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(racematów). Dodatkowo dokumentacja powin-
na zawierać dane dotyczące konwersji jednego 
enancjomeru w drugi. Klasycznym już przykładem 
racemizacji, czyli nieodwracalnego procesu prze-
kształcania jednego z enancjomerów w mieszaninę 

Wstęp

Zainteresowanie badaczy ciągle wzbudzają zagad-
nienia dotyczące izomerów optycznych (enancjome-
rów), czyli związków nieposiadających płaszczyzny 
symetrii w cząsteczce i dlatego niedających się na-
łożyć na swe odbicie lustrzane. Produkty lecznicze 
optycznie czynne zazwyczaj produkowane są jako 
racematy, czyli mieszaniny obu enancjomerów ze 
względu na wysokie koszty i trudność techniczną 
związaną z ich syntezą asymetryczną. Jednak od cza-
su raportu nad talidomidem [1] stopniowo zaczęto 
zdawać sobie sprawę, że często tylko jeden z enancjo-
merów wykazuje pożądaną aktywność terapeutyczną 
– korzystne parametry farmakologiczne, toksyko-
logiczne oraz farmakodynamiczne (eutomer), pod-
czas gdy drugi (distomer) jest nieaktywny lub może 
przyczyniać się do większej toksyczności [2, 3]. Za-
chowanie takie jest wynikiem innego oddziaływa-
nia każdego z enancjomerów z docelowym miejscem 
działania leków, tj. enzymy czy receptory, które mają 
również strukturę chiralną. Dzisiaj, co jest powszech-
nie akceptowane, para enancjomerów jest traktowa-
na jako dwa różne związki. Dlatego obecnie dąży się 
do tego, aby otrzymywane leki były stereochemicz-
nie czyste.

Władze odpowiedzialne za rejestracje leków za-
chęcają przemysł farmaceutyczny do rejestracji 
pojedynczych enancjomerów. Amerykańska agen-
cja do spraw żywności i leków (US FDA) w przy-
padkach związków optycznie czynnych zaostrzyła 
wymagania patentowe o pełną dokumentację far-
makologiczną i farmakokinetyczną pojedyn-
czych enancjomerów, jak również ich kombinacji 
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racemiczną jest talidomid, gdzie R-izomer ma pożą-
dane działanie lecznicze, natomiast S-izomer jest 
silnym mutagenem powodującym choroby gene-
tyczne u potomstwa. Właśnie z powodu racemizacji, 
jaka zachodzi w organizmie podanie nawet czyste-
go R-enancjomeru nie jest do końca bezpieczne. 
Obecnie talidomid stosuje się jedynie w przypad-
kach leczenia szpiczaka mnogiego [4] oraz tylko 
u mężczyzn w ciężkich przypadkach trądu, jako le-
prostatyk [5].

elektroforeza kapilarna wśród technik 
separacyjnych służących do rozdzielania 
związków chiralnych

Coraz więcej syntetycznych związków optycz-
nie czynnych stosuje się w lecznictwie w postaci 
pojedynczych enancjomerów. Pociąga to za sobą 
konieczność stosowania i rozwijania sprawnych 

i czułych technik analitycznych w ce-
lach zapewnienia właściwej kontro-
li leków.

Najbardziej popularne techniki 
analityczne służące do rozdziałów 
enancjomerów to chromatografia 
gazowa (ang. gas chromatography, 
GC) oraz wysokosprawna chroma-
tografia cieczowa (ang. high perfor-
mance liquid chromatography, HPLC). 
Zastosowania metody GC są ograni-
czone jedynie do związków lotnych, 
natomiast HPLC posiada szeroki za-
kres zastosowalności między inny-
mi dlatego, że możliwe jest użycie 
dużej i różnorodnej liczby kolumn 
chiralnych służących do chromato-
graficznego rozdziału enancjomerów. 
Kolumny te są stosunkowo drogie, 
ich czas życia jest krótki, sprawność 
mierzona liczbą półek teoretycznych 
jest niska w porównaniu z konwen-
cjonalnym rozdziałem prowadzonym 

w odwróconym układzie faz (ang. reversed pha-
se high performance liquid chromatography, RP-
HPLC). To wszystko stanowi o ograniczeniach tej 
techniki.

W porównaniu do HPLC elektroforeza kapilarna 
(ang. capillary electrophoresis, CE) postrzegana jest 
jako atrakcyjna technika służąca do rozdziału związ-
ków optycznie czynnych ze względu na: 
a)  wysoką sprawność, która pozwala obserwować 

enancjoselektywne efekty oddziaływań selektor-
selektand niewidoczne w innych technikach,

b)  dużą elastyczność w odniesieniu do optymaliza-
cji rozdziału enancjomerów (możliwość szybkiej 
zmiany warunków rozdziału oraz typu i stężenia 
selektora chiralnego),

c)  krótki czas analizy, małe objętości analizowanych 
substancji, jak i elektrolitu podstawowego, co daje 
możliwość stosowania nawet bardzo drogich se-
lektorów chiralnych,

d)  jednoczesne stosowanie różnych selektorów chi-
ralnych rozpuszczonych w elektrolicie podstawo-
wym (układ podwójny) [6].
Znaczenie CE, jako techniki służącej do rozdziałów 

chiralnych ciągle wzrasta. Przejawem tego zaintereso-
wania są liczne artykuły przeglądowe [7–15].

Różne rodzaje CE: kapilarna elektroforeza strefo-
wa (ang. capillary zone electrophoresis, CZE), micelar-
na chromatografia elektrokinetyczna (ang. micellar 
electrokinetic chromatography, MEKC), elektrochro-
matografia kapilarna (ang. capillary electrochromato-
graphy, CEC), kapilarna izotachoforeza (ang. capillary 
isotachophoresis, CITP), kapilarna elektroforeza żelo-
wa (ang. capillary gel electrophoresis, CGE) są wyko-
rzystywane do rozdziałów chiralnych.

Informacje na temat kapilarnych technik elektro-
migracyjnych zamieszczono w książce autorstwa 
Witkiewicza [16] oraz monografii ogólnej Farmako-
pei Polskiej wydanie VII [17] oraz VIII. Zamieszczone 
tam informacje dotyczą istoty kapilarnych technik 
elektromigracyjnych, aparatury, charakterystyki 
przepływu elektroosmotycznego, ruchliwości elek-
troforetycznej oraz mechanizmu rozdzielania elek-
troforetycznego. Informacje te są wystarczające dla 
zrozumienia zasad, jakie obowiązują w kapilarnych 
technikach elektromigracyjnych. W niniejszej pracy 
opisano wykorzystanie techniki elektroforezy kapi-
larnej do elektroforetycznego rozdzielania enancjo-
merów, jak również skoncentrowano się na grupach 
selektorów chiralnych.

Rozdział izomerów optycznych można osiągnąć 
metodą bezpośrednią i pośrednią. Bezpośredni roz-
dział enancjomerów polega na tworzeniu labilnych 
kompleksów diastereoizomerycznych albo kom-
pleksów inkluzyjnych, powstałych z enancjomerów 
z cząsteczkami chiralnymi, będącymi z nimi w pro-
cesie dynamicznej równowagi. Siły elektrostatycz-
ne, wiązania wodorowe, van der Waalsa, ω-ω oraz 
oddziaływania polarne przyczyniają się do rozpo-
znania procesu. Na skutek tych oddziaływań two-
rzą się nietrwałe kompleksy o różnej ruchliwości. 
W pośredniej metodzie rozdziału [18] enancjome-
ry tworzą kowalencyjne pary, diastereoizomerów 
z chiralnymi odczynnikami derywatyzującymi (ang. 
chiral derivatizing agent, CDA). Ze względu na fakt, 
że pary diastereoizomerów mają różne właściwo-
ści fizykochemiczne mogą być rozdzielane przy uży-
ciu achiralnych warunków, tj.: metody krystalizacji 
frakcjonowanej, niestereoselektywnej chromato-
grafii albo destylacji. Jednakże, aby różnice we wła-
ściwościach fizykochemicznych diastereoizomerów 
były wystarczająco duże, derywatyzacja powinna 
wystąpić blisko centrum stereogenicznego.
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mechanizm rozdzielania 
elektroforetycznego związków chiralnych

Mechanizm rozdzielania enancjomerów w chiralnej 
elektroforezie kapilarnej (ang. chiral capillary electro-
phoresis, CCE) oparty jest na zasadach chromatogra-
ficznych, podczas gdy mechanizm ich migracji jest 
elektroforetyczny [19]. Ruchliwość elektroforetyczna 
(µep) enancjomerów posiadających te same właści-
wości fizykochemiczne jest równa ruchliwości achi-
ralnego medium, aby je rozdzielić należy zróżnicować 
ich ruchliwość elektroforetyczną. Rolą selektorów 
chiralnych jest zmiana nieselektywnej ruchliwości 
enancjomerów na różną efektywną ruchliwość elek-
troforetyczną (µeff), która jest wypadkową ruchliwości 
elektroforetycznej wolnego (µep (E)) i skompleksowa-
nego enancjomeru (µep (EC)) [20].

µeff={[E]/([E] + [EC])} µep(E) +{[EC]/([E] + [EC])} µep(EC)

gdzie [E] i [EC] są stężeniami wolnego i skomplek-
sowanego enancjomeru.

Schemat mechanizmu rozdzielania enancjomerów 
przedstawiono na rycinie 1.

Rozdziały izomerów optycznych, w CE można pro-
wadzić dodając do elektrolitu podstawowego (ang. 
background electrolyte, BGE) różne selektory chiral-
ne: cyklodekstryny [21] – natywne albo ich pochod-
ne (obojętne i/albo obdarzone ładunkiem), metale 
chelatujące, etery koronowe, substancje powierzch-
niowo czynne [22], polisacharydy [23, 24], białka [25] 
oraz antybiotyki [26]. W tabeli 1 zestawiono główne 
rodzaje selektorów chiralnych.

cyklodekstryny nieobdarzone ładunkiem 
elektrycznym

Cyklodekstryny (CD) i ich pochodne ze względu 
na niską wartość absorpcji w UV, niski koszt oraz 
dobrą rozpuszczalność w wodzie są najszerzej sto-
sowanymi selektorami chiralnymi w CE [28]. Po raz 
pierwszy CD, jako selektory chiralne w CE zostały 
wykorzystane przez grupę Smolkovej-Keulemanso-
wej [29], która w metodzie izotachoforezy zastoso-
wała dimetylową (di-OMe-β-CD) oraz trimetylową 
(tri-OMe-β-CD) pochodną β-CD dodaną do elektro-
litu wiodącego.

Do najczęściej spotykanych CD zaliczamy α-, β- 
i γ-CD (natywne), które składają się odpowiednio z 6, 
7 i 8 reszt D-(+)-glukopiranozy połączonych ze sobą 
wiązaniem α-1,4-glikozydowym. Cyklodekstryny mają 
budowę ściętego stożka, który otwarty jest na obu 
końcach. Jedno z obrzeży modelowego stożka oto-
czone jest drugorzędowymi grupami hydroksylowymi 
przy węglach C2 i C3 każdej jednostki glukozy. Mniej-
szy otwór stożka otoczony jest bardziej polarnymi 
pierwszorzędowymi grupami hydroksylowymi znaj-
dującymi się przy węglach C6 każdej z reszt glukozy-
lowych tworzących makrocykl. Powierzchnia CD jest 

w zasadzie hydrofilowa, natomiast wnęka ma cha-
rakter hydrofobowy. Związki te posiadają zdolność 
tworzenia kompleksów inkluzyjnych typu „gospo-
darz-gość” właśnie dzięki obecności hydrofobowego 
wnętrza, stanowiąc w ten sposób cząsteczkę „gospo-
darza” dla rozmaitych cząsteczek lub jonów. Budo-
wa geometryczna cząsteczek „gościa” determinuje 
selektywność procesu kompleksowania. Czynnika-
mi powodującymi stereoselektywne 
tworzenie kompleksów jest kształt 
i wielkość wnęki CD. Głębokość wnęki 
wynosi 7,9 Å (dla wszystkich α, β i γ), 
natomiast szerokość zależy od liczby 
jednostek glukozy tworzących pier-
ścień. Na rycinie 2 przedstawiono 
schemat cząsteczki cyklodekstryny.

Jednym z warunków utworze-
nia kompleksu inkluzyjnego jest to, 
że cząsteczki „gościa” muszą w ca-
łości albo przynajmniej w znacznej 
części wniknąć do wnętrza CD. Ste-
ryczne dopasowanie nie jest jednak 
jedynym wymogiem chiralnego róż-
nicowania. Musi ono być uzupełnione 
oddziaływaniami elementów struktu-
ralnych „gościa” z grupami funkcyjny-
mi obecnymi na krawędzi toroidalnej 
struktury CD, czyli oddziaływaniami 
grup hydroksylowych w pozycji C2 i C3, 
tworzącymi w ten sposób wiązania 
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wodorowe lub oddziaływania typu dipol-dipol [31]. 
Powstający kompleks inkluzyjny jest zazwyczaj bar-
dziej stabilny od substratów, a tym samym układ taki 
jest bardziej korzystny energetycznie. W ogromnej 
większości powstających w ten sposób kompleksów 
stosunek molowy cząsteczki „gościa” do „gospoda-
rza” wynosi 1:1. W większości przypadków proces 
kompleksowania jest regioselektywny i stereospecy-
ficzny, a CD wykazują selektywność substratową.

Modyfikacje grup hydroksylowych w pozycjach 
C2, C3 i C6 w sposób istotny zmieniają właściwości 
fizyczne wnęki. Modyfikacja grup C2 i C6 np. przez 

podstawienie grupy metoksylowej powoduje, że 
wnęka zwiększa swoją głębokość, dzięki czemu czą-
steczki „gościa” mogą wnikać głębiej i być lepiej in-
kludowane [31, 32].

Rodzaj i stężenie CD odgrywają jedną z najważ-
niejszych ról w osiągnięciu właściwego rozdziału. 
Choć rozpuszczalność β-CD w wodnych roztworach 
jest ograniczona do poziomu 20 mM (limit ten może 
ograniczyć rozdzielanie enancjomerów), można ją 
zwiększyć przez chemiczną modyfikację β-CD, doda-
tek mocznika lub modyfikatora organicznego do BGE 
[33, 34]. I tak metylowa β-CD jest równie popularnym 
selektorem chiralnym biorąc pod uwagę wysoką roz-
puszczalność i niską cenę jak nie podstawiona β-CD. 
Inne modyfikowane chemicznie CD to np.: heptakis-
(2,3,6-tri-O-metylo)-α-CD, hydroksypropylo-β-CD, 
hydroksyetylo-β-CD, mono-3-O-fenylokarbamoilo-β-
CD, dimetylo-β-CD i trimetylo-β-CD. Natywne CD i ich 
obojętne pochodne [35] są skutecznymi selektorami 
chiralnymi do rozdziałów enancjomerów obdarzonych 
ładunkiem. W ich obecności nie można natomiast 
zróżnicować ruchliwości obojętnych enancjomerów, 
ponieważ obojętne CD nie posiadają własnej ruchli-
wości elektroforetycznej. Obojętne CD tylko w połą-
czeniu z micelami, albo naładowanymi CD mogą być 
wykorzystane do rozdziału neutralnych lub hydrofo-
bowych substancji. W pierwszym przypadku tworzą 
układ podwójny [8], w drugim zmodyfikowaną po-
przez dodatek cyklodekstryn micelarną chromatogra-
fię elektrokinetyczną (CD-MEKC) [36].

cyklodekstryny obdarzone ładunkiem 
elektrycznym

Oprócz neutralnych, występują również cyklodek-
stryny obdarzone ładunkiem elektrycznym (ang. char-
ge cyclodextrins, CCDs). Naładowane CD posiadają 
własną ruchliwość elektroforetyczną, różną w zależ-
ności od rodzaju i liczby grup funkcyjnych. Zsyntety-
zowanie CCDs dało możliwość rozdziałów zarówno 
neutralnych jak i obdarzonych ładunkiem analitów. 
Ponadto CCDs oferują wyższą zdolność rozdzielczą 
niż neutralne CD [13].

W 1989 r. Terabe jako pierwszy zastosował CCDs 
w CE [37]. Obdarzone ładunkiem CD mogą posiadać 
grupy funkcyjne pochodzące od słabych elektrolitów 
(tj. grupa karboksymetylowa, karboksyetylowa, fosfo-
ranowa, aminowa), co pozwala na stosowane tych cy-
klodekstryn w ograniczonym zakresie pH, albo mogą 
posiadać grupy funkcyjne pochodzące od silnych elek-
trolitów (tj. grupa siarczanowa, eter sulfobutylowy, 
eter sulfopropylowy, tetraalkyloamoniowy), co daje 
możliwość użycia ich w bardzo szerokim zakresie pH 
[38], ponieważ niezależnie od wartości pH elektrolitu 
podstawowego CD występują w formie zjonizowanej.

Większość stosowanych obecnie CCDs jest miesza-
niną wielu CD, różniących się pomiędzy sobą zarówno 
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Typ Selektor chiralny

na
tu

ra
ln

e

białka albuminy:

glikoproteiny:

enzymy:

inne:

albuminy surowicy ludzkiej, bydlęcejCE

orozomukoid (kwaśna α1-glikoproteina)CE 
owomukoidCE, owoglikoproteinaCE, awidynaCE, 
białka wiążące ryboflawinęCE,
trypsyna, α-chymotrypsyna, pepsynaCE

lizozymCE, celobiohydrolaza ICE

owotransferynaCE, β-laktoglobulinaCE, 
transferynaCE

oligosacharydy α-, β- i γ-cyklodekstrynyCE

disacharydyCE

maltodekstrynyCE

polisacharydy celuloza, amylozaCE, skrobia, dekstranCE 40, 70
heparynaCE, siarczan chondroityny (A, B, C)CE

pektynyCE

antybiotyki 
ansamycyny:

glikopeptydy:

aminoglikozydy:

ryfamycyna B, ryfamycyna SVCE

wankomycynaCE, teikoplaninaCE, awoparycynaCE

eromomycynaCE, substancje pokrewne 
wankomycynyCE, rystocetyna A, aktaplanina ACE

kanamycyna, streptomycyna, fradiomycynaCE

cząsteczki o niskiej Mcz aminokwasyCE

kwas cholowy/sole żółciowe
alkaloidy
kwas winowy

pó
łs

yn
te

ty
cz

ne

modyfikowane oligosacharydy pochodne cyklodekstrynCE

polimery cyklodekstrynCE

modyfikowane polisacharydy karbaminiany polisacharydówCE

estry polisacharydów CE

siarczany polisacharydów siarczan dekstranu CE

λ-karagenina CE

pochodne chondroityny CE

modyfikowane cząsteczki 
o niskiej Mcz

selektory jono-wymienne CE

sy
nt

et
yc

zn
e

cząsteczki o niskiej Mcz selektor typu Pirkle’a (donorowo-akceptorowe) CE

receptory cząsteczkowe CE

selektory LEC etery koronowe CE

pochodne proliny CE

polimery spiralne/helikalne poliakryloamid CE

poliakrylan, MIPs (mukopolisacharydy)

CE – selektory chiralne stosowane w elektroforezie kapilarnej, 

LEC – chromatografia z wymianą ligandów

Tabela 1. Główne rodzaje selektorów chiralnych wg [27], zmodyfikowana
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stopniem, jak i pozycją podstawienia grup hydroksylo-
wych przy węglach C2, C3 i C6. Są to tzw. przypadkowo 
podstawione CD. Liczba i miejsce podstawienia grup 
hydroksylowych w cząsteczce CD odgrywa ogrom-
ną rolę w procesie enancjoróżnicowania. Należy pod-
kreślić, że stosowanie cyklodekstryn, które są różnie 
podstawione może dawać niepowtarzalne wyniki ana-
lityczne. W celu wyeliminowania tego problemu zsyn-
tetyzowano pojedyncze, dobrze scharakteryzowane 
izomery CD. Pojedyncze izomery –β i –γ CD zostały 
zsyntetyzowane i wprowadzone po raz pierwszy przez 
grupę Vigha [39–42]. Autorzy ci zsyntetyzowali po-
chodne, które były całkowicie podstawione w pozycji 
C6 CD grupą siarczanową oraz całkowicie podstawio-
ne w pozycji C2 i C3 grupą hydrofilową, umiarkowanie 
hydrofilową lub hydrofobową. Jednakże pomimo sto-
sowania regioselektywnej syntezy w przypadku poje-
dynczych izomerów CD możliwe jest również, że i one 
będą zanieczyszczone kilkoma różnymi CD, jak zosta-
ło to opisane przez Mikuša i wsp. [43].

Cyklodekstryny obdarzone ładunkiem ujemnym 
mogą być zastosowane do rozdzielania związków 
o charakterze zasadowym i obojętnym, jak również 
kwaśnych, ale w formie obojętnej [44]. Natomiast ka-
tionowe CD, mają zastosowanie do rozdzielania kwa-
sów organicznych. Najczęściej stosowane kationowe 
pochodne CD zawierają grupy aminowe lub alkiloami-
nowe, czwartorzędowe sole amonowe, sole sulfonio-
we oraz sole fosfonowe.

Niedogodnością stosowania CCDs może być: sil-
na absorpcja w UV, wzrost siły jonowej buforu oraz 
możliwość adsorpcji selektora chiralnego do ścia-
nek kapilary.

etery koronowe

Etery koronowe są makrocyklicznymi polieterami 
tworzącymi stabilne i selektywne kompleksy z jona-
mi metali alkalicznych oraz aminami pierwszorzę-
dowymi. Etery koronowe cechują się szczególnymi 
właściwościami, tj. dobra rozpuszczalność w różnych 
rozpuszczalnikach oraz wysoka selektywność dla 
wielu jonów. Najbardziej popularnym eterem koro-
nowym używanym w CE jest tetrakarboksylowy eter 
18-korona-6 (18C6H4).

Metale alkaliczne tj. sód i potas mogą tworzyć sil-
ne kompleksy z eterami koronowymi przeszkadzając 
w rozdziałach enancjomerów z grupą aminową [45]. 
Z tego właśnie powodu powinno się unikać jonów 
metali alkalicznych przygotowując zarówno bufor roz-
dzielający z użyciem 18C6H4, jak również próbkę, po-
nieważ obecność tych jonów może znacząco popsuć 
wydajność rozdzielczą układu [46].

W przypadku eterów koronowych tworzenie kom-
pleksu inkluzyjnego zachodzi poprzez oddziaływanie 
typu jon-dipol oraz wiązania wodorowe O-H‑‑‑N+. Im 
więcej wiązań wodorowych oraz im mniejsza zawada 

przestrzenna podstawników w pobliżu grupy amino-
wej, tym trwalszy powstaje kompleks.

Elektroforetyczny rozdział enancjomerów można 
osiągać również dodając achiralny eter koronowy do 
buforu BGE zawierającego w swoim składzie β-CD. 
Tworzy się wówczas kompleks kanapkowy (ang. san-
dwitch) pomiędzy eterem, analitem i β-CD, jako chi-
ralnym selektorem.

Podsumowanie

Najczęściej stosowanymi selektorami chiralnymi są 
cyklodekstryny. Natywne CD i ich obojętne pochodne 
są skutecznymi selektorami chiralnymi do rozdziałów 
enancjomerów obdarzonych ładunkiem. Natomiast 
w ich obecności nie można zróżnicować ruchliwości 
obojętnych enancjomerów. Dopiero wprowadzenie 
przez Terabego w 1989 r. cyklodekstryn obdarzonych 
ładunkiem elektrycznym umożliwiło elektroforetyczny 
rozdział związków optycznie czynnych zarówno o cha-
rakterze kwasowym, zasadowym, jak i obojętnym. Jed-
nakże zastosowanie CD, które są różnie podstawione 
daje niepowtarzalne wyniki analityczne, co objawia się 
brakiem odtwarzalności metody. Zastosowanie odpo-
wiednich pojedynczych izomerów CD, otrzymywanych 
w wyniku stereospecyficznej i regioselektywnej synte-
zy pozwala na uniknięcie tego problemu.

W drugiej części pracy dotyczącej wykorzystania CE 
do rozdzielania związków optycznie czynnych zostaną 
scharakteryzowane metody chiralnej micelarnej chro-
matografii elektrokinetycznej, elektroforezy z wymianą 
ligandów, elektrokinetycznej chromatografii powino-
wactwa oraz elektrochromatografii kapilarnej.

Rycina 2. Wzór strukturalny oraz schemat toroidalnej budowy cyklodekstryn 

(CD-α, CD-β, CD-γ), wg [30]
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