pro-
blÈm spoËÌv· ve skuteËnosti, ûe bÏûnÈ techniky CZE nevyuûÌ-
vajÌ programovanou zmÏnu z·kladnÌho elektrolytu, a proto
tato funkce nenÌ v elektroforeografech instalov·na. Naopak
pro CEC je gradientov· eluce velmi d˘leûit·, neboù umoûÚuje
podstatnÈ zrychlenÌ anal˝zy, zvl·ötÏ v p¯ÌpadÏ separace smÏsÌ,
obsahujÌcÌch analyty s öirok˝m rozsahem polarit. Byla proto
navrûena cel· ¯ada metod, kterÈ tento nedostatek ¯eöÌ73. Nej-
jednoduööÌ z nich je krokov· zmÏna sloûenÌ mobilnÌ f·ze74,75,
kter· m· ale pouze omezenou pouûitelnost. Pro vytv·¯enÌ
kontinu·lnÌch gradient˘ mobilnÌ f·ze byly pops·ny v z·sadÏ
dvÏ moûnosti, publikovanÈ v r˘zn˝ch obmÏn·ch. P¯edevöÌm
je to pouûitÌ gradientovÈ HPLC pumpy, ze kterÈ se p¯iv·dÌ
mobilnÌ f·ze o mÏnÌcÌm se sloûenÌ na vstup CEC kapil·ry76ñ79,
a d·le uûitÌ dvou zdroj˘ vysokÈho napÏtÌ ¯Ìzen˝ch poËÌta-
Ëem80,81. ObÏ naposledy popsanÈ metody majÌ spoleËnou ne-
v˝hodu v instrument·lnÌ n·roËnosti, kter· je v silnÈm protikla-
du k principi·lnÌ jednoduchosti CEC. NejnovÏji byla pops·na
velmi jednoduch· metoda, vyuûÌvajÌcÌ pro p¯Ìpravu kontinu-
·lnÌch gradient˘ mobilnÌ f·ze turbulence, ke kterÈ doch·zÌ
v mÌstÏ n·hlÈho zvÏtöenÌ pr˘mÏru p¯ÌvodnÌ kapil·ry82.

Obr. 3. SchÈma instrumentace pro kapil·rnÌ chromatografii
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Tabulka I
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v n·plÚov˝ch mikroË·sticov˝ch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

PolycyklickÈ aromatickÈ uhlovodÌky 3 µm Nucleosil C18 acetonitril/2 mM bor·t (80:20) 110
TriazinovÈ herbicidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/25 mM octan sodn˝, pH 8 (50:50) 111

3 µm Hypersil C8
Steroidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/2 mM fosf·t, pH 7,8 (80:20) 32
Kanabinoidy 3 µm Hypersil C18 acetonitril/25 mM fosf·t, pH 2,57 (gradient) 112
Triglyceridy 3 µm Hypersil C18 50 mM octan amonn˝ v acetonitril/

isopropylalkohol/n-hexan (57:38:5) 113
Vitaminy ñ estery retinolu 7 µm Nucleosil C18 2,5 mM octan lithn˝ v N,N-dimethylformamid/ 114

acetonitril/methanol (20:70:10)
Thalidomid a jeho deriv·ty 5 µm LiChrospher C18 acetonitril/5 mM octan amonn˝, pH 6 (60:40) 115
PTH deriv·ty aminokyselin 5 µm Zorbax ODS acetonitril/5 mM fosf·t, pH 7,55 (gradient) 78
Cyt c ñ tryptickÈ ötÏpenÌ 1,5 µm Polymicro ODS 1,5% TFA/acetonitril (gradient) 116

SouËasn˝ rozvoj v molekul·rnÌ biologii a biochemii p¯e-
devöÌm v souvislosti s projekty studia genomu, proteomu
a metabolomu s sebou p¯inesl pot¯ebu anal˝zy velkÈho mnoû-
stvÌ vzork˘ o velmi mal˝ch objemech. JednÌm z ¯eöenÌ toho-
to problÈmu je miniaturizace a automatizace st·vajÌcÌch se-
paraËnÌch analytick˝ch metod, coû vedlo k v˝voji mikrofluid-
nÌch za¯ÌzenÌ, respektive za¯ÌzenÌ na b·zi mikroËip˘83. I kdyû
nejËastÏji vyuûÌvanou metodou je v tomto p¯ÌpadÏ CZE, ob-
jevily se jiû prvnÌ zpr·vy o spojenÌ tÏchto technik s CEC
(cit.84).

5. Aplikace

P¯estoûe CEC byla vyvinuta pro separaci neutr·lnÌch l·tek,
jejÌ aplikaËnÌ potenci·l se v souËasnÈ dobÏ neomezuje pouze
na nÏ. Aplikace zahrnujÌ l·tky organickÈ i anorganickÈ, nÌzk-
omolekul·rnÌ i vysokomolekul·rnÌ, l·tky syntetickÈ Ëi p¯Ìrod-
nÌho p˘vodu. CEC tedy m˘ûe najÌt uplatnÏnÌ v celÈ ¯adÏ ob-
lastÌ, jako jsou farmakologie, biochemie, biotechnologie, or-
ganick· chemie, chemie ûivotnÌho prost¯edÌ atd. P¯evl·dajÌcÌm
chromatografick˝m mÛdem je p¯itom chromatografie s obr·-
cen˝mi f·zemi, CEC vöak byla rovnÏû prov·dÏna v uspo¯·d·-
nÌ s norm·lnÌmi f·zemi85ñ88, jako ionexov·88ñ96 nebo gelov·
permeaËnÌ chromatografie48,97ñ99, a dokonce jako adsorpËnÌ
chromatografie na hydroxyapatitu100. Je vöak nutnÈ zd˘raznit,
ûe s ohledem na amfifilnÌ charakter stacion·rnÌ f·ze v CEC
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Obr. 4. P¯Ìklad separace extraktu schisandry ËÌnskÈ (Schisandra
chinensis) metodou CEC (a) na monolitickÈ polyakrylamidovÈ
C12 kolonÏ a HPLC (b) s obr·cen˝mi f·zemi ñ A: schisandrin, B:
gomisin A, C: gomisin N, D: wuweizisu C (p¯evzato z pr·ce109

s laskav˝m svolenÌm vydavatelstvÌ Elsevier)
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Tabulka II
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v monolitick˝ch polymernÌch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

Enantiomery aminokyselin polymethakryl·t acetonitril/kys.octov·/voda (80:10:10) 117
(molekul·rnÌ otiskov·nÌ)

Peptidy polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Trisñ15 mM bor·t, pH 8,2 (47:53) 47
Steroidy polyakrylamid C12 acetonitril/voda/mravenËan, pH 3 (55:40:5) 118
éluËovÈ kyseliny polyakrylamid C12/NH2 acetonitril/voda/mravenËan, pH 3 (55:40:5/ 60:35:5) 53
Lignany polyakrylamid C12 acetonitril/10 mM Trisñ15 mM bor·t, pH 8,2 (70:30) 109

Tabulka III
P¯ehled charakteristick˝ch aplikacÌ CEC v povrchovÏ modifikovan˝ch kolon·ch

Analyt Stacion·rnÌ f·ze MobilnÌ f·ze Lit.

Tetracyklinov· antibiotika C18 methanol/30 mM citr·tñ24,5 mM β-alanin, pH 3,0 (40:60) 119
Varianty laktoglobulin˘ A a B DNA aptamery 25 mM Trizma, pH 7,3 10 mM fosf·t, pH 7,3 120
Benzodiazepiny cholesterol acetonitril/10 mM TrisñHCl, pH 7,3 (gradient) 121
Aminokyseliny deriv·ty porfyrinu 0,1 M fosf·t, 50 mM Tris, pH 2,1 50 mM bor·t, pH 9,7 122

jde Ëasto o kombinaci tÏchto mÛd˘. CEC byla tÈû aplikov·na
p¯i separaci chir·lnÌch l·tek101ñ104, a to za pouûitÌ chir·lnÌch
stacion·rnÌch f·zÌ nebo p¯Ìdavku nÏkterÈho z chir·lnÌch selek-
tor˘ do mobilnÌ f·ze. Rozs·hlÈ uplatnÏnÌ zde naöla jiû zmiÚo-
van· technika molekul·rnÌho otiskov·nÌ.

Vzhledem k mnoûstvÌ pracÌ zab˝vajÌcÌch se aplikacÌ tÈ-
to metody, nenÌ moûnÈ uvÈst jejich kompletnÌ p¯ehled, a pro-
to jsou v tabulk·ch I aû III uvedeny jen pr·ce dokumen-
tujÌcÌ jejÌ aplikaËnÌ z·bÏr. P¯ÌpadnÌ z·jemci jsou odk·z·ni
na ¯adu p¯ehledn˝ch Ël·nk˘, vÏnovan˝ch danÈ problemati-
ce13ñ16,19,21ñ23,105ñ108.

Jako typick˝ p¯Ìklad m˘ûe p¯itom slouûit anal˝za tetrahy-
drocyklookta[1,2:3,4]dibenzenov˝ch lignan˘ (viz schÈma 1)
v extraktu lÈËivÈ rostliny schisandry ËÌnskÈ (syn. Klanopraö-
ka) Schisandra chinensis109 (obr. 4). Pro srovn·nÌ je uvedena
anal˝za stejnÈho extraktu HPLC s obr·cen˝mi f·zemi. Jak je
z obr·zk˘ z¯ejmÈ, CEC dosahuje vyööÌ ˙Ëinnosti, a tÌm i vyö-
öÌho rozliöenÌ analyzovan˝ch l·tek.

6. Z·vÏr

CEC je unik·tnÌ elektromigraËnÌ separaËnÌ metoda, kte-
r· se v poslednÌch pÏti letech intenzivnÏ rozvÌjÌ. Lze oËek·-
vat, ûe v budoucnu zÌsk· velkou d˘leûitost pro svou vyso-
kou separaËnÌ ˙Ëinnost, rychlost anal˝zy, nÌzkÈ n·roky na
mnoûstvÌ vzorku a relativnÏ nÌzkou finanËnÌ n·roËnost. Z je-
jÌho v˝voje lze usuzovat, ûe CEC bude uûÌv·na v laborato¯Ìch
jako moûn· alternativa st·vajÌcÌch separaËnÌch metod HPLC
a CZE. V souËasnÈ dobÏ je vöak potenci·l CEC omezen ce-
lou ¯adou problÈm˘. MusÌ b˝t vy¯eöena reprodukovateln· p¯Ì-
prava kolon, aù jiû na b·zi mikroË·sticov˝ch Ëi polymer-
nÌch stacion·rnÌch f·zÌ. DalöÌm v˝znamn˝m omezenÌm je ne-
existence komerËnÏ dostupnÈ instrumentace. Po vy¯eöenÌ

tÏchto problÈm˘, kterÈ si vyû·d· v nejbliûöÌch letech nemalÈ
˙silÌ, m· CEC öanci st·t se rutinnÏ pouûÌvanou metodou.

Tato pr·ce byla podpo¯ena Grantovou agenturou »eskÈ
republiky (grant Ë. 203/02/1447) a Programem podpory cÌle-
nÈho v˝zkumu a v˝voje Akademie vÏd »eskÈ republiky (grant
Ë. S4031202).
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L. KvasniËkov·a, Z. Glatzb, and V. Kahlec (aDistrict
Public Health Department, UherskÈ HradiötÏ, bDepartment of
Biochemistry, Faculty of Science, Masaryk University, Brno,
cInstitute 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.
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