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Uvod

Chirdlni separace kapildrni
elektroforézou

Kapilarni zoénova elektroforéza (CZE) je moderni
analyticka separa¢ni metoda vyznacujici se vysokou G¢in-
nosti. Aplikace kapilarni elektroforézy sahaji do oblasti
separaci biomakromolekul jako proteinfl, sacharidi, oligo-
nukleotidt, restrikénich fragmenti DNA, resp. analyzy
obsahu bungk'. Diky své jednoduchosti, variabilité a G¢in-
nosti dosahuje kapilarni elektroforéza vyraznych tspécht
i v oblasti separace chiralnich latek™”.

Analyza optickych isomert latky A kapilarni elektro-
forézou je zalozena na tvorbé diastereoisomernich kom-
plext analytu s chiralnim selektorem (CS):

(R)-A + (8)-A 2 (5)-CS — (R)-A-(5)-CS + (9)-A-(5)-CS

Existuji dva pfistupy k analyze chiralnich latek ozna-
Cované jako metody pfimé a nepfimé. Nepiimé metody
analyzy chiralnich latek se vyznacuji tvorbou diastereoiso-
mernich komplext jejich derivatizaci pfed vlastni separaci
v achiralnim prostfedi. Tyto metody maji oproti metodam
ptimym vyhodu v dosahovani nizkych detekénich limiti,
naproti tomu maji fadu nevyhod, jako problematickou
validaci derivatizace, moznost tvorby vedlejSich produkti,
re%sP. racemizace aj., které zptisobuji jejich omezené pouzi-
ti
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Piimé metody jsou zalozené na dynamické tvorbé
ptechodnych komplexti v pribéhu vlastniho separa¢niho
procesu. K tvorbé diastereoisomernich komplext ptispiva-
ji intermolekularni interakce selektoru a analytu, jako jsou
coulombické repulse a atrakce, tvorba vodikovych vazeb,
hydrofobni interakce, interakce n—m, interakce dip6l-dipdl
apod. Vlastni rozliSeni enantiomert je zaloZeno na pied-
st%\gé ,tiibodové“ interakce analytd a chirdlniho selekto-
.

Jako chirdlni selektory se nejcastéji pouzivaji cyklo-
dextriny a jejich ionizovatelné derivaty®, crown ethery’,
proteiny® a makrocyklicka antibiotika’. Mezi dal§i pouzi-
vané selektory patfi linearni oligosacharidy a polysachari-
dy, chiralni micely, kalixareny aj.*”. Cyklodextriny se
nejéastéji pouzivaji predev§im z ddvodu jejich snadné
rozpustnosti ve vodnych prostfedich a jejich nizké absorp-
ce v UV oblasti. Diilezitou roli hraje i moznost pouzit deri-
vatizované cyklodextriny, které podléhaji ionizaci a tak mo-
hou Iépe interagovat s analyty®. Naopak pouziti makromole-
kularnich selektorti s sebou pfinasi problémy s adsorpci
selektoru na stény kapilary a problémy s interferenci
s analytem diky jejich absorpci zafeni v UV oblasti'’. Prv-
ni problém lze fesit dynamickou modifikaci povrchu kapi-
lary, resp. pokrytim povrchu kapilary derivatizaci. Druhy
problém je feSen pouzim nepiimé UV detekce analytl
nebo pouzitim techniky castecného plnéni kapilary (partial
filling)™'°.

Techniky ¢dste¢ného plnéni
kapilary

Principem technik ¢aste¢ného plnéni (partial filling
technique — PFT) je naplnéni casti kapilary elektrolyty
s riznym sloZenim. Pfi separacich chirdlnich latek je cast
kapilary k detekéni cele naplnéna zékladnim elektrolytem
obsahujicim chirdlni selektor, zbyly prostor kapilary je
vyplnén zakladnim elektrolytem bez chiralniho selektoru.
Kapiléra je rovnéz ponofena do roztoku zakladniho elekt-
rolytu bez chiralniho selektoru. Podle podminek probiha
separace tfemi zpuasoby: (i) zona selektoru migruje od de-
tektoru, (i7) zOna selektoru se béhem analyzy nepohybuje,
(iii) zbna selektoru migruje stejnym smérem jako analyty.
Tyto systémy umoziuji pfimou detekci analyti bez inter-
ferenci s chiralnim selektorem'".

Technika ¢astetného plnéni se nevyuziva pouze
u chirdlnich separaci, ale také napf. pfi spojeni kapilarni
elektroforézy s hmotnostni spektrometrii, kde eliminuje
mozna znedisténi iontového zdroje'® nebo pii afinitni kapi-
larni elektroforéze, kde umoziuje napt. studovat nekova-
lentni interakce mezi receptory a ligandy'?. Césteéného
plnéni kapilary v CZE se také vyuziva pii zakoncentrova-
vani analyta'*!*,

Jan Petr ziskal 3. misto v soutézi o cenu firmy Merck 2004 za nejlepsi studentskou védeckou praci v oboru analyticka che-
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Tamsulosin, efedrin

Tamsulosin, 5-(2-{[2-(o-ethoxyfenoxy)ethyl]amino}
propyl)-2-methoxybenzen-1-sulfonamid je ve formé R
isomeru (viz obr. 1) G€innou latkou pti 1é€b€ benigni hy-
perplasie prostaty. Tamsulosin plsobi jako selektivni anta-
gonista o s-adrenoreceptort, ¢imz reguluje kontrakei hlad-
kého svalstva prostaty'>. V literatufe byla popsana metoda
separace enantiomertl tamsulosinu metodou HPLC'®. Chi-
ralni separaci metodou kapilarni elektroforézy se vénuje
nedévna prace z naseho pracovists'’.

Efedrin, 1-fenyl-2-(methylamino)propan-1-ol (viz
obr. 1) ma dvé centra chirality, enantiomery se shodnou
absolutni konfiguraci na obou centrech (S,S nebo R,R)
nekdy nazyvame (£)-pseudoefedrin a enantiomery
s rozdilnou absolutni konfiguraci (S,R nebo R,S) nazyvame
(+)-efedrin. Efedrin patii napt. spolu s amfetaminem, adre-
nalinem aj. do skupiny sympatomimetik, tj. latek ovliviiu-
jicich centralni nervovou soustavu. Jeho farmakologicky
vyznam spociva ve vasokonstrikénich, dekongescnich
a bronchodilata¢nich t&incich'®'. Sevéik a spol. popsal
separaci enantiomerti efedrinu kapilarni elektroforézou
s pouzitim B-CD (cit.”).

a H3C\/O
. NH\/\O I j

Obr. 1. Vzorec (a) (R)-tamsulosinu a vzorec (b) (-)-pseudo-
efedrinu

Tato prace popisuje studium vyuziti techniky Castec-
ného plnéni kapilary k separaci enantiomertl tamsulosinu
a efedrinu s pouzitim sulfatovaného B-cyklodextrinu.
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Experimentalni ¢ast

Chemikalie

Standardy (R)- a (S)-tamsulosinu byly ziskany od
firmy Farmak, a.s. (Olomouc, Ceska republika). Kompo-
nenty zakladnich elektrolyti (kyselina fosfore¢na, hydro-
xid sodny a tris(hydroxymethyl)aminomethan (tris)), stej-
n¢ jako chiralni selektor sulfatovany-p-cyklodextrin (s-f3-
CD) byly ziskany od firmy Sigma (St. Louis, USA). Jako
markery elektroosmotického toku (EOF) byly pouzity
mesityloxid, ethanol a isopropylalkohol od firmy Sigma
(St. Louis, USA). Vsechny pouzité latky byly Cistoty p.a.
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Pro pripravu vSech roztokii byla pouzita deionizovana
voda 18 MQ.cm™ (Elga, Bucks, Anglie).

Aparatura a
minky

Mgfeni bylo provadéno na piistroji HP*® CE (Agilent
Technologies, Waldbronn, Némecko) s detektorem
s diodovym polem snimajicim pfi 210 nm. Pro méfeni byla
pouzita nepokryta kiemenna kapilara (CACO-Sila Tubing
and Optical Fibers, Slovenska republika) s vnitinim pri-
mérem 50 um o celkové délce 33 cm (efektivni délka
24,5 cm). Kapilara byla termostatovana na 25 °C. Apliko-
vané separacni napéti bylo 20 kV.

Méfeni bylo rovnéZz provadéno na pfistroji zkonstruo-
vaném v nasi laboratofi s pouzitim UV detektoru Jasco
snimajicim pfi 210 nm. Pro méfeni byla pouZita nepokryta
kifemenna kapilara (CACO-Sila Tubing and Optical Fibers,
Slovenské republika) s vnitfnim priimérem 50 um o celko-
vé délce 39 cm (efektivni délka 26 cm). Byl pouzit stabili-
zovany zdroj vysokého napéti Spellman CZE1000R
(Spellman, New York, USA), bylo aplikovano napéti
15 kV. Analyzy byly provadény pii laboratorni teploté
(25°C+1°0C).

Zakladni elektrolyty o koncentraci 100 mmol.I" byly
pfipraveny rozpusténim kyseliny fosfore¢né v deioni-
zované vod¢, pH bylo upraveno hydroxidem sodnym, resp.
tris na hodnotu 2,5. Zékladni roztoky s pfidavky s-B-CD
byly pfipraveny rozpusténim daného mnozstvi s-B-CD
v prislusném zékladnim elektrolytu. Standardni roztoky
o koncentraci 1.10* mol.I"' (R)- a (S)-tamsulosinu byly pfi-
praveny rozpusténim (R)- a (S)-tamsulosinu v piisluSném
zakladnim elektrolytu. Elektroosmoticky tok (EOF) byl
méfen s pouZitim mesityloxidu a isopropylalkoholu. Mar-
kery EOF byly pfidany ke standardnimu roztoku (R)-
a (S)-tamsulosinu.

Kazdy den byla kapilara kondiciovana promytim
0,1 mol.I'" NaOH (5 min), vodou (5 min), 0,1 mol.I"" HCI
(5 min), vodou (5 min) a zakladnim elektrolytem (15 min).
Mezi kazdym méfenim byla kapildra promyvana zaklad-
nim elektrolytem 5 min.

experimentdlni pod-

Vysledky a diskuse

Kvuli experimentalnim obtizim pfi méfeni elektroos-
motického toku mesityloxidem jsme hledali jiné markery
EOF pro tato méfeni. Ke studiu jsme pouzili vodu, metha-
nol, ethanol, isopropylalkohol, mesityloxid, mocovinu
a benzen. Benzen byl pouzit jako srovnavaci marker, pro-
toze interaguje se s-B-CD (cit.”"). Porovnani markert je
uvedeno na obr. 2, resp. v tabulce I. Vypoctené mobility
markertt EOF mimo benzenu jsou podle t-testu na hladiné
vyznamnosti 0,05 shodné. Bylo pozorovano, Ze pouziti
isopropylalkoholu pro méteni EOF v téchto systémech je
nejvyhodnéjsi.

Vyuziti  techniky c¢éastecného plnéni  kapilary
k separaci enantiomert tamsulosinu bylo mozné z diivodu
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Obr. 2. Elektroforeogramy s pouZitim riznych markera elektroosmotického toku; Zakladni elektrolyt 0,1 M fosfat/Na, pH 2,5,

s 3 g1 s-B-CD; kapilara 50 pm i.d., 39 cm / 26 cm, napéti 15 kV

Tabulka I
Porovnani méfeni elektroosmotického toku (EOF)
s ruznymi markery (n = 5)

Marker EOF Mobilita EOF Smérodatna
odchylka
[10°m?Vs']  [10° m%Vs']

Voda neméfitelna -
Methanol nemgéfitelna -
Ethanol 4,72 0,08
Isopropylalkohol 4,67 0,10
Mesityloxid 4,64 0,09
Mocovina neméfitelna -
Benzen 3,90 0,11

pouziti sulfatovaného [-cyklodextrinu jako chirdlniho
selektoru. Sulfatovany [-cyklodextrin nese v prostiedi
fosfatového pufru (pH 2,5) opacny néboj neZ analyt tamsu-
losin. Oproti klasickému uspotadani kapilarni elektroforé-
zy, kdy je chirdlni selektor umistén v celém systému: na-
dobka ze strany davkovani (,,inlet)-kapilara - nadobka ze
strany detektoru (,,outlet™) (systém (a)), lze ziskat dalsi t¥i
mozné separacni systémy (viz obr. 3), kdy je chiralni se-
lektor umistén v kapilare a ,,outletu” (systém (b)), chiralni
selektor umistén pouze v ,,outletu” (systém (c)) a chiralni
selektor umistén pouze v kapilafe (systém (d)). Priklad
separace enantiomer( tamsulosinu v téchto systémech je
na obr. 4.
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Provedli jsme srovnani rozliSeni enantiomeri
v jednotlivych systémech, viz tabulka II. Z dat je patrné,
ze hodnota rozliSeni siln¢ zavisi na pouzitém systému.
Tyto systémy se 1iSi ptedevS§im dobou interakce chirdlniho
selektoru s analytem. Na rozhrani rizné vodivych zon
zakladniho elektrolytu se selektorem a zékladniho elektro-
Iytu bez selektoru muze také dochéazet k fokusacnim je-
viim'*'*. Ve shodé s timto tvrzenim dosahneme nejvyssiho
rozliSeni pti pouziti systému, kdy je chiralni selektor umis-
tén v kapilafe a ,,outletu* (usporadani (b)). V tomto systé-
mu je doba interakce selektoru s analytem nejdelsi a zaro-
veil mize dochazet k fokusacnim jevim. Naproti tomu
pouziti systémuti (b) a (c) vyrazné Setii chiralni selektor.
Spotreba selektoru v systému (d) je minimalni a zaroven je
dosazené rozliSeni pro praxi dostacujici, coZz umoziuje
pracovat i s drahymi popf. malo stabilnimi selektory.

Popsany zpiisob jsme dale testovali na separaci enan-
tiomerd pseudoefedrinu. Modifikovali jsme postup popsa-

detektor
a
b

[+]

Obr. 3. Experimentalni uspoiadani; (a) chiralni selektor je
umistén v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet™), (b) chiralni
selektor je umistén v kapilafe a ,,outletu”, (c) chiralni selektor je
pouze v ,,outletu, resp. (d) chiralni selektor je pouze v kapilare;
o zakladni elektrolyt, O zakladni elektrolyt s pfidavkem s-B-CD,
m zona vzorku
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Tabulka II
Porovnani hodnot rozliSeni enantiomerti tamsulosinu v jednotlivych separacnich systémech (viz obr. 3)

Koncentrace ~ RozliSeni v systému (a) Rozliseni v systému (b) Rozliseni v systému (c) RozliSeni v systému (d)

s-B-CD
[g.l'l] fosfat/Na  fosfat/tris fosfat/Na fosfat/tris fosfat/Na fosfat/tris fosfat/Na  fosfat/tris
1 0,88 2,15 0,94 1,81 0,58 0,96 0,53 0,93
3 2,60 5,80 3,10 6,46 1,50 3,68 1,00 2,02
5 4,60 9,16 5,20 10,55 2,50 8,46 0,90 1,82
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Obr. 4. Priklad separace enantiomert tamsulosinu v diskontinualnich systémech; Systémy: (a) chiralni selektor je umistén v celém
systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet”), (b) chiralni selektor je umistén v kapilafe a ,,outletu, (c) chiralni selektor je pouze v ,,outletu®, resp.
(d) chiralni selektor je pouze v kapilafe; Zakladni elektrolyt 0,1 M fosfat/tris, pH 2,5, s 3 g.l’] s-B-CD, kapilara 50 pm i.d., 39 cm / 26 cm,
napéti 15 kV
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Obr. 5. Priklad separace enantiomeri pseudoefedrinu v diskontinualnich systémech; Systémy: (a) chiralni selektor je umistén

v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet), (b) chiralni selektor je umistén v kapilare a ,,outletu®, (c) chiralni selektor je pouze

v ,;outletu®, resp. (d) chiralni selektor je pouze v kapilafe; Zakladni elektrolyt: 0,1 M fosfat/Na, pH 2,5, s 3 g.I"" s-B-CD, kapilara 50 pm
i.d., 39 cm/ 26 cm, napéti 15 kV
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ny Sevéikem a spol.? pouzitim fosfatového pufru (pH 2,5)
a s-B-CD jako chirdlniho selektoru a porovnali jsme rozli-
Seni enantiomert pseudoefedrinu v diskontinualnich systé-
mech. Pfiklad separace je na obr 5. Hodnoty rozliSeni opét
silné zavisi na pouzitém systému. Nejlepsiho rozliseni
jsme shodné doséahli v systému (a) s chiralnim selektorem
v celém systému a v systému (b) se selektorem v kapilare
a ,,outletu®.

Je zfejmé, Ze pouziti diskontinudlnich systému tedy
vyrazn€ ovliviiuje chiralni separaci a rozliSeni enatiomert.
Nejvyssiho rozliSeni pfi separaci enatiomer tamsulosinu
jsme dosahli v usporadani, kde byl chiralni selektor umis-
tén v kapilare a ,,outletu. Nejvyssiho rozliSeni pfi separaci
enatiomert pseudoefedrinu jsme dosahli v uspotadani, kde
byl chirdlni selektor umistén v kapilafe a ,,outletu®, resp.
v celém systému (,,inlet“-kapilara-,,outlet).

Zavér

V nasi praci jsme ukazali, Ze pfi separaci v daném
prostiedi opacné nabitého analytu (tamsulosin, efedrin)
nez je chiralni selektor (s-B-CD) je mozno pouzit rizna
separacni uspofadani liSici se dobou interakce selektoru
s analytem.

Jak se neokrast o uspé€Snou chirlni separaci kapi-
larni elektroforézou? Byl ukazéan Casto opomijeny fakt, ze
pro chirdlni separace neni nejvyhodné&jsi pouZivat systém
s chiralnim selektorem v ,,inletu®, kapilare a ,,outletu. Lze
tvrdit, Ze pifi pouziti diskontinudlnich systému a snaze do-
sahnout nejvyssiho rozliSeni je vyhodné provadét chiralni
separaci v uspofadani s umisténim chiralniho selektoru
v kapilafe a ,outletu“. Nezanedbatelnou roli zde hraje
i ekonomickd stranka separace, nebot' toto usporadani
vyrazné Setfi chiralni selektor. Nesmime ovSem opome-
nout fakt, Ze se rozliSeni zlepsi pouze v ptipadé, ze chirdlni
selektor nese naboj a muze tedy migrovat v kapilate svou
vlastni rychlosti.

Autori dékuji Grantové agenture Ceské republiky
(¢islo grantu 203/03/0161) za financni podporu prace.
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Czech Republic, "Department of Physical and Macromo-
lecular Chemistry, Faculty of Natural Science, Charles
University, Prague, Czech Republic): How To Achieve
Successful Chiral Separation by Capillary Electropho-
resis

This work is devoted to enhancing the potential of
capillary electrophoresis as a separation technique. Im-
provement of chiral resolution of organic bases in an acid
electrolyte using sulfated P-cyclodextrin as an anionic
chiral selector is demonstrated on an example of chiral
separation of tamsulosin and ephedrine. Better resolution
of enantiomers of the bases can be achieved by changing
the concentration of a chiral selector in compartments of
the separation system (inlet — capillary — outlet). Migration
of the chiral selector in the direction opposite to that of the
cationic analytes was utilized and thus the resolution could
be improved. The best resolution was obtained if the chiral
selector was in the working electrolyte in the capillary and
outlet vial while the inlet vial contained only the back-
ground electrolyte. In contrast, if the chiral selector is ei-
ther only in the capillary or in the whole electrophoresis
system, a lower resolution was obtained though both the
systems are most frequently employed in practice.



