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Abstakt

Bakal&ska prace se zabyva stanovenim enantidraerinokyselin, v praktick&asti
konkrétré alaninu, pomoci vysok@inné kapalinové chromatografie za vyuZziti
chiralnich stacionarnich fazi na bazi teikoplaninu.

ReSersnéast je zarmrena na shrnuti zakladni problematiky chirality aahich
aminokyselin v potravinach, na charakteristiku \a&inné kapalinové
chromatografie, jako jedné z nejvhaich metod k enantioseparaci aminokyselin, a
popis metod derivatizace, jez se vyuZivaji ke zaygdlivosti stanoveni enantiomer
aminokyselin.

Experimentélntast se pak zabyva separaci jednotlivych enantidictefarem alaninu,
volbou vhodného sepairiho systému pro tuto separaci a stanovenim D-aainu

v ovochém dzusul.

Abstract

This Bachelor’s thesis deals with determinatiommwiino acids enantiomers, namely
alanine in the experimental part, by high perforogaliquid chromatography using
chiral stationary phases based on teicoplanin.

The theoretical part is focused on summarizingtinedamental issue of chirality and
chiral amino acids in foods, the characteristichigh-performance liquid
chromatography, as one of the most appropriate gdstto enantioseparation amino
acids, and description of the methods of deriviibmawhich are used in determination
of enantiomers of amino acids.

The experimental part deals with the separaticalaiine enantiomers, with the choice
of the best separation system for the separatidrdatermination of D-and L-alanine in

fruit juice.
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Seznam zkratek

AMK Aminokyseliny

ALA Alanin

HPLC Vysok#inna kapalinova chromatografie
RP HPLC Vysokiiana kapalinova chromatografie v reverznim maédu
MS Hmotnosspektrometrie

CSP Chiréltdcgonarni faze

GC Plynov&a@matografie

TLC Chromatafie na tenké vrstv

SFC Supeikké fluidni chromatografie
CZE Kapila@tinova elektroforéza

MECC Micelarni kefieokineticka chromatografie
CEC Kapilagiéktrochromatografie

MA Makrocytiké antibiotika

TAG Teikoplaraglykon

uv Ultraf@la oblast

VIS Oblastitelného s¥tla

BITC Butylisadtkyanat

BZITC Benzylisatkhyanat

DNS-CI Dansyl chitb

DBS-CI Dabsyl chitb

FMOC Fluorenylimgoxykarbonyl

OPA o-ftalaldehyd

DNB Dinitroley chlorid

t-BOC N-terc-butyloxykarbonyl

BOC-L-cys N-tert-butyloxycarbonyl-L-cystein
NBD-F 4-fluorosdtro-2 ,1,3-benzoxadiazol
IBLC N-isobutyryl-L-cystein

NALC N-acetyl-L-cystein



1. Uvod

Chirélni vlastnosti aminokyselin obecjsou nejen velmi zajimavé, ale takéefite,
neba vétSina aminokyselin je na Zemfippmna ve formi D- a L- enantiomé, jeZ se
odliSuji nejen svou strukturou, ale i rozdilnymasinostmi projevujicimi se v mnoha
ohledech, jako je ndiklad chu’ a viné. Mezi ty zavaz§Si pak mizeme z#adit
nagiklad odliSné fyziologické a biologické vlastnosti.

Vzhledem k tomu, Ze jéetnost vyskytu aminokyselin na Zemi celkem vysqbai
jejich enantiomery k nejlépe prozkoumané sk&mhiralnich slogenin a metody, které
jednotlivé enantiomery @uji, jsou dnes jiz velmi ddk zvladnuté a stale se
zdokonaluiji.

Problematika separace jednotlivych forem aminokgsede objevuje najklad
v potravindstvi, kde je mozné diky znalostem chiréalnich vlasthupravovat trzné
vlastnosti jednotlivych produit ale také zjifovat, jak jsou jednotlivé potraviny
kvalitni, nebo naopak nekvalitni, neb@ii zpracovani produkt mize dochazet
k racemizaci aminokyselinffpomnych v peptidech a proteinech. Tento procégem
probihat rozdilnou rychlosti, ktera zavisi prda vrgjSich podminkach. Meziudezité
aminokyseliny, uzivajici se Kélu stanoveni kvality potravinovych vyroikpati i
alanin, jehoz enantioseparaci jsem se rozhodlaé&éakaléské praci ¥novat.

Cilem této bakaidké prace je tedy shrnuti zakladni problematikyradity,
problematiky chiralnich aminokyselin v potravinachzakladni charakteristika
vysokoinné kapalinové chromatografie, jako jedné z nejkBich metod k &eni
jednotlivych enantiomé&r a v experimentalnic¢dsti pak separace jednotlivych
enantiomernich forem alaninu, jez nam ve vzorciebcoého dZzusu, u nichZz budeme

zjiStovat jejich gitomnost, zarovemiaze pomoci uit jejich kvalitu.



2. Teoretickacéast

2.1. Chiralita a enantiomery

Chiralita % je pojem, ktery popisuje schopnost molekul five@nantiomery. Tyto
latky, jez nemaji $ed, osu, ani rovinu soufmosti, jsou jednim za zakladnich
fenoméri organické chemie. &Sina girodnich latek je chiralnich a vyskytuje se ve
formeé enantiomel ¢i racemat.

Enantiomery popisujeme jako prostorové izomery ohajiejnou chemickou strukturu,
jeZ jsou ve vzajemném vztahu vzoru a jeho zrcadiovébrazu.® Jejich dal&imi
charakteristickymi rysy mohou byt stejné fyzikdinthemické vlastnosti v achiralnim
prostedi. Naopak mezi vlastnosti kterymi se odliSujfizeme z#adit jejich schopnost
tvorit odliSné krystaly a st&t rovinu polarizovaného &tfa o ukity ahel. Enantiomery
st&eji rovinu polarizovatelného &tfa o stejny Ghel, aviak v ag@m sndru. * Tuto
schopnost, typickou pro enantiomery, nazyvame kpticaktivitou.®> Ta je zgisobena
vlivem makroskopického vzorku, nikoliv pouze jedmdlekuly. Naopak v chiralnim
prostedi jsou enantiomery débrozlisitelné®

Racemat je sis dvou enantioméro stejné koncentracl. Tato sn¥s nejevi zadnou
optickou aktivitu, nebt jednotlivé enantiomery maji sté&nvelkou, ale opé&ou
hodnotu optické otdvosti, kterd se vzajemnymiapgobenim obou enantioniewyrusi.

S pojmem raceméat taktéZz souvisi pojem racemizagg, j€ proces, ip kterém se
z vychozich ¢istych enantiomér stava racemat. Pr&vtomuto procesu se snazime
v mnoha oblastech tpdejit, neb6d jednotlivé enantiomery mohou mit rozdilné

vlastnosti.



2.2. Rozdilné vlastnosti enantiomar

Prestoze bychom enantiomery na prvni pohled popslib jvelmi podobné latky,
z hlediska molekulového rozpoznavani se zasédn a proto se liSi i jejich vlastnosti.
Rozdily mezi enantiomery se mohou projevit v razélilchuti ¢i vini téchto latek
(nagiklad monoterpen S-(+)karvon voni jako kmin, zatnkz(+)karvon voni po mét
®) nebo daleko zava¥$imi vlastnostmi, jako je rozdilna fyziologick& obecré
biologicka aktivita. Nafiklad jeden enantiomer ke byt antiarytmikem (R-sotalol),
druhy B-blok&torem (S-sotalol). Jedenaze byt @innym I&€ivem a druhy miZe byt
jedovaty i teratogenni stefnjako nechvalé znamy thalidomid, Evo podavané ve
formé racemické swisi v 50. a na patku 60. let pro zmigmi priznaki rannich
nevolnosti Bhem thotenstvi, kdy R-thalidomid #h sedativni dinky, avSak S-
thalidomid byl teratogenni. Navidipgeho podani dochazelm vivo k racemizaci za
vzniku S-thalidomidu, teratogenni formy.

2.3. Chiralita aminokyselin

Aminokyseliny jsou latky, jeZ jsou obsazené ve WSEgych organismech, nebgsou
z&kladnimi stavebnimi kameny pro proteiny. Z dvia@hinokyselin, pouzivanych
k jejich syntéze, se devatenact vyskytuje ve foemantiomek. Jedinou vyjimkou je
glycin. L- formy €chto aminokyselin jsou pouzivany k syntéze prdteimajdeme je ve
vSech Zivych bytostech na Zemi. Mipéhu starnuti se L-formy (L-enantiomery)
aminokyselin postughpremenuji v D-enantiomery a pokud organismus Zeprproces
racemizace pokiaje. Toho se vyuziva n#pglad i datovani std biologickych
materiat. ° ProtoZe jsou aminokyseliny velmi zastoupenou skmpia jejich stanoveni
neni @ilis nara@né, pati jejich enantiomery mezi nejlépe prozkoumanou skup

chiralnich latek.
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2.4. Chiralita aminokyselin v potravinach

Jak jsem jiz zminila, enantiomery aminokyselintasto li$i chutfi vini *? a mohou
byt pouZity jako vhodné ukazatele kvality nebo pauek zpracovani potravin, nebo
vSechny aminokyseliny ifiomné v peptidech i proteinech racemizuji, avsaknou
rychlosti. Rychlost racemizace je owlowana pray vngjsimi faktory.™

Pritomnost utitého mnozstvi D- aminokyselin jefippzena nafiklad u kvasenych
produkti, neba i vSechny mikroorganismycastnici se procesu kvaSeni ve svésbné
sttné neékteré z D-aminokyselin obsahuji. Naopak u kvaliinhekvasSenych produkti
nijak nezpracovanych potravin by se objevit ggm Mezi skupinu nekvaSenych
produkti mizeme z#adit i ovocné dzusy, kterymi se budu v této pratiyxrat. Protoze
ovoce D- aminokyseliny neobsahuje, rigyrby se objevit ani v ovocnych dZuseth
avSak v mnoha na trhu dostupnych dzusech bylo wymeamnoZstvi D- alaninu
nalezeno.** To hovdi o niz§i kvali& ovoce pouZitého na vyrobu dZusu, a také o

bakterialni kontaminaci produktu.

2.5. Chiralni separace v HPLC

Z divodu rozdilnych vlastnosti jednotlivych enantiofefje dilezité ungt tyto
jednotlivé enantiomery velmi déb odliSit. S tim souviseji i poZzadavky, aby metody
pro ckleni enantiomer byly vysoce selektivni a separac&niné. Proto se vyuZivaji
zejména vysokatinné separéni techniky, jako je najklad vysokodinna kapalinova
chromatografie (HPLC).

Abychom oddlili jednotlivé enantiomery v HPLC, fiteme vyuZzit dva sepaira
postupy. Prvnim z nich jetimé dleni enantiomer?, kdy jsou enantiomery odbvany
ve stereoselektivnim sepanam prostedi HPLC. Chirélni roztleni je zde mozné
uskuténit pouzitim chiralni stacionarni faze (CSP), ktge obec® negasti
pouzivanag¢i chirdlni mobilni faze. ProtoZe ve své praci bpduZivat separacifpmou,
tedy chiralni HPLC, bude na ni zé&fen i nasledujici text. Druhou moZnosti je e
déleni enantiomer ** za vyuZiti derivatizace,ipniZ se vytvéeji diastereomery jest

pied vlastni separaci. Ta je pak proyudav @EZném, nechiralnim HPLC systému.
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2.6. Vysokowinna kapalinova chromatografie

HPLC ', diive téZ nazyvana vysokotlakou kapalinovou chronvatitigbyla vyvinuta
jako efektivni a velmi &nna metoda pro stanoveni enantiomef’ Mezi dalsi
chromatografické metody slouzici k tomutéelin pati: plynova chromatografie (GC),
chromatografie na tenké vrst(TLC) a superkriticka fluidni chromatografie (SFC)
Mimo chromatografické metody se pro separaci eoardili os\edcily také metody
kapilarni elektroforézy, a to kapilarni zonova @leforéza (CZE), micelarni
elektrokineticka chromatografie (MEKC) a kapilaehktrochromatografie (CEC).

| ptes velké mnozstvi vhodnych chromatografickych metodnetod kapilarni
elektroforézy, je HPLC v mnoha aplik@ch oblastech nejuzivgsi, a to pro analytické
| preparativni gely.

Principielrt je metoda HPLC zaloZena na rélmhi slokeniny mezi d¢ faze,
stacionarni a mobilni. Stacionarni fazi tivenalé ¢astice jednotného tvaru a jednotné
velikosti homogen& vyplnujici kolonu. Mobilni fazi je kapalina proudici ellkrné mezi
jednotlivymi ¢asticemi. Vysledkem je dynamicky stav soustavyi kierem se
jednotlivé komponenty pohybujiiznou rychlosti pes stacionarni fazi, nebkazda
¢astice ma idznou distribdni rovnovahu v zavislosti na velikosti molekuly a
rozpustnosti ve fazich, dikgmuz jsou navzajem oéény.

Kolony pro HPLC byvaji plany velmi malymicasticemi, protoze velikosiastic ma
znany vliv na separaci, a to proto, Zen menSi je velikostéstic, tim Ize dosahnout
acinngjSi separace. ProtoZe s klesajici velik@gstic dochazi k znesnafim pritoku
mobilni faze kolonou (maléastice kladou zriay odpor) je také nutné udat systému
vySSi tlak. Toho docilime pomoci vysokotlaé&zpulzni pumpy, velmiidezité sodasti
HPLC aparatury. Tato pumpa dodava mobilni fazi vehysoky tlak a konstantni
priatok, aby mohla projitigs kolonu.

Systéemy HPLC rizeme rozdlit na normalni a reversnififhormalnim uspitadani je
stacionarni faze pol&jsi nez faze mobilni. Naopakiipreversnim usp@dani (RP
HPLC) (reverse phase HPLC) je naopak stacionamei i@ polarni nez faze mobilni.
RP HPLC je jiZ‘adu let pouzivdna mnohefasgji nez normalni HPLC.

Mezi vyhody HPLC pat vysoka @innost metody, dobra opakovatelnost, robustnost
(mira vlivu kolisani urovéjednotlivych parametrna vysledek analytického stanoveni)

a moznost analyzovat velké mnoZzstvi struktusdliSnych latek, mezi které patatky
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vysokomolekularni, polarni i nepolarni, maéavé ¢i tepelré nestabilni. V neposledni
fadk pati mezi vyhody HPLC oproti GC moznost ovlivnit segerzménou slozeni

mobilni faze.

2.6.1. Mobilni faze

Mobilni fazi v RP HPLC riZze byt nap. voda, methanol, acetonitril a jejich &n
v riznych vzajemnych poénech, pufry a dalSi. Diky tomu m& HPLC vysokou
flexibilitu i rozsah pouziti. Mobilni faze je volandle faze stacionarni, nebo
manipulace s mobilnimi fazemi jsou prakticky neosrex (jedinym omezenim je
misitelnost rozpou8tlel, respektive rozpustnost slozek mobilni fazge gednodusi
zmenit slozeni mobilni faze nez pouzit jinou staciondazi.

DalSim pozZzadavkem na mobilni faze v HPLC je to, aly byl stanovovany analyt
rozpustny, icemz pro mnoho analytjsou diky vysoké uzivanosti metody mobilni i

stacionarni faze jiz déb zname.

2.6.2. Stacionarni faze

Vysoké selektivity HPLC se dosahuje diky staciofrarrfazim, picemz hledani
acinngjSich a univerzélnich chiralnich stacionarnich fé26P) pro HPLC je stale
aktualnim tématem pro mnoh&dci, zabyvajicich se prévseparacemi enantionter
NejuZitenjsi a nefastji pouzivané CSP® jsou schopné odtit mnoho chiralnich
slowenin a zarowe poskytuji dobrou €innost a dlouhodobou stabilitu. Flatem
nagiklad CSP na bazi makrocyklickych glykopejitidnamé také jako makrocyklicka
antibiotika, nebo nafklad polysacharidové, proteinové cyklodextrinové CSP2

Vliv na separaci ma kroénjiz zminenych fyzikalnich vlastnosti stacionarni faze, jako

je tvar a velikost, fedevsim charakter chemicky vazané slozky.
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2.6.2.1. CSP na bazi polysachand

Stacionarni faze na bézi polysacharld mizeme rozdit na dw varianty, a to na
variantu, kdy chiralni selektor n@éspokryva (coated CSP) (nevyhodaichto CSP je
jejich nizka stabilita), nebo na variantu, kdy jeiré&lni selektor na nosivazan
(immobilized CSP).

Tyto CSP vyuZivaji fevazi razné derivaty celulosyi amylasy, 2° piicem?
stabilrgjSi konformace celulosy je mé&novliviiovana substituci nez flexibijsi
struktura amylasy.

CSP na bazi polysachatidryrakéné v sodasnosti jsou dostatee stabilni a lze je

pouzivat jak v normalnim, tak v reverznim uisgmani.

2.6.2.2. CSP na bazi cyklodextrit

Stacionarni faze twené cyklodextriny a jejich derivaty, které se skiaa cyklickych
oligosacharid o mizném pdtu glukopyranosovych jednotek, iteme z#adit mezi
nejznandjsi chiralni selektory”* Tyto CSP jsou schopnésli strukturns velmi
rozmanité enantiomerni péry aubeme je pouzit v mnoha mobilnich fazich bez

nebezpéi, Ze BEhem procesu dojde ke zit&eparani (innosti.

2.6.2.3. CSP na bazi makrocyklickych antibiotik

Mezi selektoryradici se do této skupiny paglykopeptidy. Nagiklad teikoplanin,
ktery bude pouzit v mé praci, vankomycin, ristogenfA a avoparcin.22 Tyto
glykopeptidy nachézejici uplatmi v celé rack® chiralnich separaci, maji mnoho
chiralnich center a furkich skupin, jez jim umaiji mnoho fiznych interakci
pottebnych pro chiréalni &deni. Zajimavé je, Ze CSP &nymi makrocyklickymi
antibiotiky (MA) se chovaji komplementarnPokud tedy dojde ip pouZiti ukité
mobilni faze pouze kast&né enantioseparaci analytu za pouziti jednoho divMAy
pak @ zachovani pouzité mobilni faze se veldasto docili Uplné enantioseparace s
jinym MA, respektive CSP?®
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2.6.2.3.1. Teikoplaninové CSP
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Obrazek 1: Struktura teikoplaninu

Teikoplanin (Obrazek 1: Struktura teikoplaninu)sj@si rekolika izomefi , kterou
tvori pét hlavnich komponent, ozdavanych jako teikoplanin A2-1 az A2-5 dyfii
mensSi komponenty, zdané jako teikoplanin RS-1 az RS-4. Molekula telaopu ma
20 chiralnich center a velmi slozitou strukturukydkteré ma teikoplanin moznost,
stejre jako jiz zmirgna ostatni MA, vyuZivat opravdu velmi mnoh@mych interakci
pottebnych pro chiralni &eni. Teikoplaninova CSP je povaZzovana za velémnou
chiralni stacionarni fazi ai@e byt pouzita v normalnim i reverznim rezimu sysié
HPLC. Navic lze pouzit polanorganickou mobilni fazi. Teikoplanin ma velmi
vysokou selektivitu profadu molekul, mezi & mizeme z#adit napiklad
nederivatizovana-, -, y- aminokyseliny, cyklické aminokyseliny\-derivatizované
aminokyseliny, kyselé latky, fenoly, malé peptidyeutralni aromatické analyty a
cyklické, aromatické a alifatické aminy. ProtoZeukézal byt velmi vhodnym chiralnim
selektorem pr&vpro enantioseparace aminokyselin, pouZili jsméyejeto praci.

Aby doslo k co nejlepsi separaci enantioimexistuji specialni pozadavky na mobilni

faze, jez se spate¢ s teikoplaninem pouzivaji. Bylo zj&to, Ze mezi nejvhodisi
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mobilni faze pai jednoduSe methandi, methanol s vodou, které jsou ve spojeni
s teikoplaninovymi CSP vysocgitiné a efektivni>>

Teikoplaninové CSP fZeme dle pokryti chiralnim selektorem a charakteru
chemickych vazeb teikoplaninu na silikagelovy ®osrozclit na klasické
CHIROBIOTIC T CSP a CHIROBIOTIC JCSP, picemz CHIROBIOTIC § CSP se
vyzna&uji praw veétsim pokrytim chirainiho selektoru teikoplaninem.tétb praci
budeme pracovat s étma teikoplaninovymi CSP.

Pri modifikaci teikoplaninu za od&peni cukernycltasti molekuly dochazi ke vzniku
teikoplaninu aglykonu TAG, ktery vazany na silikemy@m nosti, je téZ povaZzovan za

velmi dobrou stacionarni fazi.

2.7. Derivatizace

Derivatizace mze byt pouzita nejen pro vytkgni enantiomer pred vlastni separaci,
ale i jako metoda, ktera sniZzuje deteklimit a umo#uje tak detekovat latky, jez
jednoduse detekovatelné nejsd¥i.Tento fistup z#azujeme mezi metody nEmé,
pokud se fi tomto procesu vytid i kovalentni diastereomer (chiralni latka, jenine
piimo enantiomer, tedy zrcadlovy obraz vzotu KdyZ ktvorl diastereomeru
nedochazi, je proces povazovan za metofimqu a derivatizace slouzi pouze pro
zcitlivéni detekce.

Nejen aminokyseliny, zkoumané v této praci, aleni jlatky mohou byt &ko
detekovatelné, pawadZz ve své molekule neobsahuji ani chromofor petekti
v ultrafialové ( UV) a viditelné oblasti (VIS) skiea, ani fluofor pro fluorimetrickou
detekci®*. Proto se tyto skupiny zav§tl do molekuly pra¥ pomoci derivatizace.

Derivatizace mize probihat &olika zpisoby, a to bdi pred kolonou (pre-column), za
kolonou (post-column) , a nebo i na kaion
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2.7.1. Redkolonova derivatizace

Predkolonovou derivatizaci @®eme rozdlit na dw ¢asti dle toho, je-li derivatizai
reaktor stabilni saiésti chromatografu. Pokud tak tomu je, azip@me derivatizéni
proces jako on-lin€> Jako off-line ozné&ujeme proces, kdy derivati#a reaktor neni
souwasti chromatografu,iffgemz nejprve probiha derivatizd reakce mimo systém a
teprve jeji produkt je aplikovan na koloAd.

Predkolonova derivatizace vyuZziva dostatestabilni derivat a idedtnmusi probihat
dostatén¢ rychle, kvantitative, selektivig, bez vedlejSich produkta za mirnych
realkénich podminek. f#2dkolonova derivatizace je vice vyuzivana nez-fitkolonova,

a to gredevsim diky snadjsi automatizaci procesu.

2.7.2. Postkolonova derivatizace

Postkolonovou derivatizaci ieme stejy jako pedchozi - pedkolonovou
derivatizaci rozdlit na off-line a on-line. Protoze off-line metoda u tohoto procesu
témef nevyuZziva, povazujeme postkolonovou derivatizheioné jako on-line.

Pro tuto metodu je typické, Ze na rozdil otkdkolonové derivatizace nemusi
poskytovat jednozrmé chemické individuum, ani probihat kvantitatévn Je
neselektivni, avSak @e probihat za extrémnich podminek, jmeriopiedevSim pH a
teplo€. NejdilezitejSi pri postkolonové derivatizaci jei@devsim reprodukovatelnost
chemické reakcé’

U postkolonové derivatizace tXeme rozliSit celkem 3 reaki principy dle toho,
v kolika krocich cely proces probiha, a to jednpstwou derivatizaci, dvoustapvou
derivatizaci a jednostupvou derivatizaci s tvorbou derivatizdho ¢inidla in situ

(derivatiz&ni ¢inidlo se tvdi pfimo uvnit reaktoru smisenim dvouznychcinidel).
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2.7.3. Derivatizace alaninu respektive aminokyseli

Derivatizace je vtéto praci zvaZzovana wadu zvySeni citlivosti detekce a
umozreni detekce separovanych enantiofnalaninu vibec. Protoze alanin gaimezi
aminokyseliny, které se vyz&gi piitomnosti dvou reaktivnich skupin, jmenavit
aminoskupiny a karboxylové skupiny, fcich 2 ze 3 funénich skupin, na nichz
derivatizace probihd negjstji, miZzeme jej zderivatizovat duderivatiz&ni reakci
piitomné aminoskupiny, nebo karboxylové skupiny. Kitwo (Eelu miZze byt vyuZzito
mnoho derivatizénich ¢inidel, mezi Rz miZzeme z#adit napiklad isokyanaty,
isothiokyanaty (naifiklad butylisothiokyanat (BITC) a benzylisothiokya (BZITC),
tj. ¢inidla reagujici kvantitativh s 22 standardnimi aminokyselinanf), 5-N,N’-
dimethylaminonaftalen-1-sulfonyl chlorid , nebodansyl chlorid (DNS-CI) a dalsi
dansyl-derivaty, 4-(dimethylamino)azobenzensutfonyl chlorid, nebo-li dabsyl
chlorid (DBS-CI)?°, fluorenylmethyloxykarbonyl (FMOCJ®* o-ftalaldehyd (OPA)
3233 gspolu s chirélnimi thioly pro chirdlni derivatizagak aminokyselin na
aminoskupig, tak amirfi. Mnoho navod na pouziti vySe uvedenych derivatinéch
¢inidel za vyuziti HPLC shrnujélanek zabyvajici se kvantifikaci aminokyselin a @aimi
ve stejné matrict?

Pro derivatizaci aminokyselin na karboxylové sképse vyuziva nagklad amidace
aminy.

Pri predkolonové derivatizaci se jako nejvhépn derivatiz&ni cinidlo ukazal byto-
ftalaldehyd, picemzZ zderivatizované vzorky sé pouZziti tohotocinidla poté analyzuji
pomoci RP HPLC v UV-VIS oblasf?, dale dansyl chlorid® a dinitrobenzylchlorid
(DNB), pricemz N-derivaty vzniklé {sobenim tohotainidla Ize vhod# separovat
metodou HPLC s CYCLOBOND | 2000 RN SN — jako stacionarni fazi v normalnim

modul.

V této praci nebude derivatizace sledovana proSelepenantioseparace , ale jen pro
vylepSeni deteknich moznosti aminokyselin. Ktomu pouzijeme ddinzce
piedkolonové pomoci derivatigaiho¢inidla DBS-CI.
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2.8. Chiralni separace alaninu pomoci HPLC

Enantiomery alaninu mohou byt separovany jednitliy ve skupiré s ostatnimi
aminokyselinami. ProtoZe pro separaci alaninu nafpymceny specifické poZzadavky,
jsou postupy, jez se k separaci vyuzivajig@wmou obecné pro vSechny aminokyseliny.

Pristup k separaciipozenych L- a D- aminokyselin volime podle tohdadi jsou
aminokyseliny jiz zderivatizované vyuzitim ngnéjSich derivatizanich ¢inidel, ¢i
nikoliv. 2 Pokud tomu tak je a Lsi D- aminokyseliny byly zderivatizované za vzniku
mobilnich a stacionarnich fazi. Mezi vhodné sta@ionfaze nmizeme z#adit napiklad
teikoplaninovou nebo ristocetinovou v reverznim mo@kE tyto chiralni stacionarni
faze v reverznim moédu lze vyuZit pro separaci dérienantiomeal aminokyselin za
pouziti DNS-CI.

Pro nederivatizované aminokyseliny se jako nejlepsérzni sepatai systém jevi
teikoplaninova CSP s methanolem a vodou (pufr tiehia) jako mobilni fazi. Tento
systém bude pouZit i v této praci.

Na konec této kapitoly bych radda uvedlgkalik praktickych giklada vyuZziti
separace enantionteralaninu pomoci HPLC, nebojejich separace byla v letech
piedchozich provagha v mnoha oborechegly a techniky.

V principu miZzeme metody, které enantioseparaci aminokyselirzivgii rozdlit
podle zpmisobu derivatizacei separace, nebo niédklad podle delnosti. Separace
aminokyselin se uplatje prevazié ve dvou odwtvich. Prvnim z nich jsou pekumy
zabyvajici se pochopenimznych biologickych procaés Druhé uplatani, rozvijejici se
v poslednich letech, naSla separace alaninu v\po@atvi, picemz pra¢ toto

uplatréni je klicové pro mou préci.

Portvadz se separace D- a L- alaninu i jinych D- aininokyselin pomoci HPLC
stala velmi dleZitou pro porozugni fungovani a distribuce jednotlivych
enantiomernich forem ¥lech sav@, mezi které sefadime i my, zé&ala se tato
enantioselektivni metoda (spdig s ostatnimi citlivymi enantioselektivnimi metodami

velmi rozvijet.
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Pokrok a vyvoj chirdlni separace a selektivni degekadich D—aminokyselin v
metodach, jako jsou GC/MS, HPLC/fluorescence, HRIEMS mizeme naijit
v riznych publikacich®’

Obecrt se separace a detekce enantignaaninu a aminokyselin v HPLC provadi
v reverznim moédu porpdchozi derivatizaci, jeZ je provfith za vyuziti derivatizaich
¢inidel umo#ujicich nebo zlepSujicich detekci zavedenim fluomofdo molekuly
aminokyseliny (pro fluorescéni detekci). Derivatizznim ¢inidlem pouzivanym k této
derivatizaci byva népstji OPA3"*¥3Mezi dalsi BZzn¢ uzivana derivatizai cinidla
pak mizeme z#adit DNS-CI, FMOC , Nert-butyloxycarbonyl-L-cystein (BOC-L-
cys), i 4-fluoro-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol (NBD-FY.

Mezi vyzkumy vyuZivajici separace aminokyselinangiu v tkanich savcmazeme
zaradit napiklad stanoveni jejich D-forem v mozku mutovanyulSi, postradajicich
enzymovoué¢innost oxidaz. B tomto stanoveni byl vyuZit reverzni systém HPLC a
predkolonova derivatizace s derivatimémi cinidly jako jsou OPA a BOC-L-cys.
Proces byl proveden na ODS kotondrzované p 35°C, za pouziti dvou mobilnich
fazi, a to mobilni faze A obsahujici acetonitriD.& M pufr octanu sodného (pH 6.0) v
pomsru 9/91 ¢/v) a mobilni faze B obsahujici tyté? slozky v gom16/84 y/). **

Velké zastoupeni ma i dvoudimenzionélni HPLC, jejisti selektivijsSi separaci.
Tento systém se vyuZziva ridgad @i stanoveni malych mnozstvi D-aminokyselin a D-
alaninu v tkanich savicv pribéhu starnuti ( derivatizace je docilenaé¢bga pouziti
OPA a BOC-L-cys*™ & pri stanoveni D- a L- alaninu wznych tkanich savg
jmenovit krys, v pibthu dne’® Uréeni malych mnoZstid-aminokyselin a D- alaninu
v tkanich savi pomoci dvoudimenzionalni HPLC se vyuziva i praatéké vyzkumy,
neba D- enantiomery aminokyselin se staly novymi fyagitky (€innymi latkami a
signalnimi  molekulami nemoci®* Aparatura pro selektivni stanoveni pomoci
dvoudimenzionalniho systému HPLC se sklada z midds kolony zajigujici, aby
aminokyseliny, jez maji byt separovany, byly dédy od ostatnich latek chirélni
kolony, na které jsou jednotlivé enantiomery amisaitin od@leny. Red mikro-ODS
kolonou probiha je8tderivatizace pomodBD-F. Fluoresceéni detekce je prov&da
pii 530 nm. Pro alanin je jako mikro-ODS kolona vy Mightysil RP-18 GP a
Sumichiral OA-2500S jako chirdlni stacionarni faaéobilni fazi pro tuto chiralni

kolonu byl 5mM roztok kyseliny citronové s MeOH .
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V druhém od¥tvi, vyuZivajicim separace D- a L- alaninu, naleaeetaktéz velké
mnoZstvi zajimavych praci.

Aminokyseliny najdeme v potravinach duako volné molekuly, nebo ve form
proteini a peptid. ProtoZe i zde maji jednotlivé enantiomerni formgné vlastnosti,
je nutnd jejich separace. Obeécrne uvazovan fiznivy vliv L- aminokyselin
v potravinach. Naopak u D- aminokyselin najdeméerdti'e mnohé neshody o jejich
prosgsnosti. Nekteré z nich byly potvrzeny mnohymi vyzkundy.

Separace a determinace D- a L- aminokyselin, reésjgel- alaninu, v potravinach
muze byt provagha za vyuziti HPLC spojené se specifickymi enzynmoivgeakcemi a
citlivou elektrochemickou detekci . Proces je pdi#véz toho dvodu, Ze zjidini D-
alaninu v kterych potravingskych vyrobcich ( jako je vino, ovocné dzusy, pio
cherry) nas informuje o jejich bakterialni kamiaaci. Jiné je to u kvaSenych
vyrobki, jako jsou miéné vyrobky, jogurty, syrgi u marskych plodi (Ustic), kde je
jejich pifitomnost pirozena.” V systému je enzymovy reaktor @@nény za kolonu),
v némz probihaji reakce s konte® dostupnymi oxiddazami D- a L- aminokyselin
zpasobujici jejich deaminaci za vzniku peroxidu vodikyez je pozdji detekovan
elektrochemicky. Separace je zaloZena na katigntgyménném principu.Obeci je
nutna jen jednoduch&edpiprava vzork bez fredchozi izolace a derivatizad® Ty
mohou byt Bhem procesu vynechany, avsSak pro zlepSeni det&kcalaninu (ale i u
jinych aminokyselin) se jako derivatizd cinidlo piidava OPA v kombinaci $\-
isobutyryl-L-cysteinem (IBLC) ¢i N-acetyl-L-cysteinem  (NALC) za vyuziti
fluorescerni detekce. Jako stacionérni faze se pouZziva Vighiationto¢ vyménna
kolona v kombinaci s lithiovym pufrem o pH 2,81, 3,4 jako mobilni fazf*’

Chiralni separace aminokyselin a alaninu se tpjattaké pi uréeni €chto latek v
ovocnych dZusech. Aminokyseliny mohou byt v ovodn@zusech monitorovany ve
form¢ (1-fluoro-2,4-dinitrofenyl)-5-L-alaninamid derividitpomoci HPLC, vyuZivajici
C-18 kolonu s acetonitrilem a vodou tznych objemovych po#nech o pH 3, jako
mobilni fazi.*® Pfimo pomeratové dZusy pak fizeme charakterizovat a analyzovat
pomoci HPLC v kombinaci s MS/MS detekci, kde sedvigoseparace docili pouzitim
acidix kolony od firmy Allure s vodou a acetonigmh v pong¢ru 20/80 ¢/v), ¢i vodou a
methanolem v poiiu 10/90 ¢/v) pii pH 3 ,jako mobilni fazf®
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3. Experimentalni¢ast

3.1. Histroje a pomicky

Kapalinovy chromatograf:

Pumpa: DeltaChror! SDS 030 WATRER, PrahaCeska Republika
Detektor: DeltaChrom" UVD 200 WATREX®, Praha(eska Republika
Davkovaci ventil: RHEODYNE s davkovaci stékpu 20ul, Cotati , CA, USA
Injekéni skikacka: objem 25ul, Hamilton, Reno, Nevada, USA

Kolony:

CHIROBIOTIC T2 (délka: 25 cm, pmger: 4,6 mm, zriini Sum) Astec ( Supelco)
CHIROBIOTIC T (délka: 25 cm, pmer: 4,6 mm, zrini 5um) Astec ( Supelco)

Filtry:

SPARTAN® 13, 0,45um, Whatmafi, Némecko
Minisart®5,00um, Santorius, Bmecko
Minisart® 0,45um, Santorius, mecko

DalSi pristroje:

Ultrazvukova laze: Tesla,Ceska Republika

Vahy: METTLER AE 240, Greinfensee, Svycarsko

Centrifuga: Centrufuge 5418, Ependorf, Hamburgniscko

Spektrofotometr: Haos o, CHROMSPEC, Velka Britanie

Filtrovaci systém proifpravu deionizované vody: Mili-Q ,Millipore, Milfal, MA,
USA
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3.2. Pouzité chemikalie

Methanol , Sigma-AldrichCeska Republika
Izopropanol, Sigma- Aldriciesk& Republika
Deionizovana voda

DL-alanin, Lachema n.p.Ceska Republika
D—alanin, Fluka Analytical, Bimecko

Pomeratiovy dZzus A: Dizzy, Lidl Stiftung & CO. Kg
Hydrogenuhkitan sodny, Fluka Analytical, &énecko
Aceton, Penta(eska Republika

3.3. Roztoky vzorki

Roztoky pouzité pro porovnani separgch vlastnosti DL- alaninu a D- alaninu
v jednotlivych mobilnich a na obou stacionarnictidh byly gipraveny rozpugnim 1
mg €chto chemikalii v 1,00 ml destilované vody. Vztdaeuk tomu, Ze i piipraw
roztoku nedoslo k Uplnému rozpési vzorku v pouzitém objemu vody, byly jednotlivé
roztoky nasleda prefiltrovany.

Roztoky, pouzité pro sestrojeni kalibind piimky zavislosti plochy/vysky piku na
koncentraci, byly fipravené rozpushim 1,00 mg (fesr¢ 1,02 mg) DL — alaninuv 5
ml destilované vody. Z tohoto mnoZstvi bylo nastepgiipraveno 5 roztok o miznych
koncentracich, a to tak Zéyodni mnozstvi roztoku byla‘edéno vodou v porérech
5.0, 4:1, 3:2, 2:3 ,1:4 (viz Tab. 1).

Vzorky pomeratiového dZusu pouzité pro stanoveni D a L-alaniny pdfiltrovany
pres 5,0Qum a nasled&pies 0,45um filtr znatky Minisart.

Z takto gipravenych vzori bylo odebrano nejprve 1,00 ml a poté 0,50 ml razte
toto mnozstvi bylo obohaceno vzdy 1,00 mg DL-alankiltrace vzork zde nebyla
nutna, nebt DL-alanin se v pomerg&ovém dzusu rozpoudtbez problén.

Vzorky DBS-CI derivai D- a L-alaninu byly fipraveny nésledujicim postupem:

roztoky aminokyselin fipravené rozpushim D- a L- alaninu v 1M roztoku
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hydrogenuhliitanu sodného v koncentraci 1,00 mg/ml (pH 9,0ysyhiseny se

stejnym mnoZstvim roztoku DBS-CI v acetonu ( 1,0§mi) a tato srés ponechana

reagovat fi 50°C po dobu 25 minut. Po uplynuti toh@ssu byla reakce zastavena

prudkym ochlazenim vzotkpomoci ledové lazn Nasledg byly vzorky

centrifugovany po dobu 15 miripychlosti 6000 rpm a nakonec jegtefiltrovany.

Tabulka 1 : Priprava roztok pro kvantitativni analyzu

C. vzorku| Pavodni roztok [ml] | Destilovana voda[ml] Vysledna koncentrace [mg/m]
1. 5,00 0,00 0,20
2. 4,00 1,00 0,16
3. 3,00 2,00 0,12
4. 2,00 3,00 0,08
5. 1,00 4,00 0,04
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3.4. Podminky néieni a mobilni faze

M¢éieni prokhlo za standardnich laboratornich podminek nageptestroja, ktera je
zobrazena na obrazki2 . Pitok mobilni fazi kolonou byl konstantni a jeho hotin
byla 0,70 ml/min. Detekce byla provérth nejdive @i vinové délce 200 nm, kdy je
alanin vidtt nejlépe, ale paivadz i této vinove délce vznikaly problémy
s detektorem, byla po#j prenastavena na 205 nm.

Béhem nefeni byly vystidany celkem d¥kolony CHIROBIOTIC T2 a
CHIROBIOTIC T a rkolik mobilnich fazi, které se skladaly z methanaliody

Vv riznych pongrech.
Mobilni faze:

Methanol / voda v pogmu 70 / 30 ¥/V)
Methanol / voda v pogmu 60 / 40 Y/V)
Methanol / voda v pogmu 50 / 50 ¥/v)
Methanol / voda v pogmu 40 / 60 ¥/V)

CHEODLATOSRES B
E 1
D 14
: pumpa "§ - piky
: 0
m@bﬂnil:ﬁ T = T s
fara aErenl Sap [min] _
déwkov act potitac
krohout se = — b_ﬁ
smyckou separacni
kolona deteltor -

Obrazek 2: Sestava z#izeni pro HPLC (pievzato:web.natur.cuni.cz/~pcoufal/images/obr21.gjf
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3.5. Pouzite vztahy

Pro vyjadeni nandtenych dat byly pouzity nasledujici vztahy:

Vypocet retektniho faktoru k:
k =t,-to/ tg

Vypocet selektivity:

a = k(D-ALA) / k(L—ALA)

Vypocet rozliSeni:

R=2@r p-aLp) - traLa) ) W (-aLa) + W (DAL

Vypocet vySky Sumu nulového vzorku:

S= h0 max™ h0 min

Vypocet pro stanoveni meze detekce:

LOD=3S
Vypocet pro stanoveni meze stanovitelnosti:
LOQ=10S

Pouzité symboly:

k - retetini faktor

t - retetini ¢as piku

to - mrtvycas (retetini ¢as nesorbujici latky)
W - Stka piku i zakladré

o - selektivita

R - rozliseni

S- vySka Sumu signalu nulového vzorku

ho max- Vvy3ka signalu nulového vzorku v maximu
No min - vy3ka signalu nulového vzorku v minimu
LOD — mez detekce

LOQ — mez stanovitelnosti
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4. Vysledky a diskuse

4.1. Volba separ@niho systému

K ur¢eni enantioméralaninu byly pouzity d¥ stacionarni faze a to CHIROBIOTIC
T a CHIROBIOTIC T2, jez se vzajerahisi pokrytim silikagelového nosm chiralnim
selektorem a charakterem chemickych vazeb teikoplama nosi. U obou
stacionarnich fazi bylo provedengimni s iznymi mobilnimi fazemi a ziskané
vysledky byly porovnany.

Vzhledem k tomu, Ze Udaje ziskané &emi na jednotlivych kolonach byly velmi
podobné (srov. Tab. 2 a 3), ukazalo se, fesgparaci enantiomé&rlaninu nezalezi na
tom jak moc je nosipokryt teikoplaninem . Interakce jsotegné na obou CSP
podobné a proto se retam faktor ani selektivitaiflis neneni a i rozliSeni je méalo

odlisSné.

Béhem této prace bylo pouZitékolik mobilnich fazi tvéenych methanolem a vodou
v riznych pordrech, aby bylo mozné zjistit, jaka bude pro naacpnejvhodsjsi.
Srovnani jednotlivych mobilnich fazi nalezneme sledujicich tabulkach (Tab. 2 a 3).
Pfi méreni na kolot CHIROBIOTIC T byl mrtvyc¢as pro jednotlivé mobilni faze
zmeten pomoci jodidu draselného. U kolony CHIROBIOTIZ Byla pro vSechny
mobilni faze pouzita pouze jedna hodnota mrtw&su, ziskanarpmeéieni s mobilni
fazi metanol/voda v pognu 50/50 ¢/v), neba byla nejnizsi.

Vzhledem ke zjignym udafim se ukazalo, Ze nejvhogjgi mobilni fazi je
methanol/voda v poénu 50/50 ¢/V). Fi vétSim obsahu organické faze dochazelo
k zvySeni retetnihoc¢asu, selektivity i rozliSeni. Naopaki gvySeni obsahu vodné faze

dochéazelo ke zkraceni doby analyzy, ale také keSemd rozliseni.
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Tabulka 2: Porovnani separace enantiofhataninu v iznym mobilnich fazich na
kolon¢ CHIROBIOTIC T2

MeOH | to | trpala) | tRaa) | W (D-ALA) | W (L-ALA) k k R
/H0 | [min] | [min] [min] [min] [min] | oAl | LALA)
40/60 | 2,29 6,29 5,02 1,13 0,86 1,75 1,20 1,47 1,28
50/50 | 2,29 7,37 571 1,11 0,93 2,22 1,50 1,48 1,63
60/40 2,29 8,37 5,85 1,41 1,12 2,66 1,56 1,71 1,99
70/30 | 2,29 9,77 6,52 1,54 0,93 3,27 1,85 1,77 2,64
Tabulka 3: Porovnani separace enantiofhataninu v znych mobilnich fazich na
kolor¢ CHIROBIOTIC T
MeOH | to | trp-ala) | tRALA) | W (D-ALA) | W (L-ALA) k k
/H0 | [min] | [min] [min] [min] [min] | oAl | LALA)
40/60 | 2,25 6,00 5,00 1,18 0,93 1,67 1,23 1,36 0,94
50/50 | 2,25 7,25 5,57 1,06 0,92 2,22 1,48 1,60 1,70
60/40 | 2,25 8,32 6,03 1,39 0,93 2,70 1,68 161 1,97
70/30 | 2,27 10,34 6,95 1,57 1,34 3,36 2,06 1,73 2,33

Chromatogramy v obr. 3-7 ukazuji separace enantibalaninu v éiznych

testovanych sepamich systémech.
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Obrazek 3: Chromatogram separace D- a L- alaninu na ko@HIROBIOTIC T2 i
pouziti mobilni faze MeOH/pD v poneru 40/60 Y/V)
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Obrazek 4: Chromatogram separace D- a L- alaninu na kofoHIROBIOTIC T gi
pouziti mobilni faze MeOH/pD v poneru 40/60 Y/V)
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Obrazek 5: Chromatogram separace D- a L- alaninu na kol©HIROBIOTIC T2 i
pouziti mobilni faze MeOH/pD v poneru 50/50 y/v)

120
L-ala

100

80

D-ala
60 —

Odezva detektoru (mV)

40

20

T T T T T T T T 1
4 6 8 10

t (min)

o
N

Obrazek 6: Chromatogram separace D- a L- alaninu na kol@HIROBIOTIC T fi
pouziti mobilni fa&ze MeOH/H20 v pairu 50/50 (v/v)
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Obrazek 7 : Chromatogram separace D- a L- alaninu na ko@HIROBIOTIC T g
pouziti mobilni faze MeOH/pD v poneru 70/30 ¢/V)
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4.2. Kalibrace

Abychom mohly provést stanoveni D- a L- alanindpbyejprve nutnéifpravit si
kalibraéni zavislost plochy / vysky piku D- a L- alaninu k@ncentraci vzonk
standard.

Kalibrace byla provedena na koto@HIROBIOTIC T2 s mobilni fazi methanol/voda
v poneru 50 / 50 y/v), neba tento sepakai systém se ukazal jako nejvhegi. Jako
standardy byly pouzity roztoky DL- alaninuiznych koncentracich. Naitenée
hodnoty jsou uvedené v tabuled a graficky zpracované na obr. 8-11.

Tabulka 4: Data pro kalibrani zavislosti

koncentrace | Vzorek cislo Plocha piku Plocha piku | VySka piku | VySka piku
(mg/ml) Cislo méfeni | L-ALA [mV.s] | D-ALA [mV.s] | L-ALA [mV] | D-ALA [ mV]
0,20 1 1 86,21 63,25 4,11 2,66
0,20 1 2 78,76 76,45 4,13 2,98
0,20 1 3 80,27 73,11 4,35 3,04
0,20 1 pramer 81,75 70,94 4,20 2,89
0,16 2 1 64,30 62,94 3,45 2,54
0,16 2 2 63,32 54,24 3,15 2,18
0,16 2 3 62,37 59,30 3,12 2,23
0,16 2 pramér 63,33 58,82 3,24 2,32
0,12 3 1 47,90 38,29 2,49 1,68
0,12 3 2 42,62 37,27 2,24 1,73
0,12 3 3 44,01 41,58 2,31 1,75
0,12 3 pramér 44,84 39,05 2,35 1,72
0,08 4 1 25,86 27,37 1,55 1,06
0,08 4 2 30,15 27,15 1,63 1,07
0,08 4 3 27,54 24,94 1,48 1,10
0,08 4 pramér 27,85 26,49 1,55 1,08
0,04 5 1 19,18 13,30 0,97 0,60
0,04 5 2 14,96 12,82 0,80 0,66
0,04 5 3 16,52 14,11 0,90 0,63
0,04 5 pramer 16,89 13,41 0,89 0,63
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Obrazek 8: Kalibracni zavislost plochy piku L-alaninu na koncentrambrku
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Obrazek 9 : Kalibra¢ni zavislost vysky piku L-alaninu na koncentracorku
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Obrazek 11 :Kalibragni zavislost vysky piku D- alaninu na koncentrazomku
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Ze ziskanych kalibranich z4vislosti pro vysku piku L-alaninu a D-alanjsme
vypaocitali mez detekce LOD a mez stanovitelnosti LOQ Zkjsme vySku Sumu
detektoru odpovidajici hodriod,29 mV dosadili do ziskanych regresnich rovnic za
veli¢inu y (v trojnasobku pro vyget hodnoty LOD a desetinasobku pro v§gto
hodnoty LOQ). Hodnota x pak odpovidala hledanymnodé@m koncentraci.

Pro L-alanin byla hodnota LOD 0,04 mg/ml a hodnag®Q 0,14 mg/ml.

Pro D-alanin byla hodnota LOD 0,06 mg/ml a hodrid®& 0,20 mg/ml.

4.3. Stanoveni D- a L- alaninu v ovochém dzusu

Vzorky pomeratiového dzusu A: Dizzy, Lidl Stiftung & CO. Kg byly@améieny (i
vinové délce 205 nm na kol®lCHIROBIOTIC T v kombinaci s mobilni fazi
methanol/voda v posnu 50/50 ¢/V) (obr.12) a poté s mobilni fazi methanol/voda
v poneru 80/20 ¢/v) (obr.13), nebt pii zvolené vinové délce absorbuiji t&hvSechny
latky obsazené v pomer&vém dzZzusu a hledané piky D- a L- alaninu jsouzobti
identifikovatelné v mnozstvi pik(odezev) ostatnich latek. Upravenim mobilni faze
optimalizovaného sloZzeni na pdmmethanol /voda 80/2WA/) jsme chéli docilit
vydéleni piki D- a L- alaninu ze skupinu pilodpovidajicich dalSim latkam obsazenym
v pomeragovem dzusu zvysSenim retagrihocasu D- a L- alaninu.

PoreévadZ chromatogramy ziskané pr&senim ovocného dZzusu iznych mobilnich
fazich nedavaly jasné vysledkyjgravili jsme si je&t vzorky ovocného dZusu, které
jsme obohatili D- a L- alaninem nejprve v konceaittamg/ml a nasledn2mg/ml,
neba’ prvni koncentrace neposkytovaldlig dobré vysledky. Tyto vzorky jsme
promefili za stejnych podminek jako ovocny dzus. V miktdale byla pi promegieni
pomeragoveho dZzusuifitomnost D- a L- alaninuipdpokladana a kde doslo
ke zvySeni pik pii prométeni obohaceného pometaného dzusu, izeme
piedpokladat itomnost jednotlivych forem D- a L- alaninu.

Po vyhodnoceni chromatogamu pomeoaeho dZusuifp pouziti mobilni faze
methanol/voda v podénu 80/20 ¢/V) Ize gedpokladat itomnost D-alaninu, nelfa
obohaceného dzusu vzrostl pik v igide byla eluce @kavana. NaopakippouZziti
mobilni faze methanol/voda v pém 50/50 ¢/v) miazeme pedpokladat itomnost L-

alaninu, nebtu obohaceného dZusu vzrostl jeho pik v &igie n¢l L-alanin eluovat.
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Vzhledem k tomu, Ze kombinace obogieni (s mobilnimi fAzemi o odliSném
sloZeni) nepnesla spolehlivéitkazy gitomnosti jednoh@i druhého enantiomeru,
nebylo mozné fistoupit ani k jejich kvantifikaciReSenim této situacetrhe byt

derivatizace enantiomiealaninu, a tim zvyseni citlivosti detekce.

dZus A
dZus A obohaceny DL-ala (mg/ml)
DL-ala

200

100

Odezva detektoru (mV)

L-ala D-ala

t (min)

Obréazek 12: Chromatogram pomeraréového dzusu A , pomeradového dZzusu A obohaceného DL-

alaninem a DL-alaninu na kolorg CHIROBIOTIC T p ¥i pouziti mobilni faze MeOH/H,O v poméru
50/50 (iv)
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Obrazek 13: Chromatogram pomeraréového dZzusu A , pomeratového dzusu A obohaceného DL-
alaninem a DL-alaninu na kolor# CHIROBIOTIC T p ¥i pouziti mobilni faze MeOH/H20 v
poméru 80/20 W/v)

4.4. Derivatizace enantiomai alaninu pomoci
DBS-CI

V této byla vyzkouSena derivatizace D-a L- alandabsyl chloridem, pomoci které
jsme chili docilit zlepSeni detekceédhto latek.

Nejprve jsme si prosili spektrum DBS-CI (obr.14), abychom zjistily vinou délku,
pii které je absorbance DBS-CI nejvysSi. Hodnotawétové délky byla 470 nm.

Derivatizace byla provedena postupem uvedenym vXap

Pripravené zderivatizované vzorky D- a L- alaninu g¢srprongfili na kolons
CHIROBIOTIC T v mobilnich fazich methanol/vodadznych objemovych po#énech

pii zjisténé vinové délce. Ziskané vysledky je moZzné povazaaim pouze za
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orienta&ni. Je ¥ejmé, Ze pro UsiBnou separaci deprivatizovanych enanticmende
treba vodu jako sloZzku mobilni faze nahradit pufrem.
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Obrazek 14:Spektrum DBS-CI

38



Stanoveni enantiomiraminokyselin je vyuzZivano tadé aplikatnich oblasti. Mezi
metodami pouZivanymi pro enantioseparaci aminokyzelujima vyznamné postaveni
vysokolinna kapalinova chromatografie s chiralnimi staaroimmi fazemi.

V této bakaléské praci byly pouzity pro separaci L- a D- alandwt CSP na bazi
teikoplaninu liSici se pokrytim a vazebnou chewikdplaninu na silikagelovém nasi
Jako mobilni faze byly vyzkouSeny &snh vody a methanolu viznych porgrech.
Vysledky na obou teikoplaninovych kolonach se zasaeliSily. NejvhodwjSi porner
MeOH/H,O v mobilni fazi byl 50/504/Vv) na obou CSP.

V optimalizovaném sepafaim systému byla provedena kalibrace a &jigtlimity
detekce a stanovitelnosti, ktefi@ily pro L-alanin : 0,04 mg/ml a 0,14 mg/ml a [
alanin 0,06 mg/ml a 0,20 mg/ml.

Nasledr bylo zkouSeno vyuziti metody pro analyzu L- a xénu v pomeraiovem
dZusu. Analyza v8ak nebylaipazna.

Pro ziskani spolehlivych vysledlkoude teba provést derivatizaci. Derivatéra

postup byl pedkEzn¢ vyzkouSen za vyuziti dabsyl chloridu.
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