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1. Uvod

Kapildrna elektroforéza je modernou analytickou separac-
nou technikou, ktord dnes preziva prudky rozvoj. Vdaka dobre
prepracovanej tedrii, mnoZzstvu pracovnych maédov, vysokej
ucinnosti, rychlosti analyzy, jednoduchému vyvoju metéd
a dostupnosti automatizovanych pristrojov na trhu nachddza
svoje uplatnenie v r6znych oblastiach aplikdcii. Prikladmi
mozu byt jej pouzitia pri analyzach biomakromolekul — pro-
teinov, cukrov, oligonukleotidov, restrikénych fragmentov
DNA (projekt Hugo zamerany na deSifrovanie Tudského geno-
mu), obsahu buniek ¢i Casti virusov, aminokyselin, organic-
kych kyselin, lie¢iv, vitaminov, potravindrskych farieb, anor-
ganickych iénov, pesticidov ¢i detergentov.

Jednou z oblasti analytickej chémie, v ktorej kapildarna
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elektroforéza dnes v plnom rozsahu prezentuje svoje moznos-
ti, je problematika separdcii chirdlnych latok. Separacie op-
ticky aktivnych zlicenin maju okrem ldkavého analytického
problému (enancioméry vykazuji v achirdlnom prostredi to-
tozné fyzikdlno-chemické vlastnosti) i zna¢ny prakticky vy-
znam, pretoze jednotlivé enancioméry chirdlnych zlic¢enin vo
vicsine pripadov vykazuji znacne odlisné farmakologické,
toxikologické ¢i pesticidne vlastnosti pri svojich interakcidch
so Zivymi — tj. chirdlnymi — systémami. Doposial vsak pri
tvorbe analytickych postupov separdcii konkrétnych chirdl-
nych zlicenin prevlada empiricky pristup spojeny ako s vybe-
rom vhodného chirdlneho ¢inidla, tak i s mnozstvom nutnych
krokov pri optimalizdcii experimentdlnych parametrov.

Tento prehladny ¢lanok je venovany problematike separdcif
chirdlnych ldtok metédami kapilarnej elektroforézy. Vzhla-
dom k tomu, Ze od roku 1988 neustdle narasti mnoZstvo
publikovanych prac, prehladnych &lankov' ™ ako i $pecidl-
nych cisel odbornych Casopisov (napr. Electrophoresis /8
(1997), J. Chromatogr. 792 (1997).) vztahujicich sa k tomuto
problému, je uvedeny prehlad iba reprezentativnym prierezom
roznych postupov a vybranych aplikacii.

2. Separicie chiralnych latok metédami
kapilarnej elektroforézy

Separdcie optickych izomérov su zaloZené na interakcidch
enanciomérov s chirdlnym selektorom (pred, alebo pocas se-
paracného procesu) za tvorby diastereoizomérnych komple-
xov liSiacich sa vo svojich fyzikdlno-chemickych vlastnos-
tiach. Rozdiely vo fyzikdlno-chemickych vlastnostiach sa vy-
uzivaji k ovplyvneniu rozdielov vo vyslednych efektivnych
pohyblivostiach enanciomérneho pdru. Tedria diskrimindcie
chirdlnych latok je zalozend na predstave minimdlne trojbo-
dovej interakcie enanciomérov s chirdlnym selektorom®', pri-
¢om minimdlne jedna z tychto interakcii musi byt stereoche-
micky definovana’.

Transformdcia enanciomerického paru na stabilné diaste-
reoizoméry derivatizaciou s chirdlnym selektorom pred vlast-
nou separdciou v achirdlnom prostred{ je principom tzv. ne-
priamych metdd analyzy chirdlnych latok. Vyhodou tohoto
postupu je znacnd flexibilita vo volbe elektroforetickych se-
paracnych podmienok a moznost znizenia detekéného limitu
analyzovanych ldtok. Nevyhody spocivaju v nutnosti validé-
cie derivatiza¢ného kroku (vytazok reakcie, tvorba vedlajsich
produktov, moznost racemizdcie, vplyv vzorkovej matrice),
v ndrokoch na ¢istotu chirdlnych selektorov uréenych k deri-
vatizdcii, v potrebe analytu vlastnit vhodné funkéné skupiny
schopné reakcie s chirdlnym selektorom a v casovej naro¢nosti
metddy. Pomocou tohoto postupu boli separované napr. enan-
cioméry aminokyselin derivatizdciou s Marfeyovym cinid-
lom* (N*-(2,4-dinitrofenyl-5-fluor)-L-alaninamid), s GITC
(cit.*) (2,3.4,6-tetra-O-acetyl-B-D-glukopyranozylizotiokya-
ndatom), methamfetaminu, amfetaminu a ich prekurzorov s GITC
(cit.¥) & derivaty tréyptofanu s anhydridom kyseliny (+)-0,0’-
-diacetyl-L-vinnej*°.
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Priame met6dy analyzy enanciomérov su zaloZené na ich
priamej separdcii v chirdlnom prostredi. Chirdlny selektor je
pridavany do zdkladného elektrolytu”’ss, inkorporovany do
2élu*®***° naviazany na nosi¢’'*¢i imobilizovany na stendch
kapiléry%’%. Zaujimavé moznosti urcite prinesie pouzivanie
chirdlnych ,,monolitickych kolén“?”. Jednotlivé enancioméry
su diskriminované na zdklade tvorby rozne stabilnych diaste-
reomérnych komplexov s chirdlnym selektorom. Tento postup
je dnes najCastejSie pouzivany, pretoze eliminuje vSetky ne-
vyhody spominané u nepriamych metdd (nie je vyzadovana
derivatizdcia, Cistota chirdlneho selektoru nie je dominantnd,
atd.). Urcita nevyhoda tohoto postupu spocéiva vo vybere
vhodného chirdlneho selektoru.

Principy pouZzivanych priamych met6d podla typu pouzi-
tého chirdlneho selektoru a separacného mechanizmu spolu
s niektorymi aplikdciami sd blizsie diskutované v ndsleduju-
cich podkapitoldch. Je si treba uvedomit, Ze uvedené rozdele-
nie selektorov podla separa¢ného mechanizmu nie je najpres-
nejsie, pretozZe v interak¢énom mechanizme chirdlny selektor —
analyt sa ¢asto kombinuje viacero typov interakcii.

2.1. Mechanizmus ligandovej vymeny

Enanciosepardcia vymenou ligandov je zaloZend na tvor-
be koordinacnych komplexov pozostdvajicich z centrdlneho
i6nu tranzitného kovu (napr. Cu*, Ni**, Zn*, Co™, ...) a pri-
najmensom dvoch chirdlnych bifunkénych ligandov (chirdl-
neho koselektoru a separovaného enancioméru). Tieto koor-
dinacné komplexy su charakterizované svojimi konstantami
stability, ktoré su zdvislé na geometrii a orientdcii ligandov
vznikajucich terndrnych komplexov, na vzdjomnych interak-
cidch kratkeho dosahu koselektoru s jednotlivymi enancio-
mérmi a si vyznamne ovplyvilované separacnym prostredim
(zlozenim zdkladného elektrolytu).

Tymto postupom bolo v kapildrnej elektroforéze vykona-
nych relativne mdlo experimentov, pretoZe dvojica enancio-
mérov, ktord md byt separovand, musi obsahovat minimdlne
dve funkéné skupiny schopné poskytovat elektronovy par
centrdlnemu kovu (napr. amino- a karboxylovi ¢i hydroxy-
a karboxylovu skupinu). NavySe stabilita vznikajicich koor-
dina¢nych komplexov klesd s narastajicou pocetnostou ato-
mov cheldtového kruhu.

Princip tvorby diastereomérnych kovovych komplexov
bol vyuzity, podobne ako rovnaky princip v kvapalinovej
chromatografii, najmé pri analyzach enanciomérov amino-
kyselin (s Co>*-etyléndiaminom v prostredi kyseliny (L)-(+)-
-Vinnejgg, Cu2+—(L)—hydroxyproh’nomgg), danzylderivatov ami-
nokyselin (pomocou Cu**-L(D)-histidinu'**'"!, Cu**-asparti-
mu'", Cu®*-N,N-didecyl-L-alaninu'®), dipeptidov obsahuju-

cich histidin (komplexgr Zn*H)'"™ o-hydroxykyselin (s Cu*'-
-(L)-hydroxyprolinom'®).

2.2. Tvorba inkliznych komplexov

Podstata separdcii chirdlnych analytov pomocou tvorby
labilnych inkliznych komplexov spociva v rozdielnej afinite
jednotlivych enanciomérov s rigidnym vnutornym prostredim
kavity chirdlneho selektoru a jeho okolia. Reprezentantmi
tejto skupiny chirdlnych selektorov si najmi cyklodextriny
aderivaty crown etérov. Avsak v literatire sa objavuju i dalSie
typy selektorov, ktoré aspori ¢iastoéne vyuZivajui host-hosti-
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telské interakcie (napr. makrocyklické antibiotik4***!, kalixa-
reny42).

Zo §irokého spektra crown etérov bola k chirdlnym sepa-
rdciam doposial pouzitd iba [18]-crown-6-tetrakarboxylova
kyselina, ktord vdaka rozmerom svojho kruhu vytvdra s pro-
tonizovanymi primdrnymi aminmi selektivne inklizne kom-
plexy (interakcie medzi vodikovymi atomami aminoskupiny
s kyslikovymi atémami polyetérového kruhu). Tedria chirdl-
nej diskrimindcie je zaloZend na predstave, Ze Styri karboxy-
lové skupiny na crown etérovom kruhu vytvdrajui chirdlnu
bariéru pre inkludujtice sa enanciomérne molekuly, pricom sa
sic¢asne medzi nimi uplatiujd i interakcie kratkeho dosahu
(najmai elektrostatické interakcie karboxylovych skupin a vo-
dikové mostiky). Je zaujimavé, Ze so vzrastajicou koncentra-
ciou [18]-crown-6-tetrakarboxyklovej kyseliny v zdkladnom
elektrolyte dochddza k lepSiemu rozliSeniu bez vyznamného
poklesu pohyblivosti analytov*. Enancioseparaciu méZu ne-
gativne ovplyviiovat i6ny alkalickych kovov pritomné v sepa-
racnom elektrolyte, pretoZe taktiez tvoria s crown etérmi kom-
plexy.

[18]-Crown-6-tetrakarboxyklovd kyselina bola tspesne
pouzitd pri separdcidch niektorych aminokyselin®** dipep-
tidov*, aminoalkoholov* a dal3ich zli¢enin majtcich primar-
nu aminoskupinu®. Synergicky u¢inok o-cyklodextrinu a chi-
ralneho crown etéru bol pozorovany pri separdcii racemického
tryptofanu®,

Cyklodextriny v nativhom stave, alebo modifikované roz-
nymi ¢i uz ionizovatelnymi (sulfobutyl-, sukcinyl-, fosfo-,
karboxymetyl-, acetyl-, metylamino-, aminoetylamino-, ...),
alebo neionizovatelnymi (hydroxypropyl-, metyl-, ...) skupi-
nami patria medzi najpopuldrnejSie a najcastejsie pouzivané
chirdlne selektory. Cyklodextriny su neutrdlne prirodné cy-
klické oligosacharidy majuce tvar zrezaného kuzela. Ich rela-
tivne hydrofébna kavita s vysokou elektrénovou hustotou
umoziuje vytvdrat inklizne komplexy s nepolarnymi analyt-
mi (resp. ich skupinami) o vhodnych rozmeroch. Objem kavity
variuje s po¢tom glukézovych jednotiek®’. Enancioselektivita
cyklodextrinov je dand asymetrickymi uhlikmi glukézy a hy-
droxylovymi skupinami primarnych a sekunddrnych alkoho-
lov na vstupnych prstencoch*®. Afinita cyklodextrinovej kavi-
ty k analytu vzrastd s jeho narastajticou hydrofébicitou. Chi-
rdlny analyt moze byf inkludovany do kavity tplne, alebo
CiastoCne, pricom vznikajuici komplex je stabilizovany inter-
akciami so sekundarnymi hydroxylovymi skupinami glukézo-
vych jednotiek, ktoré st zodpovedné za enanciodiskrimindciu.
Stabilita vznikajucich inkliznych komplexov spolu s efektiv-
nymi pohyblivostami jednotlivych enanciomérov, a tym i vy-
sledné chirdlne rozliSenie, st ovplyviiované mnozstvom rozne
vyvdzenych experimentdlnych parametrov, ktorych vplyv je
blizsie diskutovany v ndsledujicich podkapitoldch. Derivati-
zdciou hydroxylovych skupin dochddza k zmene v molekular-
nej Struktire nativnych cyklodextrinov, ¢o sa ndsledne odrdza
napr. v zmene velkosti a hydrofébicity kavity, novej ponuke
stereoselektivnych centier umoziujicich dalSie interakcie,
alebo v ich solvatidcii ¢i stabilite. U B-cyklodextrinov sa na-
vySe Casto zvySsi ich rozpustnost vo vodnom prostredi. Priaz-
nivym dosledkom chemickej modifikdcie najmi u B-cyklo-
dextrinov ge vyznamné zvySenie selektivity separdcie enan-
ciomérov**°. Nabité derivéty cyklodextrinov dalej rozsiruju
moznosti pouZitia tychto chirdlnych selektorov pre separdciu
analytov, ktoré sami nenest vlastny ndboj. Novy rozmer do
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diskrimina¢ného procesu separdcie enanciomérov vndsa pouzitie
B-cyklodextrinovych oligomérov®'~* u ktorych sa uplatiiuje
vplyv ich konformacie®.

Cyklodextriny pouzili ako chirdlne aditiva v jednotlivych
elektromigracnych technikdach medzi s)rVij Smolkové-Keule-
mansova % (izotachoforéza), Karger 8 (gelovd elektroforéza),
Terabe®, Fanali® (kapilarna zénova elektroforéza), Doba-
shi'%”, Terabe™ Nishi®’ (miceldrna elektrokinetickd chromato-
grafia). Odvtedy bolo r6znymi autormi analyzované nespocet-
né mnozstvo enanciomérov fyziologicky vyznamnych latok
aleciv’®® aminokyselin®® aromatickych hydroxykyse-
1in®, pesticidov®” atd. Mnozstvo dalsich aplikdcif je obsiah-
nutych v prehladnych ¢ldnkoch a publikacigch’$! 1415,

2.3. Afinitné interakcie

Nazov tejto podkapitoly nie je najpresnejsi, pretoze afinit-
né interakcie zahriuju cely rad interakcii, pocinajuic elektro-
statickymi, cez vodikové vizby, hydrofébne interakcie a kon-
¢iac napriklad inkliziou. Termin ,,afinitné* bol prevzaty z na-
zvu ,afinitnd kapildrna elektroforéza“%, ktory sa pouZiva pre
systémy obsahujice napr. proteiny, alebo iné biomakromole-
kuly ako aditiva.

Nasledne prezentované chirdlne selektory vykazuji vo
svojich molekuldch enanciodiskriminac¢né centrd, ktoré su
definované konformdciou tychto selektorov a su vysokoselek-
tivne iba pre ten ktory analyt (enanciomér). Tieto selektory su
vécsinou biologického povodu a maji velké mnozstvo chirdl-
nych atémov v molekule. Ich pouzitie je odvodené najmi od
ich transportnych vlastnosti v Zivych organizmoch. VicSinou
ide o polyméry pozostdvajiice z chirdlnych monosacharidov
a aminokyselin.

Proteiny tvoria jednu zo skupin chirdlnych biopolymér-
nych selektorov dspesne pouzitych k separdcii mnozstva roz-
nych typov enanciomérov. Substrdtovd Specifita proteinov
determinujuca separacnu selektivitu je v§ak znacne zdvisld na
pouzitych experimentdlnych podmienkach (najméa na pH a zlo-
zeni zdkladného elektrolytu, resp. danej iénovej sile). Vzhla-
dom k pomalej kinetike a nizkej kapacite protein — ligando-
vych interakcii si obdrzané piky Siroké a asymetrické. Urc¢itou
nevyhodou pouzitia proteinov vo vyssich koncentrcidch je
iich absorbancia v UV oblasti spektra. Navyse, ich interakcie
so stenou kapildry vyrazne znizuju opakovatelnost a reprodu-
kovatelnost merani a Casto i negativne ovplyviiuji vysledné
chirdlne rozliSenie. Z proteinovych selektorov boli pouZzité
najma sérové albuminy ¢i uz navzdjom zosietované (kapildrna
gelovd afinitnd elektroforéza)@’ﬂ, alebo ako chirdlne aditi-
vum priddvané do zakladnych elektrolytov’>"?, celobiohydro-
laza™, avidin” ¢ kyslé glykoproteiny (orosomucoid, ovomu-
coid, ...)75’76.

Linedrne sacharidy tvoria druhu skupinu biopolymérnych
selektorov, ktord bola pouzitd pre enanciodiskriminaciu. Zo
Sirokej skupiny vo vode rozpustnych oligosacharidov boli
ako chirdlne selektory dspesne pouzité zmesi maltodextrinov
(Maldex, Glucidex, Maltrin, mylc’)za)77, dextran’® a heparl’ng.
Niektoré protonizovatelné enanciomérne lie¢iva (clenbuterol,
mianserin, verapamil, ...) boli separované pomocou dextrin
sulfopropyletéru’®. Zaujimavé enantiodiskrimina¢né vlast-
nosti vykazujt tiez chondroitinsulfat A (cit.3%), chondroitinsul-
fit C (cit.%') & curdlan (linearny B-1,3-glukan)® tvoriaci po
zahriat{ stabilny gel.
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Jednu z najnovsich a velmi sTubnych skupin chirdlnych
selektorov tvoria makrocyklické antibiotikd. Pouzité makro-
cyklické antibiotikd vlastnia mnoZstvo stereogénnych centier
a funkénych skupin, ktoré su vyuziteIné pri enancioselekcidch
(aromatické skupiny, amidové vizby, skupiny poskytujice
tvorbu vodikovych vizieb, hydrofobne regiony, kavity, ...).
Pomocou makrocyklickych gl;/kopeptidOVYCh antibiotik van-
komycinu®*-*a teikoplaninu®’ bolo doposial rozligenych cez
sto rdznych racemdtov zahrnujicich nesteroidné protizdapalo-
vé latky, antineoplastické zliceniny ¢i derivatizované amino-
kyseliny. K chirdlnemu rozliSeniu aminoalkoholov boli tiez
pouzité antibiotikd rifamicinového typu*’, Ristocetin A (cit.®®)
a Avoparcinmg.

Z dalsich prirodnych ldtok boli pre separdciu opticky
aktivnych zlicenin pouZité pozitivne nabity ergotovy alkaloid
(+)-(5R.8S,10R)-1-allyl-tergurid'*''°, cinchonovy alkaloid
quinin'"! &i polymérny chitosan (deacetylovany chitin)''%
2.4. Miceldrne systémy a mikroemulzie

Pri separdcidch opticky aktivnych latok pomocou miceldr-
nych systémov su chirdlne centrd zodpovedné za enanciodis-
krimindciu vi¢sinou inkorporované v miceldch. Tenzidy tvo-
riace micely ¢i mikroemulzie plnia obycajne jednu z dvoch
funkcif — bud vytvdraji vlastné chirdlne miceldrne prostredie
¢i uz zo samotnych chirdlnych tenzidov, alebo z nechirdlnych
tenzidov zmieSanych s chirdlnymi selektormi, ktoré su v za-
kladnom elektrolyte nerozpustné, alebo mdlo ic¢inné (zmesné
micely), alebo na druhej strane solubilizuju a transportuji
neutrdlne ¢i nenabité analyty v zdkladnom elektrolyte.

Medzi najcastejSie pouzivané chirdlne tenzidy patria deri-
vaty zl¢ovych kyselin (kyselina cholovd, deoxycholovd, tau-
rocholovd a taurodeoxycholovd). Mechanizmus ich chirdlnej
diskrimindcie vSak nie je doposial dostatocne objasneny. Po-
mocou tychto chirdlnych tenzidov boli analyzované niektoré
danzylované aminokyseliny'*'"? a lie¢iva''*""" Dalsimi po-
uzivanymi chirdlnymi tenzidmi si dodekanoylové derivaty
niektorych aminokyselin (L-valinu, L-alaninu, L-glutamadtu),
ktoré boli pouZité pri separdcidch enanciomérov derivatizova-
nych aminokyselin'?"1"-122 & cukrov'?. Zvysenie selektivity
tohoto typu chirdlnych tenzidov sa docieli tvorbou zmesnych
miciel s dodecylsulfdtom sodnym (SDS) (kombindciou elek-
trostatickych a hydrofébnych interakcii s chirdlnymi centrami
a miceldrnym jadrom zmesného systému). Komiceldrne sys-
tém;/ SDS s digitoninom''*'**a SDS s niektorymi saponin-
mi'?® (glycinrhizovou kyselinou &i [B-escinom) boli pouzité pri
analyze derivdtov aminokyselin. Tenzidy (najmd SDS) su
vyznamnymi aditivami priddvanymi do zdkladného elektroly-
tu pri enanciosepardcidich pomocou y-cyklodextrinov, kedy
okrem modifikdcie vnitra kavity plnia i solubiliza¢nu a trans-
portnd funkciu. Tymto zmesnym systémom boli separované
napr. enancioméry derivatizovanych aminokyselin (SDS)!26:127
binaftylov'?®, niektorych pyrethroidov (SDS)'?, bupivakainu
(hexadecyltrimetylamoniumbromid'*%). Sti¢asne makrocyklic-
ké antibiotika boli dspesne pouzité v micelarnych systémoch
s SDS?2. Teikoplanin tvori sam agregéty, ktorych pritomnost
v elektrolyte enantiosepardciu skor zhorsuje®’. Boli pouzi-
té i zmesné systémy cyklodextrinov s chirdlnymi tenzidmi
(ta?{lo?%oxycholét) pre separdcie danzylovanych aminokyse-
lin"> 7%

Mikroemulzie mozno zjednodusene oznacit ako ,,micelar-
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ne systémy svelmi vysokym agrega¢nym c¢islom®. Su preto
vhodné predovsetkym pre separdcie hydrofébnych zlicenin.
Avsak S§irSieho uplatnenia mikroemulzné systémy pre sepa-
rdcie opticky aktivnych latok nedosiahli. Prikladom pouzi-
tia mikroemulzii je separdcia efedrinu pomocou lipofilného
(2R,3R)-di-n-butylvinanu s butanolom a SDS!,

2.5. Imobilizované chirdlne systémy

Alternativou k priamemu priddvaniu chirdlneho aditiva do
zdakladného elektrolytu je pouzitie imobilizovanych chiral-
nych fézi. Toto experimentdlne usporiadanie je sice slubné,
ale doposial obtiazne realizovatelné. PouZitie tradi¢nych chi-
rdlnych HPLC staciondrnych faz{ (B—cyklodextn’nonchm, gly-
koproteinovichgz, ...), chirdlnych aditiv navzdjom spolyme-
rizovanych (allylkarbamoylovany P-cyklodextn’n s akrylami-
dom®, B-cyklodextrin s dextranom'*°, hoviidzi sérovy albumin
S glutaraldehydomgo, ...) ¢i zosietovanych pomocou poly-
akrylamidovych gélov (B-cyklodextrin*®), alebo priamo vyvia-
zanych na stenach kapilary (modifikované [3—cyk10dextn’ny93 )
nenachddza pri praktickych elektrochromatografickych enan-
ciosepardcidch uplatnenie vzhladom k problémom spojenym
najmi s ich pripravou (napr. gelové matrice su obtiaZne repro-
dukovatelné, majd kratku dobu Zivotnosti, vytvdrajui sa bubli-
ny, ...) amalou operac¢nou flexibilitou. Mozné riesenie tychto
problémov by mohlo priniest uz spominané zavedenie mono-
litov, alebo modifikovanych linedrnych polymérov.

3. Ovplyvnenie separacie chiralnych latok —
modely versus experiment

Separdcia dvoch analytov v kapildrnej elektroforéze je
zalozend na rozdieloch v ich efektivnych elektroforetickych
pohyblivostiach. Mierou dspesnosti tejto separdcie je rozlise-
nie Ry, ktoré je funkciou tc¢innosti N a selektivity S (relativne-
ho rozdielu v pohyblivostiach'*®) a méze byt definované rov-
nicou (1)’

Ry= 1y o

4 M= e

(1)

kde Ap je rozdiel v efektivnych elektroforetickych pohybli-
vostiach dvoch analytov, L strednd elektroforetickd pohybli-
vost a U, elektroosmotickd pohyblivost.

Separacnd selektivita je ovplyvilovand navzdjom mnoz-
stvom experimentdlnych parametrov, pricom vplyv niekto-
rych z nich sa dd takmer predpovedat (pH, koncentricia chi-
rdlneho selektoru, teplota) a predpoved u inych je obtiazna
(typ cyklodextrinu, typ a koncentrdcia zdkladného elektrolytu
¢i organického aditiva). Preto je potrebné pri vyvoji metédy
separdcie danych opticky aktivnych latok, ¢i pri testovani
novych chirdlnych selektorov Studovat vplyv vSetkych experi-
mentdlnych parametrov a ndjst medzi nimi najvhodne;jsi kom-
promis.

Systematické Stidium vplyvu experimentdlnych parame-
trov na separacnu selektivitu je zaloZzené bud na meneni hod-
ndt jednoho parametru pri konstantnom zachovani hodnot
ostatnych parametrov (nevariacné postupy), alebo na sucas-
nom meneni viacerych parametrov podla ur¢itého algoritmu
(multivariaéné postupy'*® napr. metéda tplnych ¢&i frakénych
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faktorialov (Plackettova-Burmanova)]39, simplexova metdda,
mapovania prekryvu rozliSenia ¢i metdda hlavnych zloziek).
Vyhodou multivaria¢nych postupov je podstatné zniZenie poctu
experimentov a lepsia Statisticka interpretdcia. Avsak postupy
meniace iba jeden parameter prindSaju lepsiu interpretdciu
vplyvu daného parametru na enanciodiskrimina¢ny proces.

3.1. Vplyv experimentdlnych
parametrov na separdciu
chirdlnych ldatok

3.1.1. Vplyv typu a koncentrdcie pouZitého chirdlneho

selektoru

Vyber vhodného typu chirdlneho selektoru vychadza z che-
mickej Struktiry analytu a vyrazne predurcuje uspésnost vy-
sledného chirdlneho rozlisenia'**'*. Aby mohlo déjst k maxi-
madlnemu rozvinutiu vSetkych interakcii medzi analytom a chi-
rdlnym selektorom musia si obidvaja navzdjom maximdlne
priestorovo vyhovovat®. Toto vieobecné pravidlo mozno do-
kumentovaft na priklade B-cyklodextrinov. Ak porovnidme na-
tivne a derivatizované -cyklodextriny, vyhoda pouzitia mo-
difikovanych B-cyklodextrinov spo¢iva okrem ich lepsej roz-
pustnosti tiezZ i vo variabilite objemu a geometrie kavity ¢i
ponuke stereoselektivnych interakcii danych réznorodostou
substituentov. Zavedenie ionizovatelnej skupiny do Struktury
cyklodextrinu zvy3uje separaéni selektivitu (prediZenim u&in-
nej separacnej drahy, ponukou elektrostatickych interakcif).

Koncentrdcia cyklodextrinov je dominantnym parame-
trom enancioselektivity. S narastajicou koncentraciou cyklo-
dextrinov narastd viskozita zdkladného elektrolytu, redukuje
sa elektroosmoticky tok a predlzuje doba analyzy. Vzhladom
k tomu, Ze nie si zndme asociacné rovnovazne konStanty
inkliznych komplexov jednotlivych enanciomérov, ani ich
elektroforetické pohyblivosti, je nutné tito optimdlnu koncen-
traciu zistif experimentdlne. Ur¢ité semiempirické pristupy su
demonstrované v kapitole 3.2.

3.1.2. Vplyv zlozenia, koncentrdcie a pH zdkladného
elektrolytu

Zlozenie zdkladného elektrolytu, jeho koncentrdcia, pH
a i6nova sila vyznamne ovplyviiuju tc¢innost (vplyv elektro-
disperzie, adsorbcie na steny kapilary, modifikacie elektroos-
motického toku'*?) i selektivitu (modifikdcia polarity prostre-
dia, hustoty ndboja analytov, interakcif analytov ¢i chirdlnych
selektorov s proti-i(’)nmil43) vysledného chirdlneho rozliSenia.
pH ovplyviiuje ionizdciu analytov i chirdlnych selektorov,
a tym ddva moznost (alebo naopak brani) vniku novych vza-
jemnych interakcii. Vzrast iénovej sily zvySuje chirdlne rozli-
Senie napr. v cyklodextrinom modifikovanych systémoch,
pretoze vzrastom hydrofilicity pufrovacieho systému sa zin-
tenziviiuju hydrofébne interakcie medzi analytom a cyklodex-
trinovou kavitou®. K priprave zdkladnych elektrolytov je
vhodné pouzivat litky s nizkou vodivostou'*! (potlacenie ge-
nerovania Joulovho tepla).

3.1.3. Vplyv pridavku organickych aditiv

Pridavok organickych rozpustadiel do zdkladného elektro-
lytu v r6znej miere modifikuje (zmenou rozpustnosti, solvata-
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cie, ionizdcie) vzdjomnu interakciu analytov a chirdlnych
selektorov ¢i uz v pozitivnom'** alebo negativnom zmysle
(solvatacnd stabilizdcia ionov sa zmensSuje, klesd stupeti diso-
cidcie, rozpustadla potlacuju tvorbu miciel). V pripade teiko-
planinu ma rozrusenie jeho agregdtov (zvysenie kritickej mi-
celdrnej koncentricie) pridavkom niekolkych percent aceto-
nitrilu za nasledok zlepSenie enantioselektivity i separacnej
tcinnosti'®. Pri pouziti napr. proteinovych chiralnych selek-
torov mdze pridavok organického aditiva spdsobif zmenu kon-
formdcie a tym negativne ovplyvnif enantiosepardciu. K ov-
plyvneniu interak¢ného mechanizmu prispieva i zmena pola-
rity zédkladného elektrolytu (pokles hydrofébnych interakcif).
Vplyv pridavku organickych rozpustadiel sa odrdza i v zmene
viskozity zdkladného elektrolytu a zeta potencidlu (pokles
elektroosmotického toku). Vzhladom ku komplexnosti zmien,
vysledny efekt vplyvu organickych rozpustadiel na chirdlne
rozliSenie je podstatny a musi byt experimentdlne optimali-
zovany.

Podobne i tenzidy pridané do zdakladného elektrolytu vy-
znamne modifikuju selektivitu systému. Svojimi nepoldrnymi
Castami molekdul interaguji napr. s kavitou cyklodextrinov
astfaZia s analytmi o jej viizbové miesta'® 0.146 Pravdepodobne
i poldrne Casti tenzidov interagujui s hydrofilnym povrchom
cyklodextrinov ¢o sa moze odrdzat v modifikdcii stereoselek-
tivnych interakcii na vstupnych otvoroch kavity. Tenzidy sa
sorbuju na steny kapildry a ovplyviuju velkost a smer (katio-
nové tenzidy) elektroosmotického toku'*’.

3.1.4. Vplyv pracovnych parametrov — volba kapildry,
aplikovaného napditia a teploty

Vyber pokrytej ¢i nepokrytej kapildry je dany ldtkami,
ktoré maju byt analyzované a pouzitymi chirdlnymi selektor-
mi (vyuzitie, alebo potlacenie elektroosmotického toku, potla-
Cenie sorbcie). VSeobecne s poklesom vnitorného priemeru
kapildry a vzrastom dizky kapildry sa zlepSuje chirdlne rozli-
Senie® — vdaka lepsej disipdcii generovaného Joulovho tepla
apredizeniu separaénej drahy. Nevyhodou prediZenia kapilary
je ndrast Casu, ktory je potrebny k analyze. Nizsie priemery
kapildr vedu k poklesu citlivosti detekcie.

Intenzita elektrického pola je pracovny parameter, ktory
musi byt opatrne optimalizovany'“®. Je potrebné ndjst kompro-
mis medzi elektrickou silou udelujticou rychlost danému ana-
Iytu a chemickou asociacnou silou (afinitou) vznikajiceho
asocidtu (v pripade cyklodextrinu inklizneho komplexu), kto-
rd umoznuje chirdlnu diskrimindciu. S narastajticou hodnotou
aplikovaného napitia narastd t¢innost systému (N) a rychlost
analyzy, avSak klesd hodnota rovnovaznej asociacnej konstan-
ty inklizneho komplexu (vplyvom generovaného Joulovho
tepla a posunom chemickej rovnovéhy).

Zmeny v teplote separacného systému vedu k rozdielnym
efektom na vysledné chirdlne rozliSenie. S narastajticou teplo-
tou klesd viskozita zakladného elektrolytu (zvySuje sa efektiv-
na pohyblivost a diftizia separandov), narastd rychlost elektro-
osmotického toku (klesd u¢innd separacnd drdha). Pri pouZiti
cyklodextrinov klesd asociacnd rovnovdzna konstanta vznika-
jucich inkliznych komplexov (exotermny charakter vlastnej
komplexdcie). VSeobecne s ndrastom teploty dochddza k po-
klesu selektivity systému®®®, a tym i vysledného chirdlneho
rozliSenia. Niektoré chirdlne selektory (napr. makrocyklické
antibiotikd) su navyse pfi vyssich teplotiach nestabilné.

143

Referaty

Z kinetického hladiska moze byt vyhodné také experimen-
tdlne usporiadanie, kde chirdlny selektor a jednotlivé enancio-
méry migruju oproti sebe. Pokial chirdlny selektor absorbuje
pri vinovej dizke, ktord je potrebnd k detekcii analytov (napr.
vankomycin““), je mozné si vypomoct napr. iba ¢iasto¢nym
naplnenim kapilary chiralnym selektorom'*.

3.2. Modely a postupy chirdlnych
separdcii pomocou cyklodextrinov

Vzhladom k tomu, Ze cyklodextriny v 80. rokoch takmer
uplne ovladli pole chirdlnych separdcii, je vdcSina modelov
a postupov chirdlnych separdcii demonStrovand prostrednic-
tvom pouzitia cyklodextrinov ako chirdlnych selektorov. Na-
sledujice priklady maju iba ilustrovat pristupy k optimalizdcii
(resp. hladaniu najlepSich podmienok) enantioseparicie a ne-
kladu si ndrok na to, aby podali vycCerpdvajuci prehlad. Sku-
toc¢nostou ale stdle ostdva, Ze zatial Ziadny z nich nedokdze
predpovedat podmienky, za ktorych dojde k najlepsej separa-
cii daného pdru enanciomérov. Tieto podmienky musia byt
doposial stanovované empiricky.

Wrenov model optimdlnej koncentracie chirdlneho selek-
toru!**13*vychddza z predstavy, Ze merand efektivna elektro-
foretickd pohyblivost je vektorovym stictom pohyblivosti vol-
ného a v komplexe viazaného enancioméru. Obidve elektro-
foretické pohyblivosti st determinované afinitou k chirdlnemu
selektoru a jeho koncentrdciou. Pre rozdiel v efektivnych
pohyblivostiach jednotlivych enanciomérov Au bola odvode-
né rovnica (2) (cit'®) z ktorej moze byt vypocitand optimdlna
koncentrdcia chirdlneho selektoru poskytujica najlepSie roz-
lienie.

B [C]{Kl(ul — o) = Ks (M = Ko ) + K Ko [C(1y = Hz)}
B (1+ K [CT)(1+ K[ C)

Au
(2)

V rovnici (2) reprezentuje [, elektroforetické pohyblivosti
volnych (nevyviazanych) enanciomérov, |, a 1, limitné elek-
troforetické pohyblivosti oboch enanciomér — cyklodextrino-
vych komplexov (ktoré moZu, ale nemusia byt rozdielne), K,
a K, ich asocia¢né rovnovazne konStanty, C koncentriciu cy-
klodextrinu. Pomocou tohoto modelu sa dajui velmi dobre
popisat i inverzie v pohyblivostiach jednotlivych enanciomé-
rov pozorované s narastajicou zmenou koncentracie chirdlne-
ho selektoru.

Modely navrhnuté Vighom a spolupracovnikmi
relujui vplyvy koncentrécie cyklodextrinu a pH (zmena disocidcie
slabych elektrolytov a konstant stability inkliznych komple-
xov) spolu so zloZenim zdkladného elektrolytu]m (vplyv elek-
tromigracnej disperzie) na efektivnu pohyblivost volnych i in-
kludovanych enanciomérov slabych elektrolytov, separacnu
selektivitu a symetriu pikov. Snahou tohoto modelu je ndjst
sledom zmien jednotlivych experimentalnych parametrov (pH,
koncentricie cyklodextrinu a koncentracie ko-iénu) tzv. mo-
delové parametre (i6novu pohyblivost enancioméru a komple-
xu enanciomér—cyklodextrin, spolu s hodnotami ich disociac-
nych konstdnt), ktorych dosadenim do odvodenych rovnic
mozu byf stanovené tzv. povrchové profily pohyblivosti, se-
parac¢ného faktoru ¢i rozliSenia. Modelové parametre sa expe-
rimentdlne stanovujui tromi setmi merani — meranim zmien
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pohyblivosti analytu na zmene pH (bez pridavku cyklodextri-
nu v zdkladnom elektrolyte) a na zmene koncentracii cyklo-
dextrinu pri vysokej a nizkej hodnote pH zdkladného elektro-
lytu.

Technika cyklodextrinového setu analyzy chirdlnych la-
tok'*'%navrhnuta Guttmanom popisuje rychly vyvoj metédy
enanciosepardcie slabych elektrolytov. Vychddza z predstavy,
Ze uspech chirdlnej separdcie (enancioselektivita) zavisi naj-
mi na hodnote pH pouzitého zdkladného elektrolytu, koncen-
tracii a type vhodného chirdlneho selektoru. Je zaloZend na
vykonani sady experimentov s vybranym setom Styroch cyklo-
dextrinov (- a y-cyklodextrin, hydroxypropyl-B-cyklodextrin
a dimetyl-B-cyklodextrin) pri dvoch hodnotédch pH zakladné-
ho elektrolytu (2,5 a 8,0).

Uvedené priklady ukazujui, Ze vytvorenie si predstavy
o konkrétnom enancioselektivnom separacnom systéme pre
rozseparovanie pozadovanych enanciomérov nie je jednodu-
ché. Tiez dalsie pristupy, ako su napr. modelovanie interakcif
medzi chirdlnym selektorom a analytom'®*~'%%¢i stanovovanie
konstanty stability'®’ takéhoto asocidtu, si omedzené iba na
konkrétny systém s danym zdkladnym elektrolytom (v pripade
modelovania sa dokonca na vplyv pufru tplne zabida) a ne-
daju sa jednoducho zovseobecnif. Preto zatial najlepSou cestou
k dspesnému rozdeleniu daného paru enanciomérov ostdva
skisenost experimentdtora spolu s informdciami o enanciose-
pardcidch podobnych ldtok ziskanych z literatiry.

Tato prdca bola podporend grantami MSMT CR VS
96021, MSM 153100013 a GA UK 9/1998/B CH/PFF.
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ment of Analytical Chemistry, Palacky University, Olomouc,
bLaboratory of Bioanalytical Research, Palacky University,
Olomouc, “Department 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 — cyclodextrins.



