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1. Úvod 
  

Chiralita je přirozenou vlastností živé hmoty, velká 

část přírodních sloučenin, včetně těch obsažených v živých 
organismech, je chirálních1–4. Chirální sloučeniny se vy-

skytují ve formě enantiomerů. Pojmem enantiomery se 

označují dvojice molekul, které jsou svými zrcadlovými 

obrazy5,6. V chirálním prostředí mohou jednotlivé enantio-
mery dané sloučeniny vykazovat různé chemické nebo 

fyzikální vlastnosti v důsledku rozdílného prostorového 

uspořádání, a tím poskytovat odlišné stereoselektivní inter-
akce7. Rozdílné účinky enantiomerů biologicky aktivních 

látek v živých organismech jsou obecně známé8. Velká 

pozornost je věnována zejména odlišnému chování enanti-

omerů léčiv, pesticidů, nových psychoaktivních sloučenin 
(NPS) a jejich metabolitů9–18. V literatuře se uvádí, že 

v současné době je přibližně 60 % syntetických léčiv pou-

žívaných v klinické praxi chirálních, přičemž 88 % z nich 
se používá ve formě racemátů19. V případě pesticidních 

přípravků je na trhu 43 % chirálních pesticidů, z toho 47 % 

se aplikuje jako racemát20. Vzhledem k tomu, že se farma-

kologické a toxické účinky jednotlivých enantiomerů lé-
čiv, NPS a jejich metabolitů mohou výrazně lišit, je ne-

zbytné vyvíjet metody pro jejich separace, které umožní 

studium účinků jednotlivých forem a kontrolu enantiomer-
ní čistoty16,18,21,22. Rovněž toxicita, bioakumulace a rych-

lost degradace jednotlivých enantiomerů (např. používa-

ných pesticidů) může být v životním prostředí odlišná23,24.  

Chromatografické metody, konkrétně vysokoúčinná 
kapalinová chromatografie s chirálními stacionárními fáze-

mi, patří mezi nejčastěji používané metody pro separace 
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a stanovení enantiomerů, a to v analytickém, semiprepara-

tivním i preparativním měřítku, v akademickém prostředí 
i v průmyslu9,11. Nicméně, z důvodu požadavků na vývoj 

rychlých, účinných a robustních metod s nižší ekologickou 

zátěží se v tomto směru dostává do popředí sub/

superkritická fluidní chromatografie (SFC)25–27.   
 

 

2. Sub/superkritická fluidní chromatografie 
 

V klasické superkritické fluidní chromatografii byla 
jako mobilní fáze používána tekutina v superkritickém 

stavu, a to především fluorované uhlovodíky, amoniak 

a oxid uhličitý28. Dnes se používá výhradně oxid uhličitý, 

neboť a) kritických hodnot teploty (Tc=304,12 K) a tlaku 
(pc=7,38 MPa)29 CO2 lze s dnešní instrumentací snadno 

dosáhnout, b) je relativně levný (vedlejší produkt v mnoha 

průmyslových odvětvích) a je možné jej recyklovat – 

zejména při použití v preparativním měřítku, c) je nehořla-
vý, nekorozivní a vykazuje nízkou toxicitu, d) je mísitelný 

s řadou organických rozpouštědel30-32. Zatímco v rané fázi 

vývoje této techniky se jako mobilní fáze používala pře-
vážně jedna čistá tekutina v superkritickém stavu, v mo-

derní SFC se většinou používají mobilní fáze složené ze 

stlačeného oxidu uhličitého a organického modifikátoru, 

jako je methanol (MeOH), ethanol (EtOH), propan-2-ol 
(PropOH) apod. Takto tvořené mobilní fáze často nejsou 

superkritické tekutiny, přestože tlak může být nad kritic-

kým tlakem, teplota je velmi často pod hodnotou kritické 
teploty33. Organické modifikátory se do těchto mobilních 

fází přidávají za účelem zvýšení rozpouštěcí schopnosti 

mobilní fáze a změny polarity a tím zvýšení eluční síly 

mobilní fáze. Pokud hlavní složkou mobilní fáze zůstává 
stlačený oxid uhličitý, označuje se tato metoda jako sub/

superkritická fluidní chromatografie34,35. Aplikace subkri-

tických mobilních fází nezpůsobuje žádné významné pro-
blémy během chromatografických analýz, protože výhody 

poskytované superkritickou mobilní fází zůstávají36,37, tj. 

nižší viskozita a vysoká difuzivita mobilní fáze ve srovná-

ní s viskozitou mobilních fází používaných v kapalinové 
chromatografii, a z toho plynoucí možnost použití vyso-

kých průtoků mobilní fáze32. Toto uspořádání tudíž posky-

tuje rychlé a účinné separace.  
 

2.1. Mobilní fáze pro separace chirálních sloučenin  

 

Jak již bylo zmíněno výše, hlavní složkou mobilní 
fáze v SFC je stlačený oxid uhličitý. Za účelem zvýšení 

polarity a eluční síly se k oxidu uhličitému přidávají různé 

organické modifikátory. V SFC se množství organického 
modifikátoru v mobilní fázi pohybuje mezi 2 a 40 obj.%. 

Pro počáteční screening mobilních fází se velmi často pou-

žívá gradientová eluce se zvyšujícím se množstvím orga-

nického modifikátoru, zatímco pro následnou optimalizaci 
a dosažení žádoucího rozlišení enantiomerů je preferována 

izokratická eluce27. Alifatické alkoholy, jako je MeOH, 

EtOH a PropOH, patří mezi nejběžnější organické modifi-
kátory v chirální SFC38. MeOH je z těchto modifikátorů 

používán nejčastěji39–42, protože vykazuje nejvyšší eluční 

sílu, s čímž souvisí i vyšší účinnost daná počtem teoretic-

kých pater, a zároveň nízkou viskozitu43,44. Také polarita 
MeOH je výhodou zejména pro analýzy polárnějších slou-

čenin, kdy MeOH zvyšuje jejich rozpustnost v mobilní 

fázi. Změna organického modifikátoru v mobilní fázi mů-

že vést až ke změně elučního pořadí jednotlivých enantio-
merů. Tento jev byl popsán na polysacharidových chirál-

ních stacionárních fázích45,46. Acetonitril, jako aprotické 

rozpouštědlo, se používá v malém množství pro ovlivnění 
enantioselektivity, nejčastěji ve směsi s MeOH nebo také 

s PropOH (cit.47,48). Skupina prof. Armstronga ukázala 

výhody použití azeotropní směsi EtOH a vody jako orga-

nického modifikátoru v porovnání s čistým MeOH a EtOH 
při použití polárních chirálních stacionárních fází (CSF)49. 

Kromě CO2 a polárních rozpouštědel se do mobilní fáze 

přidávají kyselá (např. mravenčí, octová nebo trifluorocto-
vá (TFA) kyselina), bazická (např. triethylamin, diethyla-

min (DEA), isopropylamin, ethanolamin) nebo směsná 

(kombinace kyselých a bazických aditiv) aditiva. Tato 

aditiva ovlivňují nejen polaritu mobilní fáze, ale i disociaci 
či protonizaci ionizovatelných chirálních analytů a funkč-

ních skupin CSF, a tím výrazně zlepšují separační účin-

nost, rozlišení enantiomerů a symetrii píků21,50. Vliv typu 
aditiva a jeho množství v mobilní fázi na separaci enantio-

merů β-blokátoru propranololu na NicoShell koloně je 

ukázán na obr. 1. Směsná aditiva se, v rámci úspory času, 

velmi často využívají pro screeningové účely22,44. Další 
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Obr. 1. Znázornění vlivu typu a množství aditiv v mobilní fázi 

na separaci enantiomerů propranololu. Chromatografické 

podmínky: kolona NicoShell s povrchově porézními částicemi 
(50×2,1 mm, velikost částic 2,7 μm), mobilní fáze: A: CO2/
MeOH/TFA 90/10/0,1 (v/v/v), B: CO2/MeOH/DEA 90/10/0,1 (v/
v/v), C: CO2/MeOH/TFA/DEA 90/10/0,05/0,05 (v/v/v/v), D: CO2/

MeOH/TFA/DEA 90/10/0,1/0,1 (v/v/v/v), průtoková rychlost 
2 ml min–1, teplota kolony 40 °C, regulátor zpětného tlaku 
2000 psi, UV detekce 254 nm. Kalíková a spol. nepublikovaná 

data. 
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možností je využití vody jako aditiva, což se ukázalo vý-

hodné zejména při separaci chirálních polárních analytů na 
hydrofilních CSF z hlediska zvýšení účinnosti a snížení 

doby analýzy51–53.  

 

2.2. Chirální stacionární fáze  
 

Výběr vhodné CSF je klíčovým parametrem pro 

úspěšnou separaci enantiomerů nejen v SFC. Většinu chi-
rálních kolon vyvinutých pro kapalinovou chromatografii 

je možné použít i v SFC. V současné době jsou na trhu 

dostupné chirální kolony určené pro použití jak v obou 

chromatografických technikách, tak i přímo určené pro 
použití v SFC (cit.45,54). Protože neexistuje žádný univer-

zální chirální selektor, který by byl schopen separovat 

enantiomery všech chirálních látek, vývoj nových CSF 
stále probíhá v akademické i komerční sféře. Chirální sta-

cionární fáze na bázi derivatizovaných polysacharidů, 

konkrétně derivatizované celulosy a amylosy25,27,48,50,55, 

patří mezi nejčastěji používané pro jejich enantioselektivi-
tu pro široké spektrum strukturně odlišných chirálních 

sloučenin56. O vývoji, typech, vlastnostech a také mecha-

nismu enantiodiskriminace těchto typů chirálních selektorů 
pojednává několik přehledových článků56–59. Mezi další 

chirální fáze, které našly uplatnění v SFC, patří CSF 

Pirklova typu, iontově-výměnné zahrnující CSF na bázi 

chininu a dalších chinolinových alkaloidů60,61, a CSF na 
bázi makrocyklických glykopeptidů42, tj. vankomycinu, 

teikoplaninu, teikoplanin-aglykonu a derivatizovaného 

glykopeptidu (chirální kolona NicoShell). První SFC sepa-
race enantiomerů, konkrétně pěti chirálních fosfin oxidů, 

byla úspěšně provedena v roce 1985 na chirální stacionární 

fázi Pirklova typu27,37. Zřídka používané jsou cyklodextri-

nové, cyklofruktanové a crown-etherové CSF. Tento trend 
v posledních pěti letech je zdokumentován na obr. 2.  

Narůstající požadavky na rutinní využití rychlých 

a účinných metod nejen pro separace chirálních sloučenin 
vedly k vývoji vysokotlakých chromatografických systémů 

a jejich následnému uvedení na trh62. S vývojem robust-

ních přístrojů pro ultra-vysokoúčinnou superkritickou 

fluidní chromatografii (UHPSFC) úzce souvisí i výzkum 
v oblasti vhodných CSF, pro zajištění co nejvyšší účinnos-

ti a rychlosti analýz.  

Jednou z možností je využití plně porézních částic 
o průměru menším než 2 μm (cit.63). Zatímco achirální 

stacionární fáze s takovými částicemi byly dostupné před 

více než deseti lety a dnes jsou již dobře zavedené, v pří-

padě CSF je vývoj v tomto směru komplikovanější1. Důle-
žitým posunem v oblasti chirálních kolon byl vývoj 

(a následné uvedení na trh v roce 2014) CSF na bázi deri-

vatizovaných polysacharidů s částicemi o průměru 2,5 μm 
firmou Waters1. Do té doby nebyly polysacharidové CSF 

s plně porézními částicemi menšími než 3 μm dostupné1,64. 

Později byly uvedeny na trh polysacharidové CSF s části-

cemi o průměru 1,6 μm, jejichž použití v SFC bylo publi-
kováno až v roce 2017 (cit.65). Komerčně dostupnou CSF 

s částicemi o průměru 1,8 μm testovanou v SFC je také 

fáze Pirklova typu, konkrétně kolona WhelkO1 (cit.66). 

Přestože existují komerční chirální kolony s plně porézní-

mi částicemi menšími než 2 μm a vnitřním průměrem 
2,1 mm, jejich aktuální využití v SFC, resp. v UHPSFC je 

podstatně menší než v technice ultra-vysokoúčinné kapali-

nové chromatografie (UHPLC). Na komerčně dostupných 

SFC přístrojích zatím není možné plně využít potenciál 
těchto vysoce účinných kolon s malým vnitřním rozměrem 

z důvodu významných mimokolonových příspěvků k roz-

šiřování píků, a tudíž nižší separační účinnosti53,65–67. 
V literatuře jsou popsány různé laboratorní úpravy ko-

merčních přístrojů (např. použití kratších a užších kapilár, 

menší cely detektoru apod.), které jsou lépe kompatibilní 

s částicemi pod 2 μm (cit.53). 
Dalším významným směrem v oblasti vývoje CSF je 

využití povrchově porézních částic (SPP – „superficially 

porous particles“, označované velmi často také jako „core-
shell“ částice, tj. částice s pevným jádrem)41. Tyto částice 

jsou tvořeny pevným neporézním jádrem a pórovitou vněj-

ší vrstvou. Výhody těchto částic oproti plně porézním sor-

bentům jsou diskutovány v mnoha odborných publikacích, 
např. cit.42,68. Avšak i v případě použití chirálních kolon 

s povrchově porézními částicemi s malými rozměry dochá-

zí k negativnímu vlivu mimokolonových příspěvků na tvar 
píků, jak již bylo popsáno u CSF s plně porézními částice-

mi menšími než 2 μm. V současné době jsou komerčně 

dostupné chirální kolony na bázi makrocyklických glyko-

peptidů, cyklofruktanu, cyklodextrinu a chininu využívají-
cí SPP sorbenty o velikosti 2,7 μm. Příklad separace enan-

tiomerů diuretika chlortalidonu během jedné minuty na 

teikoplaninové CSF s povrchově porézními částicemi 
o velikosti 2,7 μm (TeicoShell kolona) je ukázán na obr. 3.  

 

Obr. 2. Procentuální zastoupení různých typů chirálních staci-
onárních fází v SFC v odborných článcích publikovaných v 

letech 2017–2021. Vyhledávání na Web of Science, v grafu je 

zahrnuto 189 aplikací zmiňovaných v 164 článcích.  
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2.3. Ovlivnění enantioselektivity kombinací 

chirálních selektorů 
 

Jak již bylo zmíněno výše, neexistuje žádný univer-

zální chirální selektor, který by vykazoval enantioselekti-

vitu pro všechny chirální sloučeniny. Jednou z možností, 
jak rozšířit enantioselektivitu a ovlivnit separační potenciál 

v SFC, je sériové zapojení dvou, případně více chirálních 

kolon1,69,70. Tento postup je možné využít při použití SFC 
mobilních fází, které vykazují nízkou viskozitu a nedochá-

zí tak k vysokému nárůstu tlaku v sytému v porovnání 

s kapalinovou chromatografií71. V případě UHPLC není 

takové spojení kolon doporučeno z důvodu nutnosti výraz-
ného snížení průtoku mobilní fáze, které vede ke snížení 

separační účinnosti a prodloužení doby analýzy. Vhodná 

kombinace různých typů CSF může zlepšit rozlišení jed-
notlivých enantiomerů, avšak sériově zapojené kolony 

musí být vzájemně komplementární, tzn. vykazovat odliš-

nou, ale komplementární (doplňkovou) enantioselektivitu. 

V případě, že daná CSF za daných chromatografických 
podmínek neposkytuje požadované rozlišení enantiomerů, 

použití komplementární CSF vede k požadovanému rozli-

šení enantiomerů za stejných chromatografických podmí-
nek. Pokud tuto vlastnost nevykazují, může po zapojení 

takových kolon docházet k úplné ztrátě rozlišení enantio-

merů72. Důležitým parametrem pro zvýšení enantioselekti-

vity a rozlišení jednotlivých enantiomerů je také pořadí 
chirálních kolon zapojených v sérii73. Při sériovém zapoje-

ní dvou chirálních kolon s různými chirálními selektory 

zaujímá hlavní roli pro separaci enantiomerů druhá kolona 

zapojená v sérii69. První kolona zapojená v sérii pracuje při 

vyšším tlaku, tedy vyšší hustotě mobilní fáze, a tím tato 
kolona vykazuje nižší příspěvek k celkové enantioselekti-

vitě systému. Využívá se tedy takové zapojení, kdy druhá 

kolona v sérii poskytuje za daných separačních podmínek 

vyšší rozlišení enantiomerů. Publikované práce zabývající 
se touto problematikou jsou zaměřené zejména na sériové 

zapojení různých CSF na bázi derivatizovaných polysa-

charidů70–74, u kterých je známá jejich komplementární 
enantioselektivita, ale uvedený přístup byl studován i naší 

skupinou pro CSF na bázi makrocyklických glyko-

peptidů69.  

 
2.4. Metody pro chirální screening  

 

Za účelem urychlení vývoje nové metody pro separaci 

chirálních biologicky aktivních látek a chirálních nečistot 

vzniklých během syntézy bylo navrženo několik postupů 
pro tzv. chirální screening70. V praxi našly své uplatnění 

pouze některé z nich, což je dáno tím, že žádný z těchto 

postupů není univerzální. Enantioselektivita SFC separač-

ního systému závisí na mnoha parametrech, tj. typu chirál-
ní stacionární fáze, složení mobilní fáze a hustotě mobilní 

fáze, která úzce souvisí s teplotou a tlakem28. Klíčovými 

parametry pro separace chirálních sloučenin jsou výběr 
vhodné CSF a mobilní fáze, a proto se jejich vhodná kom-

binace testuje jako první. Případná změna teploty a nasta-

vení regulátoru zpětného tlaku se řeší až při doladění me-

tody. Během chirálního screeningu se systematicky testuje 
sada stacionárních fází s různými chirálními selektory 

v několika mobilních fázích28. Někteří autoři používají při 

vývoji těchto metod pouze CSF na bázi derivatizovaných 
polysacharidů, což je dáno možností výběru z velkého 

množství jejich derivátů, a tím zajištění enantioselektivity 

pro široké spektrum strukturně odlišných chirálních slou-

čenin22,44,75. V několika publikovaných postupech jsou 
zařazeny kromě CSF založených na derivatizovaných po-

lysacharidech také CSF na bázi makrocyklických glyko-

peptidů a Pirklovy fáze76,77. Navržené postupy pro chirální 
screening v posledních 20 letech jsou shrnuty a kriticky 

zhodnoceny v nedávno publikovaném přehledu70.  

 
 

3. Závěr 
 
Sub/superkritická fluidní chromatografie je význam-

ným nástrojem pro analýzu chirálních sloučenin v mnoha 

odvětvích. Tato metoda se dostává do popředí v analýze 

chirálních sloučenin nejen z důvodu možnosti rychlých 
a účinných separací enantiomerů, ale také zařazením mezi 

ekologičtější analytické metody, protože hlavní složku 

mobilních fází tvoří oxid uhličitý. Při vývoji chirálních 
metod ve farmaceutickém průmyslu se SFC stává nejpou-

žívanější metodou, před kapalinovou chromatografií. Zají-

mavou možností pro rozšíření enantioselektivity 

a ovlivnění separačního potenciálu v SFC je sériové zapo-
jení chirálních kolon s různými chirálními selektory, které 

vykazují komplementární enantioselektivitu. Přestože jsou 

k dispozici chirální kolony pro ultra rychlé analýzy s části-

Obr. 3. Chromatogram směsi enantiomerů chlortalidonu na 

teikoplaninové chirální stacionární fázi. Chromatografické 

podmínky: kolona TeicoShell s povrchově porézními částicemi 
(50×2,1 mm, velikost částic 2,7 μm), mobilní fáze: CO2/MeOH/
TFA/DEA 75/25/0,05/0,05 (v/v/v/v), průtoková rychlost 2 ml min–1, 
teplota kolony 40 °C, regulátor zpětného tlaku 2000 psi, 

UV detekce 220 nm. Kalíková a spol. nepublikovaná data. 
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cemi menšími než 2 μm, nelze zatím na komerčních SFC 

přístrojích plně využít jejich potenciál z důvodu značných 
mimokolonových příspěvků k rozšiřování píků. Vhodným 

kompromisem, při současném využití výhod SFC pro 

rychlé a vysoce účinné separace chirálních analytů, je pou-

žití chirálních kolon vhodných rozměrů, ideálně s vnitřním 
průměrem 3 mm (pro analytické aplikace) naplněných plně 

porézními částicemi o velikosti 2,5 μm. 

 

Tuto práci bychom rády věnovaly prof. RNDr. Evě 
Tesařové, CSc., která nás zasvětila do tajů chirální chro-

matografie. 

 

Seznam zkratek 
 

CSF chirální stacionární fáze 

DEA diethylamin 

EtOH ethanol 
MeOH methanol 

NPS nové psychoaktivní sloučeniny 

PropOH propan-2-ol 
SFC sub/superkritická fluidní chromatografie 

SPP povrchově porézní částice 

TFA trifluoroctová kyselina 

UHPLC ultra-vysokoúčinná kapalinová 
chromatografie 

UHPSFC ultra-vysokoúčinná superkritická fluidní 

chromatografie 
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supercritical Fluid Chromatography for Chiral Com-
pounds Analysis 

  

Chirality is an essential feature of nature as it is com-

mon for many biologically active compounds. The differ-
ent biological effects of individual enantiomers in a chiral 

environment are generally known. Therefore, there is 

a need for fast, efficient, and robust methods for their sep-

aration, quantification, and purification, too. The easiest 
way is to use chromatographic methods utilizing chiral 

stationary phases. Sub/supercritical fluid chromatography 

has become popular in the field of enantioselective separa-
tions in various scopes and, in some cases, has become 

a method of the first choice.  

Therefore, this review article covers actual trends and 

possibilities of sub/supercritical fluid chromatography in 
enantioseparations. Ways to influence enantioselectivity of 

the separation system by column coupling, screening ap-

proaches, and processes of methodical development for 
fast and efficient analyses are discussed.  

Sub/supercritical fluid chromatography under suitable 

experimental conditions provides fast and highly efficient 

separation of chiral compounds.  
  

Keywords: sub/supercritical fluid chromatography, enanti-

omer, chiral stationary phase, enantioselectivity, separa-
tion 
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