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ABSTRAKT

Chiralni HPLC metoda (mobilni faze methanol/0,5% triethylamoniumoctanovy pufr,
pH 6,0 40/60 (v/v), teikoplaninova chiralni stacionarni faze, fluorescenéni detekce - Aex
254 nm, Aem 314 nm) byla pouzita pro sledovani vytéznosti derivatizacni reakce pro
D/L-alanin, D/L-valin, D/L-leucin a D/L-isoleucin. Pro derivatizaci byl pouzit
9-fluorenylmethylchlormraven¢an (FMOC-CI). Byl sledovan vliv pH 0,2 M vodného
roztoku NaHCO; (8,0 — 9,5) a teploty derivatizace (22, 40 a 60 °C) na vytéznost
derivatizace, ktera byla sledovana velikosti plochy piku D-enantiomeru jednotlivych
aminokyselin. Bylo zjisténo, ze optimalni hodnota pH je 8,5 a teplota 40 °C.
Vypracovand metoda byla aplikovdna na redlny vzorek, vyzivovy doplnék BCAA
Extreme Pure obsahujici L-isoleucin, L-leucin a L-valin. Bylo zjisténo, ze preparat

neobsahuje zadny balastni D-enantiomer

Kli¢ova slova: chiralni HPLC, teikoplanin, aminokyseliny, derivatizace, 9-fluorenyl-
methylchlormravené¢an (FMOC-CI).



ABSTRACT

Chiral HPLC method (mobile phase methanol/0.5% triethylammonium acetate buffer,
pH 6.0 40/60 (v/v), teicoplanin based chiral stationary phase, fluorescence detection -
- Aex 254 nm, Aem 314 nm) was used for studying a recovery of derivatization procedure
for D/L-alanin, D/L-valin, D/L-leucin and D/L-isoleucin. 9-Fluorenylmethyl
chloroformate (FMOC-CI) was used as a derivatization agent. The influence of
derivatization temperature (22, 40 and 60 °C) and pH value of 0.2 M NaHCO;
(8.5 — 9.5) on derivatization recovery was monitored in terms of D-enantiomer peak
areas for the individual amino acid. The optimal derivatization conditions were found to
be pH 8.5 and temperature 40 °C. The developed method was applied to analysis of the
real sample, food supplement BCCA Extreme Pure, containing L-isoleucin, L-leucin

and L-valin. The sample was D-enantiomers free.

Key words: chiral HPLC, teicoplanin, amino acids, derivatization, 9-fluorenylmethyl
chloroformate (FMOC-CI).
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1. UVOD

V soucasné dob¢ je vénovana velkd pozornost sledovani stereoselektivniho chovani
pfirodnich 1 uméle pfipravenych slou€enin, jejichZz enantiomery mohou mit odliSné
biologické i fyziologické vlastnosti. Vyznamna ¢ast prirodnich latek vykazuje chiralitu
a vyskytuji se ve formé& enantiomerd, ptipadné¢ diastereoizomeri. Plni nejen funkci
zakladnich stavebnich jednotek zivych organismd, ale jsou i diilezitym prekurzorem pro
syntézu tfady 1é¢iv a v posledni dobé se staly 1 populdrnimi vyZivovymi dopliky
uzivanymi zejména sportovci. Velmi dilezitymi chirdlnimi slozkami potravin jsou
aminokyseliny s nutri¢n¢ vyuzitelnymi L-enantiomery. Vlivem nevhodného zpracovani
potraviny muize dochazet k racemizaci jednotlivych slozek. Ke zméné poméru
enantiomera dochazi také pfi nespravném skladovani, napt. v disledku bakterialni
kontaminace, ¢i ptidavkem syntetické pfimési. Napi. D-aminokyseliny by nemély byt
pfitomné v nekvaSenych, nijak nezpracovanych potravinach. Proto mohou slouzit jako
vyznamny ukazatel podminek zpracovani a kvality potravin. Z toho vyplyva, ze
ur¢ovani enantiomerniho zastoupeni v potravinach a napojich ma velkou vypovidajici
hodnotu a je dillezitou soudasti potravinaiské analyzy.!

Vysokouc¢innd kapalinova chromatografije (HPLC) patfi mezi vhodné metody
pouzivané k enantioseparacim aminokyselim. Absence chromoforii v molekulach
nekterych aminokyselin vede k nizké citlivosti detekce v UV oblasti, proto je nutné
aminokyseliny derivatizovat vhodnym c¢inidlem a tim zvysit citlivost detekce pouzité
metody.

Tato prace je zaméfena na optimalizaci RP-HPLC metody pro enantioseparaci D,L-
-alaninu, D,L-isoleucinu, D,L-leucinu a D,L-valinu v derivatizované formé s dirazem
na enantioseparaci D-isomert za vyuziti chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu.
Derivatizace je realizovana  fluorescenénim  derivatizaCnim  Cinidlem  9-
-fluorenylmethylchlormraven¢anem (FMOC-CI) a je sledovan vliv rtizné hodnoty pH
hydrogenuhli¢itanu sodného, ktery slouzi jako rozpoustédlo pro studované

aminokyseliny a teploty derivatizace na jeji vytéznost.



2. TEORETICKA CAST

2.1 Enantiomery

Isomery jsou slou€eniny se stejnym molekulovym vzorcem, ale riznym strukturnim
vzorcem nebo rozdilnym prostorovym uspoféldénim.2

Prostorové uspotfadani molekul se nazyva stereoizomerie. Dvé molekuly, které jsou
zrcadlovym obrazem jedna druhé, nazyvame enantiomery. Stereoisomery, které nejsou
enantiomery, nazyvame diastereoizomery. Diastereoizomery mohou byt chiralni
i achiralni.® Chiralita je odvozena od feckého chiros — ruka a je zpravidla zapfi¢inéna
pritomnosti tzv. stereogenniho centra, kterym je nejCastéji atom uhliku se ¢tyfmi
riznymi substituenty, ale mohou to byt i jiné atomy, napt. kiemik, sira, dusik ¢i
fosfor.*

Enantiomery rozliSujeme v nazvu slouceniny afixem (+) nebo (-), vztahujicim se
ke sméru staCeni roviny polarizovaného svétla definované vinové délky, nejcastéji pii
cafe sodiku. Enantiomery se strukturné vzajemné lisi absolutni konfiguraci. Ve spojent
S nazvem slouceniny pouzivame symboliku R a Suvadénou pfed ndzvem slouceniny
a znamou jako konvence R/S. Pokud molekula obsahuje vice nez jedno centrum
chirality, aplikuje se tento postup na kazdé centrum chirality a konfigurace molekuly se
vyjadiuje souborem R a Safixd. Afixy D a L, vyjadfujici absolutni konfiguraci,
pouzivame u cukrli, aminokyselin a peptidu.

Kazdou latku, bez ohledu na jeji skupenstvi, obsahujici ekvimolarni mnoZstvi
enantiomernich molekul, nazyvame racemat.’ Tato sm&s je opticky neaktivni, nebot’ se
optické otacivosti jednotlivych enantiomerti navzajem Vyruéi.2

Chiralita je zakladni vlastnost pfirody. Proteiny, enzymy a uhlohydraty jsou chiralni.
Napt. proteiny jsou tvoifeny L-aminokyselinami, uhlohydraty jsou tvofeny ptirodnimi
cukry s D-isomerii atd. Zivé organismy piedstavuji chiralni prostfedi, které je schopno
rozliSit jednotlivé enantiomery. Ackoliv enantiomery vykazuji stejné fyzikalni
vlastnosti, jako je molekulova hmotnost, teplota tani, teplota varu, pKa aj. a lisi se pouze
smérem staceni roviny polarizovaného svétla, mohou mit zcela rozdilné biologické
ucinky, vzhledem k vysokym stereospecifickym interakcim s receptorovym povrchem.
Napt. u racematu thalidomidu, ktery byl v 60. letech podavan t€hotnym zenam proti

ranni nevolnosti, se prokazalo, ze R-enantiomer ma sice pozadované ucinky, ale jeho S-



-analog je silné  teratogenni. Navic, jestlize je poddan pouze R-
-thalidomid, dochazi k racemizaci in vivo a vznika opa¢ny enantiomer. Bohuzel stéle je
mnoho chiralnich 1é¢iv produkovano jako racemat nejen z diivodi obtizné nebo
financn¢ nakladné enantioseparace, ale také =z davodla, ze farmakologické
a toxikologické studie byly provedeny pouze pro racemat, nebo z diivodii nestability

. 0 s es v . . - 56
enantiomeru a]€] ich opetovne raccémizaci.

2.2 Chiralni separace v HPLC

Separace enantiomerl je oznacovana jako chirdlni separace. Od objevu prvnich
optickych isomert L. Pasteurem, ma vyznam chirality s ohledem na biologickou
aktivitou nezanedbatelny vyznam. Fyziologické prostfedi uvnitt zivého organismu je
chirdlni a biologicka aktivita enantiomernich forem molekul se mize dramaticky liSit.
S vyjimkou glycinu mé vSech 20 a-aminokyselin chirdlni atom uhliku, sousedici
s karboxylovou skupinou. Toto chirdlni centrum umoZiuje existenci dvojic
enantiomert. Nekteré z geneticky zakodovanych aminokyselin tvoii stavebni kameny
bilkovin, coz jsou nejdilezitéjsi slozky vsSech zivych systémii. Mnohobunécné
organismy jsou obvykle zaloZzeny na L-aminokyselinach. Je dobfe znamo, ze L-formy
a D-formy peptidi se mohou vyrazné liSit s ohledem na stabilitu a biologickou
aktivitou.”

Pfiprava enantiomerné Cistych substituovanych analogli aminokyselin je naro¢ny
ukol, ktery vyzaduje ptesné analytické metody, s nimiz je mozno zjistit enantiomerni
profil pii syntézach.’

V soucasné dobé je hledani novych, efektivnich a dostupnych chirdlnich selektort
predmétem mnoha vyzkumi. Byly vyvinuty rizné separa¢ni metody, vcetné plynoveé
chromatografie, kapilarni elektroforézy, micelarni elektrokinetické chromatografie,
superkritické fluidni chromatografie a vyskouc¢inné kapalinové chromatografie, které
mohou byt pouzity jako separa¢ni techniky pro analyzu chiralnich latek.®

Chirdlni HPLC separaci lze uskute¢nit dvéma zptisoby, a to bud piimym,
¢1 nepiimym zptuisobem. Pfima metoda spociva v zavedeni vhodné opticky aktivni latky,
tzv. chiralniho selektoru do separa¢niho prostfedi. Pfi interakci chiralniho sekektoru
s enantiomery vznikaji pfechodné diastereoizomerni komplexy o rliznych konstantach

stability. Pokud jsou tyto konstanty dostate¢né odlisné, muze dochazet k rozdilnému
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zadrzovani jednoho z dvojice enantiomerli na koloné a tim i K jejich vzijemnému
rozdéleni. Chiralni selektor mtize byt chemicky vazany na pevném inertnim nosici, se
kterym tvoii tzv. chirdlni stacionarni fazi, nebo miuize byt pfidany jako aditivum
do mobilni faze. Ob¢ zminéné metody maji své vyhody i nevyhody. Napf. k vyhoddm
ptidavku chirdlniho selektoru do mobilni faze patii moZnost Sirokého vybéru chiralniho
selektoru a jeho snadna vyména a moznost vyuziti nechiralni staciondrni faze, kterd je
oproti chiralni stacionarni fazi levnéjsi. Nevyhodou je velka spotteba drahého chiralniho
selektoru a v n&kterych piipadech i sniZeni citlivosti detekce.®®

V metod€ nepiimé se pouziva nechirdlni stacionarni faze a vlastni separaci predchazi
derivatizacni reakce mezi racemickym analytem a opticky Cistym ¢inidlem. Nevyhodou
nepiimé metody je, Ze vznik4 stabilni diastereoizomerni par a tento zpisob je

nevyhodny napf. pro izolaci jednotlivych enantiomeri. ™

2.3 Makrocyklicka antibiotika

Hledani uinnych chirdlnich selektorti, které jsou schopny separovat Sirokou Skalu
enantiomernach sloucenin, je stile otevieny proces. Makrocyklickd antibiotika se
ukézala jako mimotadné uzite¢na tfida chirdlnich selektorti, pouzivanych pro biologické
a farmakologické enantioseparace v HPLC, tenkovrstvé chromatografii a elektroforéze.
K nejvyznamnéjsi skupin€ makrocyklickych antibiotik patii glykopeptidy. Do skupiny
glykopeptidi patfi avoparcin, teikoplanin, ristocetin A a vankomycin, které jsou
v HPLC nejcastéji vyuzivany ve formé chirdlnich stacionarnich fazi, tedy chiralni
selektor navdzany na nosi¢i. S uspéchem byly vyuzity i pro enantioseparaci nativnich
a derivatizovanych forem aminokyselin.11

Makrocyklickéd antibiotika maji molekulovou hmotnost vétsi nez 600, ale mensi nez
2000 a maji mnoho funk¢nich skupin a podle prostfedi mohou vykazovat kysely,
bazicky, nebo neutralni charakter. Interakéni mechanismus zahrnuje hydrofobni, dip6l-
-dipol nebo zn-m interakce, vodikové vazby a sterické repulze. Kromé hydrofobnich ¢asti
maji tyto molekuly i hydrofilni a ionizovatelné skupiny, coz jim zarucuje dobrou
rozpustnost ve vodnych roztocich. Jsou aktivni proti anaerobnim 1 aerobnim
grampozitivnim patogennim bakteriim. Svou specifickou vazbou na karboxylovy konec

D-alanyl-D-alaninu, pfitomného v bakterialni bunééné sténé, zamezuji polymerizaci
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peptidoglykanu a tim vyvolavaji inhibici syntézy bunétné stény bakterii.'***** Jeliko
V této praci byla pouzivana chiralni stacionarni fize s navazanym teikoplaninem, bude
nasledujici odstavec zaméien na n¢;j.

Teikoplanin, jehoz struktura je znazornéna na obr. 1, je fermenta¢nim produktem
bakterie Actinoplanes teichomyceticus. V molekule teikoplaninu je sedm aromatickych
jader, Ctyfi z nich jsou fenolické zbytky a dalsi dva kruhy jsou substituované chlorem.*
Teikoplanin je jediny mezi glykopeptidy, ktery méa hydrofobni acylovy postranni
fetézec spojeny s 2-amino-2-deoxy-B-glukopyranosylovou skupinou. Tento hydrofobni

acylovy postranni fetézec je zodpovédny za agregacni schopnosti teikoplaninu.12

OR
o Dguﬂ
HO
HO O o
HO
N
NH —{
o OH OH

Obr. 1 Strukturni vzorec ‘[eikoplaninu.14



2.4 Aminokyseliny

Fyziologické prostfedi uvnitt zivého organismu je chiralni a biologické aktivity
enantiomernich forem molekul se mohou dramaticky liSit. Jak jiz bylo uvedeno,
s vyjimkou glycinu, maji vSechny a-aminokyseliny chirdlni atom uhliku sousedici
s karboxylovou a aminovou skupinou. Toto chiralni centrum umozinuje existenci
dvojice enantiomerd.” Vedle zékladnich funkénich skupin (karboxylové a aminové) ma
kazda aminokyselina charakteristicky postranni alifaticky nebo aromaticky zbytek, jimz
se jednotlivé aminokyseliny li§i a ktery rozhoduje o interakcich a funkcich peptidi
a proteind z nich slozenych.

Nékteré geneticky zakddované aminokyseliny tvofi stavebni kameny bilkovin.
Mnohobunécné organismy jsou obvykle zalozeny na L-aminokyselinéch.7 Pfi¢inou této
homochirality miiZe byt skute¢nost, 7e L-aminokyseliny jsou stabilngjsi, nez D-formy.
Racemizace opticky aktivnich aminokyselin v metabolicky stabilnich bilkovinach
zivych systémil se miiZze uskutecnit jak ve ziedénych kyselinach a bazich, tak i1 pfi
neutrdlnim pH. Pfiprava enantiomerné Cistych substituovanych analogli aminokyselin je
naroény ukol, ktery vyzaduje pfesné analytické metody, s nimiZ je mozno zjistit
pripadné nedostatky asymetrickych syntéz. Je dobfe znamo, ze L- a D-formy peptidt se
mohou vyrazné lidit s ohledem na stabilitu a biologickou aktivitou.”

L-enantiomery aminokyselin a hlavné aminokyselin s rozvétvenym postranim
hydrofobnim fetézcem jsou soucasti mnoha potravinovych dopliika. Nap#. L-valin, L-
-leucin a L-isoleucin jsou hojné uzivané lidmi s nadmérnou fyzickou zatézi (napt.
sportovci).! Tyto aminokyseliny byvaji oznadovany jako BCAA (z anglického brached
chain amino acids — kyseliny s rozvétvenym fetézcem) a patii do skupiny esencialnich
aminokyselin. Jsou katabolyzovany hlavné ve svalech, oxidace je provazena
uvoliiovanim energie, pii syntéze jinych aminokyselin slouZzi jako darci dusiku, reguluji
syntézu a degradaci bilkovin.'® Také pomahaji snizovat tnavu v dusledku zvySovani
hladiny serotoninu. Proto je nesmirné dulezité kontrolovat enantiomerni ¢istotu téchto
vyrobkli, aby nedochazelo k vyzivovym ztratam z davodu  vzniku
nemetabolisovatelnych a biologicky nevyuZitelnych D-forem tschto aminokyselin.

Na obr. 2 jsou uvedeny strukturni vzorce L-enantiomert studovanych aminokyselin.

13
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L-alanin (L-Ala) L-tsoleucin (L-Ile)

{lj O

oH CH
MH 5 MH 5
L-leucin (L-Leu) L-walin (L-Val)

Obr. 2 Strukturni vzorce a nazvy studovanych aminokyselin.

2.5 Derivatizace

Derivatizaéni techniky jsou pouzivané v hmotnostni spektroskopii, jaderné
magnetické  rezonanci, UV-VIS a fluorescencni  spektroskopii  roztokd,
v elektrochemickych a radiochemickych metodach, v separagnich metodach atd."

Derivatizaci se méni fyzikalné-chemické vlastnosti analyt. Hlavni divody pro
pfevedeni analyti na derivaty jsou zlepSeni detekovatelnosti, zlepSeni
chromatografickych vlastnosti (napf. zména polarity), zlepSeni stability analyti,
umoznéni chiralni separace, zména matrice pro lepsi separaci. V HPLC je hlavnim
diivodem pro derivatizace zvySeni citlivosti detekce. Do molekuly analytu se zavadi
chromofor (pro UV detekci) nebo fluorofor (pro fluorescencni detekci).'® 19

Derivatizatni reakce muzeme dé¢lit podle riznych kritérii: v zavislosti
na experimentalnim uspofadani je dé€lime na derivatizace pied kolonou a za kolonou.
V zavislosti na pouzité technice mame derivatizace pro kapalinovou a plynovou
chromatografii, pfipadn¢ déleni podle typu reaktivni skupiny derivatizacniho ¢inidla.
Mezi funkéni skupiny analytl, na kterych probihd nejCastéji derivatizace, patii
aminoskupiny a karboxylové ¢1 hydroxylové skupiny.19

Hlavni nevyhodou derivatizace je =zavedeni operace navic, ktera zvySuje

komplexnost analyzy, jeji chybu i celkovou dobu trvani. Proto je dulezitd automatizace

14



derivatizacniho kroku minimalizujici tyto nevyhody. Derivatizacni reakce by méla byt
rychld, kvantitativni a s minimem vedlejSich produkta. 18,19

Protoze aminokyseliny nemaji ve své struktuie konjugované dvojné vazby, je jejich
UV detekcee 1 pfi nizkych vinovych délkach obtizna a malo citlivd. Vzhledem k tomu,
ze aminokyseliny jsou snadno derivatizovatelné pomoci mnoha derivatiza¢nich €inidel
za vzniku produktl absorbujicich v UV oblasti ¢i poskytujici fluorescenci, jsou
piredkolonové derivatizacni techniky c¢asto pouzivanymi metodami pii stanoveni
aminokyselin. Mezi pouzivana derivatiza¢ni Cinidla patii napt. o-ftalaldehyd (OPA),
9-fluorenylmethylchlormravenéan ~ (FMOC-CI), = OPA/FMOC-CI  nebo  2/4-
-dinitrofluorobenzen (DNFB).?° Literatura uvadi desitky dalsich derivatizatnich &inidel,
S ohledem na zaméieni této bakalaiské prace bude dale uvedeno pouze pouzivané
derivatiza¢ni ¢inidlo FMOC-CI (obr. 3).

Cinidlo  9-fluorenylmethylchlormravenéan (FMOC-CI) reaguje s primarnimi
a sekundarnimi aminy za vzniku velmi stabilnich derivati vykazujicich fluorescenci. Je
pouzivan pro derivatizaci a analyzu raznych typt aminti, vCetné¢ biogennich amina
a polyamind, alifatickych amint s kratkym fetézcem ¢i neurotransmiterti. Diky zavedeni
chromoforti do struktury studovanych latek dochézi ke zvySeni citlivosti detekce
FMOC-derivatt oproti piivodnim nederivatizovanym latkdm o vice nez 3 tady. I tato
derivatizace ma své nevyhody. Jednou z nich je, Ze mnoho endogennich komponent
v biologickych matricich je reaktivnich vii¢i derivatizacnimu ¢inidlu. Proto je Casto
nezbytné vzorek pred analyzou precistit. Dal$i nevyhodou je ptitomnost 9-
-fluorenylmethoxykarboxylové kyseliny (FMOC-OH) v produktech derivatizace,

vznikajici hydrolyzou nezreagovaného FMOC-CI.*

HERH 00N
T
—
NH,
\ s \ Y
-HCl 5
o #
" CH.-0- R
CHpOL 2 QHH_?H

Obr. 3 Schéma reakce FMOC-CI s aminokyselinou.
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2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokoué¢inna kapalinova chromatografie je jednou z nejpouzivanéjsich separa¢nich
technik v analytické chemii, jelikoz umoznuje analyzovat i velmi slozité smési latek
o nizkych koncentracich.?

Separace sloucenin na zéklad€ rozdilného rozdéleni mezi dvé navzijem nemisitelné
kapalné faze je zakladem rozdé&lovaci chromatografie. Separaéni systém se sklada
Z chemicky vazané stacionarni fize a nemisitelné mobilni faze. Chromatografické
separace jsou zalozeny na rozdilném rovnovazném rozdéleni vzorku mezi tyto dvé faze.
Pro detekci je nejcastéji vyuzivan UV/VIS spektrofotometricky detektor, ktery
v nékterych piipadech poskytuje malou citlivost detekce. K podstatné citlivéjSim patii
fluorimetricka detekce nebo hmotnostni, popiipad¢ tandemova hmotnostni detekce. '’

K zakladnim retencnim charakteristikdm slouZicim k popisu pribéhu separace patii
retenéni faktor, rozliSeni, separacni faktor, vyskovy ekvivalent teoretického patra, mez
stanovitelnosti a mez detekce.

Reten¢ni faktor k vyjadiuje miru zadrzeni a tedy zpozd’'ovani analytu v kolong. Je
dan vztahem:

k=(ty —t, )/t (1)
kde t, je reten¢ni (tedy celkovy) Cas, ktery analyt stravi v separacni kolon¢ a t,, je
mrtvy Cas kolony, tedy celkovy ¢as slozky vzorku, ktera neni na kolon¢ zadrZzovana
a pohybuje se stejnou rychlosti, jako mobilni faze.

RozliSeni R, udava miru vzajemného pfekryvani dvou sousednich piki. Pokud je
R,, 215, jsou piky rozdéleny az na zakladni linii. RozliSeni je dano vztahem:

R1,2 =2(tg, —try) (W, +W,), )
kde t., a t., jsou reten¢ni Casy diive a pozd&ji eluujiciho analytu a w, a w, jsou
ptislusné Sitky piki pti zakladné.

Pro porovnani kolon riznych délek slouzi vyskovy ekvivalent teoretického patra H,

ktery udava separacni u¢innost kolony:

H=L/n, (3)
kde L udava délku kolony a n pocet teoretickych pater, ktery ziskame vypoctem

ze vztahu

n=5545-(t, /W,,)* (4)
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kde w,,, znaci Sitku piku v poloviné jeho vysky.

Mez stanovitelnosti LOQ a mez detekce LOD udavaji hodnotu koncentrace, kterou
jsme za danych experimentdlnich podminek schopni s urcitou spolehlivosti stanovit,

respektive detekovat. Jdou dany vztahy:
LOQ=10-h_ /m (5)
LOD=3-h_ /m, (6)
h, vyjadfuje Sum zdkladni linie a m smérnici kalibra¢ni ktivky.

Kritériem pro separacni schopnosti chromatografického systému je selektivita,

kterd je pro latky 1 a 2 definovana podle vztahu:

a,, =K, 1k, (7)
kde k, ak, jsou reten¢ni faktory diive a pozdé&ji eluujiciho analytu. Systém je tim
selektivngjsi, ¢im je hodnota «;,, vyssi. Pokud je «y,, =1, analyty se vzdjemné

. 17,18,22
neseparuji.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie

acetonitril R CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

triethylamin, Cistota > 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

methanol CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

hydrogenuhli¢itan sodny, NaHCOs, &istota p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

hydroxid sodny, &istota p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

octové kyselina 99,8%, &istota p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CR)

deionizovand voda filtrovana Milli-Q filtrovacim systémem (Millipore, Miliford,

MA, USA)

BCAA Extreme Pure (Aminostar s.r.o0., Loukov u Mnichova Hradisté, CR)

9-fluorenylmethylchloromravenéan (FMOC-CI), ¢istota = 99% (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA)

standardy:

o D/L-alanin (D/L-Ala), ¢istota > 99%,

o D/L-leucin (D/L-Leu), ¢istota = 99%

o D-isoleucin (D-Ile), ¢istota = 99%; L-isoleucin (L-Ile), Cistota = 99%

o D/L-valin (D/L-Val), ¢istota = 99%

o FMOC-D-alanin (FMOC-D-Ala-OH), ¢istota = 99%, FMOC-L-alanin (FMOC-L-
-Ala-OH), ¢istota = 99%

o FMOC-D-leucin (FMOC-D-Leu-OH), ¢&istota = 99%, FMOC-L-leucin (FMOC-
-L-Leu-OH), ¢istota = 99%

o FMOC-D-valin (FMOC-D-Val-OH), ¢istota = 99%, FMOC-L-valin (FMOC-L-
-Val-OH), ¢istota > 99%

Veskeré standardy byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St.

Louis, MO, USA).
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3.2 Pristroje a pomiicky

e kapalinovy chromatograf, jehoz soucasti byla vysokotlaka gradientova pumpa model
Crystal 200, membranovy vakuovy odplynova¢ CSI6150 (Cambridge Scientific
Instruments, UK), UV/VIS detektor typu UV PU 4020 (Pye Unicam, Cambridge,
UK), fluorescen¢ni detektor FL 2000 (Spectra System, USA), davkovaci ventil
Rheodyne (Cotati, CA, USA) se smyckou o objemu 5 pl a ke sbéru dat program
Clarity verze 2.8.1.584 (DataApex, Praha, CR)

e kovova separacni kolona Chirobiotic T (ASTEC - Advanced Separation
Technologies, Whipanny, NJ, USA) o rozmérech 250 mm x 4,6 mm 1. D. naplnéna
teikoplaninem vazanym na silikagelovy nosi¢ o velikosti zrnéni 5 um

e analytické vahy APX-100 (Denver Instrument, USA)

e sklenéna stiikacka Hamilton (Reno, Nevada, USA) o objemu 10 pl

e pH-metr model 4330 (Jenway, UK)

e ultrazvuk Ultrasonic LC30H (Elma, Némecko)

e mikrocentrifuga (Denver Instrument, USA)

¢ blokova lazen Grant model QBD2 (Cambridge Instruments, UK),

e program Origin 7.0 (OriginLab Corporation, USA)

¢ nylonovy membranovy filtr 0,45 um (Whatman International Ltd, Maidstone, UK)

3.3 Mobilni faze a podminky méreni

Mobilni faze pro separaci nativnich aminokyselin byla slozena z MeOH
a deionizované vody v riznych objemovych pomérech.

Pro chiralni separaci derivatizovanych FMOC-aminokyselin byla pouzita mobilni
faze slozena z MeOH v kombinaci s 0,5% vodnym roztokem triethylamoniumoctano-
vého pufru (TEAA) o pH 6,0 v poméru MeOH/TEAA pufr 40/60 (v/v).

Ptiprava 0,5% TEAA pufru byla provedena odméfenim 5 ml triethylaminu
a pfidanim tohoto mnozstvi do cca 800 ml deionizované¢ vody. Ptidavkem ledové
kyseliny octové bylo upraveno pH na hodnotu 6,0. Vznikly roztok byl doplnén
na celkovy objem 1 litr.

UV detekce nativnich aminokyselin byla métfena pii 205 nm.
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Fluorescencni detekce derivatizovanych analytii byla méfena pii 254 nm pro excitaci
a 314 nm pro emisi zafeni.

Pratokova rychlost mobilni faze byla pro nativni formy aminokyselin 0,5 ml/min, pro
derivatizované aminokyseliny 0,7 ml/min. Separace probihaly b&hem celého

experimentu za laboratorni teploty 22 + 2 °C.

3.4 Priprava vzorku a Cinidel

Studované aminokyseliny alanin, leucin a valin byly dostupné ve formé racemata,
pro analyzu D/L-isoleucinu byly smichany jeho D- a L-enantiomery v poméru 1:1.

Pro analyzu derivatizovanych standardd FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-Leu a FMOC-
-D/L-Val byly smichany jejich FMOC-D- a FMOC-L-enantiomery v poméru 1:1.
Standard FMOC-D/L-Ile nebyl k dispozici.

Standardni z&sobni roztoky pro separaci nederivatizovanych aminokyselin byly
ptipraveny navazenim 1 mg vzorku (racematu) a jeho rozpusténim v 1 ml solventu
tvotreného smési MeOH/H,0 v objemovém poméru 50/50 (v/v).

Pro separaci derivatizovanych aminokyselin byly zasobni roztoky pfipraveny
navazenim 1 mg racematu aminokyseliny a rozpusténim v1 ml 0,2 M NaHCO;
o ruzném pH. Pro zkraceni doby rozpousténi byly vzorky ponechany po dobu 5 minut
Vv ultrazvuku. Zasobni roztoky byly dale fedény pomoci 0,2 M NaHCO3; na pozadované
koncentrace.

Zasobni roztok NaHCOj; o koncentraci 0,2 M byl pfipraven rozpusténim 4,20 g
Vv pfiblizn¢ 200 ml deionizované vody. Pomoci 1 M NaOH byla nastavena poZzadovana
hodnota pH a poté byl roztok dopInén na kone¢ny objem 250 ml.

Zasobni roztok 1 M NaOH byl pfipraven rozpusténim 4,0 g vzorku ve 100 ml
deionizované vody.

Pro pfipravu zasobniho roztoku derivatizacniho c¢inidla byl 1 mg FMOC-CI
rozpuStén v 1 ml acetonitrilu. Dal§im fedénim pomoci acetonitrilu bylo dosazeno
pozadované koncentrace.

Derivatizace aminokyselin byla provedena pomoci derivatiza¢niho ¢inidla FMOC-
-Cl. Bylo smichdano 500 pl racemdtu aminokyseliny o koncentraci 2 pg/ml

s 500 ul FMOC-CI o koncentraci 20 pg/ml. Smé&s byla intenzivné protfepavana po dobu
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2 minut, centrifugovana pii 500 ot/min po dobu péti minut a pro analyzu byla pouzita
vrchni ¢ast vzorku.
Zasobni roztoky byly skladovany v temnu pii teplot¢ 5 °C. Pred analyzou byly

ponechany 30 minut stat pti laboratorni teploté pro jejich temperaci.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Porovnani separace aminokyselin v nativnim stavu

a derivatizované formé

Tato bakaléafskd prace navazuje na vysledky diplomové prace Mgr. Pavla Repka,
ktery vyvijel a nasledn¢ optimalizoval enantiomerni HPLC metodu s UV
a fluorimetrickou detekci pro chirdlni separaci racemickych smési alaninu, valinu,
leucinu a isoleucinu v nativnich a derivatizovanych formach s pouzitim riznych
stacionarnich fazi na bazi teikoplaninu a teikoplanin aglykonu V riznych mobilnich
fazich. Z hlediska derivatizace byl sledovan vliv objemového poméru D/L-
-aminokyselina/derivatizacni ¢inidlo na vytéznost derivatizacni reakce. Zavérem prace
byla volba objemového poméru 1/1 D/L-aminokyselina/derivatizacni ¢inidlo
s desetindsobn¢ vyssi koncentraci derivatizacniho Cinidla pro derivatizaci racematt
aminokyselin. Separace nativnich i derivatizovanych enantiomerii aminokyselin byla
nejucinnéjsi na koloné Chrobiotic T.?

Na zacatku této prace byla otestovana chirdlni kolona Chirobiotic T pro separaci
nativnich 1 FMOC-derivatizovanych aminokyselin za podminek nalezenych v praci
P. Repka.”® Pro porovnani prib&hu enantioseparace D/L-aminokyselin v nativni
a derivatizované formé bylo provedeno porovnavaci méteni s D/L-alaninem. Vysledky
separace nativni a derivatizované aminokyseliny jsou uvedeny na obr. 4 a 5.

Na zaklad¢ jiz publikovanych vysledkt byla pro analyzu nativni formy D/L-alaninu
zvolena mobilni faze MeOH/H,0 s obsahem organického modifikatoru 50, 60 a 70
objemovych procent. Priitok mobilni faze byl nastaven na 0,5 ml/min. Pro méteni byla
zvolena UV detekce pfi 205 nm. Ze ziskanych chromatografickych dat vyplyva,
7e srostoucim objemovym zastoupenim organického modifikdtoru v mobilni fazi
dochazelo k nartistu reten¢niho Casu, a tim prodlouzeni doby analyzy. Toto chovani
odpovida tzv. HILIC (hydrofilni interakéni chromatografie) modu a v tomto typu
separa¢niho systému se predevsim uplatituji dipolové interakce a vodikova vazba.
Narast retencnich charakteristik pfi zvySovani objemového zastoupeni MeOH v mobilni

fazi dokumentuje obr. 4.
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Obr. 4 Enantioseparace nativniho D/L-Ala v mobilnich fazich MeOH/H,O A) 70/30
(v/v) B) 60/40 (v/v) C) 50/50 (v/v), D/L Ala o koncentraci 1 mg/ml v MeOH/H,0 50/50
(v/v), kolona Chirobiotic T, UV detekce pti 205 nm, pratokova rychlost 0,5 ml/min,
oznaceni: 1: L-Ala, 2: D-Ala.

Enantiomery FMOC-D/L-Ala byly separovany v mobilni fazi MeOH/0,5% TEAA
pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), kterd byla vpraci P. Repka nalezena jako optimalni.
Derivatizace D/L-Ala probihala v objemovém poméru racemat/derivatiza¢ni ¢inidlo 1:1
s desetindsobné¢ vysSi koncentraci derivatizaéniho c¢inidla pii laboratorni teploté
22 £ 2 °C a D/L-Ala byl rozpustén v0,2 M NaHCO; o pH = 9,0. PiisluSny

chromatogram je uveden na obr. 5.
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Obr. 5 Pribéh separace FMOC-D/L-Ala, koncentrace D/L-Ala 1 pg/ml v 0,2 M
NaHCO3; o pH = 9,0, kolona Chirobiotic T, fluorescenéni detekce pii vinové délce
excitace 254 nm a vlnové délce emise 314 nm, pritokova rychlost 0,7 ml/min, mobilni
faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), oznaCeni: 1: L-Ala, 2: D-Ala, *:

derivatizac¢ni ¢inidlo.

Pfi porovnani obr. 4 s obr. 5 je patrné, ze derivatizace aminokyseliny umoznila dobie
detekovat 1 koncentrace o n¢kolik fadt niz$i, nez byla plvodni koncentrace
nederivatizované aminokyseliny. Tento narust detekce dokladaji i LOQ a LOD pro

derivatizované aminokyseliny, jejichZ limity se pohybuji fadové v jednotkach ng/ml1.%*

4.2 Derivatizace

Hlavni néplni této prace bylo blize prozkoumat podminky deprivatizace s cilem
doséhnout co nejlepsiho vytézku derivatizace. Jak jiz bylo uvedeno vySe, prace

navazuje na vysledky P. Repka, ve kterych bylo zjisténo ze za pouziti derivatiza¢niho
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¢inidla 9-fluorenylmethylchloromravenc¢anu (FMOC-CI) je vyhodné pfti derivatizaci
studovanych aminokyselin postupovat tak, ze aminokyseliny by mély byt rozpoustény
v 0,2 M NaHCOQOj; (testované pH bylo 9), objemovy pomér D/L-aminokyselina/FMOC-
-Cl by mél byt 1:1, kdy koncentrace derivatizaéniho ¢inidla je oproti koncentraci
aminokyseliny desetkrat Vyééi.23 Takto pfipravena smés byla intenzivné protiepavana
po dobu 2 minut. Protoze filtrace smési na odstranéni piipadnych necistot, které¢ by
mohly narusit reprodukovatelnost separace, se projevila jako nevhodné, vzhledem
K ulpivani podstatné ¢asti vzorku na filtraénim médiu, bylo vhodné pouzit centrifugaci
pti 500 ot/min po dobu péti minut a poté svrchni ¢ast vzorku odebrat k analyze.

Analyza derivatizovanych aminokyselin probihala v mobilni fazi MeOH/0,5%
TEAA pufr 40/60 (v/v) pti priutoku mobilni faze 0,7 ml/min. Protoze derivaty vykazuji
fluorescenci, mohla byt k analyze derivatizovanych aminokyselin pouzita fluorescencni
detekce pfi 254 nm pro excitaci a 314 nm pro emisi zateni.?

Pro zvolené aminokyseliny D/L-alanin, D/L-isoleucin, D/L-leucin a D/L-valin bylo
Vtéto praci hleddino vhodné pH roztoku NaHCOsj;, ve kterém byly standardy
aminokyselin rozpoustény a vhodna teplota derivatizace aminokyselin pro optimalizaci

derivatiza¢niho postupu.

4.3 Porovnani standardi derivatizovanych aminokyselin

S derivatizovanymi aminokyselinami

Pro porovnani vytéznosti derivatizace FMOC-Cl derivatizaénim cinidlem byly
zakoupeny standardy FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-Leu a FMOC-D/L-Val. Ty byly
nejprve rozpoustény v ACN, ziedény na pozadovanou koncentraci (1 pg/ml racematu
nativni aminokyseliny) a byly separovany za stejnych podminek jako laboratorné
ptipravené FMOC-D/L-aminokyseliny a byly sledovany plochy piku D-enantiomerd.
Acetonitril se vsak projevil jako nevhodné rozpoustédlo, vzhledem k velkému mnozstvi
vznikajicich vedlejSich produktl pfi derivatizaci, které nasledné rusily enantioseparaci.
Proto byl pro rozpousténi standarda FMOC-D/L-aminokyselin acetonitril nahrazen
0,2 M NaHCO30 pH 9.

Analyza standardi derivatizovanych aminokyselin probihala v mobilni fazi

MeOH/0,5% TEAA pufr 40/60 (v/v) pii prutoku mobilni faze 0,7 ml/min. Byla pouzita
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fluorescen¢ni detekce pii 254 nm pro excitaci a 314 nm pro emisi zafeni. Pfi stejnych
podminkach probéhla i analyza derivatizovanych aminokyselin. Vtab. 1 jsou
porovnany plochy pikt standardi FMOC-D-aminokyselin s derivatizovanymi FMOC-
-D-aminokyselinami. Z tabulky 1 je patrné, Zze plochy odpovidajici standardim jsou
vyS$§i neZz plochy laboratorn€ derivatizovanych aminokyselin, takze vytéznost

derivatizace byla mensi nez 100 %.

Tabulka 1. Porovnani hodnot ploch piki (A) FMOC-D-enantiomerd aminokyselin
pro zakoupené FMOC-derivatizované standardy a zderivatizované FMOC-D/L-
-aminokyseliny. Experimentdlni podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze
MeOH/0,5% TEAA pufr 40/60 (v/v), priutokova rychlost 0,7 ml/min, fluorescen¢ni
detekce pti vinové délce excitace 254 nm a vinové délce emise 314 nm, teplota = 22 °C,

pH = 9,0, koncentrace racematii aminokyselin 1pg/ml, n = 3.

FMOC-D-aminokyselina

Ala Leu Val
A A A
mV's mV's mV's
Standard 16567 6607 11299
Deriv. vzorek 8915 4912 6351

4.4 Optimalizace pribéhu derivatizace pouzitim hydrogenuhlicitanu

sodného o rizné hodnoté pH

Jak uz bylo uvedeno vyse, standardy aminokyselin byly rozpoustény v 0,2 M roztoku
NaHCO; a timto roztokem byly i dale fedény. Cilem této prace bylo najit vhodnou
hodnotu pH roztoku NaHCOg, pii které bude nasledna derivatizace vzorku probihat s co
nejvyssi ucinnosti. Byly sledovany hodnoty pH roztoku NaHCO3; Vv rozmezi 8,0 — 9,5
po velikosti kroku 0,5. Hodnoty pH niz$i nez 8,0 nebyly pouZivany z diivodu Spatné
rozpustnosti standardi nativnich aminokyselin. VVzhledem k pracovni oblasti kolony

nebyly pouZivany ani hodnoty pH vys$si nez 9,5.
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Pii jednotlivych hodnotdich pH byl sledovan vliv hodnoty pH na vytéZnost
derivatizace FMOC-derivatizovanych racematii aminokyselin. Naméfené hodnoty jsou
uvedeny v tab. 2. Ze ziskanych tdaji je patrné, Ze vytéznost derivatizace, ktera byla pro
jednotlivé aminokyseliny vyjadiena pomoci ploch piki D-enantiomerd, se zménou pH
z 8,0 na 8,5 vzristd a s dalSim zvySovanim pH opét klesa. Proto bylo pH 8,5 zvoleno
jako nejvhodnéjsi a bylo pouzito pro dalsi méfeni.

V racemické smési FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-Leu a FMOC-D/L-Val dochazi
k separaci D-enantiomerti na zakladni linii pfi vSech testovanych hodnotach pH
NaHCO3; svyjimkou pH 9,5, kdy dochazi ke koeluci FMOC-D-
-Val s derivatiza¢nim ¢inidlem. Prubéh enantioseparace smési FMOC-D/L-Ala, FMOC-
-D/L-Leu a FMOC-D/L-Val je zachycen naobr. 6. FMOC-D/L-isoleucin nebyl
na piipravu smési pouzit, protoze pii zvolenych podminkach separace nedochazelo
k rozdéleni FMOC-D-isoleucinu a FMOC-D-alaninu az na zakladni linii.

Ze ziskanych vysledki je patrné, Ze pti pouziti NaHCO3 0 pH 8,5 bylo dosahovano
nejvyssSich vytézka derivatizace pro vSechny D-enantiomery, naopak pii pH 9,5 bylo

dosaZeno nejniZsi vytéZnosti.

Tabulka 2. Vliv pH 0,2 M roztoku NaHCO3 pouzivaného k rozpousténi a naslednému
fedéni standardi nativnich aminokyselin v derivatizacni reakci na hodnoty plochy piki
(A) D-enantiomerti aminokyselin. Experimentalni podminky: kolona Chirobiotic T,
mobilni faize MeOH/0,5% TEAA pufr 40/60 (v/v), pritokova rychlost 0,7 ml/min,
fluorescen¢ni detekce pii vinové délce exitace 254 nm a vlnové délce emise 314 nm,

teplota =22 °C, koncentrace racematli aminokyselin 1pg/ml, n = 3.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala lle Leu Val
A A A A
pH mV's mV's mV's mV's
8,0 6579 4892 5193 5674
8,5 11911 8922 6582 8510
9,0 8915 5116 4912 6351
9,5 5005 5005 3798 1550
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Obr. 6: Enantioseparace racemické smési FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-Leu a FMOC-
-D/L-Val, koncentrace jednotlivych racemata 1 pg/ml ve smési v 0,2 M NaHCO;
0 pH = 8,5, kolona Chirobiotic T, fluorescencni detekce pti vinové délce exitace 254 nm
a vinoveé délce emise 314 nm, pratokova rychlost 0,7 ml/min, mobilni faze MeOH/0,5%
TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), oznaceni: 1: FMOC-L-Ala, FMOC-L-Leu, FMOC-L-
-Val, 2: FMOC-D-Val, 3: FMOC-D-Ala, 4: FMOC-D-Leu, *: derivatiza¢ni ¢inidlo.

4.5 Vliv teploty na prubéh derivatizace

Pro posouzeni, zda ma teplota pfi derivatizaci vliv na vytéznost derivatizace, bylo
postupovano nasledovné: Standardni roztoky byly postupné zahtivany v blokové 1azni
na teploty 22, 40 a 60 °C a pfi téchto teplotach probihala derivatizace. Aby nedochazelo
k tniku nebo naopak k dodavani tepla do studovaného systému béhem derivatizace,

bylo tfeba zkumavky se vzorky izolovat od vngjsiho prostfedi. K tomu poslouzil
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polystyrénovy kvadr o rozmérech 5 x 5 x 5 cm, ktery byl roziiznut na dvé nestejné
velké Casti. Uvniti vet§i poloviny bylo vytvofeno misto na mikrozkumavku, mensi
polovina poslouzila jako vrchni viko. V takto pfipraveném boxu byly vzorky po celou
dobu derivatizace, poté byly ponechany pii laboratorni teplot¢ 20 minut temperovat.
Nakonec byla provedena centrifugace pro piipadné odstranéni necistot a vrchni ¢ast
vzorku byla pouzita pfi analyze.

Vliv teploty reakéni smési na uCinnost derivatizace je uveden v tab. 3.
Ze ziskanych udaji je patrné, Ze derivatizace neprobihala vyrazn€¢ ve prospéch
konkrétni teploty, ale ani se naméfené hodnoty pro jednotlivé teploty od sebe vyrazné

nelisily. Pro dal$i méteni byla jako kompromis zvolena teplota 40 °C.

Tabulka 3. Vliv teploty roztokti D/L-aminokyselin a FMOC-derivatiza¢niho c¢inidla
v derivatizatni reakci na hodnoty plochy pikii (A) D-enantiomerd aminokyselin.
Experimentalni podminky: kolona Chirobiotic T, mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr
40/60 (v/v), prutokova rychlost 0,7 ml/min, fluorescencni detekce pi1 vlnové délce
exitace 254 nm a vlnové délce emise 314 nm, 0,2 M NaHCO3; o pH = 8,5, D/L-

-aminokyselina o koncentraci 1 pg/ml, n = 3.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala lle Leu Val
T A A A A
°C mV's mV's mV's mV's
22 11911 8922 6582 8510
40 14770 9993 5984 9872
60 16542 8191 4986 10563

4.6 Analyza realného vzorku

Jako redlny vzorek byl pouzit piipravek BCAA Extreme Pure od spole¢nosti
Aminostar® s.r.o., jehoz sloZeni je uvedeno v tab. 4. Tento piipravek je urden
pro aktivni sportovce a jeho ukolem je zvySeni svalové syntézy proteind, snizeni

katabolickych procesii ve svalech a tim ochrana svalové hmoty.?
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Tabulka 4. Slozeni piipravku BCAA Exteme Pure od spole¢nosti Aminostar: L-leucin,
L-isoleucin, L-valin, Zelatinova kapsle (Zelatina, barviva: oxid titani¢ity, oxidy a

hydroxidy Zeleza), latky protispékavé: stearat hofetnaty a oxid kiemicity.?

Aminokyselina mg/1 kapsle g/100 g
L-Leu 333 52,2
L-lle 83 13
L-Val 83 13

Optimalizovana metoda derivatizace a enantioselektivni HPLC byla pouzita pro zjiSténi,
zda vySe uvedeny pfipravek skutecné neobsahuje i D-analogy zminénych aminokyselin.

Vzorek ve formé kapsli byl zbaven vnéjSiho Zelatinového obalu a vnitini sypky
obsah byl za stalého michani a nasledné sonifikace rozpustén ve 100 ml 0,2 M roztoku
NaHCOg3 0 pH 8,5. ProtoZe kapsle neobsahovala jen samotné aminokyseliny, ale 1 dalsi
pomocné latky, zejména pak oxidy, vznikl bile zakaleny roztok, ktery bylo potfeba pred
dalsi Upravou zfiltrovat. Roztok byl prefiltrovan pfes nylonovy membranovy filtr
s velikosti port 0,45 um. Z roztoku bylo odebrano 120 pl, ke kterym byl ptidan 0,2 M
NaHCOj3; na doplnéni do objemu 1 ml. Takto vznikly roztok byl dale fedén az na
konecnou koncentraci 2 pg/ml L-Ile a L-Val. V blokové 1azni byl roztok zahtat na 40 °C
a derivatizovan pomoci FMOC-CI, téz zahtatym na 40 °C. Derivatizovany vzorek byl
centrifugovan a vrchni ¢ast byla pouZita k analyze, jejiz vysledek je uveden na obr. 7,
ze kterého je ziejmé, ze chromatogram neobsahoval zadny pik pfisluSejici D-

-enantiomeram.
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Obr. 7 Enantioseparace smési FMOC-L-1le, FMOC-L-Leu, FMOC-L-Val o koncentra-
cich 1 pg/ml pro L-lle, L-Val a koncentraci 4 pg/ml pro L-Leu. Experimentalni
podminky: kolona Chirobiotic T, fluorescencni detekce pii vinové délce exitace 254 nm
a vlnové délce emise 314 nm, pritokova rychlost 0,7 ml/min, mobilni faze MeOH/0,5%
TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), pH NaHCO3 8,5, teplota derivatizace 40 °C, oznaceni:

1: L-lle, Leu, Val, 2: D-lle, *: derivatizacni ¢inidlo.
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5. ZAVER

Cilem této bakalafské prace byla aplikace jiz vyvinuté enantioselektivni HPLC
metody pro sledovani enantioseparace aminokyselin alaninu, isoleucinu, leucinu
a valinu s dirazem na D-formy v derivatizované podob¢, realizované fluorescen¢nim
derivatiza¢nim cinidlem 9-fluorenylmethylchlormravencanem (FMOC-CI) za vyuziti
chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu. Byl studovan vliv hodnot pH 0,2 M
NaHCOs, pouzivaného pfi rozpousténi studovanych racemati aminokyselin i realného
vzorku, a vliv teploty roztokl studovanych latek a derivatizacniho ¢inidla na vytéznost
derivatizace, ktera byla sledovana velikosti plochy piku D-enantiomeru jednotlivych
aminokyselin.

Na kolon¢ Chirobiotic byly nejprve provedeny separace FMOC-derivatizovanych
aminokyselin, kdy bylo k rozpusténi a naslednému fedéni standardi aminokyselin
pouzito 0,2 M vodného roztoku NaHCO; pifi pH vrozmezi 8,0 — 9,5. Nejvyssi
vytéznosti derivatizace vyjadifené plochou pikl pfislusejici D-enantiomerim, bylo
dosazeno pii pH 8,5.

Pro optimalizaci metody pii rizné teploté byly pouzity zahtaté zasobni roztoky
aminokyselin a derivatiza¢niho ¢inidla. Jako zkoumané teploty byly zvoleny teploty 22,
40 a 60 °C. Vytéznost derivatizace neprobihala vyrazn€ ve prospéch konkrétni teploty,
Jako kompromis pro dalsi méfeni byla zvolena teplota 40 °C.

Analyza realného vzorku — vyzivového doplitku BCAA Extreme Pure od spolecnosti
Aminostar® s.r.o. obsahujici L-isoleucin, L-leucin a L-valin neprokazala pfitomnost D-

-enantiomert studovanych aminokyselin.
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