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1. ⁄vod

Kapil·rna elektroforÈza je modernou analytickou separaË-
nou technikou, ktor· dnes preûÌva prudk˝ rozvoj. VÔaka dobre
prepracovanej teÛrii, mnoûstvu pracovn˝ch mÛdov, vysokej
˙Ëinnosti,  r˝chlosti anal˝zy, jednoduchÈmu  v˝voju metÛd
a dostupnosti automatizovan˝ch prÌstrojov na trhu nach·dza
svoje uplatnenie v rÙznych oblastiach aplik·ciÌ. PrÌkladmi
mÙûu byù jej pouûitia pri anal˝zach biomakromolek˙l ñ pro-
teÌnov, cukrov, oligonukleotidov,  restrikËn˝ch fragmentov
DNA (projekt Hugo zameran˝ na deöifrovanie æudskÈho geno-
mu), obsahu buniek Ëi ËastÌ vÌrusov, amÌnokyselÌn, organic-
k˝ch kyselÌn, lieËiv, vitamÌnov, potravin·rskych farieb, anor-
ganick˝ch iÛnov, pesticÌdov Ëi detergentov.

Jednou z oblastÌ analytickej chÈmie, v ktorej kapil·rna

elektroforÈza dnes v plnom rozsahu prezentuje svoje moûnos-
ti, je problematika separ·ciÌ chir·lnych l·tok. Separ·cie op-
ticky aktÌvnych zl˙ËenÌn maj˙ okrem l·kavÈho analytickÈho
problÈmu (enanciomÈry vykazuj˙ v achir·lnom prostredÌ to-
toûnÈ fyzik·lno-chemickÈ vlastnosti) i znaËn˝ praktick˝ v˝-
znam, pretoûe jednotlivÈ enanciomÈry chir·lnych zl˙ËenÌn vo
v‰Ëöine prÌpadov vykazuj˙ znaËne odliönÈ farmakologickÈ,
toxikologickÈ Ëi pesticÌdne vlastnosti pri svojich interakci·ch
so ûiv˝mi ñ tj. chir·lnymi ñ systÈmami. Doposiaæ vöak p¯i
tvorbe analytick˝ch postupov separ·ciÌ konkrÈtnych chir·l-
nych zl˙ËenÌn prevl·da empirick˝ prÌstup spojen˝ ako s v˝be-
rom vhodnÈho chir·lneho Ëinidla, tak i s mnoûstvom nutn˝ch
krokov pri optimaliz·cii experiment·lnych parametrov.

Tento prehæadn˝ Ël·nok je venovan˝ problematike separ·ciÌ
chir·lnych l·tok metÛdami kapil·rnej elektroforÈzy. Vzhæa-
dom k tomu, ûe od roku 1988 neust·le narast· mnoûstvo
publikovan˝ch pr·c, prehæadn˝ch Ël·nkov1ñ30 ako i öpeci·l-
nych ËÌsel odborn˝ch Ëasopisov (napr. Electrophoresis 18
(1997), J. Chromatogr. 792 (1997).) vzùahuj˙cich sa k tomuto
problÈmu, je uveden˝ prehæad iba reprezentatÌvnym prierezom
rÙznych postupov a vybran˝ch aplik·ciÌ.

2. Separ·cie chir·lnych l·tok metÛdami
kapil·rnej elektroforÈzy

Separ·cie optick˝ch izomÈrov s˙ zaloûenÈ na interakci·ch
enanciomÈrov s chir·lnym selektorom (pred, alebo poËas se-
paraËnÈho procesu) za tvorby diastereoizomÈrnych komple-
xov lÌöiacich sa vo svojich fyzik·lno-chemick˝ch vlastnos-
tiach. Rozdiely vo fyzik·lno-chemick˝ch vlastnostiach sa vy-
uûÌvaj˙ k ovplyvneniu rozdielov vo v˝sledn˝ch efektÌvnych
pohyblivostiach enanciomÈrneho p·ru. TeÛria diskrimin·cie
chir·lnych l·tok je zaloûen· na predstave minim·lne trojbo-
dovej interakcie enanciomÈrov s chir·lnym selektorom31, pri-
Ëom minim·lne jedna z t˝chto interakciÌ musÌ byù stereoche-
micky definovan·32.

Transform·cia enanciomerickÈho p·ru na stabilnÈ diaste-
reoizomÈry derivatiz·ciou s chir·lnym selektorom pred vlast-
nou separ·ciou v achir·lnom prostredÌ je princÌpom tzv. ne-
priamych metÛd anal˝zy chir·lnych l·tok. V˝hodou tohoto
postupu je znaËn· flexibilita vo voæbe elektroforetick˝ch se-
paraËn˝ch podmienok a moûnosù znÌûenia detekËnÈho limitu
analyzovan˝ch l·tok. Nev˝hody spoËÌvaj˙ v nutnosti valid·-
cie derivatizaËnÈho kroku (v˝ùaûok reakcie, tvorba vedæajöÌch
produktov, moûnosù racemiz·cie, vplyv vzorkovej matrice),
v n·rokoch na Ëistotu chir·lnych selektorov urËen˝ch k deri-
vatiz·cii, v potrebe analytu vlastniù vhodnÈ funkËnÈ skupiny
schopnÈ reakcie s chir·lnym selektorom a v Ëasovej n·roËnosti
metÛdy. Pomocou tohoto postupu boli separovanÈ napr. enan-
ciomÈry amÌnokyselÌn derivatiz·ciou s Marfeyov˝m Ëinid-
lom33 (Nα-(2,4-dinitrofenyl-5-fluor)-L-alaninamid), s GITC
(cit.34) (2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-glukopyranozylizotiokya-
n·tom), methamfetamÌnu, amfetamÌnu a ich prekurzorovs GITC
(cit.35) Ëi deriv·ty tryptofanu s anhydridom kyseliny (+)-O,Oí-
-diacetyl-L-vÌnnej36.
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Priame metÛdy anal˝zy enanciomÈrov s˙ zaloûenÈ na ich
priamej separ·cii v chir·lnom prostredÌ. Chir·lny selektor je
prid·van˝ do z·kladnÈho elektrolytu37ñ88, inkorporovan˝ do
gÈlu48,89,90, naviazan˝ na nosiË91,92Ëi imobilizovan˝ na sten·ch
kapil·ry93ñ96. ZaujÌmavÈ moûnosti urËite prinesie pouûÌvanie
chir·ln˝ch Ñmonolitick˝ch kolÛnì97. JednotlivÈ enanciomÈry
s˙ diskriminovanÈ na z·klade tvorby rÙzne stabiln˝ch diaste-
reomÈrnych komplexov s chir·lnym selektorom. Tento postup
je dnes najËastejöie pouûÌvan˝, pretoûe eliminuje vöetky ne-
v˝hody spomÌnanÈ u nepriamych metÛd (nie je vyûadovan·
derivatiz·cia, Ëistota chir·lneho selektoru nie je dominantn·,
atd.).  UrËit· nev˝hoda  tohoto  postupu  spoËÌva  vo v˝bere
vhodnÈho chir·lneho selektoru.

PrincÌpy pouûÌvan˝ch priamych metÛd podæa typu pouûi-
tÈho chir·lneho selektoru a separaËnÈho mechanizmu spolu
s niektor˝mi aplik·ciami s˙ bliûöie diskutovanÈ v n·sleduj˙-
cich podkapitol·ch. Je si treba uvedomiù, ûe uvedenÈ rozdele-
nie selektorov podæa separaËnÈho mechanizmu nie je najpres-
nejöie, pretoûe v interakËnom mechanizme chir·lny selektor ñ
analyt sa Ëasto kombinuje viacero typov interakciÌ.

2 . 1 . M e c h a n i z m u s l i g a n d o v e j v ˝ m e n y

Enanciosepar·cia v˝menou ligandov je zaloûen· na tvor-
be koordinaËn˝ch komplexov pozost·vaj˙cich z centr·lneho
iÛnu tranzitnÈho kovu (napr. Cu2+, Ni2+, Zn2+, Co3+, Ö) a pri-
najmenöom dvoch chir·lnych bifunkËn˝ch ligandov (chir·l-
neho koselektoru a separovanÈho enanciomÈru). Tieto koor-
dinaËnÈ komplexy s˙ charakterizovanÈ svojÌmi konötantami
stability, ktorÈ s˙ z·vislÈ na geometrii a orient·cii ligandov
vznikaj˙cich tern·rnych komplexov, na vz·jomn˝ch interak-
ci·ch kr·tkeho dosahu koselektoru s jednotliv˝mi enancio-
mÈrmi a s˙ v˝znamne ovplyvÚovanÈ separaËn˝m prostredÌm
(zloûenÌm z·kladnÈho elektrolytu).

T˝mto postupom bolo v kapil·rnej elektroforÈze vykona-
n˝ch relatÌvne m·lo experimentov, pretoûe dvojica enancio-
mÈrov, ktor· m· byù separovan·, musÌ obsahovaù minim·lne
dve funkËnÈ skupiny schopnÈ poskytovaù elektrÛnov˝ p·r
centr·lnemu kovu (napr. amino- a karboxylov˙ Ëi hydroxy-
a karboxylov˙ skupinu). Navyöe stabilita vznikaj˙cich koor-
dinaËn˝ch komplexov kles· s narastaj˙cou poËetnosùou atÛ-
mov chel·tovÈho kruhu.

PrincÌp tvorby diastereomÈrnych kovov˝ch komplexov
bol vyuûit˝, podobne ako rovnak˝ princÌp v kvapalinovej
chromatografii, najm‰ pri anal˝zach enanciomÈrov amÌno-
kyselÌn (s Co3+-etylÈndiamÌnom v prostredÌ kyseliny (L)-(+)-
-vinnej98, Cu2+-(L)-hydroxyprolÌnom99), danzylderiv·tov amÌ-
nokyselÌn (pomocou Cu2+-L(D)-histidÌnu100,101, Cu2+-aspart·-
mu102, Cu2+-N,N-didecyl-L-alanÌnu103), dipeptidov obsahuj˙-
cich histidÌn (komplexy Zn2+)104, α-hydroxykyselÌn (s Cu2+-
-(L)-hydroxyprolÌnom105).

2 . 2 . T v o r b a i n k l ˙ z n y c h k o m p l e x o v

Podstata separ·ciÌ chir·lnych analytov pomocou tvorby
labiln˝ch inkl˙znych komplexov spoËÌva v rozdielnej afinite
jednotliv˝ch enanciomÈrov s rigÌdnym vn˙torn˝m prostredÌm
kavity chir·lneho selektoru a jeho okolia. Reprezentantmi
tejto skupiny chir·lnych selektorov s˙ najm‰ cyklodextrÌny
a deriv·ty crown etÈrov. Avöak v literat˙re sa objavuj˙ i Ôalöie
typy selektorov, ktorÈ aspoÚ ËiastoËne vyuûÌvaj˙ hosù-hosti-

telskÈ interakcie (napr. makrocyklickÈ antibiotik·39ñ41, kalixa-
reny42).

Zo öirokÈho spektra crown etÈrov bola k chir·lnym sepa-
r·ciam doposiaæ pouûit· iba [18]-crown-6-tetrakarboxylov·
kyselina, ktor· vÔaka rozmerom svojho kruhu vytv·ra s pro-
tonizovan˝mi prim·rnymi amÌnmi selektÌvne inkl˙zne kom-
plexy (interakcie medzi vodÌkov˝mi atÛmami amÌnoskupiny
s kyslÌkov˝mi atÛmami polyetÈrovÈho kruhu). TeÛria chir·l-
nej diskrimin·cie je zaloûen· na predstave, ûe ötyri karboxy-
lovÈ skupiny na crown etÈrovom kruhu vytv·raj˙ chir·lnu
bariÈru pre inkluduj˙ce sa enanciomÈrne molekuly, priËom sa
s˙Ëasne medzi nimi uplatÚuj˙ i interakcie kr·tkeho dosahu
(najm‰ elektrostatickÈ interakcie karboxylov˝ch skupÌn a vo-
dÌkovÈ mostÌky). Je zaujÌmavÈ, ûe so vzrastaj˙cou koncentr·-
ciou [18]-crown-6-tetrakarboxyklovej kyseliny v z·kladnom
elektrolyte doch·dza k lepöiemu rozlÌöeniu bez v˝znamnÈho
poklesu pohyblivostÌ analytov43. Enanciosepar·ciu mÙûu ne-
gatÌvne ovplyvÚovaù iÛny alkalick˝ch kovov prÌtomnÈ v sepa-
raËnom elektrolyte, pretoûe taktieû tvoria s crown etÈrmi kom-
plexy.

[18]-Crown-6-tetrakarboxyklov· kyselina bola ˙speöne
pouûit· pri separ·ci·ch niektor˝ch amÌnokyselÌn4,43,44, dipep-
tidov44, amÌnoalkoholov45 a ÔalöÌch zl˙ËenÌn maj˙cich prim·r-
nu amÌnoskupinu46. Synergick˝ ˙Ëinok α-cyklodextrÌnu a chi-
r·lneho crown etÈru bol pozorovan˝ pri separ·cii racemickÈho
tryptofanu4.

CyklodextrÌny v natÌvnom stave, alebo modifikovanÈ rÙz-
nymi Ëi uû ionizovateæn˝mi (sulfobutyl-, sukcinyl-, fosfo-,
karboxymetyl-, acetyl-, metylamÌno-, amÌnoetylamÌno-, Ö),
alebo neionizovateæn˝mi (hydroxypropyl-, metyl-, Ö) skupi-
nami patria medzi najpopul·rnejöie a najËastejöie pouûÌvanÈ
chir·lne selektory. CyklodextrÌny s˙ neutr·lne prÌrodnÈ cy-
klickÈ oligosacharidy maj˙ce tvar zrezanÈho kuûela. Ich rela-
tÌvne hydrofÛbna kavita s vysokou elektrÛnovou hustotou
umoûÚuje vytv·raù inkl˙zne komplexy s nepol·rnymi analyt-
mi (resp. ich skupinami) o vhodn˝ch rozmeroch. Objem kavity
variuje s poËtom glukÛzov˝ch jednotiek47. Enancioselektivita
cyklodextrÌnov je dan· asymetrick˝mi uhlÌkmi glukÛzy a hy-
droxylov˝mi skupinami prim·rnych a sekund·rnych alkoho-
lov na vstupn˝ch prstencoch48. Afinita cyklodextrÌnovej kavi-
ty k analytu vzrast· s jeho narastaj˙cou hydrofÛbicitou. Chi-
r·lny analyt mÙûe byù inkludovan˝ do kavity ˙plne, alebo
ËiastoËne, priËom vznikaj˙ci komplex je stabilizovan˝ inter-
akciami so sekund·rnymi hydroxylov˝mi skupinami glukÛzo-
v˝ch jednotiek, ktorÈ s˙ zodpovednÈ za enanciodiskrimin·ciu.
Stabilita vznikaj˙cich inkl˙znych komplexov spolu s efektÌv-
nymi pohyblivosùami jednotliv˝ch enanciomÈrov, a t˝m i v˝-
slednÈ chir·lne rozlÌöenie, s˙ ovplyvÚovanÈ mnoûstvom rÙzne
vyv·ûen˝ch experiment·lnych parametrov, ktor˝ch vplyv je
bliûöie diskutovan˝ v n·sleduj˙cich podkapitol·ch. Derivati-
z·ciou hydroxylov˝ch skupÌn doch·dza k zmene v molekul·r-
nej ötrukt˙re natÌvnych cyklodextrÌnov, Ëo sa n·sledne odr·ûa
napr. v zmene veækosti a hydrofÛbicity kavity, novej ponuke
stereoselektÌvnych  centier umoûÚuj˙cich Ôalöie interakcie,
alebo v ich solvat·cii Ëi stabilite. U β-cyklodextrÌnov sa na-
vyöe Ëasto zv˝öi ich rozpustnosù vo vodnom prostredÌ. Priaz-
niv˝m dÙsledkom chemickej modifik·cie najm‰ u β-cyklo-
dextrÌnov je v˝znamnÈ zv˝öenie selektivity separ·cie enan-
ciomÈrov49,50. NabitÈ deriv·ty cyklodextrÌnov Ôalej rozöiruj˙
moûnosti pouûitia t˝chto chir·lnych selektorov pre separ·ciu
analytov, ktorÈ sami nenes˙ vlastn˝ n·boj. Nov˝ rozmer do
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diskriminaËnÈho procesu separ·cie enanciomÈrov vn·öa pouûitie
β-cyklodextrÌnov˝ch oligomÈrov51ñ54, u ktor˝ch sa uplatÚuje
vplyv ich konform·cie63.

CyklodextrÌny pouûili ako chir·lne aditÌva v jednotliv˝ch
elektromigraËn˝ch technik·ch medzi prv˝mi Smolkov·-Keule-
mansov·106 (izotachoforÈza), Karger48 (gelov· elektroforÈza),
Terabe55, Fanali49 (kapil·rna zÛnov· elektroforÈza), Doba-
shi107, Terabe56 Nishi57 (micel·rna elektrokinetick· chromato-
grafia). Odvtedy bolo rÙznymi autormi analyzovanÈ nespoËet-
nÈ mnoûstvo enanciomÈrov fyziologicky v˝znamn˝ch l·tok
a leËiv58ñ63, amÌnokyselÌn64,65, aromatick˝ch hydroxykyse-
lÌn66, pesticÌdov67 atd. Mnoûstvo ÔalöÌch aplik·ciÌ je obsiah-
nut˝ch v prehæadn˝ch Ël·nkoch a publik·ci·ch7,8,11,14,15.

2 . 3 . A f i n i t n È i n t e r a k c i e

N·zov tejto podkapitoly nie je najpresnejöÌ, pretoûe afinit-
nÈ interakcie zahrÚuj˙ cel˝ rad interakciÌ, poËÌnaj˙c elektro-
statick˝mi, cez vodÌkovÈ v‰zby, hydrofÛbne interakcie a kon-
Ëiac naprÌklad inkl˙ziou. TermÌn ÑafinitnÈì bol prevzat˝ z n·-
zvu Ñafinitn· kapil·rna elektroforÈzaì68, ktor˝ sa pouûÌva pre
systÈmy obsahuj˙ce napr. proteÌny, alebo inÈ biomakromole-
kuly ako aditÌva.

N·sledne prezentovanÈ chir·lne selektory vykazuj˙ vo
svojich molekul·ch  enanciodiskriminaËnÈ centr·, ktorÈ s˙
definovanÈ konform·ciou t˝chto selektorov a s˙ vysokoselek-
tÌvne iba pre ten ktor˝ analyt (enanciomÈr). Tieto selektory s˙
v‰Ëöinou biologickÈho pÙvodu a maj˙ veækÈ mnoûstvo chir·l-
nych atÛmov v molekule. Ich pouûitie je odvodenÈ najm‰ od
ich transportn˝ch vlastnostÌ v ûiv˝ch organizmoch. V‰Ëöinou
ide o polymÈry pozost·vaj˙ce z chir·lnych monosacharidov
a amÌnokyselÌn.

ProteÌny tvoria jednu zo skupÌn chir·lnych biopolymÈr-
nych selektorov ˙speöne pouûit˝ch k separ·cii mnoûstva rÙz-
nych typov enanciomÈrov. Substr·tov· öpecifita proteÌnov
determinuj˙ca separaËn˙ selektivitu je vöak znaËne z·visl· na
pouûit˝ch experiment·lnych podmienkach (najm‰ na pH a zlo-
ûenÌ z·kladnÈho elektrolytu, resp. danej iÛnovej sile). Vzhæa-
dom k pomalej kinetike a nÌzkej kapacite proteÌn ñ ligando-
v˝ch interakciÌ s˙ obdrûanÈ pÌky öirokÈ a asymetrickÈ. UrËitou
nev˝hodou pouûitia proteÌnov vo vyööÌch koncentr·ci·ch je
i ich absorbancia v UV oblasti spektra. Navyöe, ich interakcie
so stenou kapil·ry v˝razne zniûuj˙ opakovatelnosù a reprodu-
kovateænosù meranÌ a Ëasto i negatÌvne ovplyvÚuj˙ v˝slednÈ
chir·lne rozlÌöenie. Z proteÌnov˝ch selektorov boli pouûitÈ
najm‰ sÈrovÈ albumÌny Ëi uû navz·jom zosieùovanÈ (kapil·rna
gelov· afinitn· elektroforÈza)69ñ71, alebo ako chir·lne aditÌ-
vum prid·vanÈ do z·kladn˝ch elektrolytov72,73, celobiohydro-
l·za74, avidÌn75 Ëi kyslÈ glykoproteÌny (orosomucoid, ovomu-
coid, Ö)75,76.

Line·rne sacharidy tvoria druh˙ skupinu biopolymÈrnych
selektorov, ktor· bola pouûit· pre enanciodiskrimin·ciu. Zo
öirokej skupiny vo vode rozpustn˝ch oligosacharidov boli
ako chir·lne selektory ˙speöne pouûitÈ zmesi maltodextrÌnov
(Maldex, Glucidex, Maltrin, mylÛza)77, dextran78 a heparÌn9.
NiektorÈ protonizovateænÈ enanciomÈrne lieËiv· (clenbuterol,
mianserin, verapamil, Ö) boli separovanÈ pomocou dextrÌn
sulfopropyletÈru79. ZaujÌmavÈ enantiodiskriminaËnÈ vlast-
nosti vykazuj˙ tieû chondroitÌnsulf·t A (cit.80), chondroitÌnsul-
f·t C (cit.81) Ëi curdlan (line·rny β-1,3-glukan)82 tvoriaci po
zahriatÌ stabiln˝ gel.

Jednu z najnovöÌch a veæmi sæubn˝ch skupÌn chir·lnych
selektorov tvoria makrocyklickÈ antibiotik·. PouûitÈ makro-
cyklickÈ antibiotik· vlastnia mnoûstvo stereogÈnnych centier
a funkËn˝ch skupÌn, ktorÈ s˙ vyuûiteænÈ pri enancioselekci·ch
(aromatickÈ skupiny, amidovÈ v‰zby, skupiny poskytuj˙ce
tvorbu vodÌkov˝ch v‰zieb, hydrofÛbne regiÛny, kavity, Ö).
Pomocou makrocyklick˝ch glykopeptidov˝ch antibiotÌk van-
komycÌnu83ñ86 a teikoplanÌnu87 bolo doposiaæ rozlÌöen˝ch cez
sto rÙznych racem·tov zahrÚuj˙cich nesteroidnÈ protiz·palo-
vÈ l·tky, antineoplastickÈ zl˙Ëeniny Ëi derivatizovanÈ amÌno-
kyseliny. K chir·lnemu rozlÌöeniu amÌnoalkoholov boli tieû
pouûitÈ antibiotik· rifamicÌnovÈho typu40, Ristocetin A (cit.88)
a Avoparcin108.

Z ÔalöÌch prÌrodn˝ch l·tok boli pre separ·ciu opticky
aktÌvnych zl˙ËenÌn pouûitÈ pozitÌvne nabit˝ ergotov˝ alkaloid
(+)-(5R,8S,10R)-1-allyl-tergurid109,110, cinchonov˝ alkaloid
quinin111 Ëi polymÈrny chitosan (deacetylovan˝ chitÌn)112.

2 . 4 . M i c e l · r n e s y s t È m y a m i k r o e m u l z i e

Pri separ·ci·ch opticky aktÌvnych l·tok pomocou micel·r-
nych systÈmov s˙ chir·lne centr· zodpovednÈ za enanciodis-
krimin·ciu v‰Ëöinou inkorporovanÈ v micel·ch. Tenzidy tvo-
riace micely Ëi mikroemulzie plnia obyËajne jednu z dvoch
funkciÌ ñ buÔ vytv·raj˙ vlastnÈ chir·lne micel·rne prostredie
Ëi uû zo samotn˝ch chir·lnych tenzidov, alebo z nechir·lnych
tenzidov zmieöan˝ch s chir·lnymi selektormi, ktorÈ s˙ v z·-
kladnom elektrolyte nerozpustnÈ, alebo m·lo ˙ËinnÈ (zmesnÈ
micely), alebo na druhej strane solubilizuj˙ a transportuj˙
neutr·lne Ëi nenabitÈ analyty v z·kladnom elektrolyte.

Medzi najËastejöie pouûÌvanÈ chir·lne tenzidy patria deri-
v·ty ûlËov˝ch kyselÌn (kyselina cholov·, deoxycholov·, tau-
rocholov· a taurodeoxycholov·). Mechanizmus ich chir·lnej
diskrimin·cie vöak nie je doposiaæ dostatoËne objasnen˝. Po-
mocou t˝chto chir·lnych tenzidov boli analyzovanÈ niektorÈ
danzylovanÈ amÌnokyseliny13,113 a lieËiv·114ñ117. œalöÌmi po-
uûÌvan˝mi chir·lnymi tenzidmi s˙ dodekanoylovÈ deriv·ty
niektor˝ch amÌnokyselÌn (L-valÌnu, L-alanÌnu, L-glutam·tu),
ktorÈ boli pouûitÈ pri separ·ci·ch enanciomÈrov derivatizova-
n˝ch amÌnokyselÌn107,118ñ122 Ëi cukrov123. Zv˝öenie selektivity
tohoto typu chir·lnych tenzidov sa docieli tvorbou zmesn˝ch
miciel s dodecylsulf·tom sodn˝m (SDS) (kombin·ciou elek-
trostatick˝ch a hydrofÛbnych interakciÌ s chir·lnymi centrami
a micel·rnym jadrom zmesnÈho systÈmu). Komicel·rne sys-
tÈmy SDS s digitonÌnom119,124 a SDS s niektor˝mi saponÌn-
mi125 (glycinrhizovou kyselinou Ëi β-escinom) boli pouûitÈ pri
anal˝ze deriv·tov amÌnokyselÌn. Tenzidy (najm‰ SDS) s˙
v˝znamn˝mi aditÌvami prid·van˝mi do z·kladnÈho elektroly-
tu pri enanciosepar·ci·ch pomocou γ-cyklodextrÌnov, kedy
okrem modifik·cie vn˙tra kavity plnia i solubilizaËn˙ a trans-
portn˙ funkciu. T˝mto zmesn˝m systÈmom boli separovanÈ
napr. enanciomÈry derivatizovan˝ch amÌnokyselÌn (SDS)126,127,
binaftylov128, niektor˝ch pyrethroidov (SDS)129, bupivakaÌnu
(hexadecyltrimetylamoniumbromid130). S˙Ëasne makrocyklic-
kÈ antibiotik· boli ˙speöne pouûitÈ v micel·rnych systÈmoch
s SDS22. TeikoplanÌn tvorÌ s·m agreg·ty, ktor˝ch prÌtomnosù
v elektrolyte enantiosepar·ciu skÙr zhoröuje87. Boli pouûi-
tÈ i zmesnÈ systÈmy cyklodextrÌnov s chir·lnymi tenzidmi
(taurodeoxychol·t) pre separ·cie danzylovan˝ch amÌnokyse-
lÌn131ñ133.

Mikroemulzie moûno zjednoduöene oznaËiù ako Ñmicel·r-
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ne systÈmy sveæmi vysok˝m agregaËn˝m ËÌslomì. S˙ preto
vhodnÈ predovöetk˝m pre separ·cie hydrofÛbnych zl˙ËenÌn.
Avöak öiröieho uplatnenia mikroemulznÈ systÈmy pre sepa-
r·cie opticky aktÌvnych l·tok nedosiahli. PrÌkladom pouûi-
tia mikroemulziÌ je separ·cia efedrÌnu pomocou lipofilnÈho
(2R,3R)-di-n-butylvÌnanu s butanolom a SDS134.

2 . 5 . I m o b i l i z o v a n È c h i r · l n e s y s t È m y

AlternatÌvou k priamemu prid·vaniu chir·lneho aditÌva do
z·kladnÈho elektrolytu je pouûitie imobilizovan˝ch chir·l-
n˝ch f·zÌ. Toto experiment·lne usporiadanie je sice sæubnÈ,
ale doposiaæ obtiaûne realizovateænÈ. Pouûitie tradiËn˝ch chi-
r·lnych HPLC stacion·rnych f·zÌ (β-cyklodextrÌnov˝ch91, gly-
koproteÌnov˝ch92, Ö), chir·lnych aditÌv navz·jom spolyme-
rizovan˝ch (allylkarbamoylovan˝ β-cyklodextrÌn s akrylami-
dom89, β-cyklodextrÌn s dextranom135, hov‰dzÌ sÈrov˝ albumÌn
s glutaraldehydom90, Ö) Ëi zosieùovan˝ch pomocou poly-
akrylamidov˝ch gÈlov (β-cyklodextrÌn48), alebo priamo vyvia-
zan˝ch na sten·ch kapil·ry (modifikovanÈ β-cyklodextrÌny93ñ96)
nenach·dza pri praktick˝ch elektrochromatografick˝ch enan-
ciosepar·ci·ch uplatnenie vzhæadom k problÈmom spojen˝m
najm‰ s ich prÌpravou (napr. gelovÈ matrice s˙ obtiaûne repro-
dukovateænÈ, maj˙ kr·tku dobu ûivotnosti, vytv·raj˙ sa bubli-
ny, Ö) a malou operaËnou flexibilitou. MoûnÈ rieöenie t˝chto
problÈmov by mohlo priniesù uû spomÌnanÈ zavedenie mono-
litov, alebo modifikovan˝ch line·rnych polymÈrov.

3. Ovplyvnenie separ·cie chir·lnych l·tok ñ
modely versus experiment

Separ·cia dvoch analytov v kapil·rnej elektroforÈze je
zaloûen· na rozdieloch v ich efektÌvnych elektroforetick˝ch
pohyblivostiach. Mierou ˙speönosti tejto separ·cie je rozlÌöe-
nie RS, ktorÈ je funkciou ˙Ëinnosti N a selektivity S (relatÌvne-
ho rozdielu v pohyblivostiach136) a mÙûe byù definovanÈ rov-
nicou (1)137

RS = (1)

kde ∆µ je rozdiel v efektÌvnych elektroforetick˝ch pohybli-
vostiach dvoch analytov, stredn· elektroforetick· pohybli-
vosù a µeo elektroosmotick· pohyblivosù.

SeparaËn· selektivita je ovplyvÚovan· navz·jom mnoû-
stvom experiment·lnych parametrov, priËom vplyv niekto-
r˝ch z nich sa d· takmer predpovedaù (pH, koncentr·cia chi-
r·lneho selektoru, teplota) a predpoveÔ u in˝ch je obtiaûna
(typ cyklodextrÌnu, typ a koncentr·cia z·kladnÈho elektrolytu
Ëi organickÈho aditÌva). Preto je potrebnÈ pri v˝voji metÛdy
separ·cie dan˝ch opticky aktÌvnych l·tok, Ëi pri testovanÌ
nov˝ch chir·lnych selektorov ötudovaù vplyv vöetk˝ch experi-
ment·lnych parametrov a n·jsù medzi nimi najvhodnejöÌ kom-
promis.

SystematickÈ öt˙dium vplyvu experiment·lnych parame-
trov na separaËn˙ selektivitu je zaloûenÈ buÔ na menenÌ hod-
nÙt jednoho parametru pri konötantnom zachovanÌ hodnÙt
ostatn˝ch parametrov (nevariaËnÈ postupy), alebo na s˙Ëas-
nom menenÌ viacer˝ch parametrov podæa urËitÈho algoritmu
(multivariaËnÈ postupy138 napr. metÛda ˙pln˝ch Ëi frakËn˝ch

faktori·lov (Plackettova-Burmanova)139, simplexov· metÛda,
mapovania prekryvu rozlÌöenia Ëi metÛda hlavn˝ch zloûiek).
V˝hodou multivariaËn˝ch postupov je podstatnÈ znÌûenie poËtu
experimentov a lepöia ötatistick· interpret·cia. Avöak postupy
meniace iba jeden parameter prin·öaj˙ lepöiu interpret·ciu
vplyvu danÈho parametru na enanciodiskriminaËn˝ proces.

3 . 1 . V p l y v e x p e r i m e n t · l n y c h
p a r a m e t r o v n a s e p a r · c i u
c h i r · l n y c h l · t o k

3.1.1. Vplyv typu a koncentr·cie pouûitÈho chir·lneho
selektoru

V˝ber vhodnÈho typu chir·lneho selektoru vych·dza z che-
mickej ötrukt˙ry analytu a v˝razne predurËuje ˙spÏönosù v˝-
slednÈho chir·lneho rozlÌöenia140,141. Aby mohlo dÙjsù k maxi-
m·lnemu rozvinutiu vöetk˝ch interakciÌ medzi analytom a chi-
r·lnym selektorom musia si obidvaja navz·jom maxim·lne
priestorovo vyhovovaù64. Toto vöeobecnÈ pravidlo moûno do-
kumentovaù na prÌklade β-cyklodextrÌnov. Ak porovn·me na-
tÌvne a derivatizovanÈ β-cyklodextrÌny, v˝hoda pouûitia mo-
difikovan˝ch β-cyklodextrÌnov spoËÌva okrem ich lepöej roz-
pustnosti tieû i vo variabilite objemu a geometrie kavity Ëi
ponuke stereoselektÌvnych interakciÌ dan˝ch rÙznorodosùou
substituentov. Zavedenie ionizovateænej skupiny do ötrukt˙ry
cyklodextrÌnu zvyöuje separaËn˙ selektivitu (predÂûenÌm ˙Ëin-
nej separaËnej dr·hy, ponukou elektrostatick˝ch interakciÌ).

Koncentr·cia  cyklodextrÌnov je dominantn˝m parame-
trom enancioselektivity. S narastaj˙cou koncentr·ciou cyklo-
dextrÌnov narast· viskozita z·kladnÈho elektrolytu, redukuje
sa elektroosmotick˝ tok a predlûuje doba anal˝zy. Vzhæadom
k tomu, ûe nie s˙ zn·me asociaËnÈ rovnov·ûne konötanty
inkl˙znych komplexov jednotliv˝ch enanciomÈrov, ani ich
elektroforetickÈ pohyblivosti, je nutnÈ t˙to optim·lnu koncen-
tr·ciu zistiù experiment·lne. UrËitÈ semiempirickÈ prÌstupy s˙
demonötrovanÈ v kapitole 3.2.

3.1.2. Vplyv zloûenia, koncentr·cie a pH z·kladnÈho
elektrolytu

Zloûenie z·kladnÈho elektrolytu, jeho koncentr·cia, pH
a iÛnov· sila v˝znamne ovplyvÚuj˙ ˙Ëinnosù (vplyv elektro-
disperzie, adsorbcie na steny kapil·ry, modifik·cie elektroos-
motickÈho toku142) i selektivitu (modifik·cia polarity prostre-
dia, hustoty n·boja analytov, interakciÌ analytov Ëi chir·lnych
selektorov s proti-iÛnmi143) v˝slednÈho chir·lneho rozlÌöenia.
pH ovplyvÚuje ioniz·ciu analytov i chir·lnych selektorov,
a t˝m d·va moûnosù (alebo naopak br·ni) vniku nov˝ch vz·-
jemn˝ch interakciÌ. Vzrast iÛnovej sily zvyöuje chir·lne rozlÌ-
öenie napr. v  cyklodextrÌnom modifikovan˝ch  systÈmoch,
pretoûe vzrastom hydrofilicity pufrovacieho systÈmu sa zin-
tenzivÚuj˙ hydrofÛbne interakcie medzi analytom a cyklodex-
trÌnovou kavitou65. K prÌprave z·kladn˝ch elektrolytov  je
vhodnÈ pouûÌvaù l·tky s nÌzkou vodivosùou141 (potlaËenie ge-
nerovania Joulovho tepla).

3.1.3. Vplyv prÌdavku organick˝ch aditÌv

PrÌdavok organick˝ch rozp˙öùadiel do z·kladnÈho elektro-
lytu v rÙznej miere modifikuje (zmenou rozpustnosti, solvat·-
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cie,  ioniz·cie)  vz·jomn˙ interakciu analytov a  chir·lnych
selektorov Ëi uû v pozitÌvnom144 alebo negatÌvnom zmysle
(solvataËn· stabiliz·cia iÛnov sa zmenöuje, kles· stupeÚ diso-
ci·cie, rozp˙öùadl· potlaËuj˙ tvorbu miciel). V prÌpade teiko-
planÌnu m· rozruöenie jeho agreg·tov (zv˝öenie kritickej mi-
cel·rnej koncentr·cie) prÌdavkom niekoæk˝ch percent aceto-
nitrilu za n·sledok zlepöenie enantioselektivity i separaËnej
˙Ëinnosti145. Pri pouûitÌ napr. proteÌnov˝ch chir·lnych selek-
torov mÙûe prÌdavok organickÈho aditÌva spÙsobiù zmenu kon-
form·cie a t˝m negatÌvne ovplyvniù enantiosepar·ciu. K ov-
plyvneniu interakËnÈho mechanizmu prispieva i zmena pola-
rity z·kladnÈho elektrolytu (pokles hydrofÛbnych interakciÌ).
Vplyv prÌdavku organick˝ch rozp˙öùadiel sa odr·ûa i v zmene
viskozity z·kladnÈho elektrolytu a zeta potenci·lu (pokles
elektroosmotickÈho toku). Vzhæadom ku komplexnosti zmien,
v˝sledn˝ efekt vplyvu organick˝ch rozp˙öùadiel na chir·lne
rozlÌöenie je podstatn˝ a musÌ byù experiment·lne optimali-
zovan˝.

Podobne i tenzidy pridanÈ do z·kladnÈho elektrolytu v˝-
znamne modifikuj˙ selektivitu systÈmu. SvojÌmi nepol·rnymi
Ëasùami molek˙l interaguj˙ napr. s kavitou cyklodextrÌnov
a s˙ùaûia s analytmi o jej v‰zbovÈ miesta130,146. Pravdepodobne
i pol·rne Ëasti tenzidov interaguj˙ s hydrofiln˝m povrchom
cyklodextrÌnov Ëo sa mÙûe odr·ûaù v modifik·cii stereoselek-
tÌvnych interakciÌ na vstupn˝ch otvoroch kavity. Tenzidy sa
sorbuj˙ na steny kapil·ry a ovplyvÚuj˙ veækosù a smer (katiÛ-
novÈ tenzidy) elektroosmotickÈho toku147.

3.1.4. Vplyv pracovn˝ch parametrov ñ voæba kapil·ry,
aplikovanÈho nap‰tia a teploty

V˝ber pokrytej Ëi nepokrytej kapil·ry je dan˝ l·tkami,
ktorÈ maj˙ byù analyzovanÈ a pouûit˝mi chir·lnymi selektor-
mi (vyuûitie, alebo potlaËenie elektroosmotickÈho toku, potla-
Ëenie sorbcie). Vöeobecne s poklesom vn˙tornÈho priemeru
kapil·ry a vzrastom dÂûky kapil·ry sa zlepöuje chir·lne rozlÌ-
öenie59 ñ vÔaka lepöej disip·cii generovanÈho Joulovho tepla
a predÂûeniu separaËnej dr·hy. Nev˝hodou predÂûenia kapil·ry
je n·rast Ëasu, ktor˝ je potrebn˝ k anal˝ze. Niûöie priemery
kapil·r ved˙ k poklesu citlivosti detekcie.

Intenzita elektrickÈho poæa je pracovn˝ parameter, ktor˝
musÌ byù opatrne optimalizovan˝148. Je potrebnÈ n·jsù kompro-
mis medzi elektrickou silou udeluj˙cou r˝chlosù danÈmu ana-
lytu a chemickou asociaËnou silou (afinitou) vznikaj˙ceho
asoci·tu (v prÌpade cyklodextrÌnu inkl˙zneho komplexu), kto-
r· umoûÚuje chir·lnu diskrimin·ciu. S narastaj˙cou hodnotou
aplikovanÈho nap‰tia narast· ˙Ëinnosù systÈmu (N) a r˝chlosù
anal˝zy, avöak kles· hodnota rovnov·ûnej asociaËnej konötan-
ty inkl˙zneho komplexu (vplyvom generovanÈho Joulovho
tepla a posunom chemickej rovnov·hy).

Zmeny v teplote separaËnÈho systÈmu ved˙ k rozdielnym
efektom na v˝slednÈ chir·lne rozlÌöenie. S narastaj˙cou teplo-
tou kles· viskozita z·kladnÈho elektrolytu (zvyöuje sa efektÌv-
na pohyblivosù a dif˙zia separandov), narast· r˝chlosù elektro-
osmotickÈho toku (kles· ˙Ëinn· separaËn· dr·ha). Pri pouûitÌ
cyklodextrÌnov kles· asociaËn· rovnov·ûna konötanta vznika-
j˙cich inkl˙znych komplexov (exotermn˝ charakter vlastnej
komplex·cie). Vöeobecne s n·rastom teploty doch·dza k po-
klesu selektivity systÈmu60,65, a t˝m i v˝slednÈho chir·lneho
rozlÌöenia. NiektorÈ chir·lne selektory (napr. makrocyklickÈ
antibiotik·) s˙ navyöe p¯i vyööÌch teplot·ch nestabilnÈ.

Z kinetickÈho hæadiska mÙûe byù v˝hodnÈ takÈ experimen-
t·lne usporiadanie, kde chir·lny selektor a jednotlivÈ enancio-
mÈry migruj˙ oproti sebe. Pokiaæ chir·lny selektor absorbuje
pri vlnovej dÂûke, ktor· je potrebn· k detekcii analytov (napr.
vankomycÌn20,22), je moûnÈ si vypomÙcù napr. iba ËiastoËn˝m
naplnenÌm kapil·ry chir·ln˝m selektorom149.

3 . 2 . M o d e l y a p o s t u p y c h i r · l n y c h
s e p a r · c i Ì p o m o c o u c y k l o d e x t r Ì n o v

Vzhæadom k tomu, ûe cyklodextrÌny v 80. rokoch takmer
˙plne ovl·dli pole chir·lnych separ·ciÌ, je v‰Ëöina modelov
a postupov chir·lnych separ·ciÌ demonötrovan· prostrednÌc-
tvom pouûitia cyklodextrÌnov ako chir·lnych selektorov. N·-
sleduj˙ce prÌklady maj˙ iba ilustrovaù prÌstupy k optimaliz·cii
(resp. hæadaniu najlepöÌch podmienok) enantiosepar·cie a ne-
klad˙ si n·rok na to, aby podali vyËerp·vaj˙ci prehæad. Sku-
toËnosùou ale st·le ost·va, ûe zatiaæ ûiadny z nich nedok·ûe
predpovedaù podmienky, za ktor˝ch dÙjde k najlepöej separ·-
cii danÈho p·ru enanciomÈrov. Tieto podmienky musia byù
doposiaæ stanovovanÈ empiricky.

Wrenov model optim·lnej koncentr·cie chir·lneho selek-
toru150ñ154vych·dza z predstavy, ûe meran· efektÌvna elektro-
foretick· pohyblivosù je vektorov˝m s˙Ëtom pohyblivostÌ voæ-
nÈho a v komplexe viazanÈho enanciomÈru. Obidve elektro-
foretickÈ pohyblivosti s˙ determinovanÈ afinitou k chir·lnemu
selektoru a jeho koncentr·ciou. Pre rozdiel v efektÌvnych
pohyblivostiach jednotliv˝ch enanciomÈrov ∆µ bola odvode-
n· rovnica (2) (cit15) z ktorej mÙûe byù vypoËÌtan· optim·lna
koncentr·cia chir·lneho selektoru poskytuj˙ca najlepöie roz-
lÌöenie.

∆µ =

(2)

V rovnici (2) reprezentuje µ0 elektroforetickÈ pohyblivosti
voæn˝ch (nevyviazan˝ch) enanciomÈrov, µ1 a µ2 limitnÈ elek-
troforetickÈ pohyblivosti oboch enanciomÈr ñ cyklodextrÌno-
v˝ch komplexov (ktorÈ mÙûu, ale nemusia byù rozdielne), K1
a K2 ich asociaËnÈ rovnov·ûne konötanty, C koncentr·ciu cy-
klodextrÌnu. Pomocou tohoto modelu sa daj˙ velmi dobre
popÌsaù i inverzie v pohyblivostiach jednotliv˝ch enanciomÈ-
rov pozorovanÈ s narastaj˙cou zmenou koncentr·cie chir·lne-
ho selektoru.

Modely navrhnutÈ Vighom a spolupracovnÌkmi156ñ160ko-
reluj˙vplyvykoncentr·ciecyklodextrÌnu apH(zmenadisoci·cie
slab˝ch elektrolytov a konöt·nt stability inkl˙znych komple-
xov) spolu so zloûenÌm z·kladnÈho elektrolytu161 (vplyv elek-
tromigraËnej disperzie) na efektÌvnu pohyblivosù voæn˝ch i in-
kludovan˝ch enanciomÈrov slab˝ch elektrolytov, separaËn˙
selektivitu a symetriu pÌkov. Snahou tohoto modelu je n·jsù
sledom zmien jednotliv˝ch experiment·lnych parametrov (pH,
koncentr·cie cyklodextrÌnu a koncentr·cie ko-iÛnu) tzv. mo-
delovÈ parametre (iÛnov˙ pohyblivosù enanciomÈru a komple-
xu enanciomÈrñcyklodextrÌn, spolu s hodnotami ich disociaË-
n˝ch konöt·nt), ktor˝ch dosadenÌm do odvoden˝ch rovnÌc
mÙûu byù stanovenÈ tzv. povrchovÈ profily pohyblivosti, se-
paraËnÈho faktoru Ëi rozlÌöenia. ModelovÈ parametre sa expe-
riment·lne stanovuj˙ tromi setmi meranÌ ñ meranÌm zmien

C K K K K C

K C K C

1 1 0 2 2 0 1 2 1 2

1 21 1

µ µ µ µ µ µ− − − + −
+ +

b g b g b gm r
b gb g
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pohyblivostÌ analytu na zmene pH (bez prÌdavku cyklodextrÌ-
nu v z·kladnom elektrolyte) a na zmene koncentr·ciÌ cyklo-
dextrÌnu pri vysokej a nÌzkej hodnote pH z·kladnÈho elektro-
lytu.

Technika cyklodextrÌnovÈho setu anal˝zy chir·lnych l·-
tok162,163navrhnut· Guttmanom popisuje rychl˝ v˝voj metÛdy
enanciosepar·cie slab˝ch elektrolytov. Vych·dza z predstavy,
ûe ˙spech chir·lnej separ·cie (enancioselektivita) z·visÌ naj-
m‰ na hodnote pH pouûitÈho z·kladnÈho elektrolytu, koncen-
tr·cii a type vhodnÈho chir·lneho selektoru. Je zaloûen· na
vykonanÌ sady experimentov s vybran˝m setom ötyroch cyklo-
dextrÌnov (β- a γ-cyklodextrÌn, hydroxypropyl-β-cyklodextrÌn
a dimetyl-β-cyklodextrÌn) pri dvoch hodnot·ch pH z·kladnÈ-
ho elektrolytu (2,5 a 8,0).

UvedenÈ prÌklady  ukazuj˙, ûe vytvorenie si predstavy
o konkrÈtnom enancioselektÌvnom separaËnom systÈme pre
rozseparovanie poûadovan˝ch enanciomÈrov nie je jednodu-
chÈ. Tieû Ôalöie prÌstupy, ako s˙ napr. modelovanie interakciÌ
medzi chir·lnym selektorom a analytom164ñ166Ëi stanovovanie
konötanty stability167 takÈhoto asoci·tu, s˙ omedzenÈ iba na
konkrÈtny systÈm s dan˝m z·kladn˝m elektrolytom (v prÌpade
modelovania sa dokonca na vplyv pufru ˙plne zab˙da) a ne-
daj˙ sa jednoducho zovöeobecniù. Preto zatial najlepöou cestou
k ˙speönÈmu rozdeleniu danÈho p·ru enanciomÈrov ost·va
sk˙senosù experiment·tora spolu s inform·ciami o enanciose-
par·ci·ch podobn˝ch l·tok zÌskan˝ch z literat˙ry.

Tato pr·ca bola podporen· grantami MäMT »R Vä
96021, MSM 153100013 a GA UK 9/1998/B CH/P¯F.
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J. äevËÌka,b, E. Tesa¯ov·c, and Z. Str·nsk˝a,b (aDepart-
ment of Analytical Chemistry, Palack˝ University, Olomouc,
bLaboratory of Bioanalytical Research, Palack˝ University,
Olomouc, cDepartment of Physical and Macromolecular Che-
mistry, Faculty of Science, Charles University, Prague): Se-
paration of Chiral Compounds by Capillary Electropho-
resis

The article gives an overview of the state of the art of
capillary electrophoresis in the field of chiral separations. The
review covers basic principles of separation of enantiomers by
electromigration methods. Various separation modes, various
chiral selectors, and separation mechanisms responsible for
chiral recognition are shown. Factors affecting the resolution,
such as concentration of chiral selector(s), electrolyte compo-
sition, its concentration, pH, ionic strength, and addition of
organic modifiers, are discussed. Possibilities to use mathe-
matical or semiempirical approaches for optimization of the
separation system are demonstrated on examples of the most
frequently used chiral selectors ñ cyclodextrins.
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