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ný jev při separaci velkých molekul. Jako známý příklad 
může být uvedena separace motilinů lišících se pouze 
v jednom aminokyselinovém zbytku12. Zde hraje důležitou 
roli velikost a hydrofilně-lipofilní rovnováha. 

Třetí efekt, vodíková vazba s H-donory, může být 
využit spíše při separaci kyselých látek a byl aplikován 
např. pro rozlišení chlorfenolů izotachoforézou13 nebo 
separaci derivátů benzoové kyseliny CZE14. 

Konečně sítový efekt umožňuje separaci polyaniontů 
včetně oligonukleotidů15; PEG se přitom chová jako gelo-
vá fáze. 

Tento článek demonstruje užitečnost PEG při rozlišo-
vání relativně velkých molekul – lokálních anestetik, které 
jsou rozdílné struktury nejen chemickým typem (estery, 
amidy, karbamáty), ale také okolím protonizovaného dusí-
ku. Pouze první a druhý separační efekt je navržen pro 
studované sloučeniny, tedy tvorba komplexu a distribuce 
mezi vodou a PEG pseudofází. 

Obě metody, ITP a CZE, byly použity při kontrole 
farmaceutických preparátů obsahujících lokální anesteti-
ka16,17, při určení jejich pohyblivostí18,19, při jejich separaci 
v modelové směsi20, při stanovení lokálních anestetik 
a jejich metabolitů v krevní plazmě nebo moči21,22 a při 
separaci enantiomerů za přítomnosti cyklodextrinů23. 

 
 

Experimentální část 
 
Chemikálie 

 
Kyselina fosforečná a PEG (Mr = 2000) byly analytic-

ké čistoty (E. Merck, Darmstadt, Německo), hydroxid 
sodný a oktan-1-ol rovněž (Lachema, Brno, ČR). Lokální 
anestetika  amylokain, bupivakain, diperodon, -eukain, 
fomokain, kokain, leucinokain, lidokain, mesokain 
(trimekain), prokain, psikain, tetrakain a tropakokain byly 
standardní vzorky získané ze Státního ústavu pro kontrolu 
léčiv, Praha. 

Jako základní elektrolyt sloužil 0,05 M fosfátový pufr 
o pH 2,5. Elektrolyty s 12,5, 25, 30 a 33 hm.% PEG 2000 
byly připraveny smícháním 0,2 M fosfátového pufru 
s deionizovaným 50% vodným roztokem PEG 2000 a de-
ionizovanou vodou. Koncentrace fosfátu byla konstantní 
(0,05 mol l1). Roztok PEG (50%) byl deionizován vsád-
kově směsným ionexem, jak bylo popsáno dříve10. Zásobní 
roztoky lokálních anestetik o koncentraci 0,02 mol l1 byly 
připraveny z jejich hydrochloridů (leucinokain byl methyl-
sulfát) a pak byly dohromady smíchány na výslednou kon-
centraci anestetika 5104 mol l1. Připravená směs lokál-
ních anestetik byla dávkována pro modelovou separaci. 

 
Přístroje 
 

Byl použit systém SpectraPHORESIS 100 s rychle 
skenujícím UV-VIS detektorem. Jako optimální byla zvo-
lena vlnová délka 230 nm. Separace byly provedeny 
v křemenné kapiláře (bez pokrytí) 72 cm  75 m s efek-
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Úvod 

 
Poly(ethylenglykol) (PEG) s vysokou molekulovou 

hmotností je silný selektor při separaci organických slou-
čenin, stejně tak jako anorganických iontů. Byly postulo-
vány čtyři základní pochody při separaci v jeho přítomnos-
ti1: 
1.  kationizace PEG a tvorba komplexu s anorganickými 

nebo organickými kationty, 
2.  distribuce mezi objemnou vodnou fázi a PEG pseudo-

fázi, 
3.  vodíková vazba PEG s H-donory, 
4.  sítový efekt vysokomolekulárního PEG nebo neionto-

vých tenzidů. 
První efekt – kationizace a tvorba komplexů podob-

ných crownovým komplexům – se nejvýrazněji uplatňují 
při separaci kationtů. Tyto pochody byly velmi úspěšně 
použity při dělení anorganických kationtů izotachoforézou 
(ITP)2 nebo CZE35. Vliv PEG je dán uspořádáním PEG 
řetězce kolem kationtu, podobně jako u crownových kom-
plexů6. Tvorba komplexu je založena na principu 
„kationizace“ etherových atomů kyslíků v polyethyle-
novém řetězci, jež je již dlouho známa7. Tyto produkty 
s proměnlivou stechiometrií bývají označovány jako pseu-
docrownové komplexy8. 

Řetězec poly(ethylenglykolu) tvoří smyčky kolem 
kationtu kovu podle jeho velikosti9 a stabilita pseudocrow-
nových komplexů koresponduje s velikostí náboje, symet-
rií a rozložením náboje na povrchu kationtu. Stabilita 
pseudocrownových komplexů organických kationtů je 
obecně menší, větší je u kationtů se symetricky delokalizo-
vaným  nábojem v důsledku mezomerního efektu. Proto 
např. separační pořadí lutidinu a chinolinu může být změ-
něno rostoucí koncentrací PEG v základním elektrolytu 
(BGE)10,11. 

Rozdělení mezi vodu a pseudofázi PEG je velmi účin-
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tivní délkou 45 cm. Před každou sadou měření byla kapilá-
ra promývána vodou, 0,1 M hydroxidem sodným, vodou 
a BGE (vždy 5 min). Před následující analýzou byla kapi-
lára kondiciována 10 min základním elektrolytem pod 
separačním napětím a promyta vodou a základním elektro-
lytem (vždy 5 min). Konstantní napětí během měření bylo 
25 nebo 30 kV, dávkování bylo prováděno vakuem po 
dobu 0,5 s. Analyty byly identifikovány metodou standard-
ních přídavků a srovnáním UV spekter. Měření pH bylo 
provedeno skleněnou elektrodou kalibrovanou vodnými 
roztoky pufrů s použitím pH metru Präcitronic MV 870 
(Dresden, Německo). Voda byla deionizována na zařízení 
ELGA (Buchs, UK). Distribuční konstanty byly měřeny 
spektrofotometricky v UV oblasti spektrofotometrem Phi-
lips PU 8750 (Philips, Nizozemí). 

Měření rozdělovacích konstant 
 
Přibližně 104 mol l1 roztok hydrochloridu anestetika 

ve fosfátovém pufru o pH 2,5 byl extrahován stejným ob-
jemem oktan-1-olu. Absorbance vodní vrstvy byla měřena 
při 230 nm před a po extrakci. Pro estery 4-amino-
benzoových kyselin (prokain, tetrakain, leucinokain) byla 
absorbance měřena v intervalu 290 až 310 nm. Distribuční 
konstanta byla počítána podle rovnice KD = cokt/cvoda. 

 
Výsledky a diskuse 

 
Separace vybrané řady lokálních anestetik může být 

ovlivněna: 
 strukturou analytu (hydrofobností), 

Obr. 1. Struktury lokálních anestetik 
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 molekulovou hmotností, 
 stupněm disociace (protonizací – bazicitou), 
 podmínkami separace (pH, protiiontem, teplotou, 

napětím) 
a v přítomnosti PEG dále: 
 tvorbou pseudocrownových komplexů, 
 hydrofobními interakcemi mezi analytem a PEG 

pseudofází, 
 koncentrací PEG, která ovlivňuje čtyři uvedené efek-

ty. 
Struktura třinácti lokálních anestetik je zobrazena na 

obr. 1. Sloučeniny 1, 2 a 3 jsou amidy, sloučeniny 48 
estery kyseliny benzoové. Látky 911 jsou estery 4-amino-
benzoové kyseliny. Látka 12 je ether a 13 je karbamát. 

Pro běžné organické molekuly s podobnou strukturou 
můžeme použít jednoduchý vztah mezi pohyblivostí 
a molekulovou hmotností24 

kde zi je efektivní nábojové číslo, Mr je relativní molekulo-
vá hmotnost,  a, b jsou empirické konstanty. Elektroosmo-
tický tok (EOF) byl zanedbatelný při pH 2,5 v základním 
elektrolytu bez PEG. Migrační čas je tedy přímo úměrný 
molekulové hmotnosti separovaných úplně protonizova-
ných bází (nebo úplně disociovaných kyselin). Na obr. 2 je 
zobrazen vztah mezi Mr a migračním časem tm pro jednot-
livé strukturní typy v pufru o pH 2,5 bez přídavku PEG. 

Z tohoto obrázku je patrné, že amidy (včetně karba-
mátu) a estery 4-aminobenzoové kyseliny splňují rovnici 
(1), ale estery kyseliny benzoové nikoliv. Rozpor mezi 
oběma stereoisomery kokainu a psikainu je velice význam-

ný, tvorba kruhu s bazickým dusíkem je příčinou neregu-
lérnosti v chování těchto esterů. Pohyblivosti 4-amino-
benzoátů 9, 10 a 11 jsou značně vyšší než ostatní. Tento 
fakt je evidentně způsoben dvoustupňovou protonizací 
obou bazických dusíků. Z rovnice (1) lze snadno spočítat, 
že stupeň protonizace 4-aminobenzoátů leží mezi 1,15 
a 1,20, za předpokladu, že zi = 1 pro ostatní lokální aneste-
tika. Celková disociace (protonizace) alifatických nebo 
alicyklických dusíků vyplývá  z jejich disociačních kon-
stant, které jsou uvedeny v tabulce I společně s dalšími 
významnými konstantami. 

Z tab. I a obr. 3 je zřejmé, že v kyselém pufru bez 
aditiv existují některé neseparované páry (amylokain–
tropakokain; lidokain–kokain; mesokain–-eukain) a jedna 
neseparovaná trojice (bupivakain–psikain–fomokain). 
Separace v zásaditém pufru není možná kvůli srážení ně-
kterých slabých bází při pH mezi jejich konstantami kyse-
losti (pH 79). Separace v oblasti pH od 2,5 do 5 nezlep-
šovala účinnost, navíc nad pH 4 vystupuje významná role 
EOF. Proto byl testován poly(ethylenglykol) jako aditivum 
jen při pH 2,5. 

Rostoucí koncentrace PEG umožňuje separovat 

Obr. 2. Závislost migračního času na relativní molekulové 
hmotnosti dělených látek; migrační čas tm byl měřen v 0,05 M 
fosfátovém pufru o pH 2,5. Napětí 25 kV, UV detekce při 
230 nm. 1  lidokain; 2  mesokain; 3  bupivakain; 4  amylo-
kain; 5  tropakokain; 6  -eukain; 7  kokain; 8  psikain; 9  
prokain; 10  tetrakain; 11  leucinokain; 12  fomokain; 13  
diperodon.  amidy,  estery benzoové kyseliny,  estery 4-
aminobenzoové kyseliny,  ethery 
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Obr. 3. Separace lokálních anestetik v pufru bez přídavku 
PEG; 0,05 M fosfátový pufr; koncentrace anestetika 5104 mol l1. 
Separační napětí 25 kV, UV detekce při 230 nm 
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Tabulka I 
Základní vlastnosti lokálních anestetik 

Č. Název sloučeniny Mr
 a pKa 

[18] KD 
b ui 

c [109 m2 V1 s1] 

1 lidokain 235,3 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 -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 237,3 9,01 (pK1) ® 0 42,5 

10 tetrakain 265,4 8,29 (pK1) 0,20 39,8 

11 leucinokain 293,4 9,21 (pK1) 0,08 36,6 

12 fomokain 312,4 - 0,74 32,8 

13 diperodon 398,5 6,97 3,42 28,6 

a Relativní molekulová hmotnost protonizované sloučeniny, b distribuční (rozdělovací) koeficient mezi oktan-1-olem 
a 0,05 M fosfátovým pufrem pH 2,5, c mobilita ve fosfátovém pufru pH 2,5 bez přídavku PEG 

Obr. 4. Separace lokálních anestetik v pufru s 12,5 % PEG; 
0,05 M fosfátový pufr obsahující 12,5 % PEG 2000. Ostatní viz 
obr. 3 

Obr. 5. Separace lokálních anestetik v pufru s 25 % PEG; 
0,05 M fosfátový pufr obsahující 25 % PEG 2000. Ostatní viz 
obr. 3 
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všechny kritické páry (obr. 46). Nejhůře separovatelný 
pár amylokain–tropakokain vyžaduje koncentraci PEG 
vyšší než 30 %. 

Jak bylo uvedeno výše, rostoucí koncentrace aditiva 
může podporovat tvorbu komplexu, hydrofobní interakce 
a rovněž měnit stupeň protonizace. Efekt tvorby pseudo-
crownových komplexů lze ilustrovat na migraci velice 
podobných molekul, např. homologů s blízkou polaritou. 
Takovým párem derivátů je lidokain a mesokain. Účinek 
zvýšení koncentrace PEG na rozlišení jmenovaného páru 
a všech kritických párů je zobrazen na obr. 7. Rostoucí 
rozlišení páru lidokain–mesokain naznačuje, že tvorba 
pseudocrownových komplexů hraje nezanedbatelnou roli 
v separačním mechanismu. Zároveň s touto možností hydro-
fobnost mesokainu roste směrem k lidokainu; vyšší rozpust-
nost v PEG pseudofázi musí rovněž zvyšovat rozlišení.  

K určení, zda se uplatňuje hydrofobní efekt, byla mě-
řena distribuční konstanta mezi oktan-1-olem a vodným 
roztokem pufru. Analyty byly separovány jako kationty, 
ale soli objemných iontů se přitom mohou chovat jako 
iontový pár rozpustný v organické poly(ethylenglykolové) 
pseudofázi. 

Ze zkušenosti ze soudních analýz je známo, že hyd-
rochloridy objemných bází léčiv jsou částečně extrahova-

telné do organických rozpouštědel v pořadí jejich hydro-
fobností. Z naměřených rozdělovacích konstant (tab. I) je 
vidět, že tři hydrochloridy jsou značně extrahovány do 
oktan-1-olové fáze, a to diperodon, fomokain a psikain. 
Hydrofobní interakce s PEG pseudofází je charakterizová-
na rozdílným prodloužením migračních časů s rostoucí 
koncentrací PEG. To je v souhlasu s rychle rostoucím po-
měrem migračního času mezi základním elektrolytem 
s přídavkem a bez přídavku PEG (tab. II). 

Diperodon, fomokain a psikain migrují nejpomaleji 
ve všech elektrolytických systémech a diperodon jako 
látka s největší distribuční konstantou se vyznačuje maxi-
málním přírůstkem poměru migračních časů. Relativní 
hydrofobnost může být vyjádřena porovnáním migračních 
časů s migračním časem nejhydrofobnější sloučeniny – 
diperodonu. Rozdělení trojice bupivakain–fomokain–
psikain (obr. 3) je umožněno hydrofobními interakcemi 
s PEG pseudofází, jak je zřejmé z obr. 8. Největší pokles 
reprezentuje nejnižší hydrofobnost. 

Skupina esterů 4-aminobenzoové kyseliny vykazuje 
vysoký poměr migračních časů. Přírůstek migračního času 
je srovnatelný s fomokainem nebo diperodonem. Tento 
efekt není výsledkem nepolárnosti nebo hydrofobnosti, ale 
je způsoben potlačením disociace (protonizace). Organické 
rozpouštědlo a přídavek organické pseudofáze oslabuje, 
jak známo, kyseliny i báze a protonizace do druhého stup-
ně vůbec neprobíhá. 

 
 

Závěr 
 
Rozdíly v migračních časech organických bází, jako 

jsou lokální anestetika, mohou být využity k identifikaci 
individuí nebo složek ve směsi. Ve vybrané sadě 13 lokál-
ních anestetik bylo dosaženo dokonalé separace využitím 
tří systémů – vodný roztok pufru, pufr s 25 % a s 33 % 
PEG 2000. Kvůli vysoké viskozitě, dlouhému času analý-

Obr. 6. Separace lokálních anestetik v pufru s 33 % PEG; 
0,05 M fosfátový pufr obsahující 33 % PEG 2000; koncentrace 
anestetika 510-4 mol l-1; separační napětí 30 kV, UV detekce při 
230 nm 

Obr. 7. Vliv rostoucí koncentrace PEG na rozlišení lokálních 
anestetik;  amylokain + tropakokain,  lidokain + kokain,  
mesokain + -eukain,  lidokain + mesokain 
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zy a rovněž rostoucímu šumu základní linie jsou ke kvanti-
fikaci vhodné pouze systémy obsahující méně než 25 % 
PEG. 

Distribuce mezi vodou a PEG pseudofází určuje me-
chanismus separace v systému s přídavkem PEG. Tvorba 
pseudocrownových komplexů není významným příspěv-
kem k separaci vzhledem k lokalizovanému stericky stíně-
nému kladnému náboji. Molekuly PEG nejsou schopny 
obklopit velké kationtové molekuly s lokalizovaným nábo-
jem. Druhý stupeň protonizace aromatické skupiny u ana-
logů prokainu může být využit pro jejich separaci a zkrá-

cení doby analýzy v kyselém pufru s minimálním obsahem 
PEG. 
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Obr. 8. Závislost poměru migračních časů anestetik k času 
diperodonu na obsahu PEG v základním elektrolytu;  bupi-
vakain,  fomokain,  psikain 
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P. Adamovský and Z. Stránský (Department of Ana-

lytical Chemistry, Palacký 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. 


