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Seznam zkratek 

ACN acetonitril 

AN agregační číslo 

APCI chemická ionizace za atmosférického tlaku 

APPI fotoionizace za atmosférického tlaku 

AOT bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinát sodný 

BGE základní elektrolyt 

CCD bezkontaktní vodivostní detekce 

CD cyklodextrin 

CE kapilární elektroforéza 

CEC kapilární elektrochromatografie 

CMC kritická micelární koncentrace 

CTAB cetyltrimethylammonium bromid 

CZE kapilární zónová elektroforéza 

DAD „diode array detector“ 

DOE „design of experiments“ 

DMSO dimethylsulfoxid 

DS stupeň substituce 

EDTA ethylendiaminotetraoctová kyselina 

EOF elektroosmotický tok 

EP Evropský lékopis 

ESI ionizace elektrosprejem 

FIA (FI) průtokové metody 

GC plynová chromatografie 

HEPES N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-ethansulfonová 

kyselina) 

HEPPSO N-(2-hydroxyethyl)piperazin-N´-(2-

hydroxypropansulfonová kyselina) 

HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie 

CHAPS 3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-

propansulfonová kyselina 
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CHAPSO 3-([3-cholamidopropyl]dimethylammonio)-2-

hydroxy-1-propansulfonová kyselina 

ICH International Conference on Harmonization 

ID vnitřní průměr 

IT iontová past 

ITP izotachoforéza 

L vedoucí elektrolyt 

LC kapalinová chromatografie 

LIF laserem indukovaná fluorescence 

LOD limit detekce 

LOQ limit kvantifikace 

MALDI ionizace laserem za účasti matrice 

MeOH methanol 

MES 2-(N-morpholino)ethansulfonová kyselina 

MEEKC mikroemulzní elektrokinetická kapilární 

chromatografie 

MEKC micelární elektrokinetická kapilární chromatografie 

MS hmotnostní spektrometrie 

NACE elektroforéza v nevodném prostředí 

NMF N-methylformamid 

NMR nukleární magnetická rezonance 

OD vnější průměr 

pH* zdánlivé pH 

pI isoelektrický bod 

pKa ionizační konstanta 

pKAU autoprotolytická konstanta 

PTFE polytetrafluoroethylen 

Q kvadrupól 

QqQ trojitý kvadrupól 

RP-HPLC vysokoúčinná kapalinová chromatografie na obrácené 

fázi 

RSD relativní směrodatná odchylka 
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RSM response surface modelling 

SDS dodecylsíran sodný 

SDS-PAGE elektroforéza na polyakrylamidovém gelu 

v přítomnosti dodecylsíranu sodného 

SPE extrakce na pevnou fázi 

S/N poměr signálu k šumu 

SST test vhodnosti systému 

T koncový elektrolyt 

t-ITP přechodná izotachoforéza 

μ-TAS „micro total analysis system“ 

THF tetrahydrofuran 

TRIS Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

TTAB tetradecyltrimethylammonium bromid 

UV ultrafialový (ve smyslu detekce) 

UV-VIS detekce v oblasti ultrafialové a viditelné části světla 

USP Americký lékopis 
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1 Úvod  

Elektromigrační separační metody jsou založeny na pohybu elektricky nabitých 

částic v elektrickém poli, které je vkládáno do vodivého média, nejčastěji kapaliny nebo 

gelu. Pohyb nabitých částic je uskutečňován buď v planárním, nebo kapilárním 

uspořádání. Jelikož je tato dizertační práce zaměřena na kapilární elektromigrační 

metody, bude další popis výhradně zaměřen na kapilární systém. 

Během své více než sedmdesátileté existence prodělaly elektromigrační metody 

výrazný rozvoj [1]. První pionýrskou prací se zapsal do historie elektromigračních 

metod Tiselius, který v roce 1937 zavedl „moving boundary electrophoresis“. Záhy poté 

byla vyvinuta elektroforéza na papíře (1939), která má stejný separační mechanismus 

jako dnes používané techniky. V průběhu padesátých let byly položeny základy 

elektroforézy na agarovém gelu, která nalezla rozsáhlé uplatnění v biochemii a klinické 

chemii. Šedesátá léta byla opět plná objevů v oblasti elektromigrace; mezi 

nejvýznamnější počiny patří zavedení dvou klíčových technik pro analýzu proteinů: 

isoelektrické fokusace a SDS-PAGE (elektroforéza na polyakrylamidovém gelu 

v přítomnosti dodecylsíranu sodného). První komerční instrumentace v kapilární 

elektroforéze byla představena v roce 1973; jednalo se o plně automatický ITP 

analyzátor využívající kapiláry z polytetrafluoroethylenu (PTFE) o vnitřním průměru 

0,5 mm. U tohoto přístroje se používaly kapiláry různých délek. Kapilára byla  

termostatovaná a analyty se detekovaly použitím univerzálního (termální nebo 

vodivostní) nebo UV detektoru. Tento přístroj mohl být také upraven pro preparativní 

účely. Není jakýchkoliv pochyb, že tehdejší instrumentální uspořádání ITP se stalo 

přímým předchůdcem dnešních kapilárně elektroforetických analyzátorů [1]. Rozvoj 

kapilární elektroforézy, tak jak ji známe dnes, začal v osmdesátých letech minulého 

století, kdy byly poprvé připraveny kapiláry vhodných rozměrů (vnitřní průměr 

v rozmezí 20-100 µm) [2]. Další významná expanze začala na počátku devadesátých let, 

kdy byl na trh uveden první komerčně vyráběný kapilárně elektroforetický analyzátor. 

Od té doby bylo publikováno mnoho původních vědeckých prací, které dokládají 

rozsáhlé využití kapilární elektroforézy v různých oblastech vědeckého výzkumu 

zahrnujících proteomiku a genomiku, farmaceutickou, enviromentální a forenzní 

analýzu [1]. Posledními vývojovými trendy v oblasti elektromigračních metod je 
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spojení CE s dalšími technikami a to buď za účelem předúpravy vzorku (FIA-CE) či 

identifikace struktury analytů (CE-MS, CE-NMR). Dalším velmi významným směrem 

vývoje elektromigračních metod je zavedení konceptu elektroforézy na čipu. Na trhu již 

působí výrobci [3][4] komerčně dodávaných čipových CE-analyzátorů. V tomto směru 

lze očekávat poměrně bouřlivý vývoj instrumentace s uplatněním v mnoha oborech.  

Ačkoliv elektromigrační metody prodělaly v posledních dvou až třech dekádách 

poměrně rychlý a bouřlivý vývoj, a přestože bylo nesčetněkrát demonstrováno jejich 

využití i pro rutinní analýzy, v porovnání s konkurenční vysokoúčinnou kapalinovou 

chromatografií (HPLC) přeci jen hrají „druhé housle“. Toto tvrzení vystihuje situaci 

zejména v oblasti farmaceutické analýzy, kde HPLC tvoří výrazný podíl přístrojů 

v takto orientovaných laboratořích. Oproti tomu je význam elektroforézy (a to zejména 

v planárním uspořádání) v oblasti biochemie, proteomiky a genomiky naprosto 

nezpochybnitelný [5][6]. 
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2 Cíl práce 

Cíl této dizertační práce lze rozdělit do dvou hlavních tematických okruhů. 

Cílem prvního okruhu bylo navázat na předchozí výzkum provedený na katedře 

analytické chemie v oblasti studia separace polyfenolů (flavonoidů a fenolických 

kyselin) kapilární elektroforézou. Prvním úkolem bylo zpracovat rešerši mapující 

moderní trendy v analýze polyfenolů elektromigračními metodami v období let 1999-

2005. Další cíl tohoto výzkumného okruhu zahrnoval vývoj elektroforetických metod 

pro separaci polyfenolů v neutrálních či slabě alkalických elektrolytech na základě 

tvorby komplexů polyfenolů s oxosloučeninami prvků VIb skupiny periodické 

soustavy, konkrétně s wolframanem (v návaznosti na disertační práci Dr. Ivana 

Petrišky, který studoval vliv molybdenanu jako komplexačního činidla na selektivitu 

separace vybraných polyfenolů [7]). Záměrem bylo vyvinout, optimalizovat a validovat 

elektroforetické podmínky pro separaci stejné modelové směsi, která byla studována 

v případě molybdenanu (apigenin, luteolin, hyperosid, kvercetin, rutin, kyselina 

chlorogenová a p-kumarová) a dosažené výsledky porovnat s konvenčním elektrolytem, 

založeným na borátovém pufru. Kromě toho bylo třeba prokázat praktickou využitelnost 

nového elektrolytu na bázi wolframanu při analýze reálných vzorků.  

Druhý okruh byl zaměřen na vývoj, optimalizaci a validaci nových kapilárně 

elektroforetických metod pro kontrolu jakosti moderních léčivých přípravků. Záměrem 

bylo vyvinout a validovat metodu pro analýzu nečistot v antidepresivu (S)-citalopramu. 

Jako nečistoty připadají v úvahu neaktivní enantiomer (R)-citalopram a syntetický 

prekurzor (R/S)-citadiol. Dalším řešeným úkolem byl vývoj rychlé a dostatečně citlivé 

elektroforetické metody pro stanovení glukosaminu v léčivých přípravcích a potravních 

doplňcích, obsahujících též draselné ionty. 
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3 Teoretická část 

3.1 Instrumentální uspořádání 

Elektroforetický analyzátor se typicky skládá z těchto částí: nádobek se 

základním elektrolytem (tzv. vialky), separační kapiláry, vysokonapěťového zdroje, 

detektoru a počítače (viz obr. 3-1). Konce křemenné kapiláry, která je naplněna 

základním elektrolytem (BGE), jsou ponořeny do vialek se stejným BGE. Ve vialkách 

jsou zároveň ponořeny i elektrody, které jsou napojeny na zdroj vysokého napětí. 

Vlivem elektrického proudu dochází k migraci látek v základním elektrolytu. Při 

průchodu zóny analytu detekční celou je signál detektoru zpracován počítačem, který 

zároveň slouží jako ovládací prvek celého analyzátoru. 

V této kapitole budou blíže představeny jednotlivé součásti moderní kapilárně 

elektroforetické instrumentace. Jelikož je miniaturizace analyzátorů výrazným trendem, 

bude v poslední kapitole této části stručně představena elektroforéza v čipovém fomátu. 

 

Obrázek 3-1: Základní uspořádání kapilárně-elektroforetického analyzátoru. Převzato ze zdroje 

[8]. 

3.1.1 Separační kapilára 

Separace v kapilární elektroforéze probíhá nejčastěji v křemenných kapilárách 

s vnitřním průměrem v rozmezí 50-100 μm a obvyklé celkové délce 30-110 cm (viz obr. 

3-2). Obecně platí, že čím menší průměr, tím se dosahuje lepší separační účinnosti na 

úkor citlivosti detekce. Zároveň je v kapilárách o menším vnitřním průměru generován 

menší proud a s tím souvisí nižší riziko vzniku Jouleho tepla. Kromě toho je také možno 

použít kapilár s menším vnitřním průměrem (20 nebo 25 μm), ale tyto kapiláry nejsou 
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vhodné pro separace s UV detekcí z důvodů výrazně snížené citlivosti. Kromě 

křemenných kapilár bylo také popsáno použití skleněných kapilár, které se dnes již 

nepoužívají, a kapilár z teflonu či jiných fluorovaných polymerů [9]. 

  

Obrázek 3-2: Schéma separační kapiláry. ID – vnitřní průměr, OD – vnější průměr, CT – tloušťka 

obalu. Převzato ze zdroje [10]. 

 

Křemenné kapiláry jsou ve výrobě běžně potahovány ochrannou vrstvou 

polymeru, aby bylo dosaženo jejich vyšší mechanické odolnosti. Nejčastěji se používá 

polyimid, který není pro UV záření dostatečně transparentní, a proto je třeba v případě 

spektrofotometrické detekce tuto vrstvu před zavedením kapiláry do detekční cely 

odstranit (např. tepelně pomocí odporového drátku). Na trhu jsou k dispozici i kapiláry s 

 UV transparentním potahem, u kterých není potřeba vypálit detekční okno, ale tyto jsou 

finančně nákladnější.  

Kapilára se do elektroforetického analyzátoru vkládá v kazetě (cartridge), která 

je uzpůsobená UV-VIS detekci. Součástí kazety je detekční cela, kterou prochází 

paprsek skrz detekční okno v kapiláře. Vzdálenost od místa nástřiku (nejčastěji anoda) 

k detekční cele se nazývá efektivní délka kapiláry. V případě, že je požadována velmi 

rychlá separace, lze separovat také na tzv. krátkém konci. Poté mluvíme o tzv. „short-

end injection“. Příkladem může být separace racemického citalopramu, kdy jsou oba 

enantiomery od sebe rozděleny na dráze 8,5 cm v čase kratším než 1,5 minuty (celková 

délka kapiláry byla 48,5 cm) [11]. Rozdíl mezi kazetami různých výrobců 

elektroforetických analyzátorů je i mj. ve způsobu temperování kapiláry. Zatímco u 

analyzátorů firem Agilent a PrinCE je kapilára chlazena vzduchem, konkurenční přístroj 

od společnosti Beckmann Coulter využívá kapalinové chlazení kapiláry. 

Aby se dosáhlo reprodukovatelných výsledků, je nutno kapiláru promývat 

[9][12]. Před prvním použitím by se měla kapilára kondicionovat průplachem 1 M 
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NaOH, který je následován promytím kapiláry vodou. Tímto dojde k dostatečné ionizaci 

vnitřní stěny kapiláry a stabilnímu elektroosmotickému toku (EOF, viz dále). Během 

dalšího používání kapiláry by každý den před první analýzou a po poslední analýze 

měla být kapilára opět proplachována delší čas jak NaOH, tak vodou. Mezi analýzami 

se kapilára opět proplachuje roztokem hydroxidu sodného z důvodu regenerace vnitřní 

stěny a zajištění stabilního EOF a tím reprodukovatelných výsledků, poté vodou a před 

nástřikem vzorku elektrolytem [9][12]. 

3.1.2 Zdroj napětí 

Jako zdroj napětí se používají stabilizované vysokonapěťové zdroje, které 

pracují v rozsahu 0-30 kV (pro CZE) a 0-300 mA (pro ITP). Práce při vyšším napětí než 

30 kV nemá praktické využití z důvodu ionizace vzduchu a nebezpečí vzniku 

elektrických výbojů [13]. 

3.1.3 Dávkování vzorku 

Z důvodu malých objemů, které se dávkují do kapiláry, nelze použít 

dávkovacích smyček, jak je tomu u HPLC. Mezi nejběžnější způsoby dávkování patří 

dávkování hydrodynamické a elektrokinetické (obr. 3-3). 

 

 

Obrázek 3-3: Základní způsoby dávkování vzorku. Převzato ze zdroje [14]. 
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3.1.3.1 Hydrodynamické dávkování 

Tento způsob dávkování vzorku lze realizovat sifonovým efektem, nebo 

vytvořením tlakového spádu v kapiláře. Dávkování založené na sifonovém efektu 

využívá samovolného proudění tekutiny mezi dvěma spojenými nádobami umístěnými 

v různé výšce. Dnes se již tento způsob dávkování nepoužívá z důvodů nízké 

reprodukovatelnosti objemu aplikovaného vzorku. U komerčních přístrojů se využívá 

tlaku nebo vakua, kterým se vzorek vpraví do separační kapiláry [13]. 

Objem vzorku se vypočítá dle Hagen-Poiseuilleovy rovnice [13]: 

t

d
d

l

tPd
V

128

4

       Rovnice 3-1 

kde P  je tlakový spád v kapiláře, d  je vnitřní průměr kapiláry, dt  je doba 

nástřiku,  je viskozita základního elektrolytu a tl  je celková délka kapiláry. 

3.1.3.2 Elektrokinetické dávkování 

V průběhu elektrokinetického dávkování se potřebný objem vzorku vpraví do 

kapiláry vložením stejnosměrného napětí mezi vialku se vzorkem a vialku s BGE, která 

je na výstupním konci kapiláry (outletu). V tomto případě je použito nižší napětí, než 

které se běžně vkládá během separace. Jelikož jednotlivé analyty vstupují v průběhu 

nástřiku do kapiláry na základě svých pohyblivostí, nemusí koncentrační poměry 

v kapiláře odpovídat koncentracím jednotlivých analytů ve vzorku [13]. 

3.1.4 Detekční techniky používané v CE 

Způsob detekce je u separačních metod velmi důležitý, protože cílem 

separačních metod je nejen separace směsi analytů, ale také jejich stanovení v matrici, 

ve které se mohou vyskytovat ve velmi nízkých koncentracích. Typickým příkladem je 

stanovení léčiva a jeho metabolitů v tělních tekutinách a tkáních, kdy je potřeba volit 

nejen vhodný způsob separace, ale také detekce.  

Detekční techniky můžeme rozdělit na několik větších skupin [9]: 

1. Optické metody (UV-VIS, fluorimetrie, chemiluminiscence) 

2. Elektrochemické metody (amperometrie, voltamerie, vodivostní detekce, 

potenciometrie) 

3. Hmotnostní spektrometrie 
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4. Další: NMR 

Uvědomíme-li si, že v CE jsou dávkované objemy vzorku velmi malé, je nutno 

někdy detekovat velmi nízké absolutní množství analytu (řádově  femtomoly až 

attomoly; 10
-15

-10
-18

). Ale vyjádříme-li toto množství v koncentračních jednotkách, tak 

se LOD pohybuje v rozmezí 10
-5

 až 10
-7

 mol/l [9]. Porovnání citlivosti jednotlivých 

detekčních metod je uvedeno v tabulce 3-1. 

 

Tabulka 3-1: Porovnání citlivosti vybraných detekčních technik používaných v CE. Upraveno dle 

zdroje [15] 

Detekční metoda 
LOD 

(mol/l) 

Minimální detekovatelné množství 

(mol) 

Přímá UV 10
-5

 - 10
-8

 10
-13

 - 10
-15

 

LIF (přímá, „on-column“) 10
-14

 - 10
-16

 10
-18

 - 10
-20

 

Vodivostní 10
-7

 - 10
-8

 10
-15

 - 10
-16

 

Amperometrická 10
-10

 - 10
-11

 10
-18

 - 10
-19

 

MS 10
-8 

- 10
-9

 10
-16

 - 10
-17

 

3.1.4.1 Optické metody 

Z optických metod se nejčastěji setkáváme s UV-VIS spektrofotometrií, která je 

vůbec nejčastěji používaným způsobem detekce v CE. Jak již bylo zmíněno v kapitole 

3.1.1, UV detekce se provádí „on-line“ přímo na kapiláře, na které bylo připraveno 

detekční okénko. V porovnání s HPLC je obecně citlivost UV-VIS detekce o 1-2 řády 

nižší. To je způsobeno malým vnitřním průměrem kapiláry (nejčastěji 50-100 μm) 

v porovnání s rozměry detekční cely v případě HPLC [9]. Pro zvýšení citlivosti detekce 

lze před vlastní separací provést zakoncentrování analytu (tzv. sample stacking) přímo 

v separační kapiláře. Způsobů, jak lze vzorek v kapiláře zakoncentrovat je celá řada a je 

souhrnně popsáno v přehledné práci Dr. Urbánka [16]. V předkládané práci nebude 

zakoncertování vzorku věnovaná pozornost, jelikož toto není cílem této dizertační 

práce.  

Jiným způsobem, jak lze zlepšit citlivost UV-VIS detekce, je použití 

modifikovaných detekčních cel. Konkrétně se jedná o tzv. „bubble cell“ a „Z-cell“ (viz 

obr.  3-4). V případě „bubble cell“ je kapilára v místě detekčního okna 3x až 5x 
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rozšířená v porovnání se svým vlastním vnitřním průměrem (Př. 25 μm i.d. x 125 μm 

v místě detekční cely; 5x rozšířeno). Jelikož je toto rozšíření malé, nedochází 

k ovlivnění separační účinnosti a rozlišení. „Z-cell“, nebo-li kapilára ve tvaru písmene 

„Z“, je dalším způsobem, jak prodloužit optickou dráhu a tím zvýšit citlivost detekce. U 

této modifikace je prodloužení optické dráhy založeno na ohnutí kapiláry v místě 

detekční cely do tvaru písmene „Z“. Pokud je délka detekční cely 3000 μm při vnitřním 

průměru 75 μm, tak by citlivost detekce měla vzrůst asi 40x v porovnání s klasickou 

„on-line“ detekcí. Jelikož ale zároveň s výrazným prodloužením optické dráhy roste i 

šum základní linie, je citlivost ve výsledku vyšší jen 12x. Nevýhodou takto výrazného 

prodloužení optické dráhy může být i snížení rozlišení a účinnosti [9]. Oba typy 

detekčních cel jsou komerčně dostupné [17][18]. 

              

Obrázek 3-4: A – Fotografie „bubble cell“ kapiláry s vnitřním průměrem 25 μm a rozšířením na 

125 μm (převzato ze zdroje [17]); B – Schéma Z-cely (převzato ze zdroje [18]) 

 

Při elektroforetické analýze látek, které nemají výrazné chromofory (např. 

sacharidy, anorganické ionty), se často používá i nepřímá UV detekce, která je založena 

na přítomnosti silně absorbující látky v BGE. V případě nastavení detektoru na vlnovou 

délku odpovídající maximální absorbanci takovéto látky, dochází při průchodu 

neabsorbujících analytů detekční celou k poklesu signálu, který se projeví jako 

negativní pík. Jako příklad využití nepřímé detekce lze uvést stanovení anorganických 

iontů při 262 nm v základním elektrolytu obsahujícím 6 mM 4-aminopyridin, 30 µM 

CTAB a 2,7 mM CrO4
2-

 jako absorbující prostředí [19]. Pro stanovení alkoholických 

cukrů v infuzních roztocích byl jako základní elektrolyt použit 200 mM borát o pH 9,3 

obsahující 10 mM 3-nitrobenzoovou kyselinu jako absorbující složku. Analyty (manitol, 

sorbitol a xylitol) byly detekovány při 215 nm [20]. 

A B 
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Další velmi oblíbenou detekční metodou v kapilární elektroforéze je 

fluorimetrie. Nejčastěji se používá laserem indukovaná fluorescence (LIF). Použitím 

této detekce se výrazně zlepšuje citlivost a selektivita stanovení, a proto je tato metoda 

často používána pro detekci látek v biologických matricích. Jistou nevýhodou je 

skutečnost, že většina látek nefluoreskuje, a proto je nutné takovéto analyty převést 

vhodnou derivatizační reakcí na fluoreskující deriváty. 

3.1.4.2 Elektrochemické metody 

Mezi elektrochemické metody, které se používají k detekci analytů v CE, patří 

amperometrie a voltametrie. Obě metody, založené na oxidaci či redukci analytů, jsou 

vcelku univerzální a vyznačují se dostatečnou citlivostí. Potenciometrie se jako detekční 

metoda v CE používá jen okrajově [9]. 

Praktické uplatnění nachází také vodivostní detekce, která je založená na měření 

rozdílné vodivosti základního elektrolytu a zóny analytu. První vodivostní detektory 

využívaly měření vodivosti mezi dvěma mikroelektrodami, které byly umístěny 

v kapiláře a byly v kontaktu se základním elektrolytem. Tyto tzv. kontaktní vodivostní 

detektory byly vyvinuty v 70letech pro kapilární izotachoforézu. Na rozdíl od 

termálních detektorů byly tyto vodivostní detektory citlivější. Jejich výraznou 

nevýhodou byla možná adsorpce složek BGE nebo analytů na povrch měrných elektrod, 

která se projevovala špatnou reprodukovatelností odezvy detektoru [21]. 

Tento negativní fenomén byl odstraněn zavedením bezkontaktní vodivostní 

detekce, kterou poprvé prezentoval Gaš a kol [22]. Také v tomto případě byl 

bezkontaktní vodivostní detektor použit pro ITP s teflonovými kapilárami (PTFE). Další 

vývoj představovalo zavedení tzv. koaxiálního uspořádání, které bylo poprvé 

prezentováno roku 1998 týmem Dr. Zemanna [23]. Tento typ je kompatibilní s CZE 

a křemennými kapilárami. U tohoto vodivostního detektoru je detekční cela tvořena 

párem sériově zapojených elektrod, mezi kterými je mezera o velikosti 2 mm (ta 

funguje jako rezistor). Na základě změny odporu (převrácená hodnota vodivosti) při 

průchodu analytu touto mezerou dochází ke změně napětí na sériově připojeném 

rezistoru (ten má neustále konstantní odpor), které je dále zesíleno a zpracováno jako 

signál [23] (viz obr. 3-5). Ve stejném roce nezávisle na Zemannovi představil da Silva a 

do Lago principielně stejný typ CCD detektoru [24]. 
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Bezkontaktní vodivostní detekce je velmi univerzální a s úspěchem se používá 

pro detekci molekul a iontů, které neabsorbují v UV oblasti – např. sacharidy [25] a 

anorganické ionty [26]. Kromě toho byly již publikovány práce demonstrující využití 

CZE-CCD detekce ve farmaceutické analýze. Stanovení betablokátorů a fyziologicky 

aktivních aminů bylo provedeno jak v konvenčním, tak i v čipovém měřítku [27]. Felix 

a kol. nedávno představil CE-CCD metodu pro stanovení salbutamolu v sirupech [28].  

Při vývoji elektromigračních metod s tímto způsobem detekce je třeba věnovat 

zvýšenou pozornost volbě vhodného elektrolytu. Zde je nutno docílit kompromisu mezi 

citlivostí CCD detekce a symetrií píků. Z hlediska citlivosti je nejlepší použít takový 

elektrolyt, který má co nejrozdílnější vodivost (a tedy i pohyblivost spoluiontu i 

protiontu) základního elektrolytu ve srovnání s analyty. Tento požadavek je zároveň 

v přímém rozporu k dosažení akceptovatelné symetrie píku a zároveň účinnosti 

separace. Pokud mají analyt a spoluiont rozdílné pohyblivosti, projevuje se ve zvýšené 

míře vliv elektromigrační disperze, která negativně ovlivňuje symetrii píku a 

samozřejmě i účinnost separace. Přítomnost protiiontu s vysokou pohyblivostí zvýší 

intenzitu signálu zvýšením vodivosti BGE, ale na druhou stranu v tomto případě hrozí 

nebezpečí vzniku Jouleho tepla [21][29]. 

 

 

Obrázek 3-5: Schéma uspořádání bezkontaktního vodivostního detektoru. Převzato ze zdroje [23]. 

3.1.4.3 Hmotnostní spektrometrie 

V posledních letech se prosazuje spojení hmotnostní spektrometrie se 

separačními metodami. Skýtá řadu nesporných výhod jako je identifikace analytu na 
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základě jeho hmotnostního spektra a velmi nízké hodnoty LOD. Proto je spojení 

separačních metod s MS detekcí používáno s výhodou v analýze metabolitů léčiv. 

Kromě LC/MS, která je již poměrně dobře zavedenou metodou, se začíná prosazovat i 

kombinace kapilární elektroforézy s hmotnostní spektrometrií (CE-MS). Důvodem, 

proč je CE-MS zatím minoritní metodou a doposud se rutinně téměř nepoužívá, jsou 

problémy s robustností rozhraní CE-MS. Další výraznou limitací CE-MS je nízká 

citlivost (koncentrace analytu vyjádřená v µM) způsobená nízkými dávkovacími 

objemy. Na druhou stranu počet inovativních a aplikačních publikací  rok od roku mírně 

roste [30][31]. Na trhu je taktéž komerčně dostupný CE-MS analyzátor [32]. 

Vzhledem k tomu, že se tato práce nezabývala hmotnostní spektrometrií, bude o 

hmotnostní spektrometrii ve spojení s kapilární elektroforézou pojednáno pouze stručně. 

Základními součástmi hmotnostního spektrometru jsou iontový zdroj, analyzátor 

a detektor (viz obr. 3-6). 

 

Obrázek 3-6: Základní schéma hmotnostního spektrometru. Převzato ze zdroje [33]. 

 

K zajištění kompatibility mezi CE a MS je důležitá volba iontového zdroje; 

nejčastěji se používá ionizace elektrosprejem (electrospray ionization; ESI), dále 

chemická ionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure chemical ionization; 

APCI) či fotoionizace za atmosférického tlaku (atmospheric pressure photoionization; 

APPI). Tyto ionizační techniky se řadí mezi tzv. měkké. Použitím těchto ionizačních 

technik dochází pouze k malé fragmentaci studovaných látek. V mnohých případech 

dochází jen ke vzniku [M+H]
+ 

či [M-H]
+
 iontu [9][34]. Další používanou ionizační 
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technikou je tzv. ionizace laserem za účasti matrice (matrix assisted laser desorption 

ionization; MALDI), která se používá v analýze proteinů. Propojení CE-MALDI je 

většinou realizováno v „off-line“ režimu [9].  

Kromě volby iontového zdroje je velmi důležitou součástí MS detektoru 

analyzátor, který dělí ionizované molekuly na základě jejich poměru náboje a hmotnosti 

(m/z). Tento proces musí nutně probíhat ve vakuu a na základě fyzikálního principu, na 

kterém daný typ analyzátoru pracuje, lze získat více či méně podrobné informace o 

struktuře analytu. Nejlevnějším analyzátorem je jednoduchý kvadrupól (Q), který 

poskytuje jen jednoduché informace o struktuře analyzované molekuly. Pokud je cílem 

analýz studium struktury analytu, je lepší použít buď trojitý kvadrupól (QqQ), či 

iontovou past (ion trap; IT). Trojitý kvadrupól umožňuje provedení MS
2
, zatímco u IT 

lze obecně provést MS
n 

analýzu (prakticky lze provést maximálně MS
4
 z důvodů 

snížení citlivosti MS detekce s dalšími fragmentacemi) [9][34]. 

Nejčastěji se ve spojení s kapilární elektroforézou používá ionizace 

elektrosprejem (CE-ESI-MS). U tohoto rozhraní se používají tři různá propojení: 

1. Spojení s přídavným průtokem kapaliny (coaxial sheat flow interface) 

2. Spojení bez přídavného toku kapaliny (sheatless interface) 

3. Kapalný spoj (liquid junction interface) 

Spojení s přídavným tokem kapaliny je nejčastěji používaný a také 

nejrobustnější způsob realizace CE-ESI-MS. U tohoto způsobu propojení je separační 

kapilára vyvedena až na konec ESI sondy, kde dochází ke smísení „eluentu“ s vodivou 

přídavnou kapalinou. Na špičku sprejující kapiláry je vloženo napětí 2-6 kV, které je 

nezbytné pro funkčnost elektrospreje. Nevýhodou tohoto uspořádání je zředění eluátu 

přídavnou kapalinou, což se projevuje poklesem citlivosti. Na druhou stranu je přídavná 

kapalina nutná pro správnou funkci elektrospreje, kde je optimální průtok okolo 5 

μl/min, kdežto běžný průtok při CZE separaci je řádově ve stovkách nl/min. Přídavná 

kapalina je velmi často tvořena vodným roztokem methanolu (MeOH) nebo 2-

propanolu s přídavkem kyseliny octové či mravenčí pro podporu ionizace zásaditých 

analytů. V případě kyselých analytů se často používá hydroxid amonný nebo 

triethylamin. Také složení BGE musí být optimalizováno, aby bylo kompatibilní s MS 

detekcí (aby nedocházelo ke kontaminaci – zasolení – iontového zdroje a snížení 

intenzity signálu). Z výše uvedeného vyplývá, že v elektroforéze velmi často používané 
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pufry jako je borátový či fosfátový, které jsou netěkavé, jsou v případě ESI daleko hůře 

použitelné. Výše uvedené pravidlo se také týká použití povrchově aktivních látek typu 

SDS. Nejčastěji se tedy využívá elektrolytového systému mravenčan amonný/kyselina 

mravenčí či octan amonný/kyselina octová. Během optimalizace metody je třeba 

optimalizovat také složení a průtok přídavné kapaliny, průtok a teplotu sušících plynů 

[9][34]. 

 

 

Obrázek 3-7: Spojení s přídavným tokem kapaliny. Převzato ze zdroje [9]. 

 

Spojení bez přídavné kapaliny. V tomto případě je konec kapiláry vytažen do 

úzké špičky (5-30 μm), která je plně uzpůsobená i pro velmi nízké průtoky typické pro 

CE (10-1000 nl/min); proto se v tomto případě také hovoří o tzv. nanoelektrospreji. 

Výraznou nevýhodu je velmi snížená robustnost tohoto uspořádání z důvodu častého 

ucpávání a lámavosti těchto špiček. Aby byla zajištěna funkce elektrospreje, je třeba 

zvýšit vodivost špičky kapiláry jejím pokovením (často pozlacením) [9][34]. 
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Obrázek 3-8: Schéma spojení bez přídavného toku kapaliny. Převzato ze zdroje [9]. 

 

Kapalný spoj. U tohoto propojení mezi CE a elektrosprejem nedosahuje 

separační kapilára do špičky elektrospreje, ale končí v nádobce s elektrolytem, kde se 

uzavře obvod pro CE. Na ESI kapiláru se vkládá potřebné napětí, aby došlo k ionizaci 

analytů. Mezera mezi separační a ESI kapilárou je 10-25 μm [9][34]. 

 

Obrázek 3-9: Schéma kapalného spoje. Převzato ze zdroje [9]. 

3.1.5 Elektroforéza na čipu 

V posledních dvou desetiletích je moderním trendem ve vývoji analyzátorů 

miniaturizace. Tento koncept zvaný jako „micro-total analysis system“, též zkracovaný 

jako μ-TAS, zahrnuje spojení různých kroků analýzy do jednoho procesu v rámci 
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miniaturizovaného průtokového systému. Tento vývoj se samozřejmě nevyhnul ani 

elektromigračním metodám a dal vzniknout tzv. čipové elektroforéze [35]. 

  

Obrázek 3-10: Vlevo: Fotografie komerčně dostupného čipového CE analyzátoru od společnosti 

Micronit. Nástřik vzorku je realizován uspořádáním kanálků ve tvaru „dvou T“. Analyzátor je 

uzpůsoben bezkontaktní vodivostní detekci. Převzato ze zdroje [3]. Vpravo: Schéma uspořádání 

čipového CE analyzátoru. Dávkování vzorku je zajištěno elektrokineticky vložením napětí mezi 

„sample reservoir“ a „sample waste reservoir“. Dávkovací zařízení je ve tvaru „dvou T“. 

Analyzátor je vybaven elektrodami pro elektrochemickou detekci. Převzato ze zdroje [36]. 

 

Vývoj elektroforézy na čipu je úzce spojen s vývojem polovodičů a 

s technologiemi jejich výroby. Elektroforéza v čipovém formátu je realizována na 

křemenné či plastové podložce tloušťky asi 0,5 mm. Šířka a délka této podložky se 

pohybují nejčastěji v rozmezí 3-10 cm. Do této destičky je vyleptán separační kanálek, 

jehož hloubka je v rozmezí 15-40 μm a šířka 60-200 μm [37][38].  

Nejjednodušší geometrie čipové elektroforézy představuje uspořádání kanálků 

ve tvaru kříže, anebo „dvou T“ (viz obr. 3-11). Místo křížení kanálků slouží k nástřiku 

vzorku do separačního kanálku. Nástřik je realizován nejčastěji elektrokineticky; mezi 

oběma rameny zůstane zóna vzorku, která je vložením napětí mezi rezervoáry pro pufr 

unášena pomocí elektroosmotického toku podél separačního kanálku a tak dochází 

k separaci analytů. Z důvodu nízkého objemu nástřiku (10 – 100 pL), který je i 

v porovnání s konvenční elektroforézou výrazně nižší, patří mezi nejčastěji používané 

detekční techniky laserem indukovaná fluorescence (LIF). Elektrochemická či 

chemiluminiscenční detekce jsou méně používané. Nově se prosazuje i ESI-MS ve 

spojení s čipovou elektroforézou [37][38]. 
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A  B 

Obrázek 3-11: Základní způsoby realizace dávkování vzorku v čipovém formátu: (A) – křížení 

kanálků ve tvaru kříže, (B) – křížení kanálků ve tvaru dvou T. Převzato ze zdroje [3]. 

 

Výhody, které charakterizují elektromigrační metody, jako například malá 

spotřeba vzorku a rozpouštědel, krátký čas analýzy a vysoká separační účinnost jsou 

v čipovém formátu ještě více zvýrazněny. Kromě samotné separace je možné v rámci 

jednoho kroku zahrnout úpravu vzorku, případnou derivatizaci analytu a další procesy. 

Tento nový koncept analyzátoru nalézá uplatnění v analýze proteinů a nukleových 

kyselin ale i menších sloučenin (např. léčiv) [37][38]. 
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3.2 Rozdělení elektromigračních metod na základě 

mechanismu separace 

S velkým rozvojem elektromigračních separačních metod v posledních dvou 

desetiletích byly vyvinuty rozmanité způsoby separace látek, které se liší svým 

mechanismem. Vedle kapilární zónové elektroforézy mají velký význam i metody, kde 

se využívá chromatografického separačního mechanismu (micelární elektrokinetická 

chromatografie, mikroemulzní elektrokinetická chromatografie, kapilární 

elektrochromatografie), což výrazně rozšiřuje využitelnost elektromigračních metod. 

Pro separaci velmi lipofilních látek se v posledních letech využívá elektroforéza 

v nevodném prostředí (NACE). Dále budou popsány i techniky, které se uplatňují 

zejména v oblasti biologického výzkumu - isoelektrická fokusace a gelová 

elektroforéza. Nesmíme též zapomenout na izotachoforézu, která má již období své 

největší slávy za sebou, ale přesto má tato metoda dnes využitelnost zejména při 

zakoncentrování vzorků pomocí přechodné izotachoforézy (t-ITP).  

Cílem této kapitoly je stručnou formou prezentovat základní mechanismy 

různých elektromigračních metod. Aby byl tento přehled kontinuální, bude u základní 

metody, tedy CZE, představen obecný mechanismus fungování elektromigračních 

metod včetně vysvětlení pojmů elektroosmotický tok a elektroforetická pohyblivost. 

3.2.1 Kapilární zónová elektroforéza (CZE) [39] 

Kapilární zónová elektroforéza je technika umožňující separaci nabitých látek – 

kationtů a aniontů – během jediné analýzy. Neutrální látky se pohybují, aniž by se 

rozdělily, spolu s elektroosmotickým tokem. Separace iontů v elektrickém poli je 

založena na rozdílu poměru jejich náboje a velikosti molekuly. Dalším faktorem, který 

ovlivňuje elektromigraci, je elektroosmotický tok (viz Obr. 3-12). 

Elektroosmotický tok (EOF) vzniká v křemenných kapilárách v důsledku 

ionizace silanolových skupin přítomných na vnitřní stěně kapiláry. Tyto negativně 

nabité Si-O
-
 skupiny přitahují kationty přítomné v základním elektrolytu za vzniku tzv. 

fixní vrstvy. Tyto kationty ale nestačí kompenzovat všechen negativní náboj 

silanolových skupin a tak vzniká druhá, vnější vrstva kationtů (tzv. mobilní vrstva). Po 

vložení napětí je mobilní vrstva kationtů přitahována ke katodě a zároveň s sebou unáší 

i objem elektrolytu. Mezi fixní a mobilní vrstvou se vytváří rozdíl potenciálů, který se 
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nazývá jako zeta potenciál – . Zeta potenciál závisí na šířce těchto dvou vrstev ( ), 

rozložení náboje na jednotku plochy ( e ) a na dielektrické konstantě pufru ( ). 

 

Obrázek 3-12: Schéma vzniku elektrické dvojvrstvy na vnitřním povrchu křemenné kapiláry. 

Převzato ze zdroje [14]. 

 

Matematicky je zeta potenciál definován rovnicí: 

/4 e         Rovnice 3-2 

Na rozdíl od toku mobilní fáze v HPLC má elektroosmotický tok plochý profil 

(viz obr. 3-13), který je příčinou obecně vyšší separační účinnosti elektroforetických 

metod (lze dosáhnout účinnosti v řádu stovek tisíc teoretických pater). 

 

Obrázek 3-13: Porovnání profilu elektroosmotického toku (a) a hydrodynamického toku v HPLC 

(b). Převzato ze zdroje [15]. 

 

Rychlost elektroosmotického toku, EOFv , je definována: 

4/EvEOF         Rovnice 3-3 

kde E  je intenzita elektrického pole [V/cm] a  je viskozita pufru; další symboly viz 

rovnice 3-2 . 
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Elektroosmotická pohyblivost je popsána jako poměr rychlosti 

elektroosmotického toku a intenzity elektrického pole: 

4/EOF         Rovnice 3-4 

Ovlivněním veličin na pravé straně rovnice 3-3 lze dosáhnout změny EOFv . 

Kromě změny separačního napětí a teploty má na rychlost elektroosmotického toku 

výrazný vliv složení pracovního elektrolytu (koncentrace, pH, přítomnost organických 

rozpouštědel či jiných aditiv). 

Zvýšení vloženého napětí má za následek zvýšení rychlosti elektroosmotického 

toku a zkrácení migračních časů. Zároveň je dosaženo vyšší separační účinnosti. 

V důsledku zvýšení separačního napětí je generován vyšší proud, který může způsobit 

vznik tzv. Jouleho tepla. Jouleho teplo se vytváří, pokud teplo produkované průchodem 

elektrického proudu není dostatečně rychle odváděno. Tento fenomén se projevuje 

rozšířením píků, nereprodukovatelností migračních časů, rozložením či denaturací 

vzorku.  

Hodnota pH elektrolytu má výrazný vliv na elektroosmotický tok, protože 

ovlivňuje hodnotu  potenciálu. S rostoucím pH se zvýší elektroosmotický tok 

z důvodu disociace silanolových skupin na vnitřní stěně kapiláry. Jelikož je zeta 

potenciál přímo úměrný hustotě elektrického náboje, tak v důsledku zvýšení pH 

základního elektrolytu dojde i ke zvýšení rychlosti elektrosmotického toku. Při pH 

nižším než 2 je potlačena ionizace silanolových skupin vnitřní stěny kapiláry a zároveň 

dochází k potlačení elektroosmotického toku. Vliv pH na elektroosmotickou 

pohyblivost v kapilárách z různých materiálů je ilustrován na obrázku 3-14. 
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Obrázek 3-14: Vliv pH na pohyblivost EOF v kapilárách z různých materiálů. Převzato ze zdroje 

[15]. 

 

Zvýšením koncentrace či iontové síly základního elektrolytu se sníží 

elektroosmotická pohyblivost v důsledku nižší hodnoty zeta potenciálu. Obecně se 

běžné koncentrační rozmezí používaných elektrolytů pohybuje mezi 10 a 100 mmol/l.  

Se zvyšující se teplotou dochází ke snížení viskozity elektrolytu, které se projeví 

zvýšením rychlosti elektrosmotického toku. 

U organických rozpouštědel (MeOH, ACN a další) je velmi obtížné předpovědět 

vliv na elektroosmotický tok, protože ovlivňují jak viskozitu, tak i dielektrickou 

konstantu elektrolytu. Výsledný efekt závisí na druhu a množství přidaného 

organického rozpouštědla. 

Chemická modifikace vnitřní stěny kapiláry může vést ke snížení, potlačení 

nebo obrácení směru elektroosmotického toku. Modifikace vnitřního povrchu kapiláry 

může být uskutečněna např. kovalentním navázáním polymerů (např. polyakrylamid) na 

vnitřní stěnu kapiláry, kdy dochází k potlačení EOF a snížení rizika adsorpce analytů na 

stěnu kapiláry. Jiným způsobem je rozpuštění požadované sloučeniny v základním 

elektrolytu, které vede k dynamické rovnováze mezi volně rozpuštěnou látkou a 

negativně nabitou stěnou kapiláry (dynamické pokrytí – např. TWEEN). V případě, že 

dojde pokrytím vnitřního povrchu kapiláry k potlačení elektrosmotického toku, 
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molekuly analytu se pohybují jen svou vlastní elektroforetickou pohyblivostí, a proto 

nelze v jedné analýze od sebe separovat kationty a anionty. 

Jelikož elektroosmotický tok výrazně ovlivňuje separaci analytů, je potřeba 

měřit rychlost, popřípadě pohyblivost elektrosmotického toku. Nejjednodušší způsob je 

nastříknutí nenabité sloučeniny, tzv. neutrálního markeru, do kapiláry a zjištění jejího 

migračního času. Rychlost elektroosmotického toku se pak vypočítá jako poměr 

efektivní délky kapiláry [cm] a migračního času markeru  [s]: 

nmEOF tlv /          Rovnice 3-5 

Z rovnice 3-3 a rovnice 3-4 vyplývá: 

EvEOFEOF /         Rovnice 3-6 

Pohyblivost elektroosmotického toku se tedy vypočítá jednoduše 

z experimentálních údajů: efektivní délky kapiláry (vzdálenost od místa nástřiku vzorku 

po detekční okno), migračního času neutrální látky a intenzity elektrického pole. 

Typické hodnoty se nejčastěji pohybují v rozsahu 10
-5

 až 10
-4

 cm
2
 x V

-1
 x s

-1
. Neutrální 

marker určený k měření EOF musí splňovat několik kritérií: musí být neutrální při pH 

pracovního elektrolytu, detekovatelný používaným detektorem, chemicky čistý, nesmí 

interagovat s vnitřní stěnou kapiláry či složkami elektrolytu. Mezi nejčastěji používané 

neutrální markery patří: dimethylsulfoxid (DMSO), methanol, benzylalkohol a další.  

Jak již bylo zmíněno, díky existenci EOF lze pomocí CZE separovat v průběhu 

jedné analýzy jak kationty, tak i anionty. Schematický popis separace bude zmíněn 

v následujících odstavcích. 

Do kapiláry, která je naplněná roztokem základního elektrolytu, je nastříknut 

vzorek. Po vložení napětí na konce kapiláry dochází k migraci analytů od místa nástřiku 

(anoda) směrem k detektoru (katoda). Pozitivně nabité analyty migrují jako první 

směrem k detekčnímu oknu. Nejrychlejší jsou malé, vysoce nabité (např. trojmocné) 

kationty, které jsou následovány kationty s větším m/z. Elektroneutrální sloučeniny 

migrují, aniž by se rozdělily, spolu s elektrosmotickým tokem. Díky existenci EOF je 

možné také separovat negativně nabité látky. Elektroforetická pohyblivost většiny 

sloučenin je menší než pohyblivost elektrosmotického toku, a proto jsou záporně nabité 

sloučeniny unášeny ve směru elektrosmotického toku (katoda) menší rychlostí než 

kationty a neutrální látky. Z aniontů jako první migrují anionty s velkým m/z a až 
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nakonec malé vysoce nabité anionty, protože jsou nejsilněji přitahovány k anodě (viz 

obr. 3-15). 

 

Obrázek 3-15: Schéma separace v kapilární zónové elektroforéze za přítomnosti EOF a při 

normální polaritě (katoda na straně detektoru). Převzato ze zdroje [15] 

 

V případě, že je ve vzorku potřeba separovat větší počet různých aniontů, je 

vhodné obrátit směr elektroosmotického toku a tím také pořadí migrace látek. Tak se u 

aniontů dosáhne zkrácení doby analýzy. Jednoduchým způsobem, jak obrátit směr 

elektroosmotického toku, je přídavek kvartérního aminu (např. alkylamoniové soli) 

k základnímu elektrolytu. Hydrofilní kladně nabitý konec molekuly je přitahován 

k vnitřní stěně kapiláry, která je tvořena negativně nabitými silanolovými skupinami. 

Hydrofobní uhlovodíkový konec molekuly interaguje na základě hydrofobních interakcí 

s uhlovodíkovými konci kvarterních aminů v roztoku, a tím dochází k dynamickému 

pokrytí vnitřního povrchu kapiláry za současné změny jejího náboje ze záporného na 

kladný (viz obr. 3-16). Tímto kladným nábojem jsou přitahovány anionty z roztoku, 

které jsou zároveň přitahovány k anodě (kladně nabité elektrodě) – dochází ke změně 

směru elektroosmotického toku. Pokud je zároveň změněna polarita vkládaného napětí 

(na straně detektoru není katoda, ale anoda), tak docílíme obráceného pořadí migrace 

látek: anionty, neutrální látky, kationty. K obrácení elektroosmotického toku se používá 

celá řada alkylamoniových solí, nejčastěji však cetyltrimethylammonium bromid 

(CTAB) a tetradecyltrimethylammonium bromid (TTAB) a to v koncentracích nižších, 

než je jejich kritická micelární koncentrace (CMC). 
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Obrázek 3-16: Otočení směru elektroosmotického toku přídavkem alkylamoniové soli. Převzato ze 

zdroje [15]. 

 

Pro rychlost pohybu iontu v roztoku platí analogický vztah jako pro rychlost 

elektroosmotického toku (analogie s rovnicí 3-6): 

Ev EPEP          Rovnice 3-7 

kde EP  je elektroforetická pohyblivost a E  je intenzita elektrického pole. 

Elektroforetická pohyblivost závisí na vlastnostech každého analytu a to 

konkrétně na jeho náboji a velikosti. Kromě toho je migrace iontů ovlivněna viskozitou 

použitého elektrolytu: 

 rqEP 6/         Rovnice 3-8 

kde q  je náboj analytu,  viskozita BGE a r  poloměr částice. 

Veličina EP  je analogická EOF  a vyjadřuje se ve stejných jednotkách. 

Z rovnice 3-8 je patrné, že elektroforetická pohyblivost je přímo úměrná poměru rq / . 

Tedy čím je vyšší náboj a menší molekula, tím je elektroforetická pohyblivost větší.  

Zdánlivá (pozorovaná) rychlost pohybu analytu je závislá na jeho vlastní 

rychlosti v elektrickém poli a na rychlosti elektroosmotického toku: 

EOFEPOBS vvv         Rovnice 3-9 

V normálním uspořádání, kde je detektor na straně katody (záporně nabitá 

elektroda) a elektroosmotický tok směřuje od anody ke katodě, bude pozorovaná 

rychlost aniontů menší než rychlost elektroosmotického toku, protože negativně nabité 

látky mají tendenci být přitahovány ke kladně nabité anodě ( aniontyOBSv < EOFv ). Naopak 
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kationy migrují stejným směrem jako elektroosmotický tok, a proto zdánlivá rychlost 

jejich pohybu bude větší než rychlost elektroosmotického toku ( kationtyOBSv  > EOFv ) 

Analogické vztahy platí pro elektroforetické pohyblivosti: 

EOFEPOBS         Rovnice 3-10 

Skutečné (nikoliv zdánlivé) elektroforetické pohyblivosti jsou u většiny iontů 

menší než elektroosmotická pohyblivost: EOF >
EP .

 

Na základě uvedených závislostí lze z experimentálních dat vypočítat skutečnou 

elektroforetickou pohyblivost analytů. Zdánlivá rychlost pohybu nabité částice je 

definována poměrem efektivní délky kapiláry ( l )  [cm] a jejím migračním časem [s]: 

mOBS tlv /          Rovnice 3-11 

Úpravou rovnice 3-9 a vložením rovnice 3-5 a rovnice 3-11 získáme vztah pro 

výpočet rychlosti pohybu částice v elektrickém poli za definovaných podmínek: 

nmmEP tltlv //         Rovnice 3-12 

Použitím rovnice 3-7, rovnice 3-12 a LUE / , kde L  je celková délka kapiláry 

[cm] a  U je vložené napětí [V], získáme vztah pro výpočet skutečné elektroforetické 

pohyblivosti z experimentálních údajů: 

ULtltl nmmEP ///        Rovnice 3-13 

Elektroforetická pohyblivost je ovlivnitelná mnoha faktory. Mezi nejdůležitější 

faktory patří pH základního elektrolytu, které ovlivňuje nejen elektroosmotickou 

pohyblivost, ale také ionizaci analytů. Proto látky kyselé povahy jsou separovány 

v elektrolytech zásaditého pH, aby byla podpořena jejich ionizace. U bazí platí opačný 

přístup. Mezi další faktory působící na elektroforetickou pohyblivost patří složení 

pracovního elektrolytu včetně přítomnosti různých aditiv (organická rozpouštědla, 

přídavek cyklodextrinů, povrchově aktivních látek, komplexujících sloučenin aj.). Tyto 

a jiné faktory ovlivňující nejen elektroforetickou pohyblivost, ale celý průběh a 

výsledek separace, jsou diskutovány v dalších částech kapitoly 3. 

3.2.2 Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC) 
[39] 

Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie (MEKC) kombinuje 

separační mechanismus kapilární zónové elektroforézy a chromatografie a je tedy na 

rozdíl od klasické CZE vhodná i pro separaci elektricky neutrálních látek. Základním 
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principem separace je interakce analytů mezi micelami a elektrolytem. Micely se v BGE 

vytvoří po přídavku vhodné povrchově aktivní látky (tenzidu). Pro tvorbu micel je 

důležité, aby koncentrace povrchově aktivní látky v BGE překročila kritickou micelární 

koncentraci (CMC). Micely mají sférický tvar; hydrofilní konce molekul tenzidu jsou 

situovány na vnější straně micely směrem k vodnému roztoku, zatímco hydrofobní části 

směřují do jejího středu (viz obr. 3-17). Nejčastěji používaným tenzidem je 

dodecylsíran sodný (SDS), který patří mezi tzv. anionické tenzidy. Dalšími často 

využívanými anionickými tenzidy jsou žlučové kyseliny a jejich soli: sodné soli 

kyseliny cholové, deoxycholové a taurocholové. Z kationických tenzidů se 

v elektroforéze nejčastěji setkáme s kvarterními amoniovými solemi (CTAB, TTAB). 

Kromě výše zmíněných lze použít tenzidy ze skupiny zwitteriontů (např. CHAPS či 

CHAPSO) anebo neiontové povrchově aktivní látky (např. Triton X-100). Tenzidy jsou 

charakterizovány nejen svou CMC, ale i takzvaným agregačním číslem (AN), které 

udává počet molekul detergentu podílejících se na tvorbě micely. 

 

Obrázek 3-17: Schéma micely anionaktivního tenzidu ve vodném prostředí. Převzato ze zdroje [40]. 

 Mechanismus separace v MEKC bude demonstrován na příkladu migrace 

elektricky neutrálních látek v BGE, který obsahuje SDS. V kapiláře, která je naplněna 

tímto elektrolytem, jsou negativně nabité micely SDS přitahovány ke kladně nabité 

elektrodě (anodě), ale díky existenci EOF migrují k detektoru, který je na straně katody. 

Neutrální analyty jsou distribuovány mezi elektrolytem a micelami na základě jejich 

lipofility. Vysoce hydrofilní ve vodě rozpustné látky (např. MeOH) neinteragují 

s micelami, a proto migrují spolu s elektroosmotickým tokem. Čas, ve kterém tyto látky 

migrují, se označuje 0t . Velmi hydrofobní látky, které jsou silně vázány v micelách, 

migrují stejnou rychlostí jako micely samotné (čas, ve kterém migrují, se označuje mct ). 
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Molekuly, které jsou jen částečně rozpustné v micelách, migrují mezi časem 0t  a mct  

(tzv. retenční okno). Jejich migrační čas je přímo úměrný jejich lipofilitě. Všechny 

elektroneutrální látky tedy migrují v  retenčním okně mezi časem 0t  a mct . Toto retenční 

okno může být zvětšeno použitím micely, která má vyšší mobilitu a následně je silněji 

přitahována k anodě (v případě negativně nabitého tenzidu). V tomto případě je 

prodloužen čas mct  a látky rozpuštěné v micelární fázi migrují pomaleji. Pro stanovení 

časů 0t  a mct  se používá methanol (není rozpustný v micelách) a Sudan III (1-(p-

fenylazofenylazo)2-naftol), který je úplně solubilizován micelami.  

V případě použití kationických surfaktantů dochází k otočení EOF, a proto je 

nutné separovat za obrácené polarity vkládaného napětí. 

 

Obrázek 3-18: Schéma separace v MEKC. Micely negativně nabitého surfaktantu jsou znázorněny 

písmenem M a negativním nábojem. Tyto micely jsou přitahovány k anodě, ale díky EOF migrují 

směrem ke katodě. Analyty jsou znázorněny písmenem S. Čtverečky znázorňují analyty, které 

neinteragují s micelami a migrují s EOF. Kroužky představují vysoce polární analyty, které 

migrují s micelami (tmc). Trojúhelníčky znázorňují analyty, které migrují mezi t0 a tmc. Převzato ze 

zdroje [39]. 

 

Z výše popsaného je zřejmá podobnost s RP-HPLC, kde je separace látek 

založena na rozdělování mezi hydrofobní stacionární fází a hydrofilní mobilní fází. Na 

základě této podobnosti se micelární fáze v MEKC nazývá jako „pseudostacionární“. 

Retenční chování elektricky neutrální látky je popsáno kapacitním faktorem ´k , 

který je určen poměrem molů látky přítomné v micelách ( mcn ) a molů stejné sloučeniny 

ve vodné fázi ( aqn ): 

aqmc nnk /´          Rovnice 3-14 

Jiný vztah definuje kapacitní faktor na základě migračních časů: 
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kde Rt  je retenční (migrační) čas neutrální látky. 

Tento vztah je velmi obdobný rovnici upravující výpočet kapacitního faktoru 

v chromatografii: 

00 /)(´ tttk R         Rovnice 3-16 

Obě rovnice se liší ve výrazu )/1( mcR tt , který charakterizuje retenční chování 

látek v MEKC oproti HPLC. V případě, že mct  nabývá vysokých hodnot, je rovnice 3-

15 stejná jako rovnice 3-16. 

MEKC je vedle separace neutrálních látek samozřejmě využitelná pro analýzu 

látek iontového charakteru, které jsou separovány nejen na základě své elektroforetické 

pohyblivosti, ale také díky interakcím s micelami v závislosti na náboji micel a analytu 

a rozpustnosti analytu v micele. V případě negativně nabitých micel (SDS) neinteragují 

anionty s těmito micelami silně a jsou tudíž separovány převážně v závislosti na jejich 

elektroforetické pohyblivosti. Naopak kationty jsou silně přitahovány k negativně 

nabitým micelám za vzniku iontových párů, a proto migrují pomaleji, často i za 

neutrálními látkami. Proto je pořadí migrace látek ve zmíněném případě následující: 

neutrální látky, kationty a anionty. 

Selektivitu separace v MEKC lze ovlivnit vznikem smíšených micel, přídavkem 

cyklodextrinů (CD), nebo přídavkem organických rozpouštědel. 

Příkladem využití smíšených micel v MEKC může být separace antioxidantů 

různé lipofility, které bylo dosaženo v borátovém pufru obsahujícím 40 mM cholát 

sodný, 15 mM SDS a 10% MeOH [41]. 

V případě analýzy velmi nepolárních látek, které mají tendenci silně interagovat 

s micelami, je výhodné přidat do BGE neutrální cyclodextrin, který je unášen 

elektroosmotickým tokem. V přítomnosti druhé pseudostacionární fáze dochází 

k současné interakci hydrofobních analytů s micelami a s CD.  Látky, které interagují 

s CD, musí být nejen dostatečně hydrofobní, ale musí být schopné zapadnout do 

hydrofobní dutiny CD. Molekuly interagující jen s CD se pohybují spolu s EOF. Oproti 

tomu látky, které nejsou schopné tvořit komplex s CD, jsou solubilizovány jen micelami 
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(migrují s mct ). Sloučeniny interagující s oběma pseudostacionárními fázemi migrují 

mezi 0t  a mct .  

Kapacitní faktor je pak definován: 

CDmc nnk /´          Rovnice 3-17 

Použitím organických rozpouštědel dochází k ovlivnění elektrosmotického toku 

(zeta potenciál, viskozita pufru) a zároveň ke změně selektivity na základě ovlivnění 

distribuce analytu mezi micelární fází a elektrolytem. Mezi nejčastěji používaná 

rozpouštědla patří MeOH, ACN, dále pak propanol a tetrahydrofuran (THF). 

3.2.3 Mikroemulzní elektrokinetická kapilární chromatografie 
(MEEKC) [42] 

Mikroemulzní elektrokinetická kapilární chromatografie je svým separačním 

mechanismem velmi podobná MEKC s tím rozdílem, že pseudostationární fáze je 

tvořena mikroemulzními kapénkami. Mikroemulze je roztok kapének volně 

dispergovaných v jiné nemísitelné kapalině. Nejčastěji používaným typem mikroemulze 

pro přípravu BGE je olej ve vodě (o/v), méně často se používá systému voda v oleji 

(v/o). 

U mikroemulze typu olej ve vodě se obvykle jako kapénka (olejová fáze) 

používá oktan dispergovaný ve vodném pufru. Vedle oktanu bylo popsáno více 

organických rozpouštědel pro přípravu olejové fáze: hexan, heptan, cyklohexan, 

chloroform, hexan-1-ol, oktan-1-ol a pentan-1-ol. Přídavkem povrchově aktivních látek 

(nejčastěji SDS) o koncentraci nad jejich CMC dochází ke zmenšení povrchového 

napětí a usnadnění tvorby kapének. Přítomnost pomocného organického rozpouštědla 

(tzv. „co-surfaktantu“) dále přispívá ke zmenšení povrchového napětí a tím dochází ke 

stabilizaci mikroemulzního systému. Nejčastěji používanými co-surfaktanty jsou 

nízkomolekulární alkoholy (butan-1-ol, propan-1-ol, hexan-1-ol). Volba vhodného co-

surfaktantu a optimalizace jeho obsahu v BGE má zásadní vliv na selektivitu separace. 

Přídavek organického rozpouštědla (MeOH, ACN) zvyšuje rozpustnost vysoce 

lipofilních látek ve vodném elektrolytu a tím se zlepší rozlišení pro tyto analyty. 

Nejčastěji používanými pufry jsou borátový a fosfátový o pH 7-9, při kterém je 

dostatečně silný EOF, který unáší negativně nabité olejové kapénky s rozpuštěným 

analytem směrem ke katodě (v případě použití anionaktivních tenzidů). 
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MEEKC využívající mikroemulzi typu v/o nachází uplatnění zejména pro 

separaci ve vodě špatně rozpustných látek; BGE založený na kontinuální olejové fázi 

zvyšuje jejich rozpustnost. 

Při srovnání MEEKC s MEKC se zdá být prvně jmenovaná metoda využitelnější 

pro analýzu širší škály sloučenin, protože v případě MEEKC analyty lépe procházejí 

povrchem kapénky než rigidní micelou. Svou úlohu hraje také ulehčený přechod 

analytů mezi kapénkou a vodnou fází, který je zprostředkován co-surfaktantem. 

3.2.4 Kapilární elektrochromatografie (CEC) [14][43][44] 

Kapilární elektrochromatografie je další technikou, která kombinuje separační 

mechanismus elektromigrace s mechanismem chromatografie. V porovnání 

s elektrokinetickými chromatografiemi (MEKC a MEEKC) se u CEC neuplatňuje 

pseudostacionární fáze, ale klasické křemenné kapiláry jsou naplněny sorbentem pro 

HPLC. Toto uspořádání spojuje vysokou separační účinnost CE se separačním 

mechanismem HPLC. K pohybu mobilní fáze (elektrolytu) kolonou (plněnou kapilárou) 

se využívá elektrického pole namísto hydraulického tlaku, a tak je dosaženo vysoké 

separační účinnosti. Zdůvodnění je velmi prosté; profil elektroosmotického toku je 

plochý na rozdíl od parabolického profilu laminárního toku mobilní fáze u HPLC. 

Navíc, jak již bylo zmíněno, kapiláry jsou plněny standardními náplněmi pro HPLC a v 

případě sorbetu na bázi silikagelu (např. C-18) dochází k zesílení EOF díky jeho 

značnému negativnímu náboji (viz obr. 3-19). 

 

Obrázek 3-19: Schéma vzniku elektroosmotického toku v kapilárách plněných sorbentem na bázi 

silikagelu. Převzato ze zdroje [45]. 
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Pro separace pomocí CEC se používají tři základní kolonová uspořádání: 1. 

plněné kolony, 2. kolony s volnými konci a 3. monolitické kolony. 

V prvním případě se kolony plní klasickými HPLC sorbenty, které jsou 

specielně upraveny pro CEC (mají malou zrnitost, 3-5 μm). Většinou se jedná o 

sorbenty na bázi silikagelu s různými povrchovými úpravami, jež umožňují využití 

různých mechanismů separace (hydrofilní a hydrofobní interakce, iontová výměna, 

afinitní mechanismus). Náplň kolony je udržována pomocí frit na obou koncích 

kapiláry. Výroba těchto kolon je poměrně složitá. Další nevýhodou je limitovaná 

stabilita, robustnost a životnost takovýchto kolon. 

V kolonách s volnými konci je stacionární fáze kovalentně vázána na stěnu 

kapiláry. 

Monolitické kolony představují novější typ stacionární fáze, který se v literatuře 

objevuje v posledních letech. Pokud je monolit zakotven na vnitřní stěně kapiláry, není 

potřeba použít frity. Další výhodou je snadný způsob přípravy tohoto typu stacionární 

fáze „in situ“ polymerizací. Monolitní stacionární fáze jsou založeny buď na bázi 

silikagelu, nebo se jedná o organické polymery. 

3.2.5 Elektroforéza v nevodném prostředí (NACE) [46] 

Elektroforéza v nevodném prostředí (NACE) je další alternativou umožňující 

modifikovat selektivitu. Mechanismus separace je analogický s CZE, ale místo vody je 

používáno nevodné prostředí. Nahrazení vody organickým rozpouštědlem má vliv na 

náboj analytu a/nebo na velikost solvatačního obalu. Dalším jevem, který může ovlivnit 

selektivitu separace, je tvorba iontových párů, která častěji probíhá v prostředí 

organických rozpouštědel díky nižším hodnotám dielektrické konstanty v porovnání s 

vodou. 

Použitím nevodného prostředí zvyšujeme rozpustnost organických sloučenin, a 

proto je tato metoda vhodná pro analýzu nepolárních látek, např. léčiv. Na rozdíl od 

MEKC popřípadě MEEKC není NACE vhodná pro analýzu neutrálních látek.  

Ačkoliv byly NACE a MEKC zavedeny současně v roce 1984, NACE byla 

poměrně opomíjena, zatímco MEKC se věnovalo hodně pozornosti. Na druhou stranu 

počet publikací zabývajících se NACE za posledních 10 let přibývá. Přesto NACE 

nadále zůstává spíše okrajovou technikou. 
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I přes její minoritní použití poskytuje několik nesporných výhod oproti dalším 

technikám: nevodné elektrolyty obecně negenerují tak vysoký elektrický proud a tím se 

zmenšuje riziko vzniku Jouleho tepla. To umožňuje použití krátkých kapilár za 

vysokého vkládaného napětí. Tím se dosáhne velmi krátkých migračních časů a vysoké 

separační účinnosti. Zároveň je NACE kompatibilní s většinou v CE používaných 

detektorů (UV, LIF, elektrochemický, MS). 

V NACE se velmi často používají amfiprotní rozpouštědla (MeOH, formamid, 

ethanol, 1-propanol, 2-propanol, 1-butanol a N-methylformamid) nebo aprotický 

acetonitril (ACN). Fyzikálně-chemické vlastnosti vybraných organických rozpouštědel 

a jejich porovnání s vodou jsou uvedeny v tabulce 3-2. 

 

Tabulka 3-2: Vybrané fyzikálně-chemické vlastnosti rozpouštědel používaných v CE. Upraveno dle 

zdroje [46] 

Rozpouštědlo Bod varu 

(°C) 

„UV cutoff“ 

(nm) 

Relativní 

permitivita 

Viskozita 

(mPa x s) 

pKAU 

Voda 100,0 190 78,36 0,8903 14,00 

Methanol 64,5 205 32,66 0,551 16,91 

Ethanol 78,2 - 24,55 1,083 19,10 

1-propanol 97,1 210 20,45 1,943 19,40 

2-propanol 82,2 205 19,92 2,044 21,08 

1-butanol 117,6 215 17,51 2,571 20,89 

Acetonitril 81,6 190 35,94 0,341 32,20 

Formamid 210,5 - 109,5 3,302 16,80 

N-methylformamid 199,5 - 182,4 1,65 10,74 

Dimethyl sulfoxid 189,0 268 46,45 1,991 31,80 

  

 

Stejně jako u všech ostatních elektroforetických metod je pro realizaci separace 

nutná přítomnost elektrolytu. Důležitou vlastností elektrolytu je jeho tlumivá schopnost 

umožňující dosažení ionizace analytů a stabilní EOF. V nevodném prostředí nelze 

jednoduše upravit pH, tak jako u vodných pufrů, protože hodnoty autoprotolytické 

konstanty pKAU jsou u organických rozpouštědel rozdílné oproti pKAU vody. Např. u 

MeOH je pKAU 16,91, zatímco u ACN 32,2. Jednou z možností je nastavení zdánlivého 
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pH (pH*) a stanovení pKa analytů dle použitého rozpouštědla. Je zřejmé, že hledání 

optimálních podmínek je u nevodných systémů složitější. Ve většině aplikací je použit 

takový elektrolyt, ve kterém je dosaženo dostatečné ionizace analytů; přitom není nutné 

měřit pH základního elektrolytu ani stanovit přesné pKa analytu v organickém 

rozpouštědle. 

Ve farmaceutické analýze (mnohá léčiva jsou látky bazického charakteru) se 

jako elektrolyt používá kyselina octová či mravenčí (o vysoké koncentraci až 1 mol/l) se 

svou amonnou solí (25-50 mM). V případě analýzy kyselých analytů (např. nesteroidní 

antiflogistika) se používá octan nebo mravenčan amonný s přídavkem amoniaku. Jako 

rozpouštědlo se většinou uplatňuje ACN a  MeOH, a to buď jako samotná rozpouštědla, 

nebo ve směsi v různých poměrech. 

Jelikož MeOH a ACN mají vcelku výhodné spektrální vlastnosti (UV „cutoff“), 

lze při jejich aplikaci využít UV detekci (zde je dosahováno podobných citlivostí jako u 

CZE). Na rozdíl od problémovější CZE-ESI-MS má kombinace NACE-ESI-MS některé 

přednosti. Hlavní výhodou NACE je použití nevodných rozpouštědel, která se snadněji 

odpařují, a tím ulehčují celý proces ionizace v elektrospreji. Zároveň je v nevodném 

elektrolytu generován menší proud, což stabilizuje podmínky pro NACE-ESI-MS. 

Navíc rozpouštědla jako formamid (FA) či N-methylformamid (NMF), která se těžko 

uplatňují při UV detekci, jsou s MS plně kompatibilní. 

3.2.6 Kapilární izoelektrická fokusace [9][39] 

Izoelektrická fokusace je elektroforetická metoda určená pro analýzu 

amfoterních sloučenin, zejména proteinů, na základě rozdílných hodnot jejich 

isoelektrických bodů (pI). Isoelektrický bod je pH, při kterém se amfoterní látka jeví 

elektricky neutrální, tzn. její kladný a záporný náboj jsou v rovnováze. Základním 

mechanismem separace je pohyb amfoterních sloučenin v kapiláře, ve které je pH 

gradient. Migrace analytu končí ve chvíli, kdy dosáhne místa, ve kterém je pH rovno 

jeho pI. 



Teoretická část – Rozdělení elektromigračních metod 
 

43 

 

Obrázek 3-20: Schéma separace v kapilární izoelektrické fokusaci: písmeny je označena směs 

amfolytů, geometrickými znaky jsou označeny analyty. Převzato ze zdroje [15]. 

 

Před začátkem analýzy se kapilára plní roztokem amfolytů. Tyto molekuly jsou 

také amfoterní povahy a jejich směs pokrývá široký rozsah pI. Vložením napětí se 

v kapiláře vytvoří gradient pH (nejčastěji v rozsahu 3-10). Katoda je ponořena do 

roztoku silné báze (nejčastěji NaOH; tzv. katolyt) a anoda do roztoku kyseliny (H3PO4; 

tzv. anolyt). pH anolytu by mělo být nižší než pI nejkyselejšího amfolytu a pH katolytu 

by mělo být vyšší než pI nejbazičtějšího amfolytu. Tím se vytvoří pH gradient po celé 

délce kapiláry od kyselé oblasti (anoda) až do zásadité (katoda). 

Samotná analýza se provádí nástřikem směsi amfolytů a vzorku (proteinů). 

Během působení napětí dochází k migraci amfolytů a proteinů až dosáhnou místa, kde 

pH odpovídá jejich pI. Po ukončení fokusace nastává rovnovážný stav, při kterém 

dochází k poklesu elektrického proudu. Amfolyty a proteiny jsou fokusovány do úzkých 

zón. Touto metodou tedy dochází i k zakoncentrování analytu. Vhodnou volbou 

amfolytů s malým rozdílem pI lze od sebe oddělit velmi podobné proteiny s poměrně 

vysokou účinností separačního procesu.  Aby bylo možno detekovat analyty, je potřeba 

jednotlivé zóny uvést do pohybu směrem k detektoru. Jelikož jsou během této 

mobilizace také unášeny i amfolyty, je nutné, aby nerušily detekci. K mobilizaci se 

používá buď hydrodynamický tok, popřípadě elektroforetická mobilizace. V druhém 

případě je třeba zaměnit anolyt  katolytem anebo obráceně. Když je anolyt nahrazen 

roztokem NaOH, tak po vložení napětí dochází k migraci OH
-
 iontů, které titrují kladný 

náboj proteinů a amfolytů, směrem k anodě. Analyty poté nesou jen náboj negativní a 

migrují také směrem k anodě, kde jsou detekovány. Jiným způsobem mobilizace je 

přídavek soli (nejčastěji NaCl) buď ke katolytu, anebo k anolytu a vložení napětí. Tímto 

způsobem opět dojde k obnovení náboje analytů a jejich následné migraci. 
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Pro úspěšný průběh kapilární izoelektrické fokusace je potřeba modifikovat 

vnitřní stěnu kapiláry, aby samotný proces nebyl narušován elektroosmotickým tokem. 

Vnitřní stěna kapiláry je často pokryta polyakrylamidem či methylcelulózou. Kromě 

toho byla také popsána jednokroková izoelektrická fokusace, u které není úplně 

eliminován EOF, a tím odpadá nutnost mobilizace fokusovaných zón (fokusace a 

migrace fokusovaných zón probíhá současně). 

3.2.7  Kapilární gelová elektroforéza [14] 

Gelová elektroforéza se obvykle používá k separaci proteinů a nukleových 

kyselin. Základním principem separace je síťový efekt polymeru, kterým je naplněna 

separační kapilára. Vlivem elektrického proudu nabité analyty procházejí gelem a 

separují se na základě různé velikosti (malé molekuly procházejí rychleji oproti 

biomolekulám s vyšší molekulovou hmotností). Mezi nejčastěji používané gely patří 

agaróza a polyakrylamid. U této techniky je žádoucí, aby byl eliminován EOF, aby 

nedošlo k pohybu gelu ve směru EOF a tím k znehodnocení separace. Další výhodou 

odstranění EOF je snížení rizika interakcí mezi vnitřní stěnou kapiláry a analyty. 

Provedení gelové elektroforézy v kapilárním měřítku má oproti planárnímu uspořádání 

mnohé výhody. Jelikož gely mají tendenci se vlivem elektrického proudu ohřívat, což je 

nežádoucí pro zdárný průběh separace, přesunem do kapilárního měřítka se tento 

problém alespoň částečně eliminuje díky lepšímu odvodu tepla kapilárou. Následně lze 

použít i vyššího napětí pro separaci, což vede k vyšší účinnosti separace a rychlejšímu 

průběhu analýzy. Další nespornou výhodou kapilární gelové elektroforézy je detekce 

(nejčastěji se používá LIF), která je plně automatizovaná. Díky těmto zmíněným 

výhodám je gelová kapilární elektroforéza daleko méně pracná a vykazuje lepší 

reprodukovatelnost než její planární podoba. 

 

Obrázek 3-21: Schéma principu separace v kapilární gelové elektroforéze. Malé molekuly 

(znázorněny tečkami) jsou zadržovány méně jak větší molekuly (čtverečky, trojúhelníky). Převzato 

ze zdroje [15]. 
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3.2.8 Izotachoforéza (ITP) [37][47] 

Izotachoforéza je metoda, jež je realizována v systému dvou elektrolytů o různé 

elektroforetické pohyblivosti. V průběhu separace lze od sebe oddělit jen analyty 

nesoucí stejný náboj (pouze anionty nebo kationty). Při výběru elektrolytu je nutné, aby 

iont (buď kationt či aniont) vedoucího elektrolytu (leading – L) měl vyšší pohyblivost, 

μ, než jakýkoliv z analytů. Naopak koncový elektrolyt (terminátor – T) musí mít menší 

pohyblivost než jakýkoliv analyt. Základní podmínku, která musí být splněna, aby 

mohla nastat separace, lze charakterizovat následujícím vztahem: 

μL> μA >µB > μT 

V případě aniontové izotachoforézy mají analyty A
-
 a B

-
 menší pohyblivost než 

aniont vedoucího elektrolytu a zároveň vykazují vyšší pohyblivost v porovnání s 

aniontem příslušného koncového elektrolytu. 

  

Obrázek 3-22: Schéma separačního procesu v izotachoforéze. A- stav před zahájením separace 

(A+B – směs analytů; µA > µB). B- ustálený stav. C- migrace jednotlivých iontů v ustáleném stavu. 

L-vedoucí elektrolyt, T-koncový elektrolyt, R- protiiont. Převzato ze zdroje [47]. 

 

Vzorek je dávkován na rozhraní mezi vedoucím a koncovým elektrolytem a po 

nastavení pracovního elektrického proudu dojde k separaci analytů na základě jejich 

rozdílných pohyblivostí (viz Obrázek 3-22). V rovnovážném stavu migrují jednotlivé 

zóny stejnou rychlostí: 

.konstEEEEv TTBBAALL     Rovnice 3-18 

Jelikož je v ustáleném stavu v každé zóně přítomen iont rozdílné pohyblivosti a 

zóny migrují stejnou rychlostí, intenzita elektrického pole vzrůstá od zóny vedoucího 
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elektrolytu, kde je nejnižší, až k zóně koncového elektrolytu, kde je nejvyšší. Elektrický 

proud procházející zónami má konstantní hodnotu. Z platnosti Ohmova zákona vyplývá, 

že od zóny vedoucího elektrolytu k zóně koncového elektrolytu roste i elektrický odpor. 

Zároveň průchodem elektrického proudu prostředím s vyšším odporem dochází ke 

vzniku tepelné energie, a proto ve stejném pořadí roste i teplota zón. Z výše uvedených 

zákonitostí vyplývá, že zároveň se změnou odporu a intenzity elektrického pole musí 

dojít i ke změně koncentrací iontů v jednotlivých zónách. Na základě koncentrace iontu 

vedoucího elektrolytu dochází k úpravě koncentrace iontu v zóně analytu A a následně i 

v dalších zónách až ke koncovému elektrolytu. Koncentrace iontů v zóně vedoucího 

elektrolytu je nejvyšší a směrem ke koncovému elektrolytu klesá. Tato velmi důležitá 

vlastnost izotachoforetického procesu je popsána tzv. Kohlrauschovou regulační funkcí:  

)(

)(

RAL

RLA
LA cc         Rovnice 3-19 

Koncentrace v jednotlivých zónách je tedy závislá jen na koncentraci a 

charakteru vedoucího elektrolytu a ne na samotné koncentraci vzorku. Díky tomuto jevu 

může za vhodně zvolených podmínek dojít k zakoncentrování vzorku. 

 

Obrázek 3-23: Závislost parametrů jednotlivých zón v závislosti na čase jejich průchodu 

detektorem. T- teplota, R - odpor, E- intenzita elektrického pole, c- koncentrace iontů. Převzato ze 

zdroje [47]. 

  

Dalším jevem, který je velmi charakteristický pro ITP, je takzvaný 

samozaostřovací efekt, který souvisí s rozdílnou intenzitou elektrického pole mezi 

jednotlivými zónami. Pokud například aniont ze zóny A na základě difúze pronikne do 

zóny s analytem B, kde je vyšší intenzita elektrického proudu, dojde k urychlení aniontu 



Teoretická část – Rozdělení elektromigračních metod 
 

47 

A
 
do své původní zóny. Pokud by aniont A pronikl stejným způsobem do zóny 

vedoucího elektrolytu, kde je menší intenzita elektrického pole, tak dojde k jeho 

následnému zpomalení a ocitne se zpět ve své původní zóně. Díky tomuto jevu je 

rozhraní mezi zónami analytů ostré a nedochází k jejich rozmývání.  

Přístrojové uspořádání je velmi obdobné jako u klasické elektroforézy jen s tím 

rozdílem, že se místo křemenných kapilár používají kapiláry z fluorovaných polymerů, 

u kterých je minimalizován elektrosmotický tok. Ten by působil rušivě na ostrost 

rozhraní jednotlivých zón. U izotachoforetických analyzátorů se také používají kapiláry 

s vyšším vnitřním průměrem (až 0,5 mm). Velmi často se také využívá přídavku 

neionogenních tenzidů (polyvinylalkohol, hydroxyethylcelulóza), aby se 

minimalizovala adsorpce ionogenních látek na vnitřní stěnu kapiláry. Tímto přídavkem 

se zároveň zvýší i viskozita elektrolytu, což přispívá ke stabilizaci zón. Další rozdíl je 

ve způsobu detekce, který bývá velmi často založen na fyzikálních vlastnostech 

jednotlivých zón. Nejčastěji se používá vodivostní detekce, která je založená na měření 

vodivosti jednotlivých zón. Vedle tohoto způsobu byl také popsán detektor teplotní a 

potenciometrický, ale ty se v současnosti již nepoužívají. Kromě toho lze využít i 

klasický spektrofotometrický detektor, který je založen na spektrálních vlastnostech 

jednotlivých analytů.  

Záznam z měření se nazývá izotachoforeogram (viz obr. 3-24). Na ose „x“ je čas 

a na ose „y“ je měřená vlastnost zóny, nejčastěji vodivost. Záznam je stupňovitý a 

odráží skokové změny vodivosti mezi zónami. Pro kvalitativní analýzu je směrodatná 

výška (poloha vlny) a pro kvantitativní analýzu určujeme délku vlny, která odpovídá 

koncentraci analytu v zóně. Porovnáním délky zón standardu a analytu, či metodou 

standardního přídavku lze určit koncentraci analytu v neznámém vzorku. 
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Obrázek 3-24: Izotachoforeogram 0,5 mM roztoku acebutololu (1) a 0.1 mM tetraetylamonných 

iontů (2). Separační podmínky: 10 mM kyselina octová s 10 mM octanem draselným (L, pH 4,65) a 

10 mM β-alanin (T). Převzato ze zdroje [48]. 
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3.3 Chirální separace 

Studium stereochemie biologicky aktivních sloučenin je klíčové k porozumění 

rozdílného působení stereoisomerů v živých soustavách. Toto platí také pro mnohá 

léčiva, a proto je nutné studovat farmakokinetiku a farmakodynamiku jednotlivých 

optických izomerů potencionálních opticky aktivních léčiv. Jednotlivé enantiomery totiž 

mohou vykazovat diametrálně rozdílný biologický účinek.  

Úkolem farmaceutického průmyslu je produkovat účinná, bezpečná a kvalitní 

léčiva; proto je nezbytné během vývoje nového chirálního léčiva testovat 

farmakologické a toxikologické účinky jednotlivých optických izomerů. Z tohoto 

důvodu je také kladen požadavek na vývoj rychlých, správných, reprodukovatelných a 

citlivých enantioselektivních separačních metod a to nejen pro studium farmakokinetiky 

a metabolického osudu takovýchto látek, ale i pro kontrolu jakosti chirálně čistých 

léčiv, kde je přítomnost druhého enantiomeru nežádoucí a jeho obsah v koncovém 

léčivém přípravku je limitován. Vedle chromatografických metod (HPLC, GC) je pro 

enantioselektivní separace vhodná i kapilární elektroforéza a to zejména pro svoji 

vysokou separační účinnost. Vedle toho je chirální separace v elektroforetickém 

provedení méně finančně nákladná (není třeba pořizovat drahé chirální stacionární fáze) 

a flexibilnější co se týká kvalitativního i kvantitativního uplatnění chirálních selektorů 

v separačním médiu [49]. 

3.3.1 Provedení chirálních separací pomocí CE [50] 

V principu existují dva základní způsoby, jakým lze od sebe oddělit 2 

enantiomery opticky aktivní látky. Pracnějším a dnes již méně často používaným 

způsobem je zavedení dalšího optického centra do molekuly. Tímto způsobem vzniknou 

dva diastereomery, které mají různé fyzikálně-chemické vlastnosti, a proto je možné je 

rozdělit v achirálním prostředí. Kromě časové náročnosti je třeba dbát zvýšené 

pozornosti při výběru derivatizačního činidla, které musí být chirálně čisté. Dalším 

problémem, který se může vyskytovat, je rozdílná kinetika derivatizační reakce pro 

každý z produktů, což se může projevit různou odezvou detektoru pro vzniklé 

diastereomery. Proto se v dnešní době spíše uplatňují přímé separace enantiomerů 

v chirálním prostředí bez potřeby derivatizace. V tomto případě je k základnímu 

elektrolytu přidán chirální selektor, který interaguje s enantiomery za vzniku labilních 
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diastereomerních komplexů. Při vzniku těchto komplexů se uplatňují slabé typy 

intermolekulárních interakcí (vodíkové můstky, π-π a hydrofobní interakce). Základní 

podmínkou, aby proběhla separace dvou enantiomerů, je vznik komplexů o různé 

stabilitě, čímž je zajištěno, že tyto dva analyty migrují různou rychlostí. Mezi nejčastěji 

používané chirální selektory patří cyklodextriny, které interagují s enantiomery za 

vzniku tzv. hostitelských komplexů. Na stejném principu fungují další, již méně často 

používané selektory, jako např. crown-ethery či makrolidová antibiotika. Soli žlučových 

kyselin a proteiny využívají jiných mechanismů a lze je použít jako alternativu k výše 

zmíněným selektorům. 

Cyklodextriny (CD). Jedná se o cyklické přírodní oligosacharidy složené 

z několika jednotek glukopyranóz. Vzhledem k tomu, že je glukóza chirální, tak i 

cyklodextriny jsou opticky aktivní sloučeniny. V analytické chemii se za účelem 

chirálních separací používají CD složené z šesti, sedmi či osmi molekul glukózy; podle 

počtu jednotek glukózy se označují jako α, β či γ-CD. Cyklodextriny mají kónický tvar 

s hydrofobní dutinou. Vnější část je převážně hydrofilní, díky primárním a sekundárním 

–OH skupinám. Díky této struktuře jsou rozpustné ve vodě a zároveň mohou do jejich 

hydrofobních dutin vnikat sloučeniny s nepolárními skupinami. Zároveň míru interakce 

mezi analytem a CD ovlivňuje i velikost molekuly cyklodextrinu (průměr a hloubka 

dutiny). 

  

Obrázek 3-25: Schéma struktury β-cycklodextrinu (vlevo) a jeho prostorového uspořádání 

(schematicky vpravo). Převzato ze zdroje [51]. 

 

Volné hydroxy skupiny jednotek glukózy v polohách 2, 3 a 6 mohou být 

modifikovány za vzniku různých derivátů, které mají oproti přírodním cyklodextrinům 

jiné vlastnosti a tudíž mohou ovlivnit selektivitu enantioseparace. Mezi nejvýznamnější 

vlivy modifikace patří zlepšení rozpustnosti CD, silnější interakce s analytem a analýza 

nenabitých enantiomerů v prostředí nabitých cyklodextrinů. Například 2,6-di-0-methyl-
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β-CD je výrazně rozpustnější ve vodě než nativní β-CD. Tento derivát má díky dvěma 

methoxy skupinám hlubší a hydrofobnější kavitu.  

Selektivita chirální separace je ovlivněna zejména typem a koncentrací 

cyklodextrinu. Základním parametrem ovlivňujícím možnost vzniku hostitelských 

komplexů je rozměr kavity CD. Proto se řídí výběr vhodného CD velikostí a tvarem 

molekuly analytu. U substituovaných CD hraje důležitou roli také stupeň substituce 

(DS, degree of substitution). Dalším faktorem, který výrazně mění selektivitu chirální 

separace, je náboj substituovaných cyklodextrinů. Pokud jsou tyto nabité CD použity 

jako chirální selektory, je stereoselektivita ovlivněna mj. elektrostatickými interakcemi 

s analyty. 

 Velmi často se ke zvýšení rozlišení využívá opačného směru migrace selektoru 

vůči analytu [52][53]. Tzn., že v případě bazických sloučenin (pozitivně nabité) se 

používají negativně nabité CD (karboxymethyl-CD, sulfatovaný-CD), které mají 

tendenci migrovat opačným směrem a následně dochází k silnějším a delším interakcím 

mezi CD a analytem. Často bývá separace různých enantiomerů dosaženo při analýze za 

obráceného nebo minimálního EOF (velmi často v kyselém BGE, kdy je pH nižší než 3 

a vedle potlačení EOF jsou bazické analyty dostatečně ionizovány). Obrácením polarity 

(na straně detektoru je anoda) mohou být kladně nabité sloučeniny (vektor vlastní 

pohyblivosti směřuje na opačnou stranu než vektor pohyblivosti nabitého selektoru) 

separovány pouze na základě interakcí s negativně nabitým chirálním selektorem 

(pokud je potlačen EOF). Komplexace mezi kladně nabitým analytem, a opačně 

nabitým selektorem jsou založeny jak na ion-párových interakcích, tak i na vzniku 

hostitelských komplexů [52][53]. 

Pokud neutrální analyty interagují s nabitým CD, tak nesou stejný náboj jako 

tento CD, a proto nemigrují s EOF. 

Crown-ethery. Tyto makromolekuly objevené Pedersenem roku 1967 umožňují 

chirální separace tvorbou hostitelských komplexů, jejichž charakter je jiný než u 

komplexů s CD. Dutina crown etherů je hydrofilní (díky přítomnosti heteroatomů O a 

S), a proto do kavity vniká hydrofilní část molekuly analytu. Základním strukturním 

předpokladem pro vznik hostitelského komplexu je přítomnost aminoskupiny. Kromě 

tohoto mechanismu se na vzniku těchto komplexů mohou uplatňovat i jiné vlivy jako 

např. elektrostatické interakce, či sterické efekty, za které jsou u 18-crown-6-ether 
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tetrakarboxylové kyseliny zodpovědné čtyři karboxylové skupiny navázané na základní 

strukturu crown-etheru. Jelikož crown ethery ochotně interagují i s anorganickými 

kationty, je třeba se vyvarovat přítomnosti K
+
, Na

+
 a NH4

+ 
v BGE. 

 

Obrázek 3-26: Strukturní vzorec (+)-(18-crown-6-ether)-2,3,11,12-tetrakarboxylové kyseliny. 

 

Chirální micely. Mezi nejčastěji používané chirální selektory této skupiny patří 

deriváty žlučových kyselin. Jedná se o sodnou sůl kyseliny cholové a deoxycholové a 

jejích konjugátů s taurinem (taurocholát a taurodeoxycholát). Jelikož tauroderiváty 

obsahují sulfoskupinu, jsou tyto micely negativně nabité i při nízkém pH. Kromě 

samotných chirálních micel se pro chirální separace využívá také přídavku CD k BGE, 

který obsahuje nechirální micelu (např. SDS) – poté hovoříme o cyklodextriny 

modifikované MEKC. 

Proteiny. Při použití proteinů jako chirálních selektorů dochází během separace 

k tvorbě nestabilních diastereomerních komplexů. Nevýhodou použití proteinů jako 

chirálních selektorů je nebezpečí jejich adsorpce na vnitřní stěnu kapiláry, a proto je 

nutné používat potahované kapiláry, u kterých je redukován elektroosmotický tok. Mezi 

další limitace patří možná nestabilita použitého proteinu či nemožnost UV detekce při 

nižších vlnových délkách. Jako příklad aplikace lze uvést využití avidinu (protein s pI 

10,0-10,5) pro analýzu kyselých analytů. Jelikož tento protein obsahuje velké množství 

bazických skupin, je v kyselém a neutrálním prostředí kladně nabitý a migruje 

v opačném směru než analyty. 

Polysacharidy. Z polysacharidů se více uplatňují nabité polymery jako heparin 

či dextran sulfát [54].  

Makrocyklická antibiotika. Z makrocyklických antibiotik se nejvíce používají 

vankomycin, ristocetin A, teikoplanin a rifamicin B. Jelikož se jedná o nabité 

sloučeniny, dají se použít jak k separaci nabitých, tak i nenabitých analytů. Rifamicin B 

je chirální selektor kyselé povahy, a proto se nejčastěji uplatňuje v analýze zásaditých 
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látek. Zbylá antibiotika se převážně používají k analýze kyselých analytů (např. 

nesteroidní protizánětlivé látky) [54].  

3.3.2 Chirální CEC 

Chirální separace se dají realizovat i u „hybridní“ metody jakou je kapilární 

elektrochromatografie. K provedení enantioselektivní separace je nutné na sorbent 

navázat příslušný chirální selektor. Jak již bylo v předchozím textu zmíněno, sorbenty 

založené na bázi silikagelu se výrazně podílejí na vzniku elektroosmotického toku, 

který je hnací silou separace. Navázání chirálního selektoru na základní nechirální 

sorbent může ovlivnit intenzitu elektroosmotického toku. Selektory jako např. 

makrocyklická antibiotika obsahují ionizovatelné skupiny, které mohou ovlivnit EOF 

v závislosti na pH pufru. Takto vzniklý EOF může mít stejný, anebo opačný směr 

v porovnání s EOF, který vzniká přítomností samotného sorbentu. Naopak neutrální 

sorbenty mohou stínit ionizované či ionizovatelné funkční skupiny náplně kolony a tak 

snížit intenzitu EOF. V tomto případě se tento „neutralizační“ efekt zesiluje s vyšším 

stupněm substituce základního sorbentu pro CEC. Pro chirální CEC separace se 

používají sorbenty, které se běžně uplatňují při chirálních separacích v   HPLC. Mezi 

nejčastěji využívané patří stacionární fáze založené na polysacharidech, cyklodextrinech 

a jejich derivátech, makrocyklických antibioticích, proteinech atd. [55]. 

Kromě použití enantioselektivních sorbentů lze chirálních separací docílit též 

použitím pufru s obsahem CD a nechirální stacionární fáze [55]. 
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3.4 Tvorba komplexů za účelem zvýšení selektivity 

Tvorba komplexů je jedním z efektivních způsobů, jak ovlivnit selektivitu 

separace. Podmínkou je, aby komplexy, které vznikají, měly rozdílnou velikost a/nebo 

odlišnou stabilitu, aby bylo dosaženo rozdílné elektroforetické pohyblivosti pro 

jednotlivé analyty. Kinetika komplexotvorné reakce musí být také dostatečně rychlá, 

aby bylo dosaženo ostrých píků. Pokud by tomu tak nebylo, docházelo by k rozšíření 

zóny analytu vlivem rozdílné rychlosti migrace volného analytu (který migruje svou 

elektroforetickou pohyblivostí) a v komplexu vázané formy (která migruje rozdílnou 

rychlostí; většinou pomaleji) [56].  

Nejčastěji se tvorba komplexů používá pro separaci anorganických kationtů 

(kovů) po komplexaci s vhodným ligandem, který je přidán do základního elektrolytu. 

Nejběžnějšími ligandy jsou jednosytné či vícesytné organické karboxylové kyseliny, 

hydroxykyseliny a EDTA [56][57]. Vznik komplexů mezi těmito organickými ligandy a 

kationty kovů lze naopak využít i pro separaci organických sloučenin za přídavku 

kationtu do základního elektrolytu. Tento způsob ovlivnění se v porovnání s prvním 

používá méně, protože použití kationů v základním elektrolytu se projeví nižší 

reprodukovatelností a účinností. To lze vysvětlit adsorpcí kationtů na vnitřní stěnu 

kapiláry a následným rozšířením zón jednotlivých analytů, které se projeví rozšířením 

píků. Přidáním negativně nabitých micel k BGE či otočením/potlačením EOF lze tyto 

negativní jevy eliminovat [56]. Jako příklad lze uvést separaci organických kyselin 

(kávová, benzoová, ftalová, nikotinová a další) pomocí elektrolytů obsahujících některý 

z dvojmocných kovových iontů (např. Mg, Ca, Mn, Co, Ni, Cu). Nejlepších výsledků 

bylo dosaženo s ionty Cu
2+

 a Ni
2+

 a s potahovanými kapilárami, kdy jsou potlačeny 

interakce chelátoru s vnitřní stěnou kapiláry [58]. 

Dalším příkladem je použití opticky aktivních komplexů mědi (Cu
2+

) pro 

chirální separace dansyl derivátů aminokyselin a α-hydroxykyselin. V tomto případě je 

do základního elektrolytu kromě Cu
2+

 iontů přidáván také chirální ligand (aspartam, L- 

nebo D-prolin, L- nebo D-hydroxyprolin), se kterým Cu
2+

 ionty tvoří komplex, který 

slouží jako chirální selektor. Separace racemických směsí je založena na tvorbě 

komplexů různé stability mezi enantiomery analytu a přidaným opticky aktivním 

komplexem mědi. Během vývoje takovýchto metod je kromě ostatních separačních 
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podmínek třeba optimalizovat kvalitativní složení a poměr jednotlivých složek 

chirálního komplexu, který slouží jako chirální selektor [50] [56]. 

Jiným velmi oblíbeným komplexačním aditivem je borát, který se používá 

k separaci poloyolů (sacharidů, flavonoidů, fenolických kyselin aj.). Při separaci cukrů 

se využívá tvorby negativně nabitých komplexů s tetrahydroxyborátovým aniontem při 

pH 8-12. Vznik těchto komplexů je klíčový, protože cukry jsou i při silně alkalickém 

pH neutrální a migrují spolu s EOF. Tvorbou negativně nabitých borátových komplexů 

různé stability lze docílit jejich elektroforetické separace. Tvorba těchto komplexů může 

být schematicky popsána těmito rovnicemi: 

B
-
 + L ↔BL

-
 + H2O 

BL
-
 + L ↔ BL2

-
 + H2O 

kde L je ligand (polyol) a B
-
 představuje tetrahydroxyborátový aniont B[OH]4

-
. 

Kromě toho, že borátový pufr umožňuje separaci sacharidů, lze použitím tohoto 

komplexačního BGE docílit přímé UV detekce při nízkých vlnových délkách. Vodný 

roztok cukrů neabsorbuje v UV oblasti, kdežto komplexy s borátem vykazují vlastní 

absorpci při 195 nm, takže není nutná jejich derivatizace. Na druhou stranu však nelze 

tímto způsobem docílit limitů detekce dostatečných pro stopovou analýzu [59]. 

Obdobných principů se využívá také pro tvorbu borátových komplexů s jinými 

sloučeninami charakteru polyolů jako jsou například fenolické kyseliny či flavonoidy. 

V základním elektrolytu obsahujícím borát (pH 8-11) dochází k ionizaci kyselých 

funkčních skupin (karboxyl, fenolický hydroxyl) a zároveň u sloučenin disponujícími 

vicinálními hydroxy skupinami vznikají negativně nabité komplexy s borátem. Naopak 

u sloučenin, které postrádají vicinální hydroxyskupiny, nedochází k ovlivnění 

elektromigrace vznikem takovýchto komplexů. Využití borátového pufru pro stanovení 

polyfenolů bylo demonstrováno v mnoha pracích – jen na okraj můžeme zmínit jejich 

stanovení v mnoha matricích, jako jsou hrozny [60], červené víno [61], olivový olej 

[62] a čaj [63][64]. Analýza polyfenolů pomocí elektromigračních metod byla také 

přehledně shrnuta v souhrnných článcích [65][66]. Nevýhodou použití borátového pufru 

pro analýzu flavonoidů a fenolických kyselin, které mají výrazné antioxidační 

vlastnosti, je možnost jejich spontánní oxidace vzdušným kyslíkem při alkalickém pH 

[67][68][69]. Např. katechiny, které jsou četně zastoupeny v čaji, jsou stabilní 

v kyselém prostředí [67][68]. Zvýšením pH z 5,0 na 7,4 se zvýší i rychlost oxidační 
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reakce. Při hodnotách pH vyšších než 8,0 dochází ke kompletní oxidační degradaci 

katechinů během několika minut [67]. Obdobně byla studována stabilita roztoku 

kvercetinu (pH 8-10), který byl probubláván vzduchem. Po jedné hodině oxidace 

vzdušným kyslíkem došlo k zoxidování 86 % původního množství kvercetinu a po 3,5 

hodinách již byla koncentrace kvercetinu nulová [69].  

Jako alternativa se nabízí použití základních elektrolytů v neutrální či mírně 

kyselé oblasti, u kterých je riziko spontánní oxidace polyfenolů vzdušným kyslíkem 

výrazně sníženo. V neutrální oblasti lze k separaci využít přídavek Mo(6+) či W(6+), 

které se chovají analogicky jako borát – tedy tvoří záporně nabité komplexy se 

sloučeninami obsahujícími vicinální hydroxy skupiny. Pro jednoduché 1,2-difenoly 

(katechol, pyrogallol) lze očekávat po přídavku komplexačního činidla ve formě XO4
2-

 

komplexy složení [XO2L2]
2-

 [70]. Vznik těchto komplexů nastává již při velmi nízkých 

koncentracích komplexačního činidla (~mM) a vzniklé komplexy se vyznačují vyšší 

stabilitou oproti analogickým borátovým komplexům [70]. 

 

Obrázek 3-27: Příklady komplexů wolframanu s polyoly. Vlevo: Jednoduchý komplex s kyselinou 

galakturonovou. Převzato ze zdroje [71]. Vpravo: Polynukleární komplex s kyselinou gulonovou. 

Převzato ze zdroje [72] 

 

Struktura a stabilita těchto komplexů zatím byly zkoumány jen pro sacharidy a 

hydroxykyseliny, nikoliv pro flavonoidy či fenolické kyseliny. Velmi rozsáhlé studie 

vzniků komplexů molybdenanu a wolframanu se sacharidy (kyseliny glukuronová [71], 

galakturonová [71], gulonová [72] aj.) byly publikovány týmem Dr. Ramose. Struktura 
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vzniklých mononukleárních a polynukleárních komplexů cukrů s molybdenanem či 

wolframanem byla objasněna pomocí NMR. Vznik, stabilita a struktura těchto 

komplexů byla ovlivněna jak hodnotou pH, tak i poměrem centrálního iontu a ligandu 

v roztoku [71][72].  

Kromě toho byly zkoumány komplexotvorné rovnováhy i s jinými ligandy 

(kyselina citronová [73], mléčná [74] a mandlová [75], chinolonová ATB [76] - 

ciprofloxacin, ofloxacin a norfloxacin) s wolframanem, molybdenanem popřípadě i 

s vanadičnanem. Využití molybdenanu či wolframanu jako komplexačních činidel 

v kapilární elektroforéze je prozatím minimální. Dříve byla popsána separace Sb
3+

 a 

Bi
3+

 po reakci s heteropolyaniontem [P(W11O39)
7-

] [77]. Pro separaci fenolických 

kyselin a flavonoidů byl využit základní elektrolyt s přídavkem Na2MoO4 [7]. V této 

práci, která byla realizována na našem pracovišti, bylo docíleno separace jak 

fenolických kyselin, tak i flavonoidů. Fenolické kyseliny (ferulová, kávová, 3-

hydroxyskořicová, a skořicová) byly rozděleny v elektrolytu obsahujícím 25 mM MES 

a 0,15 mM Na2MoO4 (upraveno na pH 5,4 TRISem). K rozdělení směsi flavonoidů 

s fenolickými kyselinami bylo použito jiného elektrolytu s vyšším přídavkem 

komplexačního činidla – 25 mM HEPPSO + 2 mM  Na2MoO4, pH 7,4 (upraveno 

TRISem), 25 % (v/v) MeOH. Separace byla v obou případech provedena v křemenných 

kapilárách o vnitřním průměru 100 µm. UV detektor byl nastaven na 280 resp. 263 nm. 

Praktická využitelnost metody byla demonstrována na analýze extraktů z heřmánku a 

třezalky tečkované. 
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3.5 Vývoj a optimalizace elektroforetických metod 

Cílem při vývoji a optimalizaci separačních metod, a tedy i metod 

elektromigračních, je dosáhnout úplného rozlišení mezi analyty, co nejvyšší separační 

účinnosti a zároveň dostatečné citlivosti pro praktické využití metody. Kromě toho by 

analýza měla být co nejkratší. Nejdříve budou definovány termíny počet teoretických 

pater a rozlišení, a poté budou diskutovány parametry, které ovlivňují kvalitu a rychlost 

separace. Dále bude stručně popsána i multivariantní optimalizace. 

3.5.1 Účinnost a rozlišení 

Účinnost elektroforetické separace se vyjadřuje jako počet teoretických pater a 

z experimentálních údajů se dá snadno vypočítat [39]: 

2

2/1

545.5
w

t
N m         Rovnice 3-20 

kde mt  je migrační čas a 2/1w  je šířka píku v polovině jeho výšky. Čím je pík při 

stejném migračním čase užší, tím roste počet teoretických pater a vzrůstá účinnost 

separace. Pokud dochází k rozmývání píků je hodnota 2/1w  vyšší a účinnost separace 

nižší. 

Někdy se účinnost vyjadřuje jako výškový ekvivalent teoretického patra: 

N

l
H t          Rovnice 3-21 

kde tl  je efektivní délka kapiláry a N  je počet teoretických pater [15]. U metod, které 

se vyznačují vysokou účinností, je H velmi malé. 

Rozlišení je parametr, který určuje, zda jsou píky rozděleny na základní linii. 

Z experimentálních údajů lze rozlišení vypočítat [39]: 

21

122

ww

tt
Rs         Rovnice 3-22 

kde 1t  a 2t  jsou migrační časy látek ( 1t < 2t ) a 1w  a 2w  jsou šířky píků měřené na 

základní linii
1
. 

                                                 

1
 Tento způsob výpočtu rozlišení udává i USP 30 [85]. 
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3.5.2 Které separační podmínky se optimalizují? 

Faktory, které ovlivňují kvalitu separace, tedy zda analyty od sebe budou 

odděleny, byly již částečně diskutovány při popisu mechanismu separace v kapitole 3.2. 

Z obecného hlediska separaci ovlivníme mj. změnou EOF a elektroforetické 

pohyblivosti jednotlivých analytů, kterých lze dosáhnout úpravou mnoha separačních 

podmínek. Mnohdy lze změnou jednoho parametru ovlivnit jak intenzitu EOF, tak 

elektroforetickou pohyblivost.  

Jedním z hlavních parametrů, který ovlivňuje separaci, je složení základního 

elektrolytu (kvalitativní složení, iontová síla a koncentrace, pH). Selektivitu separace 

mohou ovlivňovat různá aditiva, jak již bylo diskutováno v kapitole 3.2 : přídavek 

povrchově aktivních látek (obrácení toku, MEKC, MEEKC, chirální separace), tvorba 

hostitelských komplexů (CD, crown ethery), přítomnost dalších komplexačních činidel 

(viz kapitola 3.4), síťující prostředí (gelová elektroforéza), nevodná rozpouštědla (CZE, 

MEKC, MEEKC, NACE) aj. Kromě složení vlastního separačního média má na 

separaci výrazný vliv také délka a průměr kapiláry, teplota, velikost vkládaného napětí, 

způsob dávkování a promývání kapiláry.  

Složení základního elektrolytu. Výběru základního elektrolytu by měla být 

věnována velká pozornost, protože určuje jak velikost EOF, tak i migraci (pohyblivost) 

samotných analytů. Nemalý vliv má také na intenzitu vznikajícího elektrického proudu 

během separace. Základní složkou BGE je pufr, tedy směs kyseliny a její konjugované 

zásady, který je schopen udržet určité pH. Stabilita pH hraje klíčovou roli při vzniku 

EOF, který musí mít stejnou rychlost, aby bylo dosaženo reprodukovatelných 

migračních časů. Nemalý význam má také pH základního elektrolytu při ionizaci 

analytů. Kyselé látky se analyzují v BGE zásaditého charakteru. U bází se naopak 

analýza provádí v kyselých BGE. Přitom je nutno zajistit, aby tlumivá soustava BGE 

měla dostatečnou tlumivou kapacitu. To znamená, že pH pufru založeného na kyselině 

či bázi o určité hodnotě pKa by se mělo pohybovat v rozmezí pH = pKa ±1. Pufry se 

nejčastěji připravují smícháním kyseliny a její konjugované zásady v předepsaném 

poměru, a tak vznikne roztok o určitém pH. Jiným způsobem může být částečná 

neutralizace kyseliny příslušnou bází [78].  

Složení základního elektrolytu má také vliv na symetrii píků a tím i na účinnost 

separace. Pokud je použit elektrolyt, který je tvořen spoluiontem o rozdílné 
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pohyblivosti, dochází k jevu, který se nazývá elektromigrační disperze. Když má analyt 

vyšší elektroforetickou pohyblivost v porovnání se spoluiontem základního elektrolytu, 

existuje v jeho zóně nižší intenzita elektrického pole. Pokud ionty vzorku z čelního 

rozhraní zóny proniknou podélnou difuzí do zóny elektrolytu, dochází k jejich urychlení 

(v zóně elektrolytu s iontem o nižší pohyblivosti je vyšší intenzita elektrického pole) a 

rozmytí čelního rozhraní. Opačně, pokud se ionty vzorku ze zadního rozhraní zóny 

vzorku dostanou difuzí do zóny elektrolytu, dojde k jejich urychlení zpět do zóny 

vzorku a tím je zadní rozhraní zaostřováno. Tímto se vytvoří nesymerický pík 

s rozmytým předním rozhraním a ostrým koncem (fronting). Analogicky je tomu u 

vzorku s nižší pohyblivostí iontů v porovnání se základním elektrolytem. V tomto 

případě mají píky ostré přední rozhraní a zadní rozhraní je rozmyté (tailing). Pokud je 

pohyblivost elektrolytu stejná jako u iontů vzorku, zóna analytu není ovlivněna 

elektrodisperzí (vzniká symetrický pík) [13][15]. 

 

Tabulka 3-3: Seznam v CE nejčastěji používaných pufrů a jejich vlastností. Upraveno dle zdrojů 

[54] a [78]. 

Pufr pKa Rozsah pH Minimální λ (nm) 

Fosfát (pK1) 2,12 1,1-3,1 195 

Fosfát (pK2) 7,21 6,2-8,2 195 

Fosfát (pK3) 12,32 11,3-13,3 195 

Citrát (pK1) 3,1 

2,1-6,4 260 Citrát (pK2) 4,7 

Citrát (pK3) 5,4 

Mravenčan 3,75 2,8-4,8 220 

Octan 4,75 3,8-5,8 220 

MES 6,15 5,2-7,2 230 

TRIS 8,30 7,3-9,3 220 

Borát 9,14 8,1-10,1 180 

  

Vedle těchto faktorů je třeba také optimalizovat koncentraci, popř. iontovou sílu 

základního elektrolytu. Zvýšením koncentrace či iontové síly BGE se prodlužuje 

celková doba analýzy (analyty migrují pomaleji) a zároveň je generován vyšší 

elektrický proud. Pokud proud přesáhne hodnotu 100 μA, výrazně se zvyšuje 
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pravděpodobnost vzniku Jouleho tepla a pokud toto není dostatečně odváděno, snižuje 

se reprodukovatelnost výsledků [78]. Současně také může dojít ke vzniku teplotního 

gradientu v kapiláře. Ten se projeví změnou viskozity základního elektrolytu a 

následnou deformací migrujících zón (rozšířené píky) [15]. 

Aditiva. Přídavkem různých aditiv k BGE můžeme výrazně změnit 

mechanismus separace a tím i ovlivnit selektivitu celého separačního procesu. 

V předchozích kapitolách byl již vliv různých přídavných složek BGE diskutován. Při 

výběru aditiv, která nesou náboj (SDS, sulfatované CD), si je třeba uvědomit, že tyto 

látky ovlivňují jak pH základního elektrolytu, tak i velikost proudu, který prochází 

kapilárou [78]. V případě použití sulfatovaných CD se za účelem prodloužení životnosti 

kapiláry doporučuje promývat mezi analýzami kapiláru roztokem 0,1 M H3PO4 [53]. 

Rozměry kapiláry. Kapiláry s menším vnitřním průměrem generují menší 

elektrický proud a zároveň lze jejich použitím dosáhnout lepšího rozlišení mezi analyty. 

Na druhou stranu jsou tyto výhody na úkor citlivosti (zejména při použití UV-VIS 

detektoru). Kromě vnitřního průměru má vliv na separaci celková délka a efektivní 

délka kapiláry. Použitím kratších kapilár je opět generován vyšší proud. Nalezením 

kompromisu mezi celkovou délkou, efektivní délkou a vnitřním průměrem kapiláry lze 

dosáhnout rychlých a citlivých separací charakterizovaných vysokou účinností.  

Teplota. Vliv teploty na separaci je velmi významný. V případě, že teplo 

produkované průchodem elektrického proudu kapilárou není dostatečně odváděno, hrozí 

vznik tzv. Jouleho tepla, které negativně ovlivňuje separaci [13][15]. Kromě tohoto 

negativního jevu lze termostatováním kapiláry ovlivnit rychlost separace. Zvýšením 

teploty migrují látky rychleji, což má za následek zkrácení doby analýzy [13]. V případě 

„short-end-injection“ je zase žádoucí, aby analyty migrovaly pomaleji z důvodu 

dosažení dostatečného rozlišení na krátké efektivní délce a tak se naopak kapilára chladí 

a separace probíhají například i při teplotě 10 °C [11]. 

Dávkování. Velikost zóny vzorku, která byla vpravena do kapiláry, má vliv jak 

na účinnost, tak i na rozlišení. V případě hydrodynamického dávkování se optimalizují 

tlak a doba nástřiku, u elektrokinetického dávkování napětí a čas, po které je toto napětí 

aplikováno. Pro dosažení co nejvyšší účinnosti je žádoucí dávkovat co nejmenší 

objemy, což je v rozporu s požadavkem na citlivost stanovení. Obvykle se dávkuje 
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takové množství, aby bylo dosaženo kompromisu mezi citlivostí a účinností. Nejčastěji 

se nastřikuje objem vzorku odpovídající 1 až 2% celkové délky kapiláry [13][15]. 

Další separační podmínky jako napětí (viz kapitola 3.2.1) a promývaní 

kapiláry (viz kapitola 3.1.1) již byly dříve dostatečně diskutovány.  

3.5.3 Univariantní vs. multivariantní optimalizace [79][80][81] 

V kapitole 3.5.2 a i v předchozích částech textu bylo zmíněno mnoho faktorů, 

které je nutné optimalizovat, aby bylo dosaženo separace analytů v co nejkratším 

možném čase a s co nejvyšší citlivostí. Nejčastějším způsobem optimalizace je tzv. 

univariantní optimalizace (někdy také označována jako step-by-step), kdy je zkoumaný 

parametr separace měněn v určitém rozsahu, zatímco zbylé separační podmínky jsou 

konstantní. Tento způsob optimalizace však s sebou přináší dvě značné nevýhody: 

1. Zkoumání vlivu všech proměnných vyžaduje mnoho experimentů, což je časově 

náročné a drahé.  

2. V případě, že se jednotlivé parametry separace vzájemně ovlivňují, není možné 

v průběhu takovéto optimalizace tyto interakce odhalit. Zároveň se nalezené 

„optimální“ separační podmínky mohou výrazně odlišovat od těch skutečně 

optimálních. 

Jako alternativu můžeme využít multivariantní optimalizaci, která využívá 

statistických metod a matematického modelování k určení optimálních separačních 

podmínek. 

K plánování experimentů, které je třeba provést pro vlastní optimalizaci, je 

možno aplikovat koncept „design of experiments“ (DOE). Během tohoto kroku je 

studován vliv faktorů (koncentrace základního elektrolytu, jeho pH, teplota, vkládané 

napětí aj.) na klíčové parametry separačního procesu
2
 (rozlišení píků, celková doba 

analýzy, generovaný elektrický proud aj.). Výhodou tohoto přístupu je nejen výrazné 

snížení počtu experimentů nutných pro optimalizaci vlastní metody, ale i určení 

vzájemných interakcí mezi faktory. Kromě toho lze na základě výsledků zjistit, které 

faktory či jejich interakce jsou opravdu klíčové pro zdárný průběh separace. 

Mezi často používané postupy plánování experimentů patří plně faktoriální 

design (full factorial design), částečně faktoriální design (fractional factorial design), 

                                                 

2
 V dalším textu budou označeny obecným výrazem „response“. 
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Plackett-Burmanův design, centrálně kompositní design aj. Výběr samotného postupu 

závisí na počtu studovaných faktorů a „response“ a také na výběru matematického 

modelu, kterým je popsán vliv faktorů na „response“(viz dále). 

Nejjednodušším designem pro plánování experimentů je tzv. plně faktoriální 

design, u kterého se studují (měří) všechny kombinace faktorů (k) na všech úrovních 

(m). Počet potřebných experimentů, který je nutno provést pro vlastní optimalizaci a 

studium vlivu různých faktorů na separační podmínky, je m
k
. V případě studia vlivu tří 

faktorů na dvou různých úrovních je třeba provést 2
3
=8 experimentů. Nevýhodou tohoto 

designu je rychle rostoucí počet potřebných experimentů se zvyšujícím se množstvím 

studovaných faktorů. V případě 8 studovaných faktorů na dvou úrovních je třeba 

provést 2
8
=256 experimentů, což je poměrně zdlouhavé. 

Pokud je tedy třeba sledovat více faktorů, je výhodnější provést jen část 

experimentů, které vyžaduje plně faktoriální design. V tomto případě hovoříme o 

částečném faktoriálním designu. Počet experimentů je oproti plně faktoriálnímu designu 

poloviční (2
k-1

) nebo čtvrtinový (2
k-2

).  

Plackett-Burmanův design je speciální částečně faktoriální design, který 

umožňuje zkoumat velké množství faktorů s minimálním počtem experimentů. 

Centrální kompositní design je přirozeným rozšířením 2
k
 faktoriálního designu, 

u kterého se kromě krajních hodnot (v případě dvou studovaných faktorů 4 hodnoty) 

zkoumají i hodnoty faktorů mezi těmito krajními hodnotami. Pro zjištění 

opakovatelnosti se také proměří alespoň třikrát centrální hodnota
3
. Tento experimentální 

design je nejvýhodnější pro zjištění optimálních separačních podmínek, protože 

vyžaduje dostatečný počet experimentů při zkoumání relativně malého počtu faktorů (2 

až 5) a zároveň použití tohoto designu podporuje aplikaci kvadratického polynomu 

(rovnice 3-25) pro matematické modelování závislosti „response“ na zkoumaných 

faktorech. 

Po provedení pokusů navrhnutých příslušným experimentálním designem se 

vyhodnotí vliv jednotlivých faktorů a jejich interakcí. 

Pro nalezení vhodných (optimálních) podmínek lze použít tzv. „response surface 

modelling“ (RSM). RSM  využívá matematické modelování, u kterého je „response“ 

                                                 

3
 Opakovatelnost se měří v rámci všech designů 
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(rozlišení apod.) funkcí studovaných faktorů. Pro určité typy experimentálních designů 

lze využít různé funkce, podle kterých se provádí konečné modelování. Nejčastěji se 

používají polynomické funkce, které pro jednu response ( y ) a faktory ( 1x , 2x  ,.., nx ) 

mají následující tvary: 

nn xxxy ...22110       Rovnice 3-23 

...211222110 xxxxy       Rovnice 3-24 

...2112

2

222

2

11122110 xxxxxxy    Rovnice 3-25 

kde 0 , 1 , 11 , 12  jsou koeficienty matematického modelu. Koeficient 0  určuje 

hodnotu „response“, když jsou hodnoty všech faktorů rovné nule. Lineární koeficient 

1  popisuje citlivost „response“ na změnu odpovídajícího faktoru 1x . Smíšený 

koeficient 12 udává míru interakce mezi faktory 1x  a 2x . Kvadratický koeficient 11  

popisuje zakřivení.   

 

Obrázek 3-28: Příklad RSM diagramu znázorňující závislost rozlišení mezi analyty N-(4-

aminobenzoyl)-L-glutamovou kyselinou a 10-formyllistovou kyselinou. Koncentrace pufru 50 mM, 

napětí 20 kV. Převzato ze zdroje [82]. 

 

Při použití faktoriálních designů je matematické modelování realizováno na 

základě rovnice 3-23 a rovnice 3-24. Faktoriální designy se tedy spíše používají při 

primárním zjišťování, zda má daný faktor statisticky významný vliv na separaci či 
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nikoliv. Vliv významných faktorů je následně studován v rámci optimalizace za použití 

centrálně kompozitního designu. 

Během optimalizace je zřídka sledován vliv různých faktorů na jednu 

„response“, ale většinou je potřeba znát jejich vliv na několik „response“ zároveň. 

V tomto případě je hledání optimálních podmínek také určitým kompromisem mezi více 

„response“. Určitým řešením je zahrnutí všech response do jedné zkoumané funkce. 

V některých případech může být definována takto: 

iirw          Rovnice 3-26 

kde  je suma vážených příspěvků zkoumaných „response“, ir představuje jednotlivé 

„response“ a iw odpovídá významu příslušné „response“. Zde je nutno podotknout, že 

iw  záleží na kritériích zvolených analytikem (zda více upřednostňuje v rámci 

optimalizace dosáhnout lepšího rozlišení mezi analyty než kratší analýzy). 

Jiný způsob zkoumání více „response“ v rámci jedné funkce představuje tzv. 

„desirability funkction“: 

 n pn

n

pp dddD ....2

2

1

1         Rovnice 3-27 

Každá „response“ ( d ) nabývá hodnot od 0 do 1 (1 pro nejlepší výsledky a 0 pro 

neakceptovatelné výsledky). Pokud je jedna z „response“ nulová, potom celá funkce 

nabývá také nulové hodnoty a experimentální podmínky, při kterých byly tyto 

jednotlivé „response“ změřeny, jsou nevhodné. Hodnota p odpovídá významu 

jednotlivé „response“ a n je počet „response“. 

Závěrem této části lze jen zmínit, že chemometrie umožňuje v rámci 

optimalizace zjistit, které faktory a jejich případné vzájemné interakce jsou klíčové pro 

zdárný průběh separace. Na druhou stranu není tento způsob optimalizace analytických 

metod všespásný. Například nesprávně zvolený experimentální design, matematické 

modelování, či špatná interpretace výsledků může vést k nalezení nesprávných 

optimálních podmínek. 
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3.6 Validace elektroforetických metod 

Cílem validace analytických metod je prokázat vhodnost použití předkládané 

metody pro její zamýšlený účel. Pro farmaceutický průmysl jsou závazná kritéria 

stanovená lékopisy a dále lze čerpat i z obecných, ale nezávazných doporučení jako jsou 

např. stanovy ICH (International Conference on Harmonization) [83]. Kapilární 

elektroforéza je již několik let považována regulačními úřady jako plnohodnotná 

analytická metoda, což dokazuje její zahrnutí jak v Evropském lékopise (EP 6th 

Edition) [84], tak i Americkém lékopise (USP 30) [85]. V obecných částech těchto 

lékopisů jsou uvedeny obecné statě o kapilární elektroforéze, jejím provedení a 

případně další požadavky. Příkladem praktického využití CE v kontrole jakosti léčiv 

může být článek „levocabastin hydrochlorid“ v Evropském lékopisu, kde je pro 

stanovení jeho nečistot požadována kapilární elektroforéza [84].  

Pro nově vyvíjené metody lze v průběhu validace postupovat dle směrnice ICH - 

Q2 (R1) [86]. Postup validace se liší podle účelu, pro který je testovaná metoda 

validována: 

1. test(y) identity 

2. stanovení achirálních a chirálních nečistot 

3. limitní testy na nečistoty 

4. stanovení hlavní obsahové látky v substanci, lékové formě či disolučním 

roztoku. 

Mezi základní validační parametry, které se dle účelu metody testují, patří: 

selektivita, linearita, rozsah, správnost, přesnost, limit detekce (LOD), limit kvantifikace 

(LOQ), robustnost a test vhodnosti systému [86][87] (viz tabulka 3-4). 

 

 

 

 

 

 



Teoretická část – Validace elektroforetických metod 

 

67 

Tabulka 3-4: Souhrn validačních parametrů, které musí být hodnoceny u různých druhů nově 

zaváděných metod. Vysvětlivky: (-) – tento parametr není hodnocen, (+) – tento parametr je 

hodnocen, 
a
 – v některých případech může být vyžadován. Upraveno dle zdroje [86]. 

Druh analýzy 

 

Identifikace Limitní test 

na nečistoty 

Kvantitativní 

stanovení 

nečistot 

Stanovení hlavní 

účinné látky 

Validační 

parametr 

    

Správnost - - + + 

Přesnost - - + + 

Selektivita + + + + 

LOD - + -
a
 - 

LOQ - - + - 

Linearita - - + + 

Rozsah - - + + 

 

Selektivita
4
. Tento parametr se také označuje jako specifita a vyjadřuje 

schopnost analytické metody rozpoznat analyt od všech ostatních potenciálně 

interferujících látek (tzn., že signál analytu není vyvolán žádnou interferující látkou). 

Nejběžnějším způsobem, jak otestovat selektivitu, je analýza parentní látky spolu 

s pomocnými látkami a/nebo nečistotami. Pokud nejsou známy nečistoty, lze selektivitu 

testovat také paralelní plně ověřenou metodou. Výsledky obou metod se následně 

porovnávají. V tomto případě je vhodné analyzovat vzorky skladované za různých 

podmínek: světlo, teplo, vlhkost, oxidace, kyselá/zásaditá hydrolýza. Vedle tohoto 

způsobu lze charakterizovat selektivitu také jako čistotu píku. To je možné provést 

sledováním UV spektra analytu v případě DAD detekce či hmotnostním spektrem píku 

(což je běžnější v kapalinové chromatografii než v kapilární elektroforéze). 

U kapilární elektroforézy je také nutné stanovit počet stanovení (analýz), které 

lze realizovat s jednou sadou vialek. Pokud je jedna sada vialek používána pro 

neúměrně vysoký počet analýz, dochází  vlivem elektrického proudu k elektrolýze, 

která způsobí změny pH elektrolytu a následně může dojít ke změně EOF a ionizace 

analytů, což se může projevit změnou migračních časů a případně selektivity. Počet 

                                                 

4
 Tento a další odstavce této kapitoly jsou zpracovány dle zdrojů [86] a [87], pokud není uvedeno jinak. 
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analýz, které lze provést s jednou sadou vialek, závisí na kapacitě pufru, objemu vialek, 

generovaném proudu a době analýzy.  

V případě chirálních separací v prostředí BGE obsahujícím modifikované CD je 

nutno ověřit, zda se selektivita mění se stupněm substituce a mezi CD různých šarží a 

výrobců. 

Linearita. Analýzou sady roztoků různé koncentrace se prověřuje, zda závislost 

odezvy detektoru je lineární se stoupající koncentrací. Běžně se testuje řada 5 různých 

koncentrací v požadovaném rozsahu, pro který je validovaná metoda určena. Linearita 

se hodnotí metodou lineární regrese, kde se hodnotí parametry rovnice přímky, 

korelační koeficient a residuální suma čtverců. 

Pro hodnocení odezvy se počítá plocha pod píkem. Velmi často se také používají 

tzv. normalizované (korigované) plochy, které odpovídají poměru plochy a 

odpovídajícího migračního času. Tato metoda umožňuje provést korekci plochy píku 

jeho migračním časem. To souvisí se separačním mechanismem elektroforetických 

metod. Zatímco u HPLC všechny analyty putují detekční celou stejnou rychlostí (která 

odpovídá rychlosti toku mobilní fáze) a tím se zdržují v detekční cele po stejnou dobu, u 

kapilární elektroforézy se vzrůstajícím migračním časem vzrůstá i doba, kterou analyt 

stráví v detekční cele. U analytů s různým migračním časem, stejné koncentrace a stejné 

absorbance (v případě použití UV detektoru) roste odezva signálu se vzrůstajícím 

migračním časem, což se projeví rozdílem ploch. Normalizované plochy se používají 

zejména v případech horší reprodukovatelnosti migračních časů; tím se zlepší 

reprodukovatelnost kvantifikace. 

Rozsah. Navrhovaná analytická metoda by měla být lineární, správná a přesná 

v celém rozsahu včetně jeho hraničních hodnot. Pro účely stanovení by měl být rozsah 

alespoň 80-120 % testované koncentrace.  

Správnost. Správnost metody vyjadřuje shodu mezi nalezenou hodnotou a 

hodnotou, kterou lze považovat jako referenční. Tento validační parametr se velmi často 

hodnotí stanovením výtěžnosti (tzv. „recovery experiment“). Ten se realizuje známým 

přídavkem analytu k placebu (léková forma neobsahující analyt/y) a jeho stanovením 

testovanou metodou. Nalezený výsledek se porovná s hodnotou známého přídavku. 

Výtěžnost by se měla ověřit alespoň na třech koncentračních úrovních v sledovaném 

rozsahu. 
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Správnost lze také vyhodnotit porovnáním výsledků předkládané metody 

s metodou referenční (která je již plně validovaná a zavedená). Tato referenční metoda 

by měla být založena na jiném principu. Velmi často se tak v případě elektromigračních 

metod volí jako referenční metoda HPLC. 

Přesnost. Tento údaj vyjadřuje míru shody v sérii měření provedených za 

předepsaných podmínek. Přesnost lze sledovat na třech úrovních, které představují 

různou míru přesnosti metody: Opakovatelnost (repeatability), intermediární přesnost 

(intermediate precission) a reprodukovatelnost (reproducibility). 

Opakovatelností se rozumí variabilita výsledků získaných jedním analytikem na 

stejném přístroji v krátkém časovém úseku. Nejčastěji se hodnotí opakovaným 

nástřikem reálného vzorku na 100% testovaného rozsahu (šest nástřiků) anebo na třech 

koncentračních úrovních (každá se nastřikuje třikrát). Stejně jako u dalších dvou úrovní 

přesnosti se hodnotí směrodatné odchylky migračního času a ploch (popřípadě 

korigovaných ploch). V případě metody vnitřního standardu lze hodnotit poměr ploch 

nebo korigovaných ploch analytu na vnitřní standard. Tímto se výrazně zlepší 

opakovatelnost, která je díky malým nastřikovaným objemům horší v porovnání 

s HPLC. 

Intermediární přesnost vyjadřuje míru shody dosažených výsledků v jedné 

laboratoři při změně jednoho nebo více faktorů. V průběhu stanovení této míry přesnosti 

můžeme měnit: separační kapiláry různých šarží a výrobců v průběhu jednoho dne, den 

analýzy, kdy jsou každý den připraveny čerstvé elektrolyty a vzorky, a analytika, který 

si sám připraví vlastní kapiláru, elektrolyt a vzorek. 

Reprodukovatelnost je nejvyšší stupeň přesnosti analytické metody a provádí se 

v interlaboratorním měřítku, kdy se stejný vzorek analyzuje v různých laboratořích, a 

získané výsledky se porovnají. 

Robustnost. Při hodnocení robustnosti se sleduje, jak jsou výsledky získané 

navrženou metodou ovlivněny malými změnami jejích parametrů. Během testování 

robustnosti se u elektromigračních metod hodnotí, jakým způsobem tyto malé změny od 

optimálních podmínek ovlivní samotný výsledek separace. Nejčastěji se testuje vliv 

složení elektrolytu, objem nástřiku, nastavení detektoru (v případě UV-VIS vlnová 

délka), teplota a časy promývání mezi jednotlivými analýzami. Jelikož faktorů, které 

mohou ovlivnit separaci je mnoho a často se nemusí měnit jeden, ale i více faktorů 



Teoretická část – Validace elektroforetických metod 

 

70 

najednou, tak výsledný efekt těchto malých změn může mít výrazný vliv na robustnost 

metody, pokud se jejich efekty sčítají. Naopak v případě, že výsledky změn separačních 

parametrů jdou proti sobě, nemusí být pozorován žádný vliv na samotnou separaci. 

Z tohoto důvodu se také pro testování robustnosti používají různé statistické designy, 

které umožňují testování mnoha faktorů najednou s minimem potřebných experimentů. 

Vedle screeningových designů (částečně faktoriální design a Plackett-Burmanův 

design) se v případě výrazného vlivu některých faktorů používá i centrální kompositní 

design k jejich hlubšímu studiu. 

Na rozdíl od HPLC je testování robustnosti v případě CE výrazně jednodušší, 

protože čas nutný k ekvilibraci HPLC kolony je poměrně delší v případě změny mobilní 

fáze, než čas potřebný na ustálení kapiláry v případě změny BGE. 

Limit detekce (LOD) a limit kvantifikace (LOQ). LOD odpovídá nejnižší 

koncentraci anebo množství sloučeniny, které je možno předkládanou analytickou 

metodou detekovat. Hodnota LOQ vyjadřuje nejnižší koncentraci či množství analytu, 

které může být metodou stanoveno s akceptovatelnou správností a přesností. Tyto 

parametry se nejčastěji vyčíslují u metod, které jsou určeny pro stanovení nečistot 

a/nebo degradačních produktů. 

Existuje několik způsobů, jak tyto parametry určit. Nejčastěji se setkáme 

se stanovením těchto limitů na základě poměru signálu k šumu (S/N, signal-to-noise): 

h

H

N

S 2
         Rovnice 3-28 

kde „ H značí výšku píku měřenou mezi vrcholem píku a extrapolovanou základní linií 

signálu a h  odpovídá rozsahu šumu na elektroforegramu slepého roztoku a 

zaznamenaného na vzdálenosti rovné dvacetinásobku šířky píku v polovině jeho výšky 

na elektroforegramu předepsaného porovnávacího roztoku. Pokud je to možné, bere se 

tato vzdálenost rovnoměrně na obě strany od místa, kde by se tento pík nacházel“ [88]. 
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Obrázek 3-29: Stanovení poměru signálu k šumu dle Evropského lékopisu. Převzato ze zdroje [88].  

 

Pokud je poměr S/N = 3, odpovídá signál této koncentrace limitu detekce. Pokud 

je tento poměr 10, hovoříme o limitu kvantifikace. Další přístupy stanovení LOD a 

LOQ jsou založeny na vizuálním pozorování a na výpočtu z parametrů kalibrační 

křivky.  

Test vhodnosti systému (SST, system suitability testing). Pro kontrolu 

chování celého elektroforetického systému se používá tzv. test vhodnosti systému 

(způsobilost systému). Mezi parametry, které se určují, řadí Evropský lékopis kapacitní 

faktor (jen pro MEKC), počet teoretických pater, faktor symetrie píku, rozlišení, RSD 

migračních časů a ploch (popř. korigovaných ploch) a citlivost (poměr signálu k šumu) 

[84]. Americký lékopis [85] předepisuje pro test vhodnosti systému stejné parametry 

jako Evropský lékopis. Všechny tyto parametry kromě symetrie píku již byly popsány 

v předchozím textu.  

Faktor symetrie píku se vypočítá dle následujícího vzorce: 

d

w
As

2

05,0
         Rovnice 3-29 

kde „ 05,0w  odpovídá šířce píku v jedné dvacetině jeho výšky, d  značí vzdálenost mezi 

kolmicí spuštěnou z vrcholu píku a vzestupnou částí píku v jedné dvacetině jeho výšky“ 

[88]. Pokud poměr dosahuje hodnoty 1,0, tak se jedná o ideálně symetrický pík [85]. 

Jelikož je symetrie píku v elektroforéze ovlivněna mnoha faktory jako jsou podélná 

difůze, elektrodisperze, adsorpce vzorku na stěny kapiláry, Jouleho teplo, délka 
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nastříknuté zóny vzorku aj, lze s velkými obtížemi dosáhnout ideálně symetrických 

píků. Dle USP 30 lze akceptovat i silně asymetrické píky a to za podmínky, že jsou 

reprodukovatelné a nesnižují selektivitu [85]. 

 

Obrázek 3-30: Faktor symetrie píku. Převzato ze zdroje [88]. 

  

V rámci SST lze dle USP 30 zkoušený CE systém považovat za 

reprodukovatelný, pokud RSD z 5 či více opakovaných nástřiků není vyšší než 3,0% 

[85]. Evropský lékopis neurčuje žádný konkrétní limit. 

Další rozdíl mezi USP 30 a Evropským lékopisem je výpočet rozlišení mezi 

dvěma sousedními píky. V kapitole 3.5.1 je uveden výpočet dle USP 30, zde je pro 

úplnost uveden i výpočet dle Evropského lékopisu: 

21

1218.1

hh

RR
s

ww

tt
R         Rovnice 3-30 

kde 2Rt  > 1Rt  a 1hw , 2hw  odpovídá šířce píků v polovině jejich výšky [84].  

Jak je patrné z předešlého popisu, validace elektromigračních metod je 

v základních rysech velmi podobná validaci HPLC. Přesto existuje několik specifik, 

které mohou výrazně ovlivnit výsledek validace a které nelze podcenit: kondicionace 

nové kapiláry, rozdíly mezi kapilárami různých šarží a výrobců, čistota a původ 

používaných chemikálií, zkušenost operátora (řezání kapilár a nastavení detekčního 

okna vyžadují určitou manuální zručnost a trénink).  

Aby mohla být elektroforetická metoda přenesena na jiný přístroj v jiné 

laboratoři, je potřeba nově zaváděnou metodu velmi dobře popsat. V popisu metody by 

mělo být vedle dalších parametrů uvedeno:  
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 celková a efektivní délka kapiláry,  

 intenzita elektrického pole ve V/cm a velikost generovaného elektrického 

proudu,  

 injikovaný objem,  

 přesný popis promývání kapiláry mezi analýzami,  

 maximální počet analýz, který lze provést s jednou sadou vialek,  

 detailní popis přípravy elektrolytu,  

 promývání kapiláry po použití a její uchovávání (voda vs. vzduch). 
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4 Výsledková část - Komentář k publikovaným pracím 

V této kapitole je podán stručný komentář k publikovaným pracím. Úplný text 

publikovaných prací je uveden v kapitole 5. Plakátová sdělení prezentovaná na 

konferencích nejsou komentována; v tomto případě je pouze uvedeno plné znění 

abstraktu v kapitole 5. 

4.1 Přehled publikovaných prací 

Přehled přijatých publikací: 

1. Jáč, P., Polášek, M., Pospíšilová, M.: Recent trends in the determination 

of polyphenols by electromigration methods, J. Pharm. Biomed. Anal. 40, 

2006, 805-814. IF
5
 = 2,032. Citováno

6
: 10x.  

2. Jáč, P., Polášek, M., Vaz Batista, A. I., Kaderová, L.: Tungstate as 

complex-forming reagent facilitating separation of selected polyphenols 

by capillary electrophoresis and its comparison with borate, 

Electrophoresis 29, 2008, 843-851. IF = 4,101. Citováno: 0.  

3. Sungthong, B., Jáč, P., Scriba, G. K. E.: Development and validation of a 

capillary electrophoresis method for the simultaneous determination of 

impurities of escitalopram including the R-enantiomer, J. Pharm. 

Biomed. Anal. 46, 2008, 959-965. IF = 2,032. Citováno: 0.  

4. Jáč, P., Los, P., Spáčil, Z., Pospíšilová, M., Polášek, M.: Fast assay of 

glukosamine in pharmaceuticals and nutraceuticals by capillary zone 

electrophoresis with contactless conductivity detection, Electrophoresis, 

uncorrected proof. IF = 4,101. Citováno: 0. 

 

Přehled plakátových sdělení:  

1. Jáč, P., Polášek M., Pospíšilová, M.: Recent trends in the determination of 

polyphenols by electromigration methods; 11
th

 Meeting on Recent 

Developments in Pharmaceutical Analysis, Rimini, 25. -  28. 9. 2005. 

                                                 

5
 Hodnota impact faktorů je z roku 2006. 

6
 Dle databáze Scopus k 10.6.2008. Autocitace nejsou zahrnuty. 
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2. Jáč, P., Polášek M., Vaz Batista A. I., Kaderová L.: Comparative study of 

borate and tungstate as complex-forming reagents for the separation of 

selected polyphenols by capillary electrophoresis; 15
th

 International 

Symposium on Capillary Electroseparation Techniques, Paříž, 28. - 30. 8. 

2006. 

3. Jáč, P., Polášek M., Vaz Batista A. I.: Utilization of tungstate-based 

electrolyte for the determination of polyphenols in natural products by 

capillary electrophoresis; 12
th

 International Meeting on Recent 

Developments in Pharmaceutical Analysis, Elba, 23. - 26. 9. 2007. 

4.2 Analýza polyfenolů pomocí kapilární elektroforézy 

4.2.1 Komentář k práci č. 1: „Recent trends in the determination of 
polyphenols by electromigration methods“. 

Polyfenolické sloučeniny (flavonoidy a polyfenolické kyseliny) spolu s dalšími 

látkami jako jsou vitamin C, E a karotenoidy vykazují antioxidační účinky. Tyto látky 

přírodního charakteru jsou součástí potravy a byla prokázána souvislost s jejich 

zvýšeným příjmem v potravě a nižší incidencí srdečních onemocnění, některých druhů 

nádorů a zánětlivých procesů. Tento účinek je připisován snížení oxidačního stresu, 

který bývá uváděn jako jedna z příčin vzniku těchto onemocnění. 

Z tohoto důvodu se studiem polyfenolů zabývá mnoho vědeckých pracovišť. 

Analytická chemie v rámci tohoto výzkumu přispívá zaváděním moderních 

analytických metod určených pro stanovení těchto analytů v různých matricích 

(rostlinný materiál, metabolity těchto látek v živých organismech aj.). Jelikož rostlinný 

materiál obsahuje ve většině případů širokou škálu těchto látek, patří separační metody 

mezi nejpoužívanější analytické techniky pro jejich stanovení. Vedle 

chromatografických metod (HPLC, GC), které jsou nejčastěji používány v analýze 

polyfenolů, představují elektromigrační metody zajímavou alternativu. 

Cílem této rešeršní práce bylo zmapovat nové trendy v analýze polyfenolů 

pomocí kapilární elektroforézy za období 5 let (1999-2005). V této publikaci jsou tři 

tabulky shrnující separační podmínky citovaných prací, seznam matricí, ve kterých byly 

polyfenoly stanoveny, a seznam analytů. V některých případech jsou v textu podrobněji 

diskutovány separační podmínky a dosažené výsledky.  
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Z celkem 47 původních prací, které jsou v práci citovány, byla nejčastěji 

používána kapilární zónová elektroforéza (32 článků) následovaná micelární 

elektrokinetickou chromatografií (11 článků). Izotachoforéza byla použita pouze jako 

prekoncentrační metoda k CZE. Nevodná elektroforéza a elektroforéza v čipovém 

měřítku byly použity pouze jedenkrát. 

Nejčastěji používanou složkou základního elektrolytu byl borátový pufr, u něhož 

se s velkou oblibou využívá jeho komplexačních schopností se sloučeninami obsahující 

vicinální –OH skupiny. Určitou nevýhodou tohoto elektrolytu může být alkalické pH 

(9-10), které může usnadnit oxidaci sledovaných analytů, jak již bylo dříve diskutováno 

(viz kapitola 3.4). 

Pro zlepšení selektivity byl v mnoha pracích použit přídavek organického 

rozpouštědla k základnímu elektrolytu (MeOH, ACN). Také vliv cyklodextrinů na 

selektivitu byl využit jak u chirálních, tak i nechirálních separací. 

Micelární elektrokinetická kapilární chromatografie nalezla uplatnění zejména 

v separaci lipofilních látek podobné struktury. Oproti CZE je zde separace založena 

vedle elektromigrace (popřípadě tvorby komplexů v případě borátových pufrů) také na 

rozdělování mezi micelární pseudostacionární fází a vodným prostředím. Např. 

methoxylace –OH skupin skeletu polyfenolů vede ke zvýšení jejich lipofility a tím i 

k jejich vyšší afinitě k micelární fázi a následně prodloužení migračních časů 

takovýchto analytů. Opačně glykosylace a vyšší počet –OH skupin zvyšuje hydrofilitu 

studovaných analytů a ty potom migrují rychleji. Nejčastěji používanýcm tenzidem pro 

analýzu polyfenolů pomocí MEKC patří SDS. Bylo také popsáno použití tzv. smíšených 

micel (SDS-cholát sodný; SDS-taurodeoxycholát; SDS-CHAPS) pro ovlivnění 

selektivity v těch případech, kdy konvenční MEKC selhává. Pro separaci syntetických 

polyfenolů byla použita MEKC využívající bis(2-ethylhexyl)sulfosukcinát sodný (AOT) 

ke tvorbě vesikulární pseudostationární fáze. 

Některé z citovaných publikací se zabývají porovnáním CE a HPLC metod 

vyvinutých pro analýzu polyfenolů. Výsledky těchto prací demonstrují srovnatelnost 

kapilární elektroforézy s HPLC ve smyslu přesnosti, citlivosti a linearity. 

Velkou předností elektromigračních metod je možnost „on-line“ kombinace 

předúpravy a/nebo zakoncentrování vzorku se separačním procesem, což je obzvláště 

velmi výhodné u tak komplexní matrice jakou je rostlinný materiál. Na našem pracovišti 
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bylo v minulosti vyvinuto několik metod kombinujících ITP s CZE v dvoukolonovém 

uspořádání. V průběhu ITP analýzy dojde k oddělení analytů (polyfenolů) od matrice a 

jiných složek. V dalším kroku jsou studované analyty rozseparovány pomocí CZE. 

Jiným způsobem umožňujícím „on-line“ úpravu vzorku a separaci je propojení 

průtokových metod (FI) s CE analyzátorem. V průběhu FI kroku dochází k úpravě 

vzorku pomocí extrakce na pevnou fázi (SPE), po které následuje separace analytů 

pomocí CE. 

Nejčastěji používanou detekční technikou byla UV spektrofotometrie (35 

článků), která je následovaná elektrochemickou detekcí (11 článků)
7
. Obecně je 

elektrochemická detekce (v našem případě amperometrická) citlivější než UV detekce a 

zároveň se vyznačuje dobrou selektivitou, protože proteiny, cukry a tuky, které jsou 

přítomny v rostlinném materiálu, obvykle neinterferují. Hmotnostní spektrometrie byla 

použita jen jednou a výsledná citlivost byla stejná či horší v porovnání s UV detekcí. 

Chemiluminiscenční detekce je jiným zřídka používaným způsobem, jak v CE 

detekovat analyty (z rešeršovaných prací jen 1 publikace). Její značnou nevýhodou je, 

že není komerčně dostupná a její realizace vyžaduje úpravu přístroje. 

Kapilární elektroforéza byla také využita k hodnocení antioxidační aktivity 

jednotlivých polyfenolů či rostlinných extraktů. Kromě metody založené na nepřímém 

stanovení hydroxylového radikálu byl nedávno představen „on-column“ způsob 

stanovení antioxidační aktivity různých polyfenolů. Posledně jmenovaná metoda 

využívá reakce H2O2 se studovanými látkami přímo v kapiláře a po určité inkubační 

době je možno separovat reakční produkty. 

Závěrem lze konstatovat, že kapilární elektroforéza je vhodnou separační 

metodou k analýze polyfenolů v různých matricích a případnému studiu jejich 

antioxidační aktivity. Zároveň ji lze považovat za plnohodnotnou alternativu k HPLC, 

jak bylo doloženo některými publikacemi. 

                                                 

7
 Zde je ale nutno podotknout, že poměr 35:11 je značně zkreslen skutečností, že všechny publikované 

práce využívající ED byly vypracovány jedním pracovištěm. 
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4.2.2 Komentář k práci č. 2: „Tungstate as complex-forming reagent 
facilitating separation of selected polyphenols by capillary 
electrophoresis and its comparison with borate“ 

V této práci je představen nový typ základního elektrolytu využívající přídavek 

WO4
-2

 jako komplexačního činidla pro separaci polyfenolů. Výzkum v této oblasti 

navázal na práci provedenou na našem pracovišti, kdy byl zkoumán vliv molybdenanu 

na separaci stejných analytů. 

Důvodem použití tohoto typu elektrolytu je možnost pracovat v mírně alkalické 

až neutrální oblasti, kde je menší riziko oxidace analytů vzdušným kyslíkem (viz 

kapitola 3.4). Na základě literární rešerše (Web of Knowledge) nebyl dosud přídavek 

wolframanu k základnímu elektrolytu pro separaci organických analytů aplikován. 

Pro separaci modelové směsi (apigenin, luteolin, hyperosid, kvercetin, rutin, 

kyselina chlorogenová a p-kumarová) byly nalezeny následující optimální podmínky: 

50 mM HEPES, 2,2 mM Na2WO4, pH 7,4, 25% MeOH (v/v). Separace byla provedena 

v křemenných kapilárách o vnitřním průměru 75 µm, celkové délky 75 cm (efektivní 

délka 42 cm) při 30 kV. Analyty byly detekovány při 275 nm. Vzorky byly dávkovány 

hydrodynamicky tlakem 50 mbar po dobu 6 sekund. Paralelně k tomuto novému 

elektrolytovému systému byl pro stejnou modelovou směs vyvinut a optimalizován 

běžně používaný borátový pufr. V tomto případě ale nedošlo k úplné separaci všech 

analytů; nejlepších výsledků bylo dosaženo v systému 20 mM tetraborát pH 9,0 

(upraveno kyselinou boritou), 20 kV. Ostatní podmínky byly identické jako u předchozí 

metody. Jako vnitřní standard byla použita u obou metod kyselina skořicová.  

U obou metod byla porovnána selektivita (rozlišení mezi analyty), linearita, 

citlivost, účinnost separačního procesu a opakovatelnost. Všechny numerické výsledky 

jsou přehledně tabelovány v článku. Souhrnně lze konstatovat, že se všechny analyty 

modelové směsi podařilo separovat použitím prakticky neutrálního BGE s přídavkem 

WO4
-2

. V případě borátu se nepodařilo v průběhu optimalizace od sebe rozdělit apigenin 

od kyseliny p-kumarové. Na druhou stranu separační medium založené na borátovém 

pufru poskytlo rychlejší separaci, lepší citlivost a vyšší separační účinnost. Linearita 

byla pro obě metody studována v rozsahu 25-175 µg/ml (pro všechny analyty) a 

poskytla podobné výsledky. Opakovatelnost migračních časů a ploch v rámci jednoho 

dne (šest nástřiků) a dvou dnů (každý den šest nástřiků) je v porovnání s údaji 

v literatuře poněkud horší, ale přesto pro většinu analytů akceptovatelná. V rámci 
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jednodenní opakovatelnosti je RSD migračních časů (RSD < 1,4) a ploch (RSD < 5,6) 

lepší pro wolframan než pro borát (RSDčas< 4,7; RSDplocha<10,9). Mezidenní přesnost 

poskytla srovnatelné výsledky pro obě metody.  

Nově vyvinutá metoda založená na BGE obsahujícím Na2WO4 byla aplikována 

na analýzu obsahu polyfenolů v extraktu Hypericum perforatum. Obsah nalezeného 

rutinu a hyperosidu v lyofilizovaném extraktu odpovídal 0,92% pro každou z látek 

(vztaženo na suchou drogu). Výtěžnost byla vyšší než 94,5% (n=6). Kromě těchto dvou 

flavonoidů byl v extraktu identifikován kvercetin a kyselina chlorogenová (v množství 

nedosahující LOQ). 

Výsledky publikované v této práci demonstrují první využití wolframanu jako 

komplexačního činidla při elektroforetické analýze polyfenolů. Jistou nevýhodou této 

metody je nižší citlivost v porovnání s borátovým elektrolytem, výhodou je možnost 

provést analýzu v neutrálním prostředí. 

4.3 Využití kapilární elektroforézy ve farmaceutické analýze 

4.3.1 Komentář k práci č. 3: „Development and validation of a 
capillary electrophoresis method for the simultaneous 
determination of impurities of escitalopram including the R-
enantiomer“ 

Cílem této práce bylo vyvinout, optimalizovat a validovat kapilárně 

elektroforetickou metodu pro stanovení nečistot escitalopramu. Jako nečistoty byly 

vybrány inaktivní enantiomer (R)-citalopram a syntetický prekurzor účinné látky ((R,S)-

citadiol). V průběhu vývoje bylo vyzkoušeno mnoho chirálních selektorů ze skupiny 

cyklodextrinů. Nejlepších výsledků bylo dosaženo v duálním systému obsahujícím ~15 

mg/ml sulfatovaného β-CD a ~ 1 mg/ml β-CD. Jako základní elektrolyt byl použit 

fosfátový pufr o pH 2,5. Pro dosažení akceptovatelné symetrie píků a vysoké separační 

účinnosti bylo nutné provádět separaci při otočené polaritě (anoda na straně detektoru).  

Jelikož je citalopram v lékových formách přítomen ve formě solí (nejčastěji ve formě 

bromidu či oxalátu), bylo nutné metodu vyvinout tak, aby tyto anionty neovlivňovaly 

selektivitu separačního procesu. V průběhu samotné optimalizace byl studován vliv 4 

faktorů (koncentrace sulfatovaného β-CD, koncentrace fosfátového pufru, vkládané 

napětí a teplota) na rozlišení mezi oběma enantiomery citalopramu, rozlišení mezi 

oxalátem a (R)-citalopramem, migrační čas poslední sloučeniny ((R)-citadiol) a 
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generovaný proud. Optimalizace byla provedena pomocí centrálně kompozitního 

designu a byly nalezeny tyto optimální separační podmínky: 20 mM fosfátový pufr, pH 

2,5 (upraveno NaOH) obsahující 22 mg/ml sulfatovaného β-CD a 0,5 mg/ml β-CD. 

Separace za optimálních podmínek probíhá při 28°C a -20 kV v křemenných kapilárách 

o vnitřním průměru 50 µm a celkové délce 47 cm (efektivní délka 40 cm). Analyty byly 

detekovány při 205 nm. Nástřik vzorků byl realizován pomocí hydrodynamického 

dávkování tlakem 0,5 psi po dobu 6 vteřin. Migrační pořadí studovaných látek je za 

optimálních podmínek následující: bromid, oxalát, (R)-citalopram, escitalopram, (S)-

citadiol, (R)-citadiol.  

V průběhu validace, která byla provedena pro případné nečistoty (R)-citalopram, 

(R)-citadiol a (S)-citadiol dle ICH Q2(R1), byly sledovány tyto parametry: selektivita, 

linearita, LOD, LOQ a přesnost. Samotná validace metody pro analýzu nečistot by měla 

být provedena v přítomnosti přebytku parentní látky. V našem případě to nebylo možné, 

protože substance escitalopramu obsahovala cca 2,4% (R)-citalopramu (dle 

normalizovaných ploch). Validace metody byla provedena použitím racemického 

citalopramu a citadiolu v rozmezí 0,05-3,0% pro (R)-citalopram a 0,05-1,0% pro 

enantiomery citadiolu vzhledem ke koncentraci escitalopramu 5 mg/ml. Validace byla 

provedena za použití vnitřního standardu kyseliny salicylové, která migruje mezi oběma 

enantiomery citadiolu. Výsledky validace jsou uvedeny ve formě tabulek v samotném 

článku. 

Vyvinutá a validovaná metoda byla aplikována ke stanovení čistoty 

escitalopramu v substanci a v tabletách. Kromě toho byly také analyzovány tablety 

obsahující racemický citalopram. Výsledky stanovení v tabletách jsou uvedeny v článku 

ve formě tabulky. Pro stanovení výtěžnosti extrakce z tablet byla provedena druhá 

extrakce, po které nebyl nalezen žádný (R)-citalopram a asi 7% (S)-citadiolu, který 

nebyl extrahován v prvním kroku. Po druhé extrakci byly ke zbytku tabletoviny přidány 

studované nečistoty o známé koncentraci a stanoven jejich obsah. Výtěžnost pro 

všechny tři sloučeniny byla vyšší než 88%, což lze považovat za uspokojivý výsledek u 

analýz minoritních složek. 

Dosažené výsledky demonstrují využitelnost vyvinuté metody pro stanovení 

čistoty escitalopramu a to jak substance, tak i ve formě tablet. Ačkoliv tato metoda 
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nebyla vyvinuta a validována pro stanovení citalopramu, může být po revalidaci použita 

pro stanovení citalopramu v racemické směsi. 

4.3.2 Komentář k práci č. 4: „Fast assay of glucosamine in 
pharmaceuticals and nutraceuticals by capillary zone 
electrophoresis with contactless conductivity detection“ 

Glukosamin je aminocukr, který je přirozenou součástí chrupavky a používá se 

buď samostatný anebo v kombinaci s jinými účinnými látkami k terapii osteoartrózy. 

V Evropském lékopisu není uvedena monografie věnující se glukosaminu, zatímco 

Americký lékopis pro jeho stanovení v substanci či lékových formách předepisuje 

HPLC.  

Stanovení glukosaminu pomocí UV detekce je poměrně obtížné, protože 

vyžaduje pro docílení dobré citlivosti derivatizaci analytu. Pro analýzu v biologických 

vzorcích se nejčastěji používají separační metody ve spojení s MS detekcí či LIF po 

nezbytné derivatizaci analytu.  

Bezkontaktní vodivostní detekce ve spojení s kapilární elektroforézou pro 

stanovení tohoto analytu postrádajícího výrazné chromofory představovala zajímavou 

alternativu. 

Cílem této práce bylo navrhnout rychlou, reprodukovatelnou a správnou metodu 

využívající spojení CE a CCD detekce. Jelikož je glukosamin velmi často formulován 

v pevných perorálních lékových formách spolu s chloridem či síranem draselným, byla 

nová metoda vyvinuta takovým způsobem, aby umožňovala stanovení účinné látky 

vedle draselných iontů.  

Separace probíhala v křemenných kapilárách o vnitřním průměru 50 µm, 

celkové délky 75 cm a efektivní délky 27 cm. Základní elektrolyt obsahoval 30 mM 

octanový pufr o pH 5,2 (upraveno 1M NaOH). Analyty byly separovány při 30 kV a 

25°C. Vzorky byly dávkovány tlakem 50 mbar po dobu šesti vteřin. 

V průběhu validace byla testována selektivita, rozsah, linearita a opakovatelnost 

jak pro glukosamin, tak i pro draselné ionty. Intermediární přesnost a správnost byly 

zkoumány jen pro glukosamin. Jako vnitřní standard byl použit ethanolamin. 

Využitelnost předkládané metody byla demonstrována na analýze tří léčivých přípravků 

a jednoho potravinového doplňku. V těchto vzorcích byl stanoven jen obsah 

glukosaminu, nikoliv draselných iontů, jelikož stanovení jejich obsahu není požadováno 
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Americkým lékopisem. Výsledky validace a kvantifikace glukosaminu v reálných 

vzorcích jsou přehledně zpracovány ve formě tabulek. 

Výsledky uvedené v této publikaci jasně demonstrují využitelnost CE/CCD pro 

stanovení glukosaminu v léčivých přípravcích či potravinových doplňcích. V rámci 

testování správnosti výsledků nebyl potvrzen statisticky významný rozdíl mezi novou 

CE/CCD metodou a již validovanou metodou založenou na HPLC stanovení 

glukosaminu s UV detekcí. 
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6  Závěr 

Tato dizertační práce je zaměřena na využití kapilárních elektromigračních 

metod pro analýzu biologicky aktivních sloučenin. 

První tematický okruh zkoumaný v této práci byl zaměřen na analýzu 

polyfenolických sloučenin v rostlinném materiálu. V rámci tohoto tematického okruhu 

byla zpracována rešerše, která shrnuje poznatky v oblasti analýzy polyfenolických 

sloučenin v letech 1999-2005. Výsledky zpracované v této rešerši jasně dokladují 

praktickou využitelnost kapilárních elektromigračních metod v analýze polyfenolických 

sloučenin přítomných v rostlinném materiálu. Během studia literatury vyplynulo, že 

drtivá většina elektrolytových systémů je založená na alkalickém borátovém pufru, u 

kterého hrozí nebezpečí oxidativní degradace tak silných antioxidantů jako jsou 

polyfenoly. Zejména vzhledem k tomuto zjištění byl zkoumán vliv přídavku 

wolframanu sodného k základnímu elektrolytu. Tato oxosloučenina wolframu tvoří již 

v mírně kyselé či neutrální oblasti aniontové komplexy s polyfenolickými sloučeninami, 

které mohou být elektroforeticky separovány. Výsledky jasně demonstrují vliv přídavku 

wolframanu sodného k BGE na selektivitu separačního procesu. Dosažené výsledky 

byly porovnány s paralelně vyvinutým borátovým elektrolytem s následujícími závěry: 

 Elektrolyt s přídavkem wolframanu sodného měl vyšší vliv na selektivitu 

separačního procesu pro použitou modelovou směs. 

 Elektrolyt obsahující borát jako základní elektrolyt umožňoval rychlejší analýzy 

s vyšší citlivostí. 

 Účinnost separačního procesu byla vyšší v případě borátového elektrolytu. 

 Opakovatelnost v rámci jednoho dne byla lepší pro elektrolyt založený na 

wolframátu, zatímco mezidenní opakovatelnost vykazovala podobné výsledky 

pro obě metody. 

Analýzou lyofylizovaného extraktu třezalky tečkované bylo demonstrováno 

praktické využití nově vyvinuté metody založené na BGE obsahujícím Na2WO4. Zde se 

ukázalo, že citlivost je stinnou stránkou této metody. Některé polyfenoly totiž nebylo 

možné kvantifikovat, protože jejich signál byl nižší než LOQ.  
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Další okruh disertační práce je zaměřen na vývoj, optimalizaci a validaci 

elektromigračních metod pro kontrolu jakosti léčivých přípravků a/nebo potravinových 

doplňků. 

První práce tohoto tematického okruhu představuje původní metodu pro kontrolu 

čistoty escitalopramu. Jako nečistoty byly sledovány druhý enantiomer (R)-citalopram a 

syntetický prekurzor (R,S)-citadiol, který byl v předkládané práci poprvé analyzován 

jako nečistota v lékových formách. Metoda byla validována dle doporučení ICH 

(Q2R1) a praktická využitelnost metody byla demonstrována na analýze tablet 

escitalopramu, substanci escitalopramu a tabletách obsahujících racemický citalopram. 

Dosažené výsledky dokladují využitelnost kapilární elektroforézy pro kontrolu jakosti 

ve farmaceutickém průmyslu včetně analýz příbuzných látek. 

Další část dizertační práce je zaměřena na vývoj, optimalizaci a validaci CZE 

metody pro analýzu glukosaminu s využitím bezkontaktní vodivostní detekce. Tato 

metoda jako jediná z doposud uveřejněných metod umožňuje současné stanovení 

glukosaminu vedle K
+
, které jsou velmi často součástí perorálních glukosaminových 

přípravků. Optimalizovaná metoda byla validována a dosažené výsledky demonstrují 

využitelnost této CZE/CCD metody pro rutinní analýzy. V rámci testování správnosti 

metody byla tato metoda porovnána s již zavedenou HPLC metodou a nebyl prokázán 

statisticky významný rozdíl mezi výsledky obou metod. Metoda byla aplikována pro 

stanovení glukosaminu ve třech léčivých přípravcích a jednom potravinovém doplňku. 
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7 Shrnutí 

Předkládaná dizertační práce se zabývá využitím kapilárních elektromigračních 

metod pro analýzu biologicky aktivních sloučenin. 

Teoretická část této dizertační práce se stručně zabývá historickým vývojem, 

instrumentálním zázemím a separačními mechanismy různých typů elektromigračních 

metod. Kromě těchto témat byl podán stručný přehled o možnostech chirálních separací 

pomocí CE a tvorbě komplexů za účelem ovlivnění selektivity. Poslední dvě kapitoly 

teoretické části stručně pojednávají o optimalizaci a validaci elektromigračních metod.  

Výsledková část je tvořena komentářem k publikovaným pracím, které jsou 

v plném znění uvedeny v přílohách. Tematicky lze výsledky prezentované v této 

dizertační práci rozdělit do dvou hlavních celků. Prvním okruhem je využití 

elektromigračních metod v analýze polyfenolů v rostlinném materiálu a druhým 

tematickým celkem je vývoj, optimalizace a validace elektromigračních metod pro 

kontrolu jakosti léčivých přípravků a/ nebo potravinových doplňků. 

V rámci prvního okruhu byla vypracována rešeršní práce shrnující trendy 

v analýze polyfenolů pomocí CE za období 1999-2005. Další publikací zabývající se 

analýzou polyfenolů je již původní práce zaměřená na využití komplexačního činidla – 

wolframanu sodného – jako aditiva v BGE pro analýzu polyfenolů v rostlinném 

materiálu. 

Druhý tematický okruh je zastoupen také dvěma publikacemi. První z nich byla 

vypracována ve spolupráci s pracovní skupinou prof. Gerharda Scriby a představila 

původní CZE metodu pro stanovení nečistot escitalopramu včetně jeho (R)-

enantiomeru. Další práce se zabývá vývojem nové CZE/CCD metody pro stanovení 

glukosaminu v léčivech či potravinových doplňcích.  

 



Summary 

 

127 

8 Summary 

This thesis deals with the utilization of capillary electromigration methods for 

the analysis of biologically active substances. 

In the Theoretical part historical progress, instrumentation and separation 

mechanisms of different electromigration methods are discussed. In addition brief 

overviews mapping chiral separation by means of CE and complex-formation for the 

separation selectivity enhancement are also included. Two final sections of Theoretical 

part are focused on specific features of method optimization and method validation in 

CE. 

Practical part is presented by comments on published papers, which were 

attached in full text version to Addendum. The results presented in this thesis cover two 

areas. First area is focused on the utilization of electromigration methods for the 

analysis of polyphenols in plant materials while second area is dealing with the 

development, optimization and validation of CE methods for quality control of 

pharmaceuticals and/or nutraceuticals. 

The first area of the practical part overviews new trends (papers published 

between 1999-2005) in the analysis of polyphenols by CE. The second paper focused on 

the analysis of polyphenols is an original investigation of new kind of BGE based on 

complex-forming reagent – sodium tungstate – that was applied in the assay of 

polyphenols in Hypericum perforatum extract. 

The second topic is also represented by two publications. The first study was 

realized in cooperation with a working group of prof. Gerhard Scriba. An original CZE 

method for the determination of impurities in escitalopram including (R)-enantiomer 

was devised. The last publication deals with the development of new CZE method with 

contactless conductivity detection for the determination of glucosamine content in 

pharmaceuticals and dietary supplements. 
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