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1. Bevezetés

Az enantiomer szelektív analízisek mára alapvet� 
követelménnyé váltak az iparban (gyógyszer, agrokémia, 
kozmetika, élelmiszer) és a környezetvédelemben.1-7 Az 
enantiomer szelektív kapilláris elektroforézis (ChCE) 
technika rendkívüli el�nyöket kínál az analitikai enantiomer 
elválasztásokban, ezért ezen a területen az utóbbi években 
gyors fejl�dés történt. Ebben a témában már megjelent egy 
könyv,8 számos könyvrészlet és áttekint� közlemény.9-11 Az 
Electrophoresis folyóirat kétévente teljes különszámban 
foglalkozik az enantiomer-szelektív elválasztásokkal. Más 
kiadványok (pl. J. Chromatogr., Chromatographia) királis 
különszámai szintén b� terjedelemben foglalkoznak ezzel 
a témával.

Az elektroforézis folyamatai önmagukban nem 
elegend�ek az enantiomer párok elválasztására. Az 
elektroforézis körülményei között végrehajtott enantiomer 
elválasztásokban a többszörösen megismétl�d� megoszlási 
folyamatok is mindig szerepet játszanak, ezért ezek 
bizonyos mértékig kromatográ� ának is tekinthet�ek.8,12 Sok 
közlemény a pufferben oldott királis szelektort pszeudo-
állófázisnak nevezi, mert az enantiomerek vándorlási 
sebessége különböz� szabad formában vagy diasztereomer 
asszociátumként. A kapilláris elektroforézis körülményei 
között végrehajtott királis elválasztások besorolása és 
nevezéktana ma még nem egységes. Ebben a közleményben 
az enantiomer-szelektív, kromatográ� ával kombinált 
kapilláris elektroforézisre az ChCE rövidítést használjuk, 
hogy megkülönböztetést tegyünk a csak elektroforetikus 
folyamatokat használó kapilláris elektroforézist�l (CZE) 
és a tényleges állófázist használó elektrokinetikus 
kromatográ� ától (CEC).

A jelen közleményben a szerz�k bemutatják a ChCE 
technika alaptörvényeit, a leggyakrabban alkalmazott 
szelektorait, fejl�dési irányait és különleges megvalósítási 
formáit. A cikkben leírtakat számos esetben a szerz�k saját 
tapasztalatai és eredményei is alátámasztják.

A cikk nem foglalkozik azokkal a királis elválasztásokkal, 
amelyeknél az állófázis makroszkopikusan elkülönül a 
mozgófázistól,13 azaz az elektrokinetikus kromatográ� ával 
(CEC).

2. Elméleti alapok

A ChCE megoszlási folyamatai nem két � zikailag 
makroszkopikusan elkülönült fázis között zajlanak. A királis 

szelektor oldott vagy micella formában található az elektrolit 
pufferben.8,12

A két enantiomer mozgékonyságának különbségét a 
következ� egyenlettel lehet kifejezni:14

       (1)

a �µ a két enantiomer mozgékonyságának különbsége; [c] 
a királis szelektor koncentrációja; µf és µc a szabad és a 
kölcsönhatásban lév� enantiomerek mozgékonysága; KS és 
KR az S és az R enantiomerek egyensúlyi állandója a királis 
szelektorral.

A fenti egyenlet feltételezi, hogy a két enantiomer 
mozgékonysága azonos állapotban (szabad vagy asszociált) 
megegyezik (µS = µR).

Az 1. egyenlet rávilágít arra, hogy az elválasztáshoz nem 
elegend� a két enantiomer egyensúlyi állandójának egymástól 
való eltérése (KS � KR). Az elválasztáshoz szükséges még 
az enantiomerek mozgékonyságának különbsége szabad 
és diasztereomer asszociátumuk formájában (µf � µc). Ez 
a feltétel azzal a következménnyel jár, hogy semleges 
királis szelektorral nem lehet elválasztani semleges 
molekulákat ChCE-ben. Amennyiben az enantiomerek mind 
szabad, mind asszociált formában semlegesek, vándorlási 
sebességük megegyezik az elektroozmotikus áramlás (EOF) 
sebességével, azaz nincs elválasztás, függetlenül attól, hogy 
mekkora a különbség a két enantiomer egyensúlyi állandója 
között. Semleges enantiomereket semleges szelektorral 
elválasztani csak segéd ionos adalék (pl. micellaképz�) 
alkalmazásával lehet.15

Az 1. egyenlet továbbá rámutat arra is, hogy az enantiomerek 
elválasztása annál nagyobb, minél nagyobb különbséget 
mutat mozgékonyságuk szabad és asszociált állapotban. 
Ez a magyarázata annak, hogy a szelektorok és a minták 
ellentétes töltése el�nyös az elválasztás szempontjából. 
Ilyen párosításban a szelektor kis koncentrációja is elegend� 
az eredményes elválasztáshoz.11,16-21 Végtelen nagyságú 
elválasztás érhet� el ellentétes töltés� szelektorral és 
mintával a szelektor bizonyos koncentrációjánál, ha az 
EOF elhanyagolható.16 A szelektorhoz er�sebben köt�d� 
enantiomer vándorlása megállítható, ha vándorlási sebessége 
egyenl�, de ellentétes irányú szabad és asszociált állapotban. 
Ekkor csak a gyengébben köt�d� enantiomer mozdul el a 
minta töltésének megfelel� irányba.
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Az 1. egyenletb�l az is kiolvasható, hogy a két izomer 
mozgékonyságának különbsége maximumot mutat a 
szelektor koncentrációjának függvényében, ami számos 
esetben kísérletileg bizonyott14,21 (1. ábra).

1. Ábra. Cisz-permetrinsav enantiomerek mozgékonysági különbség 
adatai (�, 10-5cm2V-1s-1) és felbontási értékei (�) a 6-monodezoxi-6-
mono(1-metil-2-hidroxi)etilamino-ciklodextrin szelektor koncentrációnak 
függvényében. Körülmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm kvarc kapilláris; 
50 mM foszfát puffer; pH 6,0; feszültség, 30 kV; h�m., 25°C; detektor, 
214 nm.

A fenti kisérleti körülmények között a cisz-permetrinsav 
enantiomerek mozgékonysági különbségeinek maximuma 
3,24 x 10-5cm2V-1s-1 érték, amihez 1 mM 6-monodezoxi-6-
mono(1-metil-2-hidroxi)etilamino-ciklodextrin szelektor 
szükséges. A felbontási értékek maximuma 6,13 amit 5 
mM szelektorral lehet elérni. Az 1. ábra jól példázza, hogy 
a �µ és a felbontás (Rs) maximuma gyakran nem az azonos 
szelektor koncentrációnál található. Ezt a túltelítési és az 
elektrodiszperziós folyamatok okozzák.

Az 1. egyenlet mutatja, hogy a mobilitás különbség nagyságát 
nem az egyensúlyi állandók (KS és KR), azaz a kölcsönhatások 
abszolút nagysága határozza meg, hanem ezek aránya. 
A kölcsönhatások abszolút nagysága azt határozza meg, 
hogy a maximum milyen szelektor koncentrációnál 
észlelhet�. Minél nagyobbak a kölcsönhatások, annál kisebb 
szelektor koncentráció szükséges a maximum eléréséhez. 
Ez is az oka annak, hogy a �µ maximuma a szelektor kis 
koncentrációjánál jelentkezik a mintával ellentétes töltés� 
szelektorok esetén. Egy másik következmény, hogy az 
akirális adalékok megváltoztatják a szelektor optimális 
koncentrációját.8

A ChCE gyakorlatában több kifejezés is használatos 
a szelektivitás jellemzésére. A cikkben a szeparálások 
jellemzésére nem csak a �µ és az elválasztás (Rs) értékeit 
alkalmazzuk, hanem az effektív szelektivitás (�eff) 
kifejezést is. Az �eff érték, mely a két enantiomer migrációs 
idejének hányadosa,8 ami � zikai értelemben nem azonos a 
kromatográ� ában megszokott szelektivitás fogalommal, 
mert a migrációs id�ket több paraméter (pl. EOF) is 
befolyásolja.

3. A ChCE el�nyei a királis analízisben

A ChCE a következ� el�nyöket kínálja a királis analízisben:

�� Nagy hatékonyság
�� Rövid analízis id�
�� Alacsony analízis h�mérséklet
�� Több enantiomer pár aránya is meghatározható egy 
analízis alatt
�� Könny� a „kis csúcs el�l” elvet megvalósítani, ami nagy 
enantiomer felesleg esetén fontos
�� Poláris, ionos, nem-illékony minták analízisére kiváló 
módszer
�� Csekély a módszer minta szükséglete
�� Elenyész� vegyszerfelhasználás
�� Nagy mennyiség� mátrix mellett is pontos meghatározások 
lehetségesek egyszer�sített minta-el�készítéssel
�� A detektorok széles lineáris tartománnyal rendelkeznek
�� Jól kapcsolható on-line módon a pozitív anyag-
meghatározó tömegspektrométerhez (MS).

A nagy hatékonyságú elválasztások azzal az el�nnyel is 
járnak, hogy már 0,1 kJ/M energia különbség (� � 1,01) 
is elegend� az enantiomerek alapvonal-elválasztáshoz.22 
A ChCE gyakorlatában megszokott rendkívül nagy 
hatékonyság elérését nem csak az áramlás U pro� lja teszi 
lehet�vé, hanem  ehhez a szelektor oldott állapota is nagyban 
hozzájárul, mivel így az állófázisban nincs anyagátadási 
ellenállás. Nincs szükség a minta keresztirányú diffúziójára 
a „mozgófázisban” sem ahhoz, hogy a szelektorral 
kölcsönhatás megtörténjen. Az utóbbira bizonyíték, hogy 
sokkal nagyobb hatékonyságú elválasztásokat lehet elérni 
fehérje és makrociklusos antibiotikumok felhasználása 
során a ChCE technikával, mint HPLC-s állófázissal. 
A cikk szerz�i gyakran tapasztaltak 500 000 elméleti 
tányérszám feletti értékeket mindössze 50 cm hasznos 
kapilláris hosszon.21 Az így elért hatékonyság lehet�vé tette 
az ibuprofén enantiomerek alapvonal elválasztását annak 
ellenére, hogy csak �eff=1.009 szelektivitási érték.19

A ChCE gyakorlata során tapasztalt rendkívül gyors 
analízisek szintén a háttér pufferben oldott szelektoroknak 
köszönhet�ek. Az irodalom fél percnél rövidebb tökéletes 
elválasztásokról is beszámol.23 Rendkívül gyors elemzések 
érhet�k el, ha az oszlopba a detektor oldalon injektálunk, 
mert ilyenkor az injektálás és detektálás távolsága csak 5-7 
cm.24,25 Az elválasztások sebessége növelhet� kisebb átmér�j� 
kapillárisok használatával, mivel ezek kisebb áramot és 
jobb h�elvezetést kínálnak.26 Az alacsony vezet�képesség� 
szerves pufferek szintén nagyobb feszültségek alkalmazását 
teszik lehet�vé.8 További analízis sebességnövekedést 
eredményez a chip technológia bevezetése.27

A ChCE alacsony analízis h�mérsékletei el�segítik az 
enantiomerek jó elválasztását. Két csúcs szelektivitási 
tényez�je termodinamikailag a következ� módon írható le:22
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ahol a �RS(�H), �RS(�S) és �RS(�G) sorra az enantiomer 
pár tagjai közötti entalpia, entrópia és szabadenergia 



 Magyar Kémiai Folyóirat - Közlemények 153

116 évfolyam, 4. szám, 2010. 

változások különbsége a két fázis közötti átmenet során. 
A 2. egyenletb�l látható, hogy az entalpia tag szerepe 
emelked� h�mérséklettel exponenciálisan csökken. Ez 
összhangban van azzal a kromatográ� ás tapasztalattal, hogy 
csökken� elemzési h�mérséklettel a szelektivitási tényez� 
exponenciálisan n�. 

Az ChCE során az analízisek kedvez�en alacsony 
h�mérsékleten (15-25 °C) végezhet�k a kapillárisok jó 
h�átadó képessége és az intenzív h�tés miatt. A többszörösen 
töltött szelektorokkal is rendszerint 20 kV feszültség 
alkalmazható a hatékonyság és a szelektivitás romlása nélkül, 
azaz a Joule h� h�mérséklet emel� hatása elhanyagolható.18-21

Ezeket a szelektorokat kis koncentrációban alkalmazzák, 
mivel az er�s kölcsönhatások miatt kis koncentráció 
értéknél van a �� maximuma. Természetesen alacsony 
vezet�képesség� szerves pufferadalékok még magasabb 
feszültségek alkalmazását teszik lehet�vé.8A ChCE számos 
enantiomer pár elválasztását teszi lehet�vé egy analízis alatt, 
ahogy ezt a 2. ábra is szemlélteti.19

2. Ábra. Hat piretroidsav sztereoizomerének szimultán elválasztása. 
Körülmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm fused-silica kapilláris; szelektor, 
15 mM heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-monoamino-
6-monodezoxi-�-ciklodextrin; puffer, 40 mM bórsav, ecetsav és 
foszforsav (1:2:2); pH, 6,5; feszültség, 30 kV; detektálás, 202 nm; h�m., 
25	C. Jelölések: S(-)/R(+)-transz-deltametrinsav (1), S(-)/R(+)-cisz-
deltametrinsav (2), S(-)/R(+)-transz-permetrinsav (3), S(-)/R(+)-cisz-
permetrinsav (4), S(-)/R(+)-transz-krizantémsav (5), S(-)/R(+)-cisz-
krizantémsav (6)19.

A 2. ábrán bemutatott szelektor koncentrációja 
kompromisszum eredménye. A transz-krizantémsav 
enantiomerjeinek alapvonal elválasztása is lehetséges 
17,5 mM szelektorral, de ekkor az analízis id� meghaladja 
az egy órát. 

A több enantiomer egymás melletti analízise a gyártási 
ellen�rzések18,19,28 során és a metabolizmus kutatásban is 
rendkívül hasznos, mivel nem csak az anyavegyületek 
enantiomer arányára ad választ, hanem a metabolitok és a 
melléktermékek arányára is.29,30

A ChCE nagy hatékonysága és az alkalmazható szelektorok 
széles köre miatt kit�n� lehet�séget nyújt a nagy 
enantiomerfeleslegek pontos meghatározására. Emellett 
a technika az enantiomerek migrációs sorrendjének 
megváltoztatására is jóval több módszert kínál, mint más 
kromatográ� ás eljárások.8,11 A kromatográ� ában általános 
elv, hogy nagy enantiomer feleslegek esetén (>99%) a 
minor csúcs els�ként elúciója vagy migrácója el�nyös.22,26,31 
A nagy mennyiségben jelenlév� izomer csúcsa ugyanis 
rendszerint “tailinges” (hátrafelé elnyúlt), amit túlterhelési, 
adszorpciós és áramlási egyenetlenségek okoznak. A nagy 

csúcs tailingje teljesen elfedheti a második kis csúcsot, 
vagy területét meghamisíthatja. A migrációs sorrend 
megváltoztatása lehet�séget ad az enantiomerek arányának 
pontos megadására attól függetlenül, hogy melyik izomer 
van nagy feleslegben.

A migrációs sorrend megváltoztatására a következ� 
paraméterek el�jelváltásával van lehet�ség: migrációk 
iránya, migrációs különbségek és az egyensúlyi állandók 
különbsége.8

Az EOF megszüntetése vagy megfordítása az eredetihez 
képest fordított migrációs sorrendet eredményezhet, de 
ebben az esetben az injektálás is ellentétes póluson történik.32 
Ezt a kapilláris borításával, vagy kationos detergensek 
alkalmazásával lehet elérni. Hasonló eredményre vezet, ha 
az EOF-nál nagyobb, ellentétes irányú, nyomás indukált 
áramlást alkalmazunk pufferben.33 A háttérpuffer pH-jának 
megváltozása a királis felismerés cserél�dése nélkül is 
eredményezheti a migrációs sorrend átfordulását.32,34 Ebben 
az esetben a minta vagy a szelektor töltésének változása 
módosítja ezek egymáshoz képesti mobilitását, és így az 
enantiomerek migrációs sorrendje is átfordulhat. Hasonló 
hatást válthat ki a nagy mozgékonyságú, er�s kölcsönhatással 
rendelkez� szelektor koncentrációjának növelése.35

A háttér puffer pH-jának megváltoztatása azonban a 
királis felismerés módosulását is eredményezheti, ami 
az enantiomerek vándorlási sorrendjének megfordulását 
okozza.34 Az a szerkezet változás, ami a királis felismerést 
megváltoztatja, történhet akár a szelektorban akár a minta 
molekulákban. Hasonló eredményre vezethet, ha vizes 
közeg� pufferr�l szervesre váltunk.

A szakirodalom a szelektorok megváltoztatásával elért 
enantiomerek vándorlási sorrendjének megfordulásáról 
számol be leggyakrabban.8,11,18,36-41 A legegyszer�bb 
eset, amikor a szelektor (pl. kámforszulfonsav) mindkét 
enantiomerje rendelkezésre áll.41 A különböz� szelektorok 
okozta migráció sorrend megfordulását nehéz elméleti 
alapon megjósolni, inkább a „próba szerencse” módszer vezet 
eredményre. Gyakran kis szerkezeti különbségek vezetnek az 
enantiomerek vándorlási sorrendjének megfordulásához. A 
ciklodextrin (CD) különböz� mérték� szulfát szubsztitúcója 
is okozhatja az enantiomerek migrációs sorrendjének 
megfordulását.43 A CD foszfátok eltér� gy�r�mérete 
megváltoztatja a metoprolol enantiomerek migrációs 
sorrendjét.18 A tocainidnél pedig az ionos szubsztitúciójú 
	-CD-k (foszfát, karboxil-metil) eredményeztek fordított 
migrációt a metilezettekhez képest.38

A kromatográ� ás módok változtatása is eredményezheti az 
enantiomerek sorrendjének változását. A változás alapja, 
hogy a pufferban oldott királis szelektor helyett (ChCE), 
valódi állófázisban (GC) történik a királis felismerés.19

A ChCE eljárás kit�n�en alkalmazható poláris, ionos 
molekulák (pl. savak, aminok) nyomnyi mennyiség� 
analíziséhez. Az ilyen típusú enantiomerek a HPLC és 
GC analízise adszorpciójuk miatt problémás, ami sok 
esetben csak származékképzéssel küszöbölhet� ki. Ennél a 
technikánál azonban puffer adalékokkal vagy a kapilláris 
borításával az adszorpció kiküszöbölhet�.
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Az alkalmazott eljárás mintaszükséglete rendkívül csekély, 
nanoliter nagyságrend�. A szakirodalom beszámol egyetlen 
sejt vagy es�csepp többszöri analízisér�l. A chipek 
bevezetésével az analízisek mintaszükséglete tovább 
csökkenthet�.42

A ChCE vegyszerhasználata a HPLC-hez képest elenyész�. 
Néhány 10 milliliter puffer elég egy egész napi munkához. 
A puffer szelektor tartalma is általában csak 1-50 mM. Ez a 
kis anyagigény lehet�vé teszi a rendkívül drága szelektorok 
(pl. ionos ciklodextrinek, koronaéterek, antibiotikumok) 
használatát. Meg kell azonban jegyezni, hogy az analízisek 
alatt a pufferek összetétele és szintje megváltozik, ezért a 
puffereket rendszeresen cserélni (replanishment) kell.

A nagy felbontóképesség lehet�vé teszi az enantiomerek 
vizsgálatát nagymennyiség� mátrix mellett.29,30,43,44 A technika 
egyik hatalmas el�nye, hogy kevesebb minta-el�készítést 
igényel, mint a kromatográ� ás technikák. A komponensek 
minta-el�készítés nélkül, közvetlenül is analizálhatók, mert 
minden egyes analízis után a feltapadt mátrix anyagok az 
oszlopról gyorsan kimoshatóak. Mosófolyadéknak akár 
mólos koncentrációjú savas vagy lúgos oldatot is lehet 
használni a rendszer károsodása nélkül.

Ezeknél az analíziseknél a komponensek területét az 
elválasztás miatt egymástól függetlenül mérjük, ami 
lehet�séget kínál akár 5 nagyságrendnyi különbség 
pontos meghatározására.26,45 A gyakran alkalmazott on-
column detektálás elkerüli a csatlakozóknál keletkez� 
csúcsszélesedést.

Számos királis szelektor (fehérjék, antibiotikumok, 
alkaloidok) nagy UV abszorbanciát mutat. Ezek az 
elektrolitban oldva zavarhatják a minták detektálását, 
aminek kiküszöbölésére vezették be az ellenáramú 
technikát.46,47 Ebben az eljárásban az elválasztások ellentétes 
töltés� szelektorral és enantiomerrel hajthatók végre borított 
oszlopokon (EOF 
 0). Az elemzés megkezdése el�tt a 
szelektor oldatával részben megtöltik az oszlopot, majd 
ezt követ�en injektálják be a mintát. Az analízis folyamán 
az oszlop végei olyan elektrolittal töltött edényekbe 
érnek, amelyek nem tartalmazzák az UV-aktív, vagy a 
tömegspektrometriás mérést zavaró szelektort. Ebben az 
elrendezésben a szelektor vándorlási iránya az injektálási 
pont felé irányul, míg az enantiomereké ezzel ellentétes. 
Így elérhet�, hogy a szelektort tartalmazó elektrolit már 
eltávozik a detektor ablakból mire a minta komponensei 
odaérnek. Természetesen a szeparáció úthossza kisebb, mint 
az injekciós pont és a detektor távolsága, de a felhasznált 
királis szelektorok nagy szelektivitása miatt a rövidebb 
elválasztási úthossz is elegend�. Kutatók beszámoltak arról, 
hogy néhány mm hosszúságú szelektort tartalmazó elektrolit 
is elég volt alapvonal-felbontáshoz.47

A ChCE kis térfogatárama miatt jól kapcsolható tömegspekt
rométerhez.8,48 A nagy molekulájú, több töltéssel rendelkez� 
szelektorok zavaró hatását kiküszöböli az ellenáramú 
technika. Meg kell azonban jegyezni, hogy a CE/MS 
kapcsolások még nem számítanak rutin módszernek. A 
lézerrel indukált � uoreszcens detektorok (LIF) használata 
el�nyös kapilláris elektroforézisben a quenching hatást 
csökkent� kis oszlopátmér� miatt.8,49 A cirkuláris dikroizmus 

spektrométer is alkalmazható on-line kapcsolásban. 

4. A ChCE hátrányai a királis analízisben

Az eljárás számos el�nye mellett néhány el�nytelen 
tulajdonsággal is rendelkezik:

• Érzékenysége mérsékelt UV detektálással
• Az elektrodiszperzió kiküszöbölésére ügyelni kell a 
mintával ellentétesen, többször töltött szelektorok esetén
• A migrációs id�vel normalizálni kell a csúcsok területét
• Migrációs id�knek és a csúcsterületeknek viszonylag 
nagy a szórása.

A kis oszlopátmér� miatt az UV on-column detektálásnál az 
optikai úthossz kicsi, ezért a nyomelemzésekre a technika 
alapelrendezésben csak mérsékelten alkalmas. Buborék 
és Z cellák alkalmazása is csak kis mértékben javítja az 
érzékenységet, de a megnövekedett cellatérfogat miatt 
csökken a felbontás. Az injektálásnál történt különböz� 
koncentrálási eljárások (pl. stacking, izotahoforézis), 
azonban akár három nagyságrenddel is megnövelhetik az 
érzékenységet a hatékonyság romlása nélkül.23

A ChCE gyakorlatában ellentétesen töltött szelektor és 
minta esetén az elektrodiszperzió drasztikusan leronthatja 
az elválasztás hatékonyságát. Ezt azonban ki lehet 
küszöbölni a háttér elektrolit és a minta vezet�képességének 
összehangolásával.50

Koncentráció érzékeny detektálás estén az elektroferogramok 
mennyiségi értékelésénél a csúcsok területét korrigálni kell 
a vándorlási id�vel. Az elektroforézisben ugyanis a csúcsok 
nem azonos sebességgel haladnak el a detektor el�tt, ezért a 
kisebb sebesség� csúcsok nagyobb jelet adnak.37

A ChCE gyakorlatában a beinjektált minta mennyisége, 
homogenitása, valamint a migrációs id�k a kromatográ� ában 
megszokotthoz képest jelent�s szórást mutatnak, amit 
kompenzálni lehet injektálási standarddal. A migrációs 
id�ket és a csúcsterületeket normalizálni kell az injektálási 
standardra, így az elválasztások validálhatóvá válnak.37

5. A ChCE gyakorlatában használt királis szelektorok

Az el�z� fejezet bemutatta, hogy a ChCE eljárás szelektor 
szükséglete rendkívül csekély és az ellenáramú technikával 
nagy UV abszopciójú, vagy MS kiértékelést zavaró 
szelektorokat is lehet alkalmazni. A fentiek miatt a ChCE a 
szelektorok sokkal szélesebb spektrumát használhatja, mint 
a HPLC vagy GC.

A királis szelektorok felosztása a következ�:

�� Ciklodextrinek (CD-k)
�� Antibiotikumok
�� Királis micellaképz�k
�� Egyéb szelektorok (pl. fehérjék, korona éterek, 
ionpárképz�k).

A ChCE az esetek több mint felében ciklodextrin királis 
szelektort használ. Ezt a CD-k széles szelektivitási 
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köre, stabilitásuk, aránylag olcsó áruk és mérsékelt UV 
abszorpciójuk indokolja.8,11,31,51,52 A CD-k el�nyei közül az 
sem elhanyagolható, hogy az apoláros anyagok oldódását 
nagyban el�segítik poláris, vizes pufferekben.15,51

Ezeknek a szelektoroknak a nagy hatékonyságú technikákban 
(pl. ChCE, GC) van hangsúlyozott szerepük, mivel a 
ciklodextrinek általában alacsony szelektivitást mutatnak, 
továbbá rendkívül széles szelektivitási spektrummal 
rendelkeznek a következ�k miatt:

A CD molekulában lév� királis centrumok nem egyformák. 
Egy cukoregységen belül az aszimmetria centrumok kémiai 
környezete különböz� (primer, szekunder glikozidos 
hidroxidok), még a natív CD-k esetében is. Egy CD alakja, 
f�leg a származékoké nem szabályos kúp, hanem csavart, 
torzult alakzat, változó kötéshosszakkal és kötésszögekkel. 
Az aszimmetria centrumok elrendez�dése nem ismétl�dik 
cukoregységekenként, hanem egységenként más és más a 
gy�r� torzulása miatt. A fentiek értelmében a �-CD 35-fajta 
királis felismerési hellyel rendelkezik. A cukoregységek 
különböz�sége adja a CD szelektorok szelektivitási 
spektrumának többletét a lineáris szaharidokhoz képest.

Egy CD molekula királis felismerési köre tovább szélesedik a 
szubsztituensek bevitelével. A szubsztituens csoportok újabb 
kölcsönhatási módokat kínálnak és a csoportok térigénye 
tovább torzítja a CD alakját. A többfajta funkciós csoporttal 
helyettesített CD a szubsztituenst�l függ�en más és más 
kölcsönhatással rendelkezik. Ráadásul a szubsztitúciós 
csoportokkal (pl. (S)-(2-hidroxi)propil) további királis 
centrumokat lehet egy CD molekulába juttatni.

A legtöbb származék, f�leg a ChCE területén, statisztikusan 
szubsztituált termék. Ez azt jelenti, hogy ezek a származékok 
kémiailag nem egységesek, hanem eltér� szubsztitúciós fokú 
és szubsztituens-elrendezés� vegyületek halmazai. A halmaz 
tagjai pedig különböznek egymástól királis felismerési 
tulajdonságaikban.39,51,53 Másrészr�l viszont a statisztikusan 
szubsztituált CD-származékok szelektivitása változhat 
a gyártótól és sarzstól függ�en is. Ez a bizonytalanság 
az utóbbi id�ben a szabályosan szubsztituált, egységes 
termékek (un. „single isomer”) bevezetését vonta maga 
után.19-21,54 Ezek azonban az enantiomerek sz�kebb körével 
szemben mutatnak királis felismerést, mint a statisztikusan 
helyettesítettek.

Egy CD királis felismer� képességét tovább b�víti, hogy 
alakját meg tudja változtatni a kölcsönhatásoktól függ�en 
(„induced-� t”). Az alakváltozás következtében a szelektorok 
olyan enantiomerekkel is királis felismer� kölcsönhatást 
tudnak kialakítani, amelyekkel eredeti alakjukban nem.

Kezdetben a ciklodextrinek közül a �-CD-t alkalmazták a 
ChCE gyakorlatában leginkább. A natív CD-k mérsékelt 
oldhatósága és korlátozott királis felismerési köre miatt 
használatuk ma már háttérbe szorult. Jelenleg inkább, mint 
szelektor kombináció alkotórészeként, összehasonlítási 
alapként, vagy nem vizes pufferek adalékaként 
alkalmazzák.55

A metilezett ciklodextrinek királis felismerési köre szélesebb, 
oldhatóságuk és oldóképességük jobb, mint a natívaké.8,51-53 

A metilezett CD származékok közül egyesek statisztikusan 
szubsztituáltak, míg mások egységes termékek. Az utóbbi 
id�ben a nem-ionos CD-k közül ezeket alkalmazzák 
leggyakrabban. 

Az (S)-(2-hidroxi)propil származékok szintén elterjedt nem-
ionos királis szelektorok, de statisztikus szubsztituáltságuk 
miatt használatuk kissé visszaszorult.15,32

A szulfo-szubsztituált ciklodextrinek jelenleg a 
leggyakrabban használt ionos CD származékok.8,11,17,26,39,40,47

A szulfo-csoport kapcsolódhat közvetlenül (szulfát) vagy 
különböz� hosszúságú alkilláncon keresztül (szulfon) a 
CD gy�r�höz. Ezen származékok szelektivitása nagyban 
függ a szubsztitúció fokától és módjától. Érdemes 
megemlíteni, hogy az enantiomerek vándorlási sorrendjének 
megfordulását is meg� gyelték a CD-szulfát szubsztitúciós 
fokától függ�en.39 Az eredmények jobb reprodukálhatósága 
érdekében több fajta, egységes (single isomer), hét szulfát-
csoporttal szubsztituált termék is megjelent a ChCE 
irodalmában.54 A szulfo-szubsztituált CD származékok 
rendkívül nagy elválasztó képességgel rendelkez� királis 
szelektorok. Gyakran 1 mM alatti koncentrációban alapvonal-
elválasztást eredményeznek. Ilyen szelektor rövid, néhány 
milliméter hosszú sávja is elég lehet az elválasztáshoz.47 
Nagy vezet�képességük miatt ezeket a származékokat 10 
mM fölötti koncentrációban ritkán alkalmazzák. A szulfo 
származékok használatakor szerves adalékok alkalmazása 
javasolt, továbbá a magasan szubsztituált termékeknél 
ügyelni kell az elektrodiszperzió kiküszöbölésére.50

3. Ábra. A metoprolol és orto és meta melléktermékeinek királis 
elválasztása. Körülmények: 30/35 cm x 0,050 mm fused-silica kapilláris; 
szelektor, 15 mM karboximetil-�-cikodextrin; puffer, 100 mM foszfát; pH, 
4,9; feszültség, 25 kV; detektálás, 214 nm; h�m., 15	C.58

A karboxil-csoporttal szubsztituált CD származékok is 
gyakran használt ionizálható királis szelektorok.38,56-58 
A karboxil származék vezet�képessége mérsékelt, ezért 
az elektrodiszperzió és a Joule féle h�képz�dés kisebb 
problémát jelent használatukkor. Ezek mind statisztikusan 
szubsztituált származékok, ezért szelektivitásuk nagyban 
függ a gyártótól és gyártási sarzstól. Ezek a szelektorok 
széles szelektivitási spektrummal rendelkeznek, ahogy ezt 
a 3. ábra is szemlélteti,58 hogy a ciklodextrinek nem csak 
az enantiomerek elválasztására, hanem más izomerekére 
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is alkalmasak. A karboxi szubsztituált CD-k alacsony pH 
tartományban (2-3) semlegesek, ezért pH-tól függ�en 
többfajta királis felismerésük is lehet.

A ciklodextrin foszfátok egyre népszer�bb szelektorok, 
melyeket f�leg bázikus mintákra alkalmaznak.18,42,61,62 Ezek 
is széles szelektivitási spektrummal rendelkez� keverékek, 
melyek szelektivitása töltésük számának függvényében 
változhat.57 Az er�sebben köt�d� enantiomerek esetén 
kisebb szelektorkoncentrációt vagy szerves adalékot 
érdemes alkalmazni a jobb elválasztás érdekében. Egyes 
enantiomerek a ciklodextrin foszfátok gy�r�méretét�l 
függ�en változtatják migrációs sorrendjüket.18,58

Számos, bázikus funkciós csoporttal statisztikusan 
szubsztituált ciklodextrin próbáltak savas enantiomerek 
királis elválasztására,8,35 de az áttörést a „single isomer” 
termékek jelentették.19-21 Az er�sen bázikus ciklodextrinek 
az oszlop falához tapadva hatással lehetnek az EOF 
nagyságára, akár az irányát is megváltoztathatják.

Az egyik legsikeresebb vegyület a heptakisz(2,3-di-O-
metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-mono-amino-6-monodezoxi-
-ciklodextrin elválasztóképességét jól szemlélteti a 2. és 4. 
ábra.

4. Ábra. Phenilalanin danzil származékának királis elválasztása. 
Körülmények: 50/58,5 cm x 0,050 mm fused-silica kapilláris; szelektor, 
7 mM heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-monoamino -6-
monodezoxi-�-ciklodextrin; puffer, 40 mM bórsav, ecetsav és foszforsav 
(1:2:2); pH 5,0; feszültség, 20 kV; detektálás, 202 nm; h�m., 25	C.19

A szelektor 0-40 mM tartományában stabil, katódos 
irányul EOF-t eredményez a hatékonyság romlása nélkül. 
A szelektor nem csak savak, hanem semleges és bázikus 
molekulák királis elválasztására is alkalmas akár 30 kV 
feszültségen is. A szelektorral elérhet� nagy hatékonyság 
demonstrálásának kedvéért a 4. ábra bemutatja egy 
fenilalanin danzil származékára elvégzett optimalizálás 
eredményét.19 A 4. ábra kiváló felbontást (Rs: 15,3) mutat, 
ami a nagy hatékonyságnak és szelektivitásnak köszönhet�. 

A hétszer aminált heptakisz-(2,3,-dimetil-6-amino-6-
dezoxi)-�-ciklodextrin szintén hatásos szelektor.59 Ez er�sen 
bázikus, emiatt már 1 mM-os oldatával anódos, fordított 
EOF mérhet�. Az ágens nagy szelektivitást mutat a savas 
enantiomerekkel szemben, amit jól példáz, hogy 0,5 mM 
oldata ibuprofénra alapvonal elválasztást eredményezett.

Az izomer-tiszta 6-monodezoxi-6-mono(hidroxi)alkilamino-
CD-k szisztematikus tanulmányozása kimutatta, hogy 

az amino-CD szelektivitásával összehasonlítva az egy 
hidroxialkil szubsztituens az amin csoporton megnöveli a 
szelektivitást, de kett� már csökkenti.

Két CD szelektor kombinációja az egymástól független 
használatukhoz képest min�ségi javulást és id�nyereséget 
okozhat.60 Általában egy ionos és egy semleges CD 
kombinációját alkalmazzák. Nem szükséges, hogy mindkét 
CD királis felismerést mutasson a vizsgált enantiomerekkel 
szemben.8,15 Ekkor a semleges CD az enantiomer szelektív, 
míg az ionos csak az EOF sebességét�l eltér� vándorlásért 
felel�s. Ciklodextrineket más típusú szelektorral vagy 
micellaképz�vel kombinálva is többször alkalmazták.

A makrociklikus antibiotikumok használata a királis ChCE 
legdinamikusabban fejl�d� ága.23,61-63 Az ilyen szelektorok 
gyakran rendkívül nagy szelektivitásúak. Teicoplanin 1,2 
mM-os oldatával például Rs = 38 értéket lehetett elérni. 
A makrociklikus antibiotikumok széles királis felismerési 
körrel rendelkeznek, mivel a molekulák számos aszimmetria 
centrumot (pl. vancomicin 18) és csavart gy�r�rendszert 
tartalmaznak. A molekulák többféle funkciós csoportja is tág 
teret enged a különféle kölcsönhatásokra. Szelektivitásukat 
és egyes tagjaik stabilitását nagyban befolyásolja a háttér 
puffer pH értéke. A rifamicin kivételével a makrociklusos 
antibiotikumokat kis (0,1-5 mM) koncentrációban 
alkalmazzák. Ezeket a szelektorokat általában szerves 
adalékokkal együtt használják, hogy elkerüljék a szelektor 
molekulák aggregációját és gátolják adszorpciójukat az 
oszlop falán. Az elválasztások rendszerint ellenáramú 
technikával történnek a makrociklusos antibiotikumok nagy 
UV- aktivitása miatt.

A makrociklusos antibiotikumok legelterjedtebben használt 
képvisel�je a vancomicin, amit savas enantiomerek 
elválasztására használnak.63 Erre használják még a 
teicoplanint, a ristocetint, az avoparcint és az eremomicint 
is. A bázikus enantiomerek elválasztására a rifamicin 
molekulák alkalmasak.

A micellaképz� királis szelektorok lehetnek szintetikusan 
el�állítottak (pl. alkilglikozidok, aklil-aminósavak), vagy 
természetben el�fordulóak (pl. epesavak).8,15 Az ionos és 
semleges micellaképz�k alkalmazásáról egyaránt beszámol 
az irodalom.8 Használatukat sokszor a hidrofób molekulák 
vizes közeg� jó oldása indokolja. Gyakran használatuk 
biztosítja, hogy a semleges molekulák migrációja -micella 
komplexben- nem azonos az EOF-el.

A fehérjéket a jobb anyagátadás miatt nagyobb 
hatékonysággal lehet használni a ChCE gyakorlatában, mint 
HPLC-s állófázisként.8,64 A csúcsok alakja és tányérszáma 
sokkal jobb ezzel a technikával. Ezen szelektorokat 
rendszerint akrilamiddal borított oszlopokban használják, 
így elkerülhet� a szelektor felületi adszorpciója. A borítás 
egyúttal lehet�vé teszi az ellenáramú technika alkalmazását, 
amit szelektor magas UV adszorbanciája indokol.

Számos más szelektort is kipróbáltak (pl. lineáris dexrinek, 
ion-pár képz�k, korona éterek, ligandcserés szelektorok, 
kalixirének, tartarátok), de ezek használata nem terjedt el 
széles körben a ChCE gyakorlatában.
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6. A ChCE analízis módszer kidolgozásának alapelvei

A jó ChCE módszer kidolgozására számos recept található 
az irodalomban, de biztos módszer nem lehetséges.8,9,37,65 
Az els� mérések el�tt tisztázni kell a szelektor és a minták 
pK értékeit, és UV abszorpcióját. Így biztosítani lehet, 
hogy a minta ne az EOF sebességével vándoroljon, és 
a detektálásnak megfelel� legyen a hullámhossza, vagy 
ellenáramú technika alkalmazása javasolt. Amennyiben a 
minta és a szelektor ellentétes töltés� érdemes három pH 
értéket kipróbálni (mind két partner ionos, a minta ionos a 
szelektor semleges és a minta semleges a szelektor ionos). 
Kezdeti szakaszban statisztikusan szubsztituált termékek 
használata javasolt, majd a validálás során áttérés a single-
isomer termékekre, ha mindkett� beszerezhet�.

Kezdeti m�szer paramétereknek a követez�k javasoltak: 
50 cm (effektív kapilláris hossz) x 0,050 mm fused-silica 
kapilláris; szelektor, 10 mM; puffer, 40 mM bórsav, ecetsav 
és foszforsav (1:2:2); feszültség, 20 kV; h�m., 20°C. 
Amennyiben Rs> 0,8 felbontást észlelünk, a módszert 
érdemes tovább � nomítani, a szelektor koncentrációnak, pH, 
szerves adalékok és az ioner�ség változtatásával. Az Rs<0,8 
értéknél szelektort kell váltani.

Bázikus és semleges anyagokra el�ször karboximetil CD-
k, utána szulfoszubsztituált CD-k, végül CD foszfátok 
kipróbálása javasolt. Savas és semleges anyagokra 
heptakisz(2,3-di-O-metil)-hexakisz(6-O-metil)-6-
monoamino-6-monodezoxi-�-CD alkalmazása javasolt. 
Töltéssel rendelkez� mintáknál a statisztikusan metilezett 
ciklodextrineket is érdemes kipróbálni alacsony áruk miatt. 
Amennyiben a CD-k használata nem vezet eredményre, 
akkor vancomicin vagy a rifamicin antibiotikumok 
kipróbálása javasolt.

A ChCE körében számos validált mérést végeztek, amely 
a módszer használhatóságát bizonyítja GLP körülmények 
között.37

7. Következtetések

A királszelektív ChCE egyesíti magában a kromatográ� a 
és a CE el�nyeit. Nagy hatékonyságú, gyors módszer. A 
technika els�sorban különböz� ciklodextrin szelektorokat 
alkalmaz, de más ágensek rendkívül széles köre is 
használható. Els�sorban ionos enantiomerek analízisében 
nyit új lehet�séget, de az apoláris vegyületek elválasztása 
sem jelent problémát. Várhatóan ez a módszer fogja kitenni 
néhány éven belül a királszelektív analízisek túlnyomó 
részét, ha a meglev� érzékenységi problémákat a technika 
kiküszöböli.
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Chiral selective capillary electrophoresis (ChCE)

Chiral selective determinations have become essential 
requirements of up to date analyses in various branches of industry 
(e.g. pharmaceutical, agro, food and cosmetic). The capillary 
electrophoresis offers unique advantages in the analytical scale 
enantiomer selective separations.

Electrophoretic processes alone are not enough to separate chiral 
molecules. Partition (chromatographic) processes are also necessary 
for chiral separations in electrophoresis. In this paper, the ChCE 
abbreviation is used for chiral selective capillary electrophoresis to 
distinguish it from CZE and CEC. CZE uses only electrophoretic 
processes, and CEC has a real stationary phase.

The mobility difference of two enantiomers (�µ) can be 
expressed with the Eq. 1., where [c] is the concentration of the 
chiral selector, µf and µcc are the mobility of analyses in free and 
complex (diastereomeric associated) forms, KS and KR are stability 
(partition) constants of enantiomers with chiral selectors. The 
separation comes from the migration speed difference between 
the free and associated states of the enantiomers, if KS is not equal 
with KR. The migration difference has an optimum in the function 
of concentration of chiral selectors (Fig. 1.). This equation also 
shows that, the oppositely charged selectors and analytes produce 
big mobility differences. Eq. 1 also suggests that the neutral 
enantiomers can not be separated with neutral selectors, because 
migration speeds of enantiomers are equal to EOF in both free and 
associated forms.

ChCE offers several advantages in chiral selective analyses:

• High ef� ciency (> 100 000 theoretical plate)
• Fast analyses
• Low analysis temperatures
• Enantiomer ratio of several analytes can be established during 
one analysis

• Several ways for changing migration orders of enantiomers
• Excellent for polar ionized molecules, but suitable for the apolar 
neutrals enantiomers too
• Very low sample requirement (
nl)
• Small buffer consumption (10-20 ml/day)
• No or minute sample pretreatment even from biological 
matrices
• Detectors with broad linear range even in the case of high 
enantiomer excess (> 99.9)
• On-line coupling with mass spectrometer

For example, the high ef� ciency of ChCE made it possible to 
achieve baseline resolutions for enantiomers of ibuprofen, although 
their selectivity (�eff) was only 1.009.

Fig.2. demonstrates the advantages of ChCE: high ef� ciency, 
selectivity and ability to separate several enantiomer pairs during 
one analysis.

The disturbing high UV activity of the selector can be eliminated 
by partially � lling or the counter migration technique.

ChCE has bigger deviation of migration times and peak areas than 
those usually accustomed in chromatographic practice. However, 
using the internal standard and normalization method, these 
disadvantages can be minimized.

ChCE applies a lot more types of chiral selectors than other 
techniques.

Cyclodextrins (CDs) are the most frequently used chiral selectors 
in CE, because they show very broad selectivity spectra. The high 
ef� ciency of ChCE suits well moderate selectivity values and 
broad selectivity spectra of CDs. Most of the derivatives of CD 
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are statistically substituted products. The members of such CD 
products differ from each other in their substitution degrees and 
substitution patterns having different selectivity features. Uniform 
derivatives (single-isomer) of CDs have also been introduced to 
solve the selectivity deviation of statistically substituted products. 
The single-isomers, however, have narrower selectivity spectra than 
statistically derivatized ones. CDs act not only as chiral selectors 
but also ortho, meta, para selectors (Fig. 3.) and solubizers.

The neutral CDs (natives, methylated, (S)-(2-hidroxy)propylated) 
are used for ionized enantiomers. The sulphate, carboxyl, 
phosphate CD derivatives are good for the separation of basic 
and neutral chiral molecules. Various amines containing CD 
derivatives are excellent for the separation of acidic and neutral 
enantiomers (Fig. 4.). The mixtures of ionic and neutral CDs can 

have synergetic separation effects offering shorter analysis times 
and better resolutions.

The use of macrocyclic antibiotics is the most dynamically 
developing branch of ChCE. Every2 member of them has several 
functional groups, and twisted cyclic parts resulting in high 
separation power. Even Rs value of 38 was achieved using only 1.2 
mM Teicoplanin.

Several chiral ionic and neutral surfactants have been introduced 
into ChCE, working among micellar electrokinetic chromatography 
(MEKC) conditions. They are natural (bile acids) or synthetic alkyl 
substituted chiral compounds (sugars, amino acids).

ChCE is an excellent, reliable method with validated analyses. It 
will soon substitute HPLC in the majority of chiral separations.


