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Streszczenie 

Techniki rozdzielania mieszanin stanowi  bez w tpienia jedn  z najpr niej 

rozwijanych dziedzin chemii analitycznej. Prze omowe odkrycia dokonane przez 

Michai a Cwieta i Arne Tiseliusa w pierwszej po owie ubieg ego wieku rozpocz y er  

technik chromatograficznych i elektroforetycznych, b d cych obecnie podstawowymi 

narz dziami stosowanymi w pracy laboratoryjnej w ró nych ga ziach przemys u, 

medycyny i nauki na ca ym wiecie. Analiza pojedynczych komórek, zminiaturyzowane 

samodzielne systemy analityczne czy badania kosmosu – to tylko niektóre z aktualnych 

problemów naukowych z sukcesem rozwi zywanych przy pomocy technik rozdzielania 

mieszanin. 

Techniki elektromigracyjne doskonale wpisuj  si  we wspó czesne trendy z 

uwagi na szereg zalet obejmuj cych krótki czas analiz, niskie zu ycie odczynników, 

technologi  przyjazn  rodowisku i niezwykle wysok  sprawno  rozdzielania. 

Stosunkowo nisk  czu o  oznacze  z u yciem detekcji spektrofotometrycznej zalicza 

si  do najcz ciej wymienianych wad elektroforezy kapilarnej (CE). Przyczyn  tej 

niedogodno ci jest stosunkowo krótka droga optyczna u ywanego promieniowania 

(zazwyczaj 25 – 100 m), a tak e obj to  dozowanej próbki, standardowo 

nieprzekraczaj ca kilku nanolitrów. Znacz cy wzrost si y sygna u mo na jednak 

uzyska  stosuj c techniki wzbogacania analitu w kapilarze, b d cych przedmiotem 

przeprowadzonych bada . 

W poni szej pracy przedstawiono wybrane zagadnienia dotycz ce wzmacniania 

si y sygna u w CE poprzez w a ciwe wykorzystanie zjawisk fizykochemicznych 

zachodz cych w kapilarze pod wp ywem przyk adanego napi cia. Za g ówny cel bada  

obrano dok adny opis mechanizmów stosowanych technik, wyznaczenie parametrów 

krytycznych prowadzenia procesu wzbogacania, a tak e poruszanie nowych aspektów 

tej dziedziny nauki. 

W pierwszym etapie bada  oszacowano efekt wzmocnienia si y sygna u 

uzyskiwany przy pomocy techniki spi trzania analitów na drodze przeniesienia z miceli 

do rozpuszczalnika organicznego (ang. micelle to solvent stacking, MSS). Opracowana 

metoda umo liwi a oko o pi dziesi ciokrotn  popraw  czu o ci detekcji wybranych 

substancji farmakologicznie czynnych w stosunku do standardowego dozowania 

hydrodynamicznego. 
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Mniejszy efekt wzbogacenia analitów o zbli onej strukturze chemicznej 

uzyskano za spraw  techniki spi trzania próbki we wzmocnionym polu elektrycznym 

(ang. field-amplified sample stacking, FASS) z wielokrotnym dozowaniem próbki. 

Zaproponowany uk ad dozowania próbki stanowi pierwsze doniesienie naukowe z 

u yciem techniki FASS. 

Najni sze warto ci granic wykrywalno ci (ang. limit of detection, LOD) i 

oznaczalno ci (ang. limit of quantification, LOQ) dla wybranych substancji aminowych 

uzyskano z u yciem techniki dozowania elektrokinetycznego próbki we wzmocnionym 

polu elektrycznym (ang. field-amplified sample injection, FASI). Dodatkowe 

zastosowanie dyspersyjnej mikroekstrakcji ciecz – ciecz (ang. dispersive liquid – liquid 

microextraction, DLLME) umo liwi o oznaczanie tych zwi zków w próbkach moczu 

ludzkiego w st eniu kilku ng/ml. Przeprowadzone badania wykaza y udzia  

przej ciowej pseudo-izotachoforezy (ang. transient pseudo-isotachophoresis, p-ITP) w 

procesie spi trzania próbki. 

Odr bnym zagadnieniem poruszanym w dalszym etapie pracy by o jednoczesne 

wzbogacanie analitów o ró nym charakterze chemicznym (s abe kwasy i zasady 

organiczne). W tym celu zastosowano technik  zmiatania próbki w warunkach 

niehomogennego pola elektrycznego (technika FASS). Przeprowadzona optymalizacja 

wykaza a zró nicowany wp yw poszczególnych parametrów na oznaczane witaminy z 

grupy B, a ich znaczenie dla efektywno ci zachodz cych procesów zosta o dok adnie 

omówione. 

Ostatni aspekt pracy dotyczy  wzbogacania próbek poddanych przed analiz  

procesowi upochadniania. W badaniu wykorzystano mieszanin  20 aminokwasów 

biogennych, które sprz gano z 2,4-dinitrofluorobenzenem (DNFB) w obecno ci 

tetraboranu disodowego. Z uwagi na obecno  boraksu w próbce, w omawianym 

przypadku u yto technik  pH-spi trzania indukowanego kwasem. Wzbogacania 

analitów anionowych za pomoc  tej techniki nie zosta o do tej pory opublikowane w 

literaturze naukowej. W eksperymentach wykazano tak e popraw  skuteczno ci 

zmiatania w stosunku do kwasu asparaginowego, glutaminowego i cystyna w obecno ci 

jonów boranowych. 

Opracowane metody poddano wst pnej ocenie walidacyjnej, na podstawie której 

potwierdzono potencja  aplikacyjny. 
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Summary 

Undoubtedly, separation technology is one of the most intensively developed 

issues of analytical chemistry. Breakthroughs made by Michai  Cwiet and Arne Tiselius 

in the first half of twentieth century have begun the era of chromatographic and 

electrophoretic techniques, which are currently considered as basic tools used in 

laboratories in various branches of industry, medicine and science, all over the world. 

Single cell analysis, micro total analysis systems or space exploration – these are only a 

few of actual scientific problems which are successfully solved with a use of separation 

techniques. 

Electromigration techniques are often utilized in aforementioned cases according 

to their advantages like short analysis time, low solvents consumption, environmental 

friendliness and extremely high separation efficiency. Relatively low sensitivity with 

spectrophotometric detection is one of the main disadvantages of capillary 

electrophoresis (CE). The main reason of this inconvenience is a result of a relatively 

short optical path length (usually 25 – 100 m) as well as a small injection volume 

(typically a few nanoliters). However, considerable sensitivity enhancement can be 

obtained when on-line preconcentration techniques are applied, which was the issue of 

conducted researches. 

In the work, selected aspects of signal amplification in CE have been included. 

The main goals of presented researches concerned the investigation and description of 

preconcentration mechanisms, determination of parameters critical for sensitivity 

enhancement and development of applied techniques. 

The first step involved the assessment of preconcentration potential of micelle to 

solvent stacking technique (MSS). Elaborated method improved the detection 

sensitivity of selected pharmacologically active substances for about 50-fold in 

comparison to standard hydrodynamic injection mode. 

Lower preconcentration effect of similar compounds was obtained when field-

amplified sample stacking (FASS) technique with repetitive sample injection was 

utilized. To the best of authors knowledge the proposed injection method with FASS 

technique have never been published before. 

The lowest values of limits of detection (LOD) and quantification (LOQ) for 

selected model amines were obtained with field-amplified sample injection (FASI) 

technique. Additional implementation of dispersive liquid – liquid microextraction 
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(DLLME) into the analytical procedure resulted in quantification of the analytes on the 

level of few ng/ml in human urine samples. The researches have also revealed a 

contribution of transient pseudo-isotachophoresis (p-ITP) in stacking mechanism. 

Simultaneous preconcentration of weak acids and basis can be considered as a 

separate issue of the work. For this purpose sweeping under inhomogeneous electric 

field (FASS technique) conditions was proposed. The conducted optimization showed 

varied impact of tested parameters on determined vitamins B, which was insightfully 

discussed in a view of applied technique. 

The last aspect concerned the preconcentration of derivatized samples. In 

experiments twenty biogenic amino acids were coupled with 2,4-dinitrofluorobenzene 

reagent (DNFB) in a presence of sodium tetraborate salt. According to the relatively 

high concentration of borate in a sample zone, acid-induced pH-stacking technique was 

proposed for sensitivity enhancement. It was the first report on the use of this technique 

for anionic compounds preconcentration in CE. The research has also shown high 

sweeping efficiency of cystine as well as aspartic and glutamic acids in the presence of 

borate ions. 

Elaborated methods were preliminary validated which confirmed the application 

potential. 
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Spis u ytych akronimów 

ACN – acetonitryl 

AFMC – ogniskowanie analitów przez rozpad miceli 

BGE – elektrolit rozdzielaj cy 

CE – elektroforeza kapilarna 

Cinj – st enie analitu w strefie próbki [mol/L] 

CMC – krytyczne st enie micelarne 

Cstack – st enie analitu w strefie spi trzenia [mol/L] 

DLLME – dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz 

DNFB – 2,4-dinitrofluorobenzen 

E – si a pola elektrycznego [V/cm] 

EF – wspó czynnik wzmocnienia 

EOF – przep yw elektroosmotyczny 

FASI – dozowanie elektrokinetyczne próbki we wzmocnionym polu elektrycznym 

FASS – spi trzanie próbki we wzmocnionym polu elektrycznym 

HCB – bufor o wysokiej przewodno ci 

iPrOH – propan-2-ol 

I.S. – wzorzec wewn trzny 

ITP – izotachoforeza 

kBGE – wspó czynnik retencji analitu w strefie buforu rozdzielaj cego 

KD – wspó czynnik podzia u analitu mi dzy faz  pseudostacjonarn  i roztwór buforu 

kS – wspó czynnik retencji analitu w strefie próbki 

lfocus – ostateczna d ugo  strefy próbki po procesie wzbogacania [cm] 

lgrad – d ugo  strefy próbki po procesie wzbogacania z uwzgl dnieniem zjawiska RFGE 

[cm] 

linj – d ugo  wprowadzonej strefy próbki [cm] 

lstack – d ugo  strefy próbki po procesie spi trzania [cm] 

lsweep – d ugo  strefy próbki po procesie zmiatania [cm] 

LE – elektrolit wiod cy 

LLE – ekstrakcja ciecz-ciecz 

LOD – granica wykrywalno ci 

LOQ – granica oznaczalno ci 

LVSS – spi trzanie du ych obj to ci próbki 
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MCRB – migruj ca granica reakcji chemicznej 

MEKC – micelarna elektrokinetyczna chromatografia 

MeOH - metanol 

MSS – spi trzanie analitów na drodze przeniesienia z miceli do rozpuszczalnika 

organicznego 

mtITP – micelarna przej ciowa izotachoforeza 

p-ITP – przej ciowa pseudo-izotachoforeza 

RFGE – efekt ró nicy wspó czynnika retencji 

SEI – selektywne zubo aj ce dozowanie elektrokinetyczne 

S/N – stosunek sygna u do szumu 

TE – elektrolit terminuj cy (ograniczaj cy, ko cz cy) 

Tris – 2-amino-2-hydroksymetylopropano-1,3-diol 

tITP – przej ciowa izotachoforeza 

VEOF – pr dko  przep ywu elektroosmotycznego [m/s] 

Veff – pr dko  migracji elektroforetycznej jonu w polu elektrycznym [m/s] 

Vanal – wypadkowa pr dko  poruszania si  cz steczki w kapilarze [m/s] 

 – ruchliwo  elektroforetyczna [cm
2
/Vs] 

 – przewodnictwo elektryczne o rodka [S/m] 

 – stosunek przewodno ci bufor rozdzielaj cy/próbka 

S – stosunek obj to ci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie próbki 

BGE – stosunek obj to ci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie buforu 

rozdzielaj cego  
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I. Wst p 
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1. Spi trzanie 

1.1. Spi trzanie próbki we wzmocnionym polu elektrycznym (FASS) 

Spi trzanie (ang. stacking) jest najstarsz  technik  wzbogacania analitu  

w kapilarze. Pierwsze doniesienia na temat tego zjawiska pochodz  z roku 1950 [1].  

W swojej pracy Haglund i Tiselius zwrócili uwag  na zaw enie pasm rozdzielanych 

substancji przy zastosowaniu próbki o ni szej przewodno ci w stosunku do bufory 

rozdzielaj cego. Podobne spostrze enia poczynione przez ten sam zespó  naukowy 

dotyczy y planarnej elektroforezy elowej [2]. Jakkolwiek, podstawy teoretyczne tego 

zjawiska, w kontek cie elektroforezy kapilarnej, zosta y przedstawione dopiero pod 

koniec lat osiemdziesi tych przez Mikkers i wspó pracowników [3]. 

 

Rys. 1. Schemat spi trzania zwi zków kationowych we wzmocnionym polu elektrycznym. (A) Próbka zawieraj ca 

zjonizowane anality zostaje hydrodynamicznie wprowadzona do kapilary uprzednio wype nionej buforem 

rozdzielaj cym. (B) Po przy o eniu napi cia nast puje migracja kationów w kierunku katody. (C) W wyniku ró nicy 

w przewodno ci próbki i buforu rozdzielaj cego, anality ulegaj  spi trzeniu na granicy o rodków o ró nej 

przewodno ci. (D) W ostatnim etapie anality ulegaj  rozdzieleniu i detekcji. 

Istot  zjawiska spi trzania jest gwa towna zmiana szybko ci migracji 

elektroforetycznej cz steczek na granicy dwóch o rodków. W przypadku dozowania do 

kapilary próbki o niskiej przewodno ci w stosunku do buforu rozdzielaj cego (FASS), 

ró nica w szybko ci migracji jonu pomi dzy tymi dwoma o rodkami wynika z ró nych 

warto ci przewodno ci próbki i buforu (Rysunek 1). 
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Wzbogacenie analitów jest wprost proporcjonalna do stosunku przewodno ci 

elektrycznej buforu rozdzielaj cego i próbki: 

 Cstack = Cinj  (1)

, gdzie: Cstack – st enie analitu w strefie spi trzenia [mol/L]; Cinj – st enie analitu  

w strefie próbki [mol/L];  – stosunek przewodno ci bufor rozdzielaj cy/próbka [ - ]. 

W praktyce zale no  ta zostaje spe niona jedynie dla ma ych obj to ci 

dozowanej próbki [4]. Wi kszym obj to ciom dozowania towarzyszy szereg zjawisk 

okre lanych wspólnym mianem „dyspersji elektroforetycznej”, w wyniku której 

uzyskiwany sygna  ulega poszerzeniu [3 - 5]. Co wi cej, niska przewodno  elektryczna 

próbki mo e prowadzi  do zaburze  w przewodzeniu pr du elektrycznego w kapilarze. 

Z tego wzgl du technika FASS, mimo prostoty wykonania, posiada znaczne 

ograniczenia pod wzgl dem obj to ci dozowanej próbki, co z kolei przek ada si  na 

stosunkowo niewielki wspó czynnik wzmocnienia dla tej techniki (zwykle < 100) [6]. 

1.2. Spi trzanie du ych obj to ci próbki (LVSS) 

Spi trzanie du ych obj to ci próbki (ang. large volume sample stacking) 

wymaga wyd u enia okresu ogniskowania analitu na granicy o rodków próbka/bufor 

rozdzielaj cy przed w a ciwym etapem rozdzielania elektroforetycznego. W technice tej 

etap spi trzania prowadzi si  przy jednoczesnym usuwaniu matrycy próbki w celu 

ujednolicenia rozk adu pola elektrycznego wewn trz kapilary. Usuwanie matrycy 

próbki z kapilary odbywa si  najcz ciej przy u yciu tzw. „ pompy elektroosmotycznej” 

[7; 8]. Istot  procesu jest taki dobór warunków elektroforetycznych, aby wektor 

migracji analitu by  skierowany do detektora, przeciwnie do przep ywu 

elektroosmotycznego (ang. electroosmotic flow, EOF). 
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Rys. 2. Schemat mechanizmu LVSS bez zmiany polaryzacji elektrod (|Vanal| > |VEOF|). (A) Do kapilary wype nionej 

buforem rozdzielaj cym wprowadza si  du  obj to  próbki zawieraj cej anality kationowe. (B) Po przy o eniu 

napi cia nast puje spi trzanie jonów na granicy o rodków o ró nej przewodno ci. (C, D) Ze wzgl du na wy sz  

warto  szybko ci migracji elektroforetycznej oznaczanych zwi zków od szybko ci przep ywu elektroosmotycznego, 

po etapie spi trzania nast puje dalsza migracja analitów w kierunku katody, ich rozdzielenie i detekcja. 

W przypadku, gdy bezwzgl dna warto  szybko ci migracji analitu jest wi ksza 

ni  bezwzgl dna warto  szybko ci przep ywu elektroosmotycznego (|Vanal| > |VEOF|), 

analiz  prowadzi si  przy sta ej polaryzacji elektrod (Rysunek 2) [6]. W przeciwnym 

razie (|Vanal| < |VEOF|), po etapie spi trzania z jednoczesnym usuwaniem matrycy, 

polaryzacja elektrod ulega odwróceniu (Rysunek 3) [6]. W tym przypadku etap 

spi trzania prowadzi si  do momentu uzyskania warto ci nat enia pr du bliskiej jego 

warto ci maksymalnej (kapilara w ca o ci wype niona buforem rozdzielaj cym). 

Technika LVSS wymaga precyzyjnej kontroli warto ci i kierunku EOF. W tym celu 

stosuje si  czwartorz dowe sole amoniowe [9], polimery organiczne [10], zewn trzne 

ci nienie przyk adane do wlotu [11] lub wylotu kapilary [12], roztwory o wysokiej 

lepko ci w naczynkach z buforem rozdzielaj cym [13], a tak e powlekanie kapilar 

gotowymi preparatami dost pnymi komercyjnie [12; 14]. Bior c pod uwag  fakt, 

i  efekt wzmocnienia w technikach opartych o dozowanie hydrodynamiczne jest 

w przybli eniu wprost proporcjonalny do obj to ci dozowanej próbki, obni enie 

granicy wykrywalno ci w technice LVSS jest limitowane obj to ci  stosowanej 

kapilary [8]. Jakkolwiek, wykorzystanie dodatkowych mechanizmów wzbogacania 
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analitu w kapilarze (takich, jak zmiatanie), pozwala na wielokrotne dozowanie du ych 

obj to ci próbki do kapilary podczas jednej analizy [15; 16]. Zastosowaniu techniki 

LVSS pozwala zwykle na popraw  czu o ci o dwa rz dy wielko ci [6]. 

 

Rys. 3. Schemat mechanizmu LVSS z zastosowaniem zmiennej polaryzacji elektrod na przyk adzie analitów 

kationowych (|Vanal| < |VEOF|). (A) Du a obj to  próbki zawieraj cej zjonizowane anality zostaje hydrodynamicznie 

wprowadzona do kapilary uprzednio wype nionej buforem rozdzielaj cym. (B) Pod wp ywem przy o onego napi cia 

anality migruj  w kierunku katody i ulegaj  spi trzeniu na granicy o rodków o ró nej przewodno ci. (B, C) 

Odwrócony EOF powoduje usuni cie matrycy próbki z kapilary. (C) Proces spi trzania z jednoczesnym usuwaniem 

matrycy prowadzi si  do momentu uzyskaniu > 90% warto ci nat enia pr du w stosunku do kapilary wype nionej 

jedynie buforem rozdzielaj cym. (D) Nast pnie, polaryzacja elektrod ulega odwróceniu. (E) Poniewa  Veof > Veff, 

nast puje przep yw analitów w kierunku detektora, ich rozdzielenie i detekcja. 

1.3. Dozowanie elektrokinetyczne próbki we wzmocnionym polu elektrycznym 

(FASI) 

Spi trzanie analitów we wzmocnionym polu elektrycznym z zastosowanie 

dozowania elektrokinetycznego pozwala na przezwyci enie problemu zwi zanego  

z ograniczon  obj to ci  kapilary. Dozowanie analitów w tej technice odbywa si   

na drodze jednocze nie zachodz cych zjawisk elektroosmozy i elektroforezy. 

To w a nie efekt elektroforetyczny jest odpowiedzialny za nieproporcjonalne 

w stosunku do obj to ci wprowadzanie analitów do kapilary [17; 18]. Umo liwia to 

dozowanie znacznych ilo ci analitu bez widocznego efektu poszerzenia sygna u, 
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b d cego wynikiem prze adowania obj to ciowego kapilary [18]. Przep yw cieczy 

w kapilarze podczas dozowania elektrokinetycznego na skutek elektroosmozy znacz co 

wp ywa zarówno na poszerzenie uzyskiwanych sygna ów, jak i spadek ich 

intensywno ci [18; 19]. Efekt ten jest pomijalnie ma y w przypadku stosunkowo 

krótkiego czasu dozowania próbki [18]. Zastosowanie d u szego czas dozowania 

próbki, w celu uzyskania wi kszego efektu wzmocnienia sygna u, wymaga wdro enia 

ró nych modyfikacji, maj cych ograniczy  niekorzystne zjawisko przep ywu cieczy w 

kapilarze. W celu eliminacji lub ograniczenia EOF stosuje si  bufor rozdzielaj cy o 

niskiej warto ci pH (< 3.0) [20], powlekanie 

wewn trznych cian kapilary [21], a tak e 

przyk adanie zewn trznego ci nienia w celu 

zbalansowania przep ywu [22]. Poniewa  efekt 

wzmocnienia w technice FASI jest wprost 

proporcjonalny do ró nicy w przewodno ci 

próbki i buforu rozdzielaj cego, dodatkowy 

efekt wzmocnienia sygna u mo na uzyska  

poprzez dodatek rozpuszczalników 

organicznych do roztworu próbki [23]. Tak e 

dodatek niewielkiej ilo ci kwasu lub zasady do 

próbki w celu zapewnienia w a ciwej jonizacji 

analitów mo e znacz co poprawi  czu o  

metody [23]. Bardzo cz sto wykorzystuje si  

tak e dozowanie do kapilary, bezpo rednio 

przed próbk , krótkiej strefy o niskiej 

przewodno ci (zazwyczaj wody lub bardzo 

rozcie czonego roztworu rozdzielaj cego, ang. head-column injection) [23]. 

Uzyskiwany efekt wzmocnienia w technice FASI wynosi zwykle od dwóch do czterech 

rz dów wielko ci [6]. Ze wzgl du na nieproporcjonalny ubytek analitu z próbki 

w stosunku do jej obj to ci oraz efekty elektrolityczne towarzysz ce dozowaniu 

elektrokinetycznemu zaleca si , aby ka dorazowe dozowanie prowadzi  przy u yciu 

wie ego roztworu próbki [23; 24]. Na Rysunku 4 przedstawiono sygna y uzyskiwany 

dla danej substancji podczas wielokrotnego dozowania elektrokinetycznego tego 

samego roztworu próbki. Zaznacza si  zarówno mniejsza wysoko  jak i pole 

powierzchni uzyskiwanych pików, co obrazuje zmiany zachodz ce w roztworze próbki 

Rys. 4. Wp yw wielokrotnego dozowania tej

samej próbki przy pomocy techniki FASI na

uzyskiwany sygna . Cyfry na rysunku wskazuj

na krotno  dozowania. 
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po ka dorazowym jej dozowaniu. Tak e kszta t i po o enie elektrody wzgl dem wlotu 

kapilary ma znacz cy wp yw na ilo  dozowanej substancji [25]. 

Technika FASI pozwala na popraw  czu o ci metody analitycznej poprzez 

wyd u anie czasu dozowania próbki. Mo e to skutkowa  poszerzeniem uzyskiwanego 

pasma substancji w kapilarze. Jakkolwiek, ilo  wprowadzanego analitu w dalszym 

ci gu b dzie wzrasta  w miar  wyd u ania czasu dozowania próbki. Stosowanie bardzo 

d ugiego czasu dozowania próbki (powy ej 60 - 80 s) z jednoczesnym stosowaniem 

stosunkowo wysokiego napi cia (> 10 kV) wymaga zastosowania dodatkowego 

mechanizmu wzbogacania analitu w kapilarze takiego, jak zmiatanie [24] 

lub przej ciowa izotachoforeza [26]. Szczegó owy opis tych technik zosta  

przedstawiony w dalszych rozdzia ach pracy (Rozdzia y I.2.2. i I.3.2.). 

1.4. Techniki oparte na destabilizacji miceli 

Ogniskowanie analitów poprzez rozpad miceli (ang. analyte focusing by micelle 

collapse, AFMC) jest jedn  z najm odszych technik wzbogacania analitu w kapilarze 

[27]. W technice tej anality dozowane do kapilary w roztworze surfaktantu (Rys. 5A) 

ulegaj  spi trzeniu na granicy stref próbka/bufor rozdzielaj cy na skutek destabilizacji 

miceli (Rys. 5B – D). Efekt ten uzyskuje si  poprzez: (i) dobór surfaktantu w strefie 

próbki w st eniu nieznacznie przekraczaj cym krytyczne st enie micelarne 

(ang. critical micellar concentration, CMC) danego surfaktantu; (ii) dodatek 

rozpuszczalnika organicznego do roztworu rozdzielaj cego. Po etapie ogniskowania 

anality ulegaj  rozdzieleniu przy pomocy MEKC (Rys. 5E). Pocz tkowo technika 

AFMC w po czeniu z MEKC by a dedykowana jedynie dla cz steczek neutralnych 

elektrycznie [27 - 30]. W pó niejszych latach wprowadzano kolejne modyfikacje 

techniki AFMC (technika MSS) umo liwiaj ce wzbogacanie i rozdzielanie analitów 

kationowych i/lub anionowych za pomoc  CZE [31; 32], elektroforezy kapilarnej 

w rodowisku niewodnym [33] lub EKC [34]. Hydrodynamiczne dozowanie próbki 

w omawianych technikach pozwala na wzmocnienie sygna u od kilkudziesi ciu do 

kilkuset razy [31 - 34], podczas gdy najwy sze wspó czynniki wzmocnienia 

(ang. enhancement factor, EF) dla tej techniki odnotowano przy jednoczesnym 

stosowaniu techniki FASI i MSS (ponad tysi ckrotne wzmocnienie sygna u) [35; 36]. 
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Rys. 5. Schemat mechanizmu techniki AFMC. (A) Do kapilary wype nionej micelarnym buforem rozdzielaj cym, 

zawieraj cym dodatek rozpuszczalnika organicznego, wprowadza si  du  obj to  próbki. Matryca analityczn  

próbki równie  zawiera surfaktant, jednak e w st eniu znacznie ni szym ni  bufor rozdzielaj cy, nieznacznie 

przekraczaj cym krytyczne st enie micelarne tenzydu w tych warunkach. (B) Anality ulegaj ce sorpcji przez 

micele, pod wp ywem przy o onego napi cia migruj  w strefie próbki w kierunku katody. (B - D) Wi ksza pr dko  

przep ywu elektroosmotycznego w stosunku do pr dko ci migracji analitów w strefie próbki skutkuje spi trzaniem 

analitów po stronie anodowej próbki. Spi trzanie jest efektem destabilizacji miceli próbki w zetkni ciu z buforem 

rozdzielaj cym o ni szej sile jonowej i zawieraj cym rozpuszczalnik organiczny. (E) Ostatecznie anality ulegaj  

sorpcji przez micele znajduj ce si  w buforze rozdzielaj cym i rozdzieleniu przy pomocy MEKC. Nale y zaznaczy , 

i  technika AFMC jest dedykowana zwi zkom elektrycznie oboj tnym. 

Liczbowe warto ci wspó czynników wzmocnienia uzyskiwane przy pomocy 

technik FASS i AFMC/MSS nie ró ni  si  w znacz cy sposób. Jakkolwiek, istnieje 

kilka ró nic pomi dzy tymi dwoma podej ciami do omawianego zagadnienia. 

(i) Po pierwsze, w technikach MSS i AFMC przewodno  próbki jest równa lub wy sza 

od przewodno ci stosowanego buforu rozdzielaj cego, co pozwala na dozowanie 

wi kszych obj to ci próbki bez destabilizacji nat enia pr du podczas analiz. W efekcie 

uzyskuje si  nieznaczn  popraw  czu o ci na korzy  MSS i AFMC. (ii) Po wtóre, 

w celu destabilizacji miceli obecnych w próbce (MSS i AFMC), bufor rozdzielaj cy 

zawiera stosunkowo du  zawarto  rozpuszczalnika organicznego (np. 60% metanolu 

lub 30% acetonitrylu) [31; 32]. Co wi cej, w technikach tych warunki rozdzielania 

dobiera si  tak, aby efektywny kierunek migracji stosowanego surfaktantu by  
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skierowany do wlotu kapilary. Dzi ki temu techniki MSS i AFMC s  kompatybilne 

z detekcj  MS [30; 32]. Poniewa  w technice FASS efekt wzmocnienia jest wprost 

proporcjonalnie do ró nicy w przewodno ci granicz cych ze sob  o rodków, dodatek 

rozpuszczalników organicznych do buforu rozdzielaj cego wp ywa niekorzystnie na 

uzyskiwan  popraw  czu o ci. W praktyce brak jest jednoznacznych danych 

literaturowych na temat ró nicy w uzyskiwanych efektach pomi dzy omawianymi 

technikami. (iii) Po trzecie, zastosowanie micelarnej matrycy próbki pozwala  

na znaczn  popraw  rozpuszczalno ci substancji silnie hydrofobowych [27; 28; 37]. 

Nale y zaznaczy , i  wy szy efekt wzmocnienia w technikach AFMC i MSS mo na 

uzyska  przez czenie ich z innymi mechanizmami akumulacji analitów takimi, jak 

FASI [35] lub zmiatanie [38; 39]. 

 

Rys. 6. Przyk adowy schemat mechanizmu dwuwymiarowego rozdzielania substancji kationowych i oboj tnych w 

jednej kapilarze przy u yciu technik CZE i MEKC. (A) Do kapilary wype nionej buforem CZE o niskiej warto ci pH 

próbka wprowadzana jest hydrodynamicznie. (B) Pod wp ywem przy o onego napi cia kationy ulegaj  spi trzeniu na 

granicy o rodków próbka/bufor rozdzielaj cy, (C) a nast pnie ulegaj  rozdzieleniu przy pomocy CZE. (B, C) W tym 

czasie substancje elektrycznie oboj tne, wobec ma ej warto ci EOF (niskie pH buforu), poruszaj  si  z niewielk  

pr dko ci  w kierunku detektora. (D) Po zako czonym etapie rozdzielania z u yciem CZE nast puje zmiana 

naczynek z buforem rozdzielaj cym na ko cach kapilary na MEKC. (E, F) Odwrócona polaryzacja elektrod skutkuje 

penetracj  fazy pseudostacjonarn  przez próbk  i sorpcj  (zmiataniem) pozostaj cych tam analitów, a nast pnie ich 

rozdzieleniem przy pomocy MEKC. 
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Interesuj cym wykorzystaniem technik AFMC i MSS jest wzbogacanie próbki 

w dwuwymiarowej analizie elektroforetycznej przy u yciu MEKC i CZE, prowadzonej 

w tej samej kapilarze (ang. 2D heart-cutting capillary electrophoresis) [37; 40]. 

Przyk adowy schemat rozdzielania substancji oboj tnych elektrycznie i kationowych 

ilustruje Rysunek 6. Próbk  wprowadza si  hydrodynamicznie do kapilary wype nionej 

buforem o niskiej warto ci pH (Rysunek 6A). Przy o enie napi cia skutkuje migracj  

kationów w kierunku katody, podczas gdy anality oboj tne poruszaj  si  znacznie 

wolniej na skutek niewielkiej warto ci EOF (Rysunek 6B i C). Po detekcji analitów 

kationowych nast puje zmiana polaryzacji elektrod i rozdzielanie analitów neutralnych 

na drodze MEKC (Rysunek 6D - F). W prezentowanym przyk adzie anality kationowe 

ulegaj  wzbogaceniu na drodze spi trzania pod wp ywem przy o onego napi cia, 

natomiast ogniskowanie analitów elektrycznie oboj tnych uzyskuje si  poprzez 

zmiatanie przy pomocy fazy pseudostacjonarnej [37]. Zastosowanie technik AFMC 

i MSS pozwala na odwrócenie uk adu rozdzielaj cego (przej cie MEKC do CZE)  

[37; 40]. Po umieszczeniu analitów w buforze zawieraj cym micele i rozdzieleniu ich 

przy pomocy MEKC nast puje przej cie do CZE z jednoczesnym ogniskowaniem 

analitów poprzez rozpad miceli. Mo e to nast pi  „p ynnie” (bez konieczno ci zmiany 

fiolek z buforami na ko cach kapilary [37]) lub przy zastosowaniu zewn trznego 

ci nienia wraz ze zmian  zawarto ci rezerwuarów buforowych [40]. Koncepcja 

dwuwymiarowego rozdzielania analitów w jednej kapilarze nie jest nowa w technikach 

elektromigracyjnych [41], jednak e wykorzystanie technik AFMC i MSS 

 w tej dziedzinie najlepiej wiadczy o zapotrzebowaniu na tego typu rozwi zania. 

Pomimo niewielu doniesie  na temat dwuwymiarowej CE, wst pne wyniki s  bardzo 

obiecuj ce i z pewno ci  b d  intensywnie rozwijane w najbli szych latach. 

1.5. pH-spi trzanie 

Jak ju  wspomniano, g ównym ograniczeniem techniki FASS jest obj to  

próbki, jak  mo na wprowadzi  do kapilary bez utraty sprawno ci uk adu 

rozdzielaj cego. Z tego powodu wprowadzono szereg modyfikacji i alternatywnych 

rozwi za  jak techniki LVSS, AFMC i MSS. Kolejn  mo liwo ci  jest „wytworzenie” 

strefy wzmocnionego pola elektrycznego wewn trz kapilary podczas analizy pod 

wp ywem ró nicy warto ci pH stosowanych roztworów. Efekt ten mo na uzyska  

poprzez wprowadzenie próbki do kapilary pomi dzy roztwór zasady (przed próbk ) 

i kwasu (za próbk ) stosuj c normaln  polaryzacj  elektrod [42]. Po przy o eniu 
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napi cia jony hydroniowe migruj  w kierunku katody, podczas gdy jony hydroksylowe 

w kierunku przeciwnym, w wyniku czego (w strefie próbki) zachodzi reakcja 

zoboj tniania i wytworzenie strefy niskiej przewodno ci.  

Schwer i Lottspeich wykazali skuteczno  hydrodynamicznego dozowania 

próbki do kapilary pomi dzy roztwór kwasu i zasady we wzbogacaniu peptydów w CE 

[42]. Podobne rozwi zanie znalaz o zastosowanie w wielu badaniach biomedycznych 

[43 - 50], szczególnie w analizie substancji amfifilowych [44; 46; 48 - 50], ale tak e 

cz steczek o adunku jednoimiennym [43 - 45]. Du a zalet  tej techniki jest jej 

kompatybilno  z detektorem MS [44 - 50], a tak e mo liwo  analizy próbek 

biologicznych po uprzednim ich rozcie czeniu w odpowiedniej matrycy analitycznej 

[45 - 47], co znacz co skraca czas ca ej procedury, a tak e pozwala na unikni cie 

b dów i strat w trakcie procesu ekstrakcji. Interesuj cy wydaje si  by  udzia  

przej ciowej izotachoforezy (ang. transient isotachophoresis, tITP) w mechanizmie 

wzbogacania analitów [42; 44; 51; 52]. Jakkolwiek, efektywno  tITP w omawianym 

procesie nie zosta a jak dot d oszacowana. 

Podobna strategia, jednak e oparta na dozowaniu elektrokinetycznym próbki, 

zosta a opracowana przez zespó  profesora Craig’a Lunte [53; 54]. Wzbogacanie analitu 

przy pomocy techniki pH-spi trzania indukowanego kwasem zosta o schematycznie 

przedstawione na Rysunku 7. Istot  tego procesu jest elektrokinetyczne dozowanie 

próbki (anality kationowe) do kapilary uprzednio wype nionej buforem rozdzielaj cym, 

zawieraj cym anion s abego kwasu (A
-
, Rys. 7A i B). W trakcie dozowania analit ulega 

rozproszeniu w buforze rozdzielaj cym (Rys. 7C). Spi trzanie oznaczanych jonów 

nast puje na skutek elektrokinetycznego dozowania mocnego kwasu (najcz ciej 

0.1 M HCl). Skutkuje to odwróceniem dysocjacji s abego kwasu, b d cego sk adnikiem 

buforu rozdzielaj cego, a tym samym utworzeniem strefy o niskiej przewodno ci, 

w której anality ulegaj  przy pieszeniu, a nast pnie spi trzeniu na granicy utworzonych 

o rodków (Rys. 7C i D). Rozdzielanie i detekcja oznaczanych zwi zków nast puje 

poprzez umieszczenie obu ko ców kapilary w buforze rozdzielaj cym, a nast pnie 

przy o enie wysokiego napi cia (Rys. 7E). Analogiczny schemat stosuje si  w 

przypadku oznaczania anionów, jednak e w tym przypadku bufor rozdzielaj cy zawiera 

w swoim sk adzie kation s abej zasady, a spi trzanie indukuje elektrokinetyczne 

dozowanie mocnej zasady (najcz ciej 0.1 M NaOH) [55; 56]. Oznaczanie anionów 

wymaga tak e ograniczenia, eliminacji lub odwrócenia przep ywu elektroosmotycznego 

[55; 56].  
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Rys. 7. Schemat mechanizmu wzbogacania analitów kationowych przy pomocy techniki pH-spi trzania 

indukowanego kwasem. (A, B) Do kapilary wype nionej buforem rozdzielaj cym, zawieraj cym anion s abego 

kwasu, elektrokinetycznie dozuje si  próbk . (C) Prowadzi to do rozproszenia oznaczanych kationów w buforze 

rozdzielaj cym. (C, D) Elektrokinetyczne dozowanie mocnego kwasu prowadzi do protonowania anionów obecnych 

w buforze rozdzielaj cym z utworzeniem s abo zdysocjowanego kwasu HA. (D) W efekcie powstaje strefa o ni szej 

przewodno ci w stosunku do buforu rozdzielaj cego, w której anality ulegaj  przy pieszeniu, a nast pnie spi trzeniu 

na granicy o rodków o ró nej przewodno ci. (E) Ostatecznie kationowe sk adniki próbki ulegaj  rozdzieleniu, 

a nast pnie oznaczeniu przy pomocy detektora. Oznaczenia: A- - anion s abego kwasu HA, sk adnik buforu 

rozdzielaj cego; zacienione pole symbolizuje bufor rozdzielaj cy. 

Eksperymentalnie wyznaczono, i  najbardziej optymalnym stosunek czasu 

dozowania próbki (przy danym napi ciu) do czasu dozowania kwasu (lub zasady) 

wynosi 1,6 [54; 57]. Jakkolwiek, pó niejsze badania wykaza y, i  nie jest on sta y 

i zale y od ruchliwo ci analitu i sk adu stosowanego buforu rozdzielaj cego [58]. 

Czu o  w tej technice mo na dodatkowo zwi kszy  poprzez: (i) zastosowanie ci nienia 

bezpo rednio po etapie spi trzania, w celu usuni cia strefy o niskiej przewodno ci [58]; 

(ii) obni enie przewodno ci próbki, co zwi ksza ilo  dozowanej substancji w czasie 

[59]. Niezwykle wysok  sprawno  rozdzielania (> 10
6
 N/m) mo na uzyska  poprzez 

czenie technik pH-spi trzania i dynamicznego krzy owania pH [60]. Jakkolwiek, 

eksperymentalnie wykazano skuteczno  tego po czenia jedynie w w skim zakresie 

pH stosowanego buforu w stosunku do warto ci pKa oznaczanych substancji [60]. 
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Ogromn  zalet  techniki pH-spi trzania jest mo liwo  jej stosowania 

dla próbek o wysokiej sile jonowej [54 - 57], co pozwala na bezpo rednie u ywanie 

pH-spi trzania w analizie próbek biologicznych [59; 61 - 63]. 

1.6. Dynamiczne krzy owanie pH 

Ju  na pocz tku lat dziewi dziesi tych Aebersold i Morrison zaobserwowali 

wp yw pH matrycy próbki na efekt wzmocnienia sygna u [64]. Dla syntetycznych 

peptydów rozdzielanych przy pomocy buforu cytrynianowego (pH 2,5), istotn  popraw  

czu o ci obserwowano przy zastosowaniu roztworu amoniaku jako matrycy analitycznej 

próbki, podczas gdy rozpuszczenie analitów w buforze rozdzielaj cym nie dawa o 

takiego efektu. Co wi cej, sprawno  uk adu by a sta a pomimo zwi kszania obj to ci 

dozowania amoniakalnego roztworu próbki [64]. Autorzy pracy efekt wzmocnienia 

sygna u t umaczyli zmian  zwrotu wektora migracji elektroforetycznej oznaczanych 

peptydów przebiegaj cego wraz ze zmian  warto ci pH o rodka (pH matrycy 

analitycznej próbki > pI analitów, podczas gdy pH buforu rozdzielaj cego 

< pI analitów). McKibbin i wspó . zaobserwowali efekt wzmocnienia sygna u dla 

epinefryny podczas analizy preparatów stomatologicznych [65]. Zastosowanie buforu 

boranowego (pH 10,1) w przypadku badanych próbek (pH 3,0 – 3,5) pozwoli o 

na popraw  parametrów rozdzielania (wysoko  i szeroko  sygna u) w obecno ci 

stosunkowo du ego st enia soli w próbce (155 mM NaCl) [65], co wskazywa o 

na spi trzanie analitu na skutek ró nicy w jego jonizacji na granicy dwóch o rodków, 

a nie wzmocnienia pola elektrycznego w strefie próbki na skutek reakcji zoboj tniania. 

Du y wk ad w wyja nienie samego zjawiska mia y pracy Cao [66 - 68]. Wnikliwa 

analiza matematyczna zjawiska krzy owania pH na skutek przy o onego napi cia 

zosta a poparta seri  eksperymentów z u yciem elu agarozowego i wska ników 

lokalnej zmiany pH. Eksperymenty wykaza y wyst powanie dwóch o rodków 

o ró nych warto ciach pH z wyra nie zaznaczon  granic  mi dzy nimi, na której 

nast powa o wzbogacanie analitu. 

Termin „dynamiczne (przej ciowe) krzy owanie pH” zosta  zaproponowany 

przez McKibbina i wspó . [69] i obejmuje wszystkie techniki wzmacniania sygna u 

w elektroforezie kapilarnej polegaj ce na zmianie stopnia jonizacji analitu 

i (w przypadku amfolitów) zmiany adunku na skutek ró nicy w warto ci pH o rodków. 

Nale y zaznaczy , i  równolegle stosowany w literaturze termin migruj cej granicy 
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reakcji chemicznej (ang. moving chemical reaction boundary, MCRB) jest poj ciem 

szerszym, aczkolwiek wykorzystuje si  go w odniesieniu do tego samego zjawiska.  

Na efektywno  procesu maj  wp yw zarówno rodzaj i st enie u ytego 

elektrolitu, jak i pH stosowanych buforów [66 - 68; 70]. Zaznacza si  tak e udzia  

mechanizmu izotachoforetycznego [71]. Przyk adowy schemat mechanizmu 

dynamicznego krzy owania pH dla substancji amfolitycznych zosta  przedstawiony na 

Rysunku 8. 

Technika dynamicznego krzy owania pH pozwala na wzbogacanie zwi zków o 

charakterze s abych kwasów i zasad, a tak e substancji amfolitycznych [65; 69; 70; 72]. 

Krotno  wzmocnienia uzyskiwana przy pomocy tej techniki mie ci si  w granicach od 

kilkudziesi ciu do kilkuset razy [73], podczas gdy modyfikacje dynamicznego 

krzy owania pH oraz czenie z innymi technikami wzbogacania analitu w kapilarze 

pozwalaj  na obni enie granic wykrywalno ci nawet o cztery rz dy wielko ci [74 - 77]. 

 

Rys. 8. Schemat mechanizmu wzbogacania analitów amfolitycznych na drodze dynamicznego krzy owania pH. 

(A) Do kapilary wype nionej buforem rozdzielaj cym o niskiej warto ci pH ci nieniowo dozowana jest próbka o 

wysokim pH. Warto  pH próbki jest wy sza od pI analitów, co skutkuje ujemn  jonizacj  oznaczanych cz steczkach 

w strefie próbki. (B) Pod wp ywem przy o onego napi cia ujemnie na adowane anality migruj  w kierunku anody. 

W zetkni ciu z buforem rozdzielaj cym ich jonizacja ulega zmianie (pH buforu < pI analitów). Prowadzi to do 

spi trzania analitów na granicy tych dwu o rodków. (C) Po neutralizacji strefy wysokiego pH na skutek migracji 

jonów buforu nast puje rozdzielenie i detekcja analitów. 
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2. Zmiatanie 

2.1. Podstawy teoretyczne 

W roku 1984 Terabe i wspó . opublikowali prze omow  prac  dotycz c  

zastosowania miceli jako dodatku do buforu rozdzielaj cego w CE [78]. Umo liwi o to 

elektrokinetyczne rozdzielanie substancji elektrycznie oboj tnych, a tym samym 

zapocz tkowa o nowy rozdzia  w dziedzinie technik elektromigracyjnych – micelarn  

elektrokinetyczn  chromatografi . Fenomen rozdzielania substancji przy pomocy 

MEKC polega na wspó istnieniu dwóch faz wewn trz kapilary: pseudostacjonarnej 

(micele) i buforu rozdzielaj cego. Wspó czynnik podzia u (KD) pomi dzy te dwie fazy, 

obok zjawisk elektroforetycznych typowych dla konwencjonalnej CZE, odgrywa 

kluczow  rol  w mechanizmie rozdzielania substancji w MEKC. Stopie  

powinowactwa analitu do fazy pseudostacjonarnej zale y przede wszystkim  

od w a ciwo ci hydrofilowych/hydrofobowych oraz adunku zarówno analitu, 

jak i rodzaju u ytego surfaktantu. MEKC stanowi obecnie najcz ciej stosowany tryb 

EKC. Du e znaczenie ma tak e zastosowanie cyklodekstryn, mikroemulsji, a tak e 

roztworów polimerów jako fazy pseudostacjonarnej [79]. 

Oddzia ywanie fazy pseudostacjonarnej z analitem mo e zosta  wykorzystane 

w celu akumulacji (wzbogacenia) oznaczanych zwi zków do postaci w skiego pasma. 

Opis tego procesu i teoretyczne jego podstawy zosta y przedstawione przez Quirino 

i Terabe na amach presti owego czasopisma Science [80]. Autorzy w swojej pracy, w 

celu zobrazowania samego procesu, pos u yli si  porównaniem do „zmiatania ziarenek 

ry u przy pomocy szczotki”. St d te  pochodzi nazwa omawianej techniki – zmiatanie 

(ang. sweeping). Schematycznie mechanizm techniki zmiatania zosta  przedstawiony 

na Rysunku 9. Podstaw  zjawiska jest brak fazy pseudostacjonarnej w próbce  

(Rys. 9 A). Pod wp ywem przy o onego napi cia nast puje penetracja fazy 

pseudostacjonarnej przez stref  próbki (Rys. 9 B - D). Sk adniki próbki ulegaj  retencji 

na micelach, co prowadzi do ich akumulacji i wzbogacenia. Ko cowy etap polega na 

rozdzieleniu analitów na drodze MEKC (Rys. 9 E). W omawianym przyk adzie 

przedstawiono sytuacj , w której bufor rozdzielaj cy sk ada si  z surfaktantu 

anionowego i roztworu elektrolitu o niskiej warto ci pH. W efekcie prowadzi to do 

znikomej jonizacji grup silanolowych na powierzchni kapilary i ma ej warto ci 

przep ywu elektroosmotycznego. W tych warunkach efektywna migracja miceli 

obecnych w buforze rozdzielaj cym odbywa si  w kierunku anody. W celu detekcji 
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analitów w tych warunkach stosuje si  odwrócon  polaryzacj  elektrod. Z tego wzgl du 

niektórzy autorzy dodatkowo wyró niaj  zmiatanie (lub spi trzanie) przy pomocy fazy 

pseudostacjonarnej o odwróconym kierunku migracji miceli (ang. reverse migrating 

micelles) [79]. Jakkolwiek, idea samego mechanizmu jest taka sama. W niniejszej pracy 

dla uproszczenia stosowany b dzie ujednolicony termin ‘zmiatanie’. 

 

Rys. 9. Schemat przedstawiaj cy proces zmiatania analitów oboj tnych elektrycznie przy u yciu buforu 

rozdzielaj cego o niskim pH, zawieraj cego micele anionowe. (A) Do kapilary wype nionej buforem rozdzielaj cym 

dozowana jest du a obj to  próbki niezawieraj cej miceli. (B - D) Odwrócona polaryzacja elektrod i kwa ne pH 

buforu skutkuje niewielkim przep ywem elektroosmotycznym w kierunku katody, podczas gdy wypadkowa pr dko  

migracji miceli anionowych w tych warunkach skierowana jest do anody. Przy o enie wysokiego napi cia powoduje 

penetracj  próbki przez faz  pseudostacjonarn  i akumulacj  analitów po stronie katodowej próbki. (D, E) Po etapie 

wzbogacania nast puje rozdzielanie analitów przy pomocy MEKC i ich detekcja. 

 Skuteczno  efektu zmiatania zale y przede wszystkim od powinowactwa 

analitu do fazy pseudostacjonarnej. Zale no  t  obrazuje poni sze równanie: 

 lsweep = linj  (2)

, gdzie: lsweep –  d ugo  strefy próbki po procesie zmiatania [cm]; linj – d ugo  strefy 

próbki wprowadzonej do kapilary [cm]; kS – wspó czynnik retencji analitu w strefie 

próbki [ - ]. 
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W efekcie wspó czynnik EF w technice zmiatania, wyra ony stosunkiem 

d ugo ci strefy dozowanej do d ugo ci strefy po procesie wzbogacania (dla du ych 

warto ci kS), w przybli eniu równy jest wspó czynnikowi retencji analitu. 

 EF =  = 1 + kS  kS (3)

W praktyce zale no  ta jest spe niona jedynie dla analitów oboj tnych 

elektrycznie i w przypadkach, gdy przewodno  próbki i buforu rozdzielaj cego s  

równe (  = 1) [81; 82]. Niezgodno ci eksperymentalne dla zale no ci (3) dla   1 

wynikaj  ze z o ono ci i wieloetapowego charakteru procesu zmiatania. W ramach 

ca ego procesu mo na wyró ni  trzy etapy: (i) spi trzanie lub rozmycie 

(ang. destacking) miceli na granicy o rodków bufor rozdzielaj cy/próbka; (ii) w a ciwy 

etap zmiatania analitów przez spi trzon  lub rozmyt  faz  pseudostacjonarn ; 

(iii) a tak e spi trzanie lub rozmycie zakumulowanej strefy analitów na granicy 

próbka/bufor rozdzielaj cy [81 - 84]. 

 Zmiany zachodz ce w poszczególnych roztworach w kapilarze w procesie 

wzbogacania przy pomocy techniki zmiatania charakteryzuje wspó czynnik zmiany 

stosunku faz  (ang. phase ratio shift factor): 

  =  =  (4)

, gdzie: S – stosunek obj to ci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie próbki 

[ - ]; BGE – stosunek obj to ci fazy pseudostacjonarnej do wodnej w strefie buforu 

rozdzielaj cego [ - ]; kBGE – wspó czynnik retencji analitu w strefie buforu [ - ]. 

Wp yw wspó czynnika  na efekt zmiatania analitów przedstawia poni sze 

równanie: 

 lfocus = linj (5)

, gdzie: lfocus – ostateczna d ugo  strefy próbki po procesie wzbogacania [cm]. 

Istnieje kilka zagadnie  b d cych konsekwencj  Równania (5): 

1. Efekt przewodno ci próbki w procesie zmiatania zaznacza si  w mniejszym 

stopniu dla substancji o du ych warto ciach kBGE [82]. 

2. W przypadku, gdy  = , efektywno  procesu zmiatania jest niezale na od 

stosunku przewodno ci próbki i buforu rozdzielaj cego. Do wiadczalnie 

wykazano, i  dla ma ych i rednich warto ci kBGE (< 5) zale no  ta jest 
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spe niona, pod warunkiem nie wyst powania dodatkowych efektów takich, 

jak na przyk ad ró nica w warto ciach pH pomi dzy próbk  i buforem 

rozdzielaj cym (dynamiczne krzy owanie pH) [81 - 83]. 

3. Wyst powanie dodatkowych efektów, zwi zanych z nieproporcjonaln  zmian  

wspó czynnika  w stosunku do ró nicy w przewodno ci faz ( ) tak, i     

mo e prowadzi  do poprawy lub pogorszenia efektywno ci wzbogacania analitu 

[82]. Wykazano, e dla analitów o niskiej warto ci kBGE zastosowanie matrycy 

analitycznej próbki o wy szej przewodno ci w stosunku do buforu 

rozdzielaj cego pozwala uzyska  wi ksze wspó czynniki wzmocnienia sygna u 

ni  przy zastosowaniu homogennego pola elektrycznego w ca ej kapilarze  

[82; 83]. Zmiana obj to ci faz w tych przypadkach wynika z ró nicy w 

stabilno ci miceli w strefie próbki i buforu rozdzielaj cego, np. wy sze st enie 

soli w strefie próbki w stosunku do BGE obni y warto  CMC surfaktantu 

i przesunie równowag  procesu tworzenia miceli na korzy  micelizacji. 

Zwi kszy to obj to  fazy pseudostacjonarnej w strefie próbki, w wyniku czego 

nast pi przyrost wspó czynnika  [82]. Jakkolwiek, zabieg zwi kszania 

przewodno ci próbki wykazuje skuteczno  jedynie w ograniczonym zakresie 

(0.3 <  < 1) [83]. Dalsze zmiany prowadz  do lokalnych ró nic w warto ciach 

przyp ywu elektroosmotycznego, co wp ywa na poszerzenie sygna u. 

Jakkolwiek, Równanie (5) nie uwzgl dnia sytuacji, w których kS  kBGE 

w wyniku ró nic w warto ci wspó czynnika podzia u (KD) analitu w próbce i buforze 

rozdzielaj cym. W przypadku wi kszego powinowactwa analitu do fazy 

pseudostacjonarnej w strefie próbki w stosunku do buforu rozdzielaj cego (kS > kBGE) 

obserwuje si  wy sze wspó czynniki wzmocnienia ni  w przypadku, gdy kS = kBGE. 

Z kolei kS < kBGE skutkuje poszerzeniem pasm analitu w kapilarze. T umaczy si  to 

dodatkowym efektem wyst puj cym bezpo rednio po procesie penetracji (zmiatania) 

strefy próbki przez faz  pseudostacjonarn . Efekt ten zachodzi na granicy próbki 

i roztworu rozdzielaj cego i wynika z ró nicy w pr dko ci migracji analitów (Vanal) 

w tych dwóch o rodkach (spi trzanie). Zjawisko to nosi nazw  ‘efektu ró nicy 

wspó czynnika retencji’ (ang. retention factor gradient effect, RFGE) [85]. 
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  =  (6)

lgrad - d ugo  strefy próbki po procesie wzbogacania z uwzgl dnieniem zjawiska RFGE 

[cm]. 

Po przekszta ceniu Równania (6) otrzymujemy: 

 lgrad =  linj (7)

Równanie (7) uwzgl dnia modyfikacje w sk adzie matrycy analitycznej próbki 

i buforu rozdzielaj cego takie, jak dodatek rozpuszczalnika organicznego [86; 87] oraz 

ró nice w jonizacji analitu pomi dzy o rodkami na skutek ró nic pH [76; 88]. Zwraca 

równie  uwag  fakt, i  efektywno  zmiatania zale y nie tylko od wspó czynnika 

retencji analitu w strefie próbki, ale tak e w strefie buforu. W rezultacie, wy sze 

warto  kS i ni sze warto ci kBGE b d  predysponowa  uk ad do uzyskiwania wy szych 

liczbowo warto ci EF. Z tego wzgl du optymalizacja metody rozdzielania substancji 

przy u yciu MEKC powinna uwzgl dnia  zarówno sk ad buforu rozdzielaj cego 

jak i (je li to mo liwe) sk ad matrycy analitycznej próbki.  

Proces zmiatania (podobnie jak spi trzanie) jest wykorzystywany przede 

wszystkim do wzbogacania analitów (ogniskowania du ych obj to ci próbki) w celu 

poprawy czu o ci metody analitycznej. Jednak e nale y zaznaczy , i  zjawisko to ma 

równie  prze o enie na wyniki uzyskiwane przy zastosowaniu standardowego 

dozowania próbki (kilka nL). Maksymalizacja efektywno ci zmiatania w tym 

przypadku pozwala na popraw  sprawno ci i rozdzielczo ci uk adu [89]. 

2.2. Elektrokinetyczne dozowanie próbki po czone ze zmiataniem 

W a ciwy dobór parametrów kluczowych dla procesu zmiatania pozwala na 

popraw  czu o ci metody zazwyczaj w zakresie od dwóch do trzech rz dów wielko ci 

[90]. Podobnie jak w przypadku pozosta ych technik, tak i tu obj to  próbki poddanej 

procesowi wzbogacenia ogranicza ko cowy efekt wzmocnienia sygna u. Doniesienia 

literaturowe w tym wzgl dzie obejmuj  nie tylko dozowanie du ych obj to ci próbek 

(od kilkunastu do kilkadziesi t procent ca kowitej d ugo ci kapilary) [90], ale tak e 

wype nianie ca ej obj to ci kapilary próbk , a nast pnie zmiatanie i rozdzielanie 

sk adników [91]. Ograniczenie zwi zane z pojemno ci  kapilary o ma ej rednicy 

wewn trznej mo e zosta  przezwyci one poprzez zastosowanie wielokrotnego 
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dozowania próbki [15; 16]. Mo e to jednak e prowadzi  do stopniowej utraty 

sprawno ci rozdzielania uk adu wraz z kolejnymi etapami ogniskowania [15; 16]. 

Jak ju  wspomniano w Rozdziale I.1.3., dozowanie elektrokinetyczne próbki 

pozwala na nieproporcjonalne w stosunku do obj to ci wprowadzanie analitów do 

kapilary. W praktyce pozwala to na dozowanie znacznie wi kszej ilo ci substancji ni  w 

przypadku dozowania ci nieniowego. Jakkolwiek, zachowanie wysokiej sprawno ci 

rozdzielania w po czeniu z dozowaniem elektrokinetycznym próbki wymaga 

wykorzystania dodatkowych efektów takich, jak na przyk ad spi trzanie. Wyd u enie 

czasu dozowania próbki prowadzi jednak do stopniowego spadku intensywno ci 

sygna u i poszerzania si  uzyskiwanego pasma oznaczanej substancji [23]. Z kolei 

zastosowanie dodatkowego mechanizmu wzbogacania analitu w kapilarze takiego, 

jak zmiatanie, pozwala na rozwi zanie tego problemu. 

Zastosowanie dozowania elektrokinetycznego próbki w po czeniu 

ze zmiataniem zosta o po raz pierwszy opisane przez Quirino i Terabe [24]. Schemat tej 

techniki na przyk adzie oznaczania analitów kationowych zosta  przedstawiony na 

Rysunku 10. Do kapilary wype nionej roztworem elektrolitu o niskiej warto ci pH 

(niezawieraj cym fazy pseudostacjonarnej) wprowadza si  roztwór elektrolitu 

o wysokiej przewodno ci (Rysunek 10A). Nast pnie elektrokinetycznie dozuje si  

próbk , która ulega spi trzeniu w strefie o wysokiej przewodno ci (Rysunek 10B). 

Na skutek d ugiego czasu dozowania próbki anality ulegaj  rozproszeniu w strefie 

o wysokiej przewodno ci (Rysunek 10C). Kolejny etap polega na umieszczeniu ko ców 

kapilary w micelarnym buforze rozdzielaj cym i zmianie polaryzacji elektrod 

(Rysunek 10D). Prowadzi to do penetracji strefy wysokiej przewodno ci przez faz  

pseudostacjonarn  i zmiatanie zawartych w niej analitów (Rysunek 10D i E). Po etapie 

zmiatania nast puje rozdzielenie oznaczanych zwi zków przy pomocy MEKC 

(Rysunek 10F). 
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Rys. 10. Schemat mechanizmu techniki SEI w po czeniu ze zmiataniem w MEKC. (A) Do kapilary wype nionej 

buforem o niskim pH niezawieraj cym surfaktantu wprowadza si  elektrolit o wysokiej przewodno ci. (B) Próbk  o 

niskiej przewodno ci, zawieraj c  zjonizowane anality, elektrokinetycznie dozuje si  do kapilary. (B, C) Skutkuje to 

spi trzaniem si  analitów w strefie HCB. (D, E) Zmiana polaryzacji elektrod, a tak e rezerwuarów na ko cach 

kapilary na micelarny bufor rozdzielaj cy, prowadzi do penetracji strefy HCB przez anionowe micele i akumulacji 

analitów. (F) Po procesie zmiatania nast puje rozdzielenie analitów przy pomocy MEKC. Ciemna strefa na rysunku 

reprezentuje roztwór HCB. Bia a strefa symbolizuje kwa ny bufor elektrolitu w wodzie. Szara strefa to micelarny 

bufor rozdzielaj cy. 

 Bardzo wysokie wspó czynniki wzmocnienia (do sze ciu rz dów wielko ci) 

uzyskiwane przy pomocy tej techniki wynikaj  przede wszystkim z du ej ilo ci 

analitów wprowadzonej do kapilary poprzez zastosowanie d ugiego (od kilku 

do kilkunastu minut) dozowania elektrokinetycznego przy stosunkowo wysokim 

napi ciu (zwykle > 10 kV) [24; 92]. Prowadzi to do znacznego zubo enia próbki 

u ywanej podczas analizy (ang. selective exhaustive injection, SEI). Kluczowe czynniki 

wp ywaj ce na efekt wzmocnienia sygna u w tej technice to parametry dozowania 

próbki, d ugo  i przewodno  w strefie buforu o wysokiej przewodno ci (ang. high 

conductivity buffer, HCB), przewodno  próbki, a tak e st enie surfaktantu. 

Jakkolwiek, analiza chemometryczna wykaza a, i  st enie elektrolitu w strefie HCB 

nie wp ywa na popraw  czu o ci metody pod warunkiem, e stosunek 
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HCB do Próbki > 30 [93]. D ugo  strefy HCB z kolei bezpo rednio zale ny 

od parametrów dozowania (czas, napi cie/nat enie) i powinna by  dostatecznie du a, 

aby zapewni  spi trzenie wszystkich analitów w jej obr bie [93]. Wykazano tak e, 

e zastosowanie krótkiej strefy o niskiej przewodno ci bezpo rednio przed dozowaniem 

próbki nie poprawia uzyskiwanych wyników w przypadku d ugiego dozowania 

elektrokinetycznego [23; 24; 92; 93]. T umaczy si  to stopniowym wzrostem 

przewodno ci strefy na skutek migracji jonów w czasie dozowania próbki [93; 94]. 

Dalsze badania wykaza y wzrost powtarzalno ci metody przy zastosowaniu sta ego 

nat enia pr du zamiast sta ego napi cia podczas dozowania próbki [95]. 

Zaobserwowano równie  popraw  czu o ci techniki w przypadku u ycia fosforanu 

monosodowego zamiast kwasu fosforowego w roli HCB, co t umaczy si  

wyst powaniem dodatkowego efektu izotachoforetycznego [95]. 

Obecnie SEI w po czeniu z technik  zmiatania jest jednym z 

najskuteczniejszych sposobów poprawy czu o ci w CE. Jej wad  jest brak mo liwo ci 

wzbogacania analitów neutralnych oraz jednoczesnego dozowania jonów 

ró noimiennych. Niemniej jednak, omawian  technik  z powodzeniem wykorzystuje 

si  do oznaczania zarówno zwi zków organicznych [24; 92], jak i nieorganicznych [96] 

oraz przy zastosowaniu MEKC [24; 92], MEEKC [97], a tak e zmiatania próbki przez 

kompleksowanie [96]. Wykazano tak e aplikacyjno  tej techniki w analizie 

dwuwymiarowej w CE [40; 98]. 

2.3. Inne mechanizmy wzbogacania z u yciem fazy pseudostacjonarnej 

Pierwsze doniesienia na temat procesu zmiatania dotyczy y zastosowania miceli 

anionowych jako fazy pseudostacjonarnej [80]. Pó niejsze prace wykaza y skuteczno  

zmiatania przy pomocy miceli kationowych [99], mikroemulsji [100], cyklodekstryn 

[100], a tak e niejonowych polimerów organicznych [101]. Zastosowanie tych ostatnich 

ogranicza si  jedynie do analitów jonowych. Interesuj cy jest równie  fakt, 

i  w przypadku standardowego procesu zmiatania, faza pseudostacjonarna penetruje 

stref  próbki akumuluj c zawarte w niej substancje, podczas gdy u ycie niejonowego 

surfaktantu prowadzi do akumulacji analitów w roztworze polimeru podczas migracji 

elektroforetycznej [90]. Zjawisko to przypomina raczej technik  spi trzania, jednak e 

nag a zmiana w ruchliwo ci elektroforetycznej analitu na skutek oddzia ywa  

analit – polimer zale y od powinowactwa jonu do fazy pseudostacjonarnej, a proces 

wzbogacenia opisuje Równanie (2). 
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Podobny mechanizm wzmacniania si y sygna u zosta  wykorzystany w technice 

przej ciowego pu apkowania (ang. transient trapping) analitów [102]. Dozowanie 

elektrokinetyczne analitów poprzedzone jest wprowadzeniem do kapilary krótkiej strefy 

zawieraj cej faz  pseudostacjonarn  (micele). Anality dozowane do kapilary ulegaj  

przej ciowemu pu apkowaniu w strefie micelarnej, co prowadzi do zaw enia pasm 

oznaczanych substancji. Po opuszczeniu strefy jonu migruj  w kierunku detektora 

ulegaj c rozdzieleniu. Omawiana technika pozwala na kilkusetkrotn  popraw  czu o ci 

metody. Wykazano tak e mo liwo  jej stosowania w uk adach mikroczipowych 

[102; 103]. 

Bardzo wysokie wspó czynniki wzmocnienia (3 - 4 rz dy wielko ci) mo na 

uzyska  przy jednoczesnym stosowaniu dozowania elektrokinetycznego i MEKC 

z dynamiczn  immobilizacj  fazy pseudostacjonarnej (wypadkowa pr dko  poruszania 

si  miceli w kapilarze równa 0). Efekt ten mo na uzyska  poprzez: (i) lokaln  ró nic  

w warto ciach EOF w kapilarze [104; 105] lub (ii) dobór odpowiedniego pH buforu 

[106].  

(i) Wzbogacanie analitów anionowych przy u yciu pierwszej metody polega 

na zastosowanie odwróconego przep ywu elektroosmotycznego (dodatek surfaktantu 

kationowego do buforu rozdzielaj cego) i ujemnej polaryzacji elektrod. 

Elektrokinetyczne dozowanie próbki w buforze bez dodatku surfaktantu kationowego 

prowadzi do destabilizacji dynamicznej pow oki kationowej na powierzchni cz ci 

kapilary (Rysunek 11A - C). W efekcie obserwuje si  niejednorodny rozk ad warto ci 

EOF w kapilarze, ni szy w stosunku do sytuacji wyj ciowej. W tej sytuacji pr dko  

migracji elektroforetycznej miceli jest kompensowana ograniczonym EOF. Akumulacja 

analitów w fazie pseudostacjonarnej nast puje na granicy stref próbka/bufor 

rozdzielaj cy (Rysunek 11A – C). Po zako czeniu dozowania nast puje ko cowa 

akumulacja analitów (Rysunek 11D), a nast pnie rozdzielenie przy pomocy MEKC 

(Rysunek 11E) [104]. Podobny mechanizm zosta  opracowany dla wzbogacania 

analitów kationowych. W tym wypadku kapilar  wype nia si  roztworem surfaktantu 

anionowego, a dozowanie próbki i rozdzielanie substancji odbywa si  przy dodatniej 

polaryzacji elektrod. Istot  procesu jest niska warto  pH próbki. Elektroosmotyczne 

wprowadzenie matrycy powoduje miejscowe hamowanie przep ywu wewn trz kapilary, 

co tak e prowadzi do obni enia wypadkowej warto ci EOF w ca ej kapilarze 

i dynamiczn  immobilizacj  miceli [105]. 
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Rys. 11. Schemat techniki wzbogacania analitów na drodze dynamicznej immobilizacji miceli na przyk adzie 

oznaczania analitów anionowych. (A) Do kapilary wype nionej micelarnym buforem rozdzielaj cym 

elektrokinetycznie dozuje si  próbk  pozbawion  dodatku surfaktantu, podczas gdy stosowany bufor zawiera micele. 

Obecno  surfaktantu kationowego skutkuje odwróconym przep ywem elektroosmotycznym. Z tego wzgl du analiz  

prowadzi si  przy odwróconej polaryzacji elektrod. (A – C) Wprowadzanie do kapilary próbki pozbawionej 

surfaktantu destabilizuje pow ok  surfaktantu na cianie kapilary, co znacznie zmniejsza warto  EOF w tym 

regionie. Prowadzi to do zmniejszenia wypadkowej warto ci EOF w ca ej kapilarze i niwelowania elektroforetycznej 

migracji miceli w kierunku przeciwnym do kierunku EOF. (D) Po dozowania próbki nast puje zmiana rezerwuaru 

katodowego na bufor rozdzielaj cy i dalsze ogniskowanie analitów. (E) Ko cowy etap polega na wyrównaniu 

warto ci EOF w kapilarze i rozdzieleniu substancji przy pomocy MEKC. Rysunek zosta  sporz dzony na podstawie 

[104]. Zacieniowane pola symbolizuj  bufor z dodatkiem kationowej fazy micelarnej, podczas gdy bia a strefa 

oznacza bufor bez tenzydu.  - kationowy surfaktant na wewn trznej powierzchni kapilary. G sto  rozmieszczenia 

symbolizuje intensywno  powlekania wewn trznej ciany kapilary.  - anionowy sk adnik próbki (analit). 

(ii) Drugi przypadek dotyczy dozowania elektrokinetycznego substancji 

elektrycznie oboj tnych. U podstaw tej techniki le y zerowa wypadkowa pr dko  

migracji miceli w obecno ci pola elektrycznego [106]. Stan stacjonarny uzyskuje si  

poprzez w a ciwy dobór pH buforu, przy którym migracja elektroforetyczna fazy 

pseudostacjonarnej jest redukowana przez przep yw elektroosmotyczny [107]. 

W omawianym przyk adzie dozowanie elektrokinetyczne analitów neutralnych (18 kV 

przez 70 minut) do kapilary wype nionej buforem o pH = 5, zawieraj cym 50 mM SDS, 
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pozwoli o na wprowadzenie próbki o obj to ci równowa nej pi dziesi ciu jeden 

obj to ciom stosowanej kapilary ( rednica: 50 m, ca kowita d ugo : 30 cm). Po etapie 

dozowania rezerwuary na ko cach kapilary zosta y wymienione na roztwory 

o podobnym sk adzie, jednak e innym pH (8.0), co zaowocowa o mobilizacj  miceli, 

zmiataniem analitów i obni eniem granicy wykrywalno ci o ponad 20 000 razy 

dla oznaczanych flawonoidów. Ten imponuj cy wynik jest jednym z najwy szych 

wspó czynników wzmocnienia uzyskanych dla analitów oboj tnych elektrycznie [106]. 

Jakkolwiek, pomimo bardzo wysokich wspó czynników wzmocnienia, stosunkowo 

d ugi czas dozowania we wszystkich omawianych przypadkach znacznie ogranicza 

praktyczne wykorzystanie tych technik [104 - 106]. 

Obok faz pseudostacjonarnych typowych dla ECK, zmiatanie mo e równie  

zachodzi  w technice CZE za spraw  kompleksowania analitów przez sk adnik buforu 

rozdzielaj cego, który w tym przypadku pe ni funkcj  czynnika zmiataj cego. 

Najcz ciej zjawisko to wykorzystywane jest do wzbogacania i oznaczania cz steczek, 

zawieraj cych w swojej strukturze ugrupowanie cis – diolowe, a przeprowadzane jest 

z u yciem buforu boranowego [108]. Aplikacyjno  tego podej cia wykazano 

w przypadku analiz zawarto ci cukrów [108], metabolitów kwasów nukleinowych [109] 

i niektórych alkaloidów [110]. Ostatnie prace zwracaj  uwag  na wieloetapowych 

charakter zmiatania przy u yciu jonów boranowych [111]. 

Kompleksowanie jonów metali przez zwi zki organiczne jest równie  szeroko 

rozwini tym zagadnieniem w kontek cie techniki zmiatania. Najcz ciej w tym celu 

wykorzystuje si  jony wersenianowe [96; 112]. Jakkolwiek, proces kompleksowania 

znalaz  tak e wykorzystanie w oznaczaniu zwi zków organicznych takich, 

jak na przyk ad aminokwasy, w obecno ci jonów metali jako dodatku do buforu 

rozdzielaj cego [113].  

Kompleksowanie analitów umo liwia rozdzielanie substancji oboj tnych 

elektrycznie [108], a tak e detekcj  UV substancji nie posiadaj cych ugrupowa  

chromoforowych w swojej strukturze [108; 113]. Dodatkowo, zmiatanie jonów metali 

przy pomocy organicznych zwi zków kompleksuj cych jest kompatybilne z detekcj  

MS [112]. 
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3. Izotachoforeza (ITP) 

3.1. Mechanizm ITP 

 Termin „izotachoforeza” pochodzi z greki i oznacza „migracj  ze sta  

pr dko ci ”. Podczas gdy rozdzielenie substancji w CZE polega na ró nicach 

w efektywnej pr dko ci poruszania si  jonów, tak w przypadku ITP pr dko  migracji 

cz steczek jest równa, a rozdzielenie substancji nast puje na skutek ró nicy 

w ruchliwo ci elektroforetycznej indywiduów chemicznych. Uk ad rozdzielaj cy 

w typowej ITP sk ada si  z dwóch roztworów buforowych, z których jeden zawiera 

jony o ruchliwo ci wi kszej od oznaczanych sk adników, a drugi jony o ruchliwo ci 

ni szej od analitu. Roztwory te nosz  nazwy odpowiednio elektrolitu wiod cego (LE) 

i elektrolitu ograniczaj cego (ko cz cego, terminuj cego, TE). Proces izotachoforezy, 

w odró nieniu od innych omawianych technik, prowadzony jest w warunkach sta ego 

nat enia pr du elektrycznego, którego przep yw warunkowany jest sta  szybko ci  

poruszania si  jonów na ca ej d ugo ci kapilary. Z tego wzgl du nast puje 

uporz dkowanie jonów wed ug ich wzrastaj cej ruchliwo ci elektroforetycznej. 

Uporz dkowanie stref wzgl dem ruchliwo ci jonów w polu elektrycznym 

(przewodno ci roztworów) prowadzi do niejednorodnego rozk adu (gradientu) pola 

elektrycznego wewn trz kapilary (ELE < Eanal < ETE). W konsekwencji jon o danej 

ruchliwo ci elektroforetycznej b dzie przy pieszany w kontakcie ze stref  o wy szym 

polu elektrycznym, podczas gdy jego pr dko  poruszania si  b dzie male  w ni szym 

polu elektrycznym (samoorganizacja stref w ITP). Omówiony rozk ad si  pola 

elektrycznego i przewodno ci w kapilarze zosta  przedstawiony na Rysunku 12. 

 Ze wzgl du na mechanizm rozdzielania ITP znalaz a zastosowanie w oznaczaniu 

nieorganicznych i organicznych jonów przede wszystkim w analizie wód ró nego 

pochodzenia (g ównie przemys  spo ywczy i analizy rodowiskowe). Proces 

rozdzielania w ITP prowadzi si  przy u yciu jednej lub dwóch po czonych ze sob  

kapilar. Na szczególn  uwag  zas uguje drugi z wymienionych uk adów. Umo liwia on 

nie tylko prowadzenie analiz dwuwymiarowych, co zwi ksza potencja  aplikacyjny 

techniki, ale równie  pozwala na wykorzystanie ITP do wzbogacania próbki 

w pierwszej kapilarze, a nast pnie rozdzielenie i oznaczenie sk adników w drugim 

etapie analizy. Mo liwo  jednoczesnej detekcji analitów w obu kapilarach, a tak e 

szeroka oferta komercyjnych urz dze  do ITP czyni z niej bardzo atrakcyjne narz dzie 

analityczne [114]. 
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Rys. 12. Schemat przedstawiaj cy rozk ad warto ci pola elektrycznego i przewodno  poszczególnych stref 

roztworów w kapilarze podczas izotachoforetycznego rozdzielania kationowych substancji A, B i C. Warunki: 

I = const. i LE > A > B > C > TE. 

3.2. Przej ciowa izotachoforeza (tITP) 

 Dwuwymiarowe analiza ITP – CZE umo liwia znacz c  popraw  czu o ci 

oznacze  w stosunku do standardowej CZE. W pionierskiej pracy na ten temat Foret 

i wspó . uzyskali tysi ckrotnie ni sze granice wykrywalno ci dla u ytych bia ek 

testowych [115]. W cytowanym artykule autorzy zwrócili równie  uwag  na mo liwo  

efektywnego dozowania du ych obj to ci próbki (do 50% ca kowitej obj to ci kapilary) 

w zale no ci od sk adu matrycy analitycznej, co zaowocowa o oko o 

pi dziesi ciokrotnym wzmocnieniem si y sygna u. Obserwowane zjawisko polega o 

na wyst powaniu przej ciowego (chwilowego) etapu izotachoforetycznego 

(ang. transient isotachophoresis, tITP), w którym sk adnik próbki pe ni  funkcj  LE, 

a sk adnik buforu rozdzielaj cego rol  TE. By  to wi c proces analogiczny 

do obserwowanego w przypadku dwuwymiarowej analizy ITP – CZE z t  ró nic , e 

tITP zachodzi a w jednej kapilarze (co stanowi niew tpliw  zalet  proponowanego 

rozwi zania), a uzyskiwana poprawa si y sygna u by a zdecydowanie wy sza 

dla techniki dwukolumnowej. Jakkolwiek, ró nice w warto ciach wzbogacenia w tym 

przypadku wynika y z geometrii stosowanych kapilar (znacznie wi ksza rednica 
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wewn trzna pierwszej kapilary w stosunku do drugiej w uk adzie dwuwymiarowym) 

[115]. 

 Pó niejsze badania wykaza y, i  tITP nie ogranicza si  jedynie do przypadków, 

gdy jeden ze sk adników próbki pe ni rol  LE, podczas gdy TE jest sk adnikiem buforu 

rozdzielaj cego. Rysunek 13 przedstawia niektóre z mo liwych uk adów 

LE – TE – BGE – próbka. Na podanej rycinie na uwag  zas uguje du a dowolno  

konfiguracji stosowanych elektrolitów. Funkcj  LE i TE mog  pe ni  jony dozowane 

bezpo rednio przed i za próbk  w postaci krótkich pasm (Rysunek 13a). W innych 

uk adach makrokomponent buforu rozdzielaj cego mo e przej  funkcj  jednego ze 

sk adników uk adu (LE lub TE), podczas gdy drugi umieszczany jest przed lub za stref  

próbki (Rysunek 13b). Dodatkowo, matryca próbki mo e zawiera  jony LE lub TE 

(Rysunek 13c, d). Omawiana ró norodno  uk adu tITP ma prze o enie na cz ste 

obserwowanie efektów izotachoforetycznych w innych technikach elektroforetycznych. 

Zagadnienie to zosta o omówiony w dalszej cz ci niniejszego rozdzia u [116; 117]. 

 

Rys. 13. Ró ne konfiguracje uk adu LE – TE – BGE – próbka, dla których zachodzi zjawisko tITP: (a) Standardowa 

tITP; (b) tITP z buforem rozdzielaj cym pe ni cym funkcj  LE; (c) tITP indukowana sk adem próbki z regularnym 

przej ciem z ITP do CE; (d) tITP indukowana sk adem próbki z pocz tkowym etapem ITP. Nieoznakowane bia e 

strefy symbolizuj  bufor rozdzielaj cy (BGE) pe ni cy funkcj  LE. Rysunek i komentarz na podstawie [116]. 

Istniej  dwa warunki konieczne do zaj cia izotachoforetycznego spi trzania 

sk adników próbki. Pierwszy obejmuje ró nic  w ruchliwo ci elektroforetycznej 

komponentów uk adu izotachoforetycznego tak, i  LE > próbki > TE. Drugi natomiast, 

dotyczy znacznie wy szego st enia elektrolitów LE i TE w stosunku do sk adników 

próbki. W rezultacie st enie analitu w strefie po procesie tITP przedstawia poni sze 

wyra enie: 
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 (8)

, gdzie Q oznacza przeciwjon. Z równania wynika, i  wi kszy efekt wzmocnienia 

b dzie obserwowany w obecno ci wy szego st enia jonu wiod cego. Zale no  ta nie 

uwzgl dnia wp ywu jonu terminuj cego na proces wzbogacania próbki. Wykazano, 

e w przypadku, gdy TE jest sk adnikiem próbki, jego ni sze st enie poprawia 

uzyskiwany efekt wzmocnienia sygna u na skutek wy szego pola elektrycznego 

w rezerwuarze próbki podczas dozowania [118]. Z drugiej jednak strony, wi ksza ilo  

u ytego TE przed u a czas izotachoforetycznego ogniskowania analitów, przez co 

krócej ulegaj  one dyspersji elektroforetycznej w czasie rozdzielania 

elektroforetycznego [116]. Zbytnie wyd u enie procesu tITP w trakcie ca ego procesu 

analitycznego prowadzi do pogorszenia rozdzielczo ci [116; 117]. Z tego wzgl du etap 

izotachoforetyczny nale y indywidualnie optymalizowa  w toku opracowywania 

metody analitycznej, a czas jego trwania mo na kontrolowa  poprzez st enie jonu 

terminuj cego, obj to  dozowanej strefy TE (Rysunek 13c) lub czas przyk adanego 

napi cia do naczynka wype nionego TE (Rysunek 13d) [116; 117]. 

 Jednoczesne stosowanie roztworów o ró nym sk adzie jako ciowym, sile 

jonowej i warto ci pH (BGE, TE, LE) skutkuje ró nic  w lokalnych warto ciach EOF. 

Co wi cej, obecno  hydrodynamicznego przep ywu w kapilarze powoduje poszerzenie 

uzyskiwanych sygna ów. Z tego wzgl du wy sze warto ci wspó czynników 

wzmocnienia obserwowane s  w uk adach, w których EOF = 0 [118]. W tym celu 

stosuje si  powlekanie wewn trznej powierzchni kapilar (lub kana ów mikroczipu) 

substancjami eliminuj cymi EOF [118] lub stosuje si  zewn trzne ci nienie w celu 

neutralizacji przep ywu [119 - 121]. 

 Zastosowanie tITP umo liwia efektywne wzbogacanie nawet du ych obj to ci 

próbki [115]. Jakkolwiek, dozowanie elektrokinetyczne próbki pozwala 

na wprowadzenie znacznie wi kszej ilo ci substancji w stosunku do dozowania 

ci nieniowego. Zagadnienie to by o ju  omawiane w Rozdzia ach (I.1.3. i I.2.2.). 

Wykazano, i  po czenie tITP z technik  FASI (ang. electrokinetic supercharging, EKS) 

pozwala na uzyskanie bardzo wysokich liczbowo wspó czynników wzmocnienia 

w stosunku do standardowego dozowania ci nieniowego [21; 26; 118 - 121]. 

Dla porównania, zastosowanie techniki FASI pozwoli o na oko o dwustukrotn  

popraw  czu o ci detekcji wybranych niesteroidowych leków przeciwzapalnych, 

podczas gdy rozwini cie opracowanej metodologii o proces tITP zaowocowa o dalszym 



 

40 

 

dwunastokrotnym wzmocnieniem si y sygna u [21]. Obecnie, obok omawianej 

ju  techniki SEI w po czeniu ze zjawiskiem zmiatania (Rozdzia  I.2.2.), EKS stanowi 

najefektywniejsz  znan  metod  wzmacniania si y sygna u w CE. 

3.3. Przej ciowa pseudo-izotachoforeza (p-ITP) 

Najbardziej kluczowym elementem optymalizacji procesu ITP jest w a ciwy 

dobór LE i TE. W wi kszo ci przypadków jony sodowe (lub potasowe, w analizie 

kationów) i chlorkowe (w analizie anionów) doskonale spe niaj  rol  LE, jako e ich 

ruchliwo  elektroforetyczna jest wy sza od wi kszo ci jonów organicznych 

i nieorganicznych. Z kolei dobór w a ciwego TE nie zawsze jest tak oczywisty i cz sto 

nastr cza pewnych trudno ci. Zazwyczaj funkcj  t  pe ni  du e jony organiczne 

jak cytrynianowy czy tetrabutyloamoniowy [114]. 

Alternatyw  dla klasycznego podej cia wykorzystuj cego typowe roztwory 

buforowe LE i TE jest zastosowanie rozpuszczalnika organicznego w funkcji TE 

[122 - 124]. Jak ju  wspomniano powy ej, mechanizm ITP polega przede wszystkim 

na ró nicy w warto ciach lokalnego pola elektrycznego w kapilarze (Rysunek 12). 

Najwy sz  warto  pola elektrycznego obserwuje si  dla strefy TE, w której ruchliwo  

jonów ograniczaj cych jest najni sza i w której pozosta e jony uk adu b d  

przy pieszane (samoorganizacja ITP). W swoich pracach dotycz cych analizy CE 

próbek biologicznych, poddanych deproteinizacji z u yciem acetonitrylu (ACN), 

Shihabi zaobserwowa  wy sz  sprawno  uk adu w stosunku do próbek 

niezawieraj cych rozpuszczalnika organicznego [122]. Omawiany proces zosta  

nazwany przej ciow  pseudo-izotachoforez  (ang. transient pseudo-isotachophoresis, 

p-ITP) [124], a jej mechanizm zosta  przedstawiony na Rysunku 14. Próbka zawieraj ca 

zarówno anality kationowe, jak i anionowe, rozpuszczalnik organiczny oraz stosunkowo 

du  zawarto  jonów o wysokiej ruchliwo ci elektroforetycznej (jony sodowe 

i chlorkowe), dozowana jest do kapilary wype nionej buforem rozdzielaj cym 

(Rysunek 14A). Po przy o eniu napi cia nast puje migracja jonów dodatnich 

w kierunku katody i anionów w kierunku anody Rysunek 14B). Migracja jonów 

w kierunku elektrod skutkuje zubo eniem w no niki adunku centralnej strefy próbki, 

w której obserwuje si  znacznie wy sze pole elektryczne na skutek obecno ci 

rozpuszczalnika organicznego. W efekcie obserwuje si  proces tITP, w którym jony 

Na
+
 i Cl

-
 pe ni  funkcj  LE dla (odpowiednio) kationów i anionów, a ACN s u y jako 
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TE (pseudo-TE, Rysunek 14C). Po etapie izotachoforetycznego spi trzania jonów 

nast puje rozdzielenie i detekcja sk adników na drodze CZE (Rysunek 14D) [123]. 

 

Rys. 14. Schemat mechanizmu p-ITP. (A) Próbk  zawieraj c  znaczn  ilo  NaCl i rozpuszczalnik organiczny 

(np. ACN) dozowana jest do kapilary wype nionej buforem rozdzielaj cym do CZE. (B) Po przy o eniu napi cia 

nast puje migracja jonów w kierunku elektrod o przeciwnych znakach. (C) Migracja jonów skutkuje zubo eniem 

w no niki adunku elektrycznego centralnej strefy próbki, gdzie obserwowane jest wy sze pole elektryczne 

w stosunku do pozosta ych cz ci kapilary. Prowadzi to do tITP, w której rol  LE pe ni  jony Na+ (dla kationów) 

i Cl- (dla anionów), a rozpuszczalnik organiczny funkcjonuje jako pseudo-TE. (D) Po etapie wzbogacania nast puje 

rozdzielenie sk adników próbki przy pomocy CZE. 

Optymalne warunki do zaj cia omawianego procesu to zwykle 50 – 70% (v/v) 

rozpuszczalnika organicznego i 1% (w/w) zawarto ci chlorku sodu w próbce 

[123; 124]. Uk ad ten umo liwia spi trzanie du ych obj to ci próbki (20 – 30% 

ca kowitej obj to ci kapilary) i skutkuje zwi kszeniem czu o ci metody zwykle do 100-

razy [125]. Du a zalet  p-ITP jest mo liwo  jednoczesnego wzbogacania analitów 

kationowych i anionowych, a tak e uniwersalny charakter pseudo-TE. Technika ta jest 

w szczególno ci przydatna w analizie próbek biologicznych, do przygotowania których 

stosuje si  deproteinizacj  przy u yciu ACN. Dodatek tego rozpuszczalnika do próbki 

w stosunku obj to ciowym 2 do 1 zwykle zapewnia satysfakcjonuj ce oczyszczenie 

próbki z makrosk adników i pozwala na bezpo redni  analiz  z u yciem CE 

[122 - 124]. 
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3.4. Procesy izotachoforetyczne w technikach elektromigracyjnych 

Wyst pienie zjawiska ITP warunkowane jest obecno ci  mediów pe ni cych 

rol  LE i TE. W przypadku analiz izotachoforetycznych, sk ad LE i TE poddawany 

jest weryfikacji zarówno jako ciowej, jak i ilo ciowej w toku optymalizacji metody 

analitycznej. Jakkolwiek, ró norodno  stosowanych odczynników w technikach 

elektromigracyjnych i du a dowolno  uk adu LE – TE – BGE – próbka (Rysunek 12) 

jest przyczyn  stosunkowo cz stego udzia u procesów izotachoforetycznych w 

technikach elektromigracyjnych. 

Anres i wspó . zwrócili uwag  na sk ad roztworu HCB w technice SEI czonej 

ze zmiataniem w kontek cie ITP. Obecno  jonów sodowych w strefie HCB pozwoli a 

na pó tora krotny wzrost efektu wzmocnienia sygna u w stosunku do u ycia roztworu 

kwasu fosforowego [95]. 

W technice pH-spi trzania Baidoo i wspó . zaobserwowali dodatkowy efekt 

tITP, w którym rol  LE i TE pe ni y odpowiednio jony amonowe i hydroniowe [44]. 

Pó niejsze badania i symulacje komputerowe potwierdzi y ich spostrze enia [51; 52]. 

Foteeva i wspó . wykazali, e w przypadku analizy MEKC próbek o du ej 

zawarto ci jonów Cl
-
 mo e zachodzi  zjawisko micelarnej przej ciowej ITP. 

(ang. micellar transient isotachophoresis, mtITP) [126]. Du a si a jonowa próbki 

prowadzi do spi trzania miceli na granicy o rodków próbka/bufor rozdzielaj cy [84]. 

Stosuj c bufor rozdzielaj cy z o ony z anionowego surfaktantu (SDS) i tetraboranu 

disodowego (boraks) w opisywanym przyk adzie zachodzi zale no  Cl > SDS > borax 

[126]. Jakkolwiek, zgodnie z Równaniem (8) efekt ten jest widocznie jedynie w 

przypadku dostatecznie du ego zasolenia próbki. Niemniej jednak, mo e by  przyczyn  

odchyle  od wyników obserwowanych w stosunku do wylicze  teoretycznych [28; 82]. 

Matczuk i wspó . wykazali oko o dziesi ciokrotny efekt wzmocnienia si y sygna u dla 

analitów neutralnych w obecno ci 100 mM chlorku sodu w próbce w stosunku do 

próbki wodnej (brak zjawiska mtITP) [127]. 
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4. Podsumowanie 

Techniki wzbogacania analitu w kapilarze niew tpliwie pozwalaj  

na przezwyci enie najwi kszej niedogodno ci CE – stosunkowo niskiej czu o ci analiz 

przeprowadzanych przy u yciu najpopularniejszych detektorów 

spektrofotometrycznych. Ich zastosowanie umo liwia wykrycie organicznych 

zwi zków drobnocz steczkowych na poziomie kilku ppt przy u yciu podstawowego 

detektora UV bez konieczno ci rozbudowy lub modyfikacji standardowej aparatury 

do CE [24]. Techniki te oparte s  na podstawowych zjawiskach fizycznych 

i w wi kszo ci przypadków istnieje mo liwo  zastosowania opracowanej metodologii 

zarówno w klasycznej CE, jak i w uk adach mikroczipowych [128]. Ró norodno  

technik wzmacniania sygna u pozwala na dobór odpowiedniego rozwi zania i jego 

implementacj  do uprzednio opracowanej metody w przypadku, gdy tak wykaza a zbyt 

nisk  czu o . Poznanie kluczowych parametrów i sk adowych uzyskiwanego efektu 

wzmocnienia sygna u umo liwia optymalizacj  procesu. Z kolei dok adne zrozumienie 

mechanizmów wzbogacania analitów w kapilarze pozwala na popraw  uzyskiwanych 

parametrów rozdzielania substancji przy u yciu standardowego dozowania próbki 

do kapilary [89]. Opracowanie nowych sposobów spi trzania próbki nie pozosta o 

bez znaczenia dla rozwoju dwuwymiarowych technik rozdzielania substancji [40]. 

Wszystkie te czynniki t umacz  du  intensywno  prowadzonych bada  

w tej dziedzinie nauki na przestrzeni ostatnich dwudziestu lat. 

W Tabeli 1 zestawiono opisane techniki wzmacniania si y sygna u 

wraz z parametrami istotnymi z praktycznego punktu widzenia. Wi kszo  technik 

pozwala na wzbogacanie analitów zjonizowanych, podczas gdy anality oboj tne 

elektrycznie (poza nielicznymi wyj tkami) mo na wzbogaca  jedynie 

przy zastosowaniu fazy pseudostacjonarnej (technika zmiatania i AFMC). Zastosowanie 

np. technik spi trzania do wzbogacania substancji niejonowych mo liwe 

jest w przypadku stosowania dodatkowego mechanizmu akumulacji substancji [106] 

lub po nadaniu analitom adunku. Dla przyk adu, dodatek sulfonowanych cyklodekstryn 

do roztworu próbki umo liwi  ponad tysi ckrotne obni enie granicy wykrywalno ci 

wybranych zwi zków steroidowych przy zastosowaniu techniki pH-spi trzania 

z elektrokinetycznym dozowaniem próbki [129]. Najcz ciej jednak efekt wzmocnienia 

sygna u dla substancji oboj tnych uzyskuje si  za pomoc  zmiatania faz  

pseudostacjonarn  [90]. Jednoczesne wzbogacanie analitów kationowych i anionowych 
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z kolei mo liwe jest jedynie w przypadku techniki FASS, p-ITP i zmiatania, podczas 

gdy jedynie zmiatanie pozwala na jednoczesne wzbogacanie ka dego rodzaju 

substancji. Jest to jeden z g ównych powodów czenia techniki zmiatania z innymi 

technikami wzbogacania analitów w kapilarze. 

Tab. 1. Porównanie najcz ciej stosowanych technik wzbogacania analitu w kapilarze pod k tem wybranych 

aspektów praktycznych. * Zacieniowane t o wskazuje na mo liwo ci jednoczesnego wzbogacania podanych 

indywiduów chemicznych. ** Brak danych literaturowych (komentarz w tek cie). 

Technika 
Rodzaj 

analitu* 

Odporno  

na zasolenie 

próbki 

Kompatybilno  

z detektorem 

MS 

Z o ono  

opracowania 

techniki 

Efekt 

wzmocnienia 

si y sygna u 

[125] 

FASS   + + 101 – 102 

LVSS   + + + + 102 – 103 

FASI   + ++ 102 – 103 

AFMC  +/- +/    + + 101 – 102 

MSS  +/- + + +  101 – 102 

pH-

spi trzanie  + + + + + + 101 – 103 

Dynamiczne 

krzy owanie 

pH 
 + + + + + + 101 – 102 

Zmiatanie  +/- +/    + + 101 – 105 

SEI-

zmiatanie  +/- +/    + + + + 103 – 106 

tITP  + + + + + + 101 – 103 

EKS  - + + + + + 103 – 106 

p-ITP  + + + +/ ** + 101 – 102 

 

Bardzo istotnym zagadnieniem w praktyce laboratoryjnej jest odporno  

techniki na obecno  soli w analizowanych próbkach (Tabela 1). Jako e wspó czynnik 

wzmocnienia w technikach FASS, LVSS i FASI, a tak e w technikach czonych 

opartych na FASI – SEI-zmiatanie i EKS, jest wprost proporcjonalny do ró nicy 

w przewodno ci roztworu próbki i buforu rozdzielaj cego (Równanie (1)), w tych 

technikach obserwuje si  drastyczne pogorszenie efektu spi trzenia wraz ze wzrostem 
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st enia soli w próbce. Jedynie w przypadku czonej techniki SEI-zmiatanie, 

ze wzgl du na drugi mechanizm wzbogacania próbki, mo liwa jest poprawa si y 

sygna u, chocia  uzyskany efekt b dzie daleki od spodziewanego. W przypadku 

zmiatania, wzrost si y jonowej próbki mo e mie  dwojaki wp yw na popraw  

intensywno ci sygna u, co zosta  szczegó owo przedyskutowane w Rozdziale I.2.1. 

Procesy MSS i AFMC prowadzi si  w warunkach, w których   1. Z tego wzgl du 

mo liwy jest dobór odpowiednich warunków prowadzenia procesu do st enia soli 

w próbce. Niemniej jednak, zastosowanie procedury ekstrakcji przed analiz  CE 

pozwala na przezwyci enie tej niedogodno ci. Dynamiczne krzy owanie pH, 

pH-spi trzanie i p-ITP to techniki dedykowane próbkom o wysokim zasoleniu 

i powinny by  brane pod uwag  w pierwszej kolejno ci w przypadku analizy p ynów 

ustrojowych, próbek rodowiskowych, produktów ywno ciowych 

czy farmaceutycznych. Równie  tITP umo liwia skuteczne wzbogacanie próbek 

o znacznej sile jonowej, a w niektórych przypadkach zasolenie próbki jest czynnikiem 

indukuj cym ITP [126]. 

Zastosowanie spektrometru mas jako detektora w technikach rozdzielania 

substancji, uwa a si  obecnie za jedno z najwi kszych osi gni  chemii analitycznej 

dwudziestego wieku. Intensywny rozwój technologiczny tego typu urz dze  pozwala 

na oznaczanie wyj tkowo niskich st e  substancji (pg/ml). Dodatkowo, uzyskiwane 

widmo umo liwia jednoczesn  identyfikacj  oznaczanych zwi zków, 

przez co tandemowa spektrometria mas uwa ana jest obecnie za z oty standard analiz 

biomedycznych. Z tego wzgl du kompatybilno  opisywanych technik z detekcj  MS 

jest aktualnym problemem, bardzo cz sto poruszanym w literaturze naukowej. 

Zagadnienie to w du ej mierze sprowadza si  do rodzaju techniki elektromigracyjnej 

u ywanej do rozdzielenia substancji po w a ciwym procesie wzbogacenia. 

W przypadku CZE, któr  mo na zastosowa  z wi kszo ci  opisywanych technik, 

problem kompatybilno ci z detektorem MS ogranicza si  przede wszystkim 

do zastosowania dostatecznie lotnych sk adników buforu rozdzielaj cego (elektrolitu 

buforuj cego i/lub dodatku rozpuszczalników organicznych). Du o wi ksz  trudno  

napotyka natomiast zastosowanie MEKC. W technice tej zazwyczaj stosuje si  

stosunkowo du e st enie jonowych surfaktantów, co prowadzi do nieefektywnej 

jonizacji analitów i zapychania kapilar u ywanych w najcz ciej stosowanej technice 

jonizacji przez elektrorozpylanie (ang. electrospray ionization, ESI). 

Dlatego te  technika zmiatania i AFMC nie wykazuj  zgodno ci z detekcj  MS 
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(Tabela 1). Jakkolwiek, istnieje mo liwo  stosowania tych technik z detektorem MS. 

Najcz ciej wykorzystuje si  cz ciowe wype nienie kapilary buforem zawieraj cym 

faz  pseudostacjonarn  tak, i  stosowany surfaktant nie ma kontaktu ze ród em 

wzbudzania jonów (ang. partial filling technique) [30; 130; 131]. Alternatyw  jest 

zmiatanie przez kompleksowanie analitów [96]. Ma to jednak e bardzo ograniczone 

zastosowanie praktyczne. Teoretycznie mo liwe wydaje si  równie  u ycie p-ITP, 

jednak e brakuje danych literaturowych na ten temat. 

Mo liwy do uzyskania efekt wzmocnienia sygna u stanowi istot  omawianego 

zagadnienia i (w zale no ci od stosowanej techniki) waha si  od jednego do sze ciu 

rz dów wielko ci (Tabela 1). Warto ci prezentowane w Tabeli 1 nie s  dok adnym 

odzwierciedleniem rezultatów poszczególnych prac, jednak e pozwalaj  na ogóln  

ocen  potencja u danej techniki, co z kolei umo liwia dobór techniki wzmacniania si y 

sygna u wspó mierny do oczekiwanej czu o ci metody. Istotnym jest równie  aspekt 

ilo ci parametrów wymagaj cych optymalizacji. Przek ada si  to na z o ono  i czas 

potrzebny na opracowanie metody analitycznej. 

Nale y zaznaczy , i  porównanie uzyskiwanych efektów wzmocnienia sygna u 

pomi dzy opublikowanymi pracami ró nych (a nawet tych samych) zespo ów 

badawczych wydaje si  by  skomplikowane, a nawet kontrowersyjne. Istnieje du a 

rozbie no  w sposobie szacowania otrzymanego efektu. Wi kszo  autorów stosuje 

porównanie warto ci LOD badanych zwi zków uzyskane opracowan  technik  

wzbogacania analitu w kapilarze w stosunku do warto ci LOD otrzymywanych przy 

zastosowaniu standardowego dozowania hydrodynamicznego (najcz ciej najmniejsza 

mo liwa obj to  dozowania próbki). Ze wzgl du na ró norodno  stosowanych 

parametrów dozowania takich, jak czas, wielko  przyk adanego ci nienia, 

typ dozowania – hydrodynamiczny lub grawitacyjny, stosowane jednostki ci nienia, 

ilo  dozowanej próbki do kapilary mo e si  znacz co ró ni , wp ywaj c na wielko  

wyliczonego efektu wzmocnienia. Stosunkowo cz sto stosuje si  równie  porównanie 

wysoko ci lub (rzadziej) pola powierzchni pików dla techniki wzmacniania sygna u 

i techniki referencyjnej, uwzgl dniaj c przy tym ró nic  st e  analitów w badanych 

próbkach. Myl ce mo e by  tak e porównywanie efektów wzmocnienia pomi dzy 

ró nymi rodzajami detekcji. Spo ród wymienionych mo liwo ci najbardziej 

wiarygodne wydaje si  by  porównanie warto ci LOD pomi dzy ró nymi metodami. 

Jednak e w tym przypadku problematyczne mo e okaza  si  porównanie uzyskanych 

wyników z pracami innych autorów, jako e wymaga to zastosowania tych samych 
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substancji wzorcowych. Z tego wzgl du wi kszo  autorów pos uguje si  ogólnym 

poj ciem wspó czynnika wzmocnienia sygna u najcz ciej wyra anym w postaci: 

 (9)

, gdzie: H1 i C1 – wysoko  sygna u i st enie substancji dla techniki wzbogacania 

analitu; H2 i C2 – wysoko  sygna u i st enie substancji dla metody referencyjnej. 

Bior c pod uwag  powy sze rozwa ania, prace w dziedzinie techniki 

wzbogacania analitu powinny zawsze obejmowa  podanie uzyskanych warto ci LOD, 

a tak e dok adny opis sposobu obliczenia efektu wzmocnienia si y sygna u. 
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II. Cel pracy 
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Wzbogacania analitów w kapilarze stanowi obecnie jedno z najbardziej 

rozwijanych zagadnie  dotycz cych technik elektromigracyjnych. Intensywne prace 

w tej tematyce pozwoli y na prze amanie dotychczasowych stereotypów dotycz cych 

niskiej czu o ci CE w stosunku do technik chromatograficznych [132]. Dok adne 

poznanie zjawisk zachodz cych podczas procesu wzbogacania próbki w kapilarze, 

w tym wyznaczenie parametrów krytycznych i odkrycie wzajemnych zale no ci mi dzy 

nimi, wydaje si  by  kluczowe dla w a ciwego wykorzystania opisywanych technik 

i maksymalizacji uzyskiwanego efektu. 

Celem niniejszej pracy by o opracowanie metod oznaczania wybranych 

substancji testowych z wykorzystaniem technik wzbogacania analitu w kapilarze. 

Przeprowadzone badania mia y na celu: 

1. Poznanie i opis mechanizmu wzmocnienia si y sygna u poprzez modyfikacj  

wybranych parametrów metody. 

2. Opracowanie nowych technik spi trzania analitów lub modyfikacj  

ju  istniej cych. 

3. Zwrócenie uwagi na zjawiska towarzysz ce technikom, których mechanizmy 

zosta y ju  opisane w literaturze naukowej. 

4. Konstruktywn  dyskusj  na temat praktycznego wykorzystania obecnego stanu 

wiedzy na temat wzbogacania próbki w kapilarze. 
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III. Cz  do wiadczalna 
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1. Aparatura, odczynniki, materia y 

1.1. Aparatura naukowa 

Urz dzenia do CE: 

Beckman P/ACE 2100 wyposa ony w detektor UV (Beckman Coulter, 

Fullerton, CA, USA). 

Beckman P/ACE 5000 wyposa ony w detektor UV (Beckman Coulter). 

PA 800 Plus wyposa ony w detektor fotodiodowy z detekcj  UV (Beckman 

Coulter). 

 

pH-metry: 

Beckman pH-meter (Beckman Coulter). 

Cerko Lab System (Gda sk, Polska). 

Crison GLP-21 (Barcelona, Hiszpania). 

 

Systemy uzdatniania wody: 

Basic 5 (Hydrolab, Wislina, Polska). 

Mili Q Direct (Merck Millipore, Billerica, MA, USA). 

Redestylator wody (GFL 2104, Burgwedel, Niemcy). 

 

Pozosta a aparatura i sprz t laboratoryjny: 

Chromatograf gazowy Gas Chromatograph System wyposa ony w detektor 

p omieniowo-jonizacyjny (Shimadzu, Kyoto, Japonia). 

Termostat: Eppendorf Termomixer (Eppendorf, Hamburg, Niemcy). 

Kapilary krzemionkowe niemodyfikowane ró nej d ugo ci ( rednica 

wewn trzna: 50 m; rednica zewn trzna: 375 m; Beckman Coulter). 

Krzemionkowa kolumna kapilarna do chromatografii gazowej o d ugo ci 30 m, 

rednicy 0,5 mm i grubo ci  filmu fazy stacjonarnej (5%-fenylo-95%-

dimetylopolysiloksan) wynosz cej 0,25 mm. 

Konduktometr Conductibility Meter Lab 970 (SCHOTT Instruments, Mainz, 

Germany). 

Spektrofotometr UV/VIS PU 8750 (Philips, UK). 
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1.2. Odczynniki i rozpuszczalniki 

Substancje wzorcowe: 

Amitryptylina chlorowodorek (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). 

Baklofen (Sigma-Aldrich). 

Chloropromazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Chlorprotiksenu chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Fluoksetyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Glicyna (Merck, Darmstadt, Niemcy). 

Hydroksyzyny dichlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Klomipraminy chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Kwas foliowy (Sigma-Aldrich). 

Kwas L-asparaginowy (Merck). 

Kwas L-glutaminowy (Merck). 

L-alanina (Merck). 

L-asparagina bezwodna (Merck). 

L-argininy chlorowodorek (Merck). 

L-cysteina (Merck). 

L-cystyna (Merck). 

L-fenyloalanina (Merck). 

L-glutamina (Merck). 

L-histydyny chlorowodorek jednowodny (Merck). 

L-izoleucyna (Merck). 

L-leucyna (Merck). 

L-lizyny chlorowodorek (Merck). 

L-metionina (Merck). 

L-prolina (Merck). 

L-seryna (Merck). 

L-treonina (Merck). 

L-tryptofan (Merck). 

L-tyrozyna (Merck). 

L-walina (Merck). 

Nikotynamid (Sigma-Aldrich). 
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Oksazepam (Sigma-Aldrich). 

Olanzapina (Sigma-Aldrich). 

Opipramolu dichlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Perfenazyna (Sigma-Aldrich). 

Pirydoksyna (Sigma-Aldrich). 

Prochloroperazyny dimaleinian (Sigma-Aldrich). 

Promazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Ryboflawina (Sigma-Aldrich). 

Tiaminy chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Tiorydazyny chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

Trifluperazyny di chlorowodorek (Sigma-Aldrich). 

 

Elektrolity i sk adniki buforu rozdzielaj cego: 

0.1 M roztwór wodorotleneku sodu (Beckman Coulter). 

2-amino-2-hydroksymetylopropano-1,3-diol (Tris, Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA). 

85% roztwór kwasu fosforowego (POCH, Gliwice, Polska). 

Chlorek sodu (POCH). 

Czteroboran disodowy dziesi ciowodny (Merck). 

Diwodorofosforan sodu (Merck). 

Laurylosiarczan sodu (Merck). 

Wodorotlenek sodu (POCH). 

 

Rozpuszczalniki organiczne: 

Aceton (HPLC grade, VWR, Radnor, PA, USA). 

Acetonitryl (ACN, HPLC grade, Merck Millipore). 

Dichlorometan (Sigma-Aldrich). 

Metanol (HPLC grade, Merck). 

Methanol (LC-MS grade, Baker, NJ, USA). 

Propan-2-ol (iPrOH, HPLC grade, VWR). 

Tetrachlorek w gla (Sigma-Aldrich). 
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Pozosta e: 

2,4-dinitrofluorobenzen (Sigma-Aldrich). 

Po ywka dla wzrostu bakterii BD Mueller Hinton II Broth. 

Roztwór Ringera (Baxter, Deerfield, IL, USA). 

Szczep Staphylococcus aureus (ATCC6538). 

Szczep Escherichia coli (ATCC8739). 

1.3. Oprogramowanie 

32 Karat (wersja 8.0; Beckman Coulter). 

ACS/ChemSketch (wersja 12.01; Advanced Chemistry Development, Inc., 

Toronto, ON, Kanada). 

Beckman Gold Software (Beckman Coulter). 

CE Expert (Beckman Coulter). 

Peak Master 5.3 Complex (www.natur.cuni.cz/gas). 
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2. Spi trzanie analitów na drodze przeniesienia z miceli do rozpuszczalnika 

organicznego 

2.1. Wst p 

Wzbogacanie analitu na skutek ró nicy przewodno ci dwóch roztworów 

wprowadzonych do kapilary stanowi podstaw  wi kszo ci technik spi trzania 

omówionych w Rozdziale I. O ile atwo  opracowania techniki FASS poczytuje si  

za jej wielk  zalet , o tyle uzyskiwany efekt wzmocnienia jest znacznie ograniczony 

[6]. Ró nice w przewodno ci roztworu próbki i stosowanego BGE, wraz ze wzrostem 

obj to ci dozowania próbki, prowadz  do znacznego poszerzenia uzyskiwanych 

sygna ów na skutek zjawiska elektrodyspersji [18]. W celu przezwyci enia tej 

niedogodno ci Chien i Burgi zaproponowali technik  spi trzania analitów 

z jednoczesnym (lub kolejno nast puj cym po sobie) procesem usuwania matrycy 

próbki (LVSS) [7; 8; 18]. Pomimo licznych strategii opracowanych dla techniki LVSS, 

optymalizacja metody analitycznej z jej wykorzystaniem wymaga uwzgl dnienia du ej 

liczby parametrów (Tabela 1). Co wi cej, w przypadku starszych urz dze  do CE, 

u ycie niektórych jej wariantów mo e by  wr cz niemo liwe ze wzgl du 

na ograniczenie technologiczne tych aparatów [6]. Alternatyw  stanowi  techniki, 

w których proces wzbogacania zachodzi z u yciem dwóch roztworów o takiej samej 

przewodno ci, co ogranicza elektrodyspersj  analitów przy du ych obj to ci dozowania 

próbki. 

 Technika MSS jest stosunkowo now  technik , w której gwa town  zmian  

pr dko ci analitu uzyskuje si  na drodze destabilizacji micelarnej matrycy próbki 

[31; 32]. Schemat spi trzania analitów kationowych z u yciem techniki MSS zosta  

przedstawiony na Rysunku 15. Du a obj to  próbki, zawieraj cej surfaktant anionowy 

w st eniu nieznacznie przekraczaj cym warto  CMC u ytego tenzydu, dozowana 

jest do kapilary uprzednio wype nionej BGE o stosunkowo du ej zawarto ci 

rozpuszczalnika organicznego (Rysunek 15A). Po przy o eniu napi cia nast puje 

elektroforetyczna migracja miceli wraz z inkorporowanymi analitami kationowymi 

w kierunku anody. Skutkuje to destabilizacj  miceli na granicy stref próbka – BGE, 

co z kolei powoduje zmian  kierunku migracji elektroforetycznej oznaczanych 

substancji (Rysunek 15B i C). Po ca kowitym spi trzeniu próbki (Rysunek 15D) anality 

ulegaj  rozdzieleniu zgodnie z regu ami techniki CZE (Rysunek 15E). 
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Rys. 15. Schemat mechanizmu techniki MSS na przyk adzie oznaczania substancji kationowych. (A) Do kapilary 

wype nionej buforem rozdzielaj cym, zawieraj cym stosunkowo du  zawarto  rozpuszczalnika organicznego, 

hydrodynamicznie wprowadza si  próbk . Matryca analityczna próbki sk ada si  z elektrolitu i surfaktantu 

anionowego w st eniu nieznacznie przekraczaj cym CMC. (B, C) Przy o enie wysokiego napi cia skutkuje 

migracj  oznaczanych zwi zków inkorporowanych przez ujemnie na adowane micele w kierunku anody. W 

kontakcie z o rodkiem o du ej zawarto ci rozpuszczalnika organicznego nast puje destabilizacja miceli próbki i 

spi trzanie analitów na granicy stref próbka – BGE. (D, E) Po ca kowitym spi trzeniu próbki, anality ulegaj  

rozdzieleniu przy pomocy CZE. Oznaczenia: - micele anionowe;  - monomeryczne cz steczki surfaktantu. 

Wektory na rysunku symbolizuj  pr dko  elektroforetyczn  poszczególnych sk adników. 

Zastosowanie techniki MSS pozwala na wzbogacania analitów kationowych 

lub anionowych w zale no ci od u ytego rodzaju surfaktantu (odpowiednio anionowy 

lub kationowy) i polaryzacji elektrod (odpowiednio normalna lub odwrócona) [31; 32]. 

Wykazano tak e dodatkowy efekt wzbogacenia analitów poprzez czenie z innymi 

technikami takimi, jak na przyk ad zmiatanie [38]. Efekt ten uzyskuje si  poprzez 

dodatkowe dozowanie przed próbk  roztworu o takim samym sk adzie jak matryca 

analityczna próbki, jednak e pozbawionego oznaczanych sk adników. Prowadzi to 

do wyd u enia czasu oddzia ywania analitów z faz  pseudostacjonarn  przed 

w a ciwym etapem rozdzielania elektroforetycznego i wy szych liczbowo 

wspó czynników wzbogacenia analitów [38]. Rozdzielanie w technice MSS prowadzi 

si  najcz ciej przy pomocy CZE [31; 32; 38]. Jakkolwiek, istnieje równie  mo liwo  
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wykorzystania w tym celu elektroforezy w rodowisku niewodnym [33], MEKC [34] 

i cieczy jonowych [133]. Najwy sze wspó czynniki wzmocnienia sygna u w omawianej 

technice uzyskano poprzez dodatkowe zastosowanie metody FASI [35; 36]. Uwag  

zwraca równie  mo liwo  wykorzystania mikroemulsji jako matrycy analitycznej 

próbki [134]. 

Du a dowolno  modyfikacji techniki MSS, kompatybilno  z detekcj  MS 

[32], mo liwo  czenia tej techniki z innymi metodami wzmacniania si y sygna u 

oraz technikami rozdzielania elektroforetycznego, czyni z niej interesuj c  alternatyw  

dla spi trzania na skutek ró nicy przewodno ci o rodków (FASS i LVSS). 

Z tego wzgl du podj to prób  opracowania metody elektroforetycznego oznaczania 

wybranych rodków farmakologicznych stosowanych g ównie w lecznictwie 

psychiatrycznym z u yciem techniki MSS. Wybór substancji modelowych uzasadnia si  

przede wszystkim spodziewanymi niskimi st eniami tych zwi zków w p ynach 

ustrojowych, b d cych konsekwencj  stosunkowo ma ych dawek stosowanych 

preparatów (dawka jednorazowa rz du kliku do kilkudziesi ciu miligramów) [135]. 

Budowa pier cieniowa tych zwi zków umo liwia zastosowanie detekcji UV, 

a charakter s abych zasad organicznych pozwala na nadanie tym cz steczkom adunku 

dodatniego poprzez dobór odpowiedniej warto ci pH roztworu. Opracowana metoda 

zosta a zastosowana do oznaczania wybranych substancji czynnych w moczu ludzkim 

po uprzedniej ekstrakcji ciecz-ciecz (ang. liquid-liquid extraction, LLE). 

2.2. Cz  eksperymentalna 

2.2.1. Przygotowanie roztworów 

Roztwory wzorcowe analitów (olanzapina, promazyna, chloropromazyna, 

opipramol, prochlorperazyna) i wzorca wewn trznego (ang. internal standard, I.S., 

tiorydazyna) zosta y przygotowane poprzez odwa enie odpowiedniej ilo ci substancji 

sta ej i rozpuszczenie w MeOH (1 mg/ml). Roztwory pomocnicze diwodorofosforanu 

sodu i laurylosiarczanu sodu przygotowano w st eniu 200 mM (fosforan) 

i 50 mM (SDS) przez rozpuszczenie odwa onej ilo ci poszczególnych substancji 

w wodzie redestylowanej. Po dane pH roztworów uzyskano przy pomocy 

85% roztworu kwasu fosforowego lub 1 M roztworu NaOH. 

 Po procesie optymalizacji BGE zawiera : 40 mM NaH2PO4, 60% (v/v) MeOH, 

pH 3,7, podczas gdy matryca analityczna próbki sk ada a si  z 10 mM NaH2PO4 i 8 mM 

SDS, pH 3,6. 
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2.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne 

 Podczas eksperymentów stosowano niemodyfikowane kapilary krzemionkowe 

o rednicy wewn trznej 50 m i ca kowitej d ugo ci 57 cm (efektywna d ugo : 50 cm). 

Procedura kondycjonowania nowych kapilar obejmowa a p ukanie (przy ci nieniu 

20 psi  138 kPa) kolejno: MeOH (10 min), 0,1 M roztworem NaOH (10 min), wod  

redestylowan  (10 min) i BGE (20 min). Na pocz tku ka dego dnia pracy kapilara by a 

przemywana: MeOH (10 min), wod  redestylowan  (10 min), 0,1 M roztworem NaOH 

(20 min), wod  redestylowan  (10 min) i BGE (5 min). 

 Opracowana procedura elektroforetyczna obejmowa a kondycjonowanie 

kapilary z u yciem BGE (1 min), dozowanie próbki przez 90 sekund przy ci nieniu 

0,5 psi (3.45 kPa), przy o enie wysokiego napi cia przez 15 min (25 kV, 22 °C) 

oraz ko cowe p ukanie kapilary 0,1 M roztworem NaOH i wod  redestylowan  

(po 2 min). Wszystkie procedury przemywania kapilary prowadzono przy ci nieniu 

138 kPa. 

2.2.3. Procedura przygotowania próbki do analizy 

Aplikacyjno  opracowanej metody analitycznej wykazano na przyk adzie 

oznaczania wybranej grupy substancji biologicznie czynnych w moczu ludzkim. 

W tym celu próbki moczu pobrane od sze ciu zdrowych ochotników i odwirowano 

stosuj c 4000 obr./min przez 10 min. Nast pnie, do 2 ml supernatantu dodawano 

10 l roztworu wzorców, 10 l roztworu wzorca wewn trznego w st eniu 20 g/ml 

i 50 l 1 M roztworu NaOH w celu alkalizacji próbki. Po wymieszaniu ca o ci 

prowadzono ekstrakcj  typu LLE z u yciem 2 ml dichlorometanu (10 min 

przy 300 obr./min). Ko cowy etap procedury polega  na odwirowaniu próbki, zebraniu 

i odparowaniu fazy organicznej w temp. 45 °C pod strumieniem powietrza. Such  

pozosta o  rozpuszczono w 100 l zoptymalizowanej matrycy analitycznej próbki 

i poddano analizie z u yciem CE. 

2.3. Wyniki i dyskusja 

Optymalizacja procesu spi trzania analitów z u yciem techniki MSS 

obejmowa a nast puj ce parametry: warto  pH próbki i BGE, st enie surfaktantu 

w próbce, zawarto  MeOH w BGE, a tak e czas dozowania próbki. 

Bior c pod uwag  mechanizm techniki, st enie surfaktantu w strefie próbki 

to pierwszy z kluczowych parametrów maj cych bezpo redni wp yw na uzyskiwany 
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efekt wzmocnienia si y sygna u. Poniewa  podawana przez producenta warto  CMC 

wodnego roztworu SDS wynosi 8,1 mM, a teoretyczne optymalne st enie tenzydu 

powinno nieznacznie przekracza  CMC, testowane st enia wynosi y 6, 8 i 10 mM. 

Uzyskane wyniki przedstawia Rysunek 16. Sygna y o najwy szej intensywno ci 

uzyskano dla st enia 8 mM, co z uwagi na niewielk  si  jonow  próbki, wykazuje 

dobr  zgodno  z warto ci  deklarowan  przez producenta dla roztworów wodnych. 

Obok ró nej intensywno ci zaznacza si  równie  wi ksza powierzchnia uzyskanych 

sygna ów. W przypadku wy szego st enia SDS (Rysunek 16A) efekt ten mo na 

t umaczy  nieefektywnym procesem destabilizacji miceli w kontakcie z BGE 

i cz ciow  strat  analitów na skutek sorpcji przez migruj ce w kierunku anody micele. 

Z kolei 6 mM roztwór SDS móg  skutkowa  nieefektywnym procesem transportu 

analitów w strefie próbki przez faz  micelarn  i niejednorodn  migracj  cz ci 

oznaczanych substancji w kapilarze (Rysunek 16C). Za o enie to t umaczy równie  

niestabiln  lini  bazow  oraz obecno  dodatkowych sygna ów o niskiej intensywno ci 

mi dzy dziesi t  a dwunast  minut . Niemniej jednak, obecno  8 mM roztworu SDS 

w próbce wykaza a najlepszy rezultat w badanym zakresie st e . 

 

Rys. 16. Wp yw st enia SDS w próbce na intensywno  sygna ów [136]. (A) 10 mM SDS; (B) 8 mM SDS; 

(C) 6 mM SDS. Sk ad BGE: 40 mM NaH2PO4, 60% (v/v) MeOH, pH 3,7; sk ad matrycy analitycznej próbki: 

10 mM NaH2PO4, pH 3.6, (A) 10 mM SDS, (B) 8 mM SDS, (C) 6 mM SDS; parametry dozowania próbki: 

90 s (3,45 kPa); stosowane napi cie: 25 kV; temperatura: 22 °C; kapilara krzemionkowa niemodyfikowana: 

50 m x 57 cm (50 cm do detektora); detekcja UV (254 nm); wzorce w st eniu 1 g/ml. Oznaczenia: (a) olanzapina, 

(b) promazyna, (c) chlorpromazyna, (d) opipramol, (e) prochlorperazyna. 
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 Drugim parametrem istotnie wp ywaj cym na uzyskiwany efekt wzmocnienia 

w technice MSS jest dodatek rozpuszczalnika organicznego. W tym celu do BGE 

dodawano ró n  obj to  MeOH, a uzyskane elektroferogramy przedstawiono 

na Rysunku 17. Wzrost zawarto ci MeOH w zakresie od 40 do 60% (v/v) skutkowa  

znaczn  popraw  efektu spi trzania i wzrostem si y sygna u (Rysunek 17B – D). 

Dalsze zwi kszanie st enia MeOH (do 70% v/v) spowodowa o spadek sprawno ci 

rozdzielania (Rysunek 17A). Z tego wzgl du dodatek 60% MeOH do BGE uznano 

za optymalny. 

 

 

Rys. 17. Wp yw dodatku MeOH do BGE na uzyskiwane wyniki [136]. Sk ad BGE: 40 mM NaH2PO4, (A) 70%, 

(B) 60%, (C) 50%, (D) 40% MeOH, pH 3,6. W eksperymencie u yto dodatkowo tiorydazyny (I.S.). Pozosta e 

parametry takie same, jak na Rys. 16B. 
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Warto  pH roztworu rozdzielaj cego w przypadku niektórych technik 

elektroforetycznych mo e istotnie wp ywa  na efekt wzmocnienia si y sygna u [65]. 

Jakkolwiek, przeprowadzone do wiadczenia w zakresie pH od 2,5 do 6,0 wykaza y brak 

wp ywu tego parametru na proces wzbogacania próbki. W badanym zakresie pH 

obserwowane ró nice dotyczy y przede wszystkim rozdzielczo ci uk adu. Jedynie 

zastosowanie buforu o pH > 5,0 skutkowa o detekcj  pojedynczego sygna u o bardzo 

wysokiej intensywno ci w miejscu spodziewanych analitów. Sygna  ten pochodzi  

od stosowanego surfaktantu, którego pr dko  migracji elektroforetycznej 

w tych warunkach jest mniejsza od pr dko ci EOF [107]. Z tego wzgl du podczas 

analizy substancji kationowych z u yciem SDS w roli tenzydu, proces rozdzielania 

nale y prowadzi  przy pH < 5. Przeprowadzone eksperymenty wykaza y, 

i  zastosowanie roztworu BGE o pH 3,7 pozwala na ca kowite rozdzielenie 

stosowanych substancji w mo liwie jak najkrótszym czasie. 

Ze wzgl du na omawiany efekt zmiany kierunku efektywnej migracji miceli 

w polu elektrycznym, a tak e uwzgl dniaj c wahania si y jonowej roztworów, badane 

pH próbki znajdowa o si  w zakresie od 3 do 4,5. Nie zaobserwowano znacz cego 

wp ywu testowanego zakresu pH na parametry rozdzielania. Z tego wzgl du, w celu 

eliminacji ró nicy w lokalnych warto ciach pr dko ci EOF, stosowano pH próbki 

zbli one do pH roztworu BGE. 

Ostatnim parametrem uwzgl dnionym w ramach optymalizacji metody by  czas 

dozowania próbki. Poniewa  obj to  próbki poddanej procesowi wzbogacenia 

ma bezpo rednie prze o enie na intensywno  uzyskiwanych sygna ów, czas dozowania 

ma kluczowe znaczenie dla czu o ci opracowanej metody. Zoptymalizowane parametry 

techniki MSS umo liwi y skuteczne spi trzanie oko o 87 nl próbki (90 s przy ci nieniu 

3.45 kPa), co stanowi o 8.9% efektywnej obj to ci kapilary. 

W celu oszacowania efektu wzmocnienia si y sygna u analizowano mieszanin  

badanych zwi zków w dwóch ró nych st eniach: dla techniki MSS u yto st e  

w zakresie od 20 (olanzapina) do 40 ng/ml (pozosta e anality), a dla metody 

wykorzystuj cej standardowe dozowanie hydrodynamiczne (5 s, 3.45 kPa) st enie 

u ytych analitów wynosi o 1 g/ml poza olanzapin , której st enie równe by o 

2 g/ml. W przypadku ma ej obj to ci dozowanej próbki, by wyeliminowa  dodatkowe 

efekty spi trzania próbki, anality by y rozpuszczone w BGE. Elektroferogramy 

uzyskane w wyniki przeprowadzonych eksperymentów zosta y przedstawione 

na Rysunku 18. Porównuj c wysoko ci sygna ów i uwzgl dniaj c u yte 
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w do wiadczeniu st enia analitów (Równanie 9), stwierdzono oko o 50-krotn  

popraw  czu o ci metody. Na Rysunku 18A mo na tak e zaobserwowa  nak adaj ce si  

sygna y promazyny i chloropromazyny, podczas gdy technika MSS umo liwi a 

ca kowite rozdzielenie tych dwóch zwi zków (Rysunek 18B). Wskazuje to 

na dodatkowy proces rozdzielania zachodz cy w strefie próbki z u yciem miceli. 

Zagadnienie to zosta o omówione w Rozdziale I.1.4. 

Opracowana metoda zosta a poddana cz ciowej walidacji, a jej aplikacyjno  

wykazana na przyk adzie analizy moczu ludzkiego. 

 

Rys. 18. Oszacowanie efektu wzmocnienia si y sygna u dla opracowanej techniki MSS [136]. (A) Anality 

rozpuszczone w BGE w st eniu 2 g/ml (a) 1 g/ml (b – e); dozowanie próbki prowadzono przez 5 s przy ci nieniu 

3.45 kPa. (B) Anality rozpuszczone w zoptymalizowanej matrycy analitycznej próbki (8 mM SDS, 10 mM NaH2PO4, 

pH 3,6) w st eniu 0,02 g/ml (a) i 0,04 g/ml (b – e); dozowanie prowadzono przez okres 90 s przy ci nieniu 

3.45 kPa. Pozosta e parametry takie same, jak na Rys. 16B. 

2.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody 

Metoda zosta a poddana cz ciowej walidacji obejmuj cej okre lenie 

selektywno ci, liniowo ci metody, wyznaczenia granic wykrywalno ci i oznaczalno ci, 

a tak e ocen  precyzji i dok adno ci metody. Uzyskane wyniki zestawiono w Tabeli 2. 

Selektywno  metody zosta a potwierdzona na podstawie analizy próbek moczu 

pochodz cych od sze ciu zdrowych m czyzn w wieku od 23 do 45 lat. 

Na elektroferogramach nie zaobserwowano interferencji o intensywno ci 

przekraczaj cej 10 % warto ci pola powierzchni pików oznaczanych substancji 

(dla st e  analitów wynosz cych 20 ng/ml). 
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Liniowo  metody badano w zakresie od 20 – 400 ng/ml poprzez analiz  sze ciu 

niezale nie przygotowanych próbek o sze ciu ró nych st eniach wzorców (20, 50, 

100, 200, 250 i 400 ng/ml). Krzywe kalibracyjne sporz dzone w oparciu o zale no  

warto ci skorygowanego pola powierzchni pików (iloraz pola powierzchni i czasu 

migracji analitu) i skorygowanego pola powierzchni wzorca wewn trznego. Uzyskane 

wyniki wykazywa y zgodno  z wybranym modelem liniowym (R
2
 > 0.994). 

Tab. 2. Zestawienie wyznaczonych parametrów walidacyjnych dla metody oznaczania wybranych pi ciu substancji 

czynnych w moczu ludzkim przy u yciu techniki MSS-CZE. 

 Olanzapina Promazyna Chlorpromazyna Opipramol Prochlorperazyna 

Zakres liniowo ci 

metody 
20 – 400 ng/ml 

Wspó czynnik 

kierunkowy 

prostej (a) 

0,0174 0,0150 0,0155 0,0126 0,0071 

Wspó czynnik 

przesuni cia 

prostej (b) 

0,1372 0,1349 0,0513 -0,0464 0,0827 

Wspó czynnik 

korelacji (R2) 
0,9968 0,9941 0,9980 0,9993 0,9973 

LOD (ng/mL) 6 

LOQ (ng/mL) 20 

Powtarzalno  metody (n = 6) 

Precyzja (% RSD) 

50 ng/mL 8,4 9,0 5,0 7,5 11,0 

200 ng/mL 5,2 6,0 4,3 5,0 5,2 

400 ng/mL 3,3 2,9 3,2 3,2 4,7 

Dok adno  (%) 

50 ng/mL 82,6 81,2 86,1 93,0 81,5 

200 ng/mL 106,8 99,5 100,7 97,6 102,3 

400 ng/mL 99,4 97,4 100,4 100,4 97,7 

Odtwarzalno  metody (n = 9) 

Precyzja (% RSD) 

50 ng/mL 8,9 9,3 8,4 7,6 11,2 

200 ng/mL 5,7 6,5 4,5 5,2 5,5 

400 ng/mL 3,5 4,0 3,7 3,6 4,9 

Dok adno  (%) 

50 ng/mL 82,8 80,7 85,9 91,3 81,3 

200 ng/mL 106,9 101,9 97,8 98,1 102,7 

400 ng/mL 98,4 96,0 101,2 102,2 96,9 

 

Warto ci LOD i granic oznaczalno ci (ang. limit of quantification, LOQ) 

dla analitów wyznaczono na podstawie stosunku sygna u do szumu (ang. signal to noise 
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ratio, S/N). St enie substancji równe 6 ng/ml przyj to za LOD (S/N = 3), 

podczas gdy LOQ (S/N = 10) wyznaczono na poziomie 20 ng/ml. 

Precyzj  i dok adno  metody w jednym dniu (powtarzalno  metody) 

weryfikowano poprzez analiz  sze ciu niezale nie przygotowanych próbek w trzech 

ró nych st eniach (50, 100 i 400 ng/ml). Uzyskane warto ci precyzji, wyra onej jako 

wzgl dne odchylenie standardowe (ang. relative standard deviation, RSD), mie ci y si  

w zakresie od 2,9 do 11,0%, podczas gdy dok adno  oznacze  wynosi a od 81,2 

do 106,8%. 

Precyzj  i dok adno  metody pomi dzy dniami (odtwarzalno  metody) badano 

poprzez analiz  trzech niezale nie przygotowanych próbek w trzech ró nych st eniach 

(50, 100 i 400 ng/ml) przez trzy kolejne dni. W tym przypadku precyzj  oznacze  

oszacowano na poziomie od 3,5 do 11,2%. Wyznaczona dok adno  mie ci a si  

w granicach od 80.7 do 106,9%. 

Przyk adowy elektroferogramy z oznaczenia próbki moczu wzbogaconej 

badanymi substancjami zosta  przedstawiony na Rysunku 19. 

 

Rys. 19. Przyk adowy elektroferogramy próbki moczu wzbogaconej analitami w st eniu 250 ng/ml [136]. 

Warunki analizy takie same, jak na Rys. 16B. 
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3. Spi trzanie analitów we wzmocnionym polu elektrycznym 

z zastosowaniem wielokrotnego dozowania próbki 

3.1. Wst p 

Standardowa d ugo  dozowania próbki w CE zwykle nie przekracza 

1% efektywnej d ugo ci kapilary. Wprowadzanie wi kszych obj to ci próbki wymaga 

wykorzystania technik wzbogacania analitów w kapilarze w celu uzyskania po danej, 

wysokiej sprawno ci uk adu. Spi trzanie du ej obj to ci próbki mo na w prosty sposób 

uzyska  poprzez zastosowanie matrycy próbki o ni szej przewodno ci w stosunku 

do u ywanego BGE [137]. Jednak e w celu przeciwdzia ania elektrodyspersji analitów 

na skutek istotnych ró nic w sk adzie stosowanego BGE i matrycy analitycznej próbki, 

wymagane jest ujednolicenie rozk adu wielko ci pola elektrycznego wewn trz kapilary. 

Mo na to uzyska  poprzez usuni cie matrycy próbki w trakcie lub po procesie 

spi trzania (LVSS). W tym celu cz sto wykorzystuje si  EOF [7; 10; 11], jednak e 

ze wzgl du na konieczno  cis ej kontroli jego warto ci, rozwi zanie to mo na 

zast pi  zewn trznym ci nieniem hydrodynamicznym [12]. 

Opisane metody pozwalaj  na efektywne spi trzanie du ych obj to ci próbki. 

Jakkolwiek, ze wzgl du na znacznie wi ksz  warto  EOF od pr dko  migracji 

elektroforetycznej zdecydowanej wi kszo ci jonów w polu elektrycznym, podczas 

procesu spi trzania nast puje utrata cz ci analitów. Z jednej strony stosowanie 

mniejszych warto ci przep ywu przeciwdzia a wypychaniu oznaczanych substancji 

z kapilary wraz z analityczn  matryc  próbki. Z drugiej jednak strony wyd u enie czasu 

trwania etapu spi trzania i usuwania matrycy prowadzi do poszerzenia pików w wyniku 

dyfuzji analitów. Z tego wzgl du ograniczenia dotycz ce obj to ci dozowania próbki 

obejmuj  tak e technik  LVSS, a celem jej optymalizacji jest znalezienie kompromisu 

pomi dzy pr dko ci  u ytego przep ywu (EOF lub wywo anego zewn trznym 

ci nieniem), a pr dko ci  poruszania si  analitu w strefie próbki. 

Zastosowanie czonych technik takich, jak LVSS-zmiatanie, pozwala 

na zapobieganie utracie analitów w trakcie procesu usuwania matrycy. Urban i wspó . 

wykazali mo liwo  wielokrotnego dozowania próbki do ca ej obj to ci kapilary [15]. 

Mieszanina anionowych i niemodyfikowanych cyklodekstryn jako fazy 

pseudostacjonarnej umo liwi a zmiatanie próbki po ka dorazowym jej dozowaniu. 

Podczas stosowania dwukrotnego dozowania i spi trzania próbki, uzyskany efekt 

wzmocnienia dla oznaczanych sterydów mie ci  si  w granicach od 138 do 185. 

Implementacja kolejnego dozowania próbki powodowa a jednak znacz cy spadek 
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sprawno ci uk adu [15]. Tak e Wang i wspó . opracowali metod  wielokrotnego 

dozowania du ej obj to ci próbki i jej wzbogacenia z u yciem technik LVSS 

i zmiatania [16]. U ycie pompy elektroosmotycznej w celu usuni cia matryc 

analitycznej próbki nie powodowa o strat w ilo ci analitów ze wzgl du na niskie pH 

próbki i odwrócony kierunek migracji analitów. Stosuj c pi ciokrotne dozowanie 

próbki do kapilary wykazano 2500-krotn  popraw  czu o ci metody w stosunku 

do MEKC z u yciem standardowego dozowania próbki (5 s, 3.45 kPa). 

W celu poprawy czu o ci standardowej techniki LVSS opracowano metod  

wielokrotnego dozowania próbki, poddawanej procedurze spi trzania z jednoczesnym 

usuwaniem matrycy analitycznej próbki poprzez przyk adanie zewn trznego ci nienia. 

W badaniu u yto sze ciu zwi zków farmakologicznie czynnych o budowie aminowej, 

jako substancji modelowych. Opracowan  metod  poddano cz ciowej walidacji, 

a jej wykorzystanie przedstawiono na przyk adzie oznaczania wybranych substancji 

w moczu ludzkim. 

3.2. Cz  eksperymentalna 

3.2.1. Przygotowanie roztworów 

Roztwory substancji wzorcowych (opipramol, hydroksyzyna, promazyna, 

amitryptylina, fluoksetyna, tiorydazyna) w st eniu 1 mg/ml przygotowano przez 

rozpuszczenie odpowiedniej ilo ci wzorca w czystym metanolu. 200 mM roztwór 

kwasu fosforowego przygotowano przez rozcie czenie dok adnie odmierzonej obj to ci 

85% roztworu kwasu fosforowego. 

Optymalizacja wykaza a najkorzystniejsze rezultaty przy zastosowaniu BGE 

z o onego z 80 mM roztworu kwasu fosforowego, podczas gdy matryca analityczna 

próbki zawiera a 1 mM H3PO4 i 30% (v/v) MeOH. 

3.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne 

Podczas eksperymentów stosowana niemodyfikowane kapilary krzemionkowe o 

rednicy wewn trznej 50 m i ca kowitej d ugo ci 60 cm (efektywna d ugo : 50 cm) 

termostatowane w temperaturze 25 °C. 

Procedur  przygotowania nowych kapilar i wst pne kondycjonowanie 

przeprowadzane na pocz tku ka dego dnia zosta o opisane w Rozdziale III.2.2.2. 

Procedura analityczna obejmowa a przemycie kapilary 0,1 M roztworem NaOH 

(0,5 min), wod  dejonizowan  (1 min) i BGE (1,5 min). Po etapie kondycjonowania 
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do kapilary dozowano kolejno próbk  (53 s) i BGE (12 s), stosuj c ci nienie 3,45 kPa. 

Nast pnie prowadzono proces spi trzania i usuwania matrycy (2 kV, - 6,9 kPa, 

0,65 min). Dozowania i spi trzanie próbki obejmowa o cznie cztery powtórzenia. 

Ostatni etap polega  na przy o eniu napi cia 30 kV i rozdzieleniu stosowanych 

substancji. W do wiadczeniach wszystkie procedury przemywania kapilary prowadzono 

z u yciem ci nienia 138 kPa. 

3.2.3. Procedura przygotowania próbki do analizy 

Próbki moczu, pobrane od sze ciu zdrowych m czyzn w wieku od 24 do 46 lat, 

zosta y zamro one w temperaturze -20 °C. Przed przyst pieniem do analizy, próbki 

rozmra ano w temperaturze pokojowej, a nast pnie wirowano przy 10000 obr./min 

przez 10 min. 3 ml supernatantu wzbogacano przez dodanie 15 l mieszaniny wzorców 

w odpowiednim st eniu i 10 l I.S. (roztwór oksazepamu) o st eniu 200 g/ml. 

Tak przygotowan  próbk  moczu alkalizowano doprowadzaj c do pH 12 przy u yciu 

2 M NaOH. Ekstrakcj  prowadzono przez trzykrotny dodatek 1 ml dichlorometanu, 

wytrz sanie przez 5 min na wytrz sarce laboratoryjnej (200 obr./min), wirowanie 

(3000 obr./min przez 15 min) i zbieranie 0,4 ml fazy organicznej. Po czony ekstrakt 

o obj to ci 1,2 ml odparowywano do sucha w obecno ci azotu w temp. 25 °C. Ko cowy 

etap polega  na rozpuszczeniu suchej pozosta o ci w matrycy analitycznej próbki 

(1,2 ml), nast pnie wirowaniu i analizie elektroforetycznej. 

3.3. Wyniki i dyskusja 

W celu maksymalizacji ró nicy w przewodno ci roztworów, na granicy których 

prowadzono proces spi trzania analitów, jako BGE u yto 80 mM H3PO4. Stosunkowo 

wysokie st enie kwasu gwarantuje efektywny proces spi trzania analitów. Co wi cej, 

niskie pH hamuje EOF, co ogranicza zjawisko dyspersji substancji [20]. Wybrany BGE 

zapewni  tak e po dan  jonizacj  oznaczanych zwi zków i umo liwi  ich ca kowite 

rozdzielenie. 

Zastosowana pocz tkowo matryca o niskiej przewodno ci (anality w wodzie) 

pozwala a jedynie na efektywne spi trzanie próbki dozowanej przez 30 s (3.45 kPa). 

D u szy czas dozowania, po przy o eniu wysokiego napi cia, prowadzi  do zaburze  

w przewodzeniu pr du w kapilarze. Z tego wzgl du konieczne by o usuni cie matrycy 

o niskiej przewodno ci przed etapem rozdzielania, natomiast dodatkowy efekt 

wzmocnienia si y sygna u uzyskano poprzez opracowanie techniki wielokrotnego 
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dozowania próbki. Schemat mechanizmu wzbogacania próbki zosta  przedstawiony 

na Rysunku 20. Do kapilary wype nionej BGE wprowadzano hydrodynamicznie du  

obj to  próbki, której matryca analityczna wykazywa a znacznie ni sz  przewodno  

ni  BGE (Rysunek 20A). Za próbk  dozowana by a ma a obj to  BGE w celu 

unikni cia strat analitów podczas usuwania matrycy próbki. Spi trzanie analitów 

z jednoczesnym usuwaniem próbki prowadzono przez jednoczesne przy o enie 

zewn trznego ci nienia do naczynka od strony katodowej (wektor ci nienia o zwrocie 

skierowanym do anody) i wysokiego napi cia. Stosowana warto  napi cia na tym 

etapie by a znacznie ni sza, ni  potencja  u ywany do rozdzielenia substancji. Pod 

wp ywem pola elektrycznego anality ulega y spi trzaniu na granicy o rodków 

próbka – BGE, podczas gdy przeciwnie skierowane ci nienie hydrodynamiczne 

usuwa o matryc  analityczn  próbki o niskiej przewodno ci (Rysunek 20B). Etap 

spi trzania i usuwania matrycy prowadzono do momentu uzyskania oko o 95% warto ci 

nat enia pr du dla kapilary w ca o ci wype nionej BGE (Rysunek 20C). Proces 

dozowania i spi trzania próbki powtarzano w celu maksymalizacji efektu wzbogacenia 

analitów (Rysunek 20D – F). Ostatni etap polega  na przy o eniu wysokiego napi cia 

i rozdzieleniu oznaczanych jonów przy pomocy CZE (Rysunek 20G). 

Optymalizacja techniki wzbogacania próbki obejmowa a sk ad matrycy 

analitycznej próbki, stosowane napi cie podczas etapu spi trzania, a tak e mo liw  

ilo  efektywnego dozowania próbki. 

Poniewa  wzmocnienie si y sygna u w technice FASS jest wprost 

proporcjonalne do ró nicy przewodno ci o rodków na granicy których zachodzi 

zjawisko spi trzania, obecno  rozpuszczalnika organicznego w strefie próbki promuje 

ten proces (Rysunek 21). Dodatkowo, w roztworze o ni szej przewodno ci pr dko  

migracji jonów jest wy sza, co jest korzystne z uwagi na ryzyko utraty analitów pod 

wp ywem przy o onego ci nienia. Za o enie to jest zgodne z uzyskanymi wynikami 

(Rysunku 21). Intensywno  wi kszo ci sygna ów wzrasta wraz z zawarto ci  MeOH 

w próbce. Dla 30% (v/v) MeOH mo na by o zaobserwowa  jedynie nieznaczny spadek 

wysoko ci sygna u dla opipramolu w stosunku do sygna ów uzyskanych dla próbki w 

wodzie. Dalszy dodatek rozpuszczalnika skutkowa  niestabilno ci  nat enia pr du 

podczas analizy. Z tego wzgl du trzydziestoprocentowe (v/v) st enie MeOH przyj to 

za optymalne. 
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Rys. 20. Schemat mechanizmu opracowanej techniki FASS z zastosowaniem wielokrotnego dozowania próbki [138]. 

(A) Próbka o niskiej przewodno ci dozowana jest do kapilary wype nionej BGE. Za próbk  wprowadzana jest 

niewielka obj to  BGE. (B) Jednoczesne przy o enie napi cia i zewn trznego ci nienia skutkuje spi trzaniem 

oznaczanych jonów na granicy o rodków próbka – BGE i usuwaniem matrycy analitycznej próbki. Wprowadzona 

ma a obj to  BGE na etapie (A) zabezpiecza uk ad przed usuwaniem analitów w pocz tkowym etapie tego procesu. 

(C) Spi trzanie prowadzi si  do momentu uzyskania oko o 95% warto ci nat enia pr du charakterystycznego dla 

kapilary wype nionej jedynie BGE. (D – F) Dozowanie próbki i BGE, a nast pnie spi trzanie analitów i usuwanie 

matrycy próbki powtarza si  w celu uzyskania wi kszego efektu wzbogacenia próbki. (G) W ostatnim etapie anality 

ulegaj  rozdzieleniu w wysokim polu elektrycznym. 

Kolejnym parametrem poddanym weryfikacji by  dodatek kwasu do dozowanej 

próbki (Rysunek 22). Obecno  elektrolitu w próbce pozwala tak e na dozowanie 

do kapilary stosunkowo du ych obj to ci próbki o niskiej przewodno ci z unikni ciem 

zjawiska niestabilno ci nat enia pr du podczas etapu rozdzielania. Przeprowadzone 

badania wykaza y dwojaki wp yw dodatku kwasu na parametry uzyskanych sygna ów. 

W przypadku opipramolu zaobserwowano istotny (> 25%) wzrost si y sygna u 

dla 1 mM H3PO4 w stosunku do 0,5 mM H3PO4. Jednocze nie intensywno  sygna ów 

pochodz cych od hydroksyzyny, amitryptyliny i fluoksetyny zmala a o oko o 10%. 
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Rys. 21. Wp yw dodatku MeOH do matrycy analitycznej próbki na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [138]. 

Warunki: BGE, 80 mM H3PO4; próbka, 0.5 mM H3PO4 w wodzie (czarny), 15% (v/v) MeOH (czerwony) lub 30% 

(v/v) MeOH (niebieski); kapilara, rednica wewn trzna 50 m x ca kowita d ugo  60 cm; napi cie, 30 kV; 

parametry dozowania, 3 razy 53 s (3,45 kPa) próbka i BGE (12 s, 3,45 kPa); etap spi trzania, 2 kV, - 6,9 kPa, 0,65 

min; detekcja UV (200 nm). Sygna y (od lewej): opipramol, hydroksyzyna, promazyna, amitryptylina, fluoksetyna i 

tiorydazyna. Wysoko ci poszczególnych sygna ów przedstawiono oznaczono na rysunku nad ka dym pikiem. 

Z jednej strony, ze wzgl du na obecno  grup aminowych w strukturze oznaczanych 

zwi zków, dodatek kwasu umo liwi  jonizacj  analitów i wydajniejsze spi trzanie 

analitów. Z drugiej jednak strony wraz z ilo ci  kwasu wzrasta a si a jonowa próbki, a 

tym samym mala a ró nica w przewodno ci o rodków. Efekt ten by  szczególnie 

widoczny w obecno ci 2 mM kwasu, gdzie obserwowano znacznie ni sze wysoko ci 

sygna ów ni  w pozosta ych przypadkach. Bior c pod uwag  istotn  popraw  czu o ci 

dla opipramolu i jedynie nieznaczny spadek wysoko ci pików 

dla hydroksyzyny, amitryptyliny i fluoksetyny, jako optymalny w omawianym 

przypadku wybrany zosta  1 mM kwas fosforowy. 
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Rys. 22. Wp yw st enia H3PO4 w matrycy analitycznej próbki na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [138]. Sk ad 

dozowanej próbki: 30% (v/v) MeOH i 0,5, 1 lub 2 mM H3PO4. Pozosta e warunki i oznaczenia jak na Rysunku 21. 

Wykazano, e przyk adane napi cie podczas procesu spi trzania mia o równie  

znacz cy wp yw na uzyskane wyniki (Rysunek 23). Zastosowanie zbyt niskiego 

napi cia (1,5 kV) skutkowa o nisk  pr dko ci  migracji analitów w kierunku katody 

i stratami zwi zanymi ze stosowanym ci nieniem przeciwpr dowym. Podczas gdy 

najwy sze sygna y uzyskano dla 2 kV, spadek sprawno ci rozdzielania by  widoczny 

ju  przy 2,5 kV. Co ciekawe, skrócenie czasu prowadzenia spi trzania przy 2,5 kV da o 

podobny rezultat do obserwowanego na Rysunku 23. Poszerzenie sygna ów 

w obecno ci wy szego pola elektrycznego mo e t umaczy  elektrostatyczne 

oddzia ywanie analitów z anionami obecnymi w BGE, co ograniczy o dyfuzj  

oznaczanych amin [20; 22; 139]. Przekroczenie granicznego napi cia w tym przypadku 

skutkowa o wzrostem udzia u procesów dyfuzyjnych i poszerzeniem sygna ów. Z tego 

wzgl du napi cie 2 kV zosta o uznane za optymalne. 
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Rys. 23. Wp yw stosowanego napi cia podczas etapu spi trzania na uzyskiwane wyniki [138]. Warunki: sk ad 

matrycy analitycznej próbki, 0,5 mM H3PO4, 30% MeOH; etap spi trzania, 1,5, 2 lub 2,5 kV, - 6,9 kPa, 0,65 min. 

Pozosta e warunki i oznaczenia jak na Rys. 21. Oznaczenia: a - opipramol, b - hydroksyzyna, c - promazyna, 

d - amitryptylina, e – fluoksetyna, f – tiorydazyna. 

Usuwanie matrycy dozowanej próbki stanowi o jeden z kluczowych elementów 

optymalizowanej metody. W tym celu podczas etapu spi trzania próbki, równocze nie 

przyk adano zewn trzne ci nienie. Zarówno czas jak i jego warto  mia y znacz cy 

wp yw na uzyskiwane wyniki. Badania wykaza y, e zbyt szybkie prowadzenie procesu 

przy wy szych warto ciach ci nienia ni  zoptymalizowane prowadzi o do usuwania 

cz ci analitów wraz z matryc , podczas gdy wyd u enie tego etapu z zastosowaniem 

ni szego ci nienia skutkowa o poszerzaniem pików. Najkorzystniejsze parametry 

rozdzielania uzyskano przy zastosowaniu ci nienia – 6,9 kPa przy czasie spi trzania 

równym 0,65 min. 
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Wspó czynnik wzmocnienia si y sygna u z u yciem dozowania ci nieniowego 

w CE wzrasta wraz z obj to ci  dozowania próbki. Jakkolwiek, ka da technika 

wykazuje pewn  graniczn  zdolno  do efektywnego spi trzania danej obj to ci próbki. 

Na Rysunku 24 przedstawiono elektroferogramy uzyskiwane przy u yciu ró nych 

trybów dozowania próbki. Zastosowanie techniki FASS pozwala na znaczn  popraw  

czu o ci metody w stosunku do standardowego dozowania ci nieniowego próbki 

(5 s, 3,45 kPa). Trzykrotne powtórzenie procedury dozowania i spi trzania próbki 

zaowocowa o dalszym wzrostem si y sygna u z zachowaniem wysokiej sprawno ci 

uk adu. Widoczne poszerzenie sygna ów zosta o zaobserwowane dopiero przy 

czterokrotnym dozowaniu próbki. Niemniej jednak, i w tym przypadku odnotowano 

wysok  sprawno  uk adu (137,4 - 274,4 tysi cy pó ek teoretycznych na metr) 

i ca kowite rozdzielenie oznaczanych zwi zków. Ze wzgl du na istotn  popraw  

czu o ci dla hydroksyzyny, amitryptyliny i fluoksetyny, czterokrotne dozowanie próbki 

zosta o wykorzystane w dalszych etapach pracy. 

 

Rys. 24. Wp yw trybu dozowania próbki na parametry uzyskiwanych sygna ów [138]. Sk ad dozowanej próbki: 30% 

(v/v) MeOH, 1 mM H3PO4. Pozosta e warunki i oznaczenia jak na Rysunku 21. 

3.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody 

Opracowana technika FASS z wielokrotnym dozowaniem próbki zosta a 

zastosowana do oznaczania wybranych leków psychiatrycznych w próbkach moczu 

ludzkiego. W tym celu przeprowadzono cz ciow  walidacj  metody obejmuj c  

selektywno , zakres liniowo ci metody, wyznaczenie granic wykrywalno ci 
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i oznaczalno ci, a tak e oszacowanie precyzji i dok adno ci oznacze . Uzyskane wyniki 

zestawiono w Tabeli 3. 

Tab. 3. Wyznaczone parametry walidacyjne dla opracowanej metody oznaczania wybranych leków psychiatrycznych 

w próbkach moczu ludzkiego po ekstrakcji ciecz-ciecz z u yciem techniki FASS z wielokrotnym dozowaniem 

próbki. * Sprawno  rozdzielania wyliczono dla trzech analiz próbki o st eniu 80 ng/ml ze wzoru: 

N = 5,54 (tm/w1/2)
2, gdzie tm – czas migracji analitu [s]; w1/2 – szeroko  piku w po owie wysoko ci [s]. 

 Opipramol Hydroksyzyna Promazyna Amitryptylina Fluoksetyna Tiorydazyna 

Zakres 

liniowo ci 

metody 

30–1000 ng/ml 

Wspó czynnik 

kierunkowy 

prostej (a) 

1.7656 3.6891 2.597 5.3255 5.6061 1.0937 

Wspó czynnik 

przesuni cia 

prostej (b) 

0.0045 0.0003 0.0173 0.0154 0.0109 0.0032 

Wspó czynnik 

korelacji (R2) 
0.9992 0.9996 0.9988 0.9995 0.9996 0.9989 

LOD (ng/mL) 3.92 2.23 5.04 2.77 2.74 6.21 

LOQ (ng/mL) 11.76 6.69 15.12 8.31 8.22 18.63 

EF 12 27 29 36 35 32 

N/m (x1000)* 144.7 222.3 274.7 256.4 247.4 137.4 

Powtarzalno  metody (n = 6) 

Precyzja (% RSD) 

30 ng/mL 4.36 2.48 5.60 3.08 3.05 6.90 

900 ng/mL 0.82 0.86 1.35 0.98 0.75 1.37 

Dok adno  (%) 

30 ng/mL 101.5 99.3 98.7 99.7 99.7 102.7 

900 ng/mL 99.9 99.9 100.0 100.1 100.1 100.4 

Odtwarzalno  metody (n = 9) 

Precyzja (% RSD) 

30 ng/mL 5.11 2.54 5.74 3.22 3.49 6.73 

900 ng/mL 1.05 1.14 1.39 1.13 0.88 1.51 

Dok adno  (%) 

30 ng/mL 102.1 100.1 99.2 99.8 99.7 101.5 

900 ng/mL 99.9 99.8 100.6 100.3 100.2 100.3 

 

Selektywno  metody badano na podstawie analizy próbek moczu 

pochodz cych od sze ciu ró nych osób. Na elektroferogramach nie stwierdzono 

interferencji pochodz cych od matrycy próbki. 

Krzywe kalibracyjne sporz dzono przez analiz  sze ciu niezale nie 

przygotowanych próbek w dziesi ciu ró nych st eniach (30, 40, 50, 80, 100, 300, 500, 

700, 900 and 1000 ng/ml). W badanym zakresie st e  obserwowano dobr  zgodno  z 

przyj tym modelem liniowym (R
2
 > 0,9988). 

Granice wykrywalno ci i oznaczalno ci wyznaczono w zakresie od 2,23 

do 6,21 ng/ml (LOD) oraz od 6,69 do 18,63 ng/ml (LOQ). 
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Precyzj  metody dla dwóch ró nych st e  (30 i 900 ng/ml) wyznaczono 

poni ej 6,90% (dla 6 analiz w obr bie jednego dnia) i 6,73% (pomi dzy dniami, 

po 3 oznaczenia na dzie ). Dok adno  metody waha a si  w granicach od 98,7 

do 102,7% (dla analiz wykonanych podczas jednego dnia) i w zakresie od 99,2 

do 102,1% (pomi dzy dniami). 

Ocen  efektu wzmocnienia sygna u przeprowadzono przez porównanie 

wysoko ci pików uzyskiwanych z u yciem opracowanej metody (dla st enia analitów 

równego 1 g/ml) i metody opartej o standardowe dozowanie hydrodynamiczne próbki 

(5 s, 3,45 kPa), dla którego anality oznaczano na poziomie 10 g/ml. Nale y zaznaczy , 

i  w celu eliminacji efektów spi trzania próbki, w metodzie z wykorzystaniem ma ej 

obj to ci dozowania próbki, matryc  analityczn  stanowi  BGE. Uzyskane warto ci  

EF mie ci y si  w granicy od 12 do 36 (Tabela 4). 

Przyk adowy elektroferogramy uzyskany w wyniku analizy próbki moczu 

ludzkiego wzbogaconej oznaczanymi substancjami zosta  przedstawiony 

na Rysunku 25. 

 

Rys. 25. Przyk adowy elektroferogramy uzyskany w wyniku analizy próbki moczu ludzkiego wzbogaconej 

wybranymi substancjami o aktywno ci farmakologicznej [138]. Warunki analizy jak na Rysunku 21. Oznaczenia: 

a - opipramol, b - hydroksyzyna, c - promazyna, d - amitryptylina, e – fluoksetyna, f – tiorydazyna, I.S. – oksazepam. 
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4. Dozowanie elektrokinetyczne próbki we wzmocnionym polu 

elektrycznym w kontek cie zjawiska pseudo-izotachoforezy 

4.1. Wst p 

Zastosowanie dozowania elektrokinetycznego próbki pozwala na wprowadzenie 

znacznie wi kszej ilo ci analitów ni  u ycie dozowania ci nieniowego, w przypadku 

którego ilo  dozowanej substancji jest bezpo rednio zale na od obj to ci 

wprowadzonej próbki [17; 18]. Z tego wzgl du dozowanie elektrokinetyczne umo liwia 

obni enie granic wykrywalno ci substancji nawet o sze  rz dów wielko ci [24; 118]. 

Jakkolwiek, wprowadzanie du ej liczby jonów do kapilary na drodze 

elektrokinetycznej wi e si  ze stosunkowo d ugim czasem prowadzenia tego procesu 

(od kilku do nawet kilkudziesi ciu minut), podczas którego pojawia si  konieczno  

ogniskowania wprowadzonych do kapilary jonów. 

Zhang i Thormann jako pierwsi wykazali, i  dodatek do próbki rozpuszczalnika 

organicznego takiego, jak propan-1-ol umo liwia uzyskanie znacznie wy szych 

wspó czynników wzbogacenia analitu w stosunku do roztworów wodnych [23]. 

Równie  Shihabi uzyska  podobny efekt poprzez dodatek acetonu i acetonitrylu 

do matrycy analitycznej próbki [140]. Zwróci  on tak e uwag  na wy szo  dodatku 

rozpuszczalnika w stosunku do próbek wodnych podczas analizy substancji, 

wykazuj cych zró nicowan  rozpuszczalno  w wodzie [140]. Ten sam autor w innej 

swojej pracy podkre la znaczenie stosowanego BGE wraz z dozowaniem 

elektrokinetycznym próbki [124]. Wprowadzenie analitów pomi dzy roztwór boraksu 

(po stronie katodowej próbki) i trietanoloaminy (po stronie anodowej) pozwoli o 

na efektywne spi trzenie analitów na drodze tITP [124]. Technika ta zosta a pó niej 

szczegó owo opisana przez Hirokaw  i wspó . [26]. Niemniej jednak, Shihabi w swojej 

pracy wykaza  skuteczno  techniki FASI w obecno ci elektrolitu wiod cego 

i terminuj cego [124]. 

Ze wzgl du na uzyskiwan  wysok  czu o  metod opartych o dozowanie 

elektrokinetyczne próbki, podj to prób  opracowania procedury oznaczania wybranych 

substancji farmakologicznie czynnych. Celem do wiadcze  by o wyznaczenie 

parametrów krytycznych dla procesu spi trzania analitów, które poddano optymalizacji 

i ewaluacji. Dodatkowy efekt wzbogacenia analitów uzyskano poprzez zastosowanie 

techniki DLLME, jako metody przygotowania próbki do analizy elektroforetycznej. 

Opracowan  metod  poddano cz ciowej walidacji, a jej aplikacyjno  wykazano 
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na przyk adzie oznaczania wybranych substancji modelowych w próbkach moczu 

ludzkiego. 

4.2. Cz  eksperymentalna 

4.2.1. Przygotowanie roztworów 

Roztwory wzorcowe analitów (olanzapina, prochlorperazyna, trifluoperazyna, 

perfenazyna, chlorprotiksen, klomipramina) przygotowano w MeOH w st eniu 

1 mg/ml. 0,2 M roztwory Tris i chlorku sodu przygotowano w kolbkach miarowych 

rozpuszczaj c odwa one substancje w wodzie dejonizowanej. Po dane pH roztworów 

uzyskano poprzez doprowadzanie za pomoc  1 M roztworu kwasu solnego. Mieszanin  

ekstrakcyjn  przygotowano przez umieszczenie 2,5 ml CCl4 w kolbie miarowej 

o pojemno ci 25 ml i rozcie czenie ACN do kreski. 

4.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne 

Wszystkie eksperymenty w ramach opracowania metody by y prowadzone przy 

u yciu niemodyfikowanej kapilary krzemionkowej o rednicy wewn trznej 50 m 

i ca kowitej d ugo ci 57 cm (efektywna d ugo : 50 cm) termostatowanej w 

temperaturze 22 °C. 

Ka d  now  kapilar  kondycjonowano kolejno: MeOH (20 min), 1 M NaOH 

(60 min), 0,1 M NaOH (30 min), wod  (30 min) i roztworem BGE (20 min). 

Na pocz tku ka dego dnia u ywana kapilara przep ukiwana by a: MeOH 

(10 min), 0,1 M NaOH (20 min), wod  dejonizowan  (10 min) i roztworem BGE 

(15 min). Ko cowy etap polega  na zanurzeniu obro ców kapilary w roztworze BGE 

i przy o eniu wysokiego napi cia (22 kV) przez 15 min. 

Zoptymalizowana procedura stosowana podczas analiz elektroforetycznych 

obejmowa a: (i) przemycie kapilary roztworem BGE (2 min) z o onym z 45 mM Tris 

(pH 2,20); (ii) dozowanie 0,25 mM roztworu HCOOH (3 s, 3,45 kPa); 

(iii) elektrokinetyczne dozowanie próbki (70 s, 5 kV), której matryca analityczna 

sk ada a si  z 90% MeOH i 0,25 mM HCOOH; (iv) dozowanie BGE (3 s, 3,45 kPa); 

(v) elektroforetyczne rozdzielanie sk adników próbki (22 kV przez 10 min); 

(vi) p ukanie ko cowe kapilary (MeOH – 1 min, 0,1 M NaOH – 3 min, BGE – 1 min). 

Podczas etapu optymalizacji metody elektroforetycznej stosowano detekcj  analitów 

przy  = 200 nm, podczas gdy detekcj  w czasie optymalizacji ekstrakcji i cz ciowej 
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walidacj  metody prowadzono przy  = 254 nm. Wszystkie procedury przemywania 

kapilary w eksperymentach prowadzono przy ci nieniu 138 kPa. 

4.2.3. Procedura przygotowania próbki do analizy 

Zebrane próbki moczu ludzkiego pobrane od zdrowych ochotników 

przechowywano w temperaturze -20 °C przez okres przynajmniej 24 godzin 

przed u yciem, jednak nie d u ej ni  siedem dni. Po rozmro eniu w temperaturze 

pokojowej, próbki moczu wirowano przez 5 min przy 3000 obr./min. Do 995 l 

supernatantu dodawano 5 l mieszaniny wzorców i 10 l I.S. (wodny roztwór 

promazyny o st eniu 1 g/ml). Po dok adnym wymieszaniu zawarto ci fiolki ca o  

alkalizowano przez dodanie 100 l 1 M NaOH, po czym zawarto  naczynka mieszano 

i wirowano przez 2 min przy 8000 obr./min. Nast pnie, 1 ml tak przygotowanego 

supernatantu umieszczano w probówce typu eppendorf o pojemno ci 1,5 ml 

i poddawano procedurze DLLME. 

300 l mieszaniny ekstrakcyjnej „ b yskawicznie” wprowadzano do uprzednio 

przygotowanej próbki moczu przy pomocy mikrostrzykawki o pojemno ci 500 l 

(Hamilton, Reno, NA, USA). Probówk  zamykano na czas 14 min, po czym wirowano 

przez 2 min przy 8000 obr./min. 20 l dolnej fazy organicznej zbierano przy pomocy 

mikrostrzykawki o pojemno ci 100 l (Hamilton) i przenoszono do kolejnej probówki 

typu eppendorf o pojemno ci 0,5 ml. Rozpuszczalnik organiczny odparowywano 

w temp. 50 °C pod zmniejszonym ci nieniem przez 25 min, a such  pozosta o  

rozpuszczano w 30 l matrycy analitycznej próbki (0,25 mM HCOOH w 90% MeOH), 

któr  nast pnie analizowan  z u yciem CE. 

4.3. Wyniki i dyskusja 

4.3.1. Spi trzanie 

Optymalizacja metody obejmowa a zbadanie wp ywu takich czynników, 

jak sk ad matrycy analitycznej próbki, sk ad stosowanego BGE, czas i napi cie 

dozowania próbki, a tak e sk ad i parametry dozowania roztworu wprowadzanego 

do kapilary bezpo rednio przed próbk . 

Sk ad matrycy analitycznej próbki ma istotne znaczenie dla procesu spi trzania 

[23; 124; 140]. Poniewa  wi ksza ró nica przewodno ci pomi dzy próbk  i BGE 

pozwala na uzyskanie wy szych liczbowo wspó czynników wzmocnienia sygna u, 

badano wp yw rodzaju rozpuszczalnika organicznego w matrycy analitycznej próbki 



 

79 

 

(Rysunek 26). Najni sze sygna y uzyskano przy u yciu wody jako matrycy analitycznej 

próbki, podczas gdy dodatek rozpuszczalnika organicznego znacznie poprawi  czu o  

metody. Mniejsz  czu o  w przypadku u ycia iPrOH w stosunku do pozosta ych 

rozpuszczalników organicznych mo e t umaczy  wy sza lepko  tego alkoholu. 

Dodatek acetonu, ACN i MeOH mia  z kolei ró norodny wp yw na uzyskiwan  

wysoko  poszczególnych analitów. Oprócz sygna u pochodz cego od klomipraminy, 

dla której najlepszym rozpuszczalnikiem okaza  si  ACN, najwy sze sygna y 

obserwowano w obecno ci MeOH i z tego wzgl du 90% dodatek tego rozpuszczalnika 

zosta  u yty do dalszych eksperymentów. 

 

Rys. 26. Wp yw rodzaju rozpuszczalnika w matrycy analitycznej próbki na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [141]. 

Warunki: BGE, 45 mM Tris, pH 2,20; próbka, 0.25 mM HCOOH w wodzie lub 90% (v/v) roztworze iPrOH, acetonu, 

ACN lub MeOH; kapilara, rednica wewn trzna 50 m x ca kowita d ugo  57 cm; napi cie, 22 kV; parametry 

dozowania, 3 s (3,45 kPa) 0,25 mM HCOOH, nast pnie 70 s (5 kV) próbka, nast pnie 3 s (3,45 kPa) BGE; detekcja 

UV (200 nm). Oznaczenia: Ola – olanzapine, Pro – prochlorperazyna, Tri – trifluoperazyna, Per – perfenazyna, Prm – 

promazyna, Chl – chlorprotiksen, Clo – klomipramina. 

Dozowanie elektrokinetyczne substancji o charakterze s abych zasad 

organicznych umo liwia wprowadzanie du ej ich ilo ci do kapilary, g ównie za spraw  

elektroforetycznej migracji oznaczanych zwi zków. W tej sytuacji stopie  jonizacji 

analitów odgrywa kluczow  rol  w procesie dozowania elektrokinetycznego. 

Z tego wzgl du testowano wp yw dodatku rodzaju i ilo ci kwasu na efekt wzmocnienia 

si y sygna u (Rysunek 27). Dodanie ka dego spo ród testowanych kwasów (HCl, 

HCOOH i H3PO4) mo e skutkowa  przyrostem lub spadkiem si y sygna u analitów 

(Rysunek 27A – C), co znajduje potwierdzenie w literaturze naukowej [23; 140]. 
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W przypadku kwasu solnego znaczna poprawa czu o ci by a obserwowana przy 

st eniu 50 M, podczas gdy dalsze zwi kszenie st enia powodowa o odwrotny efekt. 

St enia przebadanych kwasów wykazuj ce najwi ksz  popraw  czu o ci metody 

zestawiono na Rysunku 27D. Uzyskane wyniki wskazuj  na podobny efekt 

wzmocnienia w przypadku stosowania 50 M HCl i 100 M H3PO4, a tak e wy szo  

250 M HCOOH nad pozosta ymi kwasami. 

 

Rys. 27. Wp yw rodzaju i st enia (A) HCl, (B) H3PO4, (C) HCOOH na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [141]. 

Na rysunku (D) zestawiono optymalne st enia poszczególnych kwasów. Przed próbk  dozowano wod  (3 s, 3,45 

kPa). Pozosta e warunki dozowania takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. 

Claude i wspó . wykazali, i  dodatek kwasu do matrycy analitycznej próbki, 

a tak e do roztworu dozowanego bezpo rednio przed próbk  (ang. head-column 

injection) wp ywa na powtarzalno  uzyskiwanych wyników [142]. Maj c na uwadze 

wspomniane doniesienie oszacowano wp yw poszczególnych kwasów jako dodatków 

do matrycy analitycznej próbki na precyzj  wyników (Tabela 4). W tym zestawieniu 

to 50 M HCl umo liwi  bardziej precyzyjne dozowanie wi kszo ci analitów 

do kapilary. Tak e zastosowanie 100 M H3PO4 skutkowa o mniejszym rozrzutem 

wyników ani eli 250 M HCOOH. Niemniej jednak, w przypadku kwasu mrówkowego 

uzyskany efekt wzmocnienia by  zdecydowanie wy szy (Rysunek 27D). Co wi cej, 
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dozowanie 0,25 mM roztworu HCOOH przed próbk  zamiast wody pozwoli o 

na popraw  precyzji uzyskiwanych wyników (Tabela 4). Z uwagi na satysfakcjonuj c  

precyzj  w omawianym przypadku (RSD < 1,80%) 0,25 mM roztwór HCOOH zosta  

wybrany jako optymalny zarówno w matrycy analitycznej próbki, jak i w roli roztworu 

dozowanego bezpo rednio przed ni  do kapilary. 

Tab. 4. Wp yw rodzaju i st enia kwasu w matrycy analitycznej próbki na wzgl dne odchylenie standardowe 

uzyskiwane dla poszczególnych substancji. Przed próbk  dozowano wod  (3 s, 3,45 kPa). Pozosta e warunki 

dozowania takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. * Przed próbk , zamiast wody, dozowano 

250 M roztwór HCOOH (3 s, 3,45 kPa). 

Analit 
Bez dodatku 

kwasu 

50 M 

HCl 
100 M H3PO4 

250 M 

HCOOH 

250 M 

HCOOH* 

RSD (Arel) % (n=3) 

Ola 4.03 0.80 1.93 2.35 1.38 

Pro 7.09 2.86 3.15 0.50 0.46 

Tri 3.31 0.68 3.90 3.66 0.36 

Per 7.16 1.87 4.39 4.12 1.56 

Chl 4.26 1.29 0.63 3.87 1.06 

Clo 3.42 2.89 0.81 4.25 1.80 

 

Poprawa czu o ci metody przy dodatku niewielkiej ilo ci kwasów jest wynikiem 

uzyskiwania wi kszego adunku poszczególnych substancji. Dalszy wzrost si y jonowej 

roztworu dzia a niekorzystnie na efekt spi trzania próbki poprzez zmniejszenie ró nicy 

w przewodno ci próbki i roztworu BGE. Poniewa  stopie  dysocjacji kwasów u ytych 

w badaniu ro nie w nast puj cej kolejno ci HCOOH < H3PO4 < HCl, dlatego te  

optymalne st enia by y najni sze dla kwasu najlepiej zdysocjowanego. Stopie  

dysocjacji kwasów t umaczy równie  precyzj  uzyskiwanych wyników. Najlepsz  

stabilizacj  nat enia pr du podczas dozowania próbki uzyskiwano z u yciem 

najbardziej zdysocjowanego elektrolitu. W swojej pracy Anres i wspó . zwrócili uwag  

na ten fakt zalecaj c dozowanie elektrokinetyczne próbki prowadzone przy sta ym 

nat eniu pr d zamiast sta ego napi cia [95]. Niestety, ze wzgl du na ograniczenia 

technologiczne stosowanego urz dzenia (aparat P/ACE 5000) w prezentowanej pracy 

dozowanie próbki prowadzono przy sta ej ró nicy potencja ów. Niemniej jednak, 

dodatek niewielkiej ilo ci elektrolitu do roztworu dozowanego bezpo rednio przed 

próbk  zapewni  satysfakcjonuj c  powtarzalno  wyników. 
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Rys. 28. Elektroferogramy uzyskane przy u yciu BGE o ró nym sk adzie: (A) 45 mM Tris/HCl, pH 2,20; (B) 40 mM 

H3PO4, pH 2,20; (C) NaCl/HCl, pH 2,20 [141]. Pozosta e warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 

z 90% dodatkiem MeOH. 

Równie  sk ad u ytego BGE poddano procesowi optymalizacji. W celu 

eliminacji efektu poszerzenia uzyskiwanych sygna ów na skutek obecno ci EOF 

testowano roztwory o niskiej warto ci pH (pH 2,20 – 2,30) [118]. Rysunek 28 

przedstawia wp yw sk adu BGE na uzyskiwane elektroferogramy. Pocz tkowo u yty 

roztwór Tris o st eniu 45 mM z dodatkiem HCl o pH 2,20 zapewni  wysok  

sprawno ci  uk adu i rozdzielenie analitów do linii podstawowej (Rysunek 28A). 

Znacz cy spadek sprawno ci rozdzielania odnotowano przy zastosowaniu 40 mM 

H3PO4 (Rysunek 28B). Z uwagi na podobne warto ci pH elektrolitów, ró nice 

w badanych roztworach BGE dotyczy y u ytych przeciwjonów (fosforan i chlorek) 

i kojonów. Weryfikacj  tych czynników przeprowadzono przy u yciu trzeciego BGE, 

z o onego z roztworu chlorku sodu i kwasu solnego o przewodno ci i pH zbli onej 

do pozosta ych dwóch testowanych roztworów (Rysunek 28C). W przedstawionym 

trzecim przypadku obserwowano popraw  symetrii sygna ów w porównaniu 

z 40 mM H3PO4, jednak e sprawno  rozdzielania by a nadal znacznie ni sza ni  dla 

pierwszego z testowanych BGE. O ile korzystniejsze parametry rozdzielania mo na 
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t umaczy  zmian  u ytego przeciwjonu, co znajduje potwierdzenie w literaturze 

naukowej [143], o tyle ciekawszy by  fakt wy szo ci BGE zawieraj cego Tris nad 

elektrolitem sodowo – chlorkowym.  Wyt umaczeniem tego zjawiska mo e by  

dynamiczne powlekanie jonami Tris
+
 ujemnie na adowanej ciany kapilary, 

co przeciwdzia a o adsorpcji oznaczanych zwi zków do ciany kapilary [123]. Jednak e 

niskie pH u ywanych roztworów BGE w znacz cy sposób ogranicza o dysocjacj  grup 

silanolowych na wewn trznej powierzchni kapilary, co w znacznym stopniu 

ogranicza o poszerzenie sygna ów w wyniku procesów adsorpcyjnych [20]. 

Z tego wzgl du wyja nieniem uzyskanych wyników jest obecno  procesu 

izotachoforetycznego, a dok adniej p-ITP [144]. Rozpuszczalnik organiczny w matrycy 

analitycznej próbki pe ni w tym uk adzie rol  TE, podczas gdy LE stanowi stosowany 

kojon w BGE. Porównuj c ruchliwo ci elektroforetyczne jonu Tris
+
 (29,5 cm

2
 V

-1
 s 

-1
) i 

Na
+
 (51,9 cm

2
 V

-1
 s 

-1
), a tak e uwzlg dniaj c stosowany przeciwjon Cl

-
 (-79,1 cm

2
 V

-1
 

s 
-1

), po podstawieniu do Równania 8 uzyskujemy wy sz  warto  wspó czynnika K dla 

BGE zawieraj cego jony Tris
+
 ani eli Na

+
, a tym samym silniejszy efekt spi trzenia 

analitów dla elektrolitu o sk adzie 45 mM Tris/HCl (pH 2,20). 

Na Rysunku 29 przedstawiono zale no  st enia u ytego BGE od wysoko ci 

otrzymanych sygna ów. Obserwowany efekt wzmocnienia si y sygna u 

wraz ze wzrostem st enia elektrolitu jest wypadkow  wy szego nat enia pr du 

podczas dozowania próbki w warunkach sta ego napi cia 5 kV w obecno ci BGE 

o wy szej przewodno ci i procesów wzbogacania analitów. Ze wzgl du na ograniczenia 

aparaturowe zastosowanie wy szych st e  ni  45 mM Tris skutkowa o niestabilno ci  

przewodzenia pr du w trakcie rozdzielania elektroforetycznego. 

Rysunek 29 przedstawia tak e wp yw czasu dozowania ma ej obj to ci roztworu 

0,25 mM HCOOH przy ci nieniu 3,45 kPa. Znacznie ni sze sygna y obserwowane 

w przypadku eliminacja tej procedury w stosunku do jej stosowania (3 lub 6 s) by y 

najprawdopodobniej wynikiem dyfundowania analitów z powrotem do naczynka 

anodowego po etapie dozowania próbki. Nieznacznie wy sze piki uzyskano 

przy zastosowaniu 45 mM roztworu Tris i trzysekundowego czasu dozowania 

0,25 mM HCOOH bezpo rednio przed próbk  i te parametry u yto w dalszych etapach 

bada . 
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Rys. 29. Wp yw st enia elektrolitu w BGE i czasu dozowania 0,25 mM HCOOH (0, 3 lub 6 s) na wysoko  

uzyskiwanych pików [141]. Pozosta e warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH.  

Warunki dozowania próbki maj  bezpo redni wp yw na ilo  cz steczek 

analitów wprowadzanych do kapilary. Na Rysunku 30 przedstawiono zale no  

stosowanego napi cia i czasu od wysoko ci uzyskiwanych pików. Podczas gdy 

zwi kszenie napi cia z 2,5 kV do 5 kV skutkowa o znacz c  popraw  czu o ci metody, 

wy sze potencja y wykazywa y niewielki wp yw na uzyskiwan  wysoko  sygna ów 

jednocze nie powoduj c poszerzenie pików (Rysunek 30A).  W przypadku czasu 

dozowania próbki obserwowano liniowy wzrost si y sygna ów w zakresie od 30 do 70 s 

(Rysunek 30B). Przed u enie tego etapu prowadzi o do spadku intensywno ci pików 

i utraty sprawno ci uk adu. Uwzgl dniaj c wyniki uzyskane w testowanym zakresie 

przyk adanego napi cia i czasu dozowania próbki, za optymalne warunki przyj to 5 kV 

i 70 s. 
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Rys. 30. Wp yw (A) napi cia i (B) czasu dozowania próbki na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [141]. Pozosta e 

warunki i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. 

4.3.2. Dyspersyjna mikroekstrakcja ciecz-ciecz 

Technika DLLME jest jedn  z najwa niejszych technik mikroekstrakcyjnych. 

Jej du a popularno  wynika przede wszystkim z ekstremalnie krótkiego czasu 

prowadzenia procesu (nawet kilka sekund), du ego wspó czynnika wzbogacenia próbki 

(nierzadko tysi ckrotnego), prostoty wykonania i niewielkiego zu ycia 

rozpuszczalników organicznych [145; 146]. Ze wzgl du na wymienione zalety, technika 

DLLME zosta a u yta w celu ekstrakcji i dodatkowego wzbogacenia analitów z próbek 

biologicznych na przyk adzie moczu ludzkiego. 

Podstawowym parametrem wp ywaj cym na wydajno  ekstrakcji w technice 

DLLME jest rodzaj u ytego uk adu ekstrakcyjnego. Jako czynnik ekstrahuj cy 

standardowo stosuje si  rozpuszczalniki organiczne o g sto ci wi kszej od g sto ci 

wody [146]. W ramach przeprowadzonych do wiadcze  testowano u ycie di-, tri- 

i tetrachlorometanu. Stosunkowo wysoka rozpuszczalno  pierwszych dwóch 

rozpuszczalników w wodzie wymaga a zastosowania tych odczynników w obj to ci 

> 100 l podczas ka dorazowej ekstrakcji. Z tego wzgl du w eksperymentach u ywano 

CCl4. 

Spo ród badanych rozpuszczalników dysperguj cych najwy sz  wydajno  

wykaza o u ycie ACN (Rysunek 31A). Zapewni  on nie tylko najlepsz  dyspersj  CCl4 

w próbce, ale tak e najwi ksz  obj to  kropli ekstrahenta po procesie wirowania. 

Nieznacznie wy szy sygna  dla perfenazyny uzyskano z u yciem iPrOH. Jakkolwiek, 

ró nica ta by a niewielka i w dalszym etapie bada  stosowano ACN, 

jako rozpuszczalnik dysperguj cy. 

Badano tak e wp yw obj to  stosowanych faz na proces ekstrakcji analitów 

(Rysunek 31B i C). Najwy sze sygna y uzyskano przy u yciu 30 l CCl4 

w 270 l ACN. W technice DLLME obj to  stosowanego ekstrahenta zwykle nie 
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przekracza 10 l [146 - 148]. Jakkolwiek, wi kszo  z publikowanych prac dotyczy 

zastosowania techniki DLLME do ekstrakcji próbek o niskiej zawarto ci soli. 

Jednocze nie efekt wysalania próbki mia  negatywny wp yw na proces wymiany masy. 

Z tego wzgl du wi ksza obj to  CCl4 prawdopodobnie pozwoli a na przezwyci enie 

stosunkowo du ej si y jonowej badanych próbek. 

Ze wzgl du na charakter chemiczny oznaczanych substancji, kluczowa 

dla procesu ekstrakcji by a alkalizacja moczu. Wp yw dodatku ró nej obj to ci 

(60 – 140 l) 1 M NaOH do próbki na wysoko  pików przedstawiono na Rysunku 

30D. 100 l roztworu zasady wykaza o najkorzystniejszy wp yw na uzyskiwane wyniki. 

Obj to  ta odpowiada ko cowej warto ci pH próbki równej 12, co zapewni o 

ca kowite przej cie analitów w posta  wolnych zasad. Dalszy zwi kszanie ilo ci NaOH 

skutkowa o jedynie zwi kszaniem si y jonowej próbki wp ywaj c niekorzystnie na 

wydajno  procesu. 

 

Rys. 31. Wp yw (A) rodzaju rozpuszczalnika dysperguj cego, (B) obj to ci rozpuszczalnika ekstrahuj cego, 

(C) obj to ci rozpuszczalnika dysperguj cego, (D) obj to ci dodatku 1 M roztworu NaOH, na wysoko  

uzyskiwanych sygna ów [141]. Warunki: czas ekstrakcji: 2 min; rozpuszczalnik organiczny: CCl4; rozpuszczalnik 

dysperguj cy: ACN; obj to  rozpuszczalnika organicznego: (A) 20 l, (C, D) 30 l; obj to  dodanego 1 M 

roztworu NaOH: 100 l; ca kowita obj to  mieszaniny ekstrahuj cej: 300 l; detekcja UV (254 nm). Pozosta e 

warunki elektroforetyczne i oznaczenia takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. 

Ostatni etap optymalizacji techniki DLLME dotyczy  czasu prowadzenia 

ekstrakcji. Na Rysunku 31 przedstawiono wp yw tego parametru na wysoko  
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sygna ów. Zaskakuj cy by  fakt liniowej zale no ci ilo ci wyekstrahowanych substancji 

od czasu, charakterystyczny dla klasycznej LLE, podczas gdy jedn  z zalet techniki 

DLLME jest szybko  procesu i brak wspomianej zale no ci [145]. Co wi cej, 

zastosowanie mieszania przy pomocy wirówki punktowej lub ultrad wi ków nie 

wp ywa o w istotny sposób na szybko  ekstrakcji. Uzyskane wyniki mo e t umaczy  

fakt stosunkowo du ej si y jonowej próbki i obj to ci rozpuszczalnika ekstrahuj cego, 

a tak e obecno ci  substancji matrycowych w próbce utrudniaj cych proces wymiany 

masy. Na podstawie uzyskanych wyników stwierdzono, i  prowadzenie ekstrakcji przez 

14 min pozwala na uzyskanie satysfakcjonuj cej wydajno ci w stosunkowo krótkim 

czasie. 

 

Rys. 32. Wp yw czasu prowadzenia procesu ekstrakcji na wysoko  uzyskiwanych sygna ów [141]. Warunki 

ekstrakcji takie same jak na Rysunku 31D przy u yciu 100 l 1 M NaOH. Warunki elektroforetyczne i oznaczenia 

takie same jak na Rysunku 26 z 90% dodatkiem MeOH. 

4.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody 

Zoptymalizowana technika DLLME wraz z opracowan  metod  

elektroforetyczn  poddano cz ciowej walidacji na przyk adzie oznaczania wybranych 

substancji czynnych w moczu ludzkim. Wyznaczone parametry walidacyjne zestawiono 

w Tabeli 5. 

Selektywno  metody zosta a oceniona na podstawie analizy sze ciu próbek 

moczu pochodz cych od 6 zdrowych ochotników. W przeprowadzonym badaniu nie 

stwierdzono interferencji pochodz cych z matrycy próbki z oznaczanymi substancjami. 



 

88 

 

 

Tab. 5. Zestawienie wybranych parametrów walidacyjnych wyznaczonych dla opracowanej metody DLLME-FASI. 

 Ola Pro Tri Per Chl Clo 

Zakres liniowo ci 

metody 
LOQ – 100 ng/ml 

Wspó czynnik 

kierunkowy prostej (a) 
0.0639 0.0332 0.0451 0.0605 0.0294 0.0204 

Wspó czynnik 

przesuni cia prostej (b) 
0.0438 0.0518 -0.0099 -0.0396 0.0092 -0.0226 

Wspó czynnik korelacji 

(R2) 
0.9943 0.9982 0.9986 0.9994 0.9982 0.9992 

LOD (ng/mL) 0,30 0,50 0,50 0,30 0,75 0,60 

LOQ (ng/mL) 1,0 1,5 1,5 1,0 2,5 2,0 

EF (FASI) 850 889 481 594 976 1127 

EF (DLLME) 14 15 18 19 8 10 

EF (DLLME – FASI) 11 910 13 410 8 760 11 550 8 080 11 200 

Powtarzalno  metody (n = 6) 

Precyzja (% RSD) 

LOQ 10,2 9,7 10,5 9,6 8,5 9,3 

4 x LOQ 7,2 6,8 8,8 7,6 6,8 9,1 

50 ng/ml 5,2 4,6 3,4 2,8 4,3 4,2 

80 ng/ml 4,1 3,9 4,0 3,1 3,5 3,8 

Dok adno  (%) 

LOQ 87,3 91,2 89,5 111,1 90,2 91,7 

4 x LOQ 104,7 94,1 91,1 105,9 108,4 108,8 

50 ng/ml 96,6 97,2 94,0 103,7 97,5 102,8 

80 ng/ml 95,1 94,7 97,6 98,2 96,8 101,3 

Odtwarzalno  metody (n = 9) 

Precyzja (% RSD) 

LOQ 12,1 9,3 11,2 9,9 9,0 9,5 

4 x LOQ 8,6 7,8 9,8 8,9 8,1 10,0 

50 ng/ml 5,5 6,1 5,0 4,7 5,8 5,1 

80 ng/ml 5,3 4,9 6,2 3,0 4,5 5,2 

Dok adno  (%) 

LOQ 85,8 86,6 88,4 109,4 90,3 89,7 

4 x LOQ 106,8 91,3 88,9 112,3 110,0 111,2 

50 ng/ml 96,8 94,1 92,5 104,6 93,3 98,1 

80 ng/ml 97,4 96,2 99,1 95,9 97,7 98,6 

 

Liniowo  metody oceniano w zakresie od LOQ wyznaczonego dla danego 

analitu do 100 ng/ml. Testowany zakres st e  wykazywa  dobr  zgodno  z 

za o onym modelem liniowym (R
2
 > 0,994). 

Warto ci LOD i LOQ wyznaczono dla poszczególnych analitów na podstawie 

S/N = 3 (dla LOD) i S/N = 10 (dla LOQ). Wyznaczony wspó czynnik LOD waha  si  w 
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zakresie od 0,30 do 0,75 ng/ml, podczas gdy LOQ oznaczono w przedziale 

od 1,0 do 2,5 ng/ml. 

Powtarzalno  metody oceniona na podstawie analizy sze ciu niezale nie 

przygotowanych próbek moczu wzbogaconych mieszanin  oznaczanych substancji 

czynnych w czterech ró nych st eniach (LOQ, 4 x LOQ, 50 i 80 ng/ml) w ci gu 

jednego dnia. Wyznaczone warto ci precyzji mie ci y si  w zakresie od 3,1 do 10,5% 

RSD, a dok adno  wyników wynosi a od 87,3 do 108,8%. 

Podobn  procedur  stosowano w przypadku oceny odtwarzalno ci metody. 

W tym celu analizowano po trzy próbki na dzie  przez trzy kolejne dni w czterech 

ró nych st eniach (LOQ, 4 x LOQ, 50 i 80 ng/ml). Uzyskane odchylenia mie ci y si  

w zakresie od 3,0 do 12,1 % RSD, podczas gdy dok adno  wynosi a od 85,8 

do 112,3%. 

 

Rys. 33. Porównanie elektroferogramów uzyskanych z u yciem: (A) standardowego dozowania próbki (5 s, 3,45 

kPa), anality w BGE w st eniu 10 g/ml; (B) techniki FASI, anality w st eniu 40 ng/ml; 

(C) techniki DLLME – FASI, próbka moczu bez dodatku wzorców; (D) techniki DLLME – FASI, anality w moczu w 

st eniu 10 ng/ml [141]. Detekcja UV (254 nm). Pozosta e warunki: (A, B) takie same jak na Rysunku 26 

z 90% dodatkiem MeOH; (C, D) same jak na Rysunku 32 z czternastominutowym czasem ekstrakcji. 

Efekt wzmocnienia sygna u oszacowano w odniesieniu do techniki CZE 

z u yciem standardowego dozowania próbki (5 s, 3,45 kPa) przez porównanie 

wysoko ci sygna ów uzyskiwanych dla poszczególnych metod z uwzgl dnieniem 

ró nicy st e  (Równanie 9). W celu niwelacji efektu spi trzania próbki, w metodzie 
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referencyjnej matryc  analityczn  stanowi  BGE, a anality oznaczano w st eniu 

10 g/ml. Efekt wzmocnienia dla techniki FASI oceniano przy st eniu wzorców 

równym 40 ng/ml. czny efekt techniki FASI i DLLME oceniano po ekstrakcji 

oznaczanych substancji z próbek moczu uprzednio wzbogaconych analitami do st enia 

10 ng/ml. Przeprowadzone do wiadczenia wykaza y, i  u ycie opracowanej techniki 

FASI umo liwia popraw  czu o ci metody w zakresie od 481 do 1127 razy w stosunku 

do standardowego dozowania próbki (Tabela 5). Wzbogacanie analitów przed analiz  

elektroforetyczn  z u yciem opracowanej techniki DLLME umo liwia wzrost si y 

sygna u o kolejny rz d wielko ci (8 – 19-krotny efekt wzmocnienia), co w rezultacie 

daje sumaryczny EF w przedziale od 8 080 – 11 910. Przyk adowe elektroferogramy 

uzyskane przy u yciu technik CZE ze standardowym dozowaniem próbki, techniki 

FASI oraz DLLME – FASI próbek moczu przedstawiono na Rysunku 33. 
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5. Spi trzanie analitów we wzmocnionym polu elektrycznym, a efekt 

zmiatania próbki w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii 

5.1. Wst p 

Jednym z najbardziej prze omowych osi gni  technik elektromigracyjnych by o 

opracowanie metody jednoczesnego rozdzielania sk adników jonowych i oboj tnych 

elektrycznie [78]. Wydarzenie to w znacznym stopniu przyczyni o si  do dynamicznego 

rozwoju CE, a technika MEKC jest obecnie jedn  z najcz ciej wykorzystywanych 

technik elektromigracyjnych [149]. Wykorzystanie fazy pseudostacjonarnej w procesie 

wzbogacania analitów na drodze akumulacji (zmiatanie) postrzegane jest jako nast pny 

milowy krok w krótkiej historii CE [80]. Jakkolwiek, dopiero dalsze badania i analiza 

mechanizmu wymienionych zjawisk pozwoli y na wyznaczenie zakresu praktycznego 

wykorzystania tych prze omowych odkry . 

 Spo ród poruszanych zagadnie  na przestrzeni ostatnich pi tnastu lat, dyskusja 

nad doborem matrycy analitycznej próbki, najkorzystniejszej dla efektu zmiatania, 

odznacza si  szczególnie mocno [82 - 85; 150]. Dopiero badania zespo u naukowego 

profesor Pyell wyja ni y z o ony i wieloetapowy mechanizm procesu zmiatania próbki 

w warunkach niehomogennego pola elektrycznego [82; 85], co zosta o opisane w 

Rozdziale I.2.1. Niemniej jednak, eksperymenty przeprowadzone w celu wyja nienia 

zale no ci pomi dzy sk adem próbki i oddzia ywa  analitu z faz  pseudostacjonarn  

zak ada y zerowy adunek elektryczny oznaczanych substancji, niweluj c tym samym 

udzia  spi trzania próbki w procesie wzmacniania si y sygna u [82; 85]. Za o enie to, 

jakkolwiek s uszne na etapie badania mechanizmu zmiatania próbki, w praktyce jest 

rzadko spotykane. 

Dodatkowym zagadnieniem dotycz cym technik wzbogacania analitów 

w kapilarze w CE, istotnym z praktycznego punktu widzenia, jest jednoczesne 

wzbogacania analitów o adunku ró noimiennym i/lub substancji neutralnych. Podczas 

gdy zastosowanie wi kszo ci technik spi trzania umo liwia w stosunkowo 

nieskomplikowany sposób oznaczanie substancji drobnocz steczkowych na poziomie 

ng/ml (Tabela 1), wzmacnianie si y sygna u dla cz steczek o ró nej strukturze 

chemicznej ogranicza si  do techniki zmiatania i stanowi niema e wyzwanie 

analityczne. 

Bior c pod uwag  powy sze rozwa ania, podj to prób  opracowania metody 

jednoczesnego wzbogacania i rozdzielania substancji o ró nej strukturze chemicznej 
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i adunku elektrycznym (kationy, aniony i substancje oboj tne). Celem 

przeprowadzonych do wiadcze  by a ocena efektów spi trzania i zmiatania 

w kontek cie skuteczno ci poprawy czu o ci detekcji wybranych zwi zków 

chemicznych. Jako substancje modelowe wykorzystano pi  witamin z grupy B 

(tiamina, pirydoksyna, ryboflawina, nikotynamid i kwas foliowy). Opracowan  metod  

poddano cz ciowej walidacji, a jej zastosowanie wykazano na przyk adzie oznaczania 

wybranych witamin w po ywkach mikrobiologicznych i ekstraktach ro linnych (Ilex 

paraguariensis, yerba mate). 

5.2. Cz  eksperymentalna 

5.2.1. Przygotowanie roztworów 

Roztwory elektrolitów przygotowano przez odwa enie, a nast pnie 

rozpuszczenie w odpowiedniej obj to ci wody redestylowan  do uzyskania st enia 

0,2 M (SDS) lub 0,1 M (NaH2PO4). Wodne roztwory wzorcowe witamin (tiamina, 

ryboflawina, nikotynamid, pirydoksyna, kwas foliowy) przygotowano w st eniu 

1 mg/ml. W celu zwi kszenia rozpuszczalno ci ryboflawiny i kwasu foliowego, 

jej roztwór wzorcowy zawiera  dodatkowo tetraboran disodowy w st eniu 10 mM. 

Ze wzgl du na niestabilno  ryboflawiny, roztwór wzorcowy przygotowywano ka dego 

dnia przed przyst pieniem do eksperymentów. Po dan  warto  pH uzyskano przy 

pomocy 1 M roztworu NaOH i 85% kwasu fosforowego. 

Hodowle bakteryjne prowadzono na pod o u BD Mueller Hinton II Broth 

o nast puj cym sk adzie: ekstrakt wo owy (3,0 g/l), kwa ny hydrolizat kazeiny 

(17,5 g/l) i skrobia (1,5 g/l). Wymienione sk adniki w odpowiedniej ilo ci rozpuszczano 

w gor cej wodzie, roztwór doprowadzano do wrzenia, a nast pnie wyja awiano 

w autoklawie. 

Yerba mate zakupiono w lokalnym sklepie spo ywczym. 

Po procesie optymalizacji BGE sk ada  si  z 80 mM SDS i 10 mM NaH2PO4 

(pH 7,25), a matryca analityczna próbki zawiera a 10 mM NaH2PO4 (pH 4,60). 

5.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne 

Wszystkie eksperymenty elektroforetyczne przeprowadzono przy u yciu 

krzemionkowych kapilar niemodyfikowanych o rednicy wewn trznej 50 m 

i ca kowitej d ugo ci 67 cm (60 cm efektywnej d ugo ci kapilary), termostatowanych 

w temperaturze 22 °C. 
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Ka d  now  kapilar  i na pocz tku ka dego dnia roboczego kapilar  

kondycjonowano przez przep ukanie kolejno MeOH (20 min), 0,1 M NaOH (10 min), 

wod  redestylowan  (10 min) i BGE (5 min). 

Procedura analityczna obejmowa a wst pne kondycjonowanie kapilary kolejno 

0,1 M roztworem NaOH (2 min), wod  redestylowan  (2 min) i BGE (1,5 min), 

a nast pnie dozowanie próbki i rozdzielanie elektroforetyczne (22 kV przez 15 min). 

Ko cowa procedura obejmowa a przemycie kapilary roztworem BGE (2 min). 

Standardowe dozowanie próbki prowadzono przy ci nieniu 3,45 kPa przez 2 s, podczas 

gdy du  obj to  próbki wprowadzano przez 10 lub 30 s (3,45 kPa). Wszystkie 

procedury przemywania kapilary przeprowadzano z u yciem ci nienia 138 kPa. 

5.2.3. Procedura przygotowania próbki do analizy 

Dwa szczepy bakterii – Staphylococcus ureus (ATCC6538) i Escherichia coli 

(ATCC8739) – inkubowano na pod o ach p ynnych przez 24 h (inokulum o st eniu 

oko o 10
9
 CFU/ml). Równolegle pod o a bez dodatku inokulum inkubowano w tych 

samych warunkach. Po 24 h hodowle poddawano filtracji ( rednica porów 0,22 m), 

supernatant zbierano do probówek typu eppendorf i zamra ano w temperaturze -20 °C. 

Przed analiz  próbki rozmra ano w temperaturze pokojowej, wirowano (14 000 

obr./min przez 5 min) i trzydziestokrotnie rozcie czano wod  i roztworem NaH2PO4 

do ko cowego st enia fosforanu równego 10 mM. Do 100 l tak przygotowanej próbki 

dodawano 1 l I.S. (baklofen w st eniu 100 g/ml) i poddawano analizie 

elektroforetycznej. 

Ekstrakt li ci Ilex paraguariensis (yerba mate) przygotowywano przez 

zawieszenie 0,1 g suszonych li ci w 50 ml wody redestylowanej i mieszanie na 

mieszadle magnetycznym przy 1000 obr./min przez 45 min. Ekstrakt wirowano przy 

14000 obr./min przez 5 min, a supernatant rozcie czano 2,5-krotnie roztworem 

NaH2PO4 do ko cowego st enia fosforanu 10 mM. 100 l ekstraktu mieszano z 1 l 

roztworu I.S. i poddawano analizie z u yciem CE. 

5.3. Wyniki i dyskusja 

Struktury chemiczne oznaczanych substancji zosta y przedstawione 

na Rysunku 34. Zwi zki te wykazuj  charakter s abych zasad lub kwasów 

organicznych. Bior c pod uwag  podane warto ci pKa niemo liwa jest jednoczesna 

jonizacja wszystkich wymienionych witamin, co pozwoli oby na rozdzielenie tych 
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substancji przy pomocy CZE. Jedynie w przypadku u ycia BGE o wysokim pH (> 9,0) 

cztery spo ród pi ciu substancji uzyska yby adunek pozwalaj cy na elektroforetyczne 

rozdzielanie z u yciem techniki CZE, podczas gdy pr dko  migracji witaminy B3 

by aby równa warto ci EOF, co stwarza znaczne ryzyko interferencji z innymi 

niezjonizowanymi sk adnikami matrycy próbki. Z tego wzgl du MEKC wydaje si  by  

technik  z wyboru dla elektroforetycznego rozdzielania tej grupy zwi zków. 

Optymalizacja buforu rozdzielaj cego z dodatkiem surfaktantu anionowego 

(SDS) wykaza a, i  rozdzielenie wszystkich pi ciu substancji mo liwe jest przy u yciu 

BGE o nast puj cym sk adzie: 80 mM SDS, 10 mM NaH2PO4 (pH 7,25). 

W tych warunkach obserwuje si  dodatni  jonizacj  witaminy B1, oboj tn  elektrycznie 

cz steczk  witamin B3 i B6, a tak e anionow  posta  ryboflawiny i kwasu foliowego. 

Z uwagi na ró nice w stopniu jonizacji, wzbogacenie w kapilarze tych zwi zków 

wymaga o zastosowania zmiatania przy u yciu miceli obecnych w buforze 

rozdzielaj cym. 

 
Rys. 34. Struktury chemiczne wraz z obliczonymi warto ciami pKa oznaczanych witamin. 

Wp yw st enia surfaktantu w BGE na rozdzielenie elektroforetyczne zosta  

przedstawiony na Rysunku 35. Pocz tkowe u ycie 20 mM roztworu SDS nie tylko nie 

umo liwi o rozdzielenia witamin B3 i B6, ale tak e skutkowa o stosunkowo nisk  

sprawno ci  uk adu i niesymetrycznym kszta tem piku tiaminy prawdopodobnie 
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na skutek adsorpcji analitu na wewn trznej ciany kapilary (Rysunek 35A). Dwukrotny 

wzrost st enia SDS pozwoli  na rozdzielenie nikotynamidu i pirydoksyny 

(Rysunek 35B), podczas gdy dalszy dodatek surfaktantu znacznie usprawni  proces 

rozdzielania, poprawi  symetri  pików i znacz co zredukowa  adsorpcj  witaminy B1 

(Rysunki 35C – E). Zawarto  SDS w BGE na poziomie 80 mM wybrano jako 

optymalne st enie z uwagi na najkorzystniejsze parametry rozdzielania, 

a tak e niestabilno  linii podstawowej w przypadku 100 mM SDS (prawdopodobnie 

na skutek zbyt wysokiego nat enia pr du elektrycznego i nieefektywnego 

odprowadzania ciep a z kapilary), dla którego uzyskano zbli one wyniki 

(Rysunki 35D i E). 

 

Rys. 35. Wp yw st enia SDS w buforze rozdzielaj cym na efekt zmiatania próbki [151]. Warunki: BGE, 

(A) 20 mM SDS, (B) 40 mM SDS, (C) 60 mM SDS, (D) 80 mM SDS, (E) 100 mM SDS, 10 mM NaH2PO4, pH 7,25; 

matryca analityczna próbki, 10 mM NaH2PO4, pH 4,60; kapilara, rednica wewn trzna 50 m x ca kowita d ugo  67 

cm; napi cie, 22 kV; parametry dozowania, 30 s (3,45 kPa); detekcja UV (200 nm), temp. 22 °C. Pozioma o  

na elektroferogramach to czas analizy wyra ony w minutach, podczas gdy o  pionowa przedstawia absorbancj  

wyra on  w jednostkach bezwymiarowych. 

Jak ju  wspomniano w Rozdziale I.2.1, optymalizacja procesu zmiatania 

powinna obejmowa  równie  sk ad matrycy analitycznej próbki. W tym celu badano 

wp yw st enia NaH2PO4 w matrycy analitycznej próbki na parametry uzyskiwanych 

sygna ów (Rysunek 36). Na przedstawionych elektroferogramach szczególnie mocno 

zaznacza si  poszerzenie sygna u witaminy B9 wraz ze wzrostem si y jonowej, podczas 

gdy dodatek soli nie wykazywa  tak silnego wp ywu na pozosta e sygna y. Anionowy 

charakter kwasu foliowego w warunkach prowadzenia analizy sugeruje istotny udzia  
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spi trzania w procesie wzbogacania tej substancji. Przy u yciu wody jako matrycy 

analitycznej próbki obserwowano równie  ni szy i mniej symetryczny sygna  dla 

tiaminy (Rysunek 36A), ni  w pozosta ych przypadkach (Rysunki 36B – E). 

Z tego wzgl du jako optymalny sk ad matrycy analitycznej próbki wybrano 

10 mM NaH2PO4. 

 

 

Rys. 36. Wp yw dodatku NaH2PO4 do matrycy analitycznej próbki na efekt wzmocnienia si y sygna u [151]. 

Warunki: próbka, (A) woda, (B) 10 mM NaH2PO4, (C) 20 mM NaH2PO4, (D) 40 mM NaH2PO4, 

(E) 60 mM NaH2PO4. Pozosta e warunki takie same jak na Rysunku 35D. 

Wspó czynnik opisuj cy powinowactwo analitów do fazy pseudostacjonarnej 

w strefie próbki (kS) nie jest zale ny jedynie od przewodno ci matrycy analitycznej 

próbki, ale tak e od stopnia i adunku jonizacji, co ma bezpo rednie prze o enie na 

efektywno  zmiatania [85; 89]. Na Rysunku 37 przedstawiono wp yw warto ci pH 
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dozowanej próbki na wysoko  uzyskiwanych sygna ów. W testowanym zakresie pH 

(3,00 – 9,20) nie zaobserwowano istotnych ró nic w wysoko ci pików pochodz cych 

od witamin B3, B6 i B1. W przypadku dwóch pierwszych zwi zków obserwacje 

wynikaj  z oboj tnego charakteru tych cz steczek. Z uwagi na podane warto ci pKa 

nikotynamidu i pirydoksyny (Rysunek 34), mo liwa jest jedynie nieznaczna jonizacja 

tych zwi zków w skrajnych (spo ród testowanych) warunkach. Brak ró nicy 

w parametrach sygna u tiaminy mo na z kolei t umaczy  sta ym adunkiem dodatnim 

tej cz steczki i siln  retencj  tego zwi zku w ca ym zakresie pH. Istotn  redukcj  piku 

ryboflawiny obserwowano natomiast w wyniku alkalizacji matrycy analitycznej próbki. 

Podwy szenie warto ci pH o rodka spowodowa o przej cie tej substancji z formy 

oboj tnej do anionowej, obni aj c tym samym powinowactwo witaminy B2 

do anionowych miceli buforu rozdzielaj cego. Odwrotn  zale no  odnotowano 

w przypadku kwasu foliowego. Ni sze warto ci pH roztworu próbki zredukowa y 

stopie  dysocjacji witaminy B9, co w przypadku zmiatania powinno skutkowa  

wzmocnieniem si y sygna u. Jakkolwiek, wynik ten potwierdza wcze niejsze za o enia, 

i  wzbogacanie tego zwi zku w opracowanej metodzie zachodzi na drodze spi trzania 

we wzmocnionym polu elektrycznym, przez co mniejszy adunek jonu nie pozwala  

na uzyskanie efektu wzmocnienia si y sygna u. 

Ostatnim parametrem testowanym w ramach optymalizacji metody by  czas 

dozowania próbki do kapilary. Jako e ilo  analitów dozowanych do kapilary ma 

bezpo rednie prze o enie na wysoko  uzyskiwanych sygna ów, parametr ten ma 

najwi kszy wp yw na czu o  opracowywanej metody analitycznej. Elektroferogramy 

uzyskiwane z analizy próbek przy ró nym czasie dozowania (10 – 40 s) zosta y 

przedstawione na Rysunku 38. Wyd u enie czasu dozowania od 10 do 20 s skutkowa o 

wprost proporcjonalnym wzrostem si y sygna ów (Rysunki 38A i B), jednak e ju  przy 

30 s obserwowano zaburzenie symetrii sygna u pochodz cego od pirydoksyny 

(Rysunek 38C). Dalsze przed u anie czasu wprowadzania próbki skutkowa o znacznym 

poszerzeniem i zaburzeniem symetrii sygna ów witamin B6 i B9, podczas gdy w 

przypadku pozosta ych analitów nadal obserwowano wzrost intensywno ci pików przy 

ich zachowanej szeroko ci (Rysunek 38D). Ze wzgl du na ró nice w sprawno ci 

rozdzielania i uzyskiwany efekt wzmocnienia si y sygna u, cz ciowej walidacji 

poddano dwie metody: z u yciem czasu dozowania równego 10 i 30 s. 
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Rys. 37. Wp yw warto ci pH matrycy analitycznej próbki na uzyskiwane elektroferogramy [151]. Warunki: próbka, 

10 mM NaH2PO4, pH 3,00 – 9,20. Pozosta e warunki takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o  na 

elektroferogramach to czas analizy wyra ony w minutach, podczas gdy o  pionowa przedstawia absorbancj  

wyra on  w jednostkach bezwymiarowych. 

 

Rys. 38. Wp yw czasu dozowania próbki na uzyskiwane elektroferogramy [151]. Warunki: dozowanie próbki, 3,45 

kPa, (A) 10 s, (B) 20 s, (C) 30 s, (D) 40 s. Pozosta e warunki takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o  na 

elektroferogramach to czas analizy wyra ony w minutach, podczas gdy o  pionowa przedstawia absorbancj  

wyra on  w jednostkach bezwymiarowych. 
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5.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody 

Hydrodynamiczne dozowanie próbki przez 30 s pozwala na uzyskanie 

od 1,5- do 3-razy wy szej czu o ci metody ni  w przypadku 10 s. Jakkolwiek, z uwagi 

na wy sz  sprawno  rozdzielania przy u yciu mniejszej obj to ci dozowania próbki, 

metod  t  stosowano w przypadku oznaczania witamin w po ywkach bakteryjnych 

(bardziej z o ona matryca próbki). Z kolei fakt uzyskiwania ni szych granic 

wykrywalno ci i oznaczalno ci dla czasu dozowania 30 s wykorzystano dla oznaczania 

wybranych witamin z grupy B w wodnym ekstrakcie li ci Ilex paraguariensis (yerba 

mate). 

Ze wzgl du na brak matrycy próbki pozbawionej oznaczanych sk adników, 

walidacj  metody prowadzono dla roztworów wodnych, a identyfikacj  analitów 

przeprowadzano na podstawie wzgl dnych czasów migracji witamin (stosunek 

tm analitu do tm wzorca wewn trznego). Do raz analizowanych próbek dodawano tak e 

wzorców witamin w celu potwierdzenia to samo ci sygna ów w badanych próbkach. 

Dla obydwu metod liniowo  metody badano w zakresie od LOQ do 10 g/ml, 

dla której uzyskane wyniki wykazywa y dobr  zgodno  z za o onym modelem 

liniowym (dla obu metod R
2 
> 0,9990). 

Granice wykrywalno ci (S/N = 3) dla metody opartej o dozowanie próbki przez 

10 s wyznaczono w zakresie od 0,1 do 0,3 g/ml. Ni sze liczbowo warto ci LOD 

uzyskano z u yciem 30 s czasu dozowania i wynosi y od 0,05 do 0,10 g/ml. 

Warto ci LOQ wyznaczono na postawie S/N = 10 w zale no ci od czasu 

dozowania próbki mie ci y si  w zakresie (10 s) od 0,3 do 0,9 g/ml i (30 s) od 0,25 do 

0,35 g/ml. 

Powtarzalno  metod badano poprzez analiz  sze ciu niezale nie 

przygotowanych próbek w trzech ró nych st eniach (0,5, 1 i 2 g/ml). Odtwarzalno  

metod oszacowano dla tych samych st e , analizuj c po 3 niezale nie przygotowane 

próbki dla ka dego z wymienionych st e , przez trzy nast puj ce po sobie dni. Jedynie 

w przypadku metody z 10 s czasem dozowania dla ryboflawiny powtarzalno  i 

odtwarzalno  wyznaczono dla nast puj cych st e : 0,9, 1 i 2 g/ml. Wszystkie 

uzyskane wyniki wzgl dnych odchyle  standardowych wynosi y < 9,1 %, podczas gdy 

wyznaczono dok adno  metod mie ci a si  w przedziale od 88,6 – 105,6 %. 
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Tab. 6. Zestawienie parametrów walidacyjnych dla opracowanej metody FASS-zmiatanie z u yciem 10 s czasu 

dozowania próbki. * Wspó czynnik wzmocnienia wyznaczono na podstawie ró nicy stosunku LOD opracowanej 

metody do LOD metody opartej o standardowe dozowanie próbki (2 s, 3,45 kPa). ** Podane warto ci wyznaczono 

dla st enia 0,9 g/ml. 

 B1 B2 B3 B6 B9 

Zakres liniowo ci 

metody 
LOQ – 10 g/ml 

Wspó czynnik 

kierunkowy 

prostej (a) 

0,334 0,148 0,247 0,183 0,334 

Wspó czynnik 

przesuni cia 

prostej (b) 

0,047 0,025 0,052 0,060 0,016 

Wspó czynnik 

korelacji (R2) 
0,9999 0,9997 0,9990 0,9998 0,9996 

LOD (ng/mL) 0,10 0,30 0,15 0,15 0,12 

LOQ (ng/mL) 0,3 0,9 0,5 0,4 0,4 

EF* 20 6 6 6 8 

Powtarzalno  metody (n = 6) 

Precyzja (% RSD) 

0,5 g/mL 4,91 7,44** 5,26 4,88 6,61 

1 g/mL 3,88 4,31 3,81 3,13 2,47 

2 g/mL 3,19 4,14 2,78 2,58 5,31 

Dok adno  (%) 

0,5 g/mL 92,7 101,7** 91,5 89,2 98,0 

1 g/mL 104,3 96,3 97,4 103,1 98,6 

2 g/mL 99,9 103,5 103,4 104,9 99,9 

Odtwarzalno  metody (n = 9) 

Precyzja (% RSD) 

0,5 g/mL 7,60 8,98** 7,15 6,90 8,00 

1 g/mL 5,12 6,52 5,02 5,54 7,36 

2 g/mL 4,63 5,90 4,63 4,09 6,12 

Dok adno  (%) 

0,5 g/mL 93,2 103,6** 89,2 88,8 95,7 

1 g/mL 104,8 95,2 94,2 103,9 94,3 

2 g/mL 97,6 104,9 105,0 105,6 92,9 
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Tab. 7. Zestawienie parametrów walidacyjnych dla opracowanej metody FASS-zmiatanie z u yciem 30 s czasu 

dozowania próbki. * Wspó czynnik wzmocnienia wyznaczono na podstawie ró nicy stosunku LOD opracowanej 

metody do LOD metody opartej o standardowe dozowanie próbki (2 s, 3,45 kPa). 

 B1 B2 B3 B6 B9 

Zakres liniowo ci 

metody 
LOQ – 10 g/ml 

Wspó czynnik 

kierunkowy 

prostej (a) 

0,425 0,193 0,209 0,225 0,364 

Wspó czynnik 

przesuni cia 

prostej (b) 

0,078 0,015 0,022 0,052 0,036 

Wspó czynnik 

korelacji (R2) 
0,9993 0,9997 0,9998 0,9996 0,9994 

LOD (ng/mL) 0,05 0,10 0,08 0,08 0,07 

LOQ (ng/mL) 0,25 0,35 0,25 0,25 0,25 

EF* 40 20 12 12 14 

Powtarzalno  metody (n = 6) 

Precyzja (% RSD) 

0,5 g/mL 5,26 5,66 8,13 3,94 6,89 

1 g/mL 4,58 5,65 4,80 3,06 5,92 

2 g/mL 5,05 3,22 5,14 3,22 5,90 

Dok adno  (%) 

0,5 g/mL 89,1 103,6 96,0 97,7 103,7 

1 g/mL 97,4 101,4 94,3 103,3 93,7 

2 g/mL 104,0 94,4 104,5 104,6 94,8 

Odtwarzalno  metody (n = 9) 

Precyzja (% RSD) 

0,5 g/mL 8,18 8,50 8,65 5,18 8,08 

1 g/mL 7,53 7,85 6,40 4,96 7,37 

2 g/mL 6,98 6,02 5,95 3,60 6,45 

Dok adno  (%) 

0,5 g/mL 88,6 103,9 95,2 95,8 104,9 

1 g/mL 96,1 103,1 93,8 104,4 92,1 

2 g/mL 104,5 95,5 105,2 104,8 93,8 
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Rys. 39. Przyk adowe elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy elektroforetycznej pod o y p ynnych BD 

Mueller Hinton II Broth. (A) Elektroferogram po ywki po 24 godzinnej hodowli szczepu E. coli. (B, C) 

Elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy po ywki przed i po hodowli wybranych szczepów bakterii [151]. 

Warunki analizy takie same jak na Rysunku 35D. Pozioma o  na elektroferogramach to czas analizy wyra ony 

w minutach, podczas gdy o  pionowa przedstawia absorbancj  wyra on  w jednostkach bezwymiarowych. 

Opracowan  metod  z u yciem 10 s czasu dozowania próbki zastosowano 

do oznaczania wybranych witamin z grupy B w pod o ach p ynnych do hodowli 

bakterii po inkubacji ze szczepami S. aureus i E. coli, a tak e w po ywkach 

nieszczepionych tymi bakteriami. Na Rysunku 39A przedstawiono przyk adowy 

elektroferogram uzyskany w wyniku analizy p ynu pohodowlanego. Pomimo 

rozcie czenia próbki pierwotnej na za czonej rycinie widoczna jest du a ilo  

substancji matrycowych. Z kolei na Rysunku 39B i C zestawiono przyk adowe 

elektroferogramy z oznaczania wybranych witamin w po ywce przed hodowl  

mikroorganizmów, a tak e po hodowli szczepów S. aureus i E. coli.  

Zastosowanie metody opartej o 30 s dozowanie próbki wykazano na przyk adzie 

oznaczania zawarto ci witamin w wodnym ekstrakcie li ci I. paraguariensis, 

powszechnie stosowanych w celach konsumpcyjnych pod nazw  yerba mate. 
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Przyk adowy elektroferogram uzyskany w wyniku analizy wymienionego ekstraktu 

zosta  przedstawiony na Rysunku 40. 

 

Rys. 40. Elektroferogram uzyskane z analizy wodnego ekstraktu li ci I. paraguariensis [151]. Warunki analizy takie 

same jak na Rysunku 35D. 

W Tabeli 8 zestawiono wyniki uzyskane w toku analiz. W przypadku analizy 

po ywek bakteryjnych odnotowano znacz ce zmniejszenie st enia witaminy B3 

po hodowli bakterii w stosunku do po ywki wyj ciowej, co jest zrozumia e ze wzgl du 

na intensywny okres wzrostu mikroorganizmów. Pomimo wykrycia witamin B1, B2 

i B6, st enia tych substancji by o poni ej granicy oznaczalno ci metody. Analiza 

ekstraktu ro linnego wykaza a obecno  jedynie witaminy B6 na poziomie 429 ppm 

w przeliczeniu na such  mas . W adnej próbce nie wykryto witaminy B9, 

prawdopodobnie ze wzgl du na zbyt niskie st enie tego sk adnika. 

Tab. 8. Zestawienie wyników uzyskanych w analizie elektroforetycznej pod o y p ynnych przed i po hodowli 

wybranych szczepów bakterii ( g/ml) oraz wodnych ekstraktów yerba mate ( g/g). 

Próbka B1 B2 B3 B6 B9 

Przed hodowl  < LOQ < LOQ 51,1 < LOQ - 

S. aureus < LOQ < LOQ 41,9 < LOQ - 

E. coli < LOQ < LOQ 33,6 < LOQ - 

Yerba mate - - - 429 - 
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6. Indukowane kwasem pH-spi trzanie próbki poddanej reakcji 

upochadniania w micelarnej elektrokinetycznej chromatografii 

6.1. Wst p 

Problem zbyt niskiej czu o ci detekcji, w przypadku technik 

elektromigracyjnych, dotyczy przede wszystkim analizy próbek biologicznych, 

w których spodziewane st enie oznaczanych substancji jest bardzo cz sto ni sze 

od warto ci LOD uzyskiwanych przy pomocy podstawowego detektora UV 

i standardowych obj to ci dozowania próbki do kapilary. Z tego wzgl du zastosowanie 

technik wzbogacania analitów w kapilarze jest szeroko wykorzystywane w badaniach 

p ynów ustrojowych, ywno ci, analizach toksykologicznych i wielu innych [125]. 

Zastosowanie uniwersalnej detekcji UV do oznaczania substancji 

nieposiadaj cych w swojej strukturze silnych podstawników chromoforowych, mo liwe 

jest poprzez detekcj  po redni  analitów, dynamiczne kompleksowanie zwi zków 

w kapilarze lub chemiczne czenie cz steczek z podstawnikami wykazuj cymi siln  

absorpcj  promieniowania UV [114]. Reakcja upochadniania analitów jest jedn  

z najcz ciej stosowanych metod tak e w przypadku detektora fluorescencyjnego, 

pozwalaj c  na czu e i selektywne oznaczanie wybranych substancji w nawet bardzo 

z o onych matrycach [152]. Proces kowalencyjnego czenia analitu i odczynnika 

upochadniaj cego wymaga z regu y w a ciwego rodowiska reakcji, które uzyskuje si  

poprzez dodatek buforu do mieszaniny reakcyjnej. Wzrost si y jonowej próbki jest 

zjawiskiem niekorzystnym z punktu widzenia technik wzbogacania analitu w kapilarze 

i jedynie kilka z nich cechuje si  dobr  odporno ci  na zasolenie próbki (Tabela 1). 

Z tego wzgl du podj to prób  opracowania techniki wzmacniania si y sygna u 

cz steczek poddanych procesowi upochadniania. Jako substancji modelowych 

w eksperymentach wykorzystano mieszanin  20 aminokwasów biogennych poddanych 

sprz ganiu z DNFB w obecno ci roztworu tetraboranu disodowego. W ramach 

przeprowadzonych bada  wyznaczono kluczowe parametry dla procesu wzbogacania 

oznaczanych zwi zków, które nast pnie poddano optymalizacji, a zastosowanie metody 

wykazano na przyk adzie analizy próbek moczu ludzkiego. 
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6.2. Cz  eksperymentalna 

6.2.1. Przygotowanie roztworów 

0,2 M roztwory SDS i Tris, a tak e 0,1 M roztwór boraksu, sporz dzono przez 

rozpuszczenie odpowiedniej ilo ci substancji w wodzie dejonizowanej. Roztwór DNFB, 

stosowany podczas upochadniania próbki, przygotowano w MeOH w st eniu 

25 mg/ml. Roztwory wzorcowe aminokwasów sporz dzono w wodzie dejonizowanej 

w st eniu 50 mM. Jedynie kwas asparaginowy i tyrozyna, z uwagi na niedostateczn  

rozpuszczalno  w wodzie w tym st eniu, rozpuszczono w mieszaninie odpowiednio 

1 M roztworu NaOH i wody (1:5, v/v) oraz 1 M roztworu NaOH, wody i MeOH 

(1:3:2, v/v/v). 

Zoptymalizowany bufor rozdzielaj cy sk ada  si  z 140 mM SDS, 20 mM Tris 

i 10 mM HCl (pH 8,20). Optymalne st enie boraksu w próbce wynosi o 10 mM.  

6.2.2. Stosowane procedury elektroforetyczne 

Eksperymenty elektroforetyczne prowadzono z u yciem krzemionkowych 

kapilar niemodyfikowanych o rednicy wewn trznej 50 m i ca kowitej d ugo ci 80 cm 

(70 cm d ugo ci efektywnej) termostatowanej w temperaturze 25 °C. 

Ka d  now  kapilar  przep ukiwano 0,1 M NaOH (30 min), wod  dejonizowan  

(30 min) i BGE (10 min), podczas gdy ka dy dzie  roboczy rozpoczynano 

od kondycjonowania obejmuj cego p ukanie kapilary 0,1 M NaOH (10 min), wod  

dejonizowan  (10 min) i BGE (10 min), a nast pnie kondycjonowanie pr dem 

(30 kV przez 10 min). 

Procedura analityczna obejmowa a: (i) przep ukanie kapilary BGE (2 min); 

(ii) dozowanie próbki (40 s przy ci nieniu 13,8 kPa); (iii) elektrokinetyczne dozowanie 

0,1 M HCl (20 s przy napieciu 10 kV); (iv) rozdzielanie elektroforetyczne (25 min 

stosuj c napi cie 30 kV); (v) ko cowe p ukanie kapilary (BGE przez 2 min). Pomi dzy 

poszczególnymi etapami dozowania próbki, ko ce kapilary zanurzano we fiolce z wod  

w celu przemycia zewn trznych cianek kapilary. Procedury p ukania prowadzono przy 

ci nieniu 482,6 kPa (70 psi). 

6.2.3. Oznaczanie zawarto ci ACN przy u yciu chromatografii gazowej z detektorem 

p omieniowo-jonizacyjnym (GC – FID) 

Program temperaturowy obejmowa  zastosowanie izotermy pocz tkowej 

na poziomie 40 °C przez 5 minut, nast pnie wzrostu temperatury do 260 °C 
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z pr dko ci  20 °C/min i izotermy ko cowej przez 5 minut. Zastosowano dozowanie 

w trybie z dzieleniem strumienia gazu (split) 1:100. Temperatura detektora i dozownika 

wynosi a 280 °C. Jako gazu no nego u yto helu (1,1 ml/min). Obj to  dozowanej 

próbki wynosi a 1 l. 

6.2.4. Procedura przygotowania próbek do analizy 

Próbki moczu pobrane od zdrowych ochotników przechowywano 

w temperaturze -17 °C. Przed analiz  próbki rozmra ano w temperaturze pokojowej 

i wirowano przez 5 min przy 10000 obr./min. 200 l supernatantu mieszano z 2 l 

roztworu I.S. (homoarginina w st eniu 500 M), a nast pnie dodawano 600 l ACN. 

Po wymieszaniu i ponownym wirowaniu (5 min, 10000 obr./min) roztwór sch adzano 

w zamra arce laboratoryjnej (-17 °C przez co najmniej 20 min). Po sch odzeniu próbki 

wyjmowano, górn  faz  usuwano przy u yciu pipety automatycznej, a doln  

poddawano procedurze upochadniania. 

6.2.5. Procedura upochadniania próbek 

Zastosowana procedura z niewielkimi modyfikacjami zosta a zaczerpni ta 

z publikacji naukowych [153; 154]. 10 l mieszaniny wzorców lub odpowiednio 

przygotowanej próbki moczu, 10 l roztworu boraksu o st eniu 100 mM, 78 l wody 

dejonizowanej i 2 l roztworu DNFB o st eniu 25 mg/ml dok adnie mieszano, 

a nast pnie inkubowano w temperaturze 60 °C przez okres 40 min. Po reakcji roztwór 

mieszano, odwirowywano i przechowywano w temperaturze 4 °C w lodówce 

przez co najmniej 15 min w celu zahamowania reakcji. Próbk  poddawano analizie 

elektroforetycznej po uprzednim ogrzaniu w temperaturze pokojowej. 

6.3. Wyniki i dyskusja 

Obecno  silnego elektrolitu w matrycy analitycznej próbki wykazuje 

niekorzystny wp yw na proces spi trzania analitów [6]. Przy standardowym dozowania 

hydrodynamicznym (3,45 kPa przez 5 s;  3,7 nl) wp yw si y jonowej próbki na kszta t 

uzyskiwanych sygna ów jest stosunkowo niewielki i w tych warunkach obserwowano 

wysok  sprawno  rozdzielania (Rysunek 41A). Zwi kszenie obj to ci dozowanej 

próbki (40 s przy ci nieniu 13,8 kPa;  117 nl) skutkowa o jednak e drastyczn  utrat  

symetrii sygna ów i rozdzielczo ci wi kszo ci substancji (Rysunek 41B). Efektu tego 

nie odnotowano dla substancji o najwy szym wspó czynniku retencji (lizyna, arginina, 

tyrozyna i homoarginina), co mo na t umaczy  efektem ich zmiatania przez faz  
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pseudostacjonarn . Tak e w przypadku cystyny oraz kwasów asparaginowego 

i glutaminowego nie obserwowano pogorszenia parametrów rozdzielania, pomimo 

zbli onej retencji tych zwi zków do innych aminokwasów takich, jak tryptofan, 

fenyloalanina czy leucyna. Dla tych substancji, posiadaj cych w swojej strukturze dwie 

grupy karboksylowe, na skutek oddzia ywania tych podstawników z jonami 

boranowymi obecnymi w matrycy analitycznej próbki, obserwowano wzrost 

wspó czynnika kS i wy sz  skuteczno  zjawiska zmiatania ni  w przypadku 

aminokwasów oboj tnych. Spi trzanie oznaczanych zwi zków indukowano poprzez 

elektrokinetyczne dozowanie 0,1 M roztworu HCl (Rysuenk 41C). W tym przypadku 

wysok  sprawno  rozdzielania uzyskano dla wszystkich badanych substancji. 

 
Rys. 41. Porównanie elektroferogramów uzyskanych przy u yciu: (A) standardowego dozowania 

hydrodynamicznego (5 s, 3,45 kPa); (B) dozowania du ej obj to ci próbki (40 s, 13,8 kPa); (C) du ej obj to ci 

próbki (40 s, 13,8 kPa), a nast pnie elektrokinetycznego dozowania 0,1 M roztworu HCl (20 s, 10 kV) [155]. 

Pozosta e warunki: BGE, 140 mM SDS, 20 mM Tris, 10 mM HCl; kapilara, rednica wewn trzna 50 m x ca kowita 

d ugo  80 cm; napi cie, 30 kV; detekcja UV ( =360 nm); temperatura, 25 °C. Dwa sygna y o du ej intensywno ci 

o czasach migracji oko o 10,5 min i 14,5 min pochodzi y od DNFB. Oznaczenia: Q – glutamina, N – asparagina, 

T – treonina, H – histydyna, S – seryna, P – prolina, A – alanina, G – glicyna, V – walina, M – metionina, 

I – izoleucyna, L – leucyna, Cst – cystyna, F – fenyloalanina, E – kwas asparaginowy, D – kwas glutaminowy, 

W – tryptofan, K – lizyna, R – arginina, Y – tyrozyna, I.S. – wzorzec wewn trzny (homoarginina). 

Schemat mechanizmu tej techniki zosta  przedstawiony na Rysunku 42. Anality 

w buforze boranowym dozowane do kapilary wype nionej micelarnym roztworem BGE 

(Rysunek 42A) ulega y spi trzaniu na granicy stref próbka – BGE w efekcie 

elektrokinetycznego dozowania mocnego kwasu solnego (Rysunki 42B i C). Migracja 

jonów hydroniowych przez stref  próbki na skutek ró nicy potencja ów prowadzi a do 
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titrowania jonów boranowych i lokalnego wzrostu si y pola elektrycznego (Rysunki 

42B i C). Ostatecznie anality ulega y rozdzielaniu przy pomocy MEKC. 

Istnieje tak e alternatywna dla zaproponowanego mechanizmu opracowanej 

techniki. Elektrokinetyczne dozowanie kwasu, oprócz zmniejszania przewodno ci 

dozowanej próbki, skutkowa o cofaniem dysocjacji oznaczanych substancji. Z uwagi 

na fakt, i  zwi zki chemiczne w formie oboj tnej wykazuj  wi ksze powinowactwo 

do anionowych miceli ni  ich posta  anionowa [85], zmiatanie próbki przez faz  

pseudostacjonarn  mog o odgrywa  decyduj c  rol  w procesie wzbogacania analitów. 

Jakkolwiek, wy sz  sprawno  i wi ksz  intensywno  pików obserwowano 

dla ni szego st enia boranu w próbce. Zastosowanie 1 mM boraksu jako matrycy 

analitycznej próbki umo liwi o uzyskanie efektu spi trzania bez konieczno ci 

dozowania kwasu. Fakt ten potwierdza zaproponowanym mechanizm techniki. 

 

Rys. 42. Schemat mechanizmu pH-spi trzania próbki indukowanego kwasem [155]. (A) Do kapilary wype nionej 

micelarnym roztworem BGE dozowano du  obj to  próbki. Matryca analityczna próbki zawiera a stosunkowo 

du e st enie tetraboranu disodowego. (B) Nast pnie do kapilary elektrokinetycznie dozowano mocny kwas HCl, 

co skutkowa o titrowniem boranu w strefie próbki. (C) W efekcie uzyskano lokalny wzrost si y pola elektrycznego 

i spi trzanie analitów na granicy o rodków o ró nej przewodno ci elektrycznej. (D) Po etapie spi trzania anality 

ulega y rozdzieleniu przy u yciu MEKC. 
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Protoko y upochadniania próbki z u yciem DNFB obejmuj  dodatek ACN 

do mieszaniny reakcyjnej w celu zwi kszenia rozpuszczalno ci tego odczynnika 

w roztworze wodnym [153; 154]. Na Rysunku 43 przedstawiono warto  nat enia 

pr du elektrycznego przep ywaj cego przez kapilar  w czasie analizy. Wzrost 

zawarto ci ACN w próbce skutkowa  stopniowym spadkiem warto ci pr du 

elektrycznego w pocz tkowym etapie analiz, co sugerowa o udzia  procesu p-ITP. 

w mechanizmie wzbogacania analitów [122; 123; 156]. Jednak e w ramach 

przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono niekorzystny wp yw st enia tego 

rozpuszczalnika w próbce powy ej 5% obj to ciowych nie tylko na przyrost si y 

sygna ów, ale tak e powtarzalno  wyników i sprawno  rozdzielania. By o to 

prawdopodobnie efektem destabilizacji miceli w buforze rozdzielaj cym w kontakcie z 

o rodkiem o wzgl dnie du ej zawarto ci rozpuszczalnika organicznego. Z tego wzgl du 

zrezygnowano z dodatku ACN do mieszaniny reakcyjnej podczas upochadniania 

próbki. Nale y zaznaczy , i  nie zaobserwowano negatywnego wp ywu tego parametru 

na proces sprz gania aminokwasów z DNFB. 

 
Rys. 43. Wp yw zawarto ci ACN (v/v) w matrycy analitycznej próbki na nat enie pr du elektrycznego w czasie 

analizy. Pozosta e warunki takie same jak na Rysunku 41C. 

Jak ju  wspomniano, jednym z kluczowych parametrem uzyskiwanego efektu 

wzbogacania analitów by o st enie soli boranowej w próbce. Jego zawarto  by a 

dedykowana skuteczno ci  procesu upochadniania próbki, jako e substancja ta mia a 

zapewni  optymalne pH rodowiska prowadzonej reakcji. Przeprowadzone badania 

wykaza y, i  minimalne st enie boranu zapewniaj ce stabilne warunki procesu 

sprz gania analitów i DNFB wynosi o 5 mM. W celu zwi kszenia pojemno ci 
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buforowej oraz z uwagi na fakt, i  skuteczno  spi trzania ros a wraz ze spadkiem 

st enia boranu w próbce, 10 mM st enie boraksu zosta o wybrane jako optymalne. 

Elektrokinetyczne dozowanie mocnego kwasu w opracowanej metodzie by o 

czynnikiem indukuj cym proces spi trzania. Przeprowadzone eksperymenty wykaza y, 

i  ilo  dozowanego kwasu by a zale na od obj to ci wprowadzanej do kapilary próbki 

i st enia zawartego w niej buforu boranowego. Z tego wzgl du czas i napi cie 

dozowania zoptymalizowano wzgl dem wymienionych parametrów. Ostatecznie 

0,1 M HCl dozowano przez 20 s przy napi ciu 10 kV. Nale y jednak zaznaczy , i  zbyt 

krótkie lub zbyt d ugie dozowanie kwasu skutkowa o nieefektywnym procesem 

spi trzania analitów, poszerzeniem uzyskiwanych sygna ów i spadkiem sprawno ci 

rozdzielania. 

Ze wzgl du na udzia  efektu zmiatania we wzbogacaniu niektórych z u ytych 

substancji, st enie SDS w roztworze BGE równie  uznano za czynnik podlegaj cy 

optymalizacji. Poniewa  ilo  u ytego surfaktantu ma bezpo redni wp yw na 

rozdzielczo  w MEKC, nie przeprowadzono badania wp ywu tego parametru na efekt 

zmiatania próbki. Niemniej jednak, optymalne dla procesu rozdzielania sk adników 

st enie by o stosunkowo wysokie (140 mM SDS), prawdopodobnie dostateczne 

dla efektywnego zmiatania oznaczanych zwi zków. 

Opracowane warunki umo liwi y efektywne spi trzanie oko o 118 nl próbki 

(dozowanie przez 40 s przy ci nieniu 13,8 kPa), co odpowiada o 60,4 mm d ugo ci 

dozowanej strefy. Wyd u enie czasu wprowadzania próbki skutkowa o niestabilno ci  

nat enia pr du podczas analizy w zwi zku z obecno ci  zbyt d ugiego odcinka 

kapilary wype nionego roztworem o niskiej przewodno ci. 

6.4. Walidacja i zastosowanie opracowanej metody 

Zoptymalizowan  metod  poddano cz ciowej walidacji, a jej zastosowanie 

wykazano na przyk adzie oznaczania aminokwasów biogennych w próbkach moczu 

ludzkiego. Próbki moczu przed analiz  poddawano procedurze oczyszczania, 

a nast pnie upochadniania wed ug procedur opisanych w Rozdzia ach III.6.2.4 

i III.6.2.5.  

Zastosowana procedura przygotowania próbki do analizy, z uwagi na brak 

skutecznych metod ekstrakcji aminokwasów z próbek biologicznych, obejmowa a 

dodanie do próbek moczu ACN w celu wytr cenia substancji balastowych. Jednak e 

z uwagi na niekorzystny wp yw tego rozpuszczalnika na efekt wzbogacania próbki 
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w opracowanej metodzie elektroforetycznej, dalsze etapy przygotowania próbki mia y 

na celu zredukowanie zawarto ci ACN. Zabieg ten zosta  przedstawiony 

na Rysunku 44. Próbk  moczu o obj to ci 200 l (Rysunek 44A) mieszano 

z 600 l ACN, wirowano i przechowywano w temperaturze -17 °C, co skutkowa o 

rozwarstwieniem si  roztworu (Rysunek 44B). Górn  warstw , o du ej zawarto  

rozpuszczalnika organicznego, usuwano przy pomocy pipety automatycznej 

(Rysunek 44C). Doln  warstw  roztworu, zawieraj cej oko o 30% (v/v) ACN, 

poddawano dalszej analizie. Poniewa  w ramach procedury upochadniania, próbka 

ulega dziesi ciokrotnemu rozcie czeniu, ko cowe st enie ACN nie przekracza o 3% 

obj to ciowych, co umo liwia o skuteczn  analiz  elektroforetyczn  z u yciem 

opracowanej metodologii. 

 

Rys. 44. Procedura przygotowania próbki moczu do analizy elektroforetycznej [155]. (A) 200 l moczu z dodatkiem 

wzorca wewn trznego umieszczono w probówce z tworzywa sztucznego. (B) Po wymieszaniu próbki z 600 l ACN 

i wirowaniu, probówk  sch adzano do temperatury -17 °C w celu rozwarstwienia roztworu. (C) Górn  warstw  

mieszaniny, bogat  w rozpuszczalnik organiczny, usuwano pipet  automatyczn , podczas gdy pozosta o  

wykorzystywano w dalszych etapach procedury analitycznej. 

Z uwagi na brak mo liwo ci pozyskania próbek moczu pozbawionych 

aminokwasów, ocen  walidacyjn  metody prowadzono poprzez oznaczanie tych 

zwi zków w p ynie Ringera (147,2 mM Na
+
, 155,7 mM Cl

-
, 4 mM K

+
 i 2,2 mM Ca

2+
). 
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Z uwagi na fakt, i  CE jest technik  analityczn , w której si a jonowa próbki ma du y 

wp yw na parametry rozdzielania, a roztwór Ringera wykazuje stosunkowo du  si  

jonow , jego u ycie jako zast pczej matrycy próbki umo liwi o uwzgl dnienie wp ywu 

tego parametru na uzyskiwane wyniki. 

Walidacji poddano 15 z 20 testowanych aminokwasów, poniewa  nie wszystkie 

substancje ulega y rozdzieleniu w opracowanych warunkach elektroforetycznych, 

a w przypadku cysteiny stwierdzono cz ciowe utlenianie do cystyny. Poniewa  celem 

prowadzonych do wiadcze  by o opracowanie techniki umo liwiaj cej wzbogacanie 

próbek uprzednio poddanych procesowi upochadniania, a oznaczane substancje by y 

jedynie zwi zkami modelowymi w tym do wiadczeniu, uzyskane rozdzielenie 

sk adników by o satysfakcjonuj ce. 

Tab. 9. Zestawienie wybranych parametrów walidacyjnych. Liczb  pó ek teoretycznych wyznaczono ze redniej dla 

trzech pomiarów wykonanych dla st enia wzorców równego 100 M. 

 

Zakres 

liniowo ci 

metody 

Wspó czynnik 

kierunkowy 

prostej (a) 

Wspó czynnik 

przesuni cia 

prostej (b) 

Wspó czynnik 

korelacji (R2) 

Sprawno  

(N/m x1000) 
EF 

Gln (Q) 

1
0
 –

 2
0
0

 
M

 

474,35 0,0055 0,9994 274,1 25 

Ser (S) 540,74 -1,0807 0,9989 172,1 24 

Pro (P) 425,45 2,9922 0,9998 158,2 27 

Ala (A) 627,02 -3,9044 0,9985 186,5 24 

Gly (G) 432,20 0,4238 0,9995 174,7 24 

Val (V) 421,67 1,0987 0,9998 193,8 24 

Met (M) 476,38 3,0066 0,9999 198,2 24 

Leu (L) 446,65 2,6677 0,9998 202,2 23 

Phe (F) 461,91 4,9675 0,9993 117,4 22 

Glu (D) 492,15 -1,914 0,9991 219,6 31 

Asp (E) 507,18 -1,7482 0,9997 236,6 32 

Trp (W) 558,78 1,756 0,9989 129,9 21 

Lys (K) 255,71 0,3797 0,9999 137,1 20 

Arg (R) 491,92 0,2299 0,9996 115,8 21 

Tyr (Y) 487,68 2,3525 0,9996 97,6 24 

 

 W badaniu walidacyjnym wykazano dobr  zgodno  wyników z za o onym 

modelem liniowym odpowiedzi do st enia (R
2
 > 0,998) w zakresie od 10 do 200 M 

(Tabela 9). Kalibracj  prowadzono przez sze ciokrotn  analiz  niezale nie 

przygotowanych próbek dla sze ciu ró nych st e  (10, 20, 50, 100, 150 i 200 M) 

aminokwasów. 
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Warto ci LOD i LOQ, wyznaczone na podstawie stosunku S/N równego 

odpowiednio 3 i 10, wyznaczono na poziomie odpowiednio 3 i 10 M dla wszystkich 

substancji oprócz lizyny, która ulega a podwójnemu sprz ganiu z DNFB. 

Dla tego aminokwasu warto ci LOD i LOQ wynosi y odpowiednio 1,5 i 10 M 

(S/N = 20). 

Powtarzalno  metody sprawdzano na podstawie analizy sze ciu niezale nie 

przygotowanych próbek w czterech ró nych st eniach: 10, 40, 80 i 160 M (Tabela 

10). Wzgl dne odchylenie standardowe uzyskanych wyników mie ci o si  w zakresie 

od 0,54 do 11,47%, podczas gdy dok adno  uzyskanych wyników oszacowano 

w granicach od 84,9 do 116,0%. 

 

 



Tab. 10. Zestawienie wyników uzyskanych w wyniku oceny powtarzalno ci i odtwarzalno ci metody dla 

poszczególnych st e  wzorców aminokwasów (10, 40, 80 i 160 M). 

C 

[ M] 
Gln Ser Pro Ala Gly Val Met Leu Phe Glu Trp Asp Lys Arg Tyr 

 Powtarzalno  metod: precyzja (% RSD, n=6) 

160 2,05 2,29 2,26 3,99 2,20 3,14 4,36 2,24 0,54 5,21 2,42 4,86 0,84 0,67 1,70 

80 3,45 2,05 1,03 2,87 3,12 5,10 1,93 2,29 1,19 2,70 3,03 6,48 2,49 3,31 2,07 

40 7,42 5,43 4,81 3,15 3,57 5,47 7,50 1,88 2,88 1,58 4,51 4,51 0,85 2,67 2,13 

10 11,47 2,89 6,00 8,59 4,03 6,83 9,90 4,10 5,67 5,90 7,26 8,42 5,13 4,70 5,23 

 Odtwarzalno  metody: precyzja (% RSD, n=9) 

160 3,92 1,54 3,12 4,11 2,13 2,59 3,91 1,59 1,37 3,67 3,44 4,48 2,79 2,96 2,03 

80 5,89 6,47 5,22 7,04 3,25 4,59 6,99 2,41 3,50 6,46 6,56 7,45 5,09 3,86 4,89 

40 5,57 5,24 4,59 7,33 4,21 6,22 8,20 7,47 3,90 3,78 3,72 5,26 2,15 3,34 3,04 

10 9,91 5,38 11,07 8,85 9,65 6,15 9,90 8,50 5,15 9,31 4,96 9,87 4,15 4,54 5,03 

 Powtarzalno  metod: dok adno  ( n=6) 

160 93,0 93,0 93,3 96,3 97,4 95,0 93,8 90,4 89,6 96,9 92,5 96,8 98,1 97,5 93,3 

80 96,2 98,4 100,3 101,3 107,0 100,6 96,5 95,8 96,9 100,2 96,7 94,7 100,1 100,0 97,8 

40 99,1 96,5 106,3 98,5 110,8 108,4 97,4 104,7 105,4 91,8 88,8 108,2 93,8 96,2 103,5 

10 95,4 108,1 111,1 88,8 94,0 101,2 116,0 102,5 114,9 84,9 90,4 107,7 92,3 92,3 114,1 

 Odtwarzalno  metody: dok adno  (n=9) 

160 94,0 92,7 94,7 95,0 96,5 95,5 92,2 90,4 88,8 95,6 93,8 87,3 95,0 94,2 92,3 

80 92,1 97,5 105,4 94,5 110,3 105,5 102,9 96,8 100,2 93,7 90,4 95,9 95,2 97,6 102,8 

40 100,8 96,6 109,6 92,2 112,6 109,0 96,7 103,5 108,4 89,0 86,8 110,3 92,0 95,5 105,7 

10 95,9 112,1 114,1 86,7 96,8 102,2 116,0 102,5 116,9 84,2 90,1 117,2 92,0 91,6 115,6 

 

Odtwarzalno  metody badano poprzez oznaczanie dziewi ciu niezale nie 

przygotowanych próbek w czterech ró nych st eniach: 10, 40, 80 i 160 M 

(Tabela 10), oznaczaj c ich zawarto  przez trzy kolejne dni (po 3 próbki z ka dego 

st enia na dzie ). Precyzja tych oznacze  zawiera a si  w granicach od 1,54 

do 11,07%, podczas gdy dok adno  wynosi a od 84,2 do 117,2%. 

Efektu wzmocnienia si y sygna u obliczono na podstawie wyników analizy 

mieszaniny wzorców o st eniu 500 M z u yciem standardowego dozowania próbki 

(5 s, 3,45 kPa) i oznaczenia próbki o zawarto ci aminokwasów na poziomie 100 M 

z wykorzystaniem opracowanej metody. Porównuj c wysoko  sygna ów w obu 

metodach i uwzgl dniaj c ró nice st e , na podstawie Równania (9) warto  

EF wyznaczono w zakresie od 20 do 32 (Tabela 9). Poprawa czu o ci metody 

wi kszo ci substancji mie ci a si  mi dzy 20 a 27, podczas gdy dla kwasów 

asparaginowego i glutaminowego uzyskano wy szy efekt wzbogacenia (odpowiednio 

32 i 31). Wynik ten przemawia za s uszno ci  za o enia, i  te dwa zwi zki ulegaj  

dodatkowemu procesowi zmiatania. 
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 Na Rysunku 45 przedstawiono przyk adowe elektroferogramy próbki moczu 

ludzkiego. Zbyt wysokie st enie cz ci oznaczanych sk adników, a tak e substancji 

matrycowych, wymaga o zastosowania dalszego rozcie czenia próbki. Widoczne na 

Rysunku 45 przesuni cie w czasach migracji kompensowano poprzez zastosowanie 

wzorca wewn trznego i wyznaczanie wzgl dnych czasów migracji dla ka dego analitu. 

 

Rys. 45. Elektroferogramy uzyskane w wyniku analizy: (A) próbek moczu ludzkiego; (B) próbek moczu ludzkiego 

po czterokrotnym rozcie czeniu; (C) próbek moczu ludzkiego po o miokrotnym rozcie czeniu [155]. Warunki analiz 

takie same jak na Rysunku 41C. Oznaczone sygna y u yto w analizie ilo ciowej. 

Uzyskane wyniki analiz sze ciu próbek moczu ludzkiego zestawiono 

w Tabeli 11. 

Tab. 11. Zestawienie uzyskanych wyników próbek moczu ludzkiego (n = 6). 

Aminokwas Oznaczony zakres st e  [ M] 

Gln 272 – 619 

Ser 156 – 404 

Pro 70 – 148 

Ala 156 – 293 

Gly 430 – 990 

Val 12 – 53 

Met Nie wykryto 

Leu 23 – 59 

Phe 57 – 99 

Glu < LOQ – 46 

Trp 39 – 161 

Asp Nie wykryto 

Lys 34 – 128 

Arg 37 – 246 

Tyr 101 – 197 
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7. Podsumowanie 

W ramach pracy eksperymentalnej opracowano pi  metod analitycznych, 

w których wykorzystano techniki wzbogacania analitu w kapilarze w celu wzmocnienia 

si y sygna u oznaczanych substancji modelowych. Optymalizacja metod umo liwi a 

popraw  czu o ci detekcji wszystkich substancji o co najmniej rz d wielko ci. 

Uzyskany wspó czynnik EF zale a  nie tylko od zastosowanej techniki, ale tak e od 

w a ciwo ci fizyko-chemicznych oznaczanych substancji, podczas gdy na wyznaczone 

warto ci LOD mia a tak e wp yw u yta metoda przygotowania próbki i parametry 

detekcji (analityczna d ugo  fali). 

W Rozdziale III.2 przedstawiono zastosowanie techniki MSS. W ramach 

optymalizacji metody analitycznej uwzgl dniono wp yw zawarto ci rozpuszczalnika 

organicznego w roztworze BGE, st enia SDS w matrycy analitycznej próbki 

oraz czasu dozowania próbki. Uzyskane wyniki potwierdzi y istotno  tych 

parametrów, a optymalne warto ci poszczególnych sk adników by y zbli one 

do rezultatów bada  innych zespo ów naukowych [32; 157; 158]. W przypadku techniki 

MSS na szczególn  uwag  zas uguje fakt, i  matryca analityczna próbki wykazuje 

zbli on  przewodno  do buforu rozdzielaj cego, co pozwala na dozowanie wi kszych 

obj to ci próbki ni  w przypadku techniki FASS [18]. Obecno  surfaktantu w strefie 

próbki dodatkowo zwi ksza rozpuszczalno  analitów s abo rozpuszczalnych 

w roztworach wodnych, a tak e zapobiega adsorpcji oznaczanych zwi zków 

do wewn trznej ciany kapilary. Jakkolwiek, ograniczenia dotycz ce obj to ci 

dozowania próbki w tej technice skutkowa y oko o 50-krotn  popraw  si y sygna ów w 

stosunku do standardowego dozowania hydrodynamicznego (5 s, 3,45 kPa). 

Niemniej jednak, mo liwo  spi trzania analitów w obecno ci miceli 

jest niekwestionowan  zalet  techniki MSS i pozwala na jej wykorzystanie w analizie 

dwuwymiarowej [37]. 

Technika MSS umo liwia efektywne spi trzanie wi kszych obj to ci próbki 

w stosunku do techniki FASS z uwagi na wielokrotnie omawiany ju  problem 

niehomogenno ci roztworów wprowadzanych do kapilary i zjawiska elektrodyspersji. 

Problem ten zosta  poruszony w Rozdziale III.3. Z jednej strony przeprowadzone 

badania wykaza y, i  zastosowanie wielokrotnego dozowania próbki w technice FASS 

pozwala na uzyskanie podobnych warto ci LOD podczas oznaczania wybranych 

substancji biologicznie czynnych w moczu ludzkim (2,23 – 6,21 ng/ml), 
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co w przypadku techniki MSS (6 ng/ml). Z drugiej jednak strony, wy sze liczbowo 

warto ci EF otrzymano w przypadku techniki MSS. Jednak e rozbie no  ta jest 

uzasadniona z uwagi na ró nice w sposobie ekstrakcji analitów (trójstopniowa 

dla techniki FASS, jednostopniowa dla techniki MSS) i stosowan  analityczn  d ugo  

fali (FASS – 200 nm, MSS – 254 nm). Warty nadmienienia jest równie  fakt, e istniej  

jedynie dwa doniesienia dotycz ce wielokrotnego dozowania próbki i wzbogacania 

analitów oboj tnych elektrycznie przy pomocy techniki LVSS w po czeniu 

ze zmiataniem próbki [15; 16]. Z tego wzgl du opracowana technika FASS z u yciem 

wielokrotnego dozowania próbki jest podej ciem innowacyjnym, a jej zastosowanie 

nie zosta o wcze niej opublikowane w literaturze naukowej. Spo ród parametrów 

poddanych optymalizacji interesuj ce wyniki uzyskano podczas badania wp ywu 

napi cia przyk adanego w czasie procesu spi trzania próbki (Rysunek 23). Stosowanie 

stosunkowo niskiego napi cia (2 kV) na tym etapie analizy utrzymywa o oznaczane 

substancje na granicy roztworów próbka – BGE i zapobiega o ich migracji w g b 

buforu rozdzielaj cego. Z uwagi na rezultat tego eksperymentu i wcze niejsze 

doniesienia literaturowe [22; 139], wielce prawdopodobnym wydaje si  by  udzia  

oddzia ywa  elektrostatycznych pomi dzy kationowymi analitami i anionowymi 

sk adnikami buforu w procesie spi trzania sk adników próbki. Zagadnienie to wymaga 

jednak dalszych bada . 

Najwy sz  czu o  detekcji dla substancji o charakterze s abych zasad 

organicznych uzyskano poprzez zastosowanie dozowania elektrokinetycznego 

(Rozdzia  III.4). Przeprowadzona optymalizacja metody analitycznej w po czeniu 

z DLLME umo liwi a wykrywanie wybranych zwi zków w próbkach moczu ludzkiego 

w st eniu poni ej warto ci 1 ng/ml. Kluczowym dla efektu wzmocnienia si y sygna u 

okaza  si  rodzaj i ilo  dodanego rozpuszczalnika organicznego do matrycy 

analitycznej próbki (Rysunek 26), co znalaz o potwierdzenie w literaturze naukowej 

[23; 140]. Najwy sze sygna y uzyskano w przypadku 90% MeOH, w obecno ci którego 

obserwowano nieliniowy przyrost wysoko ci pików w miar  zwi kszania st enia BGE 

(Rysunek 29). Poczynione obserwacje pozwoli y na wyodr bnienie dodatkowego 

mechanizmu spi trzania (p-ITP), którego obecno  potwierdzono w kolejnym 

eksperymencie (Rysunek 28). Uzyskane wyniki zwracaj  uwag  na istotny aspekt 

optymalizacji sk adu BGE stosowanego w przypadku technik wzbogacania analitu 

w kapilarze. Nale y równie  zaznaczy , i  u yta technika mikroekstrakcyjna nie da a 
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spodziewanego b yskawicznego efektu wymiany masy, a jej zastosowanie w przypadku 

próbek moczu nastr czy o wielu trudno ci zwi zanych z obecno ci  sk adników 

pochodz cych z matrycy próbki. Technika DLLME pozwoli a jednak na stosunkowo 

szybkie (< 14 min) i skuteczne (EF = 8 – 19) wzbogacenie oznaczanych zwi zków 

przed analiza elektroforetyczn . Jednoczesne stosowanie techniki DLLME i FASI 

umo liwi o uzyskanie wspó czynników EF w zakresie od 8080 do 13410. 

Przeprowadzone badania wykaza y, i  zastosowanie technik spi trzania pozwala 

na bardzo skuteczne wzbogacanie analitów jednoimiennych. Jednoczesne wzmacnianie 

si y sygna u dla cz steczek o charakterze s abych zasad i kwasów organicznych jest 

zagadnieniem rzadko poruszanym. Takim przyk adem zwi zków mog  by  witaminy 

z grupy B, do oznaczania których zaproponowano metod  opart  o technik  FASS 

i zmiatanie w MEKC (Rozdzia  III.5). Opracowana metodologia odznacza a si  

najni szymi warto ciami EF, które dla wi kszo ci substancji mie ci y si  w zakresie 

od 12 do 20. Wyj tek stanowi a tiamina, dla której odnotowano 40-krotn  popraw  

czu o ci metody. Jakkolwiek, zwa ywszy na fakt, i  metoda referencyjna 

wykorzystywa a krótszy czas dozowania próbki (2 s, 3,45 kPa) w porównaniu 

do pozosta ych metod opisanych w Rozdziale III (5 s, 3,45 kPa), wynik ten jest daleki 

od satysfakcjonuj cego. Powodem tego stanu rzeczy by y ró nice we w a ciwo ciach 

fizykochemicznych oznaczanych zwi zków. W efekcie wielokrotnie odnotowywano 

wzrost si y sygna u dla kilku substancji z jednoczesnym spadkiem intensywno ci 

pozosta ych przy zmianie danego parametru (Rysunki 36 – 38), co narzuca o 

konieczno  wyboru rozwi za  kompromisowych. Jak ju  wspomniano, najwy sz  

warto  wspó czynnika EF uzyskiwano dla witaminy B1, której wysoka retencja tego 

zwi zku w istotny sposób zniwelowa a wp yw pozosta ych wspó czynników na efekt 

wzmocnienia sygna u. Przeprowadzone badanie pokaza o, i  zmiatanie substancji 

o zró nicowanym adunku i powinowactwie do fazy pseudostacjonarnej wykazuje 

niewielk  skuteczno , a dodatkowe zastosowanie techniki FASS nie stanowi 

rozwi zania tego problemu. Nale y zaznaczy , i  uzyskane wyniki wykaza y dobr  

zgodno  teoretyczn  z modelem zmiatania zaproponowanym pó niej przez El-Awady 

i wspó . [82; 85]. 

Przewa aj ca wi kszo  technik wzbogacania analitu w kapilarze jest wysoce 

podatna na zmiany si y jonowej próbki (Tabela 1). Z tego wzgl du procedury 

analityczne z u yciem tych technik obejmuj  zazwyczaj ekstrakcj  analitów 
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z jednoczesnym procesem odsalania próbek biologicznych [125]. Podobny zabieg 

zastosowano w przypadku metod opisanych w Rozdzia ach III.2 – 4, 

podczas gdy oznaczanie witamin w pod o ach p ynnych stosowanych do hodowli 

bakterii wymaga o rozcie czenia próbki z uwagi na wysokie st enie dodatkowych 

substancji obecnych w matrycy próbki (Rozdzia  III.5). Jakkolwiek i w tym przypadku 

wysokie zasolenie by o czynnikiem niekorzystnym. Z kolei rozcie czanie próbki wod , 

a nast pnie wzbogacanie analitów w kapilarze jest zabiegiem sprzecznym. Problem ten 

jest spotykany w przypadku braku ugruntowanej i rzetelnej metody ekstrakcji analitów 

takich, jak na przyk ad aminokwasy biogenne. Studium szczegó owej pracy 

przegl dowej po wi conej tematyce wzbogacania w kapilarze tej grupy zwi zków [159] 

wskazuje jedynie na dwie prace dotycz ce oznaczania du ej liczby aminokwasów 

(> 13) przy u yciu detekcji spektrofotometrycznej [160; 161]. W obu przypadkach 

spi trzanie du ej obj to ci próbki by o mo liwe jedynie po jej uprzednim rozcie czeniu 

z uwagi na stosunkowo du e st enie elektrolitu dodawanego w procesie upochadniania 

analitów. Rozwi zanie tego problemu zosta o zaproponowane w Rozdziale III.6, 

w którym wykazano u yteczno  opracowanej techniki do wzbogacania analitów 

w obecno ci soli boranowej. Wartym nadmienienia jest fakt, i  jest to pierwsze 

doniesienie na temat skuteczno ci pH-spi trzania indukowanego kwasem 

we wzbogacania analitów anionowych. Dodatkowo, w do wiadczeniach odnotowano 

wy sz  skuteczno  zmiatania analitów o strukturze kwasów di karboksylowych 

w obecno ci boraksu (Rysunek 41B), co równie  nie zosta o odnotowane w literaturze 

naukowej. Z uwagi na brak sprawdzonych metod ekstrakcji aminokwasów biogennych 

zaproponowano metod  oczyszczania próbki poprzez dodatek ACN, a nast pnie jego 

efektywne i proste usuni cie na drodze dekantacji po uprzednim och odzeniu roztworu. 

Umo liwi o to oznaczenie fizjologicznych st e  aminokwasów biogennych 

w próbkach moczu ludzkiego z u yciem opracowanej metodologii. 

Wyniki pracy wskazuj  na du y potencja  technik wzbogacania analitu 

w kapilarze, które umo liwiaj  oznaczenie niskich st e  (nawet kilku ng/ml) substancji 

drobnocz steczkowych w szybki i stosunkowo prosty sposób. Stanowi  te  nieod czny 

element technik elektromigracyjnych, pozwalaj cy na lepsze zrozumienie natury 

procesów elektroforetycznych. 
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Wnioski 

1. U ycie techniki MSS z hydrodynamicznym dozowaniem próbki umo liwia 

oko o pi dziesi ciokrotn  popraw  czu o ci metody analitycznej w stosunku 

do drobnocz steczkowych substancji o charakterze s abych zasad organicznych. 

2. Metoda wielokrotnego dozowania i spi trzania próbki z u yciem techniki FASS 

pozwala na uzyskanie ni szych warto ci LOD i LOQ w stosunku 

do jednokrotnego dozowania próbki. 

3. Spi trzanie próbki w warunkach homogennego rozk adu pola elektrycznego 

w kapilarze (technika MSS) wykazuje wi ksz  skuteczno  w stosunku do 

techniki FASS w przypadku dozowania hydrodynamicznego. 

4. Najwi kszy efekt wzmocnienia si y sygna ów uzyskano przez zastosowanie 

techniki FASI, dla której warto  EF mie ci a si  w zakresie od 481 do 1127. 

5. U ycie techniki DLLME na etapie przygotowania próbki pozwala na dodatkowe 

wzbogacenie analitów przed analiz  elektroforetyczn , jednak e metoda 

ta odznacza si  znacznie ni szym potencja em wdro eniowym w przypadku 

próbek biologicznych w stosunku do szeroko opisanych w literaturze naukowej 

przyk adów u ycia techniki DLLME w analizie próbek wody. 

6. Dozowanie elektrokinetyczne substancji jednoimiennych w obecno ci dodatku 

rozpuszczalnika organicznego znacz co poprawia czu o  metody nie tylko 

z uwagi na wy sz  ró nic  przewodno ci o rodków próbka – BGE, ale tak e 

udzia  mechanizmu p-ITP. Z tego wzgl du istotny jest w a ciwy dobór 

stosowanego kojonu w BGE. 

7. Podczas gdy proces spi trzanie substancji jednoimiennych wykazywa  wysok  

efektywno , zaproponowana metoda wzbogacania substancji o charakterze 

s abych kwasów i zasad organicznych, oparta o technik  FASS w po czeniu 

ze zmiataniem w MEKC, odznacza a si  stosunkowo nisk  skuteczno . 

8. pH-spietrzanie indukowane kwasem z MEKC pozwala na wzbogacanie analitów 

anionowych w obecno ci jonów boranowych w matrycy analitycznej próbki. 

9. Zmiatanie aminokwasów dikarboksylowych przy u yciu miceli anionowych 

jest procesem wysoce efektywnym w obecno ci tetraboranu disodowego. 
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