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⁄vod

Vysoko˙Ëinn· kapil·rnÌ elektroforÈza (HPCE) je meto-
da, kterou lze separovat l·tky s velice podobnou strukturou
ve velmi kr·tkÈm Ëase. Velkou v˝hodou kapil·rnÌ elektro-
forÈzy je vysok· ˙Ëinnost separace a velmi malÈ objemy
vzorku. S v˝hodou lze tuto metodu vyuûÌt pro anal˝zy vzor-
k˘ s relativnÏ bohatou matricÌ, tedy zejmÈna biologick˝ch
vzork˘.

Jako kaûd· analytick· metoda m· vöak i kapil·rnÌ elektro-
forÈza svÈ nedostatky. JednÌm z nich je relativnÏ vysok· mez
detekce p¯i pouûitÌ UV/VIS detektoru, kter˝ se v HPCE bÏûnÏ
vyuûÌv·. KoncentraËnÌ citlivost se u tÏchto detektor˘ pohybuje
¯·dovÏ v jednotk·ch aû desÌtk·ch µmol.l -1.

Zv˝öenÌ citlivosti lze dos·hnout nÏkolika zp˘soby. PrvnÌm
z nich je pouûitÌ jinÈho detektoru. Ide·lnÌm ¯eöenÌm se jevÌ
vyuûitÌ detektoru s laserem indukovanou fluorescencÌ1,2 (LIF).
Tento zp˘sob detekce vynik· zejmÈna svou vysokou citlivostÌ,
kter· se pohybuje v ¯·du 10-9 mol.l-1. Nev˝hodou laserem
indukovanÈ fluorescence je vöak relativnÏ vysok· po¯izovacÌ
cena, kter· br·nÌ jejÌmu vÏtöÌmu rozöÌ¯enÌ.

Druhou moûnostÌ zlepöenÌ detekce je  zakoncentrov·nÌ
analytu. Toho lze dos·hnout nap¯Ìklad zakoncentrov·nÌm na
kolonce (SPE), avöak u tohoto zp˘sobu prekoncentrace vzorku
je nutnÈ provÈst optimalizaci.

V˝hodnÏjöÌ metodou zakoncentrov·nÌ analytu je on-line
prekoncentrace, coû je vlastnÏ zakoncentrov·nÌ v pr˘bÏhu
vlastnÌ anal˝zy. V odbornÈ literatu¯e jsou podrobnÏ pops·ny
t¯i z·kladnÌ moûnosti on-line prekoncentrace. PrvnÌ z nich je
p¯echodn· izotachoforÈza3,4, jejÌû princip spoËÌv· v zakoncen-
trov·nÌ analytu v izotachoforetickÈm mÛdu. V pr˘bÏhu izota-
choforetickÈ prekoncentrace se analyty ze vzorku separujÌ do
˙zk˝ch zÛn a ionty, kterÈ byly p˘vodnÏ v nÌzkÈ koncentraci,
jsou zakoncentrov·ny ¯·dovÏ na koncentraci vedoucÌho elek-

trolytu. Po zakoncentrov·nÌ je koncov˝ elektrolyt nahrazen
vedoucÌm elektrolytem a anal˝za pokraËuje v mÛdu zÛnovÈ
elektroforÈzy.

DalöÌ popsanou on-line prekoncentracÌ je vyuûitÌ tzv. sta-
cking efektu (z angl. stack ñ nahromadit)5-8. Je to velmi jedno-
duch· prekoncentraËnÌ technika velmi Ëasto pouûÌvan· v kapi-
l·rnÌ elektroforÈze. TÌmto zp˘sobem lze zakoncentrovat i vÏt-
öÌ objemy vzorku do ˙zkÈ zÛny.

PoslednÌm z publikovan˝ch on-line prekoncentraËnÌch po-
stup˘ je vyuûitÌ tzv. sweeping efektu (z angl. zamet·nÌ). Je to
speci·lnÌ prekoncentraËnÌ technika pouûÌvan· v micel·rnÌ
elektrokinetickÈ chromatografii9,10 (MEKC). Tento zp˘sob se
pouûÌv· pro neutr·lnÌ analyty s velkou afinitou k pseudostacio-
n·rnÌ f·zi. Princip prekoncentrace, jak uû je z n·zvu patrnÈ,
spoËÌv· v prostupov·nÌ pseudostacion·rnÌ f·ze dlouhou zÛnou
vzorku, p¯i kterÈm pseudostacion·rnÌ f·ze p¯ed sebou sbÌr·
(zamet·) neutr·lnÌ analyty do ˙zkÈ zÛny, ËÌmû doch·zÌ k û·-
danÈmu zakoncentrov·nÌ vzorku. Analyty v tÈto ˙zkÈ zÛnÏ se
v dalöÌm pr˘bÏhu anal˝zy od sebe separujÌ do zÛn, kterÈ jsou
detegov·ny. Tento princip je velmi jednoduch˝ a ˙Ëinn˝,
avöak je pouûiteln˝ pouze v micel·rnÌ elektrokinetickÈ chro-
matografii.

A n t h r a c y k l i n o v · a n t i b i o t i k a

Tato skupina l·tek byla objevena a izolov·na v 60. letech
z kultur plÌsnÏ Streptomyces peucetius varieta Caesius. Ve
druhÈ polovinÏ öedes·t˝ch let pak nÏkterÈ z nich naöly uplat-
nÏnÌ p¯i lÈËbÏ onkologick˝ch onemocnÏnÌ. Mezi nejv˝znam-
nÏjöÌ z nich pat¯Ì doxorubicin, daunorubicin a idarubicin. Tato
lÈËiva majÌ ¯adu negativnÌch ˙Ëink˘, zejmÈna vöak majÌ za
n·sledek poökozenÌ srdeËnÌho svalu.

ZejmÈna z d˘vodu kardiotoxicity je nutnÈ monitorovat
hladinu anthracyklinov˝ch antibiotik a jejich metabolit˘
v plazmÏ. Pro stanovenÌ hladiny anthracyklin˘ se v minulosti
pouûÌvaly nejËastÏji metody mÏ¯enÌ celkovÈ fluorescence po
extrakci okyselen˝m ethanolem11,12, tenkovrstv· chromato-
grafie  s fluorescenËnÌ detekcÌ12,13 a radioimunoanal˝za11,14

(3H). Od poloviny sedmdes·t˝ch let byly tyto metody postup-
nÏ nahrazov·ny citlivÏjöÌmi a selektivnÏjöÌmi metodami. Ob-
sah anthracyklin˘ v plazmÏ se pohybuje ve velmi mal˝ch
koncentracÌch, ¯·dovÏ v desÌtk·ch aû stovk·ch nanomol˘ na
litr. Anal˝zu navÌc znesnadÚuje relativnÏ sloûit· matrice re·l-
n˝ch vzork˘.

V dneönÌ dobÏ se pro stanovenÌ hladiny anthracyklin˘
v plazmÏ pouûÌvajÌ v˝hradnÏ separaËnÌ metody a to vysoko-
˙Ëinn· kapalinov· chromatografie s fluorescenËnÌ nebo elek-
trochemickou detekcÌ15-17 a vysoko˙Ëinn· kapil·rnÌ elektrofo-
rÈza s laserem indukovanou fluorescencÌ18,19 (LIF).

CÌlem pr·ce bylo navrûenÌ alternativnÌho analytickÈho
postupu pro stanovenÌ nÌzk˝ch koncentracÌ anthracyklinov˝ch
antibiotik v modelov˝ch vzorcÌch kapil·rnÌ elektroforÈzou
s UV/VIS detekcÌ, kter· by s ˙spÏchem vyuûila fyzik·lnÏ-che-
mick˝ch vlastnostÌ analyt˘ a odstranila problÈmy, kterÈ se
u pouûÌvanÈ metody vysoko˙ËinnÈ kapil·rnÌ elektroforÈzy
s pouûitÌm LIF detekce vyskytujÌ. Jsou to p¯edevöÌm sorpce
analytu na stÏnu k¯emennÈ kapil·ry a problematick· reprodu-
kovatelnost elektrokinetickÈho n·st¯iku.

* Tato pr·ce zÌskala 3. mÌsto v soutÏûi o cenu firmu Merck za nejlepöÌ studentskou vÏdeckou pr·ci v oboru analytickÈ chemie 2.2.2000 v BrnÏ

Chem. Listy 94, 1010 ñ 1013 (2000) LaboratornÌ p¯Ìstroje a postupy

1010



Experiment·lnÌ Ë·st

C h e m i k · l i e

Vöechny pouûitÈ l·tky byly Ëistoty p.a. od firmy Sigma
(St. Louis, MO, USA). Standardy anthracyklinov˝ch antibio-
tik byly zÌsk·ny jako dar firmy Pharmacia & Upjohn S.p.A.,
It·lie. StandardnÌ roztoky anthracyklinov˝ch antibiotik byly
p¯ipraveny pro hydrodynamickÈ d·vkov·nÌ v z·kladnÌm elek-
trolytu a pro elektrokinetickÈ d·vkov·nÌ ve smÏsi rozpouötÏdel
acetonitrilñvoda (95:5 v/v).

A p a r a t u r a a e x p e r i m e n t · l n Ì p o d m Ì n k y

MÏ¯enÌ bylo prov·dÏno na p¯Ìstroji Spectra PHORESIS
100 s rychle snÌmajÌcÌm UV/VIS detektorem SpectraFOCUS
(TSP). Pro mÏ¯enÌ byla pouûita nepokryt· k¯emenn· kapil·ra
s vnit¯nÌm pr˘mÏrem 50 µm o celkovÈ dÈlce 75 cm (efektivnÌ
dÈlka 40 cm). AplikovanÈ separaËnÌ napÏtÌ bylo 30 kV. Vöech-
ny anal˝zy byly prov·dÏny p¯i laboratornÌ teplotÏ (25 ∞C±1 ∞C).

Jako z·kladnÌ elektrolyt byl pouûit fosf·tov˝ pufr 100 mmol.l-1,
pH 2,5 s obsahem 20 % methanolu (v/v). Ve vstupnÌ Ë·sti byl
fosf·tov˝ pufr 100 mmol.l-1, pH 2,5 s obsahem 100 mmol.l-1

dodecylsulf·tu sodnÈho a 20 % methanolu.

P o p i s Ñ o n - l i n e ì p r e k o n c e n t r a c e

Fosf·tov˝ pufr pH 2,5 umoûÚuje kladnou ionizaci anthra-
cyklin˘, proto bylo elektrokinetickÈ d·vkov·nÌ vzorku prov·-

dÏno p¯i kladnÈ polaritÏ elektrod. P¯i hydrodynamickÈm d·v-
kov·nÌ analytu byla vzorkem naplnÏna tÈmÏ¯ cel· efektivnÌ
dÈlka kapil·ry.

VlastnÌ anal˝za pak byla prov·dÏna v aniontovÈm mÛdu
(z·pornÏ nabit· vstupnÌ elektroda). V inletovÈ Ë·sti byl fosf·-
tov˝ pufr s obsahem dodecylsulf·tu sodnÈho (SDS). V pr˘bÏ-
hu anal˝zy migruje kladnÏ nabit˝ analyt k inletovÈmu konci
kapil·ry a proti nÏmu migruje zÛna z·pornÏ nabitÈho SDS,
kter˝ na rozhranÌ se zÛnou vzorku tvo¯Ì komplexy s anthra-
cykliny. Tyto komplexy pak dÌky celkovÈmu efektivnÌmu
z·pornÈmu n·boji migrujÌ k detektoru.

V˝sledky a diskuse

P¯i zakoncentrov·nÌ s vyuûitÌm tzv. sweeping efektu jsme
pouûili oba bÏûnÏ vyuûÌvanÈ zp˘soby d·vkov·nÌ vzorku do
kapil·ry. Tedy jak elektrokinetickÈ, tak i hydrodynamickÈ
d·vkov·nÌ.

DosaûenÈ detekËnÌ limity ilustrujÌ obr·zky 2 a 3. V p¯ÌpadÏ
elektrokinetickÈho d·vkov·nÌ vzorku je dosaûen˝ limit detek-
ce 5.10-9 mol.l-1. P¯i pouûitÌ hydrodynamickÈho n·st¯iku vzor-
ku je dosaûen˝ limit detekce 1.10-8 mol.l-1. Ve srovn·nÌ s li-
mitem detekce p¯i anal˝ze kapil·rnÌ elektroforÈzou bez on-line
prekoncentrace (obr. 1), kter˝ byl s pouûitÌm UV/VIS detek-
toru 1.10-5 mol.l-1, je zv˝öenÌ citlivosti UV/VIS detekce velmi
v˝raznÈ. P¯i anal˝ze bez tzv. sweeping prekoncentrace se

Obr. 1. Separace doxorubicinu v kationtovÈm mÛdu; pufr fosf·t
100 mmol.l-1 pH 2,5, 20 % methanolu (v/v), standardnÌ roztok doxo-
rubicinu o koncentraci 10-4 (1) a 10-5 mol.l-1 (2), n·st¯ik 1 s hydrody-
namicky, separaËnÌ napÏtÌ 30 kV

Obr. 2. Elektroforeogram doxorubicinu s elektrokinetick˝m d·v-
kov·nÌm; pufr fosf·t 100 mmol.l-1 pH 2,5, 100 mmol.l-1 SDS, 40 %
methanolu (v/v), standardnÌ roztok doxorubicinu s koncentracÌ 5.10-9

mol.l-1 ve smÏsi acetonitrilñvoda v pomÏru 95:5 (v/v), elektrokinetic-
k˝ n·st¯ik 50 s p¯i 30 kV, separaËnÌ napÏtÌ 30 kV; 1 ñ slep˝ pokus
(acetonitrilñvoda 95:5 v/v), 2 ñ doxorubicin (D) 5.10-9 mol.l-1
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navÌc uplatÚuje siln· sorpce anthracyklin˘ na stÏnu kapil·ry.
Velkou v˝hodou Ñsweepingì efektu je kromÏ samotnÈ prekon-
centrace takÈ odstranÏnÌ jiû naadsorbovanÈho analytu. Odstra-
nÏnÌ sorpce na kapil·ru je velkou v˝hodou zejmÈna p¯i vyuûitÌ
elektrokinetickÈho n·st¯iku vzorku, protoûe sorpcÌ analytu na
stÏnu kapil·ry se znaËnÏ mÏnil charakter povrchu kapil·ry
a zp˘soboval öpatnou reprodukovatelnost elektroosmotickÈho
toku a tÌm takÈ elektrokinetickÈho n·st¯iku. TakÈ se v˝raznÏ
zlepöila reprodukovatelnost migraËnÌch Ëas˘ anthracyklin˘.

DalöÌ v˝hodou je takÈ skuteËnost, ûe i p¯es velkou zÛnu
vzorku p¯i hydrodynamickÈm d·vkov·nÌ nedoch·zÌ k v˝raz-
nÈmu zhoröenÌ Ëi ˙plnÈ ztr·tÏ separace jednotliv˝ch anthra-
cyklin˘ (obr. 4).

Z·vÏr

Prezentovan· metoda on-line prekoncentrace s vyuûitÌm
tzv. sweeping efektu umoûÚuje rychlÈ, jednoduchÈ a ˙ËinnÈ
zakoncentrov·nÌ anthracyklinov˝ch antibiotik. Tato prekon-
centrace umoûÚuje vyuûitÌ UV/VIS detektoru pro stanovenÌ
anthracyklin˘ a mohla by b˝t alternativou k bÏûnÏ pouûÌva-
n˝m metod·m stanovenÌ anthracyklinov˝ch antibiotik v plaz-
mÏ.

Auto¯i dÏkujÌ grant˘m MäMT »R Vä 96021 a MSM
153100013 za podporu tÈto pr·ce.
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Obr. 4. Separace modelovÈ smÏsi doxorubicinu (DOX) a dauno-
rubicinu (DAU); pufr fosf·t 100 mmol.l-1 pH 2,5, 100 mmol.l-1 SDS,
20 % methanolu (v/v), n·st¯ik tlakem 20 s, separaËnÌ napÏtÌ 30 kV;
1 ñ slep˝ pokus (z·kladnÌ elektrolyt), 2 ñ modelov· smÏs 1.10-8 mol.l-1,
3 ñ modelov· smÏs 1.10-7 mol.l-1
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A. Gavendaa, J. äevËÌka,b, and J. Psotov·c (aDepartment
of Analytical Chemistry, Faculty of Science, Palack˝ Univer-

sity, bCenter of Analytical Chemistry of Molecular Structures,
Faculty of Medicine, Palack˝ University, cInstitute of Me-
dical Chemistry, Faculty of Medicine, Palack˝ University,
Olomouc): Determination of Nanomolar Concentrations
of Anthracyclines by Capillary Electrophoresis with UV
Detection

On-line preconcentration was used to get better UV detec-
tion limits in capillary electrophoresis. The sweeping effect in
micellar electrokinetic chromatography was used to detect
trace amounts of the biologically active group of anthracycli-
nes in model samples. The improved sweeping preconcentra-
tion technique provides for excellent detection limits decrea-
sing down to concentration 10-9 mol.l-1.
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