
Zastosowanie chromatografii w chemii organicznej 

z uwzględnieniem analizy/rozdziału związków chiralnych

Metody chromatograficzne w chemii i 

biotechnologii, wykład 9



Enancjomery

 W środowisku achiralnym enancjomery są identyczne pod względem 

właściwości fizykochemicznych (rożne właściwości chiralooptyczne)

 Różnice te natomiast uwidaczniają się w środowisku chiralnym

 Odmienna aktywność biologiczna

 Diastereoizomery posiadają inne właściwości fizykochemiczne i są 

odróżnialne w achiralnym środowisku – w chromatografii mają różne czasy 

retencji



 Otrzymywanie:
 Synteza asymetryczna

 Biotransformacje

 Metody chromatograficzne: głównie wysokosprawna 
chromatografia cieczową (HPLC)

 Analiza:
 techniki chromatograficzne: 

 wysokosprawna chromatografia cieczową (HPLC)

 chromatografia gazowa (GC)

 chromatografia cienkowarstwowa (TLC) 

 elektroforeza kapilarna (CE)

 Spektroskopia Jądrowego Rezonansu Magnetycznego (NMR) 

Enancjomery – otrzymywanie, analiza



 Metoda pośrednia:

 Przeprowadzenie enancjomerów w pochodne diastereoizomeryczne przed 
analizą - reakcja z optycznie czystym reagentem

 Metoda bezpośrednia:

 oddziaływania stereospecyficzne z chiralnym selektorem mają miejsce 
podczas analizy – powstają „przejściowe” diastereomeryczne kompleksy –
oddziaływania niekonwalencyjne

 Chiralna faza stacjonarna (HPLC, GC,TLC)

 Chiralna faza ruchoma (musi być łatwo usuwalny z eluatu, problemy z 
detekcją, wysoki koszt) 

Rozdział enancjomerów – metody 

chromatograficzne



 Typy oddziaływań:

 wiązania wodorowe

 oddziaływania typu dipol-dipol 

 oddziaływania p-elektronowe 

 oddziaływania hydrofobowe,

van der Waalsa oraz przyciąganie lub odpychanie steryczne.

 Oddziaływania te mogą być jednocentrowe lub wielocentrowe

(przyleganie dipoli czy pierścieni aromatycznych).

 Obecność interakcji pomiędzy cząsteczkami nie gwarantuje, że zapewnią 

one chiralne rozpoznawanie jednej cząsteczki przez drugą

Oddziaływania 

z chiralnym selektorem steryczne

Dipole-dipole 

π- π

CSP: Welk-O1



Mechanizm chiralnego różnicowania-

reguła trzech punktów 

 Chiralne rozpoznawanie wymaga co najmniej trzech jednoczesnych, 
punktowych oddziaływań pomiędzy czynnikiem dyskryminującym a 
enancjomerem, z których co najmniej jedno jest stereochemicznie zależne

 Warunkiem stereospecyficzności jest niewspółliniowość punktów 
oddziaływań, przy zachowanej konformacji enancjomerów!

Chiralny czynnik

dyskryminujący

Enancjomer R

Enancjomer S



 Powstanie kompleksów jest koniecznym, ale niewystarczającym warunkiem 

dla zaobserwowania rozdziału.

 Warunek:

 Procesem rządzi termodynamika:

Teoria – dlaczego enancjomery dzielą 

się na chiralnym złożu

KR  KS

ER + C  ERC ES + C  ESC

KR = [ERC]/[ER][C]                          KS = [ESC]/[ES][C] 

-R,S(G) = RTlnKR/KS = RTln



Ważne równania

𝑘1 = Τ𝑡1 − 𝑡0 𝑡0 𝑘2= Τ𝑡2 − 𝑡0 𝑡0

𝛼 =
𝑡2 − 𝑡0
𝑡1 − 𝑡0

=
𝑘2
𝑘1

𝑅𝑠 = 2
𝑡2 − 𝑡1
𝑤1 + 𝑤2

 Współczynnik retencji

 Współczynnik separacji (rozdziału)

 Rozdzielczość



Nadmiar enancjomeryczny

 Miarą wydajności rozdziału enancjomerów jest wartość 

nadmiaru enancjomerycznego (ee)

ee% = ([ER]-[ES]/ [ER]+[ES])100

[ER] oznacza stężenie enancjomeru dominującego (w tym przypadku R)

[ES] stężenie drugiego enancjomeru S obecnego w mniejszej ilości w 

mieszaninie.



Chiralne fazy stacjonarne HPLC

 Fazy typu Brush-type:

 Fazy ligandowymienne

 Etery koronowe

 Cyklodekstryny

 Fazy donorowo-akceptorowe (złoża Pirkla)

 Glikopeptydy (wankomycyna, teikoplanina, ristocetyna A, aglikon teikoplaniny)

 Wymieniacze jonowe (chinina i jej pochodne)

 Syntetyczne polimery:

 Poliakrylamidy

 Polimetakrylany

 Poliamidy

 Naturalne polimery 

 Fazy proteinowe

 Polisacharydy



Chiralne złoża stacjonarne w HPLC

 Złoża polisacharydowe: ponad 90% analiz

Przypuszczalny mechanizm działania faz polimerowych: inkluzja cząsteczek związków rozdzielanych do chiralnych wnęk sieci krystalicznej 

polimeru; oddziaływania typu π-π, dipol-dipol, wiązania wodorowe.  

Różny stopień dopasowania i siła oddziaływań powoduje różne retencje enancjomerów. 



Chiralne złoża stacjonarne w HPLC



Chiralne złoża stacjonarne w HPLC

Pochodne aminokwasów Aminokwasy i ich pochode,

aminoalkohole, hydroksykwasy

Przykłady zastosowania:

Związki chiralne zawierając

I rzędowe grupy aminowe

Cu2+, Ni2+, Co2+, Zn2+, Mg2+ lub Cd2+, 



Chiralne złoża stacjonarne w HPLC



Preparatywne HPLC na chiralnych 

fazach stacjonarnych



 Fazy stacjonarne chiralne w GC bazują na polisiloksanach

(Chiralsil type)

 Kolumny kapilarne (open tubular)

 Typy faz stacjonarnych chiralych oraz główne oddziaływania 

selektor - analit:

 Pochodne cyklodekstryn – inkluzja (Chiralsil-Dex)

 Pochodne aminokwasów – wiązania wodorowe (Chiralsil-Val)

 Chiralne kompleksy metali – wiązania koordynacyjne (Chirasil-

Metal)

 Chiralne ciecze jonowe, polisacharysy, cyklopeptydy, cyklofruktany i 

inne – niekomercyjne, do specjalistycznych zastosowań.

Chiralne fazy stacjonarne GC



GC na chiralnych fazach stacjonarnych

Cyklodekstryny
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 Cyklodekstryny – polimery D-glukozy

Hydrofobowa wnęka

Właściwość α-CD β-CD γ-CD

Liczba podjednostek 6 7 8

Masa cząsteczkowa (g/mol) 972 1135 1297

Rozpuszczalność w wodzie, w temp. 250C

(%, w/v)
14,5 1,85 23,2

Średnica zewnętrzna (Å) 14,6 15,4 17,5

Średnica wewnętrzna (wnęki) (Å) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3

Wysokość toroidu 7,9 7,9 7,9

Objętość wnęki (Å3) 174 262 427



GC na chiralnych fazach stacjonarnych 

(inkluzja)

 Oddziaływania typu gość - gospodarz

 Inkluzja (dopasowanie kształtem i rozmiarem)

 Dipolowe (grupy funkcyjne)

 Hydrofobowe 

 Wodorowe

 Steryczne



Pochodne cyklodekstryn

 Natywne cyklodekstryny nie są użyteczne w GC: zbyt duża 

polarność 

 Modyfikacja właściwości fizykochemicznych cyklodekstryn

 Poprawa stabilności termicznej

 Wpływ na hydrofobowość 

 Zmiana kształtu oraz średnicy wnęki

 Inne możliwości tworzenia sieci wiązań wodorowych

 Zmiana właściwości selektywnego i specyficznego 

kompleksowania cząsteczek gości
O

H

HO

OH

H

OH

OH
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H

OH



GC na chiralnych fazach stacjonarnych

Najczęstsze modyfikacje: alkilowanie, acylowanie



GC na chiralnych fazach stacjonarnych



GC na chiralnych fazach stacjonarnych



GC na chiralnych fazach 

stacjonarnych (wiązania wodorowe)

Chirasil-Val

R = C11H23, C21H43

Chirasil-Calix

 Analiza aminokwasów i ich pochodnych



GC na chiralnych fazach stacjonarnych 

(wiązania koordynacyjne)

Chiralsil-Nickel(II)

M = Ni2+, Co2+, Mn2+

 Analiza chiralnych związków, które nie tworzą wiązań 

wodorowych, zawierających w cząsteczce atomy tlenu, azotu, 

siarki

 Niewielka trwałość kompleksów



Od syntezy do analizy - zastosowanie 

różnych technik chromatograficznych

 Najczęściej stosowane techniki chromatograficzne w 

laboratorium chemii organicznej: 

 TLC (analityczne i preparatywne)

 GC (GC-MS) 

 GC (kolumny ze złożem chiralnym)

 LC

 HPLC (analityczne i preparatywne)

 HPLC (kolumny ze złożem chiralnym)



Cel: analiza składu enancjomerycznego produktu 

reakcji katalizowanej chiralnym selektorem 

1. Otrzymanie mieszaniny racemicznej badanej próbki - wzorca do 

chiralnej chromatografii: 

 Synteza – kontrola reakcji TLC

 Wydzielenie produktu – LC

 Analiza frakcji – TLC

2. Opracowanie warunków analizy chiralnej - HPLC (kolumna ze 

złożem chiralnym)

3. Analiza składu enancjomerycznego próbki otrzymanej z użyciem 

chiralnego katalizatora – HPLC 



 TLC (silica gel, heksan/AcOEt, 3:1, v/v)

 Reakcja:

Kontrola przebiegu reakcji



S        Mix        R S        Mix     R

15 

min.

30 

min.

60 

min.

S        Mix         R

Kontrola przebiegu reakcji



Dobór żelu

Wydzielanie produktu (LC lub LC flash)

W zależności od ilości substancji rozdzielanej dobiera się parametry kolumny i ilości żelu



Wydzielanie produktu (LC lub LC flash)



Wydzielanie produktu (LC lub LC flash)



Wydzielanie produktu (LC lub LC flash)

Eluent: heksan:octan etylu, 5:1 



1         2                 3                  4                     5

Wydzielanie produktu (LC lub LC flash)



Produkt jest związkiem chiralnym i może występować w postaci pary 

diastereomerów. 

Każda z par składa się z enancjomerów

Analiza produktu (HPLC lub GC)

Na podstawie 

spektroskopii NMR



Można rozdzielić na 

chiralnych złożach 

stacjonarnych

Ze względu na polarność rozdział z 

użyciem HPLC

Analiza produktu (HPLC złoża chiralne)



Wybór złoża chiralnego w HPLC



Wybór kolumny chiralnej w HPLC



HPLC AD-H (heksan/2-propanol, 90/10, 1.0 mL/min, λ = 254 nm)

Analiza (racemat)



HPLC AD-H (heksan/2-propanol, 90/10, 1.0 mL/min, λ = 254 nm)

e.r. = 4:96

ale 

ee = (95.78 – 4.22)/100

ee = 91.56 ≈ 92 %

Analiza (mieszanina otrzymana z 

użyciem chiralnego katalizatora)
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