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1. UvoD

Kapilarni elektroforéza je rychle se rozvijejici vysokoucinna separacni metoda uplatiiujici se
v Sirokém zabéru analytickych ukoll. Pfi feSeni pfevazné vétSiny separacnich uloh vSak
nevystacime s rozdily v mobilitdch iontli v zdkladnim elektrolytu a je nutno zvysit selektivitu

ptidavkem selektoru (aditiva), se kterym slozky vzorku vstupuji do interakei.

Rychly technicky rozvoj instrumentalniho vybaveni vytvoftil kromé klasické kapilarni zonové
elektroforézy a izotachoforézy také fadu modifikovanych a hybridnich technik jako jsou
micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC), isoelektricka fokuzace (IEF), kapilarni
elektrochromatografie (CEC) a kapilarni gelova elektroforéza (CGE). Diky pfistupnosti téchto
pln¢ automatizovanych elektroforetickych systémi lze separovat fadu latek jak polarnich ¢i
nepolarnich, tak i latek makromolekularnich ¢i nizkomolekularnich. Kapilarni zénova
elektroforéza a metody od ni odvozené ptedstavuji vhodny a uzite¢ny doplnék k metodam
chromatografickym. Volba, zda-li pouzit chromatografickou ¢i elektroforetickou metodu pro

analyzu dané latky, zavisi dnes pfedevs§im na instrumentalnich moznostech dané laboratofe.

2. CiL PRACE

Cilem této prace bylo predevsim navazat na predchozi studie v oblasti elektromigra¢nich metod
ve farmaceutické analyze a analyze latek ptirodniho ptivodu provadénych na katedie analytické
chemie se zfetelem na vypracovani metodik umoziujicich rutinni kontrolu obsahu a ¢istoty
vybranych 1é¢iv v hromadné vyrabénych farmaceutickych vyrobcich. Zcela nové byla feSena
problematika chirdlnich separaci pomoci kapilarni zonové elektroforézy s cilem kontroly
enantiomérni ¢istoty chirdlnich 1é¢iv. Snahou bylo také vytvofit separacni systém, ktery by
umoznil separovat, identifikovat a kvantifikovat dané latky v rostlinném extraktu ddvkovaném

pfimo do systému bez jakékoli predchozi upravy (jako je LLE nebo SPE).

V préci byly v ramci doktorandského studia feSeny tfi konkrétni dil¢i projekty. Prvnim z projektii
je chiralni separace bazickych 1é¢iv pomoci kapilarni zonové elektroforézy (1-3, I, IV-VI,VIII).
Druhym je separace a stanoveni uc¢innych latek v 1écivych ptipraveich metodou kapilarni
izotachoforézy (4-5, XI), kapilarni zonové elektroforézy s ptimou detekei (I, IX,XII ) a neptimou

UV detekci (VII) a pomoci micelarni elektrokinetické chromatografie (6).
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Poslednim z téchto projektt je stanoveni vybranych fenolickych kyselin jako konstituenti

methanolického extraktu z farmaceuticky vyznamnych rostlinnych drog s vyuzitim tzv. stacking-
CZE (7).
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3. ZAKLADNi ELEKTROFORETICKE TECHNIKY
Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Kapilarni gelova elektroforéza (CGE)

>
>
»  Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)
»  Izotachoforéza (ITP)

>

Izoelektricka fokuzace (IEF)
»  Kapilarni elektrochromatografie (CEC)

V teoretické ¢asti je uvedena pouze charakterizace metod, které byly vyuzity pii feSeni

problematiky disertacni prace.
3.1. Kapilarni zénova elektroforéza (CZE)

Od chvile, kdy Tiselius v roce 1937 poprvé pouzil elektroforézu jako analytickou metodu, byly
elektromigra¢ni metody, zejména elektroforéza a izoelektricka fokuzace po dlouhou dobu
vyuZivany v oblasti analyzy biopolymert, zejména bilkovin, nukleovych kyselin a jejich
fragmentu a to ve formé separace v gelu. Prvnim pfistrojem v dobé&, kdy zacaly byt dostupné
kfemenné kapilary s vnitinim primérem mensim nez 100 um, byla kapilarni izotachoforéza a
nasledné kapilarni zonova elektroforéza. Jako v ptipadé gelu, tak i v kapildrnim uspofadani se
jedna o stabilizaci prostiedi, v némz se elektromigracni analyza uskuteciiuje. Rozvoj kapilarni
elektroforézy byl ve svych zacatcich zaméten pfedevsim na analyzu bilkovin. V této oblasti si
udrzela své misto, avSak postupné se rozsifila i na separace jinych typa latek, takze dnes
pfedstavuje komplementarni metodu k vysokoucinné kapalinové chromatografii a jeji aplikace
nachazeji uplatnéni v rozli¢nych oblastech zahrnujici farmaceutickou analyzu, 1ékopisnou
kontrolu 1é¢iv, monitorovani lékovych hladin v biologickych materidlech, analyzu Zivotniho

prostiedi a potravinaiskou a biochemickou analyzu [1].

Instrumentalni zdzemi CZE sestava z kfemenné kapilary o vnitinim praméru 20-150 pm a délce
20-60 cm, ktera je pro vétsi mechanickou pevnost zvenku pokryta polyamidovou ochrannou
vrstvou. Konce kapilary a elektrody jsou ponoiené do nadobek s roztokem (pufrem, BGE),
kterym je také naplnéna kapilara. V blizkosti katodového konce kapilary je umistén detektor,

nejvice cenove dostupny je typ spektrofotometricky nebo fluorescencni. Celu detektoru tvofi ¢ast

-7-
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kapilary (cca 1 cm), z niz byla odstranéna ochrannd polyamidové vrstva bud’ naleptdnim pomoci
roztoku kyseliny sirové nebo opatrnym opalenim plamenem. U vétSiny ptistroji je kapilara

s elektrodami zabudovana v kazet¢ a vkladana do pfistroje jako celek [2].

Obr. 1: Schéma kapilarni zonové elektroforézy.
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Vialky se vzorkem i pufrem jsou obvykle stejné, maji objem 1-2 ml, ktery 1ze pomoci vkladacich

konickych zkumavek snizit na 50-100 ul [3].

Piistroj je dale vybaven zdrojem vysokého napéti, kterym se na kapilaru vklada napéti v rozmezi
5-30 kV. Intenzita proudu zpravidla nesmi byt vyssi nez 100 pA, aby nebyla piekrocena kapacita
termostatu, ktery se reguluje proudem generovaného tepla (Jouleovo teplo). Pii pfekroceni
kapacity termostatu by doslo ke vzniku teplotniho gradientu (rozdil v teploté uvnitt a na povrchu
kapilary) a tim i k lokalnim zménam viskozity roztoku v kapilafe s naslednou deformaci
separované zony (laminarni proudéni). Vedle vykonného termostatu existuje n¢kolik dalSich
zpuisobtl, kterymi Ize udrzet Jouleovo teplo v ptipustnych mezich, napt. sniZzenim napéti,
pouzitim kapilary o mens$im vnitfnim priiméru nebo niZsi koncentraci zdkladniho pufru, popt.

volbou pufru s nizsi iontovou pohyblivosti.
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Vybér a slozeni pufru je zpravidla prvni alternativou pii vyvoji metody. Obvykle se pouzivaji
roztoky elektrolytii o koncentraci 20-100 mmol/I. Cim vy33i je koncentrace pufru, tim pomale;jsi

je elektroosmoticky tok a tim del$i doba anlyzy. BéZné separace trvaji 5-15 minut [4].

Pro nastiik vzorku do kapilary (objem nastfikovaného vzorku se pohybuje v jednotkach nl) jsou
nejvice vyuzivany dva zpisoby: hydrodynamicky a elektrokineticky. Pti hydrodynamickém
nastiiku se vzorek davkuje bud’ pod tlakem vlozeném na vstupni (anodicky) konec kapilary,
ponoieny do roztoku vzorku nebo pod vakuem, aplikovanym na vystupni (katodicky) konec
kapilary, ktery je ponofen do roztoku pufru ve vialce. Elektrokineticky nebo elektromigracni
nastiik spociva ve vlozeni napéti na anodicky konec kapilary, ponofeny do roztoku vzorku.
Napéti se vklada na dobu nekolika sekund a zpravidla byva 3-5krat niz8i nez napéti pro separaci.
Analyt se tak do kapilary dostane piedevsim pisobenim elektroosmotického toku a proto miize
snadno dojit k diskriminaci iontli; kationty, resp. pohyblivéjsi ionty jsou totiz ddvkovany vétsi
mérou nez anionty, resp. ionty méné pohyblivé. Pfednosti elektromigra¢niho davkovani je vSak
nenaro¢nost na pristrojové doplitkové vybaveni a pouzitelnost pti davkovani viskdznich vzorki

nebo geli, u nichz hydrodynamické davkovani selhava.

Komer¢ni pfistroje pro kapilarni elektroforézu jsou bez vyjimky fizeny pocitatem, jehoz
prostiednictvim je programovana nejen metoda, tj. podminky separace a detekce, ale je ur€ovano

i poradi vzorki a zptisob promyti kapilary po provedené analyze.

Detektory, nej€astéji UV-VIS, popt. jeho vyhodné;jsi varianta s diodovym polem (DAD, Diode
Array Detector) nebo fluorimetricky detektor, jsou nedilnou soucasti analyzatorti. Méné Casto
jsou pouzivany jin€ detekéni techniky, jako je napt. konduktometricka, amperometricka nebo
radiometricka detekce. V posledni dobé€ se za¢ind vyrazn€ uplatiiovat potentni hyphenaéni
technika CZE-MS. NepouzZivaji se kombinace CZE-NMR a CZE-IC spektroskopie, protoze
pozadavky téchto metod na mnoZzstvi vzorku nevyhovuji podminkam CZE separace. Citlivost i

linearni rozsah optické detekce u CZE je limitovan extrémné malym rozmérem detekéni cely.

Pro zvySeni tloustky absorp¢ni vrstvy byly navrzeny specialni tvary detekcni ¢asti kapilary, napf.
vyfouknuti do bubliny (bubble-cell) nebo zahnuti do tvaru pismene Z. Za pouziti Z-cely a LIF
bylo mozno pii analyze dansylovych derivatt cysteinu detekovat 300 molekul jedné

aminokyseliny v nastiiknutém vzorku. Prakticky dosahované citlivosti jsou zna¢né mensi. U
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neznamé latky s UV detekei se doporucuje pro orientacni elektroforézu pouzivat koncentrace
100-200 ug/ml [5].

Obr. 2: Vnitini sténa kapilary.
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Kapilarni elektroforéza ma proti plosné gelové elektroforéze s off-line detekci vyhodu v ptesnéjsi
on-line detekci. Konkrétnim problémem CZE je sorpce analytu na povrch kapiléary. Existuje
nékolik zptisobtl, jak témto sorpcim zabranit. Jeden ze zpisobu spoc¢iva v potlaceni disociace
volnych aminoskupin pouZitim siln€ zasaditého pufru nebo potlaceni disociace silanolovych
skupin na povrchu kapilary separaci v kyselém prostiedi. Pfi¢inou sorpce na vnitini povrch
kapilary nebyvaji vSak jen interakce iontové, ale mohou se uplatiiovat i jiné mechanismy. Proto je
nutné hledat jiné, komplexné&jsi feSeni, napt. separace za piebytku polyfunkéniho aminu
(kadaverin) [6]. Polyamin se na sténu kapilary navaze pfednostné a obsadi tak mista, na néz by se
jinak sorboval analyt. Pozitivni vysledky dava i separace v modifikovanych kapilarach. Pro
upravu vnitiniho povrchu kapildry byla vyzkouSena fada postuptl, jako je napf. silanizace nebo
pokryti kapilary cukernymi polymery. Nejvice prospésné se vSak ukéazalo pouziti linearniho,
nezesitovaného polyakrylamidu. Tento polymer lze navazat na vnitini povrch kapilary pied
vlastni separaci (in situ) nebo dynamicky, promyvanim kapilary jeho roztokem v zakladnim
elektrolytu. Obdobné jako u napliovych kolon plnénych polyakrylamidem, polyvinylalkoholem
nebo jinymi sitovacimi medii, je 1 pii dynamické modifikaci kapilary zachovan sitovaci efekt,

spocivajici v déleni makromolekularnich solutt podle jejich molekulovych hmotnosti [7].

-10 -
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3.2. Kapilarni izotachoforéza (ITP)

Separace pomoci ITP probiha v separacni kolon¢ naplnéné diskontinualnim elektrolytovym

systémem, kde vzorek migruje mezi dvéma riznymi elektrolyty jako zietelné oddélend zona.

Hodnota intenzity elektrického pole v zoné vzorku je vyhradné urovana analyzovanou latkou a
druhem protiontu vedouciho elektrolytu. Vzorek je nadavkovan mezi vedouci (LE) a koncovy
(TE) elektrolyt. Vedouci elektrolyt obsahuje vedouci ion a protion. Vedouci ion ma vzdy vétsi
efektivni pohyblivost nez vSechny analyzované slozky vzorku. Koncovy elektrolyt obsahuje
koncovy ion, ktery ma nizsi efektivni pohyblivost nez v§echny analyty. Béhem analyzy se ze
smésné zony vzorku obsahujici latky A a B postupné vyd¢€luje zona latky A a zéna latky B. Ke
konci analyzy veskera latka A i B vymigruje ze smésné zony, takze kapilarou migruji ustalenou
konstantni rychlosti ostfe ohranicené, t€sn¢ na sebe navazujici zakoncentrované zony latky A a B.
K Uplné separaci jednotlivych slozek vzorku dojde teprve po projiti dostate¢né dlouhé drahy.
Protionty se pohybuji smérem opa¢nym nez analyty a nenabité Castice se v systému nepohybuji

vibec. V ustdleném stavu je rychlost pohybu vSech iontl stejna [8].

Koncentrace separované latky v jejich diskrétnich zonach je zcela nezavisla na jejich koncentraci
V piivodnim vzorku, nebot’ je upravovana dle Kohlrauschovy regula¢ni funkce podle koncentrace
vedouciho elektrolytu: ¢4 =f/w]. Hodnoty zakladnich fyzikalnich veli¢in jako je odpor (R),
intenzita elektrického pole (E), vodivost a pH charakterizujici takovy systém, stejné jako
koncentrace analytti v diskrétnich zonach, jsou nespojité, resp. meéni se skokem od zony k zoné.
Zatimco vodivost klesa od LE k TE, odpor a intenzita elektrického pole ve stejném sméru
vzrista. Zoénova rozhrani zlstavaji ostrd nezavisle na dob& migrace analytli v separacni kapilare
diky samozaostfovacimu efektu, ktery je generovan nespojitou hodnotou intenzity elektrického
pole. Z této charakteristiky vyplyva jedine¢na vlastnost ITP ve srovnani s ostatnimi separaénimi
technikami jako je CZE a HPLC, ktera spociva nejen ve schopnosti separace analytd, ale zejména
jejich zakoncentrovéni (az 10 000krat) z velkého objemu ptivodniho vzorku do ostie
ohranicenych izotachoforetickych zdn. Nejcastéji pouzivana je vodivostni detekce, ktera
registruje zmeény vodivosti, respektive odporu, na ostrych zonovych rozhranich a predstavuje
univerzalni metodu. Odezva detektoru je zaznamendvana jako schodovita izotachoforeticka
ktivka — izotachoforeogram. Vyhodné je pouziti UV detekce, zejména s ohledem na vétsi

selektivitu a citlivost stanoveni [9].
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Instrumentace pro ITP je dobie propracovana. K separaci dochdzi v kapilarach vyrobenych

z plastu (fluorované polymery), 20-60 cm dlouhé, praméru 0,2-0,8 mm. Konce kapilary jsou
propojeny k elektrodovym komirkam, které obsahuji LE, TE a platinové elektrody pro pfipojeni
zdroje vysokého napéti. Nezadoucimu hydrodynamickému proudéni elektrolytu se zabraniuje
semipermeabilni membranou umisténou obvykle v misté pfipojeni kapilary ke komtirce

s vedoucim elektrolytem. Vzorek se davkuje bud’ davkovacim kohoutem nebo injekcni

stiikaCkou. Davkovany objem 1-30 ul [10].

Diky svému specifickému charakteru separacniho procesu v systému dvou nespojitych
elektrolytt a jedine¢né schopnosti zakoncentrovavat analyty ze ziedénych roztokt nachazi ITP
uplatnéni v oblasti farmaceutickych, medicinskych, biologickych analyz, s vyhodou je také
pouzivana pii monitorovani kvality Zivotniho prostiedi — zejména analyzy anorganickych iontd,
pti kontrole jakosti potravin a pfi sledovani fermentacnich biotechnologickych procest.
Univerzalita vodivostni detekce, snadnost kvalitativniho i kvantitativniho hodnoceni vysledkd,

spravnost a presnost namétenych dat umozinuje vyuziti ITP pro rutinni analyzu vzorkd.

ITP je také velice uZite¢nou technikou vyuZzivanou pro kontrolu obsahu a ¢istoty HVLP, kde je
hlavni pozornost zaméfena na kvantitativni hodnoceni farmaceuticky uc¢innych latek iontového
charakteru pritomnych vétSinou v neiontové matrici. Vzhledem k separa¢nimu charakteru ITP lze
analyzovat multikomponentni pfipravky, stejné tak jako soucasn¢ hodnotit obsah 1é¢iva i jeho
degradac¢nich produkti. Vypracovani ITP metodiky pro hodnoceni obsahu u¢inné latky v HVLP
zahrnuje vybér optimalniho elektrolytového systému, tedy vedouciho iontu, nastaveni pH
pfidanim protiiontu s vhodnym pK, a v pfipad¢ aniontové ITP analyzy ptidavek aditiv jako jsou
derivaty celulozy. Dale nasleduje vybér terminujiciho iontu s vhodnou pohyblivosti a hodnotou
pKa.Optimalizace vybraného operac¢niho systému spociva ve zhodnoceni vlivu zmény pH LE,
koncentrace L iontu, zmény druhu aditiva u aniontové ITP, teploty a velikosti separa¢niho a

detekéniho proudu na kvalitu separacniho procesu [11].
3.3. Micelarni elektrokineticka chromatografie (MEKC)

Pti miceléarni elektrokinetické chromatografii se separace provadi v elektrolytovém roztoku, ktery
obsahuje surfaktant o koncentraci vyssi nez kriticka micelarni koncentrace (CMC). Molekuly
rozpus$téné latky jsou rozdeleny podle jejiho rozdélovaciho koeficientu mezi vodny tlumivy

roztok a pseudostacionarni fazi tvofenou micelami. Prvni publikace o MEKC, povazované za
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kombinaci elektroforézy a chromatografie, byly publikovany v letech 1984 a 1985 [12,13].
Pseudostacionarni (=pomalu se pohybujici) faze v elektrokinetické chromatografii se sklada bud’
ze seskupenych nebo jednotlivych molekul, které jsou rozpustény jako piisady v pracovnim
elektrolytu. Takto formulovany systém obsahuje , na molekulové urovni, heterogenni prostiedi
popf. ,,pseudofazi® ktera soutdZi s vodnou fazi v interakcich s analytem. Ridici sily, které
kontroluji rychlost objemu vodné faze a heterogenni pseudofaze jsou elektroosmotické a
elektroforetické migracni faktory. Miceldrni faze se chova podobn¢ jako stacionarni faze v HPLC
S tim rozdilem, Ze se pohybuje svou vlastni rychlosti. Proto mize byt na MEKC nahlizeno jako
na ,,hybrid“ HPLC a CZE [9]. Pro tvorbu pseudofaze 1ze pouzit Sirokou skalu aditiv. Surfaktanty
tvorici agregaty, ozna¢ované jako micely, jsou nejvice pouzivana aditiva. Mikroemulze [14] a
lipozomy [15] ptedstavuji dalsi ptiklady agregujicich molekul chovajici se jako pseudofaze.

Molekuly, které neagreguji, lze také pouzit jako pseudofazi, napt. cyklodextriny [16].

MEKC je metoda, ktera miize byt pouzita pro separaci jak neutralnich, tak nabitych latek pii
zachovani G¢innosti, rychlosti a instrumentalni vhodnosti kapilarni zonové elektroforézy.
Separa¢ni mechanismus je nasledujici. Pfi neutralnim a alkalickém pH se tvoii silny
elektroosmoticky tok, ktery unasi ionty i neutralni molekuly separa¢niho tlumivého roztoku
smérem ke katodé€. Pokud je jako tenzid pouzit dodecylsiran sodny, ma elektroforetickd migrace
aniontovych micel opaény smér, tj. k anod¢€. Vysledkem je, Ze celkova rychlost migrace micel je
zpomalena ve srovnani s objemovym tokem elektrolytu. V ptipadé neutralnich rozpusténych
latek, kdy se stanovovana latka mize rozdé€lit mezi micely a vodny tlumivy roztok a nema
elektroforetickou pohyblivost, bude migra¢ni rychlost stanovované latky zaviset pouze

na rozdélovacim koeficientu mezi micelou a vodnym tlumivym roztokem. Na elektroforeogramu
jsou piky nenabitych latek vzdy mezi indikatorem elektroosmotického toku a indikatorem micel.
Cas ohrani¢eny témito dvéma piky se nazyva separa¢ni okno. Migraéni rychlost elektricky
nabitych latek zavisi jak na jejich rozdélovacim koeficientu mezi micelami a vodnym tlumivym

roztokem, tak na jejich elektroforetické pohyblivosti v roztoku neobsahujicim micely.

Pseudostacionarni faze pouzivané v MEKC lze rozd¢lit do dvou skupin. Hlavni skupinu

ptredstavuji micely a druhou tzv. polymerni faze [17]:
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»  Micely tvofené molekulami surfaktanti

Surfaktanty jsou molekuly obsahujici dlouhé hydrofobni fetézce a polarni skupiny. Pfi
rozpousténi surfaktantu v roztoku nedochézi ihned ke tvorbé micel, ale za¢inaji se tvorit az pfi
koncentraci vys$si nez je hodnota kritické micelarni koncentrace. CMC je charakteristicka pro
kazdy surfaktant, stejné tak jako pocet molekul surfaktantu, které se podileji na tvorbé jedné
micely (tzv. agregacni €islo). Surfaktanty délime na zakladé jejich vlastnosti do nasledujicich

skupin [18]:
e Kationaktivni surfaktanty

Surfaktanty vétSinou interaguji s negativné nabitymi silanolovymi skupinami na sténé separacni
kapilary, coz vede k obréaceni elektroosmotického toku. Separace probiha pfi reverzni polarité —
katoda na strané nastiiku (inletu). Nabojovy zvrat se vyskytne jiz pti koncentraci surfaktantu ,
ktera je nizsi nez CMC, ale bez charakteristické selektivity doprovazejici MEKC. Zména
velikosti alkylového fetézce neovliviiuje zménu EOF, modifikuje vSak mobilitu micel. Delsi
alkylové fetézce znamenaji uzsi eluéni okno [19]. Charakteristickymi zastupci této skupiny jsou

kvartérni amoniové slouceniny viz Tab. 1.
e Anionaktivni surfaktanty

Dé¢lka tetézce surfaktantu ovlivituje hydrofobicitu formujicich se zaporné nabitych micel, které
migruji proti EOF k anodé. Surfaktanty s alkylovym fetézcem krat§im nez osm uhlikii nejsou
ptili§ vyuzivany, diky pfili§ vysoké CMC. Nicméné mohou byt pouZity jako ion-parové reagencie
pro zménu selektivity [20]. Surfaktanty s alkylovym fetézcem del§im nez 14 uhlikl vykazuji
omezenou rozpustnost [21]. Nejpouzivangjsim surfaktantem v MEKC je SDS [22]. Jeho vyhodou
je vysoka rozpustnost ve vod¢, nizka CMC, nizka UV absorpce a ptizniva cena. Mezi
anionaktivni surfaktanty patii dale soli zlu¢ovych kyselin, jako napt. cholat, deoxycholat,
taurocholat a dalsi. Soli zlu¢ovych kyselin maji velmi rozdilné agregacni vlastnosti a strukturu
oproti SDS miceldm. K jejich vyhodam patii moZnost pouZiti relativné vyssi koncentrace
organickych modifikatorti (30 % organického rozpoustédla) bez poruseni struktury. Dalsi
skupinou anionaktivnich surfaktantl jsou boratové komplexni surfaktanty. Hustota naboje na
micelach a tudiz velikost elu¢niho okna mize byt ovlivnéna upravou pH a koncentraci boratu.

Neékteré obsahuji chirdlni funkéni skupiny a mohou byt pouzity pro chiralni separace.
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e Neionogenni a amfoterni surfaktanty

Tyto surfaktanty vytvareji elektroforeticky nepohyblivé micely a z tohoto diivodu je nelze pouzit
pro separaci neutralnich analytl [23]. V téchto ptipadech se pouzivaji ve formé tzv. smiSenych
micel. Neionogenni surfaktanty a smési neionogennich a anionaktivnich surfaktanti vykazuji
odlisnou selektivitu a nizsi hodnoty elektrického proudu béhem analyzy ve srovnani

s anionaktivnimi surfaktanty. Charakteristickymi zastupci neionogennich surfaktanti jsou

uvedeny v Tab. 1.

Tab. 1: Prehled sufaktanti vyuZivanych v MEKC.

CMC
Aniontové (mM)
Dodecylsiran sodny (SDS) 8
Decylsiran sodny (STS) 40
Taurocholat sodny (STC) 10-15
Cholat sodny (SC) 13-15
Taurodeoxycholat sodny (STDC) 2-6
Deoxycholat sodny 4-6
Kationtové
Chlorid decyl-3-methyl-amonny (DTAC) 61
Bromid hexyl-3-methyl-amonny (HTAB) 140
Bromid propyl-3-methyl-amonny (PTAB) NA
Bromid cetyltrimethylamonny (CTAB) NA
Bromid dodecyltrimethylamonny (DTAB) NA
Bromid tetradecyltrimethylamonny
(TTAB) NA
Neutralni
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Triton X-100 24

Oktyl-B-D-glukopyranozid (OG) 19-25

»  Polymerni pseudostacionarni faze

Tato skupina zahrnuje pseudostacionarni faze, které maji rozdilné strukturalni vlastnosti. Maji
spole¢ny rys - obsahuji kovalentni vazby. Vyhodou uziti polymernich fazi je jejich stabilita
Vv pritomnosti vysSich koncentraci organickych modifikatori, které jsou nezbytné pro separaci

vysoce hydrofobnich solutd silné interagujicich s micelami.

Migrace analyti v MEKC je definovana dvéma extrémy. Analyty, které neinteraguji s micelami
(Pmw~ 0), stravi vSechen sviij migraéni ¢as v zakladni vodné fazi a migruji s elektroosmotickym
tokem. Toto chovani je typické pro nenabité polarni molekuly jako je methanol nebo acetonitril,
které jsou proto elektroosmotickymi markery a eluuji pii teo. Druhy pfipad je charakterizovan
eluci analyti, které interaguji tak silné s micelami (Pmy ~ ), Ze travi vSechen sviij migraéni ¢as
uvniti micel. Tyto markery jsou typicky velmi hydrofobni slou€eniny, které jsou Spatné€ rozpustné
ve vodném prostiedi — mezi takové latky patii napt. Sudan 1l a dodekanofenon. Elu¢ni ¢asy pro
tyto analyty se shoduji s retenénim ¢asem micel, tn. VSechny nenabité soluty by mély byt

separovany mezi migra¢nim casem nezadrzovaného solutu, te,, @ pln€ zadrzovaného solutu, tmc.

4. ON-LINE KONCENTRACNI TECHNIKY V KAPILARNi ELEKTROFOREZE
4.1. Proces zakoncentrovani v jedné kapilare

Kratka opticka draha detek¢niho paprsku a maly davkovaci objem v kapilarni zénové

elektroforéze jsou prekazkou pii pouziti piimé fotometrické detekce velmi fedénych vzorka [24].

ZlepSeni citlivosti 1ze dosahnou pouzitim jiného druhu detekce, napt. laserem indukované
fluorescencni detekce (LIF) nebo elektrochemickou detekci. Nicméné tyto detekéni systémy jsou
pouzitelné pouze pro ty analyty, které maji vhodné vlastnosti pro detekci nebo po jejich
derivatizaci [25].

Dany problém Ize fesit on-line zakoncentrovanim vzorku, které se d¢je na rozhrani mezi vzorkem

s nizkou vodivosti a separacni zoénou s vysokou vodivosti [26].
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4.1.1. Zakoncentrovani z velkého objemu vzorku se zménou polarity (Large-

volume sample stacking with polarity switching)

Tato technika je jednou z on-column zakoncentrovacich technik, ktera zvysuje citlivost detekce.

Metoda spociva v nadavkovani velkého objemu vzorku do kapilary a vytlaceni nevodivé matrice
z kapilary vlivem elektroosmotického toku [27]. Zakoncentrovaci techniku lze pouzit jak v CZE,
tak i v MEKC.

Princip metody:

Prvnim krokem je hydrodynamické davkovani velkého objemu vzorku rozpusténého bud’ v pufru
s nizkou vodivosti nebo pouze ve vodé [28]. Zona vzorku mize dosahovat az k detek¢nimu oknu,
coz je dosazitelné maximum. Pfedstavuje 50 az 85 % celkového objemu kapilary (za
standardnich podminek pfi konvenéni CZE ¢ini mnozstvi vzorku do 1 % objemu kapilary) [27,
29].

Druhym krokem je aplikace napéti s reverzni polaritou. Elektroda na davkovacim konci kapilary
je nabita zaporné a proto je smér elektroosmotického toku, nikoli smérem k detektoru, ale
injekénimu konci kapilary [28]. Anionty migruji velmi rychle ptes oblast s nizkou vodivosti a
postupné dosahuji injekéniho konce kapilary. Absolutni hodnota napéti s reverzni polaritou
béhem zakoncentrovani muze byt nizsi [27] nebo stejna jako hodnota separa¢niho napéti v modu
konvenéni CZE. Postupné zvySovani proudu ukazuje odstraniovani matrice vzorku z kapilary.
Analyty migruji smérem k rozhrani vzorku a BGE. V tomto kroku je tteba peclivé monitorovat
proud. Dlouhy ¢as zakoncentrovani mize vést ke ztrat¢ analytli z kapilary a neadekvatni fokuzaci
a tim 1 Spatnym vysledklim. Polarita je obracena v okamzZiku, kdy proud dosdhne hodnoty blizké
ptvodni hodnoté (95-99 %) [28], ktera se zjisti pfedchozim métenim proudu v kapilaie
naplnénou pouze zdkladnim elektrolytem v normalnim modu CZE. V tomto okamziku z6na

analytli dosahla zacatku kapilary.

Ttetim krok nésleduje po prepnuti polarity, kde je kapilara kompletn€ naplnéné zakladnim
elektrolytem a separace probiha za normalnich podminek. Anionty migruji ke katodé

elektroosmotickym tokem.
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Obr. 3: Schéma zakoncentrovaciho procesu: (a) hydrodynamické davkovani, (b) a (c)

aplikace reverzni polarity, (d) klasicky separacni proces po prepnuti polarity.

Celkovy migrac¢ni Cas (t;) méfeny na elektroforeogramu odpovida ¢asu potiebnému pro

Detector

zakoncentrovavaci proces (t;), ¢asu pfepnuti polarity (t +—) a migraénimu ¢asu analytu (tm) [29]:

t(;:tm+tz +t+_

4.1.2. lzotachoforéza-kapilarni elektroforéza v jedné kapilare

(single capillary isotachophoresis - zone electrophoresis)

V uspotadani zonové elektroforézy s ITP zakoncentrovanim vzorku v jedné kapilafe se vzorek
vklada mezi vedouci elektrolyt, ktery ma pohyblivost vyssi nez vzorek, a koncovy elektrolyt

s pohyblivosti nizsi. Timto diskontinudlnim systémem se 1i$i od vySe uvedené¢ho. VSechny
analyty s iontovou pohyblivosti mezi LE a TE jsou zakoncentrovany v tzké zon¢ a migruji

izotachoforeticky. Po ITP fokusaci nasleduje separace pomoci CZE.

Tato technika je také pouzitelnd, pokud vzorky (biologicky materil) nejsou rozpustény ve vode,
ale obsahuji rovnéz i vodivé ionty. K hlavnim vyhodam uspotadani v jedné kapilate patii snadna
automatizace a jednoduché¢ piistrojové vybaveni. Je publikovdna az 100-nasobné¢ vyssi citlivost

oproti klasické CZE [25].
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Metoda se sklada z nasledujicich krokii:

Nejdiive je kapilara kompletné naplnéna vedoucim elektrolytem (Krok 1). Druhym krokem (2) je
hydrodynamické davkovani vzorku. Mnozstvi vzorku predstavuje maximalné 55 resp. 70 %
celkového objemu kapilary, aniz by doslo k rozsiteni zon. Vyssi objem miiZe zptusobit asymetrii
pikd, pretizeni kapilary a neshodu v pohyblivosti mezi analyty a co-ionty.Za zénu vzorku se
vpravi koncovy elektrolyt v mnozstvi asi 1 % objemu kapilary. V dal§im kroku se vlozi napéti

S negativni polaritou ve spojeni s pozitivnim hydrodynamickym tlakem (3). Pozitivni tlak je
smétovan k detekénimu konci kapildry a brani migraci aniont ven z kapilary elektroosmotickym
tokem. Hydrodynamicky tok nezptisobi rozmyvani zén diky samozaostiujicimu efektu ITP. Doba
trvani fokuzac¢niho kroku roste s délkou zoény davkovaného vzorku a zévisi na jeho matrici (4).
Jakmile se vzorek pfibliZi k davkovacimu konci kapilary, je zona TE z kapilary odstranéna.
Vialka obsahujici TE je vyménéna za vialku s LE a polarita je piepnuta (5). Okamzik pfepnuti
nastava v moment¢, kdy proud dosahne asi 95 % hodnoty proudu generovaného v kapilare
naplnéné pouze LE. K urceni Casu piepnuti polarity lze vyuzit viditelny marker jako napf.
bromfenolova modf. Pokud je kapilara naplnéna LE (=BGE) a vzorkem, za¢ne separace CZE za

normalni polarity bez hydrodynamického tlaku.

Spravné nacasovani okamziku pfepnuti modu ITP a CZE je velmi dilezité. Jestlize I'TP proces
pokracuje dlouho, zony vzorku migruji ven z kapilary do vialky s TE. Pokud je polarita pfepnuta
pfilis brzy, zona TE jesté zlistane v kapilare a naru$i homogenitu elektrického pole, nezbytného

pro CZE, ¢imz dojde k rozsifeni piki [25,30,31].
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Obr. 4: Schéma ITP-CZE v jedné kapilaie: 1) kapilara naplnéna LE, 2) hydrodynamické
davkovani vzorku, 3) zakoncentrovaci krok s reverzni polaritou a pozitivnim hydrodynamic-
kym tokem, 4) postupné zkracovani zény TE a vyména TE za LE, 5) CZE separace s normalni

polaritou [32].

(1) L L
mp < 3 9T m JP L ®
4]8]_.] I L &
'EJLI L ®
CZE’S]EL L&
Inlet Outlet

4.2. Proces zakoncentrovani vzorku ve dvou kapilarach

4.2.1. On-line kombinace ITP-CZE realizovana ve dvou kapilarach (column-
coupling configuration)

On-line kombinace kapilarni izotachoforézy a kapilarni zonové elektroforézy ve dvou kapilarach
umoziuje zlep$it separacni €innost a snizit limit detekce o tii fady [33]. Tato technika je
zejména vhodna pro stanoveni stopového mnoZstvi analytu ve vzorku biologického piivodu nebo
vzorkl vztahujicich se k Zivotnimu prostiedi, kde pfitomnost ionogennich makrokomponent by

neumoziovala CZE separaci.

Vyhoda techniky spociva v zakoncentrovacim efektu ITP, kterd dovoluje davkovat velky objem
fedéného vzorku (10-100 pl). Interferujici a nestanovované soucasti vzorku mizou byt
odstranény na konci ITP kapilary nebo je jim zabranéno vstupu do CZE kapilary vyplavenim
predseparacéni kapilary zakladnim CZE elektrolytem. V idedlnim piipad¢ vstoupi do separacni

kapilary pouze uzka zakoncentrovana zona analytu. Zde hraje klicovou roli vybér vhodného
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elektrolytového systému a nalezeni optimalniho ¢asu pfepnuti proudu z piedseparacni do

separacni kapilary.

V zéasadg¢ jsou ti1 zptsoby k dosazeni ITP-CZE separace. Ten nejjednodussi pouziva TE z ITP
faze jako BGE béhem CZE separace (T-S-T). Druha varianta je zaloZena na uziti LE jako BGE
(L-S-L). Tteti a nejkomplikovanéjsi zptsob oznacovany jako (BGE-S-BGE) ma zcela odlisny
LE, TE a BGE.

Vnitini primér piedseparacni kapilary je obvykle §irsi (0,8 mm). Kapilara musi byt vybavena
detektorem umoziujici detekovat zony makrokomponent a umoznit presné naasovani prechodu
Z ITP do CZE. Separac¢ni kapilara ma primér mensi (0,3 mm) [33], je naplnéna BGE, kde

jednotlivé zony migruji samostatné [34].

Obr. 5: Schéma variant ITP-CZE ve dvou kapilarach. Leva ¢ast zobrazuje ITP v ustaleném

stavu, prava ¢ast zacatek separace CZE.
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5. CHIRALITA

Poslednich padesat let piineslo poznani, ze chiralita je soucasti materialni skute¢nosti na vsech
jejich urovnich. Prohloubilo se povédomi o jeji nezbytné souvislosti se vznikem a trvanim zivota

a rozsifilo instrumentarium k jejimu studiu a vyuziti.
5.1. Terminologie [35-39]

Stereoizomery jsou latky, které se li§i v trojrozmérném uspoiadani atomu a skupin. Enantiomery
jsou stereoizomery, které jsou navzajem neztotoznitelnymi obrazy a predstavuji pary sloucenin,
které jsou k sob¢ orientovany jako leva a prava ruka. NeztotozZnitelnost objektu s jeho
zrcadlovym obrazem se nazyva chiralita, proto latky s touto vlastnosti ozna¢ujeme jako chiralni
(fecky chiros = ruka, dlaft). Enantiomery maji v podstaté identické fyzikalné-chemické vlastnosti,
proto je lze jen tézko separovat. Lisi se vSak v interakcich s rovinou polarizovaného svétla,
pfi¢emz plati, ze svétlo otaceji o stejnou hodnotu, ale opaénym smérem. Izomery otacejici svétlo
doprava se povazuji za pravotoCivé, s (+) afixem pied ndzvem. [zomery otacejici svétlo doleva
jsou levotoCivé, s (-) afixem. Racemicka smés, smés part izomerd 1:1, s nulovou optickou
otacivosti se oznacuje s () afixem. Toto oznaceni poskytuje tidaje o fyzikalnich vlastnostech,
neudava vSak informace o trojrozmérném uspoiadani ¢i absolutni konfiguraci molekuly. Opticka
otacivost je vysledek ,,ohmatani chirdlni struktury pomoci tzkého vytezu elektromagnetickych
interakcei, tedy zkoumani velmi zjednodusené. Navic, opticka otacivost neni nulova jen pro
ekvimolarni smés , ale €asto 1 pro jistou vinovou délku ¢i délky pouzitého linearné

polarizovaného elektromagnetického zateni.

Pokud struktura stereoizomeru jiz byla zjisténa, napt. pomoci rentgenové strukturni analyzy, tak
se pro vyjadieni konfigurace pouzivaji dva systémy. R/S sytém s pouzitim sekvencniho pravidla
nebo starsi D/L systém.

U sloucenin zajimavych z hlediska farmakologie je nejcastéjsi pfi¢inou chirality pfitomnost
¢tyifvazného uhliku v molekule, na ktery se vazi ¢tyfi rizné substituenty. Z pfitomnosti jednoho

chirdlniho centra vyplyva existence jednoho parti enantiomeri (n rznych chiralnich center

poskytuje 2" stereoizomert a poloviéni podet parti enantiomert).
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Izomery, které nejsou zrcadlovymi obrazy, se nazyvaji diastereoizomery. Na rozdil od paru
enantiomert, diastereoizomery se lisi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi a teoreticky je mozné je

zcela separovat.

Enantiomery se mohou také lisit v rychlosti reakci nebo interakci s jinymi chiralnimi
molekulami, coz ma vyznam hlavn¢ v biologickém systému. Na molekulové urovni je ziva hmota
sloZzena z vysoko chiralnich biopolymert, napft. proteind, glykolipidii, polynukleotidii a

z monochiralnich prekurzorti L-aminokyselin a D-cukri. Vét$ina procest probihajici béhem
pusobeni lé¢iva vyzaduje interakce s chirdlnimi biomolekulami. Enzymy a receptory také velmi
Casto vykazuji stereochemickou preferenci jednoho ze dvou enantiomerd. Jiz Lehman v roce
1982 opublikoval teorii, Ze stereoselektivita piedstavovana farmakologickymi systémy je nejlepsi

dikaz toho, Ze receptory existuji a ze inkorporuji molekulové jednotky do aktivnich mist .

Ruizna biologicka aktivita byla pozorovana jiz v 19. stoleti, kdy Piutti v roce 1886 izoloval
enantiomery aminokyseliny asparaginu a zjistit, ze (+)-enantiomer ma sladkou chut’ zatimco (-)-
enantiomer je bez chuti. Rlizna farmakologicka aktivita enantiomert 1é¢iva byla dokézana na
zacatku minulého stoleti, kdy britsky farmakolog Artur R. Cushny demonstroval rozdily

Vv aktivitdch enantiomerli hyoscyaminu a epinefrinu. Za ti¢elem vysvétleni rozdild ve
farmakologické aktivité mezi enantiomery predstavili Easson a Stedman v roce 1933
trojrozmérny model mezi aktivnéjSim enantiomerem a jeho receptorem. Podle tohoto modelu
ucinnéjsi enantiomer se vaze na komplementarni misto receptoru minimalné tremi
intermolekularnimi vazbami, zatimco mén¢ u¢inny enantiomer muze interagovat pouze na dvou

mistech.

Rozdily ve farmakologické aktivité enantiomert daly podnét pro vznik dodate¢né
terminologie. Stereoizomer s vyssi aktivitou nebo afinitou k receptoru byl oznacen jako eutomer
a stereoizomer s nizsi aktivitou nebo afinitou je distomer. Pomér aktivit, endizmicky pomér, je

mirou stereoselektivity uvazovaného systému .

Stereodiferenciace se vyskytuje také béhem farmakokinetickych procesti [40] a je
vyznamna hlavné tam, kde 1é¢ivo interaguje s komplexem enzymti, napt. metabolické systémy
nebo systémy membranovych transportll. Stereochemie ma velky vyznam pro pasivni procesy,
zavislé na fyzikalné-chemickych vlastnostech (pKa, rozpustnost lipidii, velikost molekuly).

Takovym je napt. difuze ptes biologické membrany, piedstavujici nejcastéjsi mechanismus
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absorpce, distribuce a renélni exkrece. S ptihlédnutim na pouzivané parametry je velikost rozdila

mezi enantiomery ve farmakokinetice mensi nez ve farmakodynamice.
5.2. Farmakologické aspekty

Existuje relativné malo takovych 1é¢iv, kde by farmakologicka aktivita byla striktné€ vazana
pouze na jeden enantiomer a aktivita druhého enantiomeru by byla nulova. Ve vétsing piipadu se
enantiomery v ramci jejich aktivity od sebe lisi bud’ kvantitativné nebo kvalitativné. Je znamych
jen malo sloucenin, kde se pozadovany uc¢inek vztahuje pouze na jeden izomer a za ti¢inek

nezadouci nebo toxicky zodpovida pouze druhy izomer.

V nékterych piipadech mize byt farmakologicka aktivita par enantiomert natolik rozdilna, ze se
pro oba dva udéava rozdilna terapeutickd indikace. Napt. dextropropoxyfen se pouziva jako
analgetikum, zatim co jeho enantiomer levopropoxyfen se fadi mezi antitusika. Existuji také
dvojice enantiomert, které maji opacny Gcinek a vykazuji takové interakce, Ze pozorovana
aktivita neumoziiuje jasné vysvétleni probihajicich dé€ji. Derivat fenylpiperidinu, racemicky
picenadol, vykazuje analgetickou aktivitu a ptisobi jako parcialni agonista. Testovani
farmakologickych ucinki jednotlivych izomert vSak dokazalo analgetickou aktivitu jen u (+)-

enantiomeru; (-)-enantiomer je antagonista na tom samém receptoru [41,42].

Rozdily v piisobeni jednotlivych enantiomert se mohou vyuzit na ziskani latky s lepSim
terapeutickym profilem. Indakrinon je diuretikum vyvinuté na 1écbu hypertenze a kongestivniho
selhéni srdce. Podani racematu ¢lovéku ptisobi zvyseni sérové hladiny kyseliny mocové. Analyza
vlastnosti jednotlivych enantiomerd ukazala, Ze za diureticky efekt je zodpovédny R-enantiomer
a za efekt urikozuricky S-enantiomer. Po podani racematu je biologicky polocas (s)-indakrinonu
a jeho urikozurickd aktivita ptilis kratkd na to, aby zabranila pozorovanému zvyseni sérové
hladiny kyseliny mocové. Alternativou enantiomerniho slozeni 1é¢iva od poméru 1:1 zvySenim

koncentrace S-enantiomeru v poméru S:R na 4:1 vznika smés s urikozurickou aktivitou.
5.3. Racematy a enantiomery [37]

Odhaleni vyznamu rozdilu farmakologickych Gi¢inkii enantiomeri vyustilo v diskusi na téma
,racematy versus enantiomery“‘. Na pocatku tyto rozhovory probihaly pouze na akademické
urovni. Nékteti autofi zastavali nazor, Ze racematy jsou léciva obsahujici 50 % necistot, dalsi
tvrdili, Ze pouziti racematti je polyfarmacie a vlastnosti racemické smési jsou udavany vice

chemickymi neZ terapeutickymi kritérii.
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Vyhody spojené s pouZitim jednoho enantimeru jsou:

Y V V VYV

>

Meéné slozity, vice selektivni farmakologicky profil
Pravdépodobnost zlepseni terapeutického profilu

Mén¢ komplikovany farmakokineticky profil

Minimalizace pravdépodobnosti komplexnich interakci 1é¢iv

Jednodussi vztah mezi koncentraci 1é¢iva v plazmé a jeho G¢inkem

V soucasnosti jsou problémy spojené s chiralitou 1é¢iv pfehodnocovény, ale stale neni vyzadovan

vyvoj lé€iva slozeného z jediného enantiomeru a volba stereochemické formy musi byt ovétena

nejen chemicky, ale i preklinickym a klinickym testovanim. Dale je pro nova lé¢iva pozadovana

dostate¢né uc¢inna metoda pro kontrolu enantiomerni Cistoty. Pouze zhruba 25 % léCiv je

podavano ve forme ¢istého enantiomeru.

Vyhody spojené s pouZzitim racemické smési:

>

Individualni enantiomery jsou stechiometricky nestalé se sklonem k racemizaci in vivo

nebo in vitro
Ptiprava lé¢iva jako samostatného enantiomeru je komeréné¢ velmi nédkladna
Individualni enantiomery maji podobné farmakologické a toxikologické profily

Pokud je jeden izomer zndmy svoji absolutni neuc¢innosti, nebude dodate¢né zatézovat

organismus a nema vliv na farmakokinetické vlastnosti druhého izomeru

Pouziti racematti nebo neracemické smési izomerli vyvolava v urcitych piipadech vétsi

terapeuticky efekt neZ pfi pouZiti jednoho enantiomeru
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6. CHIRALNI SEPARACE

Smérnice pro vyvoj nového 1éciva jasn€ vyzaduji analytickou metodu pro kontrolu enantiomerni
Cistoty. Pro enantiomerni separaci lze vyuzit Sirokou Skalu metod na zédkladé chromatografickych
technik jako jsou vysokoucinna kapalinova chromatografie (HPLC), plynova chromatografie
(GC), superkriticka fluidni chromatografie (SFC) a tenkovrstevna chromatografie (TLC). Stejné
tak kapilarni elekroforéza (CE) a kapilarni elektrochromatografie (CEC) jsou uzitecné analytické

metody vhodné pro enantiomerni separaci [43].

Idealni zptisob ziskani ¢istych enantiomerti by mohla byt enantioselektivni syntéza. Ta bohuzel
neni vzdy prakticka a obvykle je zna¢né komplikovana a nakladnd. Proto je radé€ji pozadovana
separace racemické smési meziproduktu ¢i findlniho produktu. Kromé klasickych metod jako
jsou tvorba diastereomerniho paru pomoci opakované rekrystalizace nebo vyuziti
stereoselektivnich enzymii, chromatografické a elektroseparaéni techniky se stavaji stale vice
zadoucimi.

6.1. Kapilarni zénova elektroforéza

CZE je casto klasifikovana jako instrumentalni technika ptizptisobena potiebdm biochemickych a
biologickych analyz. Jeji vyuZiti pro chiralni separace, orientované hlavné na slouceniny

vyznamné ve farmacii, biologii a medicing, je vysoce lakavé [44].

Systematicky vyzkum chiralnich separaci pomoci modernich elektroforetickych metod, ITP a
CZE, zacal ptiblizné pied 20 lety. Béhem této casové periody bylo mnoho slouc¢enin schopnych
chiralniho rozliSeni racematl testovano, zaroven byl studovan zaklad chiralniho separa¢niho
procesu pomoci kapilarnich elektroforetickych metod a navrZen jeho matematicky popis. Rutinni
vyuziti CZE pro chiralni separace je jiZ mozné po dobu nékolika let a pocet publikaci o
praktickém vyuziti chirdlnich separaci vyrazné vzrista béhem poslednich let. Proto 1ze pocate¢ni
periodu vyzkumu chirélnich separaci pomoci kapilarnich elektroforetickych metod povaZovat za

ukoncenou [45,46].

Vyzkum pfimych chiralnich separaci pfedstavuje testovani vybranych vlastnosti chiralnich
selektorti a ovéfeni komplexacnich vlastnosti s rozdilnymi slouc¢eninami. Mnoho sloucenin mize
reagovat s chiralnimi slou¢eninami stereospecificky, a mnoho z nich také bylo testovano jako

chiralni selektory. Nicméné¢, pouze mala Cast z nich byla analyticky vhodn4 a pfijata do
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analytické praxe. Idealni chiralni selektor by mél rozlisit enantiomerni par s vysokou selektivitou.
Rozlisovaci proces by nemél zhorsit separacni u¢innost ani rychlost. Chiralni selektor musi byt
stabilni v systému, bez vzajemnych interakci se sténou kapilary a slozkami BGE a nem¢l by
ovlivitovat migraci achiralnich slozek vzorku. Také by mél byt cenové dostupny a nezatézovat
zivotni prostiedi. BohuZzel zadny z testovanych selektort nesplituje vSechny vise uvedené

pozadavky, ale pfiblizné€ polovina splituje vétSinu [47].
Chiralni separace pomoci CZE lze provést jednim ze tii nasledujicich zptisobu [48]:

»  tvorbou diastereoizomert - pfima separace pomoci chiralnich selektorti rozpusténych

V pracovnim elektrolytu.

»  tvorbou diastereoizomerti — pfima separace pomoci chirdlnich selektorti vazanych na

stacionarni fazi

»  pred kolonovou derivatizaci — nepfima separace v nechiralnim prostiedi diastereoizomert

vzniklych reakci s opticky Cistymi derivatizaénimi ¢inidly

V prvnich dvou ptipadech, dochazi ke tvorbé piechodnych diastereoizomert, pomoci

elektrostatickych a /nebo hydrofébnich mechanizmi. V ptipad¢ nepiimych separaci kovalentné
vazané derivaty jsou separovany pomoci MEKC. Derivatize mliZze pfedstavovat vyhodu u latek
Spatné detekovatelnych kdy problémy, chirdlni separace a nizka detekéni odezva, jsou vyfeseny

reakci s vhodnym derivatiza¢nim ¢inidlem.

Aplikace chiralnich selektort jako jsou cyklodextriny, soli zlu¢ovych kyselin, crown-ethery,
makrocyklicka antibiotika, proteiny, hepariny, dextriny, oligosacharidy a dal§i karbohydraty jsou
uvedeny v mnoha publikacich. Polymerizované surfaktanty a cyklodextriny jsou také pouzivany,

ale ne vzdy jsou vhodné. Souhrn aplikaci a sloZeni pufri je uveden v Tab. 2.

Jednozna¢na nadiazenost CZE nad LC pro chiralni separace je ddna cenou, rychlosti a

rozliSenim.
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Tabulka 2: Souhrn aplikaci chiralnich selektori.

Teoreticka Cast

Analyt BGE Literatura

Aminokyseliny 30 mM fosfatovy pufr, 10 mM | [49]
kyselina borita, pH= 7,0

Aminokyseliny, 25 mM boratovy pufr, 50 mM | [50]

dinitrobenzoyl fosfatovy pufr, 10% methanol,
pH=7,0

Aminy, primarni, aromatické | 50 mM fosfatovy pufr, pH= | [51]
2,2; 30 mM 18-crown-6

Adrenalin, noradrenalin, 50 mM fosfatovy pufr, 30 [53]

isoprenalin mM 2-hydroxypropyl- f-CD,
5 mM (2,6-di-o-methyl)- B-
CD,pH=29

Biperiden 50 mM fosfatovy pufr, 3% [52]
sulfatovany 3-CD, pH = 3,5

Caridopa 25 mM fosfatovy pufr, pH = [54]
2,5; 20 mM HDAS- -CD

Kumarin 10 mM fosfatovy pufr, pH = [55]
7,2; 2,5 % Glucidex 2

Diltiazem 20 mM fosfatovy — boratovy | [56]
pufr, pH =7,0; 50 mM
taurodeoxycholat

Uniconazol 100 mM boratovy pufr, pH= | [57]

9; 100 mM SDS, 2 M
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mocovina, 50 mM y-CD, 5%
2-methyl-2-propanol

Epinefrin

10 mM Tris, 10 mM heptakis-
(2,6-Di-O-methyl)- B-CD

[58]

Ibuprofen

15 mM B-CD, 200 mM MES,
0,2% HEC, pH =4,5

[59]

Herbicidy

6 mM vankomycin, 75 mM
Britton-Robinson*, pH =5

[60]

Kyselina mandlova

50 mM fosfatovy puftr, pH =
7,0; 40 mM y-CD

[61]

Peptidy

5 mM 18 crown-6
tetrakarboxylat, 10 mM Tris-
citratovy pufr, pH = 2,5

[62]

Propranol

100 mM fosfatovy pufr, pH =
3 upraveno TEA, 15 mM
karboxymethyl- 3-CD

[63]

Salbutamol

1 M kyselina octova v
acetonitrilu, 60 mM (+)-S-

kaprosulfonat

[64]

Serin, FITC

100 mM SDS, 60 mM B-CD,
100 mM kyselina borita, pH =
9,2

[65]

Verapamil

60 mM fosfatovy pufr, pH =
2,5; 60 mM trimethyl- -CD

[66]

Warfarin

100 mM fosfatovy puftr, pH =

[67]
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8,35; 8 mM methyl- B-CD,
2% methanol

6.2. Chiralni selektory pouzivané pro pfimé separace racemickych smési

6.2.1. Cyklodextriny
Cyklodextriny jsou nejcastéji pouzivané chiralni selektrory v CZE. Prvni aplikace cyklodextrint
pouzitych pro chiralni separace na principu ITM byla popsana Snopkem [68]. Guttman pouzil 3-
CD inkorporovany do gelu [69] a Fanali publikoval prvni ¢lanek zabyvajici se vyuzitim
cyklodextrint v CZE [70]. Soucasné nékolik set publikaci se objevilo S popisem vyuziti
cyklodextrint jako chiralnich selektort v CZE a zhruba 800 slouéenin bylo rozliseno. Pomoci
riznych cyklodextrind byly uspé$né provedeny chiralni separace B-blokatort, sympatomimetik,
antipsychotik, antidepresiv, hypnotik, barbiturati, lokalnich anestetik, anti-epileptik,
antihypertensiv atd.

vvvvvv

Tato vlastnost umoziuje pouziti nabitych cyklodextrini v elektrokinetické chromatografii. Je
nutné pouzit dva rozdilné terminy pro CZE pouzivajici neutralni a nabité cyklodextriny. CZE
s neutralnimi cyklodextriny je béZn€ nazyvana CZE ve volném roztoku (FZCE=Free solution
capillary zone electrophoresis). Toto oznaéeni neni zcela spravné. Mobility enantiomerti dané
chiralni slou¢eniny jsou shodné ve volném roztoku, pracovnim elektrolytu bez chiralnich aditiv.
Pokud je do roztoku pfidan jakykoli chiralni selektor, nabity i neutralni, nelze tento roztok dale
nazyvat volnym. CZE s nabitymi cyklodextriny byla spravné pojmenovana podle Terabiho jako

kapilarni elektrokinetickd chromatografie [71].

Princip separace s nabitymi cyklodextriny spoc¢iva v rozdilné distribuci analytti mezi dvé
pseudofaze s rozdilnymi pohyblivostmi. Tento princip plati i pro CZE s neutralnimi
cyklodextriny, proto spravny naze pro oba médy CZE by mél byt kapilarni elektrokineticka
chromatografie (CEKC).

Pocet znamych kationtovych derivatl je mnohem vyssi nez aniontovych cyklodextrinovych
derivat. Nicméné vysoky pocet aniontovych derivatl je komeréné dostupnéjsi. Toto je mozna
jeden z dtivodu, pro¢ vyuziti aniontovych derivatd je mnohem $irs$i nez kationtovych.

Cyklodextrinové derivaty jsou syntetizovany nahodnou nebo selektivni substituci primarnich
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nebo hydroxylovych skupin s kationtovymi nebo aniontovymi, popf. obéma substituenty [72,73].
Nabité cyklodextrinové derivaty jsou intenzivné syntetizovany od roku 1960 za ucelem zvyseni
rozpustnosti cyklodextrind, hlavné B-CD ve vodnych roztocich [74]. Syntézu iontovych derivati
v letech 1982-83 shrnul ve vyborném piehledu Croft a Bartsch [75].

Nabité cyklodextrinové derivaty vyuzivané jako chiralni selektory pro CZE jsou komeréné
dostupné od Cyclolab (Budapest, Mad’arsko), Wacker Chemie (Mnichov, Némecko), Higuschi
Bioscience (Lawrence, Kansas) a dalSich spolecnosti. VétSina komercné dostupnych derivati je
smési ndhodné substituovanych komponent s rozdilnym stupném substituce. Detailni
charakterizace téchto derivati je kli¢ova pro validaci, optimalizaci a standardizaci chiralnich
separaci [76]. Bylo prokazano, ze chiralni rozliSovaci schopnosti cyklodextrinii s rozdilnymi

iontovymi substituenty mohou byt zcela opacné [77].

4

v CZE jsou [78]:

a) vykazuji vlastni elektroforetickou pohyblivost, kterda umoziuje jejich vyuziti v elektrokinetické

chromatografii pro separaci neutralnich slouc¢enin.

b) nabité cyklodextriny mohou vazat opacné nabité analyty silngji v disledku silngjsich
elektrostatickych interakci, které mohou podpofit samotnou separaci.
¢) tok nabitych derivatl proti opa¢né nabitym analytim umoznuje chirdlni separaci s extrémné
malym mnoZstvim chiralniho selektoru.
d) zénova enantioseparace v protiproudovém toku, kdy zony chiralniho selektoru a analytu
migruji v opa¢ném sméru, muze byt provedena pouze s nabitymi cyklodextriny.

6.2.1.1. Neutralni cyklodextrinové derivaty

Siroka skupina neutralnich derivatt cyklodextrinii zahrnuje cyklodextriny jako je heptakis-O-
methyl CD (M-CD), heptakis (2,6-di-O-methyl CD (DM-CD), heptakis (2,3,6-tri-O-methyl) CD,
hydroxyethyl-CD (HE-CD) a hydroxypropyl-CD (HP-CD). Tyto cyklodextriny byly
syntetizovany a aplikovany na Sirokou skalu slouc¢enin [79].

Vétsina CD derivati predstavuje smés rozdilnych produkt vykazujicich rozdilny substitucni

vzory, proto je velice ¢asto obtizné separace reprodukovat. Proto nékteré skupiny izoluji
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jednotlivé izomery nebo syntetizuji selektivné substituované derivaty. Kysela 1éCiva se silnéji

komplexuji pii nizsi koncentraci CD nez bazické analyty.
6.2.1.2. Negativné nabité cyklodextriny

Aniontové cyklodextrinové derivaty jako jsou CM-B-CD, CE- B-CD, Succ- B-CD, SBE- 3-CD,
SEE- B-CD [80,81], sulfatované a fosfatované derivaty cyklodextrinli jsou pouzivany pro chiralni
separace kationtovych, neutralnich a dokonce i aniontovych sloucenin. Schmitt a Engelhardt
studovali vliv aniontovych cyklodextrin na chiralni separaci kationtovych a neutralnich
slou€enin pomoci povlecené kapilary pfi rozdilnych hodnotach pH. Pfi hodnoté pH nizsi nez 4,
karboxylova skupina neni nabita a chova se jako pseudostacionarni faze. Zatimco pii pH > 5
nabity CD ma svoji vlastni pohyblivost, migruje k anod¢, ¢imz umoznuje separaci nenabitych
analyti. Pfi nizké hodnoté pH cyklodextrinové derivaty nemaji ndboj a kationtové analyty
migruji ke katod€é. Zména nastane pti pH > 5, karboxylova skupina bude negativné nabita, dojde
K tvorb¢ iontového paru s analytem a nasledné jeho migraci k anodé (obraceni migra¢niho fadu
enantiomertl). Zmény migrac¢niho fadu enantiomert Ize také docilit obracenim EOF pouzitim
kvarternich amonnych bazi bud’ jako aditiv do pufru nebo na sténu kapilary [81]. Jeden zptisob
jak obratit elu¢ni fad enantiomeril je zména nenabitého CD na silné negativné nabity CD (SBE-
B-CD) s vyssi pohyblivosti nez prokazuje analyt. Druhy zptisob je pfechod z nizké hodnoty pH na
Vyssi, coz zméni pohyblivost jak selektoru tak analytu. Tieti zplisob zahrnuje zménu pH a

obréceni polarity.
6.2.1.3. Pozitivné nabité cyklodextriny

Kationtové cyklodextrinové derivaty se pouzivaji pro chiralni separace kyselych a neutralnich
sloucenin. Polykationtovy cyklodextrinovy derivat; heptakis-(6-hydroxyethylamino-6-deoxy)-p-
CD) vyvinul Keefe [82,83] a aplikoval na kyselé slouc¢eniny jako jsou napt. DNS-AAs. Chiralni
separaci téchto kyselin se také zabyval Terabe, ktery aplikoval pro dosazeni usp€sné separace
cyklodextrinovy derivat mono(6--aminoethylamino-6-deoxy)-p-CD [85,86]. Cyklodextrinové
derivaty obsahujici kvartérni amoniovou skupinu maji urcité vyhody. Jejich elektroforeticka
mobilita neni zavisla na pH. Separace kyselych enantiomert Ize dosdhnout jiz pii nizkych
koncentracich selektoru diky tvorbé silnych iontovych interakci. Vyuziti kvartérni amonné soli -
CD pro separaci analogt kyseliny mandlové publikoval Chankvetadze v roce 1996 [84]. 6-
methylamino-B-CD a heptamethylamino- B-CD byly testovany jako vhodné chiralni selektory pro
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separaci derivati hydroxykyselin a nékterych aniontovych a kationtovych 1é¢iv [87]. Obraceni
migra¢niho fadu enantiomert se podafilo u kyseliny fenyloctové zdménou potazené kapilary za

nepotazenou [87].

6.2.2. Crown-ethery

Jedna se o syntetické makrocyklické polyethery [88]. Jejich cyklické struktura je tvofena
ethylenovymi skupinami vdzanymi na etherové mustky. Schopnost crown-ethert pfijmout
(hostit) ionty byla nalezena jak pro kovy alkalickych zemin, alkalické kovy a amonné ionty, tak
pro organické kationty odvozené z primarnich aminti [89]. Crown-ether vytvaii s analyty inkluzni
komplexy pomoci dip6él-dipdlovych interakci a vodikovych vazeb mezi karboxylovymi
skupinami selektoru a polarnimi skupinami analytu. Siln¢ komplexujici draselné a amonné ionty
proto nesmé&ji byt obsazeny v BGE z diivodu jejich komplexace se separovanymi analyty. Béhem
prvni periody vyzkumu crown-etherti [90], stanoveni enantiomerni ¢istoty 5,6-dihydroxy-2-
aminotetralinu [91] a chirdlni separace aminokyselin [92] pomoci crown-etherti byly popsany
b&hem poslednich 10 let. Pouze jeden crown ether se pouziva v chirdlni CZE. Jde o 18-crown-6-

tetrakarboxylovou kyselinu (18 C6H4), kteréa se vyuziva pro chiralni separace aminokyselin.

6.2.3. Linearni polysacharidy

Linearni oligo- a polysacharidy se skladaji z cyklickych hex6z vzajemné propojenych do

linedrnich fetézcl. Pouze ve vodé rozpustné oligo- a polysacharidy jsou vhodné jako chiralni

selektory [93]. Chankvetadze ukazal, Ze ve vodé rozpustné, nativni polysacharidy jako je
amyloza a také derivatizované polysacharidy (metylceluldza, hydroxypropylceluloza a
karboxymethylamyl6za) mohou byt pouzity jako chirdlni selektory [94]. Jejich separacni systémy
vykazuji vysokou separacni ucinnost. Schopnost selektort rozlisit stérické rozdily analytii vzrista
S poctem hexdzovych jednotek v linedrnim fetézci [95]. Linearni oligo- a polysacharidy zacaly
byt testovany jako vhodné chiralni selektory na koci 20. stoleti a vzristajici pocet publikaci
svédci o vzristajicim zdjmu jejich aplikaci [96].

Z rozséhlé skupiny nenabitych ve vodé rozpustnych sacharidi pouze maltodextriny byly
prokazany jako ucinné chirdlni selektory [97]. Maltodextriny jsou definovany jako sacharidové
polymery skladajici se z D-gluk6zovych jednotek spojenych a-(1-4) vazbami. Komeréné

dostupné jsou ve form¢e smési ptipravenych kyselou nebo enzymovou hydrolyzou kukufi¢ného
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Skrobu. Rozdiln¢ interakce chiralnich analyti se spirdlovitymi jednotkami maltodextrinti se zdaji
byt zakladem jejich stereoselektivity [98]. Dextrin, dextran, laminarin a maltotridza byly
testovany jako selektory pro separaci deprivatizovanych monosacharidu (ribéza, xyldza, glukoza
a manodza). Pouze dextrin s glykosidickymi vazbami, charakteristickymi pro CD, vykazovala

enantioselektivitu.

Nabité linearni polysacharidy jsou také i¢inné chiralni selektory. Negativné nabité polysacharidy
(heparin, chondroitin, sulfatovany dextran) se pouzivaji pro chirdlni separace bazi [99]. Napf.
heparin byl vyuzit pro CZE separaci antihistaminik [100]. Pozitivné nabité polysacharidy, jako
diethylaminoethyldextran a aminoglykozidicka antibiotika (sulfat streptomycinu, sulfat

kanamycinu), nasly uplatnéni pfi separaci nékterych kyselych analytti [101].

Aminoglykosidy (kanamycin, fradiomycin a streptomycin) sloZené z pent6z a hex6z jsou
pozitivné nabité protonizovanymi primarnimi aminoskupinami. Byly testovany jako chirdlni
ptisady pro separaci meziproduktii diltiazemu [102]. Tyto linearni bazické polysacharidy jsou
klasifikovany jako antibiotika diky jejich farmaceutickym aktivitim. Nicméné je do této skupiny

chirdlnich selektorti nelze zahrnout, lisi se jak strukturou, tak i rozdilnou enantioselektivitou.

6.2.4. Afinitni chiralni selektory

Do této skupiny patii chirdlni selektory typu polypeptidi, proteini, glykoproteinti a biopolymert.
Biochemicky piedstavuji vysoce heterogenni skupinu slouc¢enin. Enantioselektivita znaéné zavisi
na slozitém prostorovém uspotradani biopolymeri - konformaci [103,104]. Chemické slozeni
separa¢niho systému (pH, teplota, napéti atd.) ovliviiuje konformaci selektoru a tim i selektivitu
celého systému. Prostorova proménlivost afinitnich chirdlnich selektort je zodpovédna za mnoho
nekompatibilnich a protichidnych vysledk, které jsou uvedeny jak v chromatografickych, tak
elektroforetickych publikacich. Afinitni chiralni selektory byly testovany hned od pocatku
rozvoje chiralnich separaci. Nicméné pocet publikaci je nizky. Ve vétSiné z nich, publikovanych
v 80. letech, je interpretovana dobra separacni selektivita v kombinaci s nizkou separacni
ucinnosti separac¢niho systému. Béhem poslednich let nedoslo ke zlepSeni separacni ti€innosti

systémti obsahujicich afinitni chirdlni selektory [105,106].
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6.2.5. Makrocyklicka antibiotika

Z4dny z jiz popsanych selektori nesplituje dva zakladni poZzadavky kladené na chiralni selektory
— vysokou selektivitu pro Siroké spektrum sloucenin a vysokou ucinnost separa¢niho systému. Ze
vSech sloucenin, testovanych jako chiralni selektory pro CZE a HPLC, se antibiotika zdaji byt
velice slibna [107]. Makrocyklicka antibiotika jsou slouceniny biologického ptivodu, se stfedni
molekulovou hmotnosti a pomérné komplikovanou strukturou obsahujici makrocyklické kruhy a
spoustu funkcnich skupin. Makrocyklicka antibiotika testovana jako chirdlni selektory se déli do
dvou skupin. Jeden makrocyklicky kruh je charakteristicky pro rifamycin SV a rifamycin B,
slouceniny klasifikované jako ansamyciny. Specificky tvar tzv. ansa sloucenin je dan jejich
vlastni m aromatickym chromoférovym systémem rozdélenym alifatickym mustkem. Rifamycin
B se dvémi ionizovatelnymi skupinami (hodnota pKa je ptiblizn€ 2,8 a 6,7) dostatecné rozlisuje
bazické slouceniny [108,109]. Neutrdlni rifamycin separuje negativné nabité enantiomery [109] a
nékteré neutralni slouc¢eniny [109,110]. Ptidavek 10-40 % organickych modifikatorti (napf.
alkoholy s kratkym fetézcem) do BGE je nezbytny pro dosazeni uspé$né separace. Diky velkému
chromoforovému systému makrocyklicka antibiotika jsou Zluta v pevném stavu a ve vodném
roztoku absorbuji do 500 nm [109]. Proto je nutné zvolit pfi separaci s makrocyklickymi

antibiotiky bud’ neptimou detekci nebo detekci pti vyssich vinovych délkach (nad 350 nm).

Dalsi skupinou makrocyklickych antibiotik jsou glykopeptidy. Skladaji se z minimalné ze Ctyt
makrocyklickych kruht, tvofenych spojenymi amino kyselinami a substituovanymi fenoly. Jsou
na né vazany rozlicné sacharidové jednotky. Jejich pevna struktura s po¢tem chiralnich uhlikt
uvnitf, rozlicnymi makrocyklickymi kruhy, hydroféobnimi jednotkami a poctem rozli¢nych
funkc¢nich skupin jsou oblibené pro prostorové rozliSeni vzajemné piisobicich druhti. Diky
riznym kyselym a bazickym skupindm vlastni naboj v Sirokém rozmezi pH. Absorbance
glykopeptidovych antibiotik v UV oblasti siln¢ klesa s vinovou délkou na rozdil od tzv. ansa

sloucenin [111].

Glykopeptidova antibiotika jsou vysoce efektivni pfi chirdlnich separacich aniontovych
racemickych smési. Enantioselektivni schopnosti vankomycinu [111]., ristocetinu A [112] a
teikoplaninu [113] rozpusténych ve 100 mM fosfatovém pufru a pii pH v rozmezi 4-7 a jejich

aplikace byly popsany pro vice nez 100 chirdlnich slouc¢enin. Na zaklad¢ téchto studii je

-----
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odlisuje od vySe zminénych selektort diky své povrchové aktivité a nizké rozpustnosti ve
vodnych roztocich [114]. Vankomycin je komeréné dostupny ve formé Cisté slouceniny [115]. Je
schopen chiralni separace aniontt bez pfidavku organickych aditiv do bézn¢ pouzivanych
elektroforetickych pufra, které vykazuji vyssi stabilitu v porovnani s pufry obsahujici
cyklodextriny. Pti vyuziti MEKC s SDS vykazuje vankomycin dobrou rozliSovaci schopnost pro
rozdilna nenabita hydrofobni 1éciva a pesticidy. [116].

Makrocyklickd antibiotika splnuji pozadavky vysoké separacni selektivity a ucinnosti
Vv elektroforetickém systému. Nicméné testovani analyticky dilezitych vlastnosti jednotlivych

makrocyklickych antibiotik je nezbytné pro vyuziti jejich aplikacniho potencialu [117].
6.3. Pfimé separace ve dvoufazovém systému

V predchézejici casti byla popisovana separace pouze v roztoku. Separacni proces ale miize byt i
kombinovén s distribuci analytu mezi dvé rozdilné faze. Chiralni separace ve dvoufazovém
systému lze rozd¢lit na micelarni systém obsahujici chiralni selektor jak v roztoku, tak

v micelach. Dale chiralni selektor bud’ miize byt vazan na sténu kapilary nebo v granulované

formé muZe tvotit napln kapilar.

6.3.1. Micelarni systém
Micely jsou tvofeny nizkomolekularnimi slouceninami majici charakter detergentu. Ke tvorbé
micel dochazi pii prekroceni jejich CMC (kritické micelarni koncentrace). Chiralné efektivni
micely mohou byt tvofeny jednak samotnymi chirdlnimi slou¢eninami (napf. zlu¢ovymi
kyselinami) nebo mohou vznikat rozpusSténim chirdlnich selektori (napt. cyklodextrinii)
V micelach tvofenymi achiralnimi detergenty. Pro micelarni separace plati pravidlo pouzivani
nepovlecenych kiemennych kapilar. Nenabity CD migruje stejnou rychlosti jako EOF, ale
negativné nabité micely migruji opa¢nym smérem. Rozd¢leni hydrofobniho analytu mezi roztok,
CD a micely pak zptsobi retenci a tim separaci analytu [118]. MEKC s vysokou separa¢ni
ucinnosti, ktera je charakterizovana poctem teoretickych pater v rozmezi 100 000 — 500 000, je

vhodna pro chirélni typ separaci [119].

Zlugové kyseliny a jejich soli jsou nejvice pouzivané chiralni detergenty v MEKC. Jejich micely
separuji dansylové aminokyseliny [120], bazické slouceniny napt. 1-naftylethylamin [121],
bazicka 1éCiva napf. diltiazem [122], lokalni anestetika [123] a rizné aniontové a nenabité latky

[124]. ZlepSeni separace diastereoizomeri bylo dosazeno ptidanim B-CD k micelam tvofenym
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taurodeoxycholatem [125]. Pouzitim taurodeoxycholatu sodného s hydroxypropyl- B-CD nebo
ptidanim sulfobutylether- -cyklodextrinu k SDS micelam bylo dosazeno chiralni separace 22
prevazné bazickych sloucenin [126]. Efekt piidavku organiky na rozliSeni a elu¢ni fad separaci,
kombinujici SDS a cyklodextriny B a vy, byl testovan u separaci aminokyselin derivatizovanych

s 2-(9-anthryl)ethyl chloroformatem [127].

Soutézivost SDS micel a analytl o cyklodextrinovou kavitou se déje proti interakcim mezi
chiralnim selektorem a analytem, tedy proti chirdlnimu rozliseni [128]. Pfiznivy synergicky efekt
byl pozorovan u polymerizovanych chiralnich micel poly(podium-N-undecylen-D-vanilatu)
soucasné pouzitych s y-CD. Jeho pfi¢inou byla neexistence inkluzi polymeru do vy-

cyklodextrinové molekuly.

6.3.2. Elektrochromatograficky systém

Elektrochromatografické separace jsou zaloZené na spojeni kapalinové chromatografie a kapilarni
zonove elektroforézy. Zatimco HPLC vyuZiva ke generovani toku rozdilu tlaku, v kapilarni
elektrochromatografii (CEC) je pohyb kapalné mobilni faze zprostfedkovan elektrickym polem,
které zpisobuje EOF. CEC se pfi tom zachovava vyhody obou metod: vyssi Gi¢innost,
jednoduchost instrumentace, vyssi selektivitu a kapacitu kolony. K separaci analyti dochazi
pfevazné dvojim mechanismem. Elektroneutralni a ionizované latky jsou stejné jako

v chromatografii separovany na zaklad¢ rozdilnych interakci se staciondrni fazi, respektive na
zaklad¢ sitového efektu v piipadé gelové permeacni chromatografie. Latky ionizované se navic
pohybuji v elektrickém poli rychlosti danou jejich efektivnimi mobilitami, coZ také pfiSpiva

k vétsi selektivité vlastni separace [129].

Jak jiz bylo uvedeno, pohyb mobilni faze je dan EOF. U kapilarnich kolon pro CEC, plnénych
silikagelovymi mikrocasticemi, pfispiva k EOF kromé naboje stény kapilary také povrchovy
naboj ¢astic. U kolon polymernich a povrchové modifikovanych musi stacionarni faze pro tvorbu
EOF ve své struktufe obsahovat ionogenni skupiny, nebot’ povrchovy naboj kapilary je
eliminovan. Diky tomu, Ze EOF je generovan v celém objemu kapilary, je jeho rychlostni profil
témef pistovy, na rozdil od toku piisobeného rozdilem tlaku. Rychlost EOF pfitom téméf nezavisi
na pruméru kapilary. Dochéazi tim k menSimu rozmyvani zon analyzovanych latek, coz prispiva

Kk vyssi ucinnosti separace [130]. Linearni rychlost elektroosmotického toku veor lze vyjadiit

Hunterovou rovnici:
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6 * [(eo & RT)/(2 c FA]Y* * E

VEOF =
n

* €0 je permitivita vakua; er permitivita; ¢ koncentrace; 1 viskozita mobilni faze a E intenzita elektrického pole; o
nabojova hustota na povrchu rozhrani; F faradayova konstanta; R univerzalni plynova konstanta a T absolutni

teplota.

EOF tedy zavisi na mnoha faktorech, které mohou byt vyuZity pro optimalizaci vlastni separace

jak v CZE, tak i v CEC.

Obr. 6: Porovnani rychlostnich profili toku mobilni faze u napliovych kolon pro CEC a
HPLC.

CEC

6.4. Nevodna kapilarni elektroforéza (non-aqueous CE, NACE)

Nevodna rozpoustédla maji rizné vyhody s ohledem na rozpustnost chiralnich selektori nebo
vzorki a redukuji interakce s kapilarni sténou. Casto lze zvyseni selektivity ziskat pouZitim
nevodnych rozpoustédel. Rozdilné formy chemické rovnovahy ve vodném a nevodném systému
mohou vést k rozdilné selektivité. Slabé interakce, které se vodou prerusi, se mohou stat efektivni
V nevodném systému. Vys§i hodnota napéti mize byt aplikovana diky uvoliiovani mensiho
mnozstvi Joulova tepla a zplisobi zkraceni reten¢nich ¢asti. Nevodna rozpoustédla jsou také 1épe

kompatibilni s CE-MS spojenim nez vodné elektrolyty.
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6.5. Vyuziti izotachoforézy (ITP) a izoelektrické fokuzace (IE-F)

ITP byla prvni elektroseparacni technikou pouzitou pro chiralni separaci. Pouze minimum
specialnich aplikaci této techniky pro chiralni separaci se objevilo béhem poslednich let.
Kaniansky a kol. [131] popsali ITP systém pro preparativni izolaci a purifikaci enantiomeru.
Spojeni ITP-CZE aplikovéano na pfed-tipravu vzorku a naslednou chiralni separaci popsala

Dankova a kol. [132].

7. CYKLODEXTRINY — STRUKTURA A INTERAKCE

V soucasnosti nachazeji cyklodextriny (CD) vyznamné uplatnéni v praxi. CD jsou
nejpouzivanéj§imi chirdlnimi selektory pro separace enantiomert nizkomolekulovych latek
[133,134]. CD nachazeji vyuziti v simulacich nékterych bioprocest a pouZzivaji se jako
katalyzatory v organické syntéze [135]. Vyuzivaji se také jako soucast 1€Civ, potravinaiskych a
kosmetickych piipravki [136]. Ve vétsin€ uvedenych piipadech je dulezita jejich schopnost tvorit

inkluzni komplexy.

Tvorbu inkluznich komplext s hostujicimi latkami umoZiuje kavita CD, kterou u nejcastéji
pouzivanych CD tvofi Sest (a-CD), sedm (B-CD) nebo osm (y-CD) jednotek D-glukdzy navzajem
spojenych a-1,4-glykosidickymi vazbami [137]. Informace o tvorbé&, struktufe a stabilit¢ CD
komplexli vychéazi zeyména z vysledki RTG analyz [138], spektralnich metod (pfedev§im NMR),
a termodynamickych a kinetickych metod [139]. Informace o Cistoté a struktuie preparati CD je

mozné ziskat také pomoci vysokotc¢innych separacnich metod [140].
7.1. Interakce uplatnujici se pfi tvorbé inkluznich komplexu

Nekovalentni interakce, které ptispivaji k tvorbé inkluznich komplexti CD a které podminuji
jejich stechiometrii a stabilitu, se rozdéluji do dvou skupin: pfitazlivé van der Waalsovy a

disperzni sily. Spolu s nimi se uplatituji pti tvorbé komplext i odpudivé sily a stérické efekty.

Van der Waalsovy sily maji ptivod v interakcich dip6l-dip6l, dip6l indukovany dipol, piipadné
bodové coulombické interakce. Mezi nepolarnimi ¢astmi interagujicich molekul piisobi disperzni
sily (Londonovy sily). Elektrostatické interakce pochazeji od elektricky nabitych funkénich
skupin, které jsou lokalizovany hlavné na vnéjsi stran€ kavity. V disledku nerovnomérného

rozlozeni naboje v molekule CD (pfispévky primarnich a sekundarnich hydroxylovych skupin a
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glykozidického kysliku) je tato polarizace podél osy kavity [141]. V komplexu je dipdl hosta

antiparalelni k dipolu hostitele a diky tomu mtze molekula CD ménit tvar.

Stérické parametry a flexibilita a-, B- a y-CD tzce souvisi s pasem vodikovych vazeb podél
okraje sekundarnich hydroxylovych skupin. Derivatizaci téchto skupin je mozné u€inné ovlivnit
stérické parametry CD [139]. Tésné stérické uspotradani inkluzniho komplexu mé obvykle
nejvyssi stabilitu, protoze takto se efektivné uplatiiuji také disperzni sily na kratkou vzdalenost

nebo van der Waalsovy sily s krat§Sim dosahem, které jsou lokalizované ve vnitini stran¢ kavity.

Vyznam piispévku vodikovych vazeb k tvorbé komplextt CD souvisi s velkym poctem
kyslikovych atomt uplatiiujicich se ve funkci Lewisovych bazi a velkym poctem vodikovych
atomt hydroxylovych skupin, které se chovaji jako Lewisovy kyseliny (obr. 7). Vodikové vazby
zpravidla stabilizuji komplexy host-hostitel. Vodikové vazby hydroxylovych skupin CD

s molekulami rozpoustédla jsou konkuren¢ni viéi vodikovym vazbam v komplexech a obvykle
stanovuji rozpustnost CD a jejich komplext. Na rozdil od hydrofobnich interakei stabilita

vodikovych vazeb v inkluznich komplexech s rostouci teplotou klesa.

Hydrofobni interakce jsou zprostfedkovany hydrofobni ¢asti molekuly CD, coz ptedstavuje jeji
vnitini povrch (C-H skupiny). Pfedstavuji hnaci silu pro oddéleni nepolarni ¢asti molekuly hosta

od molekuly vody a jsou povazovany za klicové v mechanizmu inkluznich komplext [138].

Obr. 7: Interakce vodikovych vazeb typu O-D...O (tenké ¢ary) a C-H...O (bodové ¢ary)

Vv deuterovaném B-CD, komplexotvorné vazaném s ethanolem (EtOH) a 8 D,0.
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7.2. Usporadani a stabilita inkluznich komplext CD

Nejcastéjsi stechiometrické poméry host-hostitel v CD komplexech jsou 1:1. Stechiometrické
pomeéry 2:1, 1:2, 2:2 jako komplikovangjsi asocidly, bézn¢ doprovazeji prevladajici formu
komplexu (obr. 8) Vyssi stechiometrické poméry upiednostiuje také dimerizace CD

intermolekulovymi vodikovymi vazbami.

Asociované molekuly hostitele a hosta jsou vzdjemné orientovany tak, aby interakce mezi jejich
funkénimi skupinami byly komplementarni. Komplexy se stechiometrii mohou byt proto

usporadané v konfiguracich ,,head-to-head* nebo ,,head-to-tail“(obr. 8)

Uloha funkénich skupin: nabité a hydrofilni skupiny hosta (hydroxylova, amino a karboxylova
skupina) zlstavaji mimo CD kavitu i po penetraci jeho hydrofobni ¢asti do kavity a interaguji

s extern¢ orientovanymi skupinami CD nebo s molekulami vody (polarniho rozpoustédla).
Zvlaste fenolické a v mensi mife také hydroxylové skupiny nizsich alifatickych alkoholtt mohou
tvofit vodikové vazby uvnitt CD kavity (obr. 7-9). Nitroskupina na aromatickém jadie se mize
podilet na indukovanych elektrostatickych interakcich s CD. Hydrofobni vazb¢ se pfipisuje
asociace alkylovych fetézcti aminokyselin s vnitinim povrchem CD. Orientace n-alkylovych
derivatl benzenu v CD zévisi na délce fetézce. V1iv polohy substituentu aromatického jadra na
penetraci hostujici molekuly do CD kavity ilustruje obr. 9. Afinita hostujicich molekul k CD
zavisi také na jejich konformaci. Cyklické nasycené uhlovodiky (i vyssi derivaty cykloalkylt

jako C7) preferuji B-CD, zatim co acyklické upiednostnuji a-CD.

Obr. 8: Zavislost konfirmace hostitel-host od: a-velikosti CD kavity, b- polohy substituenta na
aromatickém jadie [geometrie komplexi 0-, m- a p- izomert kyseliny acetoxybenzoové s mono-

(6-triamonium-6-deoxy)-B-CD].

(CH, N+ (CHy) N+
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Enantioselektivni inkluzni kompletace: enantioselektivni rozliSeni zavisi na rozdilném umisténi
enantiomerti v CD kavité, pii¢emz se pfi stabilizaci diastercomernich komplexti mohou uplatnit
rozdilné interakce. Pro enantiomerni rozliseni je nevyhnutelné, aby hostitelska molekula byla

v kontaktu s pfinejmensim tfemi vazebnymi misty hostujici molekuly. Derivatizaci hostujicich a
hostitelskych molekul se do komplexotvorného mechanismu vnéseji nové interakce, ¢imz se
Casto dosahuji pozitivni zmény v enantioselektivité. ZlepSeni enantioselektivnich vlastnosti
derivatizovanych CD v porovnani s nativnimi mlZe byt interpretovano jako dusledek vétsich
moznosti konfirma¢nich zmén hostitelskych molekul indukovanych inkluzi. Tyto zmény zavisi

v

na flexibilité hostitelské molekuly a v ptipadé flexibilnéjSich molekul CD vedou k pfiznivéjSimu

v

usporadani molekuly hosta a k ptiznivéj$im energetickym pomériim vznikajicich komplexda.

Vliv prostiedi: zvySeni iontové sily zpravidla zeslabuje interakce i6n-i6n a i6n-dip6l a posiluje
hydrofobni interakce v komplexech host-hostitel. Opaény tcinek na hydrofobni interakce mayji
organicka rozpoustédla. Nutno vSak podotknout, Ze interakce molekul aromatického charakteru
s CD mohou byt organickym rozpoustédlem podpoteny [142]. Molekuly organickych
rozpoustédel mohou ptispét k interakci hosta s CD jako spoluhostujici molekuly, a to
prostiednictvim vodikovych vazeb C-H...O (obr. 7). Tyto vazby navic podminuji orientaci hosta

V kavité.

Obr. 9: Priklady prostorového usporadani CD komplexi v tuhém stavu: a- tvorba kanalka

(channel type), b- tvorba klicek (cage type).
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8. VYUZITiI CZE PRO CHIRALNIi SEPARACI

8.1. Chiralni separace rivastigminu ve farmaceutickych pripravcich pomoci

cyklodextrinem modifikované kapilarni zénové elektroforézy

Cilem této prace bylo vyvinout snadnou, cenové dostupnou a spolehlivou CZE metodu pro
chiralni separaci bazické slouceniny rivastigminu (RIV). Optimalizovana metoda byla aplikovana
pro kontrolu chiralni Cistoty komercniho 1é¢iva. Behem vyvoje metody byly testovany neutralni a
nabité CD-derivaty a sledovan efekt molekularni struktury RIV na jeho migra¢ni chovani. CZE

S negativné nabitymi cyklodextriny jako chirdlnimi selektory se piredpokladala byt vice efektivni

pii separaci racemické smési nez nativni -CD.

Obvykle jeden z enantiomert racemického 1é¢iva vykazuje kyzeny terapeuticky efekt nebo
jednotlivé enantiomery mohou vykazovat zcela odlisné farmakologické vlastnosti, popft. jeden
muze pusobit i toxicky. Na zakladé¢ téchto poznatkli doslo béhem vyvoje nového 1é¢iva

ke zptisnéni pravidel,.jehoz soucasti je vyzkum stereoizomerniho slozeni 1é¢iv a jejich
terapeuticky a toxikologicky efekt. Pouze vysoce biologicky aktivni enantiomery jsou pouZivany
pro vyrobu nové generace 1é¢iv. Bezpecnost chiralnich 1éCiv je spojena s kontrolou jejich chirani
Cistoty. Analytické metody jsou pozadovany pro stanoveni necistot u chiralnich 1é¢iv béhem

jednotlivych krok jejich vyroby.

CZE se stava silnou technikou jako alternativa viic¢i chirdlnim chromatografickym technikam.
CZE se svoji vysokou rozliSovaci silou hraje dtlezitou roli pfi chiralnich separacich 1é¢iv a
nabizi dilezité vyhody, jako kratka doba analyzy, flexibilita a nizka spotieba vzorkt a pufra.
Princip CZE je zalozen na rozdilné elektroforetické mobilit¢ analyt, kterd zavisi na velikosti
jejich naboje. Podobné jako u HPLC, se mohou pro chirdlni separaci vyuzivat specialni aditiva do
pracovniho pufru, jako jsou napt. cyklodextriny. K chirdlnimu rozliSeni pomoci CD komplexii

dochazi na zaklade rozdilné elektroforetické mobility komplext s analytem.

Rivastigmin je reversibilni a nekompetitivni acetylcholinesterazovy inhibitor druhé generace.
Struktura RIV je na obr. 10. Tato sloucenina také zvySuje cholinacetdtovou aktivitu, ktera
stimuluje syntézu acetylcholinu. RIV jako karbaméatovy derivat phyostigminu prokéazal ispéch

Vv 1écbé Alzheimerovy choroby. Pivodné byl syntetizovan jako racemickd smés, az pii pozdejSim
vyvoji byl oznacen vice G¢inny S (-) enantiomer. Koncentrace R-enantiomeru nutna pro redukci

acetylcholinesterazové aktivity je 10krat vyssi nez S-enantiomeru.
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Obr. 10: Struktura rivastigminu.
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Separace bazickych slouc¢enin miize byt provedena pomoci tii typtit CD-modifikované CZE.
Separace se nazyva ,,desionoselektivni pokud pouze nedisociovany enantiomer se kompletuje
selektivné s CD. Separace je ionoselektivni pokud ke komplexaci s CD dochézi pouze u
disociovanych enantiomert. Duoselektivni separaci nazyvame v piipad¢, kdy oba (disociovany a
nedisociovany) enantiomer vytvaieji komplex. Vyvoj metody pro chirdlni separaci bazickych
latek by m¢l byt nejdiive zaloZen na optimalizaci pH pracovniho pufru, typu a koncentraci CD.
Jakmile poc¢ateni podminky separace jsou stanoveny, dalsi zlepSeni separace (zkraceni doby
analyzy) lze dosahnout upravou hodnoty aplikovaného elektrického pole, teploty a délkou popt.

typem kapilary.

Kapilarni zénova elektroforéza P/ACE MDQ Beckman Coulter (USA) s detekénim systémem
DAD byla pouzita pro vyvoj chirdlni metody. Teplota zasobniku, ve kterém byla umisténa
separacni kolona, byla udrzovana na hodnoté 16 + 0,1 o°c pomoci kapalinového chladiciho
systému. Separace byla detekovéana pti 200 nm. Analyzator byl ovladan pomoci P/ACE Station
Softwarového vybaveni 32 KaretTM.

Bé&hem vyvoje metody byly pouZity dva typy kapilar pro sledovani zmén migra¢niho chovani

rivastigminu:
»  kiemenna kapilara o délce 60 cm x 50 pm i.d.
»  PAA povlecena kapilara s celkovou délkou 30 cm x 50 pm i.d.

Detekéni okno bylo vypaleno ve stejné vzdalenosti u obou kapilar, 10 cm od konce kapilary
(outletu). Pfedpoklad, Ze kvalita chiralni separace mize byt zlepSena modifikaci vnitiniho
povrchu kapilary, se potvrdil. Pouziti povlecenych kapildr minimalizuje absobrci analytu na sténu

kapilary a redukuje elektroosmoticky tok.
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Byl sledovan vliv typu a koncentrace CD na chiralni rozliSeni RIV. Pro chiralni selektor existuje
optimalni koncentrace, pii které enantiomerni par dosahuje nejvétsiho rozliSeni. Tato optimalni
koncentrace CD zévisi na vazebné sile mezi CD a analytem, takze slabé poutany analyt vyzaduje
obvykle vyssi koncentraci chiralniho selektoru. Diky slabé protonaci RIV v pracovnim
elektrolytu s kyselym pH, volna forma RIV bude migrovat ke katod¢. Z tohoto diivodu je ziejmé,
ze migreaci smérem k anodé bude zvySovat interakce mezi RIV a S--CD. Migraéni Cas je tedy

indikatorem sily interakce.

Chiralni separace na zékladni linii probihala v kapilare pokryté PAA o celkové délce 30cm
(efektivni délka 20 cm) a vnitinim priméru 50 um. Jako optimalni BGE byl pouzit 100mM
TRIS- fosfatovy pufr s pfidavkem 7 mM S-B-CD jako chiralni selektor, pH 2,5. Separace
probihala pfi teploté 18 C a napéti 20 kV. Enantiomery byly detekovany pii vinové délce 200 nm.
Celkova doba analyzy neptekrocila 8 min. Optimalizovana metoda byla validovana. Linearita
odezvy byla potvrzena prométenim zavislosti plochy piku na koncentraci kazdého enantiomeru
Vv kalibra¢nim rozmezi 5,0-500,0 uM a zhodnocena metodou linearni regrese (r=0,9994-,09995).
Opakovatelnost byla vyjadiena jako relativni standardni odchylka Rs a byla vypoctena z hodnot
ploch pikli a migraénich ¢asii jednotlivych enantiomert ziskanych béhem Sesti opakovanych
nastiikid. Detekéni limity enantiomera byly stanoveny jako koncentrace odpovidajici trojnasobku
pomeéru signalu k Sumu. Pti detek¢éni vinové délce 200 nm byl LOD 5 uM pro oba enantiomery a

LOQ 13 uM.

Metoda byla aplikovéna pro stanoveni S-RIV v 1é€ivém piipravku Exelon (kapsle). Citlivost
metody je dostacujici pro stanoveni limitovaného mnoZstvi R-enantiomeru jako nezadouci
necistoty (> 0,1%). Spravnost metody byla ovéfena technikou standardniho ptidavku. Hodnota
recovery ptidavku S-RIV (150,300 uM) se pohybovala v rozmezi 96-103 %. Ziskané valida¢ni
parametry prokazaly vhodnost vyvinuté metody pro stanoveni S-RIV a kontrolu chirélni ¢istoty

Vv [écivém piipravku Exelon. Podrobny popis a vysledky jsou uvedeny v piiloze 11.1.
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8.2. Stanoveni enantiomerni ¢istoty tamsulosinu pomoci kapilarni zénové
elektroforézy s pridavkem cyklodextrinu v kapilare pokryté

polyakrylamidem

Tamsulosin hydrochlorid (TH) se pouziva pti 1€cbé benigni prostaticka hyperplasie. TH je novy
antagonista alfa 1 A adrenoceptort, které zodpovidaji za relaxaci hladkého svalstva. V porovnani
S ostatnimi alfa antagonisty, TH ma vétsi specifitu vici alfa 1A receptortim a zaroven neovliviiuje
alfa receptory krevniho fecisté. Proto zplsobi hypotensi s mensi pravdépodobnosti nez jeho
analogy, jako je napft. prazosin. Struktura TH enantiomert je zobrazena na obr. 7. Pouze R-
izomer vykazuje vyznamny farmakologicky efekt. Proto vyvoj metody pro kontrolu ¢istoty hraje

klicovou roli pti dosazeni GispéSného vyvoje tohoto 1éku.

Obr. 11: Chemicka struktura tamsulosinu.
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Cilem této studie bylo vyvinout relativné rychlou a dostatecné ti¢cinnou metodu pro chiralni
separaci racemické smési TH za pouziti kombinace kapilary pokryté PAA a nabitého CD jako
chiralniho selektoru. Metoda musi byt dostate¢né citliva, aby bylo mozné stanovit stopové

mnozstvi nezadouciho enantiomeru.

vvvvvv

chirdlniho selektoru a jeho koncentrace. Optimalizace ostatnich experimentalnich podminek, jako
je druh a koncentrace pufru, pH, obsah modifikatort, teplota a separacni napéti také ptispivaji

k dosaZeni nejvyssiho rozliseni.

Pivodné cyklodextriny, ptedev§im B-CD, byly nejvice pouzivané selektory. Bohuzel originalni
3-CD ma omezenou rozpustnost ve vodnych pufrech. Aplikace CD byly zna¢né rozsifeny po
zavedenti jejich alkylovanych derivati do analytické praxe. Nékteré z téchto derivata vykazuji
lepsi rozpustnost v raznych pufrech a jsou selektivni pro vétsi pocet analytli nez originalni CD.

Neutralni CD se nemohou podilet na separaci neutralnich enantiomeri v bazickém prostiedi.
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Alesponi jeden z paru musi byt nabity. Nabity CD muze separovat stejné dobfe jak nabity tak
neutralni analyt. Pfi pouziti opacné nabitého CD a analytu muze i dokonce velmi mala selektivita
zpusobit rozliSeni na zakladni linii. Smér migrace komplexovaného a volného analytu je opacny.
Vétsina chirdlnich separaci bazickych enantiomerti vyuziva aniontovych derivati 3-CD

(sulfatovany nebo fosfatovany).

Chiralni separace racemické smési TH byla provedena v 100 mM fosfatovém pufru jehoz pH
bylo upraveno na hodnotu 2,5 pomoci TRIS. Jako chiralni selektor byl pouzit sulfatovany 3-CD o
koncentraci 1,7 mM. P#i optimalnich podminkach (teplota 18 °C a napéti 20 kV) bylo dosazeno
separace na zakladni linii béhem 12 minut. ZlepSeni rozliSeni a dosazeni lepsi opakovatelnosti

metody bylo docileno pouzitim kapilary pokryté PAA.

Linearita metody byla ovéfena proméfenim kalibracni zavislosti mezi koncentraci a odpovidajici
plochou piku kazdého enantiomeru v kalibracnim rozmezi 50,0 — 500,0 uM. Hodnoty
korelac¢nich koeficientt (0,9993-0,9996) potvrdily dobrou linearitu ve zvoleném rozsahu.
Ptesnost byla stanovena opakovanym nastfikem standardniho roztoku (n=6) kazdého
enantiomeru o koncentraci 250 uM a vyjadiena jako Rs v % pro hodnotu plochy piku a
retencniho Casu. Spravnost metody byla ovétfena technikou standardniho ptidavku R-TH a
recovery se pohybovalo v rozmezi 99-102%. Vysledky prokazaly, ze CZE metoda je snadna,
rychl4 a nenaro¢na pro stanoveni obsahu R-TH v HVLP Omnic (tobolky). Navic optimalizovana
metoda je vhodna pro rutinni kontrolu optické ¢istoty HVLP, pro stanoveni 0,1% S-TH v kratsi
dobé analyzy v porovnani s publikovanymi HPLC metodami. Podrobny popis a vysledky jsou
uvedeny v piiloze 11.2.
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8.3. Chiralni separace sibutraminu pomoci kapilarni zénové elektroforézy

Sibutramin byl piivodné vyvijen jako antidepresivum a az v prab¢hu klinickych studii byla
zachycena jeho schopnost snizovat t€lesnou hmotnost. Prodava se v racemické formé pod
obchodni znackou — Meridia®. Sibutramin v dasledku zpétného vychytavani serotoninu a
noradrenalinu pfiznivé upravuje pomér mezi piijmem a vydejem energie. Na jedné strané
navazuje pocit sytosti, ¢imz snizuje energeticky ptijem. Na druhé strané je sibutramin mirné
termogenni, ¢imz zmiriiuje pokles metabolismu obvykly pfi snizovani hmotnosti. Sibutramin
neovliviiuje receptory pro serotonin a dopamin a nema zadnou afinitu k cholinergnim, H1-
histaminovym a benzodiazepinovym receptorim. Na rozdil od fenfluraminu nezvysuje

uvoliovani serotoninu do synaptické Stérbiny.

Jako optimélni pracovni elektrolyt byl zvolen fosfatovy pufr, jehoz pH bylo upraveno na hodnotu
2,5 pomoci TRIS. Byl pozorovan vyrazny vliv druhu a koncentrace chiralniho selektoru na
ucinnost separace. Jako nejvhodnéjsi dle charakteru analytu se prokazal sulfatovany 3-CD o
koncentraci 1 mM. Tvorba inkluznich komplexti mezi enantiomery a CD je siln€ ovlivnéna nejen
hydrofobnimi interakcemi uvniti kavity CD, ale také vazbou mezi hydroxylovymi skupinami
umisténymi na okraji CD a substituovanymi skupinami na asymetrickém centru analysu. Z tohoto
ditvodu tvorba komplexu zéavisi na konformaci CD a na charakteru a velikosti hostujici molekuly

analytu.

Kromé vlivu chiralniho selektoru byl pti optimalizaci separacnich podminek sledovan také vliv
koncentrace BGE, vloZeného napéti a teploty na efektivitu separace. V elektrolytu optimalniho
sloZeni (100 mM fosfatovy pufr/TRIS; pH 2,5; 1mM sulfatovany B-CD), pfi optimalnim
nastaveni (15 kV, 18 °C) bylo dosazeno dokonalé separace racemické smési sibutraminu.

V tomto systému byly proméfeny zékladni validacni charakteristiky jako linearita, selektivita,
limit detekce a kvantifikace, piesnost a reprodukovatelnost a jejich hodnoty prokéazaly vhodnost
vyvinuté techniky pro rutinni kontrolu ptipravku Meridia. Podrobny popis problematiky viz

ptiloha 11.3.
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9. VYUZITi ELKTROMIGRACNICH METOD V ANALYZE LECIV A LATEK PRIRODNIHO
PUVODU

9.1. Stanoveni pindololu v 1é€ivych pfipravcich metodou kapilarni izotachoforézy
Pindolol (PI) je neselektivni B-blokator s vyzna¢nou vnitini sympatomimetickou aktivitou (ISA),
c0Z znamena, ze zejména pii vyssim davkovani zptsobi u€inky jako epinefrin (zvySeni tepové
frekvence, zvySeni krevniho tlaku, bronchodilatace), ale tyto i€¢inky jsou limitované. Pindolol
také vykazuje ucinky stabilizujici membranu podobné¢ jako quinidin. Piisobi na receptory
serotoninu v mozku (5-HT1A), ¢imz dochazi ke zvyseni postsynaptické koncentrace serotoninu.
Z hlediska chemického se jedna o latku bazického charakteru, prakticky nerozpustnou ve vode,

téZce rozpustnou v methanolu a rozpustnou v mineralnich kyselinach. Hodnota pKa pindololu je
8,8.

Obr. 12: Chemicka struktura pindololu.
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Cilem této prace bylo vypracovani ITP metody umoznujici stanoveni pindololu v monokompo-
nentnim farmaceutickém ptipravku Apo-Pindol tbl. Nedilnou soucasti prace je 1 vyhodnoceni

zakladnich validacnich parametrt.

Béhem optimalizace metody byly testovany dva elektrolytové systémy:

» 10 mM octan draselny / 10 mM kyselina octova jako LE (pH=4,7), 20 mM kyselina

mravenci jako TE,

» 10 mM pikolinat draselny / 10 mM kyselina pikolinovéa jako LE (pH=5,1) a 10 mM

kyselina mravenci jako TE.

Z hlediska tvaru ITP zony a délky analyzy byl vyhodnocen jako vhodnéjsi systém pikolinatovy.
Vzhledem k nerozpustnosti pindololu ve vodé a methanolu bylo nutné pindolol pievést na

rozpustnou stl pridavkem kyseliny chlorovodikové. Mnozstvi pfidavané kyseliny odpovidalo
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maximalné 20% nadbytku vzhledem ke stechiometrickému mnozstvi. Pfidavek vétSiho mnozstvi
kyseliny chlorovodikové vedl k destrukci molekuly pindololu a vzniku rozkladnych produktu,

které byly patrné na izotachoforeogramu.

Ve zvoleném systému byl také testovan ¢asovy a proudovy rezim analyzy. Jako optimalni
nastaveni byl zvolen separa¢ni proud 50 pA po dobu 800 s a detek¢ni proud 20 pA. Celkova

doba analyzy ¢inila 18 min.

Linearita metody byla testovana v kalibra¢nim rozmezi 20-200 mg/1 pti 6 koncentracnich
hladinach , kde ¢as t (s) priichodu zény pindololu pies detektor byl bran jako kvantitativni
parametr. Zavislost ¢asu na koncentraci pindololu byla zpracovana metodou linearni regrese a
vysoka hodnota korela¢niho koeficientu R=0,99979 signalizuje linearni zavislost v daném

kalibra¢nim rozmezi a analytickou stabilitu ITP z6n.

Pfesnost byla ur¢ena prométenim (n = 6) standardniho roztoku pindololu o koncentraci 80mg I
Relativni smérodatnéd odchylka Rs = 0,51 % odpovida standardné dosahovanym hodnotam pfi
ITP méfeni. Vzhledem k tomu, ze oficidlni 1ékopisnd metoda je potenciometricka titrace s 0,1 M
kyselinou chlorovodikovou, coz je zna¢né neselektivni metoda stanoveni a rovnéz placebo
nebylo k dispozici, byla spravnost metody uréena ptidavkem znamého mnozstvi standardu

k 1é¢ivému piipravku a vyjadiena v % jako vytéznost (recovery). Hodnoty vytéznosti pro
analyzované 1é¢ivo byly v rozmezi 97, 3-98,6 %. Opakovatelnost metody byla provedena
promé&fenim vzorkli HVLP pfipravenych samostatnym postupem (n = 6) a vyjadiena jako RSD
[%]. Selektivita metody je vyhovujici, pomocné latky obsazené v 1é¢ivém ptipravku, vzhledem

ke své vyssi pohyblivosti, nerusily stanoveni u¢inné latky.

Detailni popis metody a vysledky jsou uvedeny v ptiloze 11.4.
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9.2. Stanoveni acebutololu ve farmaceutickych pripravcich pomoci kapilarni

izotachoforézy

Cilem préce byla optimalizace a validace podminek pro ITP hodnoceni obsahu farmaceuticky
vyznamného B-blokatoru acebutololu v tabletach. Betablokatory predstavuji Sirokou skupinu
latek, které blokuji u¢inek noradrenalinu a adrenalinu na betaadrenergnich receptorech. Dle
afinity k jednotlivym subtypim beta-receptort, acebutolol patii mezi kardioselektivni [3-
blokatory se silnym hypertenznim a antiaritmickym efektem ZmenSenim spotieby kysliku
poskytuje ucinnou ochranu srdce pii jeho nedostatecném prokrveni. Acebutolol mé tzv. vnitini
sympatomometickou aktivitu (ISA) — je ¢asteCnym agonistou beta-receptort. Acebutolol je
pomérné mélo prozkoumany betablokator ve vztahu k podavani t¢hotnym zenam, ale klinické
studie potvrzuji, Ze se jedna o bezpecny a ucinny I€k, ktery mize byt podavan gravidnim zenam

s arteridlni hypertenzi.

Obr. 13: Chemicka struktura acebutololu.
OH
H
YN_JJ\ 0
] .
e
1

“NH
_ o

Hodnota pK, acebutololu 9,4, dana sekundarni alifatickou aminoskupinou, urcuje, ze acebutolol
ve vodném roztoku o hodnoté pH < 7,4 bude kompletné€ ionizovany. Acebutolol je pfitomen ve
farmaceutickych ptipravcich ve form¢ ionizovaného hydrochloridu, vhodného pro piimé ITP
stanoveni. V1iv koncentrace LE iontl (K™ nebo NH4+), druh protionu (acetat, pKa=4,76;
pikolinat, pKa =5,39 - vhodné pro ITP stanoveni organickych bazi), druh TE ionta [tii
aminokyseliny — B-alanin (BALA); e-aminokapronova kyselina (EACA); y-aminomaselna
kyselina (GABA)], stejné jako velikost separa¢niho a detekéniho proudu byl sledovan s ohledem
K ucinnosti separace, tvaru detekované ITP zony, citlivosti stanoveni a celkové doby trvani

analyzy.

Z téchto hledisek se ukazal jako optimalni elektrolytovy systém obsahujici 10 mM acetat

draselny a 10 mM kyselina octova (pH 4,65) [LE] a 10 mM BALA o pH~4 [TE].
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Vzhledem k pouziti univerzalni konduktometrické detekce byla délka ITP zony v sekundach (s)
brana jako kvantitativni parametr a kalibra¢ni zavislost vyjadfena jako funkce délky zony na
koncentraci analytu t=f [c (analyt)]. Linedrni rozsah pro stanoveni acebutololu byl ovéten

v rozmezi 0,46-4,6 MM ACE (Sest standardnich roztokli o rizné koncentraci, kazdy méien
ttikrat) s korelacnim koeficientem 0,9995. Opakovanou analyzou (n=6) standardnich roztoki
(0,42 2 0,98 mg. ml-1) byly zjistény RSD hodnoty 1,1 a 1,2 % coz indikuje dobrou
opakovatelnost ITP metody. Pro nedostupnost placeba a 1ékopisné metody byla spravnost
vysledkl ITP stanoveni acebutololu ovéfena technikou standardniho pfidavku a vyjadiena v %
jako vytéznost (recovery). Hodnoty vytéznosti byly v rozmezi 98,8-102,4% coz ukazuje na

vyhovujici spravnost optimalizované ITM metody.

Tato préace je néplni publikace, kterd je uvedena v ptiloze 11.5.
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9.3. Separace a stanoveni klotrimazolu, methylparabenu a propylparabenu

v lécivém pripravku micelarni elektrokinetikou chromatografii
O 0
CH
Cl /(j/lko/CHs /(j/[ko/\/ 3
< >7 N HO
C—N" N HO
\—/

Klotrimazol Methylparaben Propylparaben

Cilem této prace bylo vypracovani MEKC metody pro analyzu klotrimazolu, methylparabenu a

propylparabenu v 1é¢ivém ptipravku Clotrimazol HBF.

Klotrimazol je Sirokospektré antimykotikum, jehoz mechanismus G¢inku spoc¢iva v inhibici
syntézy ergosterolu. Klotrimazol je bily nebo slabé zluty krystalicky prasek, je prakticky
nerozpustny ve vodé, dobie rozpustny v lihu 96% a v dichlormethanu, téZce rozpustny v etheru.
Klotrimazol je bazicka latka s hodnotou pKa 6,12. Dle CL 2005 se klotrimazol stanovuje

nevodnou titraci kyselinou chloristou za vizualni indikace bodu ekvivalence.

Methylparaben a propylparaben se pouzivaji predevsim jako konzervacni latky. Methylparaben je
ve formé bilého krystalického prasku nebo bezbarvych krystall, propylparaben je bily krystalicky
prasek. Oba parabeny jsou velmi tézce rozpustné ve vode, snadno rozpustné v lihu 96% a

v methanolu. Stanovuji se acidobazickou titraci za potenciometrické indikace bodu ekvivalence.

Methylparaben i propylparaben maji hodnoty pKa 8.30 (methylparaben) a 8.23 (propylparaben).

Vzhledem k acidobazickym vlastnostem analyzovanych latek bylo nutné pouzit pro jejich
soucasné stanoveni metodu MEKC. Separace probihala v nepokryté kiemenné kapilafe o celkové
délce 60 cm (efektivni délka 50 cm) a vnitinim priméru 75 pm. Jako optiméalni BGE byl pouzit
15 mm fosfatovy pufr s pfidavkem 15 mm anionaktivniho surfaktantu SDS, pH 7.2. Mé&feni
probihalo pii teploté 25 °C a napéti 25 kV. Analyty byly detekovany pii vinové délce 212 nm.
Celkova doba analyzy neptekrocila 12 min. Optimalizovana metoda byla validovana. Linearita
odezvy detektoru byla potvrzena proméfenim zavislosti plochy piku na koncentraci analytli a

zhodnocena linearni regresi; validacni parametr pfesnost prométenim (n = 6) vzorkl o
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koncentraci 60 mg.I™ (methylparaben), 15 mg.l-1 (propylparaben) a 300 mg.I-1 (klotrimazol).
opakovatelnost ploch pikl a migracnich ¢ast byla vyjadiena jako Rg[%]. Detek¢ni limity analytii
byly stanoveny jako koncentrace analytu odpovidajici trojnasobku poméru signalu k Sumu.
Spravnost metody byla ovéiena jednak analyzou vzorku s pfidavkem standardni latky a vyjadiena
jako recovery [%] statistickym srovndnim vysledka predlozené metody s vysledky validované
HPLC metody. ziskané valida¢ni parametry prokazaly vhodnost vyvinuté metody pro analyzu

1é¢ivého piipravku Clotrimazol HBF. Podrobny popis metody je uveden v ptiloze 11.6.
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9.4. Stanoveni polyoltl v infuznich roztocich metodou kapilarni zénové

elektroforézy

V této praci byla vyuzita komplexujici schopnost boratu. Zaporné nabité komplexy s neutralnimi
polyoly vzniklé pfimo v separatnim médiu vykazovaly vlastni elektroforetickou pohyblivost a
tedy je bylo mozné separovat. S ohledem na nepfitomnost chromoforu v molekulach manitolu a
sorbitolu, byly tyto polyoly separovany pomoci CZE s neptimou detekci. Zakladem nepiimé
detekce je monitorovani UV signalu absorbujiciho spoluiontu zakladniho elektrolytu. Pii vstupu
neabsorbujiciho analytu do detekéni cely nastane snizeni monitorovaného signalu a zaznamenani
negativniho piku analytu. Pouze ionty s hodnotou mobility blizké mobilité spoluiontu BGE jsou
detekovany jako piky symetrické. Z tohoto diivodu je v praxi vhodné zvolit takovy UV
absorbujici spoluion, jehoz efektivni mobilita bude co mozna nejblizsi efektivni mobilité
separovanych polyolt, a ktery zaroven disponuje vysokym molarnim absorpénim koeficientem

pii dané vinové délce.

Nejlepsi vysledky byly ziskdny pii pouZiti 3-nitrobenzoatu jako spoluiontu v BGE. Optimalni
elektrolytovy systém se skladal z 50 mM boratového pufru (pH=9,3 upraveno pomoci TEA) + 10
mM 3-nitrobenzoatu. Kalibra¢ni zavislost byla proméfena v rozsahu 0,2-2 mg/ml pro oba
testované polyoly. Délka analyzy byla optimalizovana na 13 minut a separované analyty byly
detekovany pii hodnoté vinové délky 215 nm. Vypracovana metoda byla aplikovana na stanoveni
manitolu a sorbitolu v infuznich roztocich. Spravnost metody byla ovéfena paralelné provedenou
1ékopisnou metodou (jodometricka titrace) a vysledky obou metod byly statisticky porovnany

metodou Studentova t-testu.
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10. APLIKACE TZV. ,,STACKING“ EFEKTU V KAPILARNi ZONOVE ELEKTROFOREZE
10.1. Vyvoj stacking-CZE metody pro analyzu fenolickych kyselin
Byla vypracovéana metody kapilarni zénové elektroforézy s vyuzitim stacking techniky (Large-

volume sample stacking with polarity switching) k separaci a stanoveni osmi fenolickych kyselin

vV modelové smési a extraktu z rostlinné drogy Epilobium parviflorum

Fenolické kyseliny - aromatické rostlinné kyseliny jsou rozsifené sekundarni metabolity rostlin a

v

kyseliny chemotaxonomicky vyznam a farmakologické vlastnosti. Z téchto divodii ma analyza
téchto latek znany vyznam. VétSina aromatickych kyselin existuje jako derivaty kyseliny
benzoové nebo skotficové. Piedevsim jde o produkty rostlinnych pletiv, které ptispivaji ke vzniku
polymernich struktur taninu a ligninu. Mezi derivaty kyseliny benzoové patii kyselina syringova,
vanilova, gentisova; derivaty kyseliny skoficové jsou kyselina chlorogenova, ferulova, kavova, p-

kumarova a skoticova [143].
Derivaty kyseliny benzoové
Kyselina vanilova (pKa = 4,45) Kyselina syringova (pKa =4,33)  Kyselina gentisova (pKa = 3,01)

COOH COOH
COOH

MeO MeO
HO OH

HO HO OMe

Derivaty kyseliny skoricové

Kyselina skoficova (pKa =4,43)  Kyselina p-kumarova (pKa = 4,10)  Kyselina kavova (pKa = 4,04)
. _COOH /@N\COOH HO x_COOH
©/\/ - HOU\/

Kyselina ferulova (pKa = 4,04) Kyselina chlorogenova (pKa =3,96)
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HO_ COOH

MeODN\COOH o
OH
=
HO HO o)
OH
OH

Ve farmacii se pouziva nat’ vrbovky malokvété Epilobii herba. Drogu tvofi susena,

fezana kvetouci nat’ vrbovky malokvété, vrbovky horské, vrbovky chlumni a vrbovky

ruzove.

Studované analyty patii mezi urologika, antiflogistika a jeji terapeutické indikace jsou: obtize pfi
moceni pfi benigni hyperplazii prostaty, zanétu prostaty, zdnétlivd onemocnéni ledvin a
mocovych cest a drazdivy méchyt. Caj je uréen k adjuvantni 16¢b&, 1ze ho uZivat i preventivng.
Vrbovka malokvétd obsahuje komplex flavonoidi myricetinového (myricitrin), kemferolového a
kvercetinového typu, proanthocyanidiny, tiisloviny, steroly (zejména beta-sitosterol a jeho
estery) a triterpenové kyseliny (kyselina oleanolovéa a ursolova). Z latek fenolické povahy byly

dale identifikovany: kyselina protokatechova, chlorogenova, gentisova, ferulova, kavova, galova

a skoficova.

Utinek vrbovky je pfipisovan makrocyklickym tiislovinam (elagotaniniim) onotherinu A a B,
rozpustnym ve vode¢, které jsou schopny vyvolavat inhibici 5-alfa-reduktazy. Vyrazné se
podilejici na konverzi testosteronu na aktivnéjs§i DH-testosteron, jehoz komplex s receptorem se
vaze na DNA, aktivuje syntézu bilkovin a zvétSovani objemu prostaty. Droga obsahuje
pravdépodobné i dalsi latky s antiandrogennim a antiestrogennim G¢inkem. Flavony (myricitrin,
myricetin-3-O-beta glukuronid) maji antiflogisticky a antiedemat6zni ti¢inek, inhibuji syntézu
prostaglandint PG D2, PG E2 a PG I1. Antiedemat6zni u€inek myricitrinu a myricetinu jsou
srovnatelné s indometacinem. Nalev z drogy ma 1 mirn¢ antimikrobidlni G€inky. Droga ma
samostatny &lanek v Ceském farmaceutickém kodexu, je obsazena v 1é¢ivych piipravcich napt.
EPILOBIN PLANTA por. spc. dos., Leros s.r.o0., Praha; CR. VRBOVKOVA NAT por. spc.,
Megafyt-R s.r.o0., Vrané nad Vltavou, CR [144].
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Obr.14. Epilobium parviflorum (www.avicena.cz)

Predmétem této prace bylo vypracovani metody kapildrni zonové elektroforézy s vyuZzitim
stacking techniky k separaci a stanoveni osmi fenolickych kyselin v modelové smési a extraktu

z rostlinné drogy Epilobium parviflorum.

Optimalizace CZE v klasickém modu

Nejdtive bylo nutné nalézt vhodny elektrolytovy systém pro analyzu kyseliny skoficové,
kumarové, ferulové, syringové, kavove, gentisove, vanilové a chlorogenové, ve kterém by doslo
K jejich tplné separaci se symetrickymi piky a co nejvétsi plochou. Dale bylo nutné
optimalizovat proces zakoncentrovani velmi fedénych roztokl smési kyselin za pouZiti stacking
procedury s ptepnutim polarity. Cilem bylo zvysit citlivost analyzy a stanovit obsah kyselin

V rostlinném materialu.

Pro separaci byl zvolen alkalicky elektrolytovy systém na zakladé€ boratového pufru pro dosazeni
ionizace karboxylovych a fenolickych skupin separovanych kyselin a moZznosti zlepSeni separace
tvorbou komplex boratu s hydroxylovymi popt. fenolickymi skupinami. Efekt koncentrace
boratu, a-CD a methanolu byl testovan a jako nejvhodnéjsi BGE se ukézal systém 50 mM borat +
2% a-cyklodextrinu, pH = 9.0. V tomto elektrolytovém systému byly piky symetrické, rozdélené

na zakladni linii s pfijatelnou délkou analyzy a pedev§im umoziiovaly zakoncentrovavat matrici
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vzorku s nizkymi koncentracemi analytu v modu zakoncentrovani z velkého objemu vzorku s

pfepnuti polarity.

Optimalizace CZE analyzy s vyuzitim tzv. ,,stacking* techniky

Cilem bylo nalézt vhodny tlak, dobu nastfiku a ¢as ptfepnuti polarity za ucelem ziskat co nejvyssi
hodnotu odezvy detektoru a tim zvysit citlivost stanoveni. Jedna se o optimalizaci davkovani

objemu ziedéného roztoku vzorku a ,,fokuza¢niho kroku*. Princip techniky je uveden v kap. 4.1.,
Obr. 3.

Jako modelova latka byla zvolena kyselina skoficova s nejkrat§im migraénim ¢asem. Pro zvySeni
citlivosti metody byly optimalizovany doba a tlak néstfiku a doba pro zménu polarity (polarity
switching). Cas piepnuti polarity je v okamziku, kdy proud dosahne cca 95 % ptivodni hodnoty,

ktera byla naméfena pfi separaci pomoci klasické¢ CZE.

Bé&Zzny hydrodynamicky nastiik u klasické CZE je obvykle 6 sec pii tlaku 50 mBar. Pro
zakoncentrovaci techniku bylo nutno davkovani zvysit. Software pfistroje umozioval délku
nastfiku maximaln¢ 99 sec., tato hodnota byla brana jako konstantni. Zavislost zmény plochy

pikti na hodnoté tlaku byla sledovana v rozmezi 50-200 mBar.

Se zvySujicim tlakem nastfiku se prodlouzil ¢as ptepnuti polarity. Pfi hodnoté 200 mBar byl
prubéh proudu nekonstantni, plocha piku nebyla odectena. Nejlepsi vysledky byly ziskany pii
aplikaci 100mBar coZ odpovida objemu nastiiku zaujimajiciho 70 % objemu kapilary. K pfepnuti

polarity doslo v 1,8 minuté&.

Kalibra¢ni zavislost byla ziskana promeétenim péti standardnich roztokt kazdé stanovované
kyseliny v koncentraénim rozmezi 0,1-2,0 ug/ml za pouziti optimalizované metody. Jako
kvantitativni parametr byla zvolena plocha pikt. Plocha piki byla vyhodnocena automaticky
pocitacovym programem. Pro kazdou koncentraci byly provedeny tfi méfeni a pro vypocet
hodnoty korela¢nich koeficientll pomoci linearni regrese byl pouzit aritmeticky prumér. Hodnoty
korelacnich koeficientl (0,9982 — 0,9995) vykazuji linearni zavislost plochy pikli na koncentraci

ve zvoleném rozmezi.

Detek¢ni limit byl ur¢en analyzou latek ptislusné koncentrace odpovidajici poméru signalu

k Sumu s hodnotou 3. Nejnizsi limit vykazuje kyselina skoficova, p-kumarova, ferulova,
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gentisova a syringova (0,01 pg/ml). Vyssi detekéni limit ma kyselina kdvova a vanilova (0,02

ng/ml), nejvyssi kyselina chlorogenova (0,025 pg/ml).

Dostupné prace pouzivajici pro konvencni CZE kiemennou kapilaru uvadéji pro kyselinu p-
kumarovou detek¢éni limit 0,10 mg/ml [145]; 0,1 pg/ml (kapilara s primérem 75um 1.D.) [146],
ferulovou 0,16 mg/ml; 0,040 ug/ml, kavovou 0,13 mg/ml ; vanilovou 0,030 ug/ml a syringovou
0,2 mg/ml. Uvedené detek¢ni limity jsou vyS$si nez limity zjisténé optimalizovanou metodou
CZE s vyuzitim stacking techniky. Vys§i citlivost ma metoda i v porovnani s HPLC, kde
dosazené detekéni limity jsou rozmezi 0,029 - 0,416pg/ml [147].

Pro ovéteni opakovatelnosti ploch pikii a migracnich ¢asti bylo provedeno Sest méfeni pro danou
koncentraci. Hodnoty smérodatnych odchylek migra¢nich ¢asii nepiekrocily 2 % zatimco
smérodatné odchylky pro plochy piki dosahovaly hodnot niZSich nez 5 % s vyjimkou kyseliny
syringové (s; = 5,69 %).

Porovnanim korigovanych ploch pika (plocha pikii/migra¢ni €as) jednotlivych kyselin u klasické
CZE a CZE s vyuzitim stacking techniky bylo docileno v priiméru 40-ti ndsobného zvyseni ploch
pikti. V pracich ostatnich autorti je moZno naleznout udaje az o 100- ndsobném zakoncentrovani

[148], vétSinou vSak literatura uvadi 40-75- nasobné zvyseni citlivosti [147].
Podrobny popis a vysledky jsou uvedeny v piiloze 11.7.

Zvalidovana metoda byla aplikovédna na identifikaci a kvantifikaci vySe uvedenych fenolickych
kyselin v metabolickém extraktu vrbové nati. V extraktu byly prokazany kyseliny skoficova,
chlorogenova, kdvova a vanilova. Vysledky byly porovnany s publikovanou praci A. Hiermana a
spol., kteti v extraktu z Epilobium angustifolium identifikovali kromé jiz uvedenych latek také
kyselinu ferulovou a gentisovou. Extrakty uvedenych kyselin vSak byly ziskdny mnohem

analyze [143].

Kyvalitativni srovnédni je mozné s vysledky ziskanymi na katedfe analytické chemie,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, ktera se vénovala analyze vrbové naté pomoci on-line

kombinaci ITP-CZE, jak je uvedeno v Tab. 3.
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Tab. 3: Porovnani vysledkii ziskanych metodou stacking-CZE a ITP-CZE [149].

Kyselina Obsah (mg/g drogy)
CZE ITP-CZE
Skoficova 0,13 0,06
Chlorogenova | 0,34 NA
Kévova 0,27 0,65 (vyjadteno jako
kavova+gentisova)
Vanilova 0,29 NA
Kumarova 0,28
Ferulova 0,13

Zavérem lze konstatovat, Ze metoda CZE se zakoncentrovanim s vyuzitim pfepnuti polarity je

dostatecné citlivd a umoznuje analyzovat vybrané obsahové latky rostlinného matridlu bez

piedchozi izolace. Ve srovnani s metodou ITP-CZE ve dvoukolonovém uspotadani je

opakovatelnost vysledki prfedlozené CZE metody srovnatelna. Vyhodou CZE metody je doba

separace (do 20 min). Délka ITP-CZE analyzy ve dvoukolonovém uspofadani trva

Z pochopitelnych divoda déle (cca 40min). Ve srovnani s mobilni f4zi HPLC nejsou soucasti

zékladniho elektrolytu CZE organicka rozpoustédla (methanol, acetonitril) [147, 150] ¢imzZ se

metoda CZE stava ekonomicky a environmentalné ptijatelnou.
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12. ZAVER

Diserta¢ni prace predstavuje vysledky aplikaci elektroforetickych metod v analyze farmaceuticky
vyznamnych latek syntetického ptivodu, v matrici 1é¢ivého ptipravku nebo rostlinného ptivodu

v methanolickych extraktech z 1é¢ivych rostlin. Z elektromigracnich metod byly v praci vyuzity
kapilarni zonova elektroforéza, kapilarni izotachoforéza a micelarni elektrokineticka

chromatografie.

V teoretické Casti je nejvetsi prostor vénovan problematice chiralnich separaci v souladu s tim, ze
tézisté feSené problematiky disertacni prace spocivalo v této oblasti. Zejména CZE realizovana na
vysoce sofistikované instrumentaci predstavuje hlavni alternativu k stavajicim HPLC metoddm

V oblasti separace chiralnich 1éCiv, nebot’ moznost implementovat chiralni selektor do pracovniho

.....

rozliSeni enantiomerti a vyrazné snizuje cenu analyz.

Ve vysledkové ¢asti prvni tfi experimentalni prace (ptfiloha 11.1.-11.3.) ukazuji na mozZnost
pouziti kapildrni zonové elektroforézy ve farmaceutické analyze ke kontrole obsahu a
enantiomerni &istoty 16¢ivé latky. Uspé&sné separace racemickych smési rivastigminu, tamsulosinu
a sibutraminu, jejich stanoveni v HVLP a kontrola Cistoty ukazuji, ze vyvinuté, optimalizované a
validované CZE metody poskytuji ptesné a spravné vysledky. Relativné kratké ¢asy analyz,
pouziti vodnych pufri a komeréné dostupnych chiralnich selektor, jednoducha a rychla ptiprava
vzorkul a nizka spotieba jak vzorki tak pufrii predstavuji hlavni pfednosti CZE techniky jako

alternativni metody pro oblast chiralnich analyz k dominujicim HPLC technikam.

Simultanni stanoveni 1é¢ivé latky klotrimazolu a konzervancii methylparabenu a
propylparabenu v 1é¢ivém ptipravku Clotrimazol HBF (pfiloha 11.6.) ukédzalo moznost aplikace
MEKC s aniontovym surfaktantem SDS pro separaci latek s vlastnostmi baze (klotrimazol) a
slabé kyseliny (parabeny). Spravnost ziskanych vysledkl byla stejné jako u CZE metodik

hodnocena zjis§ténim parametru vytéznosti (recovery).

Dalsi ¢ast prace predstavujici dvé publikace (pfiloha 11. 4.-11.5.), které se zabyvaji
vyvojem a validaci podminek pro ITP hodnoceni obsahu vyznamnych B-blokatort se
sympatomimetickou aktivitou. Stanoveni pindololu v HVLP Apo-pindol a hodnoceni acebutololu
ve Ctyfech farmaceutickych ptipravcich ukazuji, ze vyvinuté a optimalizované ITP elektrolytové

systémy spolu s optimalni procedurou piipravy vzorku k analyze poskytuji ptesné a spravné
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vysledky i v delSim ¢asovém horizontu. Relativné kratké ¢asy analyz, pouziti vodnych pufri,
jednoduché a rychla ptiprava vzorki, univerzalni vodivostni detekce, levna a komeréné dostupna
instrumentace kapilarni izotachoforézy piedstavuji hlavni pfednosti této separacni techniky jako

alternativni metody pro HPLC stanoveni ve farmaceutické analyze.

Posledni ¢ast disertacni prace byla zaméfena na vyvoj a aplikaci CZE stacking metodiky pro
separaci a hodnoceni fenolickych kyselin v modelové smési a v extraktu z rostlinné drogy
Epilobium parviflorum. Vzorky byly davkovany ptimo do separacniho systému bez jakékoli
ptedchozi Gpravy. Jako prvni bylo nutné nalézt vhodny elektrolytovy systém pro separaci
modelové smési kyseliny skoficové, kumarové, ferulové, syringové, kavové, gentisové, vanilové
a chlorogenové a poté optimalizovat proces zakoncentrovani analytii do uzké zony s davkovanim
velkého objemu ziedéného roztoku vzorki a s pfepnutim polarity. Tato modifikovand CZE
metoda umoznila selektivni separaci analytii od balastnich komponent matrice a zvyseni citlivosti
CZE metody. Zvlastni pozornost byla vénovana volbé¢ tlaku, dob¢ nastiiku a ¢asu prepnuti
polarity. Vysledkem bylo nalezeni elektrolytového systému na zakladé boratového pufru

s vyraznym potencidlem pro selektivni a efektivni separaci rostlinnych fenolickych kyselin na
zaklade ionizace kyselych funk¢nich skupin separovanych kyselin a tvorbou boratovych
komplexti u o-dihydroxyderivati kyselin. Uvedena zakoncetrovavaci CZE technika umoziuje
analyzovat vybrané obsahové latky rostlinného materialu bez ptedchozi izolace, s dostate¢nou
citlivosti v porovnani s HPLC a kratsi dobou analyzy ve srovnani s ITP-CZE, provedenou

Vv konfiguraci dvou kapilar.
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13. SUMMARY

This thesis deals with the results of applications of electrophoretic methods in the separation and
determination of pharmaceutical important compounds of synthetic or herbal origin. In the
theoretic part, the classification of the capillary electrophoretic methods is presented. Capillary
zone electrophoresis, capillary izotachophoresis and micellar elektrokinetic chromatography were
used in this work. These electro-migration methods represent extremely potent separation

techniques.

The most of the theoretic part is devoted to the popular topic of chiral separations. Especially
CZE presents a competition to the HPLC methods in the area of chiral separations.
Implementation of a chiral selector into a background electrolyte enables more dynamic and
faster optimizing conditions used for chiral separation. That means better discrimination and

lower price of analysis.

In the result section the first three experimental works describe the application of CZE in
pharmaceutical analysis to control the content and optical purity of pharmaceutical active
compounds. Successful discriminations of racemic mixture of rivastigmine, tamsulosine and
sibutramine, their determination in HVLP and optical purity control, show that the developed,
optimized and validated CZE methods offer accurate and correct results. The main benefits of
CZE methods are high separation efficiency, short time of analysis, use of the aqueous buffers
and commercial available chiral selectors, easy and fast sample preparation and low consumption
of buffers and samples. According to the mentioned advantages, the CZE methods are good

alternative to the dominative HPLC techniques in the area of chiral separations.

MEKC allows separation of neutral, hydrophobic or water insoluble analytes. The technique was
used for the simultaneous determination of clotrimazol, methylparabene and propylparabene in

preparation Clotrimazol HBF with respect to the acid base properties of analytes.

Another part of this dissertation presents two issues dealing with the development of ITP
techniques as control-analytical methods for the selective determination of pharmaceutically
important compounds of chemical origin suitable for the quality control of bulk substances as

well as mass-produced dosage form. The determination of B-blockers pindolol and acebutolol in
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pharmaceuticals by ITP provided reliable results. The main advantages of ITP technique are

relatively short time of analysis, the use of aqueous buffers and low running costs.

The last part of this work was focused on the application of a stacking-CZE method used for the
separation and determination of phenolic acids in extract of Epilobium parviflorum. The samples
were injected directly into the separation system without any pre-treatment. The model mixture
contained cinnamic, gentisic, coumaric, ferulic, vanillic, syringic and caffeic acids. The
electrophoretic separation was optimized by large volume sample stacking with polarity
switching mode. This modified CZE method proved to be a powerful tool for sensitivity
enhancement in CZE analysis of selected aromatic acids. A 40-fold sensitivity enhancement has
attained for the quantitative analysis of extremely diluted analytes in low conductivity matrices.
The proposed method is intended for the identification and assay of the selected phenolic acids in

the methanolic extract of Herba epilobi.
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