
1. In tro duc tion

The first ap pli ca tions of cap il lary elec tro pho re sis
(CE) to drugs anal y sis date back to the turn of the
1970s and 1980s. A tech nique us ing isotachoforesis
and a plas tic cap il lary was em ployed in these pre lim i -
nary ap pli ca tions. A quartz cap il lary was ap plied for
the first time in 1988 and then sep a ra tion tech niques
such as sep a ra tions like cap il lary zone elec tro pho re sis
(CZE) and micellar electrokinetic cap il lary chro ma -
tog ra phy (MECC or MECK) be came pop u lar.

Since the 1980's the CE method has been de vel -
oped, es pe cially in the field of the o ret i cal re search,
con struc tion of an a lyt i cal equip ment as well as their
ap pli ca tions in var i ous fields of sci ence. This de vel op -
ment also re lated to drugs anal y sis in phar ma ceu ti cal

spec i mens, as well as in bi o log i cal ma te ri als – es pe -
cially in bi o log i cal flu ids. A cap il lary elec tro pho re sis,
be cause of its an a lyt i cal po ten tial, is com pared to high- 
per for mance liq uid chro ma tog ra phy and it is very of -
ten con sid ered as its com ple men tary method or as
a method which could replace HPLC. 

All an a lyt i cal tech niques, in clud ing cap il lary elec -
tro pho re sis, have positives and neg a tives. High res o lu -
tion, small sam ple con sump tion (ca. nl), high anal y sis
speed, low con sump tion of re agents and uni ver sal ity
are among the positives of cap il lary electrophoresis.
Among the neg a tives are: a rel a tively fast cap il lary
deg ra da tion, es pe cially when sep a ra tion elec tro lytes
which con tains or ganic sol vents are ap plied, a lack of
pos si bil ity of anal y sis of larger vol umes of a sam ple
and, re lated to this, a rather low de tec tion level when
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the pop u lar spec tro pho to met ric de tec tion method is
ap plied. The sec ond prob lem could be solved in the
fol low ing ways: 
– ap pli ca tion of off-line meth ods of analytes pre con-

centration (ex trac tion tech niques, e.g. most of ten liq -
uid-liq uid ex trac tion or solid phase extraction); 

– ap pli ca tion of var i ous op tic cells;
– ap pli ca tion of more sen si tive de tec tors (e.g. a flu -

orescence de tec tor with la ser ex ci ta tion);
– ap pli ca tion of on-line meth ods of precon cen tra tion

of analytes by sam ple stack ing.
The last so lu tion, i.e. an im prove ment of de tec tion

and quan ti fi ca tion lim its by ap pli ca tion of sam ple
stacking, was the sub ject of the re search pre sented in
this pa per. A def i ni tion of preconcentration by sam ple
stack ing, con di tions nec es sary for sam ple stack ing and 
a short de scrip tion of se lected sam ple stack ing tech -
niques ap plied in dug anal y sis are pre sented in the next 
para graph. Some ex am ples of sam ple stack ing in anal -
y sis of phar ma ceu ti cal spec i mens and drugs for clin i -
cal and fo ren sic pur poses are also pre sented. Af ter
this, the re sults of the re search per formed by the au -
thors are pre sented. The aim of the re search was to
check the pos si bil ity of ap pli ca tion of sam ple stack ing
meth ods to tox i co log i cal anal y sis of psychotropic
drugs. More over, di rec tions of fur ther re search in this
field are pro posed. 

2. Sam ple stack ing – a def i ni tion, con di tions
and re view of tech niques 

Sam ple stack ing is the name of a group of tech -
niques of analytes preconcentration which rely on cre -
ation of a dif fer ence of elec tro pho retic speed be tween
high and slow con duc tion zones, re spec tively for a sep -
a ra tion elec tro lyte and a sam ple. The sam ple stack ing
phe nom e non occures on the pseudo-sta tion ary bor der
which is cre ated be tween these zones, when sam ple
ions move across these bor ders [5]. Sam ple stack ing
can be achieved when elec tro lytes with heterogenous
quan ti ta tive and qual i ta tive con tent are ap plied. A very
good sep a ra tion of analytes can be ob tained when
sam ple vol ume is lower than 1–2% of cap il lary ca pac -
ity. This can hap pen when stan dard con di tions of cap -
il lary zone elec tro pho re sis (CZE) are ap plied and when
ho mog e nous elec tro lytes are used, i.e. elec tro lyte in
sam ple, in cap il lary and near to elec trodes have the
same con tent. A sam ple whose vol ume is 5–50% of
cap il lary ca pac ity can be ana lysed in the case of ap pli -
ca tion of heterogenous elec tro lytes and than the sam ple
zone is still sharp which can be ob served in the form of
well sep a rated peaks on the electropherogram [4].

Var i ous stack ing meth ods can be ap plied in cap il -
lary elec tro pho re sis. Isotachophoresis, nor mal stack -
ing mode, field-am pli fied sam ple stack ing, stack ing
by acetonitrile-salt mix tures and large vol ume sam ple
stack ing are among the most of ten ap plied in drugs
anal y sis. Short de scrip tions of these meth ods are pre -
sented be low [5].

Isotachophoresis (ITP) –in this tech nique a sam ple
is lo cated be tween rel a tively nar row elec tro lytes zones:
the lead ing elec tro lyte (an elec tro lyte which is char ac -
ter ised by higher ions mo bil ity than that of sep a rated
ions) and ter mi nat ing elec tro lyte (an elec tro lyte which
is char ac ter ised by slower ions mo bil ity than sep a rated 
ions). These tech niques could be cou pled with micellar
electrokinetic cap il lary chro ma tog ra phy as well as with
cap il lary zone elec tro pho re sis. This al lows us ob tain 
sig nif i cant sam ple stack ing and also re tain re main de -
sired sep a ra tion fea tures of the men tioned tech niques.

Nor mal stack ing mode (NSM) – a tech nique that is
bases on hy dro dy namic in jec tion onto cap il lary of
a sam ple di luted in wa ter or di luted in ba sic elec tro -
lyte. When a high volt age is ap plied then ions in the
sam ple zone are lo cated in a zone of elec tric field
which is higher than in ba sic elec tro lyte and there fore
they mi grate with high elec tro pho re sis speeds. The
elec tro pho re sis speed of ions is dras ti cally re duced
when they cross a pseudo-sta tion ary bor der be tween
the sam ple zone and the zone of the ba sic elec tro lyte.
This gives an ef fect that sam ple com po nents are stack -
ing into nar row seg ments. 

Field-am pli fied sam ple stack ing (FASS) is a sam -
ple stack ing tech nique ap plied in cap il lary elec tro pho -
re sis us ing electrokinetic sam ple in jec tion. First of all,
a short zone of di luted elec tro lyte or pure diluter is in -
jected on the cap il lary. Af ter that, the cap il lary is
dipped in a sam ple so lu tion lo cated in a di luted ba sic
elec tro lyte or in a pure diluter and then a volt age of 
5–10 kV is ap plied. The elec tri cal field is am pli fied be -
cause of dif fer ence of elec tri cal con duc tiv ity of var i -
ous me di ums. This gives an ef fect that sam ple ions
have elec tro pho retic speed sig nif i cantly higher than
the speed of the electroosmotic fuel. There fore, they
are pre-con cen trated on the bor der be tween the di luted 
elec tro lyte and the ba sic elec tro lyte. 

A stack ing by acetonitrile-salt mix tures is a pre -
concentration tech nique which is based on hy dro dy -
namic in jec tion of a sam ple on a cap il lary. A sam ple is
di luted in a mix ture of acetonitrile and 1% salt (2:1,
v/v). In or ganic ions, as they are poorly di luted in
acetonitrile, mi grate to gether with wa ter. They leave
be hind a more con cen trated and nar row acetonitrile
zone, which con tains weakly ion ised or ganic com -
pounds. Ions pre sent at the front of the sam ple zone,
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which is rich in wa ter, are moved to a zone with
a lower elec tri cal field af ter an ap pli ca tion of volt age.
Af ter that, their mi gra tion speed is im me di ately re -
duced. Ions pre sent at the back of the acetonitrile part
of the sam ple zone are un der the in flu ence of a higher
elec tri cal field at the same time. Finally, a very narrow
sample zone is obtained. 

Large vol ume sam ple stack ing (LVSS) is a tech -
nique of sam ple preconcentration by stack ing at cap il -
lary zone elec tro pho re sis. A rel a tively large vol ume of
sam ple, di luted in pure diluter or in di luted ba sic elec -
tro lyte, is hy dro dy nam i cally in jected on a cap il lary.
Af ter this, a volt age is ap plied in the form of in verse
polar is ation (neg a tive polar is ation – a cath ode is lo -
cated on the side where the sam ple is in jected). This
gives the re sult that an ions are stack ing in the part of
the sam ple zone which has a bor der with a ba sic elec -
tro lyte, which fills the rest of the cap il lary. Si mul ta -
neously, the diluter is re moved from the cap il lary
sam ple zone. A pos i tive polar is ation is switched on
when the sam ple ma trix is al most all removed from
a cap il lary. This causes separation of anions. 

Sam ple stack ing tech niques are not com monly ap -
plied in drugs anal y sis by CE meth ods at pres ent. Sev -
eral ex am ples of ap pli ca tion of these tech niques for
im prove ment of the limit of quan ti fi ca tion for phar ma -

ceu ti cal spec i mens and drugs anal y sis for clin i cal and
fo ren sic pur poses are presented in Table I.

3. Ma te ri als and methods 

3.1. Ana lysed drugs

The fol low ing drugs were ana lysed: doxepin, tri -
mi pramine, amitriptiline, nortryptyline, imipramine,
de zi pramine and nordoxepin. Mix tures of these med -
icines were made by mix ing of their meth a nol stan dard 
so lu tions (1 mg ml–1) and di luted by a suit able me -
dium, such that their fi nal con cen tra tion in a mix ture
was 25 µg ml–1. The fol low ing mix tures were cre ated: 
– doxepin + trimipramine,
– imipramine + doxepin + trimipramine,
– amitriptyline + doxepin + imipramine + nortrypty -

line + dezipramine + nordoxepin.

3.2. Equip ment 

A cap il lary elec tro pho re sis apparatus PrinCE 550
(Prince Tech nol o gies, the Neth er lands) with air-cool -
ing of a cap il lary was con nected with a spectro -pho to -
met ric de tec tor UV/VIS Lambda 1010 (Bis choff,
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TA BLE I. ANALYTES PRECONCENTRATION BY SAMPLE STACKING – SELECTED APPLICATIONS IN CLINICAL

AND FORENSIC TOXICOLIGICAL ANALYSIS 

Analyte Ana lysed ma te rial In jec tion method Me dium Sep a ra tion elec tro lyte Stack ing
tech nique

Clozapine with
me tab o lites
(N-clozapine ox ide and
desmethylclozapine) [6]

Se rum
(schisophrenic
pa tient's)

Electrokinetic at
6 kV for 99.9 s,
fol lowed by an
aqua zone 

Wa ter 400 mM phos pho ric
buffer pH 3.0 with
50% (v/v) eth yl ene
glycol 

FASS

Amitriptyline with
me tab o lite of
nortriptyline [1]

Se rum (vol un teer
who took
1 Amitriptyline
pill – 125 mg)

Electrokinetic at
3 kV for 99.9 s,
fol lowed by an
aqua zone

Wa ter Tris (1.4 M; pH 4.5)
with addition of
a-cyclodextrin and
50% (v/v) eth yl ene
gly col

FASS 

Flurazepam with
me tab o lites [2]

Urine Hy dro dy namic Wa ter 0.05 M di sod ium
tetraborate with
ad di tion of
ortofosforic acid
(up to pH 2.2)
and 0.002 M
cetyltrimethylammo-
nium bro mide

LVSS

Mor phine, co caine and
MDMA [3]

Hairs Electrokinetic at
10 kV for 10 s

0.1 mM
for mic
acid

100 mM po tas sium
phosphate with
ad di tion of
phosphoric acid
up to pH 2.5

FASS



Swit zer land) equipped with a deuterium lamp. Anal y -
sis was mon i tored and data were col lected by ap pli ca -
tion of Dax 6.0 soft ware (Van Mierlo Soft ware Con-
sultancy, the Neth er lands). A sig nal was col lected at
210 nm. 

3.3. An a lyt i cal conditions 

Two sep a ra tion elec tro lytes were used in re search,
i.e. (1) 80% (v/v) triethanolamine (180 mM, pH 8.2) +
10% (v/v) acetonitrile + 10% (v/v) isopropanol;
(2) 50 mM 3-(cyclohexylamino)-2-hydroxy-1-pro pane -
sulfonic acid (CAPSO) in a wa ter-meth a nol mix ture
(7:3; v/v) + ad di tion of 5 M NaOH up to ob tain ing
pH = 9.55.

The fol low ing me di ums and in jec tions meth ods
were ap plied for all se lected elec tro lytes:
– two me di ums for sam ples: (a) acetonitrile and

(b) acetonitrile + 1% NaCl. Ad di tion ally, a third
me dium (c) aqua-meth a nol (1:1; v/v) was used for
elec tro lyte No. 2;

– two meth ods of in jec tion of sam ple on cap il lary:
(I) hy dro dy namic (100 mbar) and (II) elec troki -
netic (5 kV). 
Times of in jec tions from 12 sec onds to sev eral

min utes were tested in both ana lysed meth ods. The ini -
tial time of sam ple in jec tion (12 s) was se lected as
the time at which the sam ple vol ume was lower than
2% of the cap il lary ca pac ity (a sam ple whose vol ume
is lower than 2% of cap il lary ca pac ity can be in jected
un der nor mal elec tro pho re sis conditions).

Sep a ra tions were per formed in a quartz cap il lary
(50 mm in ter nal di am e ter) by an ap pli ca tion of sep a ra -
tion volt age of 30 kV, and an an a lyt i cal sig nal was col -
lected at 210 nm.

4. Re sults

Tricyclic an ti de pres sant drugs were se lected for
anal y sis. Their two-, three-, or six-com po nent mix -
tures were sep a rated by the cap il lary zone elec tro pho -
re sis method. 

Mix tures: two-com po nent (doxepin + trimipra mi ne)
and three-com po nent (imipramine + doxepin + trimi -
pramine) were elec tro phoni cal ly sep a rated by ap pli ca -
tion of the fol low ing ba sic elec tro lyte: 180 mM
trietanoloamine (pH 8.2) and acetonitrile with iso -
propanol which were mixed at a vol ume-to-vol ume ra -
tio 8:1:1. Sam ples of stan dard so lu tions were in jected
onto a cap il lary by the fol low ing meth ods: (I) and (II),
by ap pli ca tion of me di ums (a) and (b) in each case as
sam ples me diums. 

The am pli fi ca tion fac tor (r) was cal cu lated for each 
drug in each of the ana lysed mix tures. It was cal cu -
lated with the aim of eval u a tion of ef fi ciency of
preconcentration of analytes by var i ous stack ing meth -
ods: 

r
P

P
t

t

= max

12

 , {1}

where: Ptmax – the peak area of a par tic u lar drug cal cu -
lated for the max i mum time of sam ple in jec tion on
a cap il lary, i.e. the time when peaks are still sep a rated
up to base line in the ana lysed mix ture of drugs; Pt12 –
the peak area at the time of 12 s of sam ple in jec tion
which re sponds to a sit u a tion when the sam ple vol ume
was more than 2% of cap il lary ca pac ity.

Cal cu lated co ef fi cients (r), for each med i cine in
each mix ture and all ap plied ex per i men tal con di tions,
are pre sented in Ta bles II and III. 

Af ter that, a mix ture of six med i cines (ami trip -
tyline + doxepin + imipramine + nortryptyline + dezi -
pramine + nordoxepine) was electrophoretically sep -
arated by ap pli ca tion of so lu tions (a) and (c) as me di -
ums and ap pli ca tion of two sam ple in jec tions meth ods: 
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TA BLE II. AMPLIFICATION FACTORS (r) OF ANALYTICAL SIGNAL OF TRIMIPRAMINE AND DOXEPIN WHEN THE

FOLLOWING MIXTURE WAS USED AS A BASIC ELECTROLYTE: 180 mM TRIETHANOLOAMINE (pH 8.2)

WITH ACETONITRILE AND ISOPROPANOL (8:1:1, v/v/v) 

In jec tion method Me dium Trimipr amine Doxepin

Am pli fi ca tion fac tor (r) for n = 3

Hy dro dy namic Acetonitrile 8 9 

Acetonitrile + 1% NaCl 8.5 8 

Electrokinetic Acetonitrile 13 8 

Acetonitrile + 1% NaCl 16 13



hy dro dy namic (I) and electrokinetic (II). A CAPSO
buffer (50 mM, pH 9.55) in wa ter-meth a nol so lu tion
(7:3, v/v) was used as a sep a ra tion elec tro lyte. 

Cal cu lated am pli fi ca tion fac tors (r) for each med i -
cine are pre sented in Ta ble IV.

Re sults of sep a ra tion of med i cines mix tures: two-
com po nent (doxepin + trimipramine) and three-com -
po nent (imipramine + doxepin + trimipramine) were
cho sen as ex am ples of ob tained electropherograms
(Fig ure 1–4).
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Fig. 1. Electropherogram for a mix ture of two drugs: tri -
mipramine (Tri) and doxepin (Dox) ob tained un der the fol -
low ing stack ing con di tions: sam ple me dium – acetonitrile,
the in jec tion method – hy dro dy namic at 100 mbar, times of
sam ple in jec tion are men tioned on the fig ure.

TABELA III. AMPLIFICATION FACTORS (r) OF ANALYTICAL SIGNAL FOR A MIXTURE OF THREE DRUGS

(TRIMIPRAMINE + DOXEPIN + IMIPRAMINE) WHEN THE FOLLOWING MIXTURE WAS USED

AS A BASIC ELECTROLYTE: 180 mM TRIETHANOLAMINE (pH 8.2) WITH ACETONIRYLE AND

ISOPROPANOL (8:1:1, v/v/v)

In jec tion method Me dium Trimipramine Doxepin Imipramine

Am pli fi ca tion fac tor (r) for n = 3

Hy dro dy namic Acetonitrile 5 3.5 4

Acetonitrile + 1% NaCl 4 3.5 4 

Electrokinetic Acetonitrile -* -* -*

Acetonitrile + 1% NaCl 4 5 4 

* – In these con di tions sep a ra tion was not ob served for ana lysed drugs, how ever the time of in jec tion was 12 sec onds. 

TA BLE IV. AMPLIFICATION FACTORS (r) FOR A MIXTURE OF SIX DRUGS: AMITRIPTYLINE (Ami) + IMIPRAMINE

(Imi) + DOXEPINE (Dox) + DEZIPRAMINE (Dez) + NORDOXEPIN (Nordox) + NORTRYPTYLINE (Nortr)

WHEN THE FOLLOWING MIXTURE WAS USED AS A BASIC ELECTROLYTE: 50 mM CAPSO (pH 9.55)

IN A WATER/METHANOL SOLUTION (7:3, v/v)

In jec tion method Me dium Dox Imi Ami Dez Nordox Nortr

Am pli fi ca tion fac tor (r) for n = 3

Hy dro dy namic Acetonitrile 3.5 3.3 4 3.2 4.2 3.2

MeOH:wa ter, 1:1, v/v 4.8 5.5 5.3 5.9 6.8 6

Electrokinetic Acetonitrile 3.1 3.5 3.6 4.3 3.6 4.5

MeOH:wa ter, 1:1, v/v 3.6 3.4 3.7 3.7 3.7 3.4
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Fig. 2. Electropherogram for a mix ture of two drugs tri -
mipramine (Tri) and doxepin (Dox) ob tained un der fol low -
ing stack ing con di tions: sam ple me dium – acetonitrile +
1% NaCl, in jec tion method – electrokinetic at 5 kV, times of
sam ple in jec tion are men tioned on the fig ure.



5. Dis cus sion 

The high est sig nal am pli fi ca tions (peak ar eas) were 
ob served for 2-com po nent mix tures of trimipramine
and doxepin (re spec tively 16 and 13 times) when the
sep a ra tion elec tro lyte (1) was used, i.e. (80% (v/v)
triethanolamine (180 mM, pH 8.2) in a mix ture of
acetonitrile 10% (v/v) and isopropanol 10% (v/v)) and
when 1% NaCl in acetonitrile was used as a me dium
and the sam ple was electrokineticly in jected into the
cap il lary (Ta ble II, Fig ure 1). A slightly weaker sig nal
strength en ing (8–9 times) was ob tained for a mix ture
of trimipramine and doxepin in cases where aceto -
nitrile or 1% NaCl in acetonitrile were used as a me -
dium and when a sam ple was hy dro dy nam i cally in -
jected. The pres ence of NaCl in the sam ple me dium al -
lowed in jec tion a larger sam ple vol ume onto a cap il -
lary with out de te ri o ra tion of drugs sep a ra tion in the
sam ple. This was es pe cially pos si ble by ap pli ca tion of
electrokinetic in jec tion. The ob served ef fect is a re sult
of the tech nique of sam ple stacking in mixtures of
stacking by aceto nitrile-salt mixture. 

A higher sig nals am pli fi ca tion was ob served for
the 2-com po nent mix ture than for the 3-com po nent
mix ture when the same sep a ra tion elec tro lyte, (1), was
used (Ta ble II and III). This is an ef fect of weak sep a -
ra tion of the 3-com po nent mix ture in re la tion to the
2-com po nent mix ture. 4–5-times am pli fi ca tion of sig -
nal was ob tained in the case of the 3-com po nent mix -
ture (Ta ble III, Fig ure 2) when electrokinetic in jec tion
of sam ple was ap plied in 1% NaCl in acetonitrile.
How ever, no pos i tive re sults (a lack of peak sep a ra tion 
for 12 s) were ob tained when only acetonitrile was
used. No sig nif i cant dif fer ences were ob served in the

pro cess of pre concentration of the 3-com po nent mix -
ture in the case of hy dro dy namic sam ple in jec tion and
when both me di ums were ap plied. Cal cu lated am pli fi -
ca tion fac tors were lo cated in the range 3.5–5.

Anal y sis of re sults of sig nal am pli fi ca tion at in
6-com po nent mix ture (Ta ble IV) when a sep a ra tion
elec tro lyte (2) was ap plied, i.e. 50 mM 3-(cyclohexyla-
mino)- 2-hydroxy-1-propanesulfonic acid (CAPSO) in 
a wa ter-meth a nol mix ture (7:3; v/v) + ad di tion of 5 M
NaOH (pH 9.55), al lowed us to con cluded that this
was the high est strength en ing (4.8–6.8 times). More -
over, this was ob tained when the sam ple was in jected
by the hy dro dy namic method and when the me dium
was wa ter with meth a nol (1:1,v/v). The ob tained re -
sults were due to ap pli ca tion of the so-called nor mal
sam ple stack ing tech nique in which the sam ple was di -
luted in a so lu tion of wa ter with meth a nol and the sam -
ple was hy dro dy nam i cally in jected on a cap il lary. Ions 
pre sent in the low-con duc tiv ity zone are un der the in -
flu ence of a higher elec tric field than ions in the sep a -
ra tion elec tro lyte. This hap pens af ter ap pli ca tion of
a sep a ra tion volt age and then they mi grate with a high
elec tro pho retic speed. Their elec tro pho retic speeds are 
dras ti cally re du ced when the pseudo-sta tion ary bor der
be tween the sample zone and the zone of ba sic elec tro -
lyte is crossed. This gives a re sult in the form of
a stack ing of sep a rated com pounds, which cre ate nar -
row seg ments. 

No sig nif i cant dif fer ences in am pli fi ca tion of an a -
lyt i cal sig nals were ob served for a 6-med i cines mix -
ture di luted in acetonitryle and when both in jec tion
meth ods were ap plied, i.e. hy dro dy namic (r = 3.2–4.2) 
as well as electrokinetic (r = 3.1–4.5) (Ta ble IV).
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100 mbar, the times of sam ple in jec tion are men tioned on the 
fig ure.

-0,002

0

0,002

0,004

0,006

0,008

0,01

0,012

0,014

0,016

11,5 12 12,5 13 13,5 14

t [min]

A
[A

U
]

12s 120s

Tri

Tri

Dox

Dox

Imi

Imi

Fig. 4. Electropherogram for a mix ture of three drugs: tri -
mipramine (Tri), doxepin (Dox) and imipramine (Imi) ob -
tained under fol low ing stack ing con di tions: sam ple
me dium – acetonitrile + 1% NaCl, the in jec tion method –
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6. Con clu sions 

It can be con cluded on the ba sis of ex per i men tal re -
sults that when suit able stack ing con di tions are ap -
plied (a sam ple me dium, a ba sic elec tro lyte and an
in jec tion method) to anal y sis of tricyclic an ti de pres -
sant drugs, then a stack ing can be per formed up to sev -
eral times in com par i son to stan dard con di tions of
cap il lary elec tro pho re sis. It is es ti mated that an ob -
tained am pli fi ca tion of a sig nal could al low re duc tion
of quan ti fi ca tion limit up to ca. 30 ng/ml. This re duc -
tion of lim its of de ter mi na tion and quan ti fi ca tion
could help to broaden pos si ble ap pli ca tions of elec tro -
pho re sis to en com pass de ter mi na tion of ther a peu tic
con cen tra tions of drugs in blood and se rum. More -
over, it could al low ap pli ca tion of this tech nique to
tox i co log i cal anal y sis of al ter na tive ma te ri als, such as 
hairs. Ob tain ing a higher signal am pli fi ca tion could be
es pe cially in ter est ing in the case of ap pli ca tion of 1%
NaCl in acetonitrile as a sam ple me dium, be cause it
could pro vide an op por tu nity to de ter mine phar ma ceu -
ti cal spec i mens im me di ately (after sedimentation by
acetonitrile) in serum or blood, which matrix contains
this salt at a sim i lar concentration. 

Un til now, stack ing meth ods on a  cap il lary col umn 
have not been ap plied very of ten to anal y sis of bi o log i -
cal ma te rial. How ever, this di rec tion of cap il lary elec -
tro pho re sis de vel op ment seems to be promising. 
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1. Wpro wad zenie

Pierw sze za stos owa nia elekt rofo rezy ka pil arnej (CE)
do anal izy leków przy pad aj¹ na prze³om lat 70. i 80.
ubieg³ego wie ku. W anal iza ch tych wy kor zyst ywano wó w -
cz as te chn ikê izot ach ofor ezy oraz pla stik owe  kapi la ry.
W 1988 r. zo sta³y wpro wad zone ka pil ary kwar cowe, a na
czo³o wysu nê³y siê ta kie tech niki se par acy jne, jak stre fowa 
elekt rofo reza ka pil arna (CZE) i mi cel arna elekt ro ki net ycz -
na chro mat ogr afia ka pil arna (MECC lub MECK).

Od lat 80. a¿ do chwi li obecn ej nastê puje dy nam iczny 
ro zwój me tody CE w za kres ie teo rii oraz apar atu ry po -
miar owej, a ta k¿e wzra sta mo¿l iwoœæ jej za stos owa nia
w ró ¿ny ch dzie dzin ach anal izy. Rozw ój ten do tyc zy ta k -
¿e anal izy leków, zaró wno w pre par ata ch far mac euty cz -
nych, jak i ma ter iale bio log icznym – szc zeg ólnie w p³y -
nach ustroj owy ch. Elektr ofo rezê ka pil arn¹, ze wz glê du
na swój po tenc ja³ anal ity czny, za zwyc zaj po równ uje siê
z wy sok osp rawn¹ chro mat ogr afi¹ cie czow¹ i co raz cz êœ -
c iej uw a¿a siê za me todê j¹ uzupe³niaj¹c¹, a na wet wy -
mienn¹. 

Jak ka¿ da tech nika anal ity czna, elekt rofo reza  kapi -
larna, obok swo ich za let, do kt órych na le¿y wy soka zd ol -
n oœæ roz dzielc za, ma³e zu¿ ycie pró bki (rzê du nl), du¿a
szy bkoœæ anal izy, nie wielk ie za pot rzebo wan ie na od -
czynn iki i un iwers aln oœæ, po siada ró wnie¿ ogran icz enia.
Wœród nich mo¿na wymie niæ szyb kie zu¿y wanie siê ka -
pil ary (sz cze gól nie przy za stos owa niu el ektr oli tów se -
par acy jnych, w sk³ad kt óry ch wchodz¹ roz puszc zalni ki
or gan iczne) oraz brak mo ¿li woœci anal izo wan ia wiêk szy ch
objê toœ cio wo prób ek (i zwi¹zana z tym sto sunk owo ni ska 
wy krywalnoœæ przy za stos owa niu po pul arnej de tekc ji
spek tro fot ome try cznej). Ten dru gi pro blem mo¿e byæ
roz wi¹zany w CE na kil ka spo sobów, do któ rych nal e¿¹: 
– metody off-line zatê¿ania analitów (techniki eks trak -

cji, najczêœciej typu ciecz-ciecz oraz do fazy sta³ej); 
– stosowanie ró¿nych kszta³tów celek optycznych;
– stosowanie bardziej czu³ych detektorów (np. detektor

fluorescencyjny ze wzbudzeniem laserowym);
– metody on-line zatê¿ania analitów przez spiêtrzanie

w kapilarze.
W ni niejs zej pra cy sku piono siê na ostatn im roz -

wi¹za niu, tj. na ob ni¿eniu gra nicy de tekc ji i oznaczal -
noœci po przez wy kor zyst anie tech nik spiê trzania anali-
tów w ka pil arze (sam ple stac king). W dal szej czê œci pra -
cy poda no defi nicjê zatê ¿ania anal itów przez spiêtrzanie,
wa runki ko nieczne do uzys kania tego spiê trze nia, a  na -
stêpnie przegl¹d i zwiêz³y opis wy bran ych tech nik spiê -

trzania sto sow any ch w anal izie leków. Poda no równ ie¿
kil ka przyk³adów za stos owa nia tech nik zatê ¿ania zwi¹z -
ków lecz nic zych i nark oty ków w anal izie kli niczn ej i s¹-
 do wej. Na stêpnie przed staw iono wy niki ba dañ w³asnych
maj¹cych na celu roz poz nanie mo¿ liw oœci za stos owa nia
za tê¿a nia w anal izie tok syk olo gic znej lek ów  psycho tro -
powych ze wska zan iem kie runków dal szych bad añ w tej
dzie dzin ie.

2. Zatê ¿an ie przez spiêtrzanie w ka pil arze –
de fin icja, wa runki, przegl¹d tech nik

Zat ê¿a nie przez spiêtrzanie (sam ple stac king) jest to
gru pa tech nik zatê ¿ania sk³adni ków prób ki w ka pil arze,
po leg aj¹ca na wy twor zeniu ró ¿nicy w pr êdko œcia ch elek- 
tro for ety cznych miê dzy stre fami o wy sok im i ni skim
prze wodn ictw ie, od pow iednio elekt roli tu se par acy jnego
i pr óbki. Zja wis ko zat ê¿a nia przez spiêtrzanie za chod zi na
pseu dos tacj onar nej gra nicy po wsta³ej mi êdzy tymi stre -
fami pod czas ru chu jo nów pr óbki po przez tê gr anicê [5].

Wa runk iem uzys kania spiê trza nia anal itów w ka pil a -
rze jest za stos owa nie el ektr oli tów nie jedn oro dnych pod
wzg lêdem ich sk³adu ilo œcio wego lub jak oœci owe go.
W zwyk³ych wa runk ach elekt rofo rezy stre fow ej (CZE),
tzn. gdy sto suj emy jed nor odne elekt roli ty (elekt rolit
w pr óbce, ka pil arze i przy elekt roda ch ma ten sam sk³ad),
mo¿na uzysk aæ bar dzo do bry roz dzia³ ana litów pod wa -
runk iem, ¿e ob jêto œæ pr óbki jest mniej sza od 1–2% po -
jem noœ ci ka pil ary. Na tom iast w przy padku za stos owa nia
el ektr oli tów nie jedn oro dnych mo¿ na wpr owad zaæ do ka -
pil ary pr óbki o ob jêt oœci 5–50% po jem noœ ci ka pil ary,
a stre fa prób ki po zos tanie ostra, co wy razi siê w do brze
roz dziel ony ch pi kach na elekt rofero gra mie [4].

W anal izie me tod¹ elekt rofo rezy ka pil arnej sto suje
siê ró¿ ne tech niki zatê ¿an ia przez spiêtrzanie. Do czêœciej 
wy kor zyst ywan ych tech nik w anal izie leków nale¿¹: izo -
t ach ofor eza, nor malne spi êtrz anie, spi êtrz anie ze wzmoc -
nien iem pola elekt ryczne go, spiêt rzanie w mie szan inie
acet oni try lu z chlor kiem sodu oraz spiêt rzanie próbki
o du¿ej objêt oœci ze zmian¹ po lar yza cji elekt rod. Poni¿ ej
krótko opis ano ka¿d¹ z wy mien iony ch wy ¿ej tech nik [5].

Izot ach ofor eza (isot ach ophores is, ITP) – tech nika za -
tê ¿an ia, w któr ej prób kê umieszc za siê miêdzy sto sunk o -
wo w¹ski mi stre fami elek tro litów: wiod¹cym (elekt rolit
cha rakt ery zuj¹cy siê wiê ksz¹ ruc hliw oœci¹ jon ów ni¿
roz dziel ane) i zak oñczaj¹cym (elekt rolit cha rakt ery zu -
j¹cy siê mniejsz¹ ruchliwoœci¹ jonów ni¿ roz dziel ane).
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Tech nika ta mo¿e byæ ³¹czo na zar ówno z mi cel arn¹  elek -
trokinetyczn¹ chro mat ogr afi¹ ka pil arn¹, jak i stre fow¹
elekt rofo rez¹ ka pil arn¹, co po zwala z jed nej stro ny na
uzys kanie znacz nego spiêt rze nia anali tów, zaœ z dru giej
na za chow anie mo ¿liw oœci se par acy jnych  wspomnia nych
wy ¿ej tech nik.

Spiê trzanie nor malne (nor mal stac king mode, NSM) –
tech nika po leg aj¹ca na hy drod yna mic znym  wprowa -
dzeniu do ka pil ary pr óbki roz puszc zonej w wo dzie lub
w rozc ieñ czon ym elekt roli cie pod staw owym. Po przy -
³o¿e niu wy sok iego na piê cia, jony w stre fie prób ki znaj -
duj¹ siê pod dzia³aniem sil niejs zego pola elekt ryczne go
ni¿ w elekt roli cie pod staw owym i tym sa mym mi gruj¹
z du¿¹ pr êdkoœci¹ elekt rofo ret yczn¹. Przy prze krac zaniu
pseu dos tacj onar nej gra nicy miê dzy stref¹ próbki i  elek -
tro litu pod staw owe go ich prê dkoœ ci elekt rofo ret ycz ne
na gle zmniej szaj¹ siê, spiêtr zaj¹c roz dziel one sk³ad niki
pr óbki w w¹skie seg menty.

Spiê trzanie ze wzmoc nien iem pola elekt ryczne go
(field-am plif ied sam ple stac king, FASS) – to tech nika
zatê ¿an ia prób ki przez spiêtrzanie w elekt rofo rez ie  kapi -
larnej, wy kor zyst uj¹ca elekt roki net ycz ne wpro wad zanie
prób ki. Naj pierw do ka pil ary wpro wad za siê krótk¹ stre fê 
rozc ieñ czonego elekt roli tu lub czy stego roz puszc zalni ka, 
a nas têpnie po za nur zeniu ka pil ary w roz twor ze pró bki
w ro zci eñcz onym elekt roli cie pod staw owym lub czy stym 
roz puszc zalni ku przyk³ada siê napiêcie rzêdu 5–10 kV.
Dziêki ró¿nicy w prze wodn ictw ie elekt rycznym w  po -
szcze gólnych œrodo wiskach do chod zi do wzmoc nien ia
pola elekt ryczne go. W wy niku tego jony pr óbki uzys kuj¹ 
prêd koœæ elekt rofo ret yczn¹ znacz nie wiêksz¹ ni¿  prêd -
koœæ przep³ywu elekt roso mot ycz nego i zo staj¹ za tê¿one
na gra nicy roz cie ñczonego elekt roli tu i elekt roli tu pod -
staw owe go.

Spi êtrz anie w mie szan inie acet oni try lu z chlor kiem
sodu (stac king by acet oni tri le-salt mixtu res) – jest tech -
nik¹ zatê ¿ania prób ki, która po lega na hy drod yna mic z -
nym wpro wad zeniu do ka pil ary pr óbki roz puszc zonej
w mie szan inie acet oni try lu i 1% roz tworu chlor ku sodu
(2:1, v/v). Jony nie organ iczne jako s³abo roz puszc zalne
w ace t oni try lu mi gruj¹ wraz z wod¹, po zos tawi aj¹c za
sob¹ bar dziej stê ¿on¹ i wê¿ sz¹ str efê acet oni try lu, za -
wier aj¹c¹ s³abo zjo niz owa ne zwi¹zki or gan iczne. Po
przy ³o¿e niu na piê cia jony znaj duj¹ce siê w bo gat ej w wo -
dê przed niej stre fie prób ki prze dos taj¹ siê do ob szaru
o ni¿ szym polu elekt rycznym i na gle zmniej szaj¹ szy b -
koœæ mi grac ji. Na tom iast jony znaj duj¹ce siê w tyl nej
acet oni try lowej czêœ ci stre fy prób ki, pod dane s¹ wiêk szej 
sile pola elekt ryczne go. W re zult acie uzys kuje siê bar dzo
w¹sk¹ str efê próbki.

Spi êtrzanie pró bki o du¿ ej obj êtoœci ze zmian¹  pola -
ry zacji elekt rod (lar ge vo lume sam ple stac king, LVSS) –
to tech nika zatê ¿an ia prób ki przez spiêtrzanie w  strefo -
wej elekt rofo rez ie ka pil arnej, w kt órej znaczn¹ objêtoœæ
próbki, roz puszc zonej w czy stym roz puszc zalni ku lub

roz cieñc zonym elekt roli cie pod staw owym, wpro wad za
siê hy drod yna mic znie do ka pil ary. Na stê pnie przy³o¿ one
zo staje na piêc ie z za stos owa niem po lar yza cji odwr óco -
nej (po lar yza cja ujemna – ka toda znaj duje siê od stro ny
wpro wad zania prób ki), w wy niku cze go aniony spiêt -
rzaj¹ siê w czêœci stre fy prób ki gra nicz¹cej z elekt roli tem
pod staw owym wype³niaj¹cym res ztê ka pil ary. Ró wno -
cze œnie na stê puje usuw anie roz puszc zalni ka seg mentu
pró bki z ka pil ary. Gdy ma tryca pr óbki zo stan ie pra wie
ca³ko wic ie us uni êta z ka pil ary, po lar yza cjê prze³¹cza siê
na do datni¹, po wod uj¹c roz dziel anie anionów.

Ak tua lnie tech niki zatê ¿an ia przez spiêtrzanie nie s¹
sze roko wy kor zyst ywane w anal izie leków me tod¹ CE.
Kil ka przyk³adów do tycz¹cych za stos owa nia tego typu
tech nik do obni ¿enia gra nicy ozn acz alnoœci w anal izie
kli niczn ej i s¹do wej le ków i na rkotyków poda no w  po -
ni¿ szej ta beli I.

3. Ma ter ia³y i me tody

3.1. Ba dane leki

Ba dano na stê puj¹ce leki: do kse pinê, tr imi praminê,
am itr yptylinê, no rtr yptylinê, im ipr aminê, de zyp raminê
oraz no rdo ksepinê. Pr óbki mie szan in lek ów sporz¹dza no
po przez zmie szan ie me tan olo wych ro ztw orów  wzorco -
wych leków (1 mg ml–1) i rozc ieñ czenie w od pow iednim
me dium tak, by st ê¿enie ko ñcowe leku w mie szan inie
wy nosi³o 25 µg ml–1. Do ba dañ sporz¹dzo no nas têpuj¹ce
mie szan iny:
– doksepina + trimipramina;
– imipramina + doksepina + trimipramina;
– amitryptylina + doksepina + imipramina + nor tryp ty -

lina + dezypramina + nordoksepina.

3.2. Apar atu ra

Ze staw do elekt rofo rezy ka pil arnej Prin CE 550 z ch³o -
dze niem ka pil ary po wiet rzem fir my Prin ce Tech nol ogi es
(Ho land ia) by³ sp rzê¿ ony z de tekt orem  spektrofotome -
trycznym UV/VIS Lamb da 1010 fir my Bi schoff (Szwaj -
car ia), wypos a¿o nym w lampê deu ter ow¹. Uk³ad ste -
ruj¹cy i zbie raj¹cy dane sta nowi³ kom put er z oprog ramo -
wan iem Dax 6.0 (Van Mier lo So ftware Con sult ancy, Ho -
land ia). Sy gna³y zbie rano przy d³ugoœ ci fali 210 nm. 

3.3. Za stos owa ne wa runki anal izy

W ba dan iach za stos owa no dwa elekt roli ty se par acy j -
ne, tj. (1) 80% (v/v) trie tan olo ami na (180 mM, pH 8,2) +
10% (v/v) acet oni try lu + 10% (v/v) izop ropa nolu;
(2) 50 mM kwas 3-(cy kloh eksy lam ino)-2-hy droksy- 1-pro -
pa nos ulfo nowy (CAPSO) w mie szan inie woda-me tan ol
(7:3; v/v) + do dat ek 5 M NaOH do uzys kania pH 9,55.
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Dla ka¿d ego z wy bran ych el ektr olitów se par acy jnych 
za stos owa no:
– dwa œrodowiska (me dium) dla próbek: (a) acetonitryl

i (b) acetonitryl + 1% NaCl. Dodatkowo dla elektro -
litu nr 2 zastosowano trzecie œrodowisko (c) woda-
metanol (1:1; v/v);

– dwie metody wprowadzania próbki do kapilary:
(I) hydrodynamiczn¹ (100 mbar) i (II) elektro kine -
tyczn¹ (5 kV). 
W obu me tod ach te stow ano cza sy na strzyku pr óbek

od 12 s do kil ku mi nut. Pocz¹tkowy czas na strzyku prób -
ki (12 s) ustal ono jako czas, w którym objêt oœæ próbki nie 
prze krac za³a 2% poje mnoœ ci ka pil ary (pr óbki o ob jêt oœci
mniej szej od 2% pojem noœci ka pil ary wpro wad za siê,
sto suj¹c nor malne wa runki elekt rofo rezy).

Roz dzia³y pro wad zono w ka pil arze kwar cow ej o œred -
nicy wewn êtr znej 50 µm przy sto sow aniu nap iêc ia  sepa -
racyjnego 30 kV, a sy gna³y anal ity czne od czyt ywa no
przy d³ug oœci fali 210 nm.

4. Wy niki ba dañ

Do ba dañ mo del owy ch wy brano tr ójpi erœcieniowe
leki prze ciwd epr esyj ne, któr ych dwu-, trzy i sz eœc io -
sk³ad nik owe mie szan iny wzor cowe roz dziel ano me tod¹
stre fow ej elekt rofo rezy ka pil arnej. 

Mie szan iny: dwusk³ad nik ow¹ (tri mip rami na + dok -
sep ina) oraz tró jsk³ad nik ow¹ (tri mip rami na + dok sep i -
na + imip rami na) roz dziel ano elekt rofo ret ycz nie z  wyko-
 rzystaniem elekt roli tu pod staw owe go o sk³adzie: 180 mM
trie tan olo ami ny (pH 8,2) oraz acet oni tryl i izop ropa nol
zmie szane w sto sunku obj êtoœ ciowym 8:1:1. Pró bki roz -
twor ów wzor cow ych obu mie szan in wpro wad zano do
ka pil ary me tod ami (I) i (II), sto suj¹c w ka¿ dym przy -
padku œrod owis ka (a) i (b) jako me dium pr óbek.

W celu oceny efek tywnoœci zatê ¿ania anal itów przez
spiêtrzanie przy wy bran ych wa runk ach ok reœl ono  kryte -
rium w po staci wspó³czyn nika wzmoc nien ia sy gna³u
anal ity cznego (r) dla leku w ba dan ej mie szan inie:

r
P

P
t

t

= max

12

 , {1}

gdzie Ptmax – po wierzchn ia piku da nego leku dla mak -
sym al ne go cza su wpro wad zenia prób ki do ka pil ary, przy
kt órym piki w ba dan ej mie szan inie lek ów s¹ jesz cze roz -
dziel one do li nii ba zow ej; Pt12 –po wierzchn ia piku dla
cza su (12 s) wpro wad zenia prób ki od pow iadaj¹cego ob -
jêt oœci pr óbki < 2% po jem noœci ka pil ary.

Uzys kane wspó³czyn niki wzmoc nien ia sy gna³u (r)
dla ka ¿dego leku w mie szan ina ch, w za dan ych  warun kach
eks per yme ntal nych, za mieszc zono w ta bel ach II i III.

Na stê pnie mi esz aninê sz eœc iu le ków (amit rypty lina +
imip rami na + dok sep ina + de zyp rami na + nor doks epi -
na + nor trypt yli na) pod dano roz dzia³owi elekt rofo ret ycz -

nemu, sto suj¹c jako me dium pr óbek roz twory (a) i (c)
oraz dwie me tody wstrzy kiw ania próbek do ka pil ary: hy -
drod yna mic zn¹ (I) i elekt roki net yczn¹ (II). Jako elekt rolit 
se par acy jny za stos owa no bu for CAPSO (50 mM, pH 9,55)
w roz twor ze woda/me tan ol (7:3, v/v).

Otrzym ane wspó³czyn niki wzmoc nien ia sy gna³u (r)
dla ka ¿dego leku w mie szan inie ze staw iono w ta beli IV.

Jako przyk³ad owe elekt rofero gra my wy brano roz dzia-
³y mie szan in lek ów: dwusk³ad nik owej (tri mip rami na +
dok sep ina) i tró jsk³ad nik owej (tri mip rami na +  dokse -
pina + imip rami na) (ry cina 1 i 2).

5. Dys kus ja wyn ików

W zba dan ych przy padk ach najw iêks ze wzmoc nien ia
sy gna³ów anal ity cznych (pola po wierzchni pi ków) uzys ka-
no dla tri mip rami ny i dok sep iny (od pow iednio 16 i 13 razy)
w ich mie szan inie dwusk³ad nik owej przy za stos owa niu
elekt roli tu se par acy jnego (1), tj. 80% (v/v) trie tan olo ami -
ny (180 mM, pH 8,2) w mie szan inie acet oni try lu 10%
(v/v) i izop ropa nolu 10% (v/v); jako me dium za stos owa -
no 1% NaCl w acet oni try lu przy elekt roki net ycz nym
wpro wad zaniu prób ki do ka pil ary (ta bela II, ry cina 1).
Nie co s³ab sze wzmoc nien ia sy gna³ów (8–9 razy) uzys -
kano dla mie szan iny tri mip rami ny i dok sep iny w przy -
padku za stos owa nia jako œr odow iska za równo aceto ni-
try lu, jak i 1% NaCl w acet oni try lu oraz hy drod yna mic z -
nego na strzyku. Ob ecnoœæ soli (NaCl) w me dium pr óbki
um o¿liwi³a wpro wad zenie wiêk szy ch objê toœ ci prób ki
do ka pil ary bez po gors zenia roz dzia³u lek ów w pró bce,
w sz czeg óln oœci przy za stos owa niu elekt roki net ycz nej
me tody na strzyku. Efekt ten jest wy nik iem tech niki tzw.
spiê trz ania w mie szan ina ch acet oni try lu z so lami.

Dla tego sa mego elekt roli tu se par acy jnego (1) wi êk s -
ze wzmoc nien ia sy gna³ów otrzym ano przy mie szan inie
dwusk³ad nik owej w po rów nan iu z mie szan in¹ tró jsk³ad -
nik ow¹ (ta bela II i III). Spo wod owa ne to zo sta³o s³ab -
szym roz dzia³em mie szan iny tró jsk³ad nik owej w sto sun-
ku do mie szan iny dwusk³ad nik owej. W przy padku mie -
szan iny tró jsk³ad nik owej (ta bela III, ry cina 2) przy  elek -
tro kin ety cznym wpro wad zeniu jej do ka pil ary w 1% NaCl
w acet oni try lu uzys kano 4–5-krot ne wzmoc nien ia syg-
na³u, na tom iast w sa mym acet oni try lu nie otrzym ano po -
zyt ywny ch wy nik ów (brak roz dzia³u pik ów dla cza su
12 s). Dla hy drod yna mic znej me tody na strzyku w przy -
padku obu za stos owa nych me diów nie stwier dzono istot -
n ych ró¿nic w zatê¿a niu trzech leków w mie szan inie, dla
któ rych wspó³czyn niki wzmoc nien ia sy gna³ów anal ity -
cznych mieœ ci³y siê w gra nic ach 3,5–5.

Ba daj¹c wzmoc nien ie sy gna³ów dla sz eœciosk³ad nik -
owej mie szan iny lek ów (ta bela IV) przy za stos owa niu
elekt roli tu se par acy jnego (2), kt órym by³ 50 mM kwas
3-(cy kloh eksy lam ino)-2-hy droksy-1-pro pan osu lfon owy 
(CAPSO) w mie szan inie woda-me tan ol (7:3; w/w) + do -
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dat ek 5 M NaOH (pH 9,55), ustal ono, ¿e najwi êks ze
wzmoc nien ia (4,8–6,8 razy) uzys kano dla prób ki wpro -
wad zanej me tod¹ hy drod yna mic zn¹ w me dium, kt óre
two rzy³a woda z me tan olem (1:1,v/v). Uzys kane efekty
wzmoc nien ia by³y wy nik iem za stos owa nia tech niki tzw.
nor maln ego spi êtrz ania anal itu, w któr ej prób kê roz pusz -
c zon¹ w wo dzie z me tan olem wpro wad zono do ka pil ary
hy drod yna mic znie. Po przy³o¿ eniu na piêc ia se par acy j -
nego jony w stre fie prób ki o ni¿s zym prze wodn ictw ie
znaj duj¹ siê pod dzia³aniem sil niejs zego pola elekt rycz -
ne go ni¿ w elekt roli cie se par acy jnym i tym sa mym mi -
gruj¹ z du¿¹ pr êdkoœci¹ elekt rofo ret yczn¹. Przy prze kra -
cza niu pseu dos tacj onar nej gra nicy miê dzy stref¹ próbki
i elekt roli tu pod staw owe go, ich prê dkoœ ci  elektrofore -
tyczne na gle zmniej szaj¹ siê, spiêtr zaj¹c roz dziel one
sk³ad niki pr óbki w w¹skie seg menty.

Nie stwier dzono na tom iast istotn ych ró¿nic we wzmoc -
nien iu sy gna³ów anal ity cznych dla mie szan iny sze œciu le -
ków roz puszc zonej w acet oni try lu zaró wno w przy padku
hy drod yna mic znego wpro wad zenia prób ki (r = 3,2–4,2),
jak i dla elekt roki net ycz nego wpro wad zenia prób ki
(r = 3,1–4,5) (ta bela IV).

6. Wnio ski

Na pod staw ie uzys kany ch wyni ków eksp erym entów
stwier dzono, ¿e sto suj¹c od pow iednie wa runki sp iê t rza -
nia (me dium pr óbki, elekt rolit pod staw owy oraz me toda
wpro wad zania prób ki do ka pil ary) do anal izy tr ójp ierœ -
cieniowych leków prze ciwd epr esyj nych, mo¿l iwe jest
ich zatê ¿enie od kil ku do kil kun astu razy w sto sunku do
zwyk³ych war unków pro wad zenia anal izy me tod¹  elek -
troforezy ka pil arnej. Sza cuje siê, ¿e uzys kane wzmoc -
nien ie sy gna³u po zwoli ob ni¿yæ gr anicê oz nacz alnoœci
ba dan ych le ków przy najmn iej do ok. 30 ng/ml. To obni -
¿enie gra nic wyk rywalnoœci i ozn aczalnoœci zwi¹zków
po zwoli ro zsze rzyæ za stos owa nie elekt rofo rezy do wy -
znac zania st ê¿eñ te rap euty cznych le ków we krwi i su -
row icy, a ta k¿e um o¿l iwi jej wy kor zyst anie w tok sy -
ko log icznej anal izie ma ter ia³ów al tern aty wnych, ta kich
jak np. w³osy. Sz czególnie in ter esuj¹ce by³oby uzys kanie 
wiêk szych wzmo cnieñ sy gna³ów w przy padku za stos o -
wa nia 1% NaCl w acet oni try lu jako me dium pr óbki, gdy¿ 
dawa³oby to mo ¿liwoœæ oznac zania leków bezpo œred nio
(po str¹ce niu acet oni try lem) w su row icy lub krwi, kt ó -
rych ma tryca za wiera t¹ sól w po dobn ym stê¿eniu. 

Jak do tej pory tech niki zatê ¿an ia anal itów przez
spiêtrzanie w ka pil arze nie s¹ cz êsto sto sow ane w anal i -
zie ma ter ia³u bio log iczne go, jak kolw iek ten kie run ek roz -
woju me tod elekt rofo rezy ka pil arnej wy daje siê obie cu-
j¹cy.    
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