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Abstrakt

Tato diplomové prace je zaméfena na nalezeni optimalnich podminek pro chiralni
separace nov¢ syntetizovanych aminokyselin pomoci metody vysokoucinné
kapalinové chromatografie. Soubor studovanych latek obsahuje Ctyii N-blokované
derivaty D,L-Fenylalaninu, tfi N-neblokované derivaty D,L-Fenylalaninu, D,L-
Fenylalanin, jeden methylovany derivat D,L-Tyrosinu a D,L-Tyrosin. Pro analyzu
byly pouzity dva separa¢ni mody — reverzni mdd a polarné-organicky mod na dvou
chromatografickych kolonach — Chirobiotic® T a Chirobiotic® T2, jejichZ stacionarni
faze jsou tvofeny makrocyklickym antibiotikem teikoplaninem vazanym na
silikagelovy nosic.

V reverznim médu na kolon& Chirobiotic® T byla pouZita mobilni faze sloZena
z methanolu a octanového pufru. Jako nejvhodnégjsi koncentrace a pH octanového
pufru se ukazala koncentrace 20 mM a pH 4,00. Ze souboru deseti studovanych
enantiomert se pii vySe uvedenych podminkach podafilo nalézt optimalni podminky
pro osm z nich. Polarnd-organicky mod na kolon& Chirobiotic® T byl vhodny pouze
pro tfi N-blokované derivaty D,L-Fenylalaninu pfi pouziti mobilni faze sloZené
z methanolu s malymi ptidavky triethylaminu a kyseliny octové.

Kolona Chirobiotic® T2 pii pouziti reverzniho médu nebyla piili§ vhodna pro
separaci dané¢ho souboru latek. DosSlo zde pouze k Castecné separaci derivatu D,L-
Tyrosinu, jednoho N-neblokovaného derivatu D,L-Fenylalaninu a k Gplné separaci
D,L-Tyrosinu. V polarné-organickém modu na této kolon€ doslo K nalezeni
optimalnich podminek enantioseparace vSech N-neblokovanych derivatd D,L-
Fenylalaninu, D,L-Tyrosinu a k ¢astecné separaci methylovaného derivatu D,L-

Tyrosinu.

Klicova slova: chirdlni separace, chirdlni stacionarni faze, aminokyseliny, HPLC,
teikoplanin



Abstract

The aim of this work was to develop and to optimize HPLC method for
enantioseparation of newly synthesized derivatives of amino acids. The set of these
analytes contained four N-blocked derivatives of D,L-Phenylalanine, three N-unblocked
derivatives of D,L-Phenylalanine, , one methylated derivative of D,L-Tyrosine and D,L-
Tyrosine. Two separation modes i.e. reversed phase and polar-organic modes and two
columns i.e. Chirobiotic® T and Chirobiotic® T2 were used. Chiral stationary phases of
these columns were composed of macrocyclic antibiotic teicoplanin coated on silica gel
support.

As mobile phases in revesed phase mode, methanol and acetate buffer were used
with Chirobiotic® T column. The most suitable concentration were 20 mM and the most
suitable pH value were 4.00. Under the above mentioned conditions eight analytes of
ten were separated and the optimal conditions were found. Polar-organic mode and
Chirobiotic® T column were suitable only for enantioseparation of three N-blocked
derivatives of D,L-Phenylalanine. Mobile phases were composed of methanol with
small additions of triethylamine and acetic acid.

Chirobiotic® T2 column in reversed phase mode was not suitable for tested set of
analytes. Only partial separation of D,L-Tyrosine derivative and one N-unblocked D,L-
Phenylalanine derivative and one baseline enantioseparation of D,L-Tyrosine were
obtained. On the other hand, all N-unblocked D,L-Phenylalanine derivatives, D,L-
Phenylalanine and D,L-Tyrosine were baseline separated in polar organic mode with
Chirobiotic® T2 column. Partial separation of D,L-Tyrosine derivative were also

obtained in polar organic mode.

Key words: chiral separation, chiral stationary phases, amino acids, HPLC,

teicoplanin
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Seznam pouzitych zkratek a symbolu:

Zkratka Nazev

o Selektivita
ACN Acetonitril
[a]o Specificka opticka rotace

As;, As,  Faktory asymetrie (1. a 2. eluujiciho enantiomeru)
CD Cyklodextrin

CE Kapilarni elektroforéze

CSP Chiralni stacionarni faze

p, €L Absorp¢ni koeficient praveé resp. levé slozky
EtOH Ethanol

HAC Kyselina octova

HILIC Hydrofilni interakéni chromatografie

HPLC Vysokoucinna kapalinova chromatografie
IPA 2-Propanol

ky Retencni faktor 1. eluujiciho enantiomeru

MeOH Methanol
Me-TAG Methylovany teikoplanin aglykon

MF Mobilni faze

NP Normalni separa¢ni mod
Pl Polarné-iontovy mod

PO Polarné-organicky mod
R Rozliseni

RA Ristocetin A

RP Reverzni separacni mod
T Teikoplanin

TAG Teikoplanin aglykon
TEA Triethylamin

TEAA Triethylaminooctanovy pufr
tr Retenc¢ni Cas

\Y/ Vankomycin

VAG Vankomycin aglykon




1 Uvod

Chiralni separace metodou vysokoucinné kapalinové chromatografie (HPLC) na
stacionarnich fazich tvofenych kovalentn¢ navazanymi makrocyklickymi antibiotiky na
silikagelovy nosi¢ nabyvaji stdle vétSiho vyznamu. Nejen diky mnozstvi 1éCiv,
agrochemikalii a ptisad do potravin, jez jsou komercné vyrabény jako racemické smési,
ale také diky vyvoji syntetickych a-aminokyselin a malych peptidi, dale diky
komercializaci chirdlnich stacionarnich fazi (CSP) a celkové diky potiebé dokazat
odd¢lit dané enantiomery kvuli jejich rozdilnym fyziologickym a farmakologickym
ucinkiim [1, 2, 3].

Vyhodou separacniho systému S CSP na bazi makrocyklickych antibiotik je
jednozna¢né jeho aplikovatelnost na Siroky okruh latek a jeho multimodalnost — tedy
moznosti separace v normalnim (NP), reverznim (RP), polarné-organickém (PO),
polarné-iontovém modu a v hydrofilni interakéni chromatografii (HILIC) [3, 4].

Cilem prace bylo tedy nalézt optimalni podminky pro chirdlni separace nové
syntetizovanych aminokyselin — derivati fenylalaninu a tyrosinu. Analyza byla
provadéna pomoci HPLC ve dvou separatnich moédech — RP a PO moédu. Byla
porovnavana retence a enantioseparace aminokyselin na dvou teikoplaninovych

kolonach — Chirobiotic® T a Chirobiotic® T2.



2 Teoreticka cast

2.1 Aminokyseliny

Kédované aminokyseliny jakozto slozky zivych systému patii do konfiguracni
fady L, fadime sem 20 aminokyselin. Rozdil mezi D-formou a L-formou
Vv achiralnim prostiedi spoc¢iva zejména ve stabilité, pficemz L-forma je stabilnéjsi.
Kodované aminokyseliny d€lime na esencidlni, neesencidlni a podminéné
esencialni [5, 6, 7].

D-aminokyseliny je mozné nalézt v bunécné sténé bakterii. Spolu s nékterymi L-
aminokyselinami tvoii kratké peptidové fetézce, které zesitovavaji N-
acetylglukosamin a N-acetylmuramovou kyselinu. Tyto monomery jsou zakladem
pro peptidoglykan, jez je typickym polymerem vyskytujicim se pravé v bunécné
sténé gram-negativnich i gram-pozitivnich bakterii [8].

Nékteré D-aminokyseliny hraji vyznamnou roli v bunééné signalizaci u savc,
zahrnujice i ¢loveka [9].

Aminokyseliny jako takové jsou jedny znejlépe prozkoumanych chirdlnich

slou¢enin [5, 10].

2.1.1 Nek6édované aminokyseliny

Nekoddované aminokyseliny hraji v dne$ni dobé vyznamnou roli. Jsou dilezitym
nastrojem pifi vyzkumu a vyvoji novych léciv. Jejich strukturdlni a funkéni
rozmanitost dava moznosti jejich vyuziti jako chiralnich stavebnich bloki a
molekularniho leseni pti konstrukei kombinatorickych knihoven [11].

Zejména syntetické a-aminokyseliny se uplatiuji ve vyzkumu peptida. p-
aminokyseliny mlZeme oznacit jako prekurzory p-laktami, slozky alkaloidi a
peptidd, kli¢ové komponenty v inhibi¢nich pochodech a v neposledni fadé stavebni
bloky dilezité v peptidomimetice [12]. Nékteré nekoédované aminokyseliny jsou
vyuzivany jako léCiva, pfikladem muze byt L-Dopa, uzivajici se ke zmirnéni
projevii Parkinsonovy choroby ¢i cykloserin jako antibiotikum U¢inné proti bakterii

Mycobacterium tuberculosis [13, 14]. Vyuziti D-fady aminokyselin nalézame napf.
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V potravinaiském primyslu, pfedev§im u hodnoceni kvality potravin (pomeér
enantiomert slozek potravin ovliviiuje jejich chut’, viini ale 1 vyzivovou hodnotu)
[5]. Vyskyt D-formy aminokyselin v zivych organizmech je vzacny, nikoliv
vyloucitelny, divodem mohou byt neobvyklé pfemény. Toxicita D-aminokyselin
neni zatim nijak prokazana, stejné tak ani jejich metabolickd draha. Zdroj téchto
laitek nachazime piedevS§im v potravé ¢i  diky degradaci bunétné stény
mikroorganizmi  [5]. Dextrotyroxin (enantiomer tyreoidalniho hormonu
levotyroxinu) se wuziva jako hypolipidemicky prostiedek. Halogenované
aminokyseliny jsou zajimavé zhlediska jejich jedine¢ného metabolizmu a
fyziologické aktivity, proto jsou uzivany jako slozky riznych antibiotickych
ptipravku [13, 15].

Zejména dulezit¢ pro jiz zminény vyzkum peptidi jsou N-blokované
aminokyseliny (i C-blokované aminokyseliny), slouzi jako prekurzory pfi syntéze
peptidt a diky N-blokaci (resp. C-blokaci) jsou rezistentni vii¢i racemizaci [16]. Po
provedeni pottebnych syntetickych kroka jsou blokujici skupiny uvolnény. NH,-
skupina aminokyselin je chranéna riznymi chemickymi strukturami. Pro pfedstavu
je maly vycet téchto skupin uveden v Tabulce 1. Dostupna literatura uvadi, ze

nejuzivanéjsi z N-chranicich skupin je terc-butyloxykarbonyl [1, 17].

Tab. 1. N-blokujici skupiny” [1]

Chemicka struktura Nazev Zkratka
R
H3CJ\\ Acetyl- Ac
0]
R
N
o) Benzoyl- Bz
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Chemicka struktura Nazev Zkratka

R
©/\ Benzyl- Bn

R

o%\o

Benzyloxykarbonyl- z

NO,
2,4-dinitrofenyl- DNP
O,N R
O HyC
3
CH
k X 3 t-Butyloxykarbonyl- BOC
R O
CHjy

“tyto skupiny jsou vazany pies R-zbytek na NH,-skupinu aminokyselin

2.2 Chiralita

Latky béZné& se vyskytujici v pfirod€ jsou chiralni a chiralita je jejich pfirozenou
vlastnosti. Vyznam slova ,,chiralni* je odvozen od feckého slova chiros — ruka. Za
chiralni objekty povazujeme ty, jeZ nejsou ztotoznitelné se svym zrcadlovym
obrazem. Chiralitu vyvolava pfitomnost uréitych strukturnich c¢asti v dané
molekule, tzv. prvku chirality [18, 19, 20].

Tyto prvky délime do tfech kategorii: 1. Chiralni centrum (centralni chiralita)

2. Chiralni osa (axidlni chiralita)
3. Chiralni rovina (plandrni chiralita)

Chiralni slouc¢eniny nemaji rovinu ani stted symetrie.

V piipad¢ existence jednoho z vySe uvedenych prvkl chirality miZzeme danou
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molekulu oznacit jako celkové chiralni. Vyskyt dvou a vice prvkl chirality miize
vyvolat vyruseni (tzv. mezoformu) a molekula chiralitu nevykazuje [19, 20].

Chiralni izomery (tzv. enantiomery) se v chirdlnim prostiedi (resp. pii interakci
s chiralnim objektem) ve svych vlastnostech lisi, zatimco v achiralnim prostiedi se
jevi jako totozné [18, 20].

Centralni chiralita je ddna pfitomnosti chiralniho atomu (napt. uhliku, siry,
fosforu) v molekule, z néhoz vystupuji ¢tyfi rizné substituenty (rtizné z hlediska
své konstituce ¢i konfigurace). Cim vice center chirality molekula obsahuje, tim
vice m4 i stereoizomerti. Plati zavislost 2", kdy n je pocet chiralnich center. Axialni
chiralitu vyvolava pfitomnost Ctyf substituentli, které nelezi v jedné roviné. Na
spojnicich dvojic substituentll pak lezi osa chirality. Planarni chiralita je vyvolana
ptitomnosti dvojice riznych substituentti, které lezi ve spole¢né roviné a dale
pritomnosti minimalné jednoho substituentu, ktery lezi mimo tuto rovinu, ale je

s danou rovinou spojeny chemickou vazbou [20].

2.3 Opticka aktivita

Optickd aktivita je schopnost staCeni roviny linearné polarizovaného svétla o
urcity experimentalni thel a. Jednim z parametrti, kterym lze identifikovat chirdlni
slouCeniny a pfedevsim jejich Cistotu, je tabelovana hodnota tzv. specificka opticka
rotace [a]p. VSechny chiralni latky by mély byt opticky aktivni. Racemicka smés,
tj. smés enantiomerti v poméru 1:1 neni opticky aktivni [20, 21].

Chiroptické metody umozniuji zkoumani chiralnich latek (zjistovani absolutnich
konfiguraci, identifikaci a analyzu). Mezi tyto metody patii metoda zvana cirkularni
dichroizmus resp. CD spektroskopie [22, 23].

Cirkularni dichroizmus je fyzikalni jev, na jehoz principu je mozné méfit
hodnoty absorp¢nich koeficientl pravé a levé cirkuldrné polarizované slozky &p a &
pristrojem zvanym dichrograf ¢i dichrometr. Pii méfeni dochazi k zaznamenavani
rozdill absorbanci cirkularné polarizovanych paprskli, které jsou stfidavé
propoustény vzorkem. Ve vyslednych kiivkach je zaznamenan pozitivni ¢i
negativni Cottonliv efekt v zavislosti na pfitomnosti pasu s pozitivnim ¢i
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negativnim maximem [21, 24, 25].

2.4 D/L izomerie

Za urcujici latku pro D/L izomerii u aminokyselin byl zvolen alanin. Jako
urcujici chirdlni uhlik oznacujeme a-uhlik, na kterém je navazana NHy-skupina.

Jde-li NHj-skupina od COOH-skupiny doleva, jedna se o L-formu, jde-li
doprava, jedna se o D-formu [26, 27].

Méné se vyskytuji tzv. -, y- a Jd-aminokyseliny, které maji NH,-skupinu
navazanou na 8-, y- ¢i d-uhliku [28].

[-aminokyseliny mohou byt soucasti nékterych peptidd, cyklopeptidl a nebo se
vyskytuji inkorporovany do sekundarnich metabolitii nékterych cyanobakterii, hub
¢i rostlin [29].

Alicyklické f-aminokyseliny nachazeji uplatnéni v mediciné zejména diky jejich
protiplisnové aktivité a jsou dale zkoumany jako nastroj pfi neurologickych

poruchach [30].

2.5 Chiralni stacionarni faze

CSP muzeme rozdélit do nékolika skupin dle typu jednotlivych chiralnich
selektorti a to: proteinové, Pirklovy, polysacharidové, cyklodextrinové, ligand-
vyménné, cyklofruktanové, korunové ethery a CSP na bazi makrocyklickych
antibiotik o nichz bude pojednano v nasledujici kapitole [31, 32].

Jako proteinové CSP se uzivaji pfirodni proteiny (napt. hoveézi sérovy albumin,
lidsky sérovy albumin, a-kysely glykoprotein), které jsou navazany na
silikagelovém nosici. Pirklovy CSP jsou malé molekuly vazané na silikagelovy
nosi¢. Délime je do tfech skupin: w-elektron donorové, n-elektron akceptorové a m-
elektron donorové/mn-elektron akceptorové [33]. Jako polysacharidové CSP
oznacCujeme ty, jez obsahuji opticky aktivni biopolymery ¢i ptirodni polysacharidy
(napt. celuldza, amyléza). Cyklodextrinové (CD) CSP jsou tvofeny cyklickymi
oligosacharidy (a-, -, y-CD, obsahujici 6, 7 a 8 glukopyranosovych jednotek) [31].

Ligand—vyménné CSP obsahuji véazany iont kovu v ligandu a enantioseparace
13



probiha diky tvorbé koordina¢nich komplexti mezi centrdlnim atomem
pirechodného kovu, chiralnim selektorem a separovanym enantiomerem. Pouzivaji
se napf. tyto inoty: Cu(ll), Zn(II) ¢i Ni(Il) [33, 34]. Priprava a pouziti
cyklofruktanovych CSP bylo poprvé publikovano vroce 2009 prof. D. W.
Armstrongem. Cyklofruktany jsou cyklické oligosacharidy slozené z f-2,1
spojenych Sesti, sedmi ¢i osmi D-fruktofuranozovych jednotek [35]. Jako korunové
ethery oznacujeme makrocyklické polyethery vazané na silikagelovém nosici.
Korunové ethery obsahuji kavitu o specifické velikosti a jsou uzivany k separaci

enantiomert, které obsahuji primarni NHp-funkéni skupinu [31, 36].

2.5.1 CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

CSP na bazi makrocyklickych antibiotik jsou Siroce uplatnitelné nejen v HPLC,
ale napt. 1 v mikro-HPLC, kapilarni elektroforéze (CE) a kapilarni
elektrochromatografii. Siroka selektivita téchto CSP mize byt pfipsana schopnosti
poskytovat rizné typy interakci. CSP na bazi makrocyklickych antibiotik mizeme
dale d¢lit do téchto skupin: ansamyciny, polypeptidy, aminoglykosidy a
glykopeptidy [37, 38, 39].

Do skupiny ansamycinti fadime rifamycin B a rifamycin SV. Tyto chiralni
selektory byly diive vyhradné uzivany k separacim metodou CE. V dnes$ni dobé
jejich uziti jako CSP pro HPLC aplikace kleslo. Mezi polypeptidové CSP fadime
thiostrepton, ktery produkuje bakterie Streptomyces azureus. K CSP na bazi
aminoglykosida patii: kanamycin, streptomycin, fradiomycin B a fradiomycin C.
Tyto CSP se v dnedni dobé¢ jiz v HPLC moc nepouzivaji, ale byly publikovany prace
S pouzitim téchto selektorti v CE [1, 39].

Jako glykopeptidové CSP oznacujeme avoparcin, ristocetin, vankomycin a
teikoplanin. Tyto CSP jsou nejvice uzivanymi chiralnimi selektory vibec a byly
objeveny a popsany Vv roce 1994 prof. D. W. Armstrongem. Jejich unikatni slozité
struktury obsahuji velké mnozstvi chirdlnich center a funkénich skupin, které
umoznuji interakCi S enantiomery skrze m-m interakci, H-vazbu, elektrostatickou a

hydrofobni interakci a sterické branéni [1, 4, 40].
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Avoparcin existuje ve dvou hlavnich formach — « a f, které se lisi vazbou vodiku,
resp. chloru na rhamnosidovém aglykonu. Je to fermenta¢ni produkt bakterie
Streptomyces candidus a neni komer¢né dostupny [1]. Ristocetin je fermentacni
produkt bakterie Nocardia lurida a je G¢inny proti gram-pozitivnim bakteriim. Jako
chiralni selektor je uzivany ve svych dvou formach A a B, které se lisi v poctu
glukozovych, manozovych, rhamnozovych a D-arabinozovych skupin v postrannich
fetézcich. Vankomycin je amfoterni glykopeptid produkovany bakteriemi
Streptomyces orientalis nebo Amycolatopsis orientalis a vyskytuje se jako smés

strukturné podobnych sloucenin [1, 32].

2.5.1.1 Teikoplanin

Teikoplanin produkuje aktinomyceta Actinoplanes teichomyceticus a jako
antibiotikum je U¢inné proti aerobnim i1 anaerobnim gram-pozitivnim bakteriim.
Glykopeptidova antibiotika, mezi ktera teikoplanin fadime, jsou schopna se vazat na
koncovou sekvenci D-Ala-D-Ala, kterou je mozné nalézt v peptidu, jez funguje jako
substrat transpeptidazové reakce pfi zesitovani polysacharidovych fetézcli v bunééné
stén€ bakterii. Timto mechanizmem se tedy pferusi syntéza bunééné stény bakterie a
burika lyzuje [41, 42].

Teikoplanin obsahuje 23 stereogennich center, 4 makrocykly, 7 aromatickych
kruhti, 3 cukerné zbytky a 1 hydrofobni fetézec. Na Obrazku 1 je znazornéna
struktura teikoplaninu [1, 39, 43].

Kromé teikoplaninové CSP se v dnesni dobé uziva T2 CSP. Rozdilem je vyssi
pokryti silikagelu chirdlnim selektorem u T2 CSP s cilem zisku vyssi stereoselektivni
interakce s analyty. U komerén¢ dodavanych kolon dale nachdzime rozdilné
vlastnosti silikagelu, na ktery je teikoplanin navazany. Pro T CSP se uziva silikagel o
porozité 120 A, kdezto pro T2 CSP 200 A. V neposledni fadé také spojka mezi
silikagelem a teikoplaninem je v ptipadé T2 CSP dvakrat delsi. Dalsi modifikace
teikoplaninu jsou TAG CSP (rozdil spociva v chybéjicich sacharidovych zbytcich na
molekule TAGu) a Me-TAG CSP (methylovou skupinou derivatizované volné
hydroxylové skupiny po chybé&jicich sacharidovych zbytcich) [43, 44, 45, 46].
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Teikoplaninové CSP lze vyuzit pro separace Sirokého okruhu latek (chiralni
molekuly zahrnujici organické baze, neutralni latky, aminokyseliny atd.). Piikladem
muze byt analyza tryptofanu, fenylalaninu, leucinu a kyseliny mandlové a jejich
derivati v RP modu za pouziti mobilni faze (MF) obsahujici methanol (MeOH) a 1%
triethylaminooctanovy pufr (TEAA) (60/40) (v/v) [43], ¢i enantioseparace f-
blokatori (napf. propranolol, atenolol, salbutamol) pii pouziti PO moédu s riiznym
slozenim mobilni faze obsahujici MeOH, triethylamin (TEA) a kyselinu octovou
(HAc) ¢i pouze MeOH a TEA [47]. Dale pak enantioseparace tyroxinu a
trijodtyroninu v RP médu za pouziti mobilni faze slozené z MeOH a H,O (70/30)
(viv) [37] nebo enantioseparace ketoprofenu v RP modu pii pouziti mobilni faze
MeOH/1% TEAA (pH 6,8) (90/10) (v/v) [48]. V neposledni fad¢ analyza indolovych
fytoalexinti v NP moddu pii uziti mobilni faze n-hexan a ethanol (EtOH) (80/20) (v/v)
¢i n-hexan a 2-propanol (IPA) (95/5) (v/v) [40].

Ho

Obr. 1. Struktura teikoplaninu [39]
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2.6 Vysokoucinna kapalinova chromatografie

HPLC je separa¢ni metoda, ktera poskytuje jak kvalitativni tak kvantitativni
informaci o analyzovanych latkach. Separace probiha v separa¢ni koloné, ktera
obsahuje stacionarni fazi a protéka ji mobilni faze. Dochazi zde k interakci
analyzovanych latek se sorbentem a Kk distribuci mezi mobilni a stacionarni fazi —
¢imz jsou analyty rozdilné zadrZzovany a tim zpozd'ovany [49].

V néasledujicich kapitolach jsou velmi struéné zminény moddy, v nichz bylo
méfeni provedeno. Obecné jsou doplnény prevazujici interakce dle literatury, avsak
je nutné brat zietel na povahu pouzit¢ CSP, mobilni fiaze a taktéZz na povahu

analyzovanych latek.

2.6.1 Reverzni mod

V reverznim médu HPLC je mobilni faze polarnéjsi nez stacionarni faze. Mobilni
faze je tvofena organickym rozpoustédlem (nejcastéji methanol ¢i acetonitril), a
vodou ¢i vodnym pufrem [50, 51].

Technika reverzni chromatografie je vyuzivana pro separace téméf vSech typu
sloucenin, nejen téch choralnich [52].

Pfevazujicimi interakcemi u chirdlnich separaci vtomto moédu jsou iontové
interakce, hydrofobni interakce, H-vazba a sterické repulze. VSechny tyto interakce

mohou pfispivat k chiralnimu rozliSeni [31].

2.6.2 Polarné-organicky méd

Mobilni faze u PO moédu je tvofrena ACN a MeOH s malym ptidavkem HAc a
TEA. Pomér ACN a MeOH ma zejména vliv na retenci, zatimco mnoZzstvi a pomér
HAc a TEA na selektivitu. Mobilni faze u nového PO moédu je tvorena MeOH
s malym ptidavkem HAc a TEA [32, 53].

U PO mddu pro chiralni aplikace pfevazuji tyto typy interakci: H-vazba, dipolové

interakce, n-m interakce a sterické interakce [31].
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2.6.3 Chiralni separace v HPLC

HPLC je velmi vyuzivana metoda pro chiralni separace Sirokého okruhu latek.
Existuji dvé moznosti pouziti: pfima a nepfima metoda [10, 13].

Ptimou separaci oznacujeme d¢j, kdy jsou analyty separovany piimo pomoci
riznych CSP (vhodny chirdlni selektor navazany na nosi¢i). Dochazi k velkému
poctu typu interakci a alespon jedna musi byt stereoselektivni. Vyhodou piimé
chiralni separace pomoci CSP je jednoznacné nepotiebnd chiralni ptreduprava
analytu a relativné casova nenaro¢nost. Za nevyhodu mizeme oznalit cenovou
naroc¢nost komeréné dostupnych kolon [13, 31, 36, 45].

Dale za pfimou separaci oznac¢ujeme pridavek vhodného chiralniho selektoru do
mobilni faze, kde jiz za¢inaji vznikat diastereoizomerni komplexy a ty pak mohou
byt separovany na vhodné nechiralni stacionarni fazi. Poptipad¢ lze z divodu vyssi
separa¢ni G¢innosti pouzit i CSP, avsak s jinym vazanym chiralnim selektorem, nez
byl ptidan do mobilni faze [31, 45].

Pii uziti nepiimé separace je tiecba analyzované latky nejprve derivatizovat
chirdlnim c¢inidlem. Vzniklé diastereoizomerni pary lze poté separovat na vhodné
achiralni stacionarni fazi. Nevyhodou je ¢asova naro¢nost a velmi vysoké néaroky
zejména na Cistotu derivatiza¢niho ¢inidla. Jednou z vyhod je pravé separace na

achiralni stacionarni fazi [13, 31, 36, 45].

2.7 Metody pro chiralni separace aminokyselin

V Tabulkéach 2 a 3 jsou shrnuty chromatografické podminky, které se vyuZzivaji
pro chirdlni separace rliznych aminokyselin na CSP na bazi makrocyklickych

antibiotik, konkrétné glykopeptidu.
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Tab. 2. Podminky enantioseparace aminokyselin na CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

Separované enantiomery CSP Mobilni faze Cit.
34 neproteinogennich aminokyselin T MeOH/H,0 (70/30), (60/40), (40/60), (20/80) (v/v) [51]
Alanin, Fenylalanin, t-Leucin, cyklohexylalanin, T MeOH/ H,0, EtOH/ H,0, IPA/ H,0, ACN/ H,0 (60/40) (v/v) [54]
aminocykloalkan-karboxylové kyseliny
21 nekodovanych a-aminokyselin (derivaty T MeOH/H,0 (v/v) — rizné objemové poméry [55]
Fenylalaninu a Tyrosinu), 10 p-aminokyselin
Derivatizované analogy Fenylalaninu T MeOH/H,0 (v/v) — rizné objemové poméry [56]
Derivatizované analogy Glycinu, Alaninu a T MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1), MeOH/1%TEAA (pH 4,1), MeOH/1%TEAA [57]
Fenylalaninu (pH 6,5) (v/v) — rizné objemové poméry
15 nekddovanych a-aminokyselin (derivaty T, TAG MeOH/H,0 (v/v), MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1) (v/v), MeOH/HAC/TEA [50]
Fenylalaninu a Tyrosinu), 12 f-aminokyselin (VIVIV)— riizné objemové poméry
Alanin, Fenylalanin a derivaty, Tryptofan a derivaty T, TAG MeOH/70mM TEAA (pH 4,1) (40/60) (v/v), ACN/MeOH/HAC/TEA [53]
(55/45/0,3/0,2) (vIviviv)
Derivatizované analogy Fenylalaninu RA MeOH/ H,0 (50/50) (v/v), ACN/H,0 (50/50), (v/v), MeOH/0,1% TEAA (pH  [58]
7,0) (20/80) (v/v), MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1) (20/80) (v/v), ACN/0,1%
TEAA (pH 4,1) (10/90) (v/v)
Derivatizované analogy Glycinu, Alaninu a RA MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1), MeOH/1%TEAA (pH 4,1), MeOH/1%TEAA [57]
Fenylalaninu (pH 6,5) (v/v) — rizné objemové poméry
28 nekodovanych derivata Fenylalaninu a Tyrosinu RA MeOH/H,0 (v/v), MeOH/HAC/TEA (v/vIv) — rizné objemové poméry [1]
[/, p>-homoaminokyseliny T, T2, TAG  MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1) (70/30) (v/v) [46]
S-aminokyseliny, p-laktamy T, TAG, 100% MeOH, MeOH/0,1% TEAA (pH 6,5) (90/10), (70/30), (45/55) (v/v), [59]
RA MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1) (40/60) (v/v)
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Tab. 3. Podminky enantioseparace N-blokovanych aminokyselin na CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

Separované enantiomery CSP Mobilni faze Cit.
N-Ac-aminokyseliny (Glycin, Alanin, Leucin, T~ MeOH/pufr® (40/60) (v/v), MeOH/20 a 50 mM octan amonny (60/40) (v/v), [60]
Fenylalanin), N-t-BOC-Valin, Prolin, Tyrosin ACN/10 a 30 mM octan amonny (40/60), (60/40) (v/v)

N-t-BOC-Tyrosin, Fenylalanin, Tryptofan a T MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1), MeOH/1%TEAA (pH 4,1), ACN/0,1% [17]
Arginin TEAA (pH 4,1), ACN/1%TEAA (pH 4,1) (v/v) — rizné objemové poméry
N-t-BOC-Tyrosin, Fenylalanin, Tryptofan, T MeOH/1%TEAA (pH 4,1), ACN/1%TEAA (pH 4,1) (v/v) — ruzné [16]
Alanin a Leucin objemové poméry

N-Ac-Alanin, Leucin, Methionin, Fenylalanin T MeOH/1%TEAA (pH 4,1) (25/75) (v/v) [61]
N-Ac-2-F-Fenylalanin, N-Ac-3-F-Fenylalanin, RA MeOH/ H,0 (50/50) (v/v), ACN/ H,0 (50/50) (v/v), MeOH/0,1% TEAA [58]
N-Ac-4-F-Fenylalanin, N-Ac-Alanin, N-Bz- (pH 7,0) (20/80) (v/v), MeOH/0,1% TEAA (pH 4,1) (20/80) (v/v),

Alanin, Arginin, Methionin, Valin, N-t-BOC- ACN/0,1% TEAA (pH 4,1) (10/90) (v/v)

Fenylalanin, Tyrosin, N-DNP-Methionin

N-Z-aminokyseliny, homo-Fenylalanin T ACN/MeOH/HACITEA (vIvIvVIv) — riizné objemové slozeni [1]
N-t-BOC-aminokyseliny, N-Z-aminokyseliny A ACN/MeOH/HAC/TEA (950/50/1,0/0,5) (v/viviv) [1]

“T CSP nebyla komeréné dodéna, nybrz piipravena v laboratofi

#10,20,30,50 mM octan amonny
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3 Experimentalni ¢ast
3.1 Pouzité pristroje a pomucky

Vysokoucinny kapalinovy chromatograf
HPLC Waters, 2690 D, Waters, Milford, MA, USA
Detektor Waters 2487, Waters, Milford, MA, USA
Software Empower, Waters, Milford, MA, USA
Kolony
Astec Chirobiotic® T, rozméry 25cm x 4,6mm, velikost castic Sum,
SUPELCO®, North Harrison Road, Bellefonte, USA
Astec Chirobiotic® T2, rozméry 25cm x 4,6mm, velikost castic Sum,
SUPELCO®, North Harrison Road, Bellefonte, USA
Dalsi pomuicky
Ultrazvukova lazen Ultrasonic LC 30, ELMA, Némecko
Vahy Mettler AE 240, Greifensee, Svycarsko
pH metr PHM 240, Radiometr Analytical SAS, Villeurbanne Cedex, Francie
Pocitacovy program Origin, verze 6.1

Pocitatovy program ACD/ChemSketch, verze 11

3.2 Pouzité chemikalie

Deionizovana voda, uprava pomoci zatizeni Ultrapur pro piipravu ultra Cisté
vody deionizaci, vyrobce Watrex®, Praha, Ceska republika

Methanol Chromasolv® for high-performance liquid chromatography, Sigma-
Aldrich®, Steinheim, Némecko

Triethylamin, min 99%, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko

Kyselina octova, > 99%, Sigma-AIdriCh®, Steinheim, Némecko

Octan amonny, BioUltra, > 99%, Sigma-AIdrich®, Steinheim, Némecko

a-Methyl-D,L-Tyrosin, D,L-4-F-Fenylalanin, Z-D,L-4-F-Fenylalanin, Z-D,L-4-
F-Fenylalanin-ethylester, D,L-4-Cl-Fenylalanin, Z-D,L-3-F-Fenylalanin, D-2-F-
Fenylalanin, L-2-F-Fenylalanin, Z-D,L-2-F-Fenylalanin, latky byly pfipraveny
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Vv laboratofi prof. Tamary Pajpanové, Sofie, Bulharsko
D,L-Tyrosin, > 99%, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko
D,L-Fenylalanin, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko
Jodid draselny, Sigma-Aldrich®, Steinheim, Némecko

3.3 Struktura analyzovanych latek

Nazev a strukturu analyzovanych latek shrnuje Tabulka 4.
Z-ptedpona u nékterych nize uvedenych nazvii naznacCuje piitomnost N -

benzyloxykarbonyl skupiny.

Tab. 4. Analyzované latky

Nazev latky Struktura
1. D,L-4-F-Fenylalanin (|3|
OH
. NH,,
-D.L-4-F- ' OH
2. Z-D,L-4-F-Fenylalanin Ox,
: OYNH
/
o}
F
3. Z-D,L-4-F-Fenylalanin- o 0\\

ethylester @ 3
CH,

© NH
T
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Nazev latky Struktura

OH

4. Z-D,L-3-F-Fenylalanin Oxy
o~

5. D-2-F-Fenylalanin o

6. L-2-F-Fenylalanin )

7. Z-D,L-2-F-Fenylalanin o OH

8. D,L-4-Cl-Fenylalanin ﬁ
OH
NH
cl 2
9. D,L-Fenylalanin |C|)
OH
NH,,
10. a-Methyl-D,L-Tyrosin |O
OH
CH,4
NH,,
HO
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Nazev latky

Struktura

11. D,L-Tyrosin

OH

NH,
HO

3.4 Priprava vzorku

Vzorky danych latek byly pfipraveny dle Tabulky 5. Navazka jednotlivych

standardil ¢inila 1 mg.

Tab. 5: Ptiprava vzorka

Nazev latky

Priprava

1. D,L-4-F-Fenylalanin
2. Z-D,L-4-F-Fenylalanin

3. Z-D,L-4-F-Fenylalanin-
ethylester

4. Z-D,L-3-F-Fenylalanin
5. D-2-F-Fenylalanin®

6. L-2-F-Fenylalanin®

7. Z-D,L-2-F-Fenylalanin
8. D,L-4-Cl-Fenylalanin
9. D,L-Fenylalanin

10. a-Methyl-D,L-Tyrosin
11. D,L-Tyrosin

1000 pul MeOH + 100 pl H,0, ultrazvuk
1000 ul MeOH, ultrazvuk
1000 ul MeOH, ultrazvuk

1000 pul MeOH, ultrazvuk

1000 pul MeOH + 100 ul H,0, ultrazvuk

1000 pl MeOH + 100 ul H20, ultrazvuk

1000 pul MeOH, ultrazvuk

1000 pl MeOH + 100 ul H20, ultrazvuk

1000 ul MeOH, ultrazvuk

800 pul H,O + 200 pl MeOH, ultrazvuk, filtrace”
800 ul Hy0 + 200 pl MeOH, ultrazvuk, filtrace”

% pro analyzu byly tyto vzorky smichany v jednotkovém poméru

® 0,45 um PTFE filtr

3.5 Pouzité mobilni faze a kolony

Pouzité mobilni faze a kolony shrnuji Tabulky 6 a 7.

Pro piipravu 1l pufru bylo pouzito navazené mnozstvi octanu amonného dle

pozadované vysledné koncentrace. Toto mnozstvi bylo nésledné rozpusténo
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Vv deionizované vod¢ a piidavanim kyseliny octové bylo dosazeno pozadovaného

pH. Nasledné byl pufr doplnén deionizovanou vodou do objemu 1l.

Tab. 6. Kolony a mobilni faze pouzité v RP médu

Kolona Mobilni faze

Chirobiotic® T MeOH/H,0 (70/30) (v/v)

Chirobiotic® T MeOH/H,0 (60/40) (v/v)

Chirobiotic® T MeOH/H,0 (40/60) (v/v)

Chirobiotic® T MeOH/H,0 (20/80) (v/v)

Chirobiotic® T MeOH/20mM octanovy pufr, pH 4,00 (80/20) — (20/80) (viv)~
Chirobiotic® T MeOH/20mM octanovy pufr, pH 5,00 (80/20) — (30/70) (v/v)”
Chirobiotic® T MeOH/20mM octanovy pufr, pH 3,00 (80/20) — (30/70) (viv)~
Chirobiotic® T MeOH/25mM octanovy pufr, pH 4,00 (70/30) (v/v)"
Chirobiotic® T MeOH/15mM octanovy pufr, pH 4,00 (70/30) (v/v)*
Chirobiotic® T2 MeOH/20mM octanovy pufr, pH 4,00 (70/30) — (20/80) (viv)~

“zména slozeni mobilni faze probihala po 10-ti objemovych procentech mimo
pomér 50 MeOH/50 pufr (v/v)

Tab. 7. Kolony a mobilni faze pouzité v PO modu

Kolony MF MeOH/TEA/HAC (v/iviv)
100/0,5/0,5
100/0,5/0,1
100/0,1/0,5
Chirobiotic® TaT2  100/0,3/0,3
100/0,3/0,1
100/0,1/0,3
100/0,05/0,05

3.6 Podminky separace

Separace derivati D,L-Fenylalaninu a D,L-Tyrosinu byla provadéna v RP a PO
modu na obou kolonach. Davkovany objem byl 10 ul. Pro detekci byla pouzita
vlnova délka 254 nm. Pritok mobilni faze byl 1 ml/min. Kolona i analyzované

latky byly termostatovany na 25°C. V zavislosti na sloZeni pouZzité mobilni faze se
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ménil tlak vyvijeny na kolonu. Eluce probihala izokraticky.

3.7 Uréeni mrtvého €asu kolony

Mrtvy cCas kolony byl zjistén nadavkovanim jodidu draselného. Na kolon¢
Chirobiotic® T byl uréen mrtvy &as 2,322 minut. Pro kolonu Chirobiotic® T2 plati

mrtvy ¢as 2,537 minut.

3.8 Faktor asymetrie

Faktor asymetrie 1. a 2. eluyjiciho enantiomeru (As;) a (As;) byl vypocten dle

vzorce, ktery uvadi Rovnice 1.
Wo,05
2f

Rovnice 1. Vzorec vypoctu faktoru asymetrie 1. a 2. eluujiciho enantiomeru (As;) a

Ag =

(Asy); Wos je Sitka piku v 5% vysky, f je pomér Sitky piku vzestupné k sestupné

¢asti piku v 5% vysky piku
3.9 Rozliseni

Rozliseni dvou sousednich pikid (R) bylo vypocteno dle vzorce, ktery uvadi

Rovnice 2.

R = 1,18 (tgz — tg1)
Wy + W,

Rovnice 2. Vzorec vypoctu rozliSeni (R), tr; a tr2 jsou retenéni Casy 1. a 2.

eluujiciho enantiomeru, Wi a W, jsou $itky piku v 50% vysky piku 1. a 2. eluujiciho

enantiomeru
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4 Vysledky a diskuze

4.1 Kolona Chirobiotic® T

4.1.1 Separace v reverznim modu

Jako prvni byly pouzity mobilni faze obsahujici methanol a deionizovanou vodu

v riznych objemovych pomérech. Bylo postupovano od slozeni mobilni faze
MeOH/H,O (70/30) (v/v) do (20/80) (v/v). Tabulka 8 zachycuje reten¢ni Casy

studovanych latek v zavislosti na slozeni mobilni faze. Uvedeny jsou reten¢ni Casy

prvniho eluovaného enantiomeru, tj. L-enantiomeru, v ptipadé, Zze dochazelo

alespoit k casteCné separaci. Separacni pofadi jednotlivych enantiomert bylo

zjisténo nadavkovanim L-izomeru za stejnych podminek, jako pii méfeni racemické

smési.

Tab. 8. Retenéni Casy (tr) analyzovanych latek v zavislosti na slozeni mobilni faze

Nazev analytu tr (Min) tg (Min) tg (Min) tg (Min)
MF A MF B MF C MF D
D,L-4-F-Fenylalanin 5,041 4,982 5171 5,601
Z-D,L-4-F-Fenylalanin 2,0172 2,112% 2,367% 3,583%
Z-D,L-4-F-Fenylalanin-ethylester ~ 3,567° 4,249 9,917° 9,355°
Z-D,L-3-F-Fenylalanin 2,033 2,113% 2,650° 3,467°
D,L-2-F-Fenylalanin 5,061 4,985 5,144 5,468
Z-D,L-2-F-Fenylalanin 2,040% 2,127% 2,633% 3,567%
D,L-4-Cl-Fenylalanin 5,489 5,522 6,168 7,043
D,L-Fenylalanin 5,319 5,156 5,272 5,542
a-Methyl-D,L-Tyrosin 4,643* 4,513* 4,593* 4,969*
D,L-Tyrosin 4,801 4,602 4,621 4,779

A= 70/30 MeOH/H,0 (v/v), B= 60/40 MeOH/H,0 (v/v)
C= 40/60 MeOH/ H,0 (v/v), D= 20/80 MeOH/ H,0 (v/v)
u takto oznacenych latek nedochdzelo ani k naznaku separace

Z Tabulky 8 je patrné, ze latky, které obsahuji N-Z skupinu eluovaly s mrtvym
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casem kolony. U téchto latek tedy nedochédzelo k separaci. U ostatnich
derivatizovanych aminokyselin krom¢ a-Methyl-D,L-Tyrosinu dochazelo alespon
k ¢aste¢né separaci enantiomera

Na Obrazku 2 a 3 jsou zachyceny reten¢ni faktory 1. eluujiciho enantiomeru a

selektivita separujicich se latek v zavislosti na obsahu methanolu v mobilni fazi.

M D,L-4-F-Fenylalanin
M D,L-2-F-Fenylalanin
1 D,L-4-Cl-Fenylalanin
H D,L-Fenylalanin

B D,L-Tyrosin

70 60 40 20
% MeOH

Obr. 2. Zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (ki) na obsahu
MeOH v MF

1,6 -
1,4
1,2
M D,L-4-F-Fenylalanin
1,0
B D,L-2-F-Fenylalanin
a 0,8
m D,L-4-Cl-Fenylalanin
0,6 H D,L-Fenylalanin
0,4 m D,L-Tyrosin
0,2
0,0
70 60 40 20
% MeOH

Obr. 3. Zavislost selektivity («) na obsahu MeOH v MF (v)
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Obrazek 2 vykazuje zvysujici se retenéni faktor se sniZujicim se mnozstvim
methanolu v mobilni fazi u analyzovanych latek kromé& D,L-Fenylalaninu a D,L-
Tyrosinu, lze tedy fici, ze jsou latky na kolon¢ vice zadrZzovany a jejich retencni
¢asy se prodluzuji. Z Obrazku 3 je patrné, ze se snizujicim se objemovym zlomkem
methanolu v mobilni fazi se snizuje i selektivita danych latek s nepatrnou vyjimkou
opét u latek D,L-Fenylalanin a D,L-Tyrosin.

Faktor asymetrie (As;) diive eluovanych enantiomeru, tedy L-enantiomeri se
pohyboval u latek uvedenych v Tabulce 9 v rozmezi hodnot 1,1 — 1,3. Tyto hodnoty
asymetrie jsou velmi pfiznivé a tzv. chvostovani pikl je velmi nepatrné. Pozdé&ji
eluované enantiomery, tedy D-enantiomery vykazovaly hodnoty pro faktor
asymetrie (As,) v rozmezi 1,4 — 1,9. Hodnoty asymetrie pro D-enantiomery znaci
viditelné chvostovani, ¢ehoz si lze 1 pov§imnout z nize uvedené¢ho Obrazku 4.

Tabulka 9 shrnuje chromatografické parametry za optimalnich podminek — pro
latku D,L-Fenylalanin byla vyhodnocena jako nejvhodnéj$i mobilni faze
MeOH/H,0 (60/40) (v/v) a pro ostatni latky uvedené v Tabulce 9 je nejvhodné&jsi
mobilni faze MeOH/H,0 (70/30) (v/v).

Tab. 9. Retenéni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (K;) a rozliSeni (R) separovanych

latek za optimalnich podminek

Nazev analytu Ky R

D,L-4-F-Fenylalanin 1,171 4,439
D,L-2-F-Fenylalanin 1,180 4,803
D,L-4-Cl-Fenylalanin 1,364 4,139
D,L-Fenylalanin 1,221 4,189
D,L-Tyrosin 1,067 4,994

Hodnoty rozliSeni vyssi nez 1,5 znaéi separaci téméf na zakladni linii. Obrazek 4

zachycuje chromatogramy enantioseparaci téchto latek za optimalnich podminek.
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Obr. 4. Chromatogram separace D,L-Fenylalaninu, jeho derivatt a D,L-Tyrosinu,
kolona Chirobiotic® T, D,L-Fenylalanin MF MeOH/H,0 (60/40) (v/v), ostatni latky
MF MeOH/ H,0 (70/30) (v/v), pritok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm

Dale bylo pfistoupeno k pouziti mobilni faze, ktera obsahovala pufr misto vodné
slozky. Jako prvni byl pouzit 20mM octanovy pufr o pH 4,00.

V tomto separacnim systému doslo k uplné separaci vSech latek kromé Z-D,L-4-
F-Fenylalanin-ethylesteru a a-Methyl-D,L-Tyrosinu. Pro kazdy separovany analyt
je v Tabulce 10 uvedena optimalni mobilni faze, pfi které doslo k separaci na

zakladni linii a separa¢ni charakteristiky danych latek.
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Tab. 10. Reten¢ni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (Kp), rozliSeni (R), faktory

asymetrie 1. a 2. eluujiciho enantiomeru (As;) a (Asy) a optimalni MF separovanych

analytl

MF MeOH/20
Nazev analytu Ky R As; As, mM octanovy

pufr pH 4,00
D,L-4-F-Fenylalanin 1,169 3,907 1,337 1,640 70/30 (v/v)
Z-D,L-4-F-Fenylalanin 0,125 2,372 1,060 1,089 80/20 (v/v)
Z-D,L-3-F-Fenylalanin 0,177 2,305 1,092 1,194 70/30 (v/v)
D,L-2-F-Fenylalanin 1,164 3,994 1,310 1,642 70/30 (v/v)
Z-D,L-2-F-Fenylalanin 0,186 1,879 1,135 1,173 70/30 (v/v)
D,L-4-Cl-Fenylalanin 1,323 3,457 1,410 1,681 70/30 (v/v)
D,L-Fenylalanin 1,239 4,243 1,368 1,852 70/30 (v/v)
D,L-Tyrosin 1,025 4,147 1,298 1,390 70/30 (v/v)

Hodnoty asymetrii zvlast’ pro N-blokované latky jsou velmi pfiznivé, ¢ehoz si
Ize i dale vSimnout v Obrazcich 5 a 6, které zachycuji chromatogramy separaci za
pouziti optimalnich podminek pro analyty uvedené v Tabulce 10.

Z Obrazku 5 a 6 je patrné, ze analyzované latky vykazovaly kratké retencni Casy
zaroven s priznivymi hodnotami rozliSeni. V porovnani s pouZitim mobilni faze
slozené z methanolu a vody se u latek zlepSila asymetrie, zvlast u D-enantiomert.
Dle Obrazku 6, v pfipadé N-blokovanych analyti doslo k separaci na zékladni linii
ve velmi kratkych retencich, coz u mobilni faze slozené z methanolu a vody
pozorovano nebylo (dochazelo k eluci s mrtvym ¢asem kolony). Pouziti 20 mM
octanového pufru o pH 4,00 tedy vyznamné piispélo k enantioseparaci N-

blokovanych derivati fenylalaninu.
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Obr. 5. Chromatogram separace D,L-Fenylalaninu, jeho derivati a D,L-Tyrosinu,
kolona Chirobiotic® T, MF MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00 (70/30) (v/v), pritok
1 ml/min, UV detekce A=254 nm
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—

Z-D,L-4-F-Fenylalanin D

Z-D,L-3-F-Fenylalanin

Z-D,L-2-F-Fenylalanin

Obr. 6. Chromatogram separace N-blokovanych derivata D,L-Fenylalaninu, kolona
Chirobiotic® T, Z-D,L-4-F-Fenylalanin MF MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00
(80/20) (v/v), Z-D,L-3-F-Fenylalanin a Z-D,L-2-F-Fenylalanin MF MeOH/20 mM
octanovy pufr pH 4,00 (70/30) (v/v), pratok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm

Obrazek 7 a 8 zachycuje zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru

na mnozstvi methanolu v mobilni fazi pro D,L-4-F-Fenylalanin a Z-D,L-4-F-

Fenylalanin.
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Obr. 7. Zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (k;) na mnozstvi

MeOH v MF pro D,L-4-F-Fenylalanin

Z Obrazku 7 a 8 je patrné, ze N-neblokovany analyt vykazuje ,,U-tvar kiivky,

kdeZto N-blokovany, vice nepolarni analyt, tento ,,U-tvar* nevykazuje. Pro latku Z-

D,L-4-F-Fenylalanin plati, Ze se snizujicim se objemovym zlomkem methanolu

Vv mobilni fazi se znatelné prodluzuje retence oproti latce D,L-4-F-Fenylalanin, u

které k jistému, ale ne pfili§ rapidnimu prodlouZeni retence doslo. Z téchto

vysledkll je patrné, Ze teikoplaninova staciondrni faze mulZe byt pouZita jako

reverzni 1 HILIC CSP.
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Obr. 8. Zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (k;) na mnozstvi

MeOH v MF pro Z-D,L-4-F-Fenylalanin

Dale byl zkouman vliv pH pufru na kvalitu enantioseparace. Byly pouzity
mobilni fdze obsahujici methanol a 20 mM octanovy pufr o pH 3,00 a pH 5,00
Vv riznych objemovych pomérech.

Pii pouziti hodnot pH pufru 3,00 a 5,00 nedoslo k naznaku separace u latky Z-
D,L-4-F-Fenylalanin—ethylester a ani u a-Methyl-D,L-Tyrosinu, stejné jako pfi
pouziti 20 mM octanového pufru o pH 4,00.

Tabulka 11 porovnava hodnoty rozliSeni v zavislosti na hodnoté pH pii uziti
mobilni faze MeOH/20 mM octanovy pufr (70/30) (v/v) pro analyty uvedené
v Tabulce 11. Analyty Z-D,L-4-F-Fenylalanin—ethylester a a-Methyl-D,L-Tyrosin
nejsou Vv Tabulce 11 uvedeny, nebot’ nedochazelo k separaci za uvedenych

podminek.
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Tab. 11. Rozliseni (R) analyti pii riznych hodnotach pH 20 mM octanového pufru

Nazev analytu pH3,00 pH400 pHS5,00

R

D,L-4-F-Fenylalanin 2,723 3,907 3,000
Z-D,L-4-F-Fenylalanin - 2,372 1,961
Z-D,L-3-F-Fenylalanin - 2,305 2,303
D,L-2-F-Fenylalanin 2,954 3,994 3,494
Z-D,L-2-F-Fenylalanin - 1,879 2,044
D,L-4-Cl-Fenylalanin 2,697 3,457 -

D,L-Fenylalanin 3,265 4,243 3,208
D,L-Tyrosin 2,804 4,147 2,921

- u takto oznacenych latek nedochézelo k separaci, proto zde neni

uvedena hodnota rozli$eni

Obrazek 9 zobrazuje zavislost rozliseni na hodnoté pH pufru pro latky D,L-2-F-
Fenylalanin a Z-D,L-3-F-Fenylalanin pii pouziti mobilni faze MeOH/20 mM
octanovy pufr (rizné hodnoty pH pufru) (70/30) (v/v).

3,5
3,0 -
2,5
R 2,0 M D,L-2-F-Fenylalanin
1,5 - B Z-D,L-3-F-Fenylalanin

1,0 -

0,0 T
3,00 4,00 5,00
pH

Obr. 9. Zavislost rozliseni (R) na pH pufru pro D,L-2-F-Fenylalanin a Z-D,L-3-F-
Fenylalanin, MF MeOH/20 mM octanovy pufr (70/30) (v/v)
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Z Obrazku 9 je patrné, ze pH pufru 4,00 je jak pro N-blokované, tak pro N-
neblokované analyty nejvhodnéjsi, nebot” poskytuje nejvyssi hodnotu rozliSeni. Pfi
pouziti 20 mM octanového pufru 0 hodnotach pH 3,00 a 5,00 u N-neblokovanych
analyti sice k separaci na zakladni linii doslo, ale na tkor asymetrie pikd.

Obrazek 10 déle srovnava retencni faktor prvniho eluovaného enantiomeru, tedy
L-enantiomeru separovanych analytll v zavislosti na hodnoté pH pufru pii pouziti
MF MeOH/20 mM octanovy pufr (70/30) (v/v).

1,2 +
1,0 -
0,8 -

k, 0,6 - B D,L-2-F-Fenylalanin

B Z-D,L-3-F-Fenylalanin
0,4 -

0,2 -

0,0 -
3,00 4,00 5,00
pH

Obr. 10. Zavislost retenéniho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (ki) na pH pufru
pro D,L-2-F-Fenylalanin a Z-D,L-3-F-Fenylalanin, MF MeOH/20 mM octanovy
pufr (70/30) (v/v)

Z Obrazku 10 lze diskutovat nasledujici: pro latku D,L-2-F-Fenylalanin pti
pouziti 20 mM octanového pufru o hodnot¢ pH 3,00 retence L-enantiomeru
nepatrné klesla u hodnoty pH pufru 5,00 byla retence srovnatelna s retenci pro
hodnotu pH pufru 4,00, u latky Z-D,L-3-F-Fenylalanin se retence L-enantiomeru
pti pH pufru 3,00 nepatrné prodlouzila a u hodnoty pH pufru 5,00 L-enantiomer
témer eluoval s mrtvym Casem kolony.

Pro ukéazku jsou na Obrazku 11 zachyceny chromatogramy Z-D,L-2-F-
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Fenylalaninu pfi pouziti mobilni faze sloZzené z methanolu a 20 mM octanového

pufru a hodnoté pH 3,00, 4,00 a 5,00.

Z-D,L-2-F-Fenylalanin (pH 3,00)

Z-D,L-2-F-Fenylalanin (pH 4,00)

Z-D,L-2-F-Fenylalanin (pH 5,00) L

Obr. 11. Chromatogram separace Z-D,L-2-F-Fenylalaninu, kolona Chirobiotic® T,
MF MeOH/20 mM octanovy pufr pH 3,00, 4,00 a 5,00 (70/30) (v/v), prutok 1
ml/min, UV detekce A=254 nm

Z Obrazku 11 lze vidét, ze pro hodnotu pH pufru 3,00 a ani pro hodnotu pH
pufru 5,00 nedoslo k separaci na zakladni linii, odezvy studované latky jsou nizsi a
asymetrie u hodnoty pH 5,00 oproti pH 4,00 je horsi.

Jako optimalni hodnota pH pufru byla na zakladé dosazenych vysledki zvolena
hodnota 4,00.

Nasledné byl zkouman vliv koncentrace pufru o hodnoté pH 4,00 na kvalitu
enantioseparace. Byl pouzit octanovy pufr o koncentracich 15 mM, 20 mM a 25
mM.
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Pfi pouziti 15 mM octanového pufru o pH 4,00 nedoslo k separaci Z-D,L-4-F-
Fenylalaninu, Z-D,L-3-F-Fenylalaninu a Z-D,L-2-F-Fenylalaninu, ovSem pfi
pouziti 20 mM octanového pufru o pH 4,00 k separaci doslo. V piipad¢ téchto latek
tedy snizeni koncentrace pufru pfinosné nebylo.

U 25 mM octanového pufru nedoslo k separaci u latek Z-D,L-3-F-Fenylalaninu,
D,L-2-F-Fenylalaninu a Z-D,L-2-F-Fenylalaninu oproti 20 mM octanovému pufru
o pH 4,00.

Tabulka 12 porovnava hodnoty rozliSeni v zavislosti na koncentraci octanového
pufru o pH 4,00 v mobilni fazi MeOH/octanovy pufr pH 4,00 70/30 (v/v). Analyty
Z-D,L-4-F-Fenylalanin—ethylester a a-Methyl-D,L-Tyrosin nejsou v Tabulce 12

uvedeny, nebot’ nedochazelo k separaci za uvedenych podminek.

Tab. 12. Rozliseni (R) analyzovanych latek pfi riznych hodnotach koncentrace

octanového pufru o pH 4,00

15 mM 20 mM 25 mM

Nazev analytu

R
D,L-4-F-Fenylalanin 1,635 3,907 1,696
Z-D,L-4-F-Fenylalanin - 2,372 1,085
Z-D,L-3-F-Fenylalanin - 2,305 -
D,L-2-F-Fenylalanin 1,998 3,994 -
Z-D,L-2-F-Fenylalanin - 1,879 -
D,L-4-Cl-Fenylalanin 1,667 3,457 1,634
D,L-Fenylalanin 2,264 4,243 2,094
D,L-Tyrosin 3,117 4,147 2,965

- u takto oznacenych latek nedochazelo k separaci, proto zde neni uvedena

hodnota rozliSeni

Z Tabulky 12 vyplyva, Ze hodnoty rozliSeni jsou podstatné niz$i pii pouZiti
octanového pufru o pH 4,00 a koncentraci 15 mM ¢i 25 mM Vv porovnani

s koncentraci 20 mM. Ackoliv v né€kterych ptipadech k separaci na zakladni linii
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doslo, zhorSily se faktory asymetrie (As;) a (Asz) studovanych latek, jejich hodnoty
se pohybovaly v rozmezi 2,2-2,7.

Tabulka 13 srovnava retenc¢ni faktor 1. eluujiciho enantiomeru, selektivitu,
rozliSeni a faktor asymetrie 1. a 2. eluujiciho enantiomeru pro latku D,L-4-F-
Fenylalanin pfi pouziti mobilni fize MeOH/octanovy pufr pH 4,00 o hodnotach
koncentrace 15 mM, 20 mM a 25 mM (70/30) (v/v).

Tab. 13. Reten¢ni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (k;), selektivita (a), rozliseni
(R) a faktor asymetrie 1. a 2. eluujiciho enantiomeru (As;) a (Asy) pro D,L-4-F-

Fenylalanin pfi riznych hodnotach koncentrace octanového pufru o pH 4,00

1I5mM 20mM 25 mM
Ky 1,059 1,169 1,054
a 1,473 1,452 1,492

R 1635 3,907 1,696
As, 2,232 1,337 2,088
As, 2,678 1,640 2,358

Z Tabulky 13 jasn¢ vyplyva, ze nejvhodnéjsi koncentrace octanového pufru o

pH 4,00 pro soubor studovanych latek je koncentrace 20 mM.

4.1.2 Separace v polarné-organickém médu

Dale byl pouzit PO mdd pro chirdlni separace studovanych aminokyselin. Tento
mod byl Gspésné pouzit pro separace riznych aminokyselin podle literatury (36).

Byly pouzity mobilni faze obsahujici MeOH, TEA a HAc Vv objemovych
pomérech, jez udava Tabulka 7 (str. 25).

V PO médu na kolon& Chirobiotic® T dochazelo k separaci pouze N-blokovanych
latek s vyjimkou Z-D,L-4-F-Fenylalanin-ethylesteru, moznym divodem je
pfitomnost ethylu na kysliku karboxylové skupiny. N-neblokované analyty
nevykazovaly znamky separace v Zzadné z pouzitych mobilnich fazi.
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Tabulka 14 shrnuje chromatografické parametry pro latky, u nichz k separaci na

zakladni linii doslo.

Tab. 14. Reten¢ni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (ki), selektivita (a), rozliseni (R)

a optimalni MF separovanych latek

Nazev analytu Ky a

R MF MeOH/TEA/HAC (v/ivIv)

Z-D,L-4-F-Fenylalanin 0,430 1,700
Z-D,L-3-F-Fenylalanin 0,431 1,622
Z-D,L-2-F-Fenylalanin 0,416 1,412

2,461 100/0,5/0,1
2,210 100/0,3/0,1
1,521 100/0,5/0,1

Hodnoty rozliseni jsou pro Z-D,L-4-F-Fenylalanin a Z-D,L-3-F-Fenylalanin

dostate¢né, avsak pro Z-D,L-2-F-Fenylalanin hodnota rozliseni je vyssi nez 1,5, ale

velmi nepatrné.

Opét si lze vsimnout dobré asymetrie latek z Tabulky 15. Diive eluovany L-

enantiomer vykazuje opét lepsi asymetrii, nez pozdéji eluovany D-enantiomer.

Tab. 15. Faktory asymetrie 1 a 2. eluujiciho enantiomeru (As;) a (As;) separovanych

latek
Nazev analytu As; As,
Z-D,L-4-F-Fenylalanin 1,365 1,632
Z-D,L-3-F-Fenylalanin 1,378 1,516
Z-D,L-2-F-Fenylalanin 1,334 -

- hodnota As; nebyla dostupna z divodu netiplné separace na zakladni linii

Obrazek 12 zachycuje separaci N-blokovanych latek uvedenych v Tabulce 14 za

optimalnich separacnich podminek.
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Obr. 12. Chromatogram separace N-blokovanych derivati D,L-Fenylalaninu,
kolona Chirobiotic® T, Z-D,L-4-F-Fenylalanin a Z-D,L-2-F-Fenylalanin MF
MeOH/TEA/HAC (100/0,5/0,1) (VIVIV), Z-D,L-3-F-Fenylalanin MF
MeOH/TEA/HAC (100/0,3/0,1) (v/vlv), pratok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm

Obrazek 13 znézornuje hodnoty rozliSeni v zavislosti na sloZeni pouZité mobilni
faze pro separované analyty.

Z Obréazku 13 je patrné, ze pro chiralni separaci N-blokovanych derivata D,L-
Fenylalaninu je vhodné&j$i vys$S§i mnoZstvi triethylaminu v mobilni fazi oproti
kyselin€ octové. V téchto mobilnich fazich jsou hodnoty rozliSeni nejvyssi a
zaroven velmi podobné hodnotdm rozliSeni pro mobilni faze s objemovym
pomérem triethylaminu a kyseliny octové 1:1. Niz8i hodnoty rozliSeni pozorujeme

u niz§iho mnoZstvi triethylaminu v mobilni fazi.
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Obr. 13. Zavislost rozlieni (R) na slozeni MF pro separované analyty

4.1.3 Porovnani reverzniho a polarné-organického médu na koloné
Chirobiotic® T

Ze ziskanych vysledkd je patrné, ze pouZziti reverzniho moédu na koloné
Chirobiotic® T je vhodné pro vétsinu latek ze studovaného souboru analytii. Mobilni
faze slozena z methanolu a 20 mM octanového pufru o pH 4,00 poskytovala velmi
dobré retencni Casy a taktéz hodnoty rozlisSeni a asymetrie u separovanych
enantiomert, oproti polarné-organickému modu, kdy doslo k enantioseparaci pouze
N-blokovanych  derivatt  D,L-Fenylalaninu  krom¢  Z-D,L-4-F-Fenylalanin-
ethylesteru. Polarné-organicky mod tedy neni vhodny pro N-neblokované derivaty

D,L-Fenylalaninu, methylovany derivat D,L-Tyrosinu a ani pro D,L-Tyrosin.
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4.2 Kolona Chirobiotic® T2

4.2.1 Separace v reverznim modu

Kolona Chirobiotic® T2 byla vybrana pro porovnani separaéni u&innosti obou
teikoplaninovych staciondrnich fazi. DalSim divodem byl mozny pozitivni vliv na
enantioseparace aminokyselin z divodu vys$siho pokryti silikagelového nosice
chirdlnim selektorem.

V RP moédu byly pouzity mobilni faze obsahujici methanol a 20mM octanovy pufr
o pH 4,00, ktery byl urcen jako nejvhodnéjsi pro chirdlni separace aminokyselin na
kolon& Chirobiotic™ T.

Tabulka 16 shrnuje chromatografické parametry (¢aste¢né) separovanych latek.
Pro analyt D,L-2-F-Fenylalanin a D,L-Tyrosin byla jako nejvhodné&jsi vyhodnocena
mobilni faze MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00 (70/30) (v/v). Pro a-Methyl-D,L-
Tyrosin byla jako nejlépe vhodna vyhodnocena mobilni faize MeOH/20 mM
octanovy pufr pH 4,00 (60/40) (v/v). Enantiomery a-Methyl-D,L-Tyrosinu se
nepodafilo rozdélit na kolon& Chirobiotic® T za Zadnych podminek ani v jednom
pouzitém separacnim moédu. Nastiikem jednotlivych enantiomerti na kolonu bylo

ovéfeno elu¢ni poradi (L<D).

Tab. 16. Retenc¢ni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (K;), selektivita («) a rozliseni (R)

separovanych latek za optimalnich podminek

Nazev analytu Ky a R

D,L-2-F-Fenylalanin 0,882 1,151 0,610
a-Methyl-D,L-Tyrosin 0,680 1,332 1,040
D,L-Tyrosin 0,962 1,846 3,010

V RP médu doslo k ¢astecné separaci u dvou latek a k aplné separaci pouze u
jednoho analytu dle hodnot R v Tabulce 16.
Pro srovnani je zde zobrazena zavislost reten¢niho faktoru L-enantiomeru na

obsahu MeOH v MF pro D,L-2-F-Fenylalanin a Z-D,L-2-F-Fenylalanin Obrazkem
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Obr. 14. Zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (ki) na obsahu
MeOH v MF pro D,L-2-F-Fenylalanin
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Obr. 15. Zavislost reten¢niho faktoru 1. eluujiciho enantiomeru (ki) na obsahu

MeOH v MF pro Z-D,L-2-F-Fenylalanin
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Z Obrazku 14 si Ize vS§imnout ,,U-tvaru“ pro latku D,L-2-F-Fenyalanin. Obrazek
15, U-tvar“ nevykazuje. Tato odliSnost je zpiisobena rozdilnou polaritou
srovnavanych latek. Navazani nepolarni Z-skupiny na D,L-2-F-Fenylalanin snizi
polaritu této molekuly, ktera pak neni vhodna pro separace v HILIC modu. Z téchto
vysledki je patrné, e i kolona Chirobiotic® T2 je vhodna pro separace polarnich
latek v HILIC i RP moédu. N-blokace patrné snizuje moznost separace analytu na
kolon& Chirobiotic® T2 i pfes to, Ze se prodluZuje retence dané latky se sniZujicim se
objemovym zlomkem methanolu v mobilni fazi.

Obrazek 16 znazornuje ziskané chromatogramy pro a-Methyl-D,L-Tyrosin a D,L-

Tyrosin pfi pouziti nejvhodnéjsich podminek pro separaci.

a-Methyl-D,L-Tyrosin

L
D,L-Tyrosin
D
I I I I I I I I I 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
t (min)

Obr. 16. Chromatogram separace a-Methyl-D,L-Tyrosinu a D,L-Tyrosinu, kolona
Chirobiotic® T2, a-Methyl-D,L-Tyrosin MF MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00
(60/40) (v/v), D,L-Tyrosin MF MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00 (70/30) (v/v),

prutok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm
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Obrazek 17 srovnava ziskané chromatogramy pro D,L-2-F-Fenylalanin a Z-D,L-
2-F-Fenylalanin pfi pouziti mobilni faze MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00
(70/30) (v/v).

D,L-2-F-Fenylalanin

Z-D,L-2-F-Fenylalanin

t (min)

Obr. 17. Chromatogram separace derivati D,L-Fenylalaninu, kolona Chirobiotic®
T2, D,L-2-F-Fenylalanin a Z-D,L-2-F-Fenylalanin MF MeOH/20 mM octanovy
pufr pH 4,00 (70/30) (v/v), pratok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm

VétSinu  enantiomertt analyzovanych latek se nepodafilo rozseparovat. N-
blokované latky v tomto separacnim systému vykazovaly prodluzujici se retence se
zvySujicim se objemovym zlomkem methanolu v mobilni fazi, avS§ak N-neblokované
analyty eluovaly ve velmi podobnych reten¢nich casech ve vSech pouzitych
mobilnich fazich.

Lze tedy fici, Ze byly nalezeny optimalni podminky separace v RP modu na
kolon& Chirobiotic® T2 pouze pro latku D,L-Tyrosin: mobilni faize MeOH/20 mM

octanovy pufr pH 4,00 70/30 (v/v).
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4.2.2 Separace v polarné-organickém modu

V PO modu byly pouzity mobilni faze, které jsou uvedeny v Tabulce 7 (str. 25).
Podafilo se rozseparovat vSechny N-neblokované analyty. N-blokované analyty
eluovaly ve velmi kratkych retencnich ¢asech bez jakéhokoliv naznaku separace.

Tabulka 17 shrnuje chromatografické parametry za optimalnich separacnich
podminek. Pro latku a-Methyl-D,L-Tyrosin byla jako optimalni vyhodnocena
mobilni faze MeOH/TEA/HAc 100/0,3/0,3 (v/v/v), pro D,L Tyrosin mobilni faze
MeOH/TEA/HAc 100/0,1/0,3 (v/vlv) a pro ostatni latky, které jsou uvedeny
v Tabulce 17 mobilni faze MeOH/TEA/HAc 100/0,1/0,5 (V/VIV).

Tab. 17. Retencni faktor 1. eluujiciho enantiomeru (k3), selektivita (a), rozliseni (R)

a faktor asymetrie 1. a 2. eluujiciho enantiomeru (As;) a (Asy) separovanych latek

Nazev analytu Ky a R As; As,

D,L-4-F-Fenylalanin 1,722 1,380 1,940 1,903 2,094
D,L-2-F-Fenylalanin 1,472 1,381 1,906 1,923 1,946
D,L-4-Cl-Fenylalanin 2,100 1,314 1,607 1,979 -

D,L-Fenylalanin 1,778 1,374 1,862 2,057 2,180
a-Methyl-D,L-Tyrosin 1,339 1,291 1,286 - -
D,L-Tyrosin 1,883 1,776 1,660 1,263 1,567

- hodnota As; ¢i As; nebyla dostupna z divodu netplné separace na zakladni linii

Z Tabulky 17 vyplyva, ze vSechny N-neblokované analyzované latky kromé a-
Methyl-D,L-Tyrosinu maji ptiznivé hodnoty rozliSeni, separace u nich probéhla na
zakladni linii.

Obrazek 18 zachycuje chromatogram enantioseparace D,L-Tyrosinu a jeho

derivatu za optimalnich podminek.
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a-Methyl-D,L-Tyrosin

D D,L-Tyrosin

t (min)

Obr. 18. Chromatogram separace a-Methyl-D,L-Tyrosinu a D,L-Tyrosinu, kolona
Chirobiotic® T2, a-Methyl-D,L-Tyrosin MF MeOH/TEA/HAc (100/0,3/0,3) (vV/V/v),
D,L-Tyrosin MF MeOH/TEA/HAc (100/0,1/0,3) (v/vlv), pratok 1 ml/min, UV
detekce A=254 nm

Hodnoty asymetrie pro D,L-Tyrosin jsou trochu vétsi nez 1. Pro analyt a-Methyl-
D,L-Tyrosin nebyly hodnoty asymetrie dostupné z ditvodu neuplného rozseparovani
na zakladni linii. Z Obrazku 18 je patrné, Ze pozdé¢ji eluovany D-enantiomer a-
Methyl-D,L-Tyrosinu vykazuje trochu vyssi chvostovani, nez L-enantiomer.

Obréazek 19 zachycuje zavislost rozliSeni na slozeni mobilni faze pro latku a-
Methyl-D,L-Tyrosin.

Na zaklad€ Obrazku 19 Ize fict, Ze se hodnoty rozliSeni velmi podobaji az na
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mobilni fazi MeOH/TEA/HACc 100/0,5/0,1 (v/vIv). Zde vyrazné ptrevysujici mnozstvi

triethylaminu oproti kyseliné octové mé negativni vliv na chirdlni separaci tohoto

analytu.

1,4
1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0,0

I

B a-Methyl-D,L-
Tyrosin

\Q?

o°

i

\°<‘°

3

\°°"

) N

MF MeOH/TEA/HAc (v/v/v)

Obr. 19. Zavislost rozliseni (R) na slozeni MF pro a-Methyl-D,L-Tyrosin

Obrazek 20 znazornuje chromatogram separace D,L-Fenylalaninu a jeho derivati

za optimalnich podminek.

Z Obrazku 20 lze porovnat faktory asymetrii analyzovanych latek. U vSech

uvedenych latek dochazi k vétsimu rozmyti piku jak pro L-enantiomer, tak i pro D-

enantiomer, tzv. chvostovani je vice znatelné V porovnani s D,L-Tyrosinem.

Odpovidajici jsou k tomuto tvrzeni i hodnoty asymetrii uvedené v Tabulce 17 —

pohybuji se okolo hodnoty 2.
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D,L-4-F-Fenylalanin L
D
: L
D,L-2-F-Fenylalanin D
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Obr. 20. Chromatogram separace D,L-Fenylalaninu a jeho derivatd, kolona
Chirobiotic® T2, MF MeOH/TEA/HAc (100/0,1/0,5) (V/v/v), priitok 1 ml/min, UV
detekce A=254 nm

Pro srovnani je zde zobrazena analyza Z-D,L-4-F-Fenylalaninu Obrazkem 21,
v mobilni fazi, ve které doslo k separaci D,L-Fenylalaninu a jeho derivati na
zakladni linii: mobilni faze MeOH/TEA/HAc 100/0,1/0,5 (v/v/v). Veskeré separace
N-blokovanych analyti napfi¢ pouzitymi mobilnimi fizemi jsou téméf totozné
suvedenym chromatogramem (tzn. nizka retence, lepsi tvar piku, ale nedochazi

k separaci enantiomert).
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Obr. 21. Chromatogram separace Z-D,L-4-F-Fenylalaninu, kolona Chirobiotic® T2,
MF MeOH/TEA/HAC (100/0,1/0,5) (v/viv), pratok 1 ml/min, UV detekce A=254 nm

Pro porovnéani zévislosti hodnot rozliSeni na sloZzeni mobilni faze pro D,L-
Fenylalanin a jeho derivaty je zde uveden Obrazek 22.

Z Obrazku 22 je patrné, ze pro separaci enantiomerd N-neblokovanych derivati
D,L-Fenylalaninu a D,L-Fenylalanin bylo nevyhovujici vy$§i mnozstvi triethylaminu
Vv mobilni fazi oproti kyseliné¢ octové. V téchto mobilnich fazich jsou hodnoty
rozliSeni vyrazné nizsi nez 1,5 a nedoSlo tedy k separaci na zékladni linii. Mobilni
faze, které obsahovaly mnozstvi triethylaminu a kyseliny octové v objemovém
poméru 1:1 vykazovaly pfiznivé hodnoty rozliSeni az na mobilni fézi
MeOH/TEA/HAc 100/0,05/0,05 (v/v/v), coz mtize byt pravé zpiisobeno velmi malym
ptidavkem jak triethylaminu tak kyseliny octové do mobilni faze. Z Obrazku 22 lze
také vidét celkové nizsi hodnoty rozliseni pro D,L-4-Cl-Fenylalanin kromé& mobilni
faze MeOH/TEA/HAC 100/0,5/0,1 (v/viv), v niz vykazuje nejvyssi hodnotu rozliseni
ze vSech latek (i kdyZ v této mobilni fazi maji vSechny analyty hodnotu rozliSeni

mensi nez 1,5).
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Obr. 22. Zavislost rozliseni (R) na slozeni MF pro D,L-Fenylalanin a jeho derivaty

4.2.3 Porovnani reverzniho a polarné-organického médu na koloné
Chirobiotic® T2

Reverzni mdd na této koloné nebyl piili§ vhodny pro enantioseparaci jak N-
blokovanych, tak N-neblokovaych derivati D,L-Fenylalaninu a D,L-Fenylalanin pti
pouziti mobilnich fazi slozenych z methanolu a 20 mM octanového pufru o pH 4,00.
Naproti tomu polarn&-organicky mod na kolon& Chirobiotic® T2 je vhodny pro
vSechny N-neblokované derivaty D,L-Fenylalaninu a D,L-Fenylalanin. U téchto latek
se podatilo nalézt optimalni podminky pro enantioseparaci.

Pouziti reverzniho i polarné-organického médu na koloné Chirobiotic® T2 je
vhodné pro D,L-Tyrosin. V reverznim médu se podafilo tyto enantiomery separovat
na zakladni linii. V polarné-organickém modu doslo k enantioseparaci témeét na
zakladni linii. U methylovaného derivatu D,L-Tyrosinu do$lo k ¢astecné separaci

v obou pouzitych modech na kolon& Chirobiotic® T2.
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4.3 Porovnani kolon Chirobiotic® T a Chirobiotic® T2

Na zékladé ziskanych vysledkii lze usuzovat, 7e kolona Chirobiotic® T je
vhodngjsi nez kolona Chirobiotic® T2 v reverznim separaénim moédu pro N-
blokované i N-neblokované analyty. Kolona Chirobiotic® T poskytuje
enantioseparaci na zakladni linii vSech derivati D,L-Fenylalaninu kromé Z-D,L-4-
F-Fenylalanin-ethylesteru, kdezto kolona Chirobiotic® T2 pouze &aste¢nou
enantioseparaci D,L-2-F-Fenylalaninu a u ostatnich enantiomeri nedoSlo ani
k naznaku separace. Reverzni mod na obou kolonach je vhodny pro latku D,L-
Tyrosin. Naproti tomu methylovany derivat D,L-Tyrosinu se nepodafilo
rozseparovat na kolon& Chirobiotic® T, zatimco na kolon& Chirobiotic® T2 doslo
alespon k caste¢né separaci.

Separace V polarné-organickém modu na koloné Chirobiotic® T je vhodna pouze
pro N-blokované derivaty D,L-Fenylalaninu, pficemz pro separaci na zakladni linii
je tfeba vyssi mnozstvi triethylaminu oproti kyselin€ octové v mobilni fazi. Naproti
tomu kolona Chirobiotic® T2 poskytuje separaci na zakladni linii pro N-
neblokované derivaty D,L-Fenylalaninu i pro derivat D,L-Tyrosinu a D,L-Tyrosin.
PficemZ mnoZstvi triethylaminu v mobilni f4zi musi byt niz§i oproti mnoZstvi

kyseliny octové.
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5 Zaveér

Chiralni separace derivati D,L-Fenylalaninu a D,L-Tyrosinu metodou HPLC byla
provedena na kolonach Chirobiotic® T a Chirobiotic® T2 v reverznim a polarng-
organickém modu. Byla zkoumana retence a enantioseparace analytti ve dvou riiznych
separacnich modech na dvou staciondrnich fazich na bazi teikoplaninu.

Byly nalezeny optimalni podminky pro enantioseparaci na zakladni linii pro osm
enantiomert ze souboru deseti studovanych analytu.

Pro latku D,L-4-F-Fenylalanin je nejvice vhodné uziti RP modu na koloné
Chirobiotic® T p#i pouZiti mobilni faze slozené z methanolu a 20 mM octanového pufru
0 pH 4,00 v poméru (70/30) (v/v) & PO moédu na kolon& Chirobiotic® T2 pii slozeni
mobilni faze MeOH/TEA/HAC (100/0,1/0,5) (v/viv).

Kolona Chirobiotic® T je vhodna pro Z-D,L-4-F-Fenylalanin v RP (MF MeOH/20
mM octanovy pufr pH 4,00 (80/20) (v/v)) i PO moédu (MF MeOH/TEA/HAc
(100/0,5/0,1) (viviv)).

Z-D,L-4-F-Fenylalanin-ethylester se nepodafilo rozdé€lit ani v jednom z pouzitych
separac¢nich modi na teikoplaninovych CSP.

Optimalni podminky enantioseparace pro Z-D,L-3-F-Fenylalanin jsou nasledujici:
kolona Chirobiotic® T, reverzni mod a mobilni faze MeOH/20 mM octanovy pufr pH
4,00 (70/30) (v/v), dale polarné-organicky mod a mobilni faze MeOH/TEA/HAc
(100/0,3/0,1) (v/viv).

Pro latky D,L-2-F-Fenylalanin, D,L-4-Cl-Fenylalanin a D,L-Fenylalanin byly jako
nejvhodngj$i vyhodnoceny tyto podminky: kolona Chirobiotic® T v reverznim
separacnim moddu  pii pouziti mobilni faze MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00
(70/30) (v/v) a dale kolona Chirobiotic® T2 v polarng-organickém médu a mobilni faze
MeOH/TEA/HACc (100/0,1/0,5) (v/viv).

Enantioseparace na zakladni linii Z-D,L-2-F-Fenylalaninu byla provedena pfi pouziti
kolony Chirobiotic® T. Jako optimélni byla v reverznim moédu vyhodnocena mobilni
faze slozena z methanolu a 20 mM octanového pufru o pH 4,00 v poméru (70/30) (v/v)
a Vv polarné-organickém modu mobilni faze obsahujici MeOH/TEA/HAc (100/0,5/0,1)

(VIVIV).
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a-Methyl-D,L-Tyrosin se podatilo pouze &astednd rozdélit na kolon& Chirobiotic® T2
jak v reverznim, tak polarné-organickém modu. Nejvhodnéjsi mobilni faze v reverznim
moédu je MeOH/20 mM octanovy pufr pH 4,00 (60/40) (v/v) a v polarné-organickém
modu MeOH/TEA/HAc (100/0,3/0,3) (VIVIV).

Kolona Chirobiotic® T v reverznim moédu pii slozeni mobilni faize MeOH/20 mM
octanovy pufr pH 4,00 (70/30) (v/v) je vhodna pro latku D,L-Tyrosin. Dale pak na
kolon& Chirobiotic® T2 byla pro enantioseparaci D,L-Tyrosinu vyhodnocena jako
vhodna stejnd mobilni fize jako u kolony Chirobiotic® T v reverznim médu. Polarng-
organicky mod na kolon& Chirobiotic® T2 je taktéZ pro D,L-Tyrosin vhodny pii pouZiti
mobilni faze MeOH/TEA/HAc (100/0,1/0,3) (V/vIv).

Lze tedy shrnout, Ze chiralni stacionarni faze na bazi teikoplaninu jsou vhodné pro
chiralni separace testovanych aminokyselin a jejich derivati v RP a PO modech. Ze
ziskanych vysledkil je patrné, Ze kolony Chirobiotic® T a Chirobiotic® T2 jsou k sob&

komplementarni.
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