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Uvod

Poly(ethylenglykol) (PEG) s vysokou molekulovou
hmotnosti je silny selektor pfi separaci organickych slou-
Cenin, stejné tak jako anorganickych ionti. Byly postulo-
vany Ctyti zakladni pochody pfi separaci v jeho pfitomnos-
ti':
1. kationizace PEG a tvorba komplexu s anorganickymi

nebo organickymi kationty,

2. distribuce mezi objemnou vodnou fazi a PEG pseudo-
fazi,

3. vodikova vazba PEG s H-donory,

4. sitovy efekt vysokomolekularniho PEG nebo neionto-

vych tenzidi.

Prvni efekt — kationizace a tvorba komplexti podob-
nych crownovym komplextim — se nejvyraznéji uplatiuji
pri separaci kationtl. Tyto pochody byly velmi Uspésné
pouzity prfi déleni anorganickych kationtd izotachoforézou
(ITP)* nebo CZE*”. Vliv PEG je dan uspofadanim PEG
fetézce kolem kationtu, podobné jako u crownovych kom-
plexi®. Tvorba komplexu je zalozena na principu
Kationizace“ etherovych atomt kyslikii v polyethyle-
novém fetézci, jez je jiz dlouho znama’. Tyto produkty
s proménlivou stechiometrii byvaji oznacovany jako pseu-
docrownové komplexy®.

Retézec poly(ethylenglykolu) tvoii smycky kolem
kationtu kovu podle jeho velikosti® a stabilita pseudocrow-
novych komplexd koresponduje s velikosti naboje, symet-
rii a rozlozenim naboje na povrchu kationtu. Stabilita
pseudocrownovych komplexii organickych kationtd je
obecné mensi, vetsi je u kationtl se symetricky delokalizo-
vanym ndbojem v disledku mezomerniho efektu. Proto
napf. separacni potadi lutidinu a chinolinu mize byt zmé-
néno rostouci koncentraci PEG v zékladnim elektrolytu
(BGE)!*!!,

Rozdé&leni mezi vodu a pseudofazi PEG je velmi G€in-
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ny jev pii separaci velkych molekul. Jako znamy priklad
miliZe byt uvedena separace motilind liSicich se pouze
v jednom aminokyselinovém zbytku'?. Zde hraje dalezitou
roli velikost a hydrofilné-lipofilni rovnovéha.

Treti efekt, vodikova vazba s H-donory, muze byt
vyuZzit spiSe pfi separaci kyselych latek a byl aplikovéan
napf. pro rozliseni chlorfenolii izotachoforézou' nebo
separaci derivatl benzoové kyseliny CZE'.

Konecéné sitovy efekt umozinuje separaci polyanionti
véetné oligonukleotidi’; PEG se ptitom chova jako gelo-
va faze.

Tento ¢lanek demonstruje uzite¢nost PEG pfi rozliSo-
vani relativné velkych molekul — lokalnich anestetik, které
jsou rozdilné struktury nejen chemickym typem (estery,
amidy, karbamaty), ale také okolim protonizovaného dusi-
ku. Pouze prvni a druhy separacni efekt je navrzen pro
studované slouceniny, tedy tvorba komplexu a distribuce
mezi vodou a PEG pseudofazi.

Obé metody, ITP a CZE, byly pouzity pti kontrole
farmaceutickych preparatii obsahujicich lokalni anesteti-
ka'®!", pii ureni jejich pohyblivosti'®', pii jejich separaci
v modelové smési’’, pfi stanoveni lokalnich anestetik
a jejich metabolitti v krevni plazmé nebo mogi*'** a pfi
separaci enantiomerd za pritomnosti cyklodextrint®.
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Experimentalni ¢ast
Chemikalie

Kyselina fosforecna a PEG (M, = 2000) byly analytic-
ké cistoty (E. Merck, Darmstadt, Némecko), hydroxid
sodny a oktan-1-ol rovn&Z (Lachema, Brno, CR). Lokalni
anestetika — amylokain, bupivakain, diperodon, B-eukain,
fomokain, kokain, leucinokain, lidokain, mesokain
(trimekain), prokain, psikain, tetrakain a tropakokain byly
standardni vzorky ziskané ze Statniho Ustavu pro kontrolu
1é¢iv, Praha.

Jako zakladni elektrolyt slouzil 0,05 M fosfatovy pufr
o pH 2,5. Elektrolyty s 12,5, 25, 30 a 33 hm.% PEG 2000
byly pfipraveny smichanim 0,2 M fosfatového pufru
s deionizovanym 50% vodnym roztokem PEG 2000 a de-
ionizovanou vodou. Koncentrace fosfatu byla konstantni
(0,05 mol I'"). Roztok PEG (50%) byl deionizovan vsad-
kové smésnym ionexem, jak bylo popsano diive'. Zasobni
roztoky lokalnich anestetik o koncentraci 0,02 mol I"' byly
pripraveny z jejich hydrochloridi (leucinokain byl methyl-
sulfat) a pak byly dohromady smich4ny na vyslednou kon-
centraci anestetika 5-10™ mol I"". Pfipravena smés lokal-
nich anestetik byla ddvkovana pro modelovou separaci.

Ptistroje

Byl pouzit systém SpectraPHORESIS 100 s rychle
skenujicim UV-VIS detektorem. Jako optimalni byla zvo-
lena vlnova délka 230 nm. Separace byly provedeny
v kfemenné kapilafe (bez pokryti) 72 cm x 75 um s efek-
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tivni délkou 45 cm. Pfed kazdou sadou méfeni byla kapila-
ra promyvéana vodou, 0,1 M hydroxidem sodnym, vodou
a BGE (vZdy 5 min). Pfed nasledujici analyzou byla kapi-
lara kondiciovana 10 min zakladnim elektrolytem pod
separaénim napétim a promyta vodou a zakladnim elektro-
lytem (vZdy 5 min). Konstantni napéti béhem méteni bylo
25 nebo 30kV, davkovani bylo provadéno vakuem po
dobu 0,5 s. Analyty byly identifikovany metodou standard-
nich ptidavkt a srovnanim UV spekter. Méfeni pH bylo
provedeno sklenénou elektrodou kalibrovanou vodnymi
roztoky pufrti s pouzitim pH metru Pracitronic MV 870
(Dresden, Némecko). Voda byla deionizovéana na zafizeni
ELGA (Buchs, UK). Distribu¢ni konstanty byly méfeny
spektrofotometricky v UV oblasti spektrofotometrem Phi-
lips PU 8750 (Philips, Nizozemi).
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Obr. 1. Struktury lokalnich anestetik
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Me¢feni rozdélovacich konstant

Pfiblizng 10~ mol ! roztok hydrochloridu anestetika
ve fosfatovém pufru o pH 2,5 byl extrahovan stejnym ob-
jemem oktan-1-olu. Absorbance vodni vrstvy byla métena
pfi 230nm pfed a po extrakci. Pro estery 4-amino-
benzoovych kyselin (prokain, tetrakain, leucinokain) byla

absorbance méfena v intervalu 290 az 310 nm. Distribu¢ni
konstanta byla pocitana podle rovnice Kp = Coxi/Cyoda-

Vysledky a diskuse

Separace vybrané fady lokalnich anestetik miiZze byt
ovlivnéna:
—  strukturou analytu (hydrofobnosti),
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Obr. 2. Zavislost migrac¢niho ¢asu na relativni molekulové
hmotnosti délenych latek; migracni Cas ¢, byl méfen v 0,05 M
fosfatovém pufru o pH2,5. Napéti 25kV, UV detekce pfi
230 nm. 1 — lidokain; 2 — mesokain; 3 — bupivakain; 4 — amylo-
kain; 5 — tropakokain; 6 — B-eukain; 7 — kokain; 8 — psikain; 9 —
prokain; 10 — tetrakain; 11 — leucinokain; 12 — fomokain; 13 —
diperodon. @ amidy, O estery benzoové kyseliny, Bl estery 4-
aminobenzoové kyseliny, [ ethery

molekulovou hmotnosti,
stupném disociace (protonizaci — bazicitou),
podminkami separace (pH, protiiontem, teplotou,
napétim)
a v pfitomnosti PEG déle:
tvorbou pseudocrownovych komplex,
hydrofobnimi interakcemi mezi analytem a PEG
pseudofazi,
koncentraci PEG, kterd ovliviiuje ¢tyfi uvedené efek-
ty.
Struktura tfinacti lokalnich anestetik je zobrazena na
obr. 1. Slouceniny 1, 2 a 3 jsou amidy, slouceniny 4-8
estery kyseliny benzoové. Latky 9—11 jsou estery 4-amino-
benzoové kyseliny. Latka 12 je ether a 13 je karbamat.

Pro bézné organické molekuly s podobnou strukturou
milizeme pouzit jednoduchy vztah mezi pohyblivosti
a molekulovou hmotnosti**

_a.Zi ])
=—1+Db (
l’LI M

r

kde z; je efektivni ndbojové ¢islo, M, je relativni molekulo-
va hmotnost, a, b jsou empirické konstanty. Elektroosmo-
ticky tok (EOF) byl zanedbatelny pfi pH 2,5 v zdkladnim
elektrolytu bez PEG. Migracni Cas je tedy pfimo imeérny
molekulové hmotnosti separovanych Uplné protonizova-
nych bazi (nebo uplné disociovanych kyselin). Na obr. 2 je
zobrazen vztah mezi M, a migra¢nim Casem ¢, pro jednot-
livé strukturni typy v pufru o pH 2,5 bez ptidavku PEG.

Z tohoto obrazku je patrné, ze amidy (vcetn¢ karba-
matu) a estery 4-aminobenzoové kyseliny spliiuji rovnici
(1), ale estery kyseliny benzoové nikoliv. Rozpor mezi
obéma stereoisomery kokainu a psikainu je velice vyznam-
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Obr. 3. Separace lokélnich anestetik v pufru bez pridavku
PEG; 0,05 M fosfatovy pufr; koncentrace anestetika 5-10~* mol 1",
Separacni napéti 25 kV, UV detekee pii 230 nm

ny, tvorba kruhu s bazickym dusikem je pti¢inou neregu-
lérnosti v chovéani téchto esterd. Pohyblivosti 4-amino-
benzoatt 9, 10 a 11 jsou znaéné vyssi nez ostatni. Tento
fakt je evidentné zplsoben dvoustupniovou protonizaci
obou bazickych dusikti. Z rovnice (/) Ize snadno spocitat,
ze stupen protonizace 4-aminobenzoatd lezi mezi 1,15
a 1,20, za predpokladu, Ze z; = 1 pro ostatni lokalni aneste-
tika. Celkova disociace (protonizace) alifatickych nebo
alicyklickych dusikdl vyplyva zjejich disociaCnich kon-
stant, které jsou uvedeny v tabulce I spolecné s dal§imi
vyznamnymi konstantami.

Ztab.1 a obr. 3 je ziejmé, Ze v kyselém pufru bez
aditiv existuji né&které neseparované péary (amylokain—
tropakokain; lidokain—kokain; mesokain—-eukain) a jedna
neseparovand trojice  (bupivakain—psikain—fomokain).
Separace v zasaditém pufru neni mozna kvuli srazeni né-
kterych slabych bazi pfi pH mezi jejich konstantami kyse-
losti (pH 7-9). Separace v oblasti pH od 2,5 do 5 nezlep-
Sovala ucinnost, navic nad pH 4 vystupuje vyznamna role
EOF. Proto byl testovan poly(ethylenglykol) jako aditivum
jen piipH 2,5.

Rostouci

koncentrace PEG umoziiuje separovat
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Tabulka I

Zakladni vlastnosti lokalnich anestetik

C. Nézev slouceniny M.*? pKa 18] Kp® w107 m* Vs
1 lidokain 2353 7,85 0,08 35,9
2 mesokain 249.4 7,95 0,14 34,4
3 bupivakain 289.,4 8,19 0,21 32,8
4 amylokain 236,3 7,96 0,08 37,8
5 tropakokain 246,3 9,36 0,02 37,8
6 B-eukain 248,3 9,50 0,14 34,4
7 kokain 304,4 8,69 0,02 35,9
8 psikain 304,4 8,54 0,45 32,8
9 prokain 2373 9,01 (pK) ®0 42.5
10 tetrakain 265,4 8,29 (pK)) 0,20 39,8
11 leucinokain 293,4 9,21 (pK,) 0,08 36,6
12 fomokain 312,4 - 0,74 32,8
13 diperodon 398,5 6,97 3,42 28,6

* Relativni molekulova hmotnost protonizované sloudeniny, ° distribuéni (rozd&lovaci) koeficient mezi oktan-1-olem
a 0,05 M fosfatovym pufrem pH 2,5, ¢ mobilita ve fosfatovém pufru pH 2,5 bez ptidavku PEG
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Obr. 4. Separace lokalnich anestetik v pufru s 12,5 % PEG; Obr. 5. Separace lokalnich anestetik v pufru s25 % PEG;
0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 12,5 % PEG 2000. Ostatni viz 0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 25 % PEG 2000. Ostatni viz
obr. 3 obr. 3
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vSechny kritické pary (obr. 4—6). Nejhlie separovatelny
par amylokain—tropakokain vyzaduje koncentraci PEG
vyssi nez 30 %.

Jak bylo uvedeno vyse, rostouci koncentrace aditiva
mize podporovat tvorbu komplexu, hydrofobni interakce
arovnéz meénit stupen protonizace. Efekt tvorby pseudo-
crownovych komplexii lze ilustrovat na migraci velice
podobnych molekul, napt. homologi s blizkou polaritou.
Takovym parem derivatd je lidokain a mesokain. Uginek
zvySeni koncentrace PEG na rozliSeni jmenovaného paru
a vSech kritickych pari je zobrazen na obr. 7. Rostouci
rozliSeni paru lidokain—mesokain naznacuje, Ze tvorba
pseudocrownovych komplexti hraje nezanedbatelnou roli
v separacnim mechanismu. Zarovei s touto moznosti hydro-
fobnost mesokainu roste smérem k lidokainu; vyssi rozpust-
nost v PEG pseudofézi musi rovnéZ zvySovat rozliSeni.

K ur€eni, zda se uplatiuje hydrofobni efekt, byla mé-
fena distribucni konstanta mezi oktan-1-olem a vodnym
roztokem pufru. Analyty byly separovany jako kationty,
ale soli objemnych iontd se pfitom mohou chovat jako
iontovy par rozpustny v organické poly(ethylenglykolové)
pseudofazi.

Ze zkusenosti ze soudnich analyz je znamo, Ze hyd-
rochloridy objemnych bazi 1é¢iv jsou ¢astecné extrahova-
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Obr. 6. Separace lokalnich anestetik v pufru s 33 % PEG;
0,05 M fosfatovy pufr obsahujici 33 % PEG 2000; koncentrace
anestetika 5-10* mol I''; separa¢ni napéti 30 kV, UV detekce pii
230 nm
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telné do organickych rozpoustédel v potadi jejich hydro-
fobnosti. Z naméfenych rozd€lovacich konstant (tab. I) je
vidét, ze tfi hydrochloridy jsou znacné extrahovany do
oktan-1-olové faze, a to diperodon, fomokain a psikain.
Hydrofobni interakce s PEG pseudofazi je charakterizova-
na rozdilnym prodlouzenim migra¢nich ¢ast s rostouci
koncentraci PEG. To je v souhlasu s rychle rostoucim po-
mérem migra¢niho ¢asu mezi zdkladnim elektrolytem
s ptidavkem a bez ptidavku PEG (tab. II).

Diperodon, fomokain a psikain migruji nejpomaleji
ve vSech elektrolytickych systémech a diperodon jako
latka s nejvetsi distribucni konstantou se vyznacuje maxi-
malnim pfiristkem poméru migracnich casd. Relativni
hydrofobnost mize byt vyjadfena porovnanim migrac¢nich
Casti s migracnim casem nejhydrofobnéjsi slouceniny —
diperodonu. Rozdé€leni trojice bupivakain—fomokain—
psikain (obr. 3) je umoznéno hydrofobnimi interakcemi
s PEG pseudofazi, jak je ziejmé z obr. 8. Nejvetsi pokles
reprezentuje nejnizsi hydrofobnost.

Skupina esteri 4-aminobenzoové kyseliny vykazuje
vysoky pomér migracnich ¢ast. PrirGistek migracniho ¢asu
je srovnatelny s fomokainem nebo diperodonem. Tento
efekt neni vysledkem nepolarnosti nebo hydrofobnosti, ale
je zpusoben potlacenim disociace (protonizace). Organické
rozpoustédlo a pridavek organické pseudofaze oslabuje,
jak znamo, kyseliny i baze a protonizace do druhého stup-
né viubec neprobiha.

Zavér

Rozdily v migracnich ¢asech organickych bazi, jako
jsou lokalni anestetika, mohou byt vyuzity k identifikaci
individui nebo slozek ve smési. Ve vybrané sadé 13 lokal-
nich anestetik bylo dosazeno dokonalé separace vyuzitim
tii systémi — vodny roztok pufru, pufr s25% a s33 %
PEG 2000. Kvuli vysoké viskozité, dlouhému casu analy-
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Obr. 7. Vliv rostouci koncentrace PEG na rozliSeni lokalnich
anestetik; ® amylokain + tropakokain, O lidokain + kokain, ll
mesokain + B-eukain, [J lidokain + mesokain
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Tabulka IT
Vliv koncentrace PEG na migraéni Casy lokalnich anestetik
Slouc¢enina t° * [min] t /1"

12,5 % PEG 25 % PEG 30 % PEG 33 % PEG
Lidokain 6,26 1,56 3,09 4,39 5,01
Mesokain 6,55 1,62 3,28 4,71 5,37
Bupivakain 6,85 1,64 3,33 4,78 5,45
Amylokain 5,96 1,58 3,12 443 5,05
Tropakokain 5,96 1,58 3,12 4,47 5,10
B-Eukain 6,55 1,64 3,34 4,79 5,46
Kokain 6,26 1,58 3,14 4,47 5,09
Psikain 6,85 1,71 3,53 5,17 5,91
Prokain 5,30 1,71 3,51 5,08 5,82
Tetrakain 5,66 1,95 4,17 6,11 6,98
Leucinokain 6,15 1,83 3,84 5,62 6,43
Fomokain 6,35 1,87 3,95 5,77 6,58
Diperodon 7,86 1,94 423 6,33 7,20

* Migraéni ¢as ve fosfatovém pufru, ° pomér migragniho ¢asu ve fosfatovém pufru s pridavkem PEG k migraénimu &asu

v pufru bez PEG
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Obr. 8. Zavislost poméru migracnich ¢asii anestetik k ¢asu
diperodonu na obsahu PEG v zikladnim elektrolytu; @ bupi-
vakain, O fomokain, B psikain

zy a rovnéz rostoucimu Sumu zakladni linie jsou ke kvanti-
fikaci vhodné pouze systémy obsahujici méné nez 25 %
PEG.

Distribuce mezi vodou a PEG pseudofazi uréuje me-
chanismus separace v systému s piidavkem PEG. Tvorba
pseudocrownovych komplexi neni vyznamnym prispév-
kem k separaci vzhledem k lokalizovanému stericky stiné-
nému kladnému néaboji. Molekuly PEG nejsou schopny
obklopit velké kationtové molekuly s lokalizovanym nabo-
jem. Druhy stupen protonizace aromatické skupiny u ana-
logti prokainu mize byt vyuzit pro jejich separaci a zkra-
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ceni doby analyzy v kyselém pufru s minimalnim obsahem
PEG.
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P. Adamovsky and Z. Stransky (Department of Ana-
Iytical Chemistry, Palacky University, Olomouc): Separa-
tion of Some Local Anesthetics by Capillary Zone Elec-
trophoresis in the Presence of Poly(ethylene glycol)

Separations of inorganic cations and organic com-
pounds by capillary zone electrophoresis (CZE) can be
favourably influenced by addition of poly(ethylene glycol)
(PEG) to the background electrolyte. Local anesthetics,
organic bases, were selected as models for testing the in-
fluence of PEG on migration and resolution of analytes.



