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Abstrakt

Proteogenni aminokyseliny jsou zdékladni stavebni jednotkou proteind.
Jejich analyza ma vyznam v mnoha oborech, ptedevsim v I¢katstvi. Tato prace
se zabyva jednim ze zplsobi derivatizaci aminokyselin za u¢elem zvyseni jejich
absorpce v UV oblasti — postkolonovou derivatizaci oxidem médnatym. Je to
rychld, robustni a nenaro¢na metoda. Vzhledem k soucasnému trendu analyzy

volnych aminokyselin je tato prace zamétena na prostfedi HILIC separace.

Abstract

Proteinogenic amino acids are the basic structural building units of proteins.
Their analysis is important in many fields, especially in medicine. This thesis
deals with one of the methods of derivatization of amino acids in order to
increase their absorption in the UV — the post-column derivatization using
copper (II) oxide. It is quick, robust and easy-to-use method. Following the
nowadays trend in the analysis of free amino acids, this thesis is focused on the

HILIC mode separation environment.

Kli¢ova slova: aminokyseliny, oxid méd'naty, post-kolonova derivatizace,

UV detekce, HPLC

Key words: amino acids, copper (II) oxide, post-column derivatization, UV

detection, HPLC
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Seznam zkratek a symboli

[Ar] — elektronova konfigurace argonu

A — absorbance

A — plocha piku

ACQ — 6-N-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat
AMK — aminokyselina

BEH — bridged-ethylene hydride

FMOC — 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid
HILIC — hydrofilni interakéni kapalinova chromatografie
HPLC — vysokoucinna kapalinova chromatografie
LOD — mez detekce

mg — miligram

min — minuta

mM — milimolarni, (o koncentraci 10~ mol-dm™)
mmol — milimol

mol — mol

mV — milivolt

nm — nanometr

OPA - o-ftaldialdehyd

PITC — fenylisothiokyanat

RP —reverzni faze

s — sekunda

S — signél detektoru

t-—retencni Cas

UV — ultrafialovy

V:-s — voltsekunda (jednotka plochy piku)

puL — mikrolitr

pmol — mikromol

A —vlnova délka



1. Uvod

1.1. Proteogenni aminokyseliny

Aminokyseliny jsou organické slouceniny obsahujici alespon jednu
karboxylovou a jednu aminovou skupinu. Dtlezitou skupinou aminokyselin jsou
proteogenni aminokyseliny, které jsou zdkladnim stavebnim prvkem proteinti.

Proteogenni aminokyseliny byly objevovany a izolovany postupné jiz od
zacatku 19. stoleti, kdy byl jako prvni izolovan asparagin [1], az do téméft
poloviny dvacatého stoleti [2,3]. Presto zlistavaji pfedmétem zajmu, protoze
jejich analyza ma vyznam v mnoha oborech od botaniky, zemé&délstvi a
potravinarstvi az k medicing, kde zvlasté¢ v poslednich letech stoupa vyznam
volnych aminokyselin jako markert vaznych onemocnéni [4-7].

Proteogenni aminokyseliny jsou definovdny jako aminokyseliny, které
koduje alespon jeden kodon [8]. Strukturné se jedna o aminokyseliny, které na
jednom uhliku nesou obé¢ skupiny (karboxylovou i aminovou), vodik a postranni
fetézec, viz obrazek 1. Tento uhlik je oznaCovan jako a uhlik a je zaroven
chirdlnim centrem — vyjimku tvofi glycin, ktery nese na o uhliku dva vodiky, a
tudiz nemuze byt opticky aktivni. Ackoli ostatni aminokyseliny mohou byt v L

nebo D formé, v proteinech se vyskytuji vyhradné jako L-a-aminokyseliny.

R
® 3
HsNme=—C, ~=1COO
H

Obrazek 1 Schéma proteogennich L-aminokyselin, kde R je postranni
retezec (kromé glycinu, u kterého R je -H). Prevzato z [9].

Ob¢ skupiny navazané na a uhliku se mohou nalézat v neutralnim stavu nebo
nést naboj v zavislosti na pH prostfedi. Karboxylova skupina mtze disociovat a
aminova skupina miiZze byt protonizovana. Pfi neutralnim pH 7 se proteogenni
aminokyseliny nalézaji ve form¢ amfiontu (n€kdy téz zwitterion). To znamena,
ze obé¢ skupiny na o uhliku jsou v ionizovaném stavu a molekula tak nese kladny
1 zéporny naboj [10]. K vyslednému naboji molekuly pfispivaji i dalsi skupiny

obsazen¢ ve zbytku, napi. dal$i karboxylova, aminov4d nebo hydroxylova



skupina. Diky néboji jsou aminokyseliny dobie rozpustné ve vod¢ a polarnich
rozpoustédlech a Spatné€ rozpustné v nepolarnich rozpoustédlech.

Jak uz bylo feceno, kromé glycinu nesou zbylé aminokyseliny na a-uhliku
unikatni zbytek, kterym se odliSuji. Pravé podle typu postranniho fetézce lze
rozlisit nékolik nasledujicich podskupin aminokyselin, viz obrazek 2, str. 10:

e alifatické (glycin, alanin, leucin, isoleucin, valin, prolin)
e aromatické (tryptofan, tyrosin', fenylalanin)

e hydroxylové (serin, threonin)

e kysel¢é (kyselina asparagova a glutamova)

e bazické (lysin, arginin, histidin)

e amidy (asparagin, glutamin)

e aminokyseliny obsahujici siru (cystein, methionin)

1.1.1. Separace proteogennich aminokyselin

Pti zna¢ném rozsahu pH (pfiblizné 2,2-9,5) jsou proteogenni aminokyseliny
ve form¢ zwitteriontu. Z toho vyplyva, Ze aminokyseliny jsou malé, velmi
polarni molekuly. To znesnadiiuje jejich analyzu béZnou reverzni
chromatografii, ale zarovent umoziiuje pouziti elektroforetickych metod [11-13],
reverzni chromatografie s iontové parovymi Cinidly [14-16] nebo kapalinové
chromatografie v modu HILIC. O separaci volnych aminokyselin v HILIC modu
na kapalinovém chromatografu uz od vyvoje této metody vySlo mnoho ¢lank.
Vsechny se ale zabyvaji pouze ¢asteCnou separaci ve spojeni s hmotnostni
spektrometrii, kdy neni tfeba dokonalé separace [17-20], nebo Gplnou separaci
pouze nékolika vybranych aminokyselin [21]. Pfestoze jeSté nebylo dosazeno
uplného rozdéleni vSech proteogennich aminokyselin, je zfejmé, Ze hydrofilni
interakéni chromatografie je Casto pouzivand metoda pro analyzu volnych

aminokyselin a bude ji i nadale [22].

! N¢které aminokyseliny mohou patfit do dvou podskupin zarovefi. Napf. tyrosin je aromaticka
aminokyselina, ktera ale také obsahuje hydroxylovou skupinu.
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Obrazek 2 Deéleni proteogennich aminokyselin na alifatické (Cervene),
aromatické (zelené), kyselé (oranzové), bazické (svétle modre), hydroxylové

(ruzove), obsahujici siru (Zluté) a amidové (tmavé modre). Prevzato a upraveno

z [23].
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1.1.2. Detekce proteogennich aminokyselin

UV detektor je nejbéznéjsim detektorem pouzivanym pro kapalinovou
chromatografii. Hlavni vyhodou je robustnost a pomérné nizka cena detektoru,
nevyhodou je moznost detekovat pouze latky absorbujici v UV oblasti, tzn. latky
obsahujici chromofor.

Aminokyseliny se zna¢né 1i$i svymi fyzikalné-chemickymi vlastnostmi, a to
vcetné vlastnosti spektralnich. VétSina aminokyselin absorbuje pouze slabé
v UV oblasti kolem 200 nm diky karboxylové skupiné a jejich detekce pomoci
spektrofotometru neni pfili§ citliva. Vyjimku tvofi aminokyseliny obsahujici
aromaticky kruh, které dobte absorbuji v rozmezi 260-280 nm, napft. tryptofan.
Tyto aminokyseliny mohou byt pomérn€ dobie detekovany piimo pii vinové
délce jejich absorpéniho maxima [24,25].

Znacnou nevyhodou detekce v UV je nizka selektivita. Pfi malych vinovych
délkach absorbuje mnoho dalsich latek, véetné nekterych rozpoustédel a pufri.
Tim se navic zvySuje pozadi méfeni a objevuji se systémové piky. Dilezitou
vlastnosti pro méfeni v UV oblasti je absorpéni hrana pouzitych chemikalii.
Absorp¢ni hrana (n¢kdy téZ cut-off nebo mezni vinova délka) je neymensi vinova
delka detekce, pfi které lze danou latku v systému pouzit, aniz by ovlivnila
vysledky méfeni a stanovuje se pro rozpoustédla i pufry. N&které pufry maji
hodnotu UV absorpéni hrany tak vysokou, Ze detekci v blizkosti 200 nm
znemoziuji Uplné€ (napf. pro citratovy pufr se udava cut-off 230 nm).

Aminokyseliny malo absorbujici v UV oblasti je mozné upravit navazanim
chromoforu/fluoroforu pii derivatizaci. Derivatizace muZe probihat jako
predkolonové 1 postkolonova. Nejpouzivanéj§imi ¢inidly pro ptredkolonovou
derivatizaci aminokyselin umoziujicimi detekci pomoci UV/VIS absorpce nebo
fluorescence jsou dansyl nebo dabsyl chlorid [26,27], o-ftalaldehyd (OPA) [28-
30], fenylisothiokyanat (PITC) [31,32], 9-fluorenylmethyloxykarbonyl chlorid
(FMOC) [33] a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl karbamat (ACQ) [34-
36]. Pti postkolonové derivatizaci se ¢asto uziva ninhydrin [37].

Dalsi moznosti detekce je pouziti hmotnostniho spektrometru jako

detektoru. Hlavni vyhodou tohoto zptuisobu detekce je moznost detekovat vice
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aminokyselin najednou a neni tedy tfeba dosahnout uplné separace. Nevyhodou
jsou znacné pofizovaci i provozni ndklady a nepfilis velka robustnost. VéEtsina
souCasnych publikaci zabyvajicich se analyzou volnych aminokyselin se

vztahuje k ¢asteCné separaci s naslednou hmotnostni detekei.

1.2. Vysokoucinna kapalinova chromatografie

Vysokouc¢inna (n¢kdy téz vysokotlakd) kapalinova chromatografie je
v soucasnosti jedna z nejcastéji uzivanych separacnich metod at’ uz za ucelem
stanoveni, preparace nebo identifikace jednotlivych latek ve smési. Jde o obdobu
klasické sloupcové kapalinové chromatografie, od které se lisi pravé vyssim
tlakem a tim 1 vyssi Gi€innosti a krat§i dobou analyzy.

V HPLC se latky déli na zakladé€ rGzné distribuce mezi stacionarni a mobilni
fazi, ptipadné mezi vrstvou kapaliny na stacionarni fazi a mobilni fazi. Podle
typu pouzité mobilni a stacionarni faze tak mulzeme rozliSit rizné typy
kapalinové chromatografie, napf. normdlni, reverzni, iontové-vyménnou,

HILIC, afinitni, chiralni atd.

1.2.1. Hydrofilni interakcéni chromatografie

Hydrofilni interakéni chromatografie (HILIC) je separa¢ni metoda pattici do
kapalinové chromatografie, ktera stoji na pomezi mezi normalni, reverzni a
iontové vyménnou chromatografii. Jednd se o pomérné¢ novou metodu, ktera
nalézd uplatnéni pfedev§im pii analyze polarnich latek, které se pii b&zné
reverzni chromatografii separuji nedostatecné nebo viibec.

Zakladnim principem HILIC separace je rozdélovani analytu mezi prevazné
organickou mobilni fazi a tenkou vrstvou vody ¢astecné imobilizovanou na
staciondrni fazi [38], viz obrazek 3, str. 13. Podrobnymi experimenty bylo
dokazano, ze rozdélovani neni v HILIC moédu otazkou konkrétni vlastnosti
analytu nebo chromatografického systému, ale Ze se jedna o komplexni
mechanismus sloZeny z G¢inkt mnoha jevu, napi. tvorby vodikovych mustkd,

slabych elektrostatickych interakci, slabych hydrofobnich interakci atd. [39,40].

12



Hydrophilic
Partitioning

Obrazek 3 Princip rozdeélovani latek v HILIC separaci. Prevzato z [41].

Aby bylo mozné vytvoteni vodného filmu na povrchu stacionarni faze, musi
byt stacionarni faze alesponi CasteCn¢ polarni. Pivodné byl pro tento ucel
pouzivan predevsim Cisty silikagel, v soucasnosti je komeréné dostupnych
mnoho typi stacionarnich fazi, které 1ze rozdé€lit do tfi zakladnich kategorii [42],
viz obréazek 4:

1. Neutralni — amid, diol, cyklodextrin

2. Nabité — aminopropyl, silikagel

3. Zwitteriontové — sulfobetain

-~ |

i

@ o O
| | |

Obrazek 4 Typy stacionarnich fazi pro HILIC. Zleva: polarni (neutralni),

nabité (kladné nebo zaporné) a zwitteriontové (nabité kladne i zdporne).
Prevzato a upraveno z [43].

Mobilni fadze musi byt z velké casti (50-95%) organickd. Hlavnim eluentem
je v HILIC chromatografii vodna slozka, jejiz obsah nesmi nikdy klesnout pod

3 %, aby nedoslo k zaniku vodné vrstvy, a ktera musi byt s organickou slozkou
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dokonale misitelna. Je dilezité, aby ani pii vysokém obsahu organické slozky
nedochazelo k vysrazeni pouzitych pufra.

Vodné mobilni faze je silnéjsi eluent a pfi gradientové eluci je tedy na
zacatku mobilni faze vétSinove organicka a poté stoupa podil vodné slozky.

Velkou vyhodou chromatografie v  HILIC moddu je dobrd kompatibilita
s hmotnostnim spektrometrem, protoze mobilni fazi tvofi nejcastéji acetonitril
ve vysoké koncentraci v kombinaci s t€kavymi pufry. Nevyhodou je dlouhd
doba potiebnd k ustaveni a stabilizaci vodného filmu. PfedevS§im pii pouziti

gradientové eluce mize uplna ekvilibrace kolony trvat desitky minut az hodiny.

1.3. Post-kolonova derivatizace

Ptfi analyze latek, které samy o sob¢ nelze dostate¢né dobte detekovat, je
Castym feSenim derivatizace, at’ uz pred-kolonova nebo post-kolonova. Oba
zpusoby lze dale pouzit bud’ jako ,,on-line* (v beéhu analyzy) nebo ,,off-line*
(mimo separacni systém). Cilem derivatizace je vneseni chromoforu do struktury
analytu a tim umoznéni detekce.

Oproti pted-kolonové derivatizaci se post-kolonova zna¢né lisi. Jeji hlavni
vyhodou je moznost pouziti v kombinaci s jakoukoliv uz vyvinutou metodou
separace, protoZze piipojenim reaktoru za kolonu nedochdzi ke zméné
separacniho schéma. To je jeden z diivodi, pro¢ je post-kolonové derivatizace
Casto uzivana, hlavné ve spojeni s kapalinovou chromatografii [44]. Pfedev§im
z diivodu Casové naro¢nosti se ale pouziva vyhradné ve formé ,,online” [45].
Ptimé zatazeni reaktoru za kolonu ale do systému vnasi mimokolonovy objem a
prodluzuje cestu od kolony k detektoru, coz miiZze snizovat G€innost pouzité
separacni metody.

Pro post-kolonovou derivatizaci jsou dalezité nasledujici podminky [42]:

e Reakce musi probihat rychle

e Reakce nemusi probihat kvantitativne, ale vysledky musi byt

reprodukovatelné

e Produktem reakce nemusi byt chemické individuum — reakce mtze byt

neselektivni

e Reakce musi probihat v rozsahu podminek pouZité separacni techniky

14



Je vyhodné pouzivat post-kolonovou derivatizaci v systému kapalina-pevna
latka, protoze zde nedochazi ke zied'ovani analytu reak¢énim cinidlem.
V takovém pfipadé¢ mulze byt tuhd latka nosi¢, na jehoz povrchu je

immobilizovano ¢inidlo, nebo samotny reagent.

1.3.1. Oxid méd’naty

Oxid méd’naty je ¢erna pevna latka za laboratorni teploty nerozpustna v €isté
vodé. Kovova méd ma elektronovou konfiguraci [Ar] 3d'°4s!. V oxidu
méd’natém je kov oxidovan na oxidac¢ni ¢islo +II a valen¢ni d orbital neni plné
obsazen. Ztoho vyplyva ptrechodny charakter méd’natého kationtu, ktery
umoznuje tvorbu donor-akceptorové vazby napi. s aminokyselinami jako
ligandy. Pravé ptechodny charakter médi a schopnost kationtl médi tvorit
komplexy s ligandy je 1 zdkladem biologickych funkci médi v organismech [46].

Vroztoku v kontaktu s praskovym oxidem médnatym vytvareji
aminokyseliny komplex s Cu** v poméru 1:1 i 2:1 v zavislosti na pH, viz
obrazek 5. Pfi nizkém pH pievladdaji komplexy vzniklé v poméru 1:1,
v zasaditém prostiedi pii pH>7 naopak vznikaji vyhradné 2:1 [47,48]. Naopak
schopnost aminokyselin ptisobit jako ligand roste s pH, protoze vznik komplexu

probihd vyménou za proton [48].

100
R cu(ll)
% 80 -
S il
9 60+
§ 404 \
E . Cu(II)AHC DA
S 20_/J\ U()L

0 — T IK T T T T

2 6 10
pH

Obrazek 5 Zastoupeni ruznych forem komplexu aminokyselin s médnatym

kationtem v zavislosti na pH. Prevzato z [48].
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Komplexy médnatych iontll s aminokyselinami silné¢ absorbuji v rozsahu
230-250 nm, proto je derivatizace oxidem méd’natym jeden ze zpusobu, jak
ucinngji detekovat aminokyseliny pomoci UV detektoru. Diive se tohoto
zpusobu vyuzivalo jako pred-kolonové derivatizace s roztokem siranu
médnatého a naslednou separaci méd’natych komplext, piipadné piidavanim
médnatych iontl pfimo do mobilni faze [49,50]. Druhou variantou je post-
kolonova derivatizace, napiiklad v online napojeném reaktoru s praskovym

oxidem méd’natym [51,52].

1.4. Vypocty

1.4.1. Mez detekce
s jistotou odliSit od Sumu pozadi se nazyva mez detekce (LOD). Jeji hodnota se
vypocitava pomoci rovnice piimky zdvislosti vySky piku analytu na koncentraci

a obalky Sumu pozadi, viz rovnice 1:

ey

kde 4, je Sum na zakladni linii a m je smérnice kalibraéni pfimky pro vySku

piku na koncentraci.

1.5. Cil prace
Cilem této prace je prozkoumat vlastnosti post-kolonové derivatizace
oxidem méd’natym pouZité pro zlepSeni detekce proteogennich aminokyselin

v podminkach hydrofilni interakéni chromatografie s naslednou UV detekci.
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2. Experimentalni Cast

2.1. Instrumentace

Vsechna UV spektra byla naméfena na spektrofotometru Agilent 8453
s kifemennou 10,00 mm kyvetou od firmy Fisher Scientific. Chromatografické
experimenty byly provedeny s HPLC gradientnim c¢erpadlem BETA 10,
UV-VIS detektorem LCD 2084.2 a degasserem DG 3014 od firmy ECOM a
dynamickou michaci komirkou od firmy KNAUER. Pouzit¢ kolony byly:
XBridge® BEH Amide 3,5 pm, 2,1x150 mm od firmy Waters s ochrannou
piedkolonkou XBridge® BEH Amide 3,5 pm VanGuard® Cartridge 2,1x5 mm
pfi pritoku 0,5 mL/min, Luna NH> 250x2 mm Sum s ochrannou ptedkolonkou
SecurityGuard™ Cartridge NH, 4x2,0 mm od firmy Phenomenex pfi priitoku
0,5 mL/min a SeQuant™ ZIC® HILIC 150x4,6 mm 3,5 um od firmy Merck pii
priatoku 0,7 mL/min. Jako reaktor pro plnéni oxidem méd’natym byla pouzita
prazdna SecurityGuard™ Cartridge 4x2,0 mm uzaviend do ochranné
piedkolonky SecurityGuard™ Guard Cartridge Kit, oboji od firmy Phenomenex.

Vsechna méteni byla provedena pii laboratorni teplot¢.

2.2. Pouzité chemikalie

Aminokyseliny glycin, L-serin, L-leucin, L-isoleucin, L-tryptofan,
L-arginin, L-methionin, L-asparagin, L-fenylalanin, L-histidin, L-alanin,
L-prolin, L-valin, L-tyrosin a L-asparagovéa kyselina byly zakoupeny jako sada
L-Amino acids od firmy Sigmy-Aldrich (St. Louis). Pro pfipravu pufri byly
pouzity octan sodny p.a. od firmy Merck (Darmstadt), hydrogenfosfore¢nan
sodny p.a., dihydrogenfosfore¢nan sodny p.a., kyselina octova (99%) a kyselina
borita p.a. od firmy PENTA (Praha), hydroxid sodny p.a., kyselina mravenci
(98%) od firmy Lach-Ner (Neratovice) a dekahydrat tetraboritanu sodného
(borax) p.a. od firmy Lachema (Brno). Pro pfipravu vzorki a pufrt byla pouZzita
deionizovand voda precisténd systémem Milli-Q Water Purification System.
Jako organicka slozka mobilni faze byl pouzit acetonitril Gradient Grade od
Fischer Chemical. Derivatiza¢ni ¢inidlo byl oxid méd’naty CuO ACS p.a. od
firmy Merck (Darmstadt).
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2.3. Postup

2.3.1. UV spektra

Vzorky pro méteni UV spekter byly pfipraveny jako 2 mmol/L roztoky
(kromé tryptofanu, ktery byl ptipraven v koncentraci 0,2 mmol/L a methioninu,
ktery byl pfipraven v koncentraci 1 mmol/L). Rozpoustédlem pro ptipravu
vzorkl byl acetonitril s 10mM octanem sodnym o pH 4 v poméru 50:50. Pro
vybér optimalni vinové délky pro detekci komplexti a porovnani absorbance
¢istych aminokyselin s komplexy s oxidem méd’natym byla zméfena UV spektra
¢istych L-aminokyselin v rozsahu vinovych délek 200-300 nm. Poté byl do
roztokd pridan v nadbytku praskovy oxid méd'naty a byly nechany reagovat po
dobu 10 minut. Roztoky byly pfefiltrovany a byla zmétena spektra vzniklych

komplexti. Jako blank bylo pouzito rozpoustédlo pouzité pro ptipravu vzorki.

2.3.2. HPLC analyza

Pro méfeni zavislosti signalu na pH pufru byly aminokyseliny pfipraveny
jako 0,5 mmol/L roztoky v 70% acetonitrilu (kromé tryptofanu, ktery byl
pfipraven v koncentraci 0,1 mmol/L a argininu, ktery byl pfipraven v 50%
acetonitrilu v koncentraci 3 mmol/L). Zavislost signalu na pH jsem méfila pii
isokratické eluci pfi pritoku 0,5 mL/min s mobilni fazi acetonitril:10mM pufr
(70:30, v/v) postupné s pufry o pH 3-10. Pouzité pufry byly mravencan sodny
(pH 3), octan sodny (pH 4 a 5), citronan sodny (pH 6), dihydrogenfosfore¢nan
sodny (pH 7), hydrogenfosforecnan sodny (pH 8) a boritan sodny (pH 9 a 10).
Pii kazdé zmén€ pufru byla kolona promyta acetonitrilem s Cistou
deionizovanou vodou v poméru 30:70.

Kalibra¢ni zavislost ploch i vySek pikG jednotlivych aminokyselin
s derivatizaci i bez jsem meéfila za stejnych podminek, ale pouze s octanovym
pufrem o pH 4. Cisté aminokyseliny byly detekovany pfi 210 nm a komplexy
vzniklé derivatizaci oxidem méd’natym pti 230 nm.

VSechna méfeni jsem provedla v tripletu. Plochy a vysky pikd byly

odecitany softwarem Clarity (verze 2.6.6) od DataApexu.
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2.3.3. Postkolonova derivatizace
Nejdiive byla cartidge do ochranné predkolonky oteviena a vycisténa od
puvodni ndplné. Poté byla ru¢né naplnéna praskovym oxidem méd’natym a opét

uzaviena. VSechny experimenty byly provadény s naplni 20 mg praskového

@0 @

A B C

oxidu méd’natého.

Obrazek 6 Cartridge pouzita pro plnéni oxidem meédnatym: A — cela, tak jak
byla zakoupena, B — s odstranénym hornim prstencem, C — s odstranénou

membranou. Pod membranou se nachazi otvor drive naplnény stacionarni fazi.

19



3. Vysledky a diskuze

Protoze se jednotlivé proteogenni aminokyseliny zéasadné 1i§i svymi
vlastnostmi, experimenty byly provadény s osmi zvolenymi aminokyselinami
zastupujicimi  kazdou podskupinu proteogennich aminokyselin. Tyto
aminokyseliny jsou: glycin, leucin (alifatické), serin (hydroxylové), tryptofan
(aromatické), methionin (obsahujici siru), asparagin (amidy), arginin (baze) a

kyselina asparagova (kyseliny), pro strukturni vzorce viz obrazek 7.

O 0 0
0] HsC H
2 OH CHs NHa NH, N 2

Glycin Leucin Methionin Tryptofan
o Q 0 0 NH o
\H/\l)J\OH HzNwLOH HO/\KU\OH HENJLN/\/YLOH
O NHp 0 NH, NH, H NH,
Kyselina asparagova Asparagin Serin Arginin

Obrazek 7 Vybrané proteogenni aminokyseliny. Prevzato a upraveno z [53].

3.1. Volba stacionarni faze

Nejprve bylo tieba porovnat jednotlivé typy stacionarnich fazi pouzivanych
v HILIC modu z hlediska vhodnosti pro dalsi experimenty s aminokyselinami.
K dispozici byly kolony s aminopropylovou, amidovou a sulfobetainovou
stacionarni fazi zastupujici kazdy typ stacionarni faze pro HILIC separace, viz
uvod, str. 13.

Cilem této komparace bylo vybrat kolonu, na které Ize vSechny vybrané
aminokyseliny bez problémi analyzovat, tzn. eluuji v ¢ase pod 20 minut a piky
nejsou vyrazné rozmyté ani deformované. Pro srovnéni jsem na kazdé koloné
nadavkovala postupné¢ osm vybranych aminokyselin. Méfeni jsem provadéla
1sokraticky s mobilni fazi acetonitril: 10 mM octanovy pufr o pH 4,0 (80:20, v/v).

Vysledky méfeni jsou shrnuty v tabulce 1, str. 21.
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Tabulka 1 Srovnani kolon pri izokratické eluci osmi vybranych
aminokyselin. Mereno v pomeéru 80:20 ACN: 10mM sodno-octanovy pufr pH 4, 0.
Pouzité kolony jsou Xbridge® BEH Amide 150x2,1 mm 1,5 um, Luna —NH.
250x2 mm Sum a ZIC® HILIC 150x4,6 mm 3,5 um (sulfobetain,).

AMK b (min)

sulfobetain  aminopropyl amid
Glycin 17,3 8,8 3.8
Leucin 5,3 3,7 1,9
Serin 18.4 10,1 4.4
Tryptofan 53 3,8 1,7
Arginin - 1,6 9,9*
Kyselina asparagova - - 3,2
Asparagin 18,5 9,3 4,6
Methionin 6,3 43 2.1

*retencni cas argininu na amidové koloné je pri mobilni fazi acetonitril: 10

mM pufr (70:30, v/v)

Z méfeni vyplyva, ze zwitteriontova kolona ZIC®-HILIC je pii danych
podminkach nevhodnd, protoze dochazi k silnému zadrzovani velmi polarnich
aminokyselin, tj. argininu a kyseliny asparagové. Dalsi experimenty potvrdily,
ze keluci zminénych aminokyselin dochazi aZ pfi navySeni vodné slozky
mobilni faze na 80 % a v takovych podminkach se nejednd o separaci v modu
HILIC, navic jsou piky silné nesymetrické a rozmyté. Vzhledem ke
zwitteriontové povaze stacionarni faze zfejmée dochazi k elektrostatické interakci
s nabitymi aminokyselinami (celkovy néboj pii pH 4 je -1 u aspartatu a +1 u
argininu). Tato stacionarni faze je pro dalSi méfeni v danych podminkach
nevhodnd k analyze bazickych a kyselych proteogennich aminokyselin.

Obdobny problém nastal i u aminopropylové staciondrni fdze u kolony
Luna —NH». Tato kolona uz byla pouzita pro ¢asteCnou separaci vSech
proteogennich aminokyselin ve spojeni s hmotnostni detekci [54], ale pfii
zasaditém pH. Pfi pH 4 byla u této kolony =z hlediska pfiliSné retence
problematicka kyselina asparagova, u které ani sniZzeni podilu organické slozky

na 30 % nepomohlo a stale se trvale zadrzovala na koloné. Domnivam se, Ze
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vzhledem k celkovému néaboji -1 kyseliny asparagové a protonaci aminové
skupiny stacionarni faze v prosttedi o pH 4 zde také dochédzi k silné
elektrostatické interakci. Ostatni aminokyseliny eluovaly bez problémi. Z toho
vyplyva, Ze tato kolona je za danych podminek vhodnd pro experimenty s
vybranymi aminokyselinami s vyjimkou kyseliny asparagové.

Posledni testovanou kolonou byla amidova staciondrni faze v koloné
Xbridge® — BEH amide. Stejny typ stacionarni faze byl pouZit pii Gspé$né
separaci 18 proteogennich aminokyselin na zékladni linii na UHPLC pfi pH 3,2
[21]. Amidova stacionarni faze jako jedina z testovanych je sice siln¢ polarni,
ale nenese zadny néboj. Jak uz bylo feceno, aminokyseliny se od sebe velmi 1isi
a ty, které krom¢ zwitteriontu aminové a karboxylové skupiny nesou dalsi naboj
mohou tvofit silné elektrostatické interakce se stacionarnimi fazemi, které také
nesou naboj. Tim dochazi k silnému zadrzovéani analytl, podobné jako u
iontové-vymeénné chromatografie. U amidové kolony k tomuto jevu nedochazi,
ale ptesto je dostatecné polarni, aby umoznila vznik vodného filmu.

Na této koloné eluovaly aminokyseliny v souladu s pozadavky na dalsi
experimenty s vyjimkou argininu, u kterého bylo tteba zvysit podil vodné slozky
mobilni faze na 30 %, aby se jeho reten¢ni ¢as snizil pod 20 minut. Kolonu
Xbridge® BEH Amide 150x2,1 mm 1,5 um jsem se rozhodla pouZit pro dalgi
experimenty a jako mobilni fazi jsem zvolila acetonitril: 10mM octan sodny pH

4,0 (70:30, v/v).

3.2. UV spektra

Pro ovéfeni, Ze reakci aminokyselin s oxidem médnatym v kyselém
prostfedi dochazi ke vzniku komplexii byla zmétena spektra roztoku Cistych
aminokyselin a poté spektra komplext vzniklych reakci s oxidem méd’natym.
Zaroven byla tato spektra pouZzita pro vybér optimalni vlnové délky pro dalsi
experimenty. Spektra cistych aminokyselin a jejich komplexi jsou pro
piehlednost rozdélena na dvé skupiny. Prvni skupinou jsou ty, které Cisté pii
210 nm absorbuji slabé, tj. glycin, leucin, serin, asparagin, aspartat a arginin
(obrazek 8, str. 23). Druhd skupina jsou aminokyseliny, které samy o sobé

vyrazné¢ absorbuji pfi 210 1230 nm, tj. methionin a tryptofan (obrazek 9, str. 24).
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Obrazek 8 Srovnani UV spekter Cistych aminokyselin (---) a jejich komplexii

s médnatymi kationty (—). Roztoky aminokyselin byly pripraveny v koncentraci

3 mmol-dm™ v rozpoustédle acetonitril:10Mm octanovy pufi o pH 4 (50:50, v/v).
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Obrazek 9 Srovnani UV spekter Cistych aminokyselin (---) a jejich komplexii
s médnatymi kationty (—). Roztoky aminokyselin byly pripraveny v koncentraci
0,2 mmol-dm> pro tryptofan a 1 mmol-dm™ pro methionin v rozpoustédle

acetonitril: 10mM pufr o pH 4 (50:50, v/v).

U glycinu, leucin, serinu, asparaginu, kyseliny asparagové a argininu je na
prvni pohled ziejmé, ze derivatizace oxidem médnatym probéhla a vzniklé
komplexy siln€ absorbuji v oblasti 230-240 nm.

U zbyvajicich dvou aminokyselin, pfedev§im u tryptofanu uz vysledek neni
tak o¢ividny. Jak je patrné, nejenze se Cisty tryptofan vyznacuje silnou absorpci
pfi 210 nm, ale ma i dulezité absorpéni maximum pii 280 nm, které se bézné
pouziva pro stanoveni Cistoty a obsahu bilkovin. Derivatizaci se absorbance
v oblasti kolem 230 nm zvysila, ale relativné jen velmi malo ve srovnani s ¢istou
aminokyselinou — tryptofan s oxidem médnatym sice tvoii komplexy, ale
zvySeni signalu je oproti ostatnim aminokyselindAm nejmensi. Pfesto je jeho
signal ze vSech aminokyselin nejsilngjsi pfi 210 1 230 nm.

Methionin sdm o sobé¢ neabsorbuje pii 210 nm tak silné jako tryptofan. Opé&t
je vidét zvyseni absorpce kolem 230-240 nm, pfesto je ze spektra patrné, zZe ani
u n&j nebude mit derivatizace oxidem méd’natym tak vyznamny vliv na zvySeni
signalu jako u prvnich Sesti aminokyselin.

Ze spekter aminokyselin a jejich komplext je ziejmé, Ze optimalni vinova
délka pro detekci vznikajicich komplext se pohybuje kolem 230 nm. Pro leucin,

serin a arginin je absorpcni maximum pii 236 nebo 237 nm. Naproti tomu u
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methioninu, kyseliny asparagové a tryptofanu absorbance klesa pti vinové délce
vetsi nez 230 nm. Glycin poskytuje nejvetsi signal prave pii 230 nm. Vzhledem
k tomu, Ze posledni asparagin ma pti 230 a 236 nm piiblizné stejnou absorbanci,
byla pro dalsi experimenty vybrana vinova délka detekce 230 nm, ktera se pro

detekci komplexti jiz pouzivala diive [51].

3.3. Zavislost signalu na pH

Pti zvolené vinové délce 230 nm a s mobilni fazi acetonitril:10mM pufr
(70:30, v/v) byl dale zkousen vliv pH na signal aminokyselin s postkolonovou
derivatizaci. Opét jsou pro piehlednost vysledky rozdéleny podle trendu
zavislosti na pH na tryptofan, jehoz zavislost signalu na pH se zcela 1isi od
ostatnich aminokyselin (viz obrazek 10), aminokyseliny s optimalnim pH 4, a
aminokyseliny s optimdlnim pH 5. Signal je vyjadfen jako plocha piku

s jednotkou voltsekunda.

0 T T T T T T
3 45 6 7 8 910
pH
Obrazek 10 Zavislost signadlu tryptofanu s post-kolonovou derivatizaci

oxidem médnatym na pH mobilni faze. UV detekce pri 230 nm.

Zvlastnosti tryptofanu je pribéh zavislosti velikosti piku na pH pufru.
Maximalni odezva je pfi pH 10, nejzasaditéj$im z vyzkouSenych pH. Tvorba
komplexii aminokyselin s méd’natymi kationty probihd vyménou za proton, a to
by mohlo byt pfi¢inou zvySeni odezvy v zasaditém prostredi. Nicméné to by se
projevilo 1 u ostatnich aminokyselin, u kterych je derivatizace ucinngjsi. Pro

ujisténi, Ze je tento jev zplsoben samotnym tryptofanem, a ne vznikajicimi
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komplexy, byla proméfena zavislost signalu Cistého tryptofanu na pH pii

2,5 4 p
5 1F_"__"_‘(',#f'”’f'///'//)

1,5 1

230 nm, viz obrazek 11.

A (V:s)

0,5

0 T T T T T T
3 4 5 6 7 8 9 10
pH
Obrazek 11 Zavislost signadlu cistého tryptofanu na pH mobilni faze. UV

detekce pri 230 nm.

Z grafu vyplyva, ze v zésaditém prostiedi se zvySuje absorbance i ¢istého
tryptofanu pii 230 nm. V dostupné literatuie byl nalezen ¢ldnek o zménach
spekter aminokyselin v zavislosti na pH, ze kterého vyplyva, ze spektrum
tryptofanu se v zasaditém prostiedi posouva smeérem k vysSim vinovym délkam
[55]. Pro kontrolu bylo proméfeno spektrum ¢istého tryptofanu v pH 4, 7 a 10,

viz obrazek 12.

3,0

2,5

2,0

- 1,5

1,0

0,5

0,0 ‘ T . \ . ‘ .
210 230 250 270 290
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Obrazek 12 Viiv pH rozpoustédla na UV spektrum Ccisteho tryptofanu.
Mereno pii pH 4 (), pH 7 (- - -) a pH 10 (—).
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Ze spekter je jasné, ze unikatni prubéh zavislosti signalu na pH pfi
zasaditych pH je u tryptofanu dan samotnou ¢istou aminokyselinou a nema nic
spolecného s derivatizaci oxidem méd’natym.

Zavislost signalu na pH vykazuje u vétSiny ostatnich aminokyselin obdobny

priabéh — maximum je pfi kyselém pH, nejcastéji pH 4, viz obrazek 13:

Obrazek 13 Zavislost signalu aminokyselin s postkolonovou derivatizaci na
pH mobilni faze. V grafu je vynesena zavislost pro glycin (# ), leucin (A), serin

(®), asparagin (X) a arginin (m). UV detekce pri 230 nm.

Jak jiz bylo zminéno v teoretickém uvodu, trend zvySovani signalu
v kyselém prostfedi je dan vznikem komplexd 1:1, kdy kazdd molekula
aminokyseliny tvoii komplex s jednim méd’natym kationtem. Pti zvySeni pH se
zvySuje preference vzniku komplexd v poméru 1:2 a v disledku toho se
absorbance sniZuje. Vyjimkou jsou tryptofan, methionin a kyselina asparagova,
viz obrazek 14, str. 28.

U methioninu a kyseliny asparagové je trend zavislosti na pH obdobny jako
u zminénych aminokyselin, pouze maji optimum pii pH 5. U tryptofanu je trend
zcela atypicky a optimum je pti pH 10. Signél tryptofanu je ale pfesto pfi vSech
testovanych pH tadové vyssi nez signdl ostatnich aminokyselin. Proto neni

nezbytné pii vybéru optimalniho pH pro detekci vSech aminokyselin brat

27



optimalni pH detekce tryptofanu v potaz. U kyseliny asparagové a methioninu,
u kterych je pro detekci optimalni pH 5 ma zména pH mnohem vétsi vliv na
celkovy signal, viz obrazek 14. Pfestoze ubytek signdlu pii piechodu z pH 5 na
pH 4 neni pfedevSim u kyseliny asparagové zanedbatelny, rozhodla jsem se
v ramci kompromisu déle pracovat s pH 4, které je optimalni pro pét z osmi

analyzovanych aminokyselin.

pH
Obrazek 14 Zavislost signalu aminokyselin s postkolonovou derivatizaci na

pH mobilni faze. V grafu je vynesena zavislost pro aspartdt (% ) a methionin

(a). UV detekce pri 230 nm.

3.4. Vliv derivatizace na zvyseni citlivosti detekce

Pro srovnani u¢innosti detekce bez derivatizace, resp. s derivatizaci oxidem
méd’natym byla prométfena kalibrac¢ni zévislosti vSech osmi aminokyselin bez
zapojeni reaktoru pii 210 nm, resp. se zapojenim reaktoru pfi 230 nm a vynesena
do grafu. Vlnova délka 210 nm pro €isté aminokyseliny byla zvolena, protoZze je
to nejmensi pouzitelna vinova délka vzhledem k absorpéni hrané pouZit¢ho
pufru, tj. 210 nm pro 10mM octan sodny [56].

Vzhledem k vét§imu mnozstvi a podobnosti ziskanych dat je v nésledujici
kapitole diskutovan pouze serin, u kterého doslo k nejvétsimu zvySeni citlivosti,
methionin, u kterého bylo zvySeni citlivosti nejmensi a tryptofan, u kterého jako
jediného doslo ke sniZenti citlivosti, viz obrazek 15, str. 29. Pro vysledky zbylych
aminokyselin viz obrazek 21 a 22, str. 45-46. Pro souhrnné udaje vSech

aminokyselin, viz tabulka 2, str. 30.
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Obrazek 15 Viiv derivatizace oxidem mednatym na signal aminokyselin
serinu (nahore), methioninu (uprostied) a tryptofanu (dole). V grafech je
zobrazena kalibracni zavislost bez derivatizace s detekci pri 210 nm (0) a

s derivatizact s detekci pri 230 nm (e).
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Tabulka 2 Srovnani smérnice kalibracni zavislosti plochy piku na

koncentraci bez derivatizace pri 210 nm a s derivatizact pri 230 nm.

bez derivatizace s derivatizaci
AMK 2 g B . zvySeni citlivosti
k(Vs-dm” mmol™) k((Vs-dm” mmol™)
glycin 0,2784 5,836 20,96
leucin 0,3416 8,969 26,25
serin 0,2665 9,018 33,84
arginin 0,2797 5,133 18,35
asparagin 0,8507 9,736 11,44
aspartat 0,5409 4,181 7,729
tryptofan 49,09 13,70 0,3178
methionin 3,406 7.839 2,301

U serinu se pouzitim post-kolonové derivatizace zvysila citlivost témeér
34krat, tedy fadove. U methioninu se citlivost zvysila podstatné mén¢, nicméné
hlavnim problémem detekce pii vinové délce 210 nm je mnozstvi interferujicich
latek. V této oblasti spektra absorbuji napt. vSechny pufry na bazi organickych
kyselin i zékladni rozpoustédlo pro HILIC — acetonitril. Pfestoze ve srovnani
s kalibracni pfimkou cistého methioninu doslo sice jen k malému zvySeni
citlivosti, mé uZziti oxidu méd’natého i u methioninu vyznam. Pouziti derivatizace
umoziuje detekci pii 230 nm namisto 210 nm a tim se sniZuje moznost
interferenci a Sum na zakladni linii, coz ma za nasledek dalsi sniZzeni hodnot
meze detekce a kvantifikace. U tryptofanu se citlivost sniZila, ale jedna se pouze
o disledek posunuti vinoveé délky detekce do oblasti, kde tryptofan daleko méné
absorbuje, viz obrazek 9, str. 24. Rozdil mezi absorbanci pfi 210 a 230 nm je tak
velky, Ze ani narust signalu vlivem derivatizace ho nepokryje.

Ze zobrazenych grafl vyplyva, ze derivatizace oxidem méd’natym poskytuje
signal linearné tmérny koncentraci analytu, ale pouze v ur¢itém koncentraénim
rozsahu. U koncentrovanych vzorkfl (3 mmol-dm™) je u viech aminokyselin
s vyjimkou tryptofanu na prvni pohled patrné, Ze odezva neni v souladu
s ptimkou zavislosti, ale Ze je vyrazné mensi. Pfi vysokych koncentracich
aminokyselin tedy nejspiSe mulze dojit k lokdlnimu ,,nasyceni povrchu

praskového oxidu méd’natého a ¢ast analytu je vymyta diive nez staci reagovat.
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Tento problém by mohl byt odstranén pouzitim vétStho mnozstvi oxidu
médnatého, nicméné to s sebou nese nevyhody, které budou diskutovany dale.
U tryptofanu je kalibracni zavislost pfi nejvyssi méfené koncentraci nejméné
zakiivena, protoze u této aminokyseliny ma derivatizace oxidem médnatym
maly vliv na vyslednou absorbanci, jak uz bylo diskutovano drive.
Postkolonova on-line derivatizace oxidem meédnatym ftadové zlepsila
odezvu Sesti z osmi aminokyselin ve srovnani s detekci Cistych latek. Pomoci
namétenych kalibra¢nich ptimek pro vysky pikt a obalky Sumu na zakladni linii
byla vypocitana mez detekce pro vSech osm aminokyselin s a bez derivatizace.

Pro souhrnné vysledky viz tabulka 3:

Tabulka 3 Mez detekce (LOD) pro vybrané aminokyseliny. Hodnoty Sumu
na zakladni linii pouzité pro vypocet byly 0,6932 mV pro 210 nm bez
derivatizace a 0,3606 mV pro 230 nm s derivatizaci. Smérnice kalibracni primky

pro visky pikii je znacena m.

bez derivatizace s derivatizaci
AMK m LOD m LOD
(mV-dm 3-mmol'1) ( umol -dm 2) (mV-dm L mmol '1) ( umol -dm '3)

glycin 16,56 125,6 284.8 3,798
leucin 24,94 83,39 636,1 1,701
serin 18,62 111,7 3642 2,970
arginin 7,524 276,4 95,58 11,32
asparagin 49.6 41,95 375.5 2,881
aspartat 38,49 54,04 3453 3,133
tryptofan 4480 0,4642 1036 1,044
methionin 313.,8 6,628 507.6 2,131

3.5. Vliv oxidu méd’natého na retencni ¢as a tvar piku

V pribehu analyz jsem zjistila, Ze tvar piku aminokyselin se se zapojenou
kolonkou s oxidem médnatym zhorSuje — piky se rozSifuji a chvostuji. Pro
objasnéni, jakym zplisobem pfidand soucastka ovliviiuje praci systému jsem se
rozhodla provést srovnavaci meéfeni. Pro tyto experimenty jsem zvolila

tryptofan, ktery mél pro tento ti€el vhodné vlastnosti:
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e je nejvice absorbujici aminokyselinou v UV oblasti

e s oxidem méd’natym reaguje nejméné z proteogennich aminokyselin

e Ize ho dobfe detekovat pti 280 nm (vznikajici komplexy detekci v této

vlnové délce neovliviiuji)

Prvni domnénka byla, Ze rozSifovani piku mize byt zptisobeno zapojenim
kolonky, kterd nejenze vnasi do systému mimokolonovy objem, ale vnasi ho
navic za kolonu. Tim zpisobuje prodlouzeni cesty z kolony k detektoru a
rozmyti zony analytu podélnou difuzi. Pro objasnéni vlivu kolonky bylo
provedeno stejné méieni se zapojenou prazdnou kolonkou a bez zapojené

kolonky, viz obrazek 16.
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Obrazek 16 Srovnani viivu zapojeni kolonky na oxid médnaty za kolonu na
tvar piku tryptofanu. Zobrazen je chromatogram bez zapojené kolonky (—) a se
zapojenou prdzdnou kolonkou (- - -). Méreno pri isokratické eluci s mobilni fazi

acetonitril: 10 mM pufr pH 4 (85:15, v/v).

Jak je patrné z obrazku, zapojeni prazdné kolonky, mé urcity vliv na tvar
piku, ale ne tak zasadni, jaky byl pozorovan. Deformaci piku tedy miize
zpiisobovat bud’ nerovnomérné ru¢ni plnéni kolonky nebo samotny oxid
médnaty. Pro vylouceni prvni moZnosti byl experiment zopakovan s originalni

naplni do ochranné piedkolonky plnénou vyrobcem kolony a poté pro srovnani
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s kolonkou, kterd byla ru¢né naplnéna stejnou staciondrni fazi. Zptsob plnéni

nem¢l na vysledek zadny vliv, viz obrazek 17, str. 33.
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Obrazek 17 Srovnani viivu plnéni kolonky na tvar piku tryptofanu.
Zobrazen je chromatogram se zakoupenou ndplni (—) a rucné plnénou kolonkou
(- - -). Méreno pri isokratické eluci s mobilni fazi acetonitril: 10 mM pufr pH 4
(85:15, v/v).

Je ztejmé, ze chvostovani pikli nezpisobuje ani pfidany mimokolonovy
objem ani nerovnomérné ruéni plnéni zapojené kolonky. Posledni moznosti je
vliv oxidu médnatého. Pro potvrzeni byl porovndn vliv kolonky pln¢ a
z poloviny naplnéné, pro vysledky viz obrazek 18, str. 34.

Domnivam se, ze chvostovani piku je dusledek pfitomnosti oxidu
médnatého, ktery zde funguje nejen jako derivatizacni €inidlo, ale také jako
obdoba stacionarni faze, na které dochazi k retenci aminokyselin, resp.
komplexti aminokyselin.

Z vysledkl experimentt je jasné, ze oxid méd’naty zpisobuje chvostovani
piki. Tim zhorSuje uplatnéni této metody detekce pro separacni analyzu, kdy je
tieba rozdélit analyty na zakladni linii, coZ je vzhledem ke zvétSeni Sitky piku
mnohem obtiZzngj$i. Pfi pouziti menSiho mnozstvi oxidu médnatého je sice
deformace piku mensi, ale zaroven se tim snizuje signal analytli, protoze se

snizuje 1 dostupnost oxidu mé&d’natého pro tvorbu komplexd.
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Obrazek 18 Viiv mnozZstvi pouzitého oxidu médnatého na tvar piku
tryptofanu. Srovnani vlivu plnéni kolonky na tvar piku tryptofanu. Zobrazen je
chromatogram naméren s prazdnou kolonkou (—), s 10 mg CuO (- - -) a s 20

mg CuO (--*). Mereno pri isokratickeé eluci s mobilni fazi acetonitril: 10 mM pufr

pH 4 (85:15, v/v).

3.6. Aplikace post-kolonové derivatizace pri separaci

aminokyselin

3.6.1. Jednoduché aminokyseliny

Pro ilustraci U€innosti derivatizace oxidem médnatym byly separovany
jednoduché proteogenni aminokyseliny glycin, leucin, isoleucin, alanin, valin a
prolin. Separace byla provedena gradientovou eluci na koloné Luna -NH>, ktera
byla jednou z porovnavanych stacionarnich fazi pro analyzu aminokyselin, viz
str. 21. Jedna se v sou€asnosti o0 nejpouzivanéjsi typ staciondrni faze pro HILIC
chromatografii.

Aminokyseliny byly analyzovadny nejprve pouze s detekci Cistych
aminokyselin pfi 210 nm a poté s post-kolonovou derivatizaci oxidem
méd’natym a detekci pii vinové délce 230 nm. Pro dosazeni separace na zakladni

linii byla pouZita gradientova eluce, viz tabulka 4, str. 35. Pro chromatogramy

viz obrazek 19, str. 35.

34



Tabulka 4 Program gradientové eluce pro separaci jednoduchych

aminokyselin. Slozka mobilni faze A je 100% acetonitril, slozka B je 10mM octan

sodny pH 4.
cas (min)  podil sloZky A (%) podil slozky B (%)
0 90 10
2 90 10
16 55 45

S (mV)

OI2I4I6I810I12I14I16
¢ (min)

Obrazek 19 Srovnani chromatogramu jednoduchych proteogennich
aminokyselin bez derivatizace s detekci pri 210 nm (nahore) a s post-kolonovou
derivatizaci oxidem médnatym s detekci pri 230 nm (dole). Separované
aminokyseliny jsou leucin (1), izoleucin (2), valin (3), prolin (4), alanin (5) a

glycin (6). Koncentrace aminokyselin byla 0,5 mmol-dm™.

Jak je patrné z chromatogrami, pouZiti post-kolonové derivatizace znacné
zlepsilo detekci jednoduchych aminokyselin. Posunem vinové délky detekce
z210 na 230 nm se snizily prudké vykyvy pozadi, tedy drift zdkladni linie,

zpusobené pouzitym gradientem. Derivatizaci oxidem médnatym a zvySenim
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vlnové délky detekce se nejenze snizil Sum pozadi, ale znacné se stabilizovala

zékladni linie a tim 1 zlepSilo odecitani pika.

3.6.2. Aromatické aminokyseliny

JiZ v ivodu bylo zminéno, ze aromatické aminokyseliny je mozné detekovat
pti vlnové délce jejich maxima, viz str. 11. Tyto aminokyseliny samy o sob¢
absorbuji i pfi 230 nm a vliv oxidu méd'natého na jejich signal je tak mnohem
mensi, nez napi. u alifatickych aminokyselin. Pro ukézku byla provedena
analyza smési aromatickych aminokyselin, tj. fenylalaninu, tyrosinu, histidinu a
tryptofanu nejdiive bez derivatizace s detekci pii 210 a 280 nm a poté
s derivatizaci oxidem méd’natym s detekci pfi 230 nm. Pro separaci byla pouzita

gradientova eluce, viz tabulka 5, str. 37. Pro chromatogramy viz obrazek 20.
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Obrazek 20 Srovnani chromatogramu aromatickych proteogennich
aminokyselin bez derivatizace s detekci pri 210 nm (nahore) a 280 nm
(uprostied) a s post-kolonovou derivatizaci oxidem médnatym s detekci pri
230 nm (dole). Separované aminokyseliny jsou fenylalanin (1), tryptofan (2),
tyrosin (3) a histidin (4). Koncentrace aminokyselin byla 0,2 mmol-dm™.
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Z chromatogramu vyplyva, ze aromatické aminokyseliny samy o sobé velmi
siln¢ absorbuji pfi 210 nm a jejich detekce pfi této vlnové délce se jevi jako
nejlepsi. Nicméné zékladni linie je opét silné nerovnd vlivem pouzitého
gradientu. Pii 280 nm tento problém se zakladni linii nepozorujeme, ale piky
fenylalaninu a histidinu jsou nepomérné mensi oproti pikim tryptofanu a
tyrosinu, protoze pii této vlnové délce malo absorbuji. Pfi 230 nm je rovna
zakladni linie a lze snadno odecist vSechny ¢tyfi piky. Prestoze je odezva
aromatickych aminokyselin vétsi pii 210 nm, Ize je bez problému detekovat 1 pii

230 nm.

Tabulka 5 Program gradientu pro separaci aromatickych aminokyselin.

Slozka mobilni faze A je 100% acetonitril, slozka B je 10mM octan sodny pH 4.

cas (min)  podil sloZky A (%) podil slozky B (%)
0 90 10
15 52,5 47,5
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4. Zavér

V této praci se podafilo prostudovat postkolonovou derivatizaci vybranych
aminokyselin zastupujicich vSechny typy proteogennich aminokyselin. Zjistila
jsem, Ze pro derivatizaci je vhodné pH 4 a pfi tomto pH jsem porovnala citlivost
této metody s detekci Cistych aminokyselin. U v§ech aminokyselin s vyjimkou
tryptofanu se derivatizaci zvysila citlivost (u péti z osmi fadove) a snizila mez
detekce. Ov¢fila jsem, ze post-kolonovou derivatizaci oxidem médnatym lze
provadét v podminkach HILIC separace, kterd je v souCasnosti pro analyzu

volnych aminokyselin bez pfedchozi derivatizace zasadni.
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Obrazek 21 Vliv derivatizace oxidem médnatym na signal aminokyselin
leucinu (nahove) a argininu (dole). V grafech je zobrazena kalibracni zavislost

bez derivatizace s detekci pri 210 nm (0) a s derivatizaci s detekci pri 230 nm

(o).
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Obrazek 22 Vliv derivatizace oxidem médnatym na signal aminokyselin

glycinu (nahove), asparaginu (uprostred) a aspartdatu (dole). V grafech je

zobrazena kalibracni zavislost bez derivatizace s detekci pri 210 nm (0) a

s derivatizaci s detekci pri 230 nm (e)
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