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Přímé metody jsou zalo�ené na dynamické tvorbě 
přechodných komplexů v průběhu vlastního separačního 
procesu. K tvorbě diastereoisomerních komplexů přispíva-
jí intermolekulární interakce selektoru a analytu, jako jsou 
coulombické repulse a atrakce, tvorba vodíkových vazeb, 
hydrofobní interakce, interakce π−π, interakce dipól-dipól 
apod. Vlastní rozli�ení enantiomerů je zalo�eno na před-
stavě �tříbodové� interakce analytů a chirálního selekto-
ru4,5. 

Jako chirální selektory se nejčastěji pou�ívají cyklo-
dextriny a jejich ionizovatelné deriváty6, crown ethery7, 
proteiny8 a makrocyklická antibiotika9. Mezi dal�í pou�í-
vané selektory patří lineární oligosacharidy a polysachari-
dy, chirální micely, kalixareny aj.3,5. Cyklodextriny se 
nejčastěji pou�ívají předev�ím z důvodů jejich snadné 
rozpustnosti ve vodných prostředích a jejich nízké absorp-
ce v UV oblasti. Důle�itou roli hraje i mo�nost pou�ít deri-
vatizované cyklodextriny, které podléhají ionizaci a tak mo-
hou lépe interagovat s analyty6. Naopak pou�ití makromole-
kulárních selektorů s sebou přiná�í problémy s adsorpcí 
selektoru na stěny kapiláry a problémy s interferencí 
s analytem díky jejich absorpci záření v UV oblasti10. Prv-
ní problém lze ře�it dynamickou modifikací povrchu kapi-
láry, resp. pokrytím povrchu kapiláry derivatizací. Druhý 
problém je ře�en pou�ím nepřímé UV detekce analytů 
nebo pou�itím techniky částečného plnění kapiláry (partial 
filling)3,10.  

  
T e c h n i k y  č á s t e č n é h o  p l n ě n í   
k a p i l á r y  

Principem technik částečného plnění (partial filling 
technique � PFT) je naplnění částí kapiláry elektrolyty 
s různým slo�ením. Při separacích chirálních látek je část 
kapiláry k detekční cele naplněna základním elektrolytem 
obsahujícím chirální selektor, zbylý prostor kapiláry je 
vyplněn základním elektrolytem bez chirálního selektoru. 
Kapilára je rovně� ponořena do roztoku základního elekt-
rolytu bez chirálního selektoru. Podle podmínek probíhá 
separace třemi způsoby: (i) zóna selektoru migruje od de-
tektoru, (ii) zóna selektoru se  během analýzy nepohybuje, 
(iii) zóna selektoru migruje stejným směrem jako analyty. 
Tyto systémy umo�ňují přímou detekci analytů bez inter-
ferencí s chirálním selektorem11.  

Technika částečného plnění se nevyu�ívá pouze 
u chirálních separací, ale také např. při spojení kapilární 
elektroforézy s hmotnostní spektrometrií, kde eliminuje 
mo�ná zneči�tění iontového zdroje10 nebo při afinitní kapi-
lární elektroforéze, kde umo�ňuje např. studovat nekova-
lentní interakce mezi receptory a ligandy12. Částečného 
plnění kapiláry v CZE se také vyu�ívá při zakoncentrová-
vání analytů13,14. 
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Úvod 

 
C h i r á l n í  s e p a r a c e  k a p i l á r n í   
e l e k t r o f o r é z o u  

Kapilární zónová elektroforéza (CZE) je moderní 
analytická separační metoda vyznačující se vysokou účin-
ností. Aplikace kapilární elektroforézy sahají do oblasti 
separací biomakromolekul jako proteinů, sacharidů, oligo-
nukleotidů, restrikčních fragmentů DNA, resp. analýzy 
obsahu buněk1. Díky své jednoduchosti, variabilitě a účin-
nosti dosahuje kapilární elektroforéza  výrazných úspěchů 
i v oblasti separace chirálních látek2,3.  

Analýza optických isomerů látky A kapilární elektro-
forézou je zalo�ena na tvorbě diastereoisomerních kom-
plexů analytu s chirálním selektorem (CS): 
(R)-A + (S)-A + 2 (S)-CS → (R)-A-(S)-CS + (S)-A-(S)-CS 

Existují dva přístupy k analýze chirálních látek ozna-
čované jako metody přímé a nepřímé. Nepřímé metody 
analýzy chirálních látek se vyznačují tvorbou diastereoiso-
merních komplexů jejich derivatizací před vlastní separací 
v achirálním prostředí. Tyto metody mají oproti metodám 
přímým výhodu v dosahování nízkých detekčních limitů, 
naproti tomu mají řadu nevýhod, jako problematickou 
validaci derivatizace, mo�nost tvorby vedlej�ích produktů, 
resp. racemizace aj., které způsobují jejich omezené pou�i-
tí3,4. 

 
Jan Petr získal 3. místo v soutě�i o cenu firmy Merck 2004 za nejlep�í studentskou vědeckou práci v oboru analytická che-
mie. 
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T a m s u l o s i n ,  e f e d r i n  
Tamsulosin, 5-(2-{[2-(o-ethoxyfenoxy)ethyl]amino}

propyl)-2-methoxybenzen-1-sulfonamid je ve formě R 
isomeru (viz obr. 1) účinnou látkou při léčbě benigní hy-
perplasie prostaty. Tamsulosin působí jako selektivní anta-
gonista α1A-adrenoreceptorů, čím� reguluje kontrakci hlad-
kého svalstva prostaty15. V literatuře byla popsána metoda 
separace enantiomerů tamsulosinu metodou HPLC16. Chi-
rální separaci metodou kapilární elektroforézy se věnuje 
nedávná práce z na�eho pracovi�tě17.  

Efedrin, 1-fenyl-2-(methylamino)propan-1-ol (viz 
obr. 1) má dvě centra chirality, enantiomery se shodnou 
absolutní konfigurací na obou centrech (S,S nebo R,R) 
někdy nazýváme (±)-pseudoefedrin a enantiomery 
s rozdílnou absolutní konfigurací (S,R nebo R,S) nazýváme 
(±)-efedrin. Efedrin patří např. spolu s amfetaminem, adre-
nalinem aj. do skupiny sympatomimetik, tj. látek ovlivňu-
jících centrální nervovou soustavu. Jeho farmakologický 
význam spočívá ve vasokonstrikčních, dekongesčních 
a bronchodilatačních účincích18,19. �evčík a spol. popsal 
separaci enantiomerů efedrinu kapilární elektroforézou 
s pou�itím β-CD (cit.20).  

Tato práce popisuje studium vyu�ití techniky částeč-
ného plnění kapiláry k separaci enantiomerů tamsulosinu 
a efedrinu s pou�itím sulfatovaného β-cyklodextrinu. 

 
Experimentální část 

 
C h e m i k á l i e  

Standardy (R)- a (S)-tamsulosinu byly získány od 
firmy Farmak, a.s. (Olomouc, Česká republika). Kompo-
nenty základních elektrolytů (kyselina fosforečná, hydro-
xid sodný a tris(hydroxymethyl)aminomethan (tris)), stej-
ně jako chirální selektor sulfatovaný-β-cyklodextrin (s-β-
CD) byly získány od firmy Sigma (St. Louis, USA). Jako 
markery elektroosmotického toku (EOF) byly pou�ity 
mesityloxid, ethanol a isopropylalkohol od firmy Sigma 
(St. Louis, USA). V�echny pou�ité látky byly čistoty p.a. 

Pro přípravu v�ech roztoků byla pou�ita deionizovaná 
voda 18 MΩ.cm-1 (Elga, Bucks, Anglie). 

 
A p a r a t u r a  a  e x p e r i m e n t á l n í  p o d -
m í n k y  

Měření bylo prováděno na přístroji HP3D CE (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Německo) s detektorem 
s diodovým polem snímajícím při 210 nm. Pro měření byla 
pou�ita nepokrytá křemenná kapilára (CACO-Sila Tubing 
and Optical Fibers, Slovenská republika) s vnitřním prů-
měrem 50 µm o celkové délce 33 cm (efektivní délka 
24,5 cm). Kapilára byla termostatována na 25 °C. Apliko-
vané separační napětí bylo 20 kV. 

Měření bylo rovně� prováděno na přístroji zkonstruo-
vaném v na�í laboratoři s pou�itím UV detektoru Jasco 
snímajícím při 210 nm. Pro měření byla pou�ita nepokrytá 
křemenná kapilára (CACO-Sila Tubing and Optical Fibers, 
Slovenská republika) s vnitřním průměrem 50 µm o celko-
vé délce 39 cm (efektivní délka 26 cm). Byl pou�it stabili-
zovaný zdroj vysokého napětí Spellman CZE1000R 
(Spellman, New York, USA), bylo aplikováno napětí 
15 kV. Analýzy byly prováděny při laboratorní teplotě 
(25 °C ± 1 °C). 

Základní elektrolyty o koncentraci 100 mmol.l-1 byly 
připraveny rozpu�těním kyseliny fosforečné v deioni-
zované vodě, pH bylo upraveno hydroxidem sodným, resp. 
tris na hodnotu 2,5. Základní roztoky s přídavky s-β-CD 
byly připraveny rozpu�těním daného mno�ství s-β-CD 
v příslu�ném základním elektrolytu. Standardní roztoky 
o koncentraci 1.10-4 mol.l-1 (R)- a (S)-tamsulosinu byly při-
praveny rozpu�těním (R)- a (S)-tamsulosinu v příslu�ném 
základním elektrolytu. Elektroosmotický tok (EOF) byl 
měřen s pou�itím mesityloxidu a isopropylalkoholu. Mar-
kery EOF byly přidány ke standardnímu roztoku (R)- 
a (S)-tamsulosinu. 

Ka�dý den byla kapilára kondiciována promytím 
0,1 mol.l-1 NaOH (5 min),  vodou (5 min), 0,1 mol.l-1 HCl 
(5 min), vodou (5 min) a základním elektrolytem (15 min). 
Mezi ka�dým měřením byla kapilára promývána základ-
ním elektrolytem  5 min.  

 
 

Výsledky a diskuse 
 
Kvůli experimentálním obtí�ím při měření elektroos-

motického toku mesityloxidem jsme hledali jiné markery 
EOF pro tato měření. Ke studiu jsme pou�ili vodu, metha-
nol, ethanol, isopropylalkohol, mesityloxid, močovinu 
a benzen. Benzen byl pou�it jako srovnávací marker, pro-
to�e interaguje se s-β-CD (cit.21). Porovnání markerů je 
uvedeno na obr. 2, resp. v tabulce I. Vypočtené mobility 
markerů EOF mimo benzenu jsou podle t-testu na hladině 
významnosti 0,05 shodné. Bylo pozorováno, �e pou�ití 
isopropylalkoholu pro měření EOF v těchto systémech je 
nejvýhodněj�í. 

Vyu�ití techniky částečného plnění kapiláry 
k separaci enantiomerů tamsulosinu bylo mo�né z důvodu 

SO2

O
CH3

NH2

NH

CH3

H

O

OCH3

OH
NH

CH3
H

CH3

H

a 
 
 
 
 
 
 
b 

Obr. 1. Vzorec (a) (R)-tamsulosinu a vzorec (b) (-)-pseudo-
efedrinu 
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pou�ití sulfatovaného β-cyklodextrinu jako chirálního 
selektoru. Sulfatovaný β-cyklodextrin nese v prostředí 
fosfátového pufru (pH 2,5) opačný náboj ne� analyt tamsu-
losin. Oproti klasickému uspořádání kapilární elektroforé-
zy, kdy je chirální selektor umístěn v celém systému: ná-
dobka ze strany dávkování (�inlet�)-kapilára - nádobka ze 
strany detektoru (�outlet�) (systém (a)), lze získat dal�í tři 
mo�né separační systémy (viz obr. 3), kdy je chirální se-
lektor umístěn v kapiláře a �outletu� (systém (b)), chirální 
selektor umístěn pouze v �outletu� (systém (c)) a chirální 
selektor umístěn pouze v kapiláře (systém (d)). Příklad 
separace enantiomerů tamsulosinu v těchto systémech je 
na obr. 4.  

Provedli jsme srovnání rozli�ení enantiomerů 
v jednotlivých systémech,  viz tabulka II. Z dat je patrné, 
�e hodnota rozli�ení silně závisí na pou�itém systému. 
Tyto systémy se li�í předev�ím dobou interakce chirálního 
selektoru s analytem. Na rozhraní různě vodivých zón 
základního elektrolytu se selektorem a základního elektro-
lytu bez selektoru mů�e také docházet k fokusačním je-
vům13,14. Ve shodě s tímto tvrzením dosáhneme nejvy��ího 
rozli�ení při pou�ití systému, kdy je chirální selektor umís-
těn v kapiláře a �outletu� (uspořádání (b)). V tomto systé-
mu je doba interakce selektoru s analytem nejdel�í a záro-
veň mů�e docházet k fokusačním jevům. Naproti tomu 
pou�ití systémů (b) a (c) výrazně �etří chirální selektor. 
Spotřeba selektoru v systému (d) je minimální a zároveň je 
dosa�ené rozli�ení pro praxi dostačující, co� umo�ňuje 
pracovat i s drahými popř. málo stabilními selektory. 

Popsaný způsob jsme dále testovali na separaci enan-
tiomerů pseudoefedrinu. Modifikovali jsme postup popsa-

Obr. 2. Elektroforeogramy s pou�itím různých markerů elektroosmotického toku;  Základní elektrolyt 0,1 M fosfát/Na, pH 2,5, 
s 3 g.l�1 s-β-CD; kapilára 50 µm i.d., 39 cm / 26 cm, napětí 15 kV 

mAU 

migrační čas, min 

Tabulka I 
Porovnání měření elektroosmotického toku (EOF) 
s různými markery (n = 5) 

Marker EOF Mobilita EOF Směrodatná  
odchylka 

  [10�9 m2.Vs�1] [10�9 m2.Vs�1] 

Voda neměřitelná  � 

Methanol neměřitelná  � 

Ethanol 4,72 0,08 

Isopropylalkohol 4,67 0,10 

Mesityloxid 4,64 0,09 

Močovina neměřitelná  � 

Benzen 3,90 0,11 

Obr. 3. Experimentální uspořádání; (a) chirální selektor je 
umístěn v celém systému (�inlet�-kapilára-�outlet�), (b) chirální 
selektor je umístěn v kapiláře a �outletu�, (c) chirální selektor je 
pouze v �outletu�, resp. (d) chirální selektor je pouze v kapiláře; 
□ základní elektrolyt, základní elektrolyt s přídavkem s-β-CD, 
■ zóna vzorku 

a 
 
b 
 
c 
 
d 
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Tabulka II 
Porovnání hodnot rozli�ení enantiomerů tamsulosinu v jednotlivých separačních systémech (viz obr. 3) 

Koncentrace  
s-β-CD 

Rozli�ení v systému (a)  Rozli�ení v systému (b)  Rozli�ení v systému (c)  

[g.l-1] fosfát/Na fosfát/tris fosfát/Na fosfát/tris fosfát/Na fosfát/tris fosfát/Na fosfát/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 

Rozli�ení v systému (d)  

Obr. 4. Příklad separace enantiomerů tamsulosinu v diskontinuálních systémech; Systémy: (a) chirální selektor je umístěn v celém 
systému (�inlet�-kapilára-�outlet�), (b) chirální selektor je umístěn v kapiláře a �outletu�, (c) chirální selektor je pouze v �outletu�, resp. 
(d) chirální selektor je pouze v kapiláře; Základní elektrolyt 0,1 M fosfát/tris, pH 2,5, s 3 g.l�1 s-β-CD, kapilára 50 µm i.d., 39 cm / 26 cm, 
napětí 15 kV 

Obr. 5.  Příklad separace enantiomerů pseudoefedrinu v diskontinuálních systémech; Systémy: (a) chirální selektor je umístěn 
v celém systému (�inlet�-kapilára-�outlet�), (b) chirální selektor je umístěn v kapiláře a �outletu�, (c) chirální selektor je pouze 
v �outletu�, resp. (d) chirální selektor je pouze v kapiláře; Základní elektrolyt: 0,1 M fosfát/Na, pH 2,5, s 3 g.l�1 s-β-CD, kapilára 50 µm 
i.d., 39 cm / 26 cm, napětí 15 kV 

mAU 

mAU 

migrační čas, min 

migrační čas, min 
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ný �evčíkem a spol.20 pou�itím fosfátového pufru (pH 2,5) 
a s-β-CD jako chirálního selektoru a porovnali jsme rozli-
�ení enantiomerů pseudoefedrinu v diskontinuálních systé-
mech. Příklad separace je na obr 5. Hodnoty rozli�ení opět 
silně závisí na pou�itém systému. Nejlep�ího rozli�ení 
jsme shodně dosáhli v systému (a) s chirálním selektorem 
v celém systému a v systému (b) se selektorem v kapiláře 
a �outletu�. 

Je zřejmé, �e pou�ití diskontinuálních systémů tedy 
výrazně ovlivňuje chirální separaci a rozli�ení enatiomerů. 
Nejvy��ího rozli�ení při separaci enatiomerů tamsulosinu 
jsme dosáhli v uspořádání, kde byl chirální selektor umís-
těn v kapiláře a �outletu�. Nejvy��ího rozli�ení při separaci 
enatiomerů pseudoefedrinu jsme dosáhli v uspořádání, kde 
byl chirální selektor umístěn v kapiláře a �outletu�, resp. 
v celém systému (�inlet�-kapilára-�outlet�). 

 
Závěr 

   
 V na�í práci jsme ukázali, �e při separaci v daném 

prostředí opačně nabitého analytu (tamsulosin, efedrin) 
ne� je chirální selektor (s-β-CD) je mo�no pou�ít různá 
separační uspořádání li�ící se dobou interakce selektoru 
s analytem.  

 Jak se neokrást o úspě�nou chirální separaci kapi-
lární elektroforézou? Byl ukázán často opomíjený fakt, �e 
pro chirální separace není nejvýhodněj�í pou�ívat systém 
s chirálním selektorem v �inletu�, kapiláře a �outletu�. Lze 
tvrdit, �e při pou�ití diskontinuálních systémů a snaze do-
sáhnout nejvy��ího rozli�ení je výhodné provádět chirální 
separaci v uspořádání s umístěním chirálního selektoru 
v kapiláře a �outletu�. Nezanedbatelnou roli zde hraje 
i ekonomická stránka separace, neboť toto uspořádání 
výrazně �etří chirální selektor. Nesmíme ov�em opome-
nout fakt, �e se rozli�ení zlep�í pouze v případě, �e chirální 
selektor nese náboj a mů�e tedy migrovat v kapiláře svou 
vlastní rychlostí. 

 
Autoři děkují Grantové agentuře České republiky 

(číslo grantu 203/03/0161)  za finanční podporu práce. 
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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 β-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. 


