PREHLEDY A ODBORNA SDELENI

Ces. slov. Farm. 2014; 63, 4-12

Separacia enantiomérov aminokyselin metodou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie

Separation of amino acid enantiomers by high performance liquid

chromatography

Jakub Moravéik ¢ Katarina Hrobornova

Doslo 6. prosince 2013 / Ptijato 18. prosince 2013

Sidhrn

Témou prace je separdcia enantiomérov aminokyselin
metodou vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.
Enantiomérne formy cielovej skupiny analytov je moZné
separovat pouzitim chirdlnych staciondrnych fiaz na
zdklade cyklodextrinov, makrocyklickych polyéterov
a antibiotik, polysacharidov a derivatizovanych cyklo-
fruktanov. Pre chromatografickd separiciu racemickych
zmesi aminokyselin, v zdvislosti od typu chirdlnej sta-
ciondrnej fazy, mozno vyuzit polarno-organicky, reverz-
no-fazovy aj konvenény separacny systém. Popri pria-
mom spOsobe separdcie sa vyuZiva aj moZnost
derivatizdcie chirdlnym derivatizatnym c¢inidlom.
V pripade HPLC analyzy sa vyuZivaju bezné detekéné
techniky, ako aj detekcia na zdklade cirkuldrneho dichro-
izmu a laserovej polarimetrie.

Klicové slova: aminokyseliny ¢ enantioméry e chirdlne
separdcie ¢ vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Summary

Enantiomeric forms of the target analytes can be
separated using chiral stationary phases based on
cyclodextrins, macrocyclic polyethers and antibiotics,
and derivatized polysaccharides and cyclofructans.
The polar-organic, reverse-phase and normal-phase
separation system of the mobile phase can be used for
chromatographic separation of racemic mixtures of
amino acids, depending on the type of the chiral
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stationary phase. In addition to the direct method of
separation, the possibility of derivatization with a chiral
derivatization agent is used. The conventional detection
techniques, circular dichroism and laser polarimetry
detection can be used to detect amino acids after HPLC
separation.

Keywords: amino acids * enantiomers © chiral separa -
tions e high performance liquid chromatography

Uvod

Chiralitu moZno povazovat za zdkladni vlastnost
Zivej hmoty, a preto stereoselektivne posobenie opticky
aktivnych zlicenin je sucastou intenzivnych vedeckych
vyskumov uZ viac ako polstorocie. Najviacsi vyznam
odliSného spravania sa enantiomérov sa pozoruje
u farmaceutik. V poslednych rokoch je dalSou oblasfou,
v ktorej sa chiralita dostdva do velkej pozornosti prie-
mysel agrochemikalii. Napriek tomu, Ze zdmena chirdl-
nych zloZiek potravin nema také negativne nasledky ako
v pripade lie¢iv, v mnohych aplikdcidch sa vyuZiva sta-
novenie enantiomérneho zastipenia jednotlivych kom-
ponentov pritomnych v r6znych vyrobkoch uréenych na
konzuméciu.

Chromatografické metddy sliZia nielen na separdciu
enantiomérov, a teda na kontrolu procesu ich vyroby, ale
vyuZzivaja sa aj pri Stadiu interakcie optickych izomérov
s inymi chirdlnymi alebo nechirdlnymi molekulami.
Okrem toho sa aplikuji aj pri kvalitativnej a kvan -
titativnej analyze opticky aktivnych l4tok v rozmanitych
matriciach.

Predkladand prica sa zaoberd moZnostami separicie
enantiomérov aminokyselin. V suvislosti s optickou akti-
vitou proteinogénnych aminokyselin je v préci spracova-
ny aktudlny prehlad poznatkov z oblasti ich chirdlnych
separécii metddou vysokoucinnej kvapalinovej chroma-
tografie. Pozornost je venovand aj cyklofruktdnom, kto-
ré predstavuji potencidlne chirdlne selektory pri enantio-
separdciach latok obsahujtcich -NH, skupinu.
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Aminokyseliny

Aminokyseliny predstavuji jednu z najdoleZitejSich
skupin biologicky aktivnych latok. Tieto zliCeniny su
zdkladnymi stavebnymi zloZkami peptidov a proteinov.
V Zivych organizmoch sa uplatiiuji pri biosyntéze roz-
nych neproteinovych latok obsahujtcich dusik, pripadne
vznikaju v reakciich bazalneho metabolizmu. V prirode
moZu byt pritomné aj vo volnej forme. Zastipenie ami-
nokyselin v jednotlivych Zivych jedincoch zdvisi od kon-
krétneho rastlinného alebo ZivociSneho druhu.

Z chemického hladiska su aminokyseliny organické
zlt¢eniny, ktorych Struktira sa vyznacuje pritomnostou
aspoii jednej primérnej aminoskupiny (-NH,) a sicasne
jednej karboxylovej skupiny (-COOH). V tomto pripade
hovorime o neutrdlnych aminokyselinach. Niektoré ami-
nokyseliny mozu obsahovat jednu -NH, skupinu a dve
-COOH skupiny (kyslé aminokyseliny) a niektoré
naopak dve -NH, skupiny a jednu -COOH skupinu (zdsa-
dité aminokyseliny). Ak st -NH, skupina a -COOH sku-
pina viazané na tom istom atéme uhlika, ide o tzv.
a-aminokyseliny. Spomedzi vSetkych typov aminokyse-
lin st prave tieto aminokyseliny najvyznamnejsie, preto-
Ze tvoria zaklad proteinov?.

Biologicky vyznam aminokyselin

Mnohé z proteinogénnych aminokyselin su syntetizo-
vané v teldch rastlin, Zivocichov alebo ¢loveka. Ako pri-
klad moZno uviest kyselinu glutdimovu, ktord vznika
reakciou kyseliny 2-oxoglutirovej (jeden z produktov
Krebsovho cyklu) s aménnymi kationmi. Kyselina gluta-
mov4é nasledne sluZzi ako prekurzor inych aminokyselin,
napr. glutaminu alebo prolinu. Tento typ aminokyselin
oznacujeme pojmom neesencidlne aminokyseliny. Orga-
nizmus ich dokaZe produkovat, ak ma k dispozicii adek-
vatne mnoZzstvo dusika. Neesencidlnymi aminokyselina-
mi okrem kyseliny glutdmovej, glutaminu a prolinu st
alanin, kyselina aspardgova a asparagin, cystein, glycin,
selenocystein, serin a tyrozin.

Niektoré aminokyseliny vSak Zivé organizmy nedoka-
Zu syntetizovat, a preto ich musia prijimat v potrave. Tie-
to aminokyseliny nazyvame esencidlnymi aminokyseli-
nami. Pre ich Struktiru je charakteristickd pritomnost
rozvetveného retazca, aromatického alebo heterocyklic-
kého substituenta. Obsah esencidlnych aminokyselin
predstavuje doleZity faktor, ktory urcuje biologickd hod-
notu bielkovin.

D-aminokyseliny mozu byt vhodnymi ukazovatelmi
podmienok spracovania, pripadne skladovanie biologic-
kych vzoriek. Aminokyseliny pritomné v peptidoch
a bielkovinach vplyvom pH, teploty a koncentricie mozu
racemizovat, priCom rychlostné konStanty racemizécie
sa vyrazne liSia.

Separdcia enantiomérov aminokyselin

Zdkladné principy a vyznam chirdlnych separdcii
aminokyselin

Enantioméry aminokyselin a inych organickych zlice-
nin chirdlneho charakteru vykazuji v biologickych sys-
témoch odli$nu fyziologicku aktivitu. Z tohto dovodu sa

v sucasnosti intenzivne Studuje problematika chirdlnych
separdcii nielen aminokyselin, ale aj ostatnych opticky
aktivnych zlucenin. Enantioseparécie sa realizuju popri
kapilarnej elektroforéze a enzymatickych metédach pre-
vazne chromatografickymi metédami (HPLC, TLC,
GO). InStrumentdlne analytické metddy sa pouZivaji na
kontrolu priebehu asymetrickej syntézy, na urcenie enan-
tiomérneho prebytku, pri priprave analogov aminokyse-
lin a dalSich latok, ktoré je potrebné syntetizovat iba
v jednej enantiomérnej forme?.

Chirédlne separdcie aminokyselin maji nenahraditelné
postavenie v oblasti farmaceutickej chémie uz viac ako
20 rokov. Chromatograficku separaciu ich optickych izo-
mérov mozno uskuto¢nif priamym a nepriamym sposo-
bom. Nepriama separicia vyZaduje chemicku derivatiza-
ciu enantiomérov, na ktoru slazia chiralne derivatiza¢né
¢inidla. Vysledkom tohto procesu je vznik stabilnych
diastereoizomérov, ktoré mozno delit na zaklade ich roz-
dielnych fyzikadlnych vlastnosti v nechirdlnom separac-
nom systéme (nechirdlna staciondrna fiza a nechirdlna
mobilnd fiza). Priame techniky chirdlnej chromatografie
st charakteristické tym, Ze deleniu optickych izomérov
nepredchadza proces derivatizacie. PouZiva sa chirdlna
staciondrna faza (CSF), ktord tvori chirdlny selektor via-
zany na nosici. Druhou moZnostou je pridavok chirdlne-
ho selektora do povodne nechirdlnej mobilnej fazy za
vzniku chirdlnej mobilnej fazy (CMF)>?.

Nepriamy sposob separdcie enantiomérov aminokyse-
lin sa vyuZiva len ojedinele. Dovodom je prediZenie ¢asu
analyzy a tieZ riziko racemizéicie v priebehu derivatizac-
ného procesu.

Priama technika enantiosepardcii aminokyselin bola
povodne vyvinutd pre plynovi chromatografiu. Boli fiou
separované optické izoméry skupiny esterov N-trifluo-
roacetyl-D,L-aminokyselin na koléne s CSF na baze lau-
rylesteru N-trifluoroacetyl-L-izoleucinu. Predpoklada
sa, Ze k chirdlnemu rozliSeniu dochadza v dosledku vzni-
ku vodikovej vizby medzi atomami dusika -NH, skupin
a atdmami kyslika -CHO skupin. Postupne sa zacali
vyrdbat rozlicné chirdlne selektory na baze derivatov
aminokyselin a neskor aj amidové a diamidové CSF. Ich
nevyhodou bola niz§ia teplotnd stabilita, ktord sposobo-
vala obmedzeny rozsah pracovnej teploty chromatogra-
fickej kol6ny (asi do 80 °C)».

V kvapalinovej chromatografii boli enantioméry amino-
kyselin prvykrét separované v roku 1971 metédou vymeny
ligandov (Ligand Exchange Chromatography, LEC), ktora
je zaloZend na principe ligandovej vymeny. Pri tomto spo-
sobe enantioseparacii sa tvorili koordinacné komplexy,
ktoré pozostdvali z centrdlneho i6nu prechodného kovu
a minimdlne z dvoch chirdlnych bifunk¢nych ligandov
(chirdlny selektor a separovany enantiomér). K separacii
optickych izomérov dochddzalo, ak boli konStanty stabili-
ty komplexov dostato¢ne odlisné. DalSou nevyhnutnou
podmienkou boli aspoti dve funkéné skupiny v molekulach
enantiomérov, ktoré mozu poskytovat centralnemu kovu
elektronovy par. Prvd chromatografickd kolona pouZitd na
chirdlne separacie metédou LEC bola pripravend chemic-
kym naviazanim L-prolinu na polystyrén-divinylbenzéno-
vy nosi¢. Siran mednaty sa pouZil ako aditivum do mobil-
nej fazy. Neskor sa ako nosi¢ zacal vyuZivat silikagél, ¢im
sa vyrazne zvysila a¢innost kolony”.
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Z velkého poctu elektroforetickych metdd mozno pri
enantiosepardcidich aminokyselin pripisat nesmierny
vyznam kapilarnej elektroforéze s ligandovou vymenou
(Ligand Exchange Capillary Electrophoresis, LECE).
Tato technika je v porovnani s ostatnymi separaénymi
metédami charakteristickd kratkymi casmi analyzy.
Vyhodou st aj nizke hodnoty koncentricie chirdlneho
selektora (radovo 10 mol.I'"). LECE metdda nevyuZiva
stacionarnu fazu, a teda separdcia enantiomérnych
foriem je proces prebiehajuci vyhradne v roztoku. Pod-
statou separacného deja je vznik terndrnych diastereo -
izomérnych komplexov medzi komplexom kov-chirdlny
ligand a separovanymi optickymi izomérmi. Ako chiral-
ne ligandy sa Casto vyuZivaji aj aminokyseliny, napr.
L-prolin. Nevyhnutnym predpokladom pri elektrofore-
tickych chirdlnych separiciach je pritomnost vhodnych
funk¢nych skupin v Struktire enantiomérov pri tvorbe
ternarnych komplexov. Kapildrna elektroforéza zaloZena
na tomto principe je vhodnou experimentdlnou techni-
kou pri Stidiu interakcii a mechanizmov enantiosepara-
cii®.

Dalgiu moZnost pri separdcidch optickych izomérov
mnohych latok predstavuji enantioselektivne polymérne
membrany, ktorych zaklad tvori neselektivny porézny
nosi¢ pokryty tenkou vrstvou polyméru schopného rozli-
Sovat enantiomérne formy. Pri tomto spOsobe enantiose-
parécii sa musi zabezpecit dostato¢nd plocha Specifické-
ho povrchu polyméru, minimélny odpor proti prestupu
molekul analytu a tieZ dobrd mechanickd odolnost mem-
brany. Mechanizmus separicie v tomto pripade zahfiia
enantio$pecifické interakcie medzi jednotlivymi enantio-
mérmi a vrstvou polymérnej matrice. V sucasnosti
pouzivané chirdlne membrany su najcastejSie na baze

derivatov polyacetylénu, polyakrylu a polymérov synte-
tizovanych z oi-aminokyselin alebo zo sacharidov. Velky
zdujem o tento typ stacionidrnych fiz sdvisi najmid so
separdciou racemickych zmesi aminokyselin”.
Enantioselektivne membriny pre chirdlne separicie
mo7Zu byt zaloZené aj na polyméroch s odtlackami mole-
kdal (Molecularly Imprinted Polymers, MIP). Postup ich
pripravy je rovnaky ako v pripade MIP sorbentov sluZia-
cich na selektivnu sorpciu analytov zo vzoriek so zloZitou
matricou pri HPLC analyzach. V prvom kroku dochéddza
ku vzniku komplexu medzi cielovym analytom
a vhodnym funkénym monomérom. V priebehu polymeri-
zacie v pritomnosti siefovacieho ¢inidla sa geometrické
usporiadanie vytvoreného komplexu ,,odtla¢i* do matrice
polyméru. Nasledne sa analyt z polyméru vyextrahuje
a vzniknuty sorbent obsahuje kavity, ktorych tvar
a funk¢né skupiny st komplementérne k analyzovanej l14t-
ke. Mechanizmus chirdlnych separicii realizovanych MIP
membridnami zahffia transport molekul enantioméru cez
mikrop6ry pritomné v Struktire polyméru a tieZ ich selek-
tivny transport cez Kavity $pecifické pre dany analyt”.

Nepriame separdcie enantiomérov aminokyselin
metodou HPLC

Neustdly vyvoj novych typov chirdlnych stacionar-
nych faz zapriCinil, Ze nepriame techniky enantiosepara-
cie sa uz neuplatiiuji v takej miere ako v pociato¢nom
obdobi. V mnohych aplikicidch sa vSak tento spOsob
separdcie optickych izomérov este stale vyuziva. Jednym
z dovodov je Sirokd ponuka komercéne dostupnych chi-
ralnych derivatiza¢nych ¢inidiel. Okrem toho derivatiza-
cia vicSinou pozostiva z chemickych reakcii, ktoré sa
vyznaluju relativne jednoduchym priebehom?®.

Tab. 1. Chirdlne derivatizacné ¢inidla pouZivané pri nepriamych HPLC enantiosepardciach aminokyselin

Derivatizac¢né ¢inidla Analyty Mobilna faza Detekcia Lit.
proteinogénne 20 mmol.I"' NH,0Ac
AITC, BGIT, GITC aminokyseliny (pH = 5,0)/MeOH UV, 340 nm 9
(65/35-40/60, v/v)
FDPA, FDVA,
FDLA, proteinogénne 0,1 mol.I"' TFAA/MeCN
FDNP-L-Ala, a neproteinogénne (gradient MeCN UV, 340 nm 10,1
FDNP-L-Phe, aminokyseliny od 25 % do 65 %)
FDNP-L-Val
proteinogénne 0,1 mol.I'' TFAA/MeCN
MCT a minoritné (gradient MeCN UV, 230 nm 12)
o-aminokyseliny od 10 % do 80 %)
proteinogénne 50 mmol.I"' NaH,PO,
OPA + BTCC a-aminokyseliny (pH = 6,8)/MeCN/MeOH FL, A, 335 nm, 13
(70/20/10, v/viv) A, 420 nm
aminokyseliny, 5,88 mmol.]"! KHzPO A UV, 340 nm
OPA + (R)-NMC aminy (pH = 7,0)/MeCN FL, A, 340 nm, 14.19
a aminoalkoholy (rozny pomer, v/v) A, 450 nm

AITC: 2,3 ,4-tri-O-acetyl-a-D-arabinopyranozyl izotiokyanat, BGIT: 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-B-D-glukopyranozyl izotiokyanat, GITC: 2,3,4,6-tet-
ra-O-acetyl-B-D-glukopyranozyl izotiokyanat, FDPA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofenyl)-L-fenylalaninu, FDVA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofe-
nyl)-L-valinu, FDLA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofenyl)-L-leucinu, FDNP-L-Ala: 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanin, FDNP-L-Phe: 1-fluoro-
2,4-dinitrofenyl-5-L-fenylalanin, FDNP-L-Val: 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-valin, MCT: monochloro-s- triazin, OPA: o-ftalaldehyd, BTCC:
etylester N-(terc-butyltiokarbamoyl)-L-cysteinu, (R)-NMC: N-(R)-mandenyl-L-cystein, TFAA: kyselina trifluoroctovd, NH ,OAc: octan aménny,

MeOH: metanol, MeCN: acetonitril
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Aminokyseliny, biogénne aminy a rozsiahla skupina
terapeutik maji vo svojej Struktire minimdlne jednu
-NH, skupinu, ktord moZno substituovat prostrednic-
tvom rozli¢nych derivatiza¢nych reakcii. Vzniknuté deri-
véty tychto latok st najcastejSie na baze amidov, karba-
métov, karbamidov a tiokarbamidov. Amidy a karbamaty
sa zvyc€ajne pripravuju reakciou zlicenin obsahujicich
-NH, skupinu s derivatizatnymi ¢inidlami typu acylchlo-
ridov a chloroformétov. Iné reagenty vhodné na syntézu
amidov st napriklad N-sukcinimidyl ester alebo reagen-
ty typu aktivovanych esterov. Reakciou aminokyselin
s izokyandtmi vznikaji  stabilné karbamidy
a tiokarbamidy. Prehlad niektorych chirdlnych derivati-
zacnych cinidiel pouZivanych pri separdcii optickych
izomérov aminokyselin je uvedeny v tabulke 1.

Priame separdcie enantiomérov aminokyselin
metodou HPLC

Pri priamych chirdlnych HPLC separaciach aminoky-
selin sa rovnako ako pri nepriamom spdsobe pred samot-
nym separanym procesom pristupuje k derivatizicii,
a to hlavne z dovodu zvySenia separaCnej ucinnosti
a zavedenie fluoroféru, pripadne chromoféru do molekil
analytov, a tym roz§irenia moznosti vyuZitia spektrofoto-
publikécii sa uvadza vyuZitie CSF, kym pridavok chirél-
neho selektora do mobilnej fizy ma ovela menSi pocet
aplikdcii v oblasti delenia enantiomérov'®.

Po uskuto¢neni prvého tspe$ného rozliSenia optickych
izomérov aminokyselin v kvapalinovej chromatografii
metédou LEC v roku 1971 sa zacali vo velkej miere
pouzivat chirdlne komplexy prechodnych kovov
s vhodnymi ligandami. Slizili ako aditivum do mobilnej
fazy. Ako priklad moZzno uviest komplex D-penicilinu
s Cu?, ktory sa ukazal ako vhodny chirdlny selektor pri
enantioseparaciach menej znamych -aminokyselin, ako st
napriklad kyselina morfolin-3-karboxylov4, kyselina pipe-
razin-2-karboxylova a kyselina piperidin-2-karboxylova'?.

Jednymi z najefektivnejSich chirdlnych selektorov su
cyklodextriny (CD). Tieto cyklické oligosacharidy st zna-
me od roku 1891, kedy boli prvykrat izolované ako pro-
dukty degradécie Skrobu. Vznikaju jeho enzymatickou
hydrolyzou spdsobenou rdoznymi druhmi baktérii, a to
hlavne Bacillus circulans, Bacillus macerans a Klebsiella
oxytoca. Medzi tzv. nativne cyklodextriny zaradujeme
o-CD, B-CD a y-CD. V ich molekulach si D-glukopyra-
nézové jednotky (6-8) navzdjom pospdjané o-(1— Hgly-
kozidovou viézbou. Pri pouziti CD CSF v reverzno-fazo-
vom (RP) systéme (pouzitie vodnych a vodno-
-organickych mobilnych faz) je mechanizmus separécie
zaloZeny na tvorbe inkliznych komplexov riadeny hydro-
fobnymi interakciami medzi separovanymi analytmi
a chirdlnym CD selektorom. Hydrofébna Cast separovane;j
molekuly penetruje do CD dutiny, ¢im vytla¢a molekuly
rozpustadla. Komplex je stabilizovany vo vnutri dutiny
Van der Waalsovymi interakciami, pripadne dalSimi
hydrofilnymi interakciami (vodikové vizby, dipdl-dipol
interakcie) s hydroxylovymi skupinami CD skeletu. Pre
aromatické zliceniny si dominantné m-m interakcie.
Inklazia do dutiny savisi aj s velkostou molekuly. Pri
polarno-organickom (PO) a konvenénom (NP) usporiada-
ni faz pre CD a CD-derivatizované CSF je vnititro dutiny

blokované molekulami rozpustadiel mobilnych faz, a tym
nedostupné pre tvorbu inkliznych komplexov s mo-
lekulami analytov. V tychto rozpuastadlach st podporova-
né hydrofilné interakcie a analyty s hydrofilnymi skupina-
mi interaguji s polarnym povrchom CD skeletu.
Enantioselektivita moZe byt ovplyvnena velkostou tychto
polarnych interakcii (vodikové vizby, dip6l-dipdl interak-
cie)'®.

Crown-étery su makrocyklické polyétery, ktoré pred-
stavuju vyznamnu skupinu syntetickych chirdlnych
selektorov. Ich vyuZitie pri separdcidch opticky aktiv-
nych latok suvisi nielen s chirdlnym charakterom, ale
tieZ so schopnostou tychto zlic¢enin tvorit stabilné kom-
plexy s kationmi kovov a so substituovanymi amoni-
ovymi iénmi. Crown-éterovy selektor, ktory je kovalent-
nou vidzbou viazany na silikagélovy nosi¢, dokéze
prednostne interagovat s jednym z optickych izomérov
latok s primarnou -NH, skupinou, ako si napriklad este-
ry D,L-aminokyselin!?.

Z tejto skupiny CSF sa v pripade aminokyselin vo
velkej miere aplikuje kyselina (+)-(18-crown-6)-
2,3,11,12- -tetrakarboxylovd. Tato kyselina sa ukdzala
ako vhodny chirdlny selektor pri separacii enantiomérov
B-aminokyselin, racematov proteinogénnych D,L-ami-
nokyselin a tiez arylderivitov [-aminokyselin.
V odbornej literatire je opisany vplyv metanolu ako jed-
nej zo zloZiek mobilnej fazy a tieZ pridavku kyseliny na
hodnoty chromatografického rozliSenia optickych izo-
mérov. Okrem toho bol navrhnuty mechanizmus chiral-
neho rozpozndvania. Predpokladd sa, Ze koncentricia
metanolu a pridavok danej kyseliny majd vyrazny vplyv
na rovnovahu protonizovanej formy analytu distribuova-
ného medzi stacionarnu a mobilna fazu?® V.

Makrocyklické antibiotikd st velmi efektivne CSF,
pretoZe poskytuji rozli¢né interakcie, napr. inklizia ana-
lytu do hydrofébnej Casti selektora, tvorba m-m komple-
xov, dip6lové interakcie, vodikové mostiky, elektrosta-
tické interakcie alebo van der Waalsove sily. Povaha
interakcii pri separdcidch enantiomérov pomocou stacio-
narnych faz tvorenych tymito zliceninami je ur€ovana
stérickymi efektami a zloZenim mobilnej fazy??. Jednym
z najpouZzivanejSich glykopeptidovych antibiotik, ktoré
je vhodné aj na pripravu stacionarnych faz v chirdlnej
chromatografii, je teikoplanin. V jeho molekule sa
nachadzaja 4 kavity a 20 centier chirality. Okrem teiko-
planinovych stacionarnych fiz sa zo skupiny makrocy-
klickych antibiotik pri separdcidch enantiomérov uplat-
nuju aj teikoplanin aglykén (TAG), ristocetin
A a vankomycin. Vankomycin obsahuje 3 kavity a 18
stereogénnych centier. Ristocetin A m4 rovnaky pocet
kavit ako teikoplanin a az 38 chirdlnych centier®.

Priamy spOsob chromatografického delenia enantio-
mérov aminokyselin moZno realizovat aj pomocou poly-
sacharidovych chirdlnych stacionarnych faz. Z tejto sku-
piny chirdlnych selektorov sa najviac vyuZivaji celuldza
a amyloza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamat) naviazané na
silikagéli. HPLC kol6ny tohto typu st komer¢ne dostup-
né pod nazvami Chiralcel OD-H (celuléza tris-(3,5-
-dimetylfenylkarbamat)) a Chiralpak AD-H (amyléza
tris-(3,5-dimetylfenylkarbamat))?.

V stcasnosti st mnohé vedecké Studie orientované na
vyvoj a testovanie cyklofruktdinovych CSF. Vdaka
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vyraznej enantioselektivite a moZnosti pouZitia pre roz-
siahlu skupinu racemickych zlucenin su derivatizované
cyklofruktiny neustile predmetom intenzivnych vysku-
mov?. Cyklofruktiny moZno zaradit medzi makrocy-
klické oligosacharidy. Zaklad ich Struktiry najcastejSie
tvori Sest, sedem alebo osem D-fruktofuran6zovych jed-
notiek, ktoré st navzajom pospijané B-(2—1) glykozi-
dovou védzbou. Kazdd molekula sacharidu m4 Styri ste-
reogénne centrd a pozostiva z jednej priméarnej
hydroxylovej skupiny a dvoch sekundarnych hydroxylo-
vych skupin. Tieto funk¢éné skupiny zabezpecuju hydro-
filny charakter cyklofruktanov. Prave z tohto dovodu sa
nederivatizované cyklofruktiny zacali aplikovat ako sta-
cionarne fazy v kvapalinovej chromatografii hydrofil-
nych interakcii HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography), ktord sa na rozdiel od kvapalinovej
chromatografie na obratenych fazach (RP LC) pouZiva
pri separdcii aminokyselin, cukrov, nukleotidov, pepti-
dov a inych polarnych latok. Pri tejto chromatograficke;j
metdde sa medzi analytom a hydrofilnou stacionarnou
fazou uplatiiuja rozne typy interakcii, napriklad coulom-
bické interakcie, dipol-dipélové interakcie alebo vodiko-
vé vizby®). Spomedzi tychto oligosacharidov sa CSF
najcastejSie pripravuju z cyklofruktdnov tvorenych Sies-
timi monosacharidovymi jednotkami (CF6), pretoZe ten-
to typ cyklofruktanu je dostupny v istej forme a jeho
Struktdra je dobre definovand. Nativne cyklofruktany
vykazuja pri HPLC enantiosepardcidch limitovanu enan-
tioselektivitu, a preto sa pristupuje k derivatizécii hydro-
xylovych skupin alifatickymi alebo aromatickymi substi-
tuentmi. Derivatizované cyklofruktiny st vhodnymi
chirdlnymi selektormi s vyraznou schopnostou rozliSovat
enantioméry velkého poctu zlucenin. V odbornych $tu-
didch tykajucich sa HPLC chirdlnych separicii latok
obsahujucich -NH, skupinu (aminoalkoholy, aminokyse-
liny a ich amidy alebo estery) sa ako CSF testuji najmi
chirdlne selektory na baze derivatizovaného CF6, a to
IP-CF6 (izopropylkarbamét cyklofruktanu 6) a RN-CF6
(R-naftyletylkarbamat cyklofruktdnu 6)%°.

Prehlad chirdlnych staciondrnych faz a zloZiek mobil-
nych faz pouzitych pri separdcii aminokyselin je uvede-
ny v tabulke 2.

MoZnosti detekcie aminokyselin po HPLC separdcii

Detekcia aminokyselin moZe byt zaloZend na rozli¢-
nych principoch. V pripade HPLC analyzy sa vyuZivaji
mnohé detek¢né techniky, z ktorych najvyznamnejsie su:
spektrofotometrickd detekcia, refraktometricka detekcia,
fluorescencna detekcia, elektrochemicka detekcia na
principe pulznej ampérometrie, detekcia rozptylu Ziare-
nia s odparovanim mobilnej fazy, chemiluminiscen¢na
detekcia Specifickd pre dusik a detekcia na principe
hmotnostnej spektrometrie.

Selektivita spektrofotometrickej detekcie (UV-VIS)
pre nederivatizované aminokyseliny je nizka, pretoZe
Struktare chromofor, pripadne obsahuje chromofory
schopné absorbovat UV Ziarenie iba pri kratkych vino-
vych dizkach (210 nm). V oblasti kratkych vlnovych
dizok absorbuji UV Ziarenie okrem aminokyselin mno-
hé organické latky, a preto je ¢asto potrebné zvolit vhod-
nejsi typ detekcie alebo pouZit proces derivatizécie.

Predkolonova derivatizacia sa moze pouzit pri HPLC
separécii aminokyselin v systéme s obratenym usporia-
danim faz. Pre ionexovi chromatografiu je vhodna poko-
I6nova derivatizacia s ninhydrinom?”.

Refraktometrickd detekcia (RID) pre aminokyseliny
sa rovnako ako spektrofotometrickd detekcia vyznacuje
svojou nizkou citlivostou a selektivitou, pretoZe hodnotu
indexu lomu mozno urcit nielen pre tieto latky, ale aj pre
vSetky ostatné analyty pritomné v danej vzorke. Tento
typ detektora md obmedzené aplikacné mozZnosti, preto-
7e nie je kompatibilny s gradientovou elticiou a je velmi
citlivy na teplotné zmeny“?.

Fluorescen¢nu detekciu (FLD) moZno pouZit v pripade
on-line derivatizicie aminokyselin napr. s o-ftalaldehy-
dom (OPA), pricom vlnova dizka excitaného Ziarenia je
330 nm a vlnové dizka emisného Ziarenia je 455 nm. Dal-
§imi vhodnymi derivatiza¢nymi Cinidlami pre detekciu
aminokyselin touto technikou su fenylizotiokyanat
(PITC) a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl kar-
bamit (AQC), v pripade ktorého st vinové dizky excitac-
ného a emisného Ziarenia 250 nm a 395 nm*.

Pulznd ampérometria (PAD) je typ elektrochemickej
detekcie vyuZivany na detekciu nederivatizovanych ami-
nokyselin po ich HPLC separécii. Hlavnou vyhodou je
schopnost citlivejSie detegovat aminokyseliny v porov-
nani so spektrofotometrickou detekciou. Pracovnou elek-
trodou je najcastejsie zlatd vlaknova mikroelektroda a ako
referen¢nd elektréda slizi tuha elektroda z paladia*?.

Detektor zaloZeny na kontinudlnom merani rozptylu
Ziarenia po odpareni mobilnej fazy (ELSD) je vhodnou
moznosfou detekcie aminokyselin, kedZe je schopny
poskytnuit odozvu pre l4tky neobsahujice chromofér ale-
bo fluorofér. Daljou vyhodou ELSD je kompatibilita
s ovela rozsiahlejSou skupinou organickych rozpustadiel
ako pri UV-VIS alebo refraktometrickej detekcii*?.

Chemiluminiscencnd detekcia Specifickd pre dusik
(CLND) pracuje na principe rozprdSenia eluentu obsahu-
juceho stanovované latky so zmesou kyslika a argénu,
pripadne hélia. Nasledne dochadza k pyrolyze pri teplo-
te 1050 °C a v dosledku pritomnosti kyslika vznikaji zo
zloziek mobilnej fazy prislu§né oxidy (oxid uhlility
ainé). VSetky zluceniny obsahujtce dusik si tymto spod-
sobom prevedené na oxid dusny, z ktorého sa reakciou
s ozénom generuje oxid dusiCity v excitovanom stave.
Pri névrate oxidu dusicitého do zdkladného stavu sa
vyZiari kvantum energie, ktoré je detegované pomocou
fotondsobica. Najvicsi aplikacny potencidl tejto deteke-
nej metddy je spojeny s analyzou peptidov a s roznymi
oblastami kombinatoridlnej chémie. Pri analyze nederi-
vatizovanych aminokyselin sa osvedcila metéda IP-RP
HPLC (Ion-Pair Reversed Phase High Performance
Liquid Chromatography) v kombindcii s touto detekciou.
V pripade inych typov kvapalinovej chromatografie je
nekompatibilita s CLND zapriCinend tym, Ze mobilné
fazy obsahuji neprchavé timivé roztoky alebo organické
rozpustadld na baze dusika*?.

Spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou
spektrometriou (MS) ako detek¢nou technikou predsta-
vuje vhodnt metddu pri analyze volnych nederivatizova-
nych aminokyselin v zloZitych matriciach. Stanovenie
koncentrécie jednotlivych proteinogénnych aminokyse-
lin v krvnej plazme sa v minulosti realizovalo metédou
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Tab. 2. Chirdlne staciondrne fazy pouzivané pri priamych HPLC enantiosepardcidch aminokyselin

Chiralny selektor Mobilna faza Separatng Analyty Lit.
systém
CSF zaloZené na vymene ligandu
komplex D-penicilaminu s Cu?* 5 mmol.I'' CuSO, (pH = 4.,7) RP kyselina morfolin-3-karboxylova, |7
kyselina piperazin-2-karboxylova,
kyselina piperidin-2-karboxylova
CSP na bdze cyklodextrinu
B-CD; 3,5-dimetylfenyl-karbamoyl- 0,1 % TFAA (pH = 4,1)/MeCN RP N-3,5-dinitrobenzoylové, 2N
-B-CD N-3,5-dimetylbenzoylové derivity
2,6-dinitro-4-trifluorometylfenyléter- 0,1 % TFAA (pH = 4,1)/MeOH PO B-aminokyselin
-B-CD bicyklické B-aminokyseliny
heptakis(6-deoxy-6-azido)-B-CD, 1 % TFAA (pH = 5,2)/MeCN RP danzyl derivaty 20.28)
heptakis(6-deoxy-6-azido-fenyl- (65/35, viv), proteinogénnych aminokyselin
-karbamoy1)-3-CD, 1 % TFAA (pH = 5,2)/MeOH
B-CD (50/50, v/v)
o-CD, B-CD, acetylovany B-CD; 0,1 % TFAA (pH = 4-5) RP 20 menej zastipenych »
3,5-dimetylfenyl-karbamoyl-B-CD aminokyselin
CSP crown-éterového typu
(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12- H,O/MeOH + 10 mmol.I"" AcOH, RP B-aminokyseliny, proteinogénne 21,30,31)
-tetrakarboxylova kyselina H,0/MeOH (80/20-20/80, D,L-aminokyseliny,
v/v) + 5-10 mmol.I"! alkyl- a arylderivaty B-aminokyselin
AcOH, H,0/MeOH (50/50, v/v)
+20 mmol.I" H,SO,
(3,3"-difenyl-1,1"-binaftyl)-20- H,O0/MeCN (80/20, v/v) + 10 mmolLl* | RP nesubstituované 32)
-crown-6 H,SO, + 1,0 mmol.I'" CH,CO,NH, [-aminokyseliny
18-crown-6 éter s L-fenyl-1,2- hexan/EtOH/TFAA/H,0 NP nederivatizované 33,34
-cyklohexan-diolovym substituentom | (75/25/0,5/0,2, v/v/viv) a-aminokyseliny
CSP na bdze makrocyklickych antibiotik
ristocetin A, teikoplanin, vankomycin | 15 mmol.I"" NH,OAc (pH = 4,1 RP N-metyloxykarbonyl )
alebo 5,9)/MeOH (80/20, v/v), PO a-aminokyselin
MeOH/MeCN/AcOH/TEA
(25/75/0,25/0,25, vIvIVIv)
teikoplanin MeOH, MeCN s pridavkom PO 2 4-difluorofenyl izotiokyanat 3
AcOH, TEA, (C,H,),0 derivity o—aminokyselin
teikoplanin, teikoplanin aglykon, 1% TFAA/MeOH (60/40, v/v), RP racematy fenylalaninu, 3
metylovany teikoplanin aglykon MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO leucinu a tryptofanu
(55/45/0,3/0,2, vIvIvIv)
Polysacharidové CSP
celulza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamat),| 50 mmol.I'' NaH,PO, RP N-FMOC o-aminokyseliny ®
amyloza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamat),| (pH = 2, 4, 6)/MeCN
celuldza tris-(4-metylbenzodt) (60740, v/v)
Cyklofruktdinové CSP
IP-CF6 MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO 3,4-dihydroxy fenylalanin i
(60/40/0,3/0,2, v/vIvIv)
MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO 4-nitro-D,L-fenylalanin
(75/25/0,3/0,2, v/vIvIv)
heptan/EtOH/TFAA NP arginin

CD: cyklodextrin, TFAA: kyselina trifluoroctovd, MeOH: metanol, EtOH: etanol, MeCN: acetonitril, AcOH: kyselina octova, NH 4OAc: octan
amo6nny, TEA: trietylamin, N-FMOC: N-fluorenylmetoxykarbonyl, RP: systém s obratenymi fazami (reversed-phase), PO: polarno-organicky sepa-
raény systém (polar-organic mode), NP: systém s konven¢nym usporiadanim f4z (normal-phase mode)
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Tab. 3. Porovnanie rozsahov LOD nederivatizovanych aminokyselin pre vybrané typy detektorov pouZivanych pri HPLC separdciich

Typ detekcie LOD (mg.l") Poznidmka Lit.
spektrofotometricka 0,9-4,5 nederivatizované aminokyseliny 49)
refraktometricka =50 nederivatizované aminokyseliny 49
amperometrickd 0.1-10 nederivatizované aminokyseliny “
uhlikova filmova diskova elektroda
ELSD 1-10 nederivatizované aminokyseliny )
CLND 0,3-0,7 nederivatizované aminokyseliny 44,49)
MS 0,2-5 nederivatizovanéaminokyseliny 43,49
1,5-5 nederivatizované aminokyseliny 9
b 100 metylmetionin S
PL 2000 metylmetionin b
ORD 5500 metylmetionin b

ELSD: detekcia zaloZend na kontinudlnom merani rozptylu Ziarenia po odpareni mobilnej fazy, CLND: chemiluminiscen¢nd detekcia Specificka pre
dusik, MS: hmotnostna spektrometria, CD: cirkularny dichroizmus, PL: polarimetricka detekcia, ORD: optickd rota¢nd disperzia

vysokoucinnej ionexovej chromatografie s pokolénovou
derivatiziciou s ninhydrinom, pripadne sa na kvantitativ-
nu analyzu tychto latok v biologickych vzorkich vyuZzi-
vala plynova chromatografia s hmotnostnou spektrome-
triou. Nevyhody uvedenych technik st najmid naro¢na
priprava vzorky (extrakcia na tuhom sorbente) a dlhé
casy analyz. V poslednom obdobi sa pri [P-RP-HPLC
analyze aminokyselin na detekciu pouZziva hmotnostna
spektrometria s preletovym analyzitorom (Time of
Flight Mass Spectrometry, TOF-MS) a na tvorbu i6nov
ionizacia elektrosprejom (Electrospray Ionization, ESI).
Preletovy analyzator v porovnani s vysokorozliSovacim
kvadrupdlom sa v tomto pripade vyznacuje vyrazne vys-
S$im rozliSenim jednotlivych iénov aminokyselin. PouZi-
tim i6n-parového Cinidla, napriklad kyseliny tridekaflu-
orheptdnovej, moZno ovplyvnit separdciu tychto
analytov (na C18 kol6ne), pri¢om sa eliminuje potreba
predkolénovej alebo pokolénovej derivatizacie. Metéda
IP-RP-HPLC/ESI-TOF-MS je vhodnou alternativou k
tandémovej hmotnostnej spektrometrii pouZitelnou pri
analyze klinickych vzoriek®.

Pri separdcii optickych izomérov aminokyselin mozno
okrem vyS$Sie spomenutych typov detekcie pouZit aj
detekciu na principe cirkularneho dichroizmu a detekciu
na principe laserovej polarimetrie.

Cirkularny  dichroizmus (CD) je jednou
z chiroptickych metdd, ktoré si analdgiou absorpénej
spektroskopie a merania indexu lomu. Podstatou cirku-
larneho dichroizmu je odliSnd absorpcia pravotocivo
a Tavotoc¢ivo kruhovo polarizovaného Ziarenia enantio-
mérnymi formami. Detekcia sa kombinuje s HPLC
separdciou enantiomérov proteinogénnych o-aminoky-
selin, pre ktoré sa osvedcil chirdlny selektor crown-éte-
rového typus-47,

Laserova polarimetria (ALP) sa v poslednom obdobi
zaraduje medzi najefektivnejSie detekéné techniky
v chirdlnej HPLC. Okrem urcenia elu¢ného poradia enan-
tiomérov je idedlnym ndstrojom na monitorovanie zmien
optickej aktivity v priebehu chemickych reakcii. Jednou
z najdolezitejSich aplikécii laserovej polarimetrie je
detekcia konformac¢nych zmien peptidov a proteinov.
V porovnani s UV a CD detekciou mé polarimetria vyuZi-
vajuca laserovi diédu niekolko vyhod. Stanovované ana-

lyty nemusia obsahovat vo svojej Strukttre chromofér®.
Porovnanie vybranych typov detekcie z hladiska dosiah-
nutelnych medzi detekcie pre nederivatizované aminoky-
seliny je zhrnuté v tabulke 3. UV detektor nie je vhodny
pre detekciu vSetkych aminokyselin z dovodu nepritom-
nosti chromoféru v molekule analytu, pripadne kvoli inym
interferencidm. Dal§im kritériom vyberu vhodného typu
detekcie je aj kompatibilita s pouZitou mobilnou fazou, pri-
padne izokratickou/gradientovou eliciou. Napr. pre ELSD,
CLND a MS detektory st vhodné prchavé mobilné fazy,
pre UV detekciu sa volia zlozky mobilnej fazy
s dostato¢nou priepustnostou pri nizkych UV vInovych
dizkach a pre CD detektor sa na dosiahnutie maximalnej
citlivosti volia mobilné fazy s nizkou vodivostou.

Zaver

Aminokyseliny patria medzi jednu z najdoleZzitejSich
skupin biologicky aktivnych latok. Tieto zluCeniny su
zékladnymi stavebnymi zlozkami peptidov a proteinov.
V Zivych organizmoch sa uplatiiujd pri biosyntéze roz-
nych neproteinovych latok obsahujucich dusik, pripadne
vznikaju v reakcidch bazdlneho metabolizmu.

Prispevok je zamerany na separdciu enantiomérov
aminokyselin metédou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie. TaZiskom price je prehlad moZnosti
separdcie enantiomérov cielovej skupiny analytov pouZi-
tim chirdlnych stacionarnych faz. Pre chromatograficka
separdciu racemickych zmesi aminokyselin, v zavislosti
od typu chirdlnej staciondrnej fdzy, mozno vyuZzit polar-
no-organicky, reverzno-fizovy aj konvencny separacny
systém mobilnej fazy. Popri priamom spdsobe separicie
sa vyuZiva aj moznost derivatizicie chirdlnym derivati-
za¢nym Cinidlom. V pripade HPLC analyzy sa vyuZiva-
ju bezné detek¢né techniky, ako aj detekcia na zdklade
cirkularneho dichroizmu a laserovej polarimetrie. Naj-
CastejSie vyuZivanymi chirdlnymi selektormi st predo-
vietkym cyklodextriny a makrocyklické antibiotikd.

Préica vznikla za podpory grantu ¢. 1/0499/14 Vedeckej grantovej
agentury Ministerstva Skolstva Slovenskej republiky a Slovenskej aka-

démie vied.

Stret zaujmov: Ziadny.
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