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ABSTRAKT

V této praci byla vyvijena a nasledoptimalizovana enantioselektivni HPLC
metoda s UV a fluorimetrickou detekci pro chiradspiaracictyi aminokyselin (D/L-
alanin, D/L-valin, D/L-leucin, D/L-isoleucin) v nahi a zejména derivatizované
podol# s dirazem na enantioseparaci D-analoBeterni a enantiosepatai chovani
studovanych anal§tbylo sledovano nadch chiralnich stacionarnich fazich zalozenych
na bazi teikoplaninu (Chirobiotic T, Chirobiotic )T teikoplanin aglykonu (Chirobiotic
TAG). Na kolorg Chirobiotic T byly provedeny enantioseparace nigdézovanych
aminokyselin za UV detekcefip205 nm v mobilni fazi methanol/voda wizném
objemovém poréru a bylo dosazeno Uplného rozliSeni L- a D-forénma zakladni linii
avSak s velmi nizkou citlivosti detekce. Pro jejyseni byla provedena derivatizace
aminokyselin  pomoci 9-fluorenylmethylchloromratanu (FMOC-CI). PRib¢h
derivatiz&niho postupu byl sledovan na koko@hirobiotic T s fluorimetrickou detekci
(Aex = 254 nm, Agm = 314 nm) v pufrované mobilni fazi methanol/0,5%
triethylamoniumoctanovy (TEAA) pufr, pH 6,0 40/6@\). Z hlediska derivatizace se
jako nejvhodgjsi jevil objemovy porar 1/1 D/L-aminokyselina/derivatizai cinidlo s
desetinasokin vysSi koncentraci derivatizaiho cinidla. Pro studium reténiho a
enantiosepataiho chovani derivatizovanych FMOC-aminokyselin testovanych
kolonach s fluorimetrickou detekci byly pouzity niaob faze slozené z methanolu v
kombinaci s 0,5 nebo 1,0% vodnym roztokem TEAA puirpH v rozsahu 4,0 — 7,0 v
raznych objemovych pognech. Byl sledovan vliv obsahu methanolu, tak Zeld a pH
vodné sloZzky mobilni faze na vybrané rémna enantiosepatai parametry analyt
Jako nejvhodgjsi se jevila kolona Chirobiotic T na které bylosd@eno UpIné separace
FMOC-derivafi D-Val, D-Ala a D-Leu a tég¥ Uplné separace vsec¢tyrech derivai
D-aminokyselin ve sksi v mobilni fazi o slozeni methanol/0,5 (1,0)% TAApAufr, pH
6,0 40/60, respektive 38/62 (v/v). Za optimalizogan podminek byla provedena
kvantifikace jednotlivych FMOC-D- a FMOC-L-enantiem i FMOC-D-enantiomer
ve snesi. Limity detekce se pohybovaly v rozmezi 1,9 176g/ml. Na kolonach
Chirobiotic T2 a Chirobiotic TAG nebylo v Zadnémestovanych sepafaich systér
dosaZzeno alespocasté&né separace FMOC-D-forem studovanych aminokyséle.
kolor¢ Chirobiotic TAG byly kvantifikovany pouze jednoté FMOC-L- a FMOC-D-

enantiomery aminokyselin Val, Leu a lle.



ABSTRACT

In this work, an enantioselective HPLC method witv and fluorimetric
detection was developed and subsequently optimipedchiral separation of four
aminoacids (D/L-alanine, D/L-valine, D/L-leucine,/lBisoleucine) in native and
particularly in derivatized form with an emphasis @nantioseparation of D-analogues.
Retention and enantioseparation behavior of studiedytes was investigated on three
chiral stationary phases based on teicoplanin (®fotic T, Chirobiotic T2) and
teicoplanin aglycone (Chirobiotic TAG). At the Cbiniotic T column,
enantioseparations of underivatized aminoacids wweréormed with UV detection at
205 nm in the mobile phases methanol/water witfedht volume ratios. Baseline
separation of L- and D-forms was achieved, howether,sensitivity of detection was
very low. In order to increase detection sensijvderivatization of aminoacids was
performed using 9-fluorenylmethyl chloroformate (BKa-Cl) and the derivatization
procedure was monitored on Chirobiotic T columnhwiiuorimetric detectionigx =
254 nm,Agm = 314 nm) in a buffered mobile phase methanol/0T2AA buffer, pH
6.0 40/60 (v/v). In terms of derivatization, volurmeio D/L-aminoacid/derivatization
agent 1/1 with ten times higher concentration afvé¢ization agent was found to be
the most suitable. Mobile phases consisting of ar@hin combination with 0.5 or
1.0% water solution of TEAA buffer with pH rangé4- 7.0 in various volume ratios
were used for study of retention and enantioseijparétehavior of derivatized FMOC-
aminoacids on all tested columns. Influence of rmweth content as well as composition
and pH value of aqueous component of mobile phase studied. The Chirobiotic T
column appeared to be the most suitable as it geovcomplete separation of FMOC-
derivatives of D-Val, D-Ala and D-Leu and nearlyngolete separation all four D-
aminoacid derivatives in the mixture in the molplease consisting of methanol/0.5
(1.0)% TEAA buffer, pH 6.0 40/60 and 38/62 (v/vspectively. Under the optimized
conditions, quantification of individual FMOC-D- @aiMOC-L-enantiomers as well as
FMOC-D-enantiomers in mixture was performed. Linofsdetection ranged from 1.9
to 76.1 ng/ml. On Chirobiotic T2 and Chirobiotic GAcolumns, no partial separation
of FMOC-D-forms of aminoacids was observed for asfythe tested separation
systems. Only FMOC-L- and FMOC-D-enantiomers of,\l&u and lle were quantified

on Chirobiotic TAG column.
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1. UVOD

V sowasné dob je v oboru analytické chemieémwovana velka pozornost
analyze opticky aktivnich latek mezi kteréipgk piirodni, tak i synteticky ifjpravené
sloweniny. Tyto chirdlni latky, resp. jejich enantiomeliSici se prostorovym
uspdadanim mohou mit odliSné biologické i fyziologickéastnosti. V oblasti
farmaceutické syntézy a nasledné aplikaciviéato skuténost vstupuje vyznangndo
popredi, jelikoZz pi bézné syntéze vznika obvykle racemat ¢smbsahujici ekvivalentni
mnozstvi molekul obou enantionigr Jako néasledek rozdilnych stereoselektivnich
interakci s receptory, pakirbe jeden enantiomer vykazovat poZzadovany terapeutic
acinek, zatimco druhy dZe byt vysoce toxickyi neaktivni. DalSi Siroka oblast, ve
které je ¥novana zvySena pozornost enantiomernimu sloZemiy jgotraviny.
NejdulezitejSimi chirdlnimi sloZzkami potravin jsou aminokyssli s nutréné
vyuzitelnymi L-enantiomery. Enantiomerni p&mL- a D- forem lze vyuZit jako
vhodny parametr k posuzovani kvality potravin imfojici o zgisobu technologického
zpracovani, podminkach skladové&nb pritomnych nezadoucich aditivech. Navic se v
poslednich letech, zejména L-aminokyseliny s &@mnym rettzcem (BCAA), staly
vyznamnou sotasti kometné dostupnych vyzivovych dofika uzivanych zejména
sportovci. Jiz v pibéhu vyrobniho procesu nebdimevhodném skladovanéahto
preparai mohou vznikat D-formy fislusSnych aminokyselin, coZ trbe negativi
ovlivnit vyzivovou hodnotu finalniho produktu. V waislosti s #Emito poznatky je proto
nutné stale vyvijet nové enantiosegaiapostupy, které by umoznily rychlegiané a
selektivre rozliSit i stanovit enantiomerni slozeni slozektrpoin, I&€iv a jinych
pramyslow vyrakénych prepardt Jako vhodnou metodou k tomut@elu se stala
vysokoinna kapalinova chromatografie (HPLC). StanovegtBimy aminokyselin je
vSak komplikovano nizkou citlivosti detekce v UV ladii. Pro zvySeni citlivosti
metody je proto nutné aminokyseliny derivatizoviabdnymgcinidlem.

Tato prace je za#iena na vyvoj a optimalizaci enantioselektivni HPbh€tody
vyuzivajici chiralni stacionéarni faze na bazi teilleminu a teikoplanin aglykonu, ktera
by umoznila rozliSit a kvantifikovat balastni, miitai D-enantiomerytyi vybranych
aminokyselin po jejich derivatizaci fluores¢amm ¢inidlem -

fluorenylmethylchloromravefanem.
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2. TEORETICKA CAST

2.1 Stereoizomery

Prostoroveé izomery (stereoizomery) jsou molekubzehé ze stejného §a a
typt atomu i chemickych vazeb (maji tedy stejnou struktutimai sumarni vzorec), ale
jejich prostorové usgéadani je odliSné. S usfamlanim atorin a vazeb v prostoru Uzce
souvisi vlastnost molekuly oztmvana jako chiralita (¢eckého slovahiros — ruka)*
Chiralni molekulou je molekula, ktera je neztotaéima se svym zrcadlovym obrazem.
Naopak molekuly, které lze ztotoZznit se svymi ztoafimi obrazy, jsou achiralni.
Vyznamnou roli v chiralt molekuly zastavaji prvky symetrie‘gsreji stted a rovina
symetriedi rotasné reflexni osa symetrigJestlize nenidktery z &chto prvki symetrie
v molekule pitomen, je molekula asymetricka a tim i chirdlnichgalitou je Uzce
spjata opticka aktivita latek. VSechny opticky akfi latky maji chiralni molekuly a
jejich charakteristickou vlastnosti je schopnosiedt rovinu polarizovaného &tla
definované vinové délky o &ty metitelny thelo doleva (—)i doprava (+)

Chiralita molekuly je zpravidla z&iginéna Fitomnosti tzv. stereogenniho centra
(chiralniho centra), kterym je rejstji atom uhliku sestyfmi riznymi substituenty.
Mohou to byt ale i jiné atomy, napkiemik, sira, dusilkci fosfor. Asymetricky
substituovany atom v3ak nemusi byt vzdy jedinditimou vyvolavajici chiralitu
molekuly. Lze rozliSit dale nap chiralitu axialni u disubstituovanych binaftyl
vyvolanou brasnou rotaci atorinkolem jednoduché vazby tzv. atropizomeristhus.

Dvé chiralni molekuly, které jsou zrcadlovymi obrazglpa druhé se nazyvaji
enantiomery. Enantiomery maji prakticky totoZnéikginé-chemické vlastnosti, nép
teplotu tani, teplotu varu, rozpustnost, hustotu \&gajemrg se odliSuji opé&nou
absolutni konfiguraci na stereogennich centrech prjchodu roving polarizovaného
swtla jejich roztokem také znaménkem optickécmdsti, tedy pouze sénem ot&eni
roviny polarizovaného sta nikoliv hodnotou, kterd je vzdy stejidmss obsahuijici
ekvimolarni mnoZstvi enantiomernich molekul se mazfacemat. Pro tuto snis je
charakteristické, Ze je opticky neaktivni, jelikaiptické otéivosti jednotlivych

enantiomel v ni obsazené se navzajem rusi. Mezi enantioméendochazet k tzv.
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interkonverzi (pemené jednoho enantiomeru ve druhy), kterd vede az keikuz
racematu.

Jiné stereoizomery neZz enantiomery, které nejsoéjemnymi zrcadlovymi
obrazy a nelze je ztotoZnit, se nazyvaji diastemeoery-? Tyto molekuly obsahuiji vice
chemickymi vlastnostmi i hodnotou optické @wsti a tim, Ze maji ogaou absolutni
konfiguraci pouze na dkterych stereogennich centrech. 2ZvlasStnim typem
diastereoizomér jsou diastereoizomery typmeso Tyto molekuly obsahuji sice
stereogenni centra, alefigsto jsou achiralni, jelikoZz obsahuji rovinu syneetr

K vyjadieni absolutni konfigurace na stereogennim cenbuzgpodle zavedené
konvence autdr Cahna, Ingolda a Preloga (tzv. CIP systém) symBoly/S které se
piedtazuji fed nézev slateniny? U sacharid, aminokyselin a peptidse k rozliseni
absolutni konfigurace na asymetricky substituovaregomu uhliku dosud pouZziva
oznaeni D a L vyplyvajici z Fischerovy projekte.

Zivé organismy fedstavuji chiralni prosdi, které je schopno rozlisit jednotlivé
enantiomery. Stereoselektivni interakcetidh enantiomer s receptory mohou vyvolat
rozdilné biologické a fyziologickécinky na lidsky organismus. Toto odliSnésobeni
je vyznamné nejen v oblasti farmakoldyie@le i @ kontrole sloZek potravirti
v zentdsIstvi pri aplikaci agrochemikalif. Uvadi se, e aZ 80 % farmaceutickych
chiralnich slodenin je distribuovano v podélracemétu. U celéady chiralnich |&v
byly u jednotlivych enantiomér pozorovany vyrazné rozdily v toxi€it ¢i
terapeutickych &incich. Riklada Ize nalézt mnohd® Napiklad racemat thalidomidu,
ktery byl v 60. letech minulého stoleti podavéhatnym Zenam jako I€k proti ranni
nevolnosti. Teprve poz{ bylo prokazano, Zz&k-enantiomer ma sice sedativriinky,
ale jehoSanalog je sila teratogenni. Navic jestlize je podan pour¢halidomid
dochazi kracemizacin vivo a vzniku op&ného enantiomeru s teratogennimi
vlastnostmit® U penicilaminu fisobi R-enantiomer jako antiarytmikum, zatim
enantiomer je extréndrtoxicky.” V fads piipadi vykazuje jeden z dvojice enantiorier
vySSi terapeutickou aktivitu, vyvolanou <ii§i interakci s fisluSnymi receptory.
Methadon je centratnpasobici analgetikum. Uvadi se, Remethadon ma asi 25 az
50krat silrgjSi analgeticky dinek nez jehds-protejSek. Obdobné je to i u antiarytmika

vix s

verapamilu, u kterého j&enantiomer fiblizn¢ 10 az 20kréat &inngjSi nez jehoR-
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analog' Dalsi rozdily lze nalézt, nép u askorbové kyseliny a nesteroidniho
protizaretlivéeho léku ibuprofenu, u nichz je aktivita spjgp@uze sSformou aR-

enantiomery jsou neaktivni.

2.2 Princip enantioseparace v HPLC

RozliSeni racematu v jednotlivé enantiomery (chir&eparace) patk obtiznym
separ&nim ukoblm, jelikoz v @Zném nechiralnim pragdi vykazuji enantiomery
shodné vlastnosti a tim i stejné separahovani a jsou tedy vzajemnnerozliSitelné.
Pro jejich rozdleni je proto nutné zajistit v sepamm systému chiralni neracemickeé
podminky® Existuji dva zakladniifstupy, jak Ize chiralni separaci v HPLC uskuie
a to bul’ pifmym, & negimym zpisobent?

Pfima metoda &eni enantiomér je zaloZena na zavedeni vhodné opticky
aktivni latky tzv. chirdliniho selektoru (CS) do aspniho prostedi. Ri interakci mezi
chiralnim selektorem a enantiomery vznikajfieghodné (labilni) diastereoizomerni
komplexy o pislusnych konstantach stability. Jestlize jsou tgpmstanty dostateé
odliSné, niize dochéazet na kolérk delSimu zadrzeni jednoho z dvojice enantidgnger
tim i k vzajemnému rozdeni. Chirdlni selektor fZe byt navazan na pevném inertnim
noski (nejcastji silikagelu) a vytvéet tak chiralni stacionarni fazi (CSP) nebo jej Ize
pridat do mobilni faze pouze jako aditivdrhPiimou separaci enantionietze tedy
uskutenit bud’ na CSP s nechiralni mobilni fazi nebo v systémechiralni stacionarni
fazi a chiralni mobilni faZf Oba zfisoby provedeni maji své vyhody i nevyhody. Mezi
vyhody gidavku chiralniho selektoru do mobilni faze ipadiroky vyker i snadna
vyména chiralniho selektoru a moznost pouziti g$h nechiralni stacionarni faze,
obecrt vykazujici vysSi sepatai (&innost. | fes uvedené vyhody sepé&mného systému
s chirdIni mobilni fazi je toto uspadani v praxi méhvyuzivano, jelikoz ma i sva
omezeni a Uskali, napvelkou spatbu casto velmi drahého chiralniho selektoru,
omezenou rozpustnost a mensi stabilitu chiralmksetu v mobilni fazi a v neposledni
fack také snizeni citlivosti UV detekce, vyvolané mazradbsorpci selektoru v mobilni
fazi!**°

Pri negrimé metod déleni enatiomear je analyt nejprve ffed vlastni separaci

derivatizovan optickycistym chiralnim derivatizmim cinidlem (CDRY®, tj. pouze
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jednim enantiomerem. Reakci vznika stabilni passtdi@oizomet, které Ize diky
odliSnym fyzikalr-chemickym vlastnostem separovat jiz &bém nechiralnim
prostedi za pouziti achiralni stacionarni faze. BnénoZznost pouziti &inngjSi achiralni
kolony pi enantioseparacich je nespornou vyhodouiingjth metod. Na Usgh
negimé separace ma vliada okolnostf.NejdileZitsj&i je znalost enantiomeriistoty
derivatiz&niho ¢inidla. Fitomnost i druhého enantiomeru derivatizido cinidla pri
reakci by totiz nila za nasledek chybnou kvantifikaci analyzovanycangiomet. Déle
je nezbytné, aby derivatizai reakce prokhla Uplré, bez pipadné racemizacei
epimerizace a abchiralni centra ve vzniklych diastereocizomereclalwtsné blizkosti
(ve vzdalenosti 2-3 vazeb), aby rozdil v chomatiogdgch vlastnostech byl co
nejwtsi. | pres rékteré nevyhody se n&ima chirdini separace v HPLC pouZziva, inap
pfi enantioseparacich racemickychilév biologickych vzorcich’

Princip enantioselektivniho rozpoznavani vychazuzodni pgedstavy vysoce
stereospecifické interakce mezi enzymem a subsiratee popsan tzv. modelem
tiibodové interakce, ktery vroce 1952 navrhl Dakilik objas#éni enantioseparace
v adsorgni chromatografi. Podle tohoto modelu je pro &Smé rozdleni dvojice
enantiomel nutné, aby mezi chiralnim selektorem a enantiomgveobihaly sotasre
tii interakce, picemz alespo jedna z nich musi mit stereoselektivni charakferje
ovlivnitelna prostorovym usgédanim atorin. Stereoselektivni charakter zajisti, Ze u
jednoho z enantiomérmize byt rktera z interakci ugdnostina, coz vede az k
rozdilnym afinitam jednotlivych enantioniek chiralnimu selektoru. Interakce, které se
podileji na stereodiskrimigaim mechanismu maji charaktertitgzlivych ¢i
odpudivych sil. Podle pouZzitého typu chiralnihoegebru a mobilni faze se mohou na
chiralnim rozpoznavani seasré podilet, nap n—n interakce, vodikova vazba,

interakce elektrostatické, hydrofobni, dipdlavétérické stitini.**
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2.3 Chiralni stacionarni faze

K vytvoreni &inného enantioselektivniho separtho prostedi Ize vyuzit nejen
techniky chromatografické jako je HPLC, plynovaahatografie (GC}i tenkovrstva
chromatografie (TLC), ale i metody elektromigmg nag. kapilarni elektroforéza (CE).
Pri chiralnich separacich metodou kapilarni elekirédy se obeegndosahuje dokonce
acinngjSich a rychlejSich enantioseparaci neZtipgat kapalinové chromatografie. |
pies tuto skut&nost pati v sowasnosti metoda HPLC k nejroiiji pouzivanym
metodam pro separace opticky aktivnich latek. dakylo popsano idve, @i aplikaci
piimého zfisobu chirdini separace j&asgji vyuzivan chromatograficky systém
s chirdlni stacionarni fazi nez s chiralni mobfldi. Vytvaeni CSP lze v kapalinové
chromatografii realizovat kil kovalentnim navazanim chiralniho selektoru nasijel
nebo pouhym pokrytim na® chiralnim selektorem (jednd se pouze o fyzikalni
interakci)*® Nevyhodou takto pokryvanych CSP je nizka teplstabilita a omezeny
vybér vhodnych mobilnich fazi resp. organickych rozpeédsl, jako modifikatok
mobilnich fazi. Vyhodou je vSak vy3Sided moznych interainich mist, kterd nejsou
blokovana vazbou chiralniho selektoru na &osRozvoj aplikace kapalinove
chromatografie v oblasti enantiomerni analyzy védvyvinuti mnoha chiralnich
selektofi, resp. chiralnich stacionarnich faZiPti enantioseparacich je obg&ckladen
okruh strukturs odliSnych chiralnich analyta mozZnost pouZzit tyto faze zardve
v riznych sepakaich modech. Bkteré CSP jsou deny pro konkrétni aplikeni cely
tzv. "Sité na miru". Tento typ CSP vykazuje enasslektivitu pouze k @ité dvoijici
enantiomeil nebo velmi omezené skupinchiralnich latek,¢imz vytv&i vysoce
stereospecifické pragtdi s moznosti aplikace i preparativniho m&tiu.

K nejéastji pouzivanym CSP p#tv dnesni dob takové, které vyuzivaji jako
chiralni  selektory derivatizované polysacharidy, kroayklickd antibiotika,
cyklodextriny a jejich derivatyi proteiny. JelikoZ v této praci byly pouzity CSP
s havazanym teikoplaninovym nebo teikoplanin aghgkgym chirdlnim selektorem
bude v nasledujicicasti textu ¥novana ¥tSi pozornost pouze makrocyklickym

antibiotikim, konkrétg glykopeptidim.

15



2.4 Makrocyklicka antibiotika

Makrocyklicka antibiotika (MA) vznikaji jako fermeégEni produkty fiznych
druhi bakterii. Podle struktury je Ize rogid na ¢tyti zakladni skupiny — na ansamyciny
(rifamycin B, rifamycin SV), glykopeptidy (vankomiyc teikoplanin, avoparcin a
ristocetin A), polypeptidy (thiostrepton) a aminggisidy (kanamycin, streptomycin,
fradiomycin B a CY° K nejvyznamsijsi skupit MA se fadi glykopeptidy. Tato
antibiotika jsou aktivni jak proti aerobnim, takopranaerobnim grampozitivnim
patogennim bakteriim. Svou specifickou vazbou ndbdeylovy konec D-alanyl-D-
alaninu gitomného v bakterialni bédné stné¢ zamezuji polymerizaci peptidoglykanu
a tim vyvolavaji inhibici syntézy bgtné stny bakterii. Vankomycin a teikoplanin jsou
vyuzivany i lééb¢ zavaznych stafylokokovych a streptokokovych infekc
zpasobenych, nap methicillin rezistentni bakteriStaphylococcus aureus bakterii
Enterococcus faecalfe® O moZnostech vyuZiti glykopeptidovych makrocykjick
antibiotik jako vhodnych chiralnich selektiopro enantioseparace poprvé informoval
v roce 1994 D. W. Armstrord.Od této doby se staly, diky svym Sirokym aplikén
moznostem, jednou z nejpouzi¥@ich a nejuzitenéjSich #id chiralnich selektdr
nejen v kapalinové chromatogréfiiale i v kapilarni elektroforézZg.

Struktura glykopeptidovych MA je pofmé komplikovana. Molekuly obsahuji
velké mnozstvi stereogennich center a mnoho ionaietwych kyselych i bazickych
funkénich skupin,¢imz ziskavaji amfoterni charakter. Z tohotdvadu mohou byt
pozitivné nabity, zapor& nabity nebo neutralni v zavislosti na pH predt. Dale
obsahuji i hydrofobni a hydrofilni skupiny, resgasti. V disledku této rozmanité
struktury umo#uji glykopeptidovd MA celodadu interakci s chiralnimi analytyiiP
chiralni diskriminaci se mohou stasré uplatiovat, nap. iontové interakce, vodikova
vazba, sterické, dipol-dipdl n—r interakce, stefhtak jako hydrofobni interakce. CSP
na bazi glykopeptil maji molekuly chiralniho selektoru kovale&itmavdzané na
silikagelovy nosi.?”?® Pii enantioseparacich metodou HPLC Ize tyto CSP pdeA
omezeni ve vSech chromatografickych sefgddn modech, i)emz kazdy sepatai
mod ugednosiiuje jiné stereoselektivni i nestereoselektivni rakee. V reverznim
separanim modu, ktery je néastji realizovan mobilni fazi obsahujici $m
organického modifikatoru (methanol, ethanol, acigtidns vodou¢i vodnym roztokem

pufru, se uplatuji zejména hydrofobni interakce spolu s inkluzalgiu, pogipad
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elektrostatické interakce a vodikova vazba. V némim@d separénim modu, kdy
nepolarni mobilni fazi tvié alkan f-pentan,n-hexan) s malymi fidavky polargjsiho
rozpoustdla (nap. propan-2-ol, ethanol), jsou preferovany vodikeazba, pofipad
n—n a dipol-dipdl interakce. Pol&norganicky mod byl poprvé pouzit v separan
systému s cyklodextrinovymi CSP.zakladem polarni mobilni faze je methanol
piipadre v kombinaci s acetonitriilem a velmi malé mnozZsptidané kyseliny
(neiastji octove kyseliny) a baze (rigstji triethylaminu) pro ovliveni retence a
enantioselektivity’ Dominantni interakce, které v tomto segafen modu pevazuii,
jsou elektrostatické interakce. Pol&rorganicky mod je vhodny pro analyty, které ve
své struktie obsahuji alespodwvé ionizovatelné funéni skupiny nejlépe v blizkosti
chiralniho centrd!

Mezi vyhody pouZiti glykopeptidovych CSRi gnantioseparacich v HPLC piat
nejen schopnost pracovat tznych sepagmich modech, ale i jejich vzajemna
komplementarita, kterd je zaginéna strukturni podobnosti jednotlivych chiralnich
selektofi.®? Jestlize tedy na &ité glykopeptidové CSP dojde pouze désténé
enantiomerni separaci daného analytu, je vysokadgpadobnost, Ze ip zachovani
stejného nebo podobného slozeni mobilni faze nastaa jiné CSP na bazi
glykopeptidi Upln& nebo lepsi enantioseparace.

Chirélni stacionarni faze na bazi glykopeptidovywakrocyklickych antibiotik
umoziuji diky svym unikatnim vlastnostentiané separovat Siroky okruh rozdilnych
enantiomernich slaenin® Neustaly zajem o tutofitlu chiralnich selektér vedl
k vyvinuti pestré nabidky kom#&® dostupnych CSP na bazi glykopejtid jejich
analogi, coz vyrazg zvysuje jejich aplikéni moznosti v oblasti enantiomerni analyzy.
Diky této skuténosti pati v dnesni dobk jedrem z nejpouzivagSich CSP v HPLC.

2.4.1 Teikoplanin

Teikoplanin, znamy také pod nazvem teichomycirfefenent&nim produktem
bakterie Actinoplanes teichomycetics Molekula teikoplaninu (obr. 1) obsahuje
celkem 23 stereogennich center. Jeji strukturkiseld z tzv. aglykonového kose, ke
kterému jsou navazanygs etherové vazbyitmonosacharidové jednotky, resp.édv
molekuly D-glukosaminu a jedna molekula D-mann@&kladem aglykonového koSe,

ktery je tvden ¢tyfmi makrocyklickymi kruhy, je hexapeptidoviettzec. Na tomto
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fetzci je navazano celkem sedm benzenovy jad#irzmich je navzajem propojeno
ttemi etherovymi skupinami. V molekule jsoditpmny ¢étyti fenolické zbytky a na
jinych dvou aromatickych kruzich jsou navazany atatmoru. Aglykon navic obsahuje
samostatnou primarni aminovou a karboxylovou shkupidiky kterym molekula
teikoplaninu ziskava amfoterni charakter.aléZitou strukturni charakteristikou
teikoplaninu je to, Ze na jednom D-glukosaminu,presa 2-amino-2-deoxg-D-
glukopyranosylovém zbytku je navazany hydrofobnyl@ag retszec?’ Pritomnost
tohoto rettzce mastné kyseliny vyznaghnprispiva k agregmim schopnostem
teikoplaninu a kjeho nizSi rozpustnosti ve &odproti ostatnim makrocyklickym
glykopepticim 3* Bylo identifikovano celkem & pifrodr® vyskytujicich se forem
teikoplaninovych glykopeptid které se li$i pravtimto acylovymiettzcem® Pritomné
monosacharidové jednotky na aglykonu maijieditou roli pro ptibéh chirdliniho
rozpoznavani. Tento proces mohou ovlivriignii zpisoby: 1. sterickym br&nim
vazebného mista na aglykonu; 2. blokovanim mozmgtdrakinich mist (skupin) na
aglykonu; 3. poskytovanim dalSich stereogennichtecea skupin pro interakci s
analyten?® Mezi velké pednosti teikoplaninu p#t jeho komplementarita s
ristocetinem Aci vankomycinent?

CSP s navazanym teikoplaninem (kosmérdostupna pod nazvem Chirobiotic
T), je vhodna pro chiralni rozliSeni cet@dy strukturd rozdilnych slogenin. V
literature jsou popsany enantioseparace nativaichB-aminokyselin a malych peptid
s velmi dobrym dosaZenym rozlisenim jednotlivychargiometi.®>*" Dale byly
popsany enantioseparabkeblokovanych aminokyselin (n&pN-terc-butyloxykarbonyl
derivati)*®, sekundarnicha-aminokyseliri®, sulfoxidi*®, neutralnich aromatickych

slowenirf* &i substituovanyclp-laktami.*?
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Obr. 1 Strukturni vzorec teikoplaninu

2.4.2 Teikoplanin aglykon

Odstragnim cukernychc¢asti z molekuly teikoplaninu vznikd analog tohoto
glykopeptidového chiralniho selektoru — teikoplaniaglykon (TAG). Takto
modifikovany teikoplanin lzeffpravit organickou syntézou nebo také pouhou Upravo
piirodniho teikoplanind®** Molekula TAGu (obr. 2) méa ve své strukey narozdil od
nativniho teikoplaninu, pouze 8 stereogennich cemteeobsahuje navazané cukerné
zbytky etre hydrofobniho acylovéhoietzce gipojeného préy k jedné
monosacharidové jednotce. Tim je pro mnohé anahfskan snadfSi péistup
k aglykonové dutiti obsahujici stereogenni centrafau ionizovatelnych furdich
skupin. Na CSP s navazanym teikoplanin aglykoneosm@g¢né dostupna pod nazvem
Chirobiotic TAG), bylo oproti teikoplaninové CSP séZeno lepSich hodnot
enantiorozliSeni, nap u nskterych kZnych o-aminokyselit?, fady sekundarnichy-
aminokyselifi® i mnoha sulfoxid.*° Dale byly popsany i separacekterych I&iv, naf.
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antihypertenziva pindololt? Absence cukernych zbyikje zodpo¥dna za velmi

Spatnou rozpustnost TAGu ve wod

Obr. 2 Strukturni vzorec teikoplanin aglykonu

2.4.3 CSP s odlisnym stupm pokryti teikoplaninem

Usili o zvy3eni enantioselektivnich schopnosti pakity teikoplaninové CSP
vedlo k gipraw silikagelového noge s vysSim stugm pokryti chiralnim selektorem,
resp. CSP s vySSim obsahem (koncentraci) teikoplariiento typ CSP se zaved! do
praxe pod komeénim nazvem Chirobiotic T2 a od klasické teikoplawvié@ kolony
(Chirobiotic T) se liSi nejenom zvySenym obsaheikof@aninu, ale i délkouetzce,
ktery zprostedkovava vazbu mezi teikoplaninem a silikagelenoj@mcitettzec je u
kolony Chirobiotic T2 pblizn¢ dvakrat delSi nez u kolony Chirobiotic Ta#a je
taktéz vlastni porozita nas, @gicemz velikost zréni zistava stejna, a to gm. U
kolony Chirobiotic T dosahuje porozita silikagel201A, zatimco u kolony Chirobiotic
T2 je 200 A% Vy&3i hodnota porozity zatuje witsi specificky povrch nos a
piiblizné dvojnasoba delSi spacer zlepSuje sterickou dostupnost vadiisalniho
selektoru na silikagéf Dale vy3si stupe pokryti noske teikoplaninem poskytuje
analytim vice moznych intergkich mist, coz mve vést k silgsSim interakcim
s enantiomery a k vytweni lepSiho stereodiskrimi¢r@iho prostedi. Na kolog
Chirobiotic T2 bylo oproti kolo& Chirobiotic T ziskano za totoZnych sepaiah
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podminek lepsi enantiorozlieni, mapu rskterych B-aminokyselit’ & amino

alkohof1.3’

2.5 Derivatizace v HPLC

Derivatizace je obeénozna&ovana jako postup,ipkterém se réni fyzikalni a
chemické vlastnosti analytu. Zatimcti peparacich v GC ma byt jejim hlavnim cilem
zvySeni kavosti analyi*®, v oblasti chiralnich separaci metodou HPLC jstavrimi
duvody jejiho pouziti umozmi chirdini separace jako takoveé, pippd zlepSeni
stavajici separace nebo zvyseni citlivosti detelded. jiZ bylo popsanoitve, reakce
chiralniho analytu s enantiomérncistym derivatizanim cinidlem predchazejici
separégnimu kroku vede ke tvotb paru kovalenty vazanych diastereoizonier
Takovyto zmisob enantioseparace je ozoan jako nefimy a na kzné achiralni
koloné mize vést nejenom k vzajemnému rozliSeni enantibmale i ke zvySeni
citlivosti detekce, jestlize vznikly derivat vykgeu nag. vy3Si absorbanci nez
nederivatizovany analyt. iPptimé metod separace enantionterkdy nedochazi ke
vzniku stabilniho diastereocizomerniho paru, lzevdgéizaci vyuzit zvladt ke zvySeni
citlivosti detekce”* Do molekuly analytu se reakci s vhodnym, tentoladhiralnim
derivatiz&nim ¢inidlem, vnese chromofor (pro UV detekci) nebo flofor (pro
fluorescekini detekci). Nevyhodou derivatizace jéegevsSim to, Ze do analytického
postupu je nutné adit krok navic, coz fize vést ke zvySeni chyby analyzy i celkové
doby jejiho trvani.

Vlastni derivatizani reakce by @la probihat pokud mozno rychle, kvantitativn
a jejim produktem by #fa byt samostatna stabilni st@nina, tzn. rdla by mit

minimum vedlejSich produit*

Na druhou stranu, jestlizetipreakci vznika vice
produkti, mize tato informace fspét k pochopeni samotného intetakho
mechanismu. Derivatizaci analytu Ize docilitzmymi cestami. V zavislosti na
experimentalnim uspadani a mistu provedeni reakce se rozliSuje deracd
piedkolonova (probiha ipd kolonou), kterd je nejpouzivg$i, dale derivatizace
postkolonova (probiha za kolonou) a derivatizadep v kolors.>®

Mezi funkéni skupiny analyt, na kterych probiha negjsgji derivatizace, pat

aminoskupina a karboxylova hydroxylova skupina. Za timtac@lem bylo vyzkouSeno
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velké mnoZstvi iznych chiralnich derivatizaich ¢inidel*® Pro enantiomerni
derivatizaci analyi obsahujici ve své strukt karboxylovou skupinu lze vyuzit
esterifikace s chiralnimi alkoholy nebo amidace rgmt>? V posledni dob se dava
piednost spiSe derivatizaci s chiralnimi aminy tndpleucinamident® Obecr je u
téchto amidaci nutné, abyipeakci byl gitomen nejenom samotny chiralni amin, ale i
aktivator karboxylové skupiny. K aktivaci se #mgtji vyuZivaji karbodiimidy*®°
které po reakci fechazeji na reaktivnN-acyl-derivaty mooviny. Déle Ize jako
aktivatory vyuzit thionyl chlorid, chloromraveéeny a 1,1-karbonyldiimidazol, které
jednotliveé vedou k tvorb chloridi kyselin, smiSenych anhydtich N-acylimidazolovym
derivatim. K enantiomerni derivatizaci analyts hydroxylovymi skupinami se
pouzivaji taktéz rzna esterifikani ¢inidla, zejménaizné chiralni kyselinyi jejich
derivaty nebo acylkyanid}’:*® S ohledem na zafteni této diplomové prace bude
derivatizace aminové fukhki skupiny podrobgji popsana v pozfsi casti tohoto

teoretického tvodu.

2.6 Aminokyseliny

Aminokyseliny, sacharidy a jejich oligomery a pobkm jsou obech
povazovany za zéakladni stavebni jednotky ZivbtavSechny proteinogenni
aminokyseliny (celkem 20) jsaxraminokyseliny, tedy aminova futiki skupina je uci
karboxylové vzdy v poloze.. Tyto aminokyseliny, krogh glycinu, obsahuji ve své
struktue asymetricky substituovany atom uhliku, ktery fariuje prav to, Ze mohou
existovat ve dvou enantiomernich formach a td bwi D. VSeobect se ma za to, ze
biologické makromolekuly jsou homochiralni, tedkdee, Zze ve své molekule obsahuji
stereogenni centra o stejné konfigurdddrtiva v&tSina peptid a proteii v Zivém
organismu je sloZzena z L-forem aminokyseliticifou této homochirality rive byt
skut&nost, e L-aminokyseliny jsou stahijsi neZ jejich D-analogy’ To, Ze jsou
proteiny vyhrada sloZeny z L-aminokyselin, tedy podlefigného geometrického
pravidla, pak pedukuje i jejich specifitu, naip ve vazls substratu do vazebného mista
enzymudi stereospecifitu katalyzované reak8ev nukleovych kyselinactii jinych
glukokonjugéatech je protftomné sacharidy, narozdil od aminokyselin v pregeh,

typickd D-konfigurac€. Piitomnost D-aminokyselin nebo L-sachdrio/ pifrods je
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vzacna nebo je nasledkem neobvykly¢angn. Z tohoto dvodu se pedpoklada, Zeip
biologickych procesech vznikaji pouze enantiomeéisté slodeniny, zatimco
b&Zné chemické syntéze vznika obvykle racetfiat.

Chirélni separace aminokyselin majile¥ité postaveni v oblasti analyzy sloZzek
potravin a vyzivovych dopkia uzivanych zejména sportovci. Je znamo, &Siva
hydrofobnich L-aminokyselin chutna ite, zatimco jejich D-analogy jsou velmi
sladké’ V potravinach jsou obsaZenyimdni sloweniny, rekteré se zde vyskytuiji
pouze jakatisté enantiomery, jiné jsouipomné v uéitém specifickém enantiomernim
pomsru®® Mezi nejvyznamiyjsi chirdlni slozky potravin pét praw aminokyseliny.
Pritomnost balastnich, tedy nezadoucich D-aminokysgli potravinach rize byt
uzitetnou pontickou k posuzovani kvality potravin. Jejich zvySemé@oZstvi niZze
vypovidat mnoho o nevhodném tgobu technologického zpracovani, podminkach
skladovani ¢i o pritomnych nezadoucich syntetickych fimpésich  (obvykle
racemickychy® V&echny aminokyseliny itomné v proteinech podléhaji racemizaci,
avSak s odliSnymi rychlostnimi konstantami. Rychi@semizace a tim i enantiomerni
pomér maze byt u jednotlivych aminokyselin ovlign i vr¢jSimi podminkami, kterym
je dané potravina vystavena. Mohou to byt,fnapsokoteplotn&i ferment&ni procesy,
ozé&eni¢i extrémni hodnoty pH df Jestlize seifp zpracovani potravin uplatji vysoké
teploty nebo silé alkalické prostedi, mize dochazet vlivem racemizace aminokyselin
obsaZenych v proteinech ke vzniku jinych neZ LLptovych vazel5' Proteolytické
enzymy gitomné v organismu pak takto modifikované protaieglokazi Ginné Stpit
a dale efektiva vyuzit @i metabolismu. Tato skuteost vede aZ ke sniZzeni vyzivové
hodnoty dané potraviff?. Teplotni vliv na racemizaci byl zkouman, tapu
aminokyselin a protein ptitomnych v mléce. Zavy tohoto vyzkumu ukazaly, Ze za
béZzne¢ pouzivanych pimyslovych podminek ip zpracovani mléka nedochazi vlivem
jeho kratkodobého vystaveni vysoké teplitracemizaci itomnych aminokyselif®
Naopak racemizace vyvoland vysokou teplotou bylaopmvana u vybranych L-
aminokyselin v sojovych bobe&f.Bylo zjisttno, Ze teplota nad 140 °C vedla u
n¢kterych analyi a to zejména u L-fenylalaninu, L-serinu a L-gluta@ kyselig k
piemené na jejich D-analogy. Podle charakteristického d&onamerniho slozeni
aminokyselin ziskanéhoigd i po uprazeni kavy lze dokonce rozlisit i jgdnpotlivé
druhy®
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Pritomnost volnych D-aminokyselin ve fermentovanydiravinach, jako jsou
nagt. zrajici syry, jogurty, pivo, vindi ocet, je pirozen&>® V hojném zastoupeni byly v
téchto potravinach nalezeny zejména D-alanin, D-ghated kyselina a D-asparagova
kyselina. Ri¢inou je to, Ze tyto D-aminokyseliny jsou sasti peptidoglykanu bétiné
stsny mnoha bakterif®> odkud se mohou uvitbvat do svého okoli nebo je jejich
zdrojem msobeni bakterialnich racem#&s epimeras, které katalyzujirggménu L-
aminokyselin na jejich D-analod{.Zvlas& mnoZstvi D-asparagové kyseliny, ktera je
produkovana pouze bakteriiactobacillus bulgaricus slouzi jako vhodny a rychly
parametr k rsteni koncentrace této bakterie v joguttu.

Je tedy ejmé, Ze D-aminokyseliny v potravinach mohou bykteaalniho
pavodu. Na zaklag této skuténosti Ize pitomnost D-aminokyselin v nekvaSenych
nijak nezpracovanych potravindch vyuzit jako vhodmkazatel mikrobiélni
kontaminacé®®’ Nezpracované mléko je zpravidla kontaminovano iaedmi
bakteriemi, které se vyskytuji v bachoru krav. clejitomnost ma za nasledek nizke,
avSak vyznamné koncentracékterych D-aminokyselin v mléc&. Byly nalezeny,
nag. D-alanin, D-leucin, D-serirti D-tryptofan®® Bylo také prokézano, Ze vys&i
mnozstvi zejména D-alaninu, D-valinu a D-glutamokgseliny mize souviset
s mastitidou (z&ftem vemene§® Dalsi skupinou nekvasenych potravinovych vyiigbk
kde Ize na zékladenantioseprace aminokyselin hodnotit kvalitu pkidujsou nap
rizné ovocnéci zeleninové dzusy a med. V ovocnych népojich sezp@ji levné
syntetické srési aminokyselin (obvykle racemicke) k zamaskovaei’avani produktu
vodou, co? vyrazhsnizuje kvalitu napojé® V pomeratiovych dZusech byly nalezeny
racematy aminokyselin alaninu, prolinu, serinu, irdry, asparaginu, glutamové
kyseliny & asparagové kyselin{. Na druhou stranu bylo zji§to, Ze pitomnost D-
alaninu, D-argininu, D-glutamové kyseliny a D-agmmvé kyseliny v dzusech z
pomeragi je pirozena a mze byt zmsobena fitomnosti mikroorganistn nebo
pochéazet z rostlinnych zdfof* Podobné enantiomerni sloZzeni D-aminokyselin bylo
nalezeno i v grepovém dzu5uVysledky enantioselektivni analyzy aminokyselin v
medu ukéazaly fitomnost fiznych D-aminokyselin, nap D-alaninu, D-leucinw&i D-
fenylalaninu’®> Podle enantiomerniho pa@mu vybranych aminokyselin Ize dokonce
zjistit nejen dobu skladovani a podminky, za ktkerygl med vyrabn, ale i informace o

bylinném a zergpisném fivodu medw?
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Jak bylo dive uvedeno, enantiselektivni analyza aminokyseémusi byt jen

uzitetnou poniickou k hodnoceni kvalityagnych druli potravin. V posledni dab

nasla také uplatimi pii kontrole enantiomernfistoty dopfika stravy ugenych lidem s

nadn&rnou fyzickou z&Zi (nag. sportové). V téchto potravinovych doptich jsou

obsazeny fedevsim L-aminokyseliny s ro&wenym postranim hydrofobnitiet¢zcem

konkrétre: L-valin, L-leucin a L-isoleucin. Tyto aminokyseyi jsou ozn&ovany

zkratkou BCAA (branched chain amino acids) aftipato skupiny esencialnich

aminokyselin. Lidsky organismus si je nedokaze sgintetizovat, a proto museji byt do

organismu dodavany potravoui Ihetabolismu fechazeji imo z krevniho okhu do

svalovych busk, kde slouzi jako okamzity zdroj energie. Z tohdiwodu jsou schopné

chranit svaly ped jejich poSkozenim a mohou takiéspivat ke zvySeni jejich objemu.

Po namahavém fyzickém vykonu podporuji snizovaravyinv disledku zvySovani

hladiny serotoninu v centralni nervové soustaktery na organismus apobi

povzbudis. Navic napomahaji udrZovat stalou hladinu cukknvi.”® Tuto biologickou

aktivitu vykazuji pouze L-enantiomerytipluSnych aminokyselin. Jejich D-analogy

mohou v &chto kome&né dostupnych preparatech vznikat vilpfhu vyrobniho procesu

nebo jako nasledek nevyhovujicich podmingéksiladovani. Proto je velmiutezité

kontrolovat enantiomerntistotu danych vyrobhk aby nedochazelo k vyZivovym

ztratam diky vzniku nemetabolizovatelnych a biobtgi nevyuzitelnych foreméthto

aminokyselirc® "

2.6.1 Strukturni vzorce a nazvy L-aminokyselin studvanych v této diplomoveée

praci

L-alanin (L-Ala)

L-leucin (L-leu)

O

C |
3 OH

CH,; NH,

H
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CH3 @)
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2.7 Derivatizace aminokyselin pomoci chiralnich 1 ehiralnich

derivatizaénich ¢inidel v HPLC

K enantioseparaci aminokyselin a jejich dernivae v sodasné dob pouzivaji
moderni vysokofinné separni techniky. Akoli metoda HPLC ma v oblasti
enantiomerni analyzy aminokyselin dominantni pcstévjiné sepatmi metody, jako
je GC® a CE® Ize k tomuto Gelu vyuZit stejis efektivrs. Vzhledem k tomu, Zed&ina
proteinogennicli-aminokyselin absorbuje velmi malo v UV oblastir aefluoreskuje
(krom fenylalaninu, tryptofanu a tyrosiml) je pi enantioseparacich metodou HPLC
dosaZena citlivost detekce velmi nizk&. Z tohateadlu je nutné aminokyselinygveést
na vhodné derivaty, které jsou Iépe detekovateMékebo flourescatnim detektorem.
V literature je publikovano velké mnozstviianych, jak chiralnich derivatizaich
¢inidel, ukenych pro nefimy zpisob enantioseparace, tak achiralnich derivétiza
ginidel, vhodnych pro imy zpisob enantioseparate’®V nasledujiciasti textu bude
pojednano pouze o vybranych derivatizigh cinidlech, ktera nasSla uplaini pri
enantioseparacich aminokyselin v HPLC.

Pfi chiralni derivatizaci aminokyselin se&fasto vyuZiva reakce mezi
aminoskupinou aminokyseliny e-ftalaldehydem (OPA) spolu s chiralnimi thidRy.
Reakci vznikaji vysoce fluoreskujici isoindolové ridéty, které jsou posléze
separovany v d&neém reverznim separam systému. V enantiosepéaném prostedi s
vyuzitim achiralni C18 kolony, byly jako chiralniioly pouZzity, nap. N-acetyl-L-
cystein (NAC) a srks methanol/fosfatovy pufr, pH 6,5/tetrahydrofurakg mobilni
faze® a N-isobutyryl-L-cystein (IBLC) s mobilni fazi methafactanovy pufr, pH 7,0
nebo 5,3 oiizném objemovém zastoupéfiNa koloré C8 byla roviZ sgsns pouZita
1-thioB-D-galaktosa spolu s mobilni fazi o slozeni 9/lvwhethanol/0,1 M octan
sodny o pH 7,6

Jako dalSi chiralni derivatizai ¢inidla, ktera byla pouzita k enantiomerni
analyze aminokyselin, jsouizné¢ substituované dichlor-s-triaziny (DCT). Vzniklé
diastereocizomery byly separovany na reverzni stacio fazi C18 v mobilni fazi
acetonitril/'voda/trifluoroctova kyselina 100/90Qi&bo 800/200/1 (v/viv) s UV detekci
pii 230 nm®? Siroké uplatani v rozlieni enantiomér a-aminokyselin na &né

reverzni stacionarni fazi také naslo Marfeykmidlo (FDAA - 1-fluoro-2,4-

26



dinitrofenyl-5-L-alaninamid). Vzniklé diastereoizemmi pary byly separovany v binarni
mobilni fazi sloZzené z acetonitrilu a vodného r@mttrifluoroctové kyseliny za pouziti
UV detekce fi 340 nm>®

Jak bylo dive popséano, ip metod primého chiralniho #eni enantiomer
aminokyselin se vyuziva reakce mezi aminoskupinounakyseliny a achiralnim
derivatiz&nim cinidlem a vzniklé derivaty jsou poté separovanyraanych typech
CSP. Mezi vhodn& achiréiginidla pati, nag. razné isothiokyanaty, které reaguji s
aminokyselinou za vzniku deriviat thiomasoviny®* Jako piklad lze uvést
fenylisothiokyanat (PHES), ktery byl pouzit k dexiizaci celéfady aminokyselin.
Derivaty byly posléze separovany v mobilni fazicetanitrilem jako organickym
modifikatorem jak na teikoplaninové C8pPtak na CSP na bazi naftylethylkarbamétu-
B-cyklodextrind® s UV detekei i 275 nm.

Mezi achiralni derivatizani ¢inidla, kterd reaguji velmi rychle a snadno
s primarnimi i sekundarnimi aminokyselinami,ip&tfluorenylmethylchloromraveian
(FMOC-CI). Reakci, kterd probiha ve vodném, &laltkalickém prosedi (obr. 3)
vznikaji stabilni, vysoce fluoreskujici 9-fluoremgthylkarbamaty ifisluSnych
aminokyselin. Navazani FMOC-CI probiha tedkegp aminoskupinu aminokyseliny,
&imZ dochéazi k jeji blokaél. Nevyhodou tohotasinidla je, Ze pi derivatizaci niZe
vznikat vice interferujicich vedlejSich prodiky zavislosti na pouZitém re&kim
prostedi®® K enantioseparaci FMOC deriwdaminokyselin byly pouZity, n&p CSP
zaloZené na derivatech celulosy i amylosy v motiiniazich slozenych z 10 — 20%
propan-2-olu (v) \n-hexanu obsahujicich 0,1% trifluoroctovou kyselimul®/ detekce
pii 254 nnt®, dale CSP s navazanym ristocetinem A a mobilni fagthanol/0,1%
triethylamoniumoctanovy pufr, pH 4,1 20/80 (v/\W¥ detekci pi 254 nm>®
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CH 0O
. N/ - . C{"z //O
0—C + H,N—CH—COO —> o—¢
\Cl | - HCI \ -
R NH—CH—COO

FMOC-CI aminokyselina derivat

Obr. 3 Reakce mezi FMOC-CI a aminokyselinou

2.8 Vysoko®inna kapalinova chromatografie

Vysoko&innd kapalinova chromatografie (HPLC) je analytick&éparani
metoda zaloZena na rozdilném rélpdani dtlenych latek (soluf) mezi d¢ vzajemr
nemisitelné faze, tzv. fazi mobilni (eluent) a féizcionarni (sorbent). Vliventiznych
fyzikalné-chemickych interakci dochazi vigehu chromatografického procesu dehi
(separaci) analyt a vytvaeni jejich jednotlivych elgnich z6n, které sefppostupu
chromatografickou kolonou rozgji. Vzniklé el&ni zony, resp. eltni kiivky
charakterizuji koncentéai profil analytu. Pibéh samotné separace analylze
v kapalinové chromatografii zejména ovlivnit nejgéypem stacionarni faze, ale i
zménami ve sloZzeni mobilni faze, kterd se oproti plh@hromatografii vyznann
podili na celém sepamim mechanismu. Metoda HPLC naSla v analytické dhem
Siroké uplateini, jelikoZz umoauje analyzovat i velmi slozité sisi latek o nizkych
koncentracich?

Mezi z&kladni retetni veliciny, kterymi Ize popsat fibéh separace pat
retenéni faktor k. Slouzi k porovnanitznych retetinich ¢asi solufi a charakterizuje

miru interakce se stacionarni fazi. Je dan vztahem:

k:(tR_tM )/tM ' 1)
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kdetr je reterni cas, tj. celkovytas, ktery analyt stravi v sepana kolore aty
je mrtvy ¢as kolony, tj. retetni ¢as slozky vzorku, ktera neni na kaloradrZzovana a
pohybuje se stejnou rychlosti jako mobilni faze.

RozliSeniRy » charakterizuje miru vzajemnéheefryvani dvou sousednich fikJe-li

hodnotaR,, > 15jsou piky oddleny aZ na zakladni linii. Je dano vztahem:

R, = ZEQtR,z _tR,l)/(Wl W), (2)
kdetr, atr1 jSOU retenini casy dive, respektive poz§l eluujiciho analytu av;

spolu sw; jsou @islusné Jky pika pri zakladre.
Separ@ni faktor a,, charakterizuje selektivitu chromatografického &yt

k separovanym latkam. Popisuje vzajemnou retermiidnalyli. Je dan vztahem:
a, =k, /1K, 3)

kdek; je reterni faktor pozdji eluujiciho analytu &; diive eluujiciho analytu.

Je-li a,, = 1soluty se vzajemineseparuii.
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3. EXPERIMENTALNI CAST

3.1 Chemikalie
+ methanol CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldrich, St.dis, MO, USA)
+ acetonitril R CHROMASOLYV pro HPLC (Sigma-Aldricht.&.ouis, MO, USA)
« triethylamin (TEA),cistota> 99% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
- octova kyselina 99,8%jstota p.a. (Lach-Ner, NeratovicéR)
- hydrogenuhliitan sodny NaHC@ ¢istota p.a. (Lach-Ner, NeratovidéR)
- hydroxid sodnygistota p.a. (Lach-Ner, NeratovidéR)
+ deionizovana voda filtrovana Milli-Q filtrovacim sg¢mem (Millipore, Milford,
MA, USA)
+ Standardy:
o D/L-alanin (D/L-Ala), ¢istota > 99%; L-alanin (L-Ala),cistota > 99%; D-
alanin (D-Ala),cistota> 99%
o D/L-valin (D/L-Val), cistota> 99%; L-valin (L-Val), ¢istota> 98%; D-valin
(D-Val), cistota> 98%
o D/L-leucin (D/L-Leu), ¢istota> 99%; L-leucin (L-Leu),cistota> 98%; D-
leucin (D-Leu) cistota> 99%
o D-isoleucin (D-lle)gistota> 98%; L-isoleucin (L-lle)gistota> 99,5%
o 9-fluorenylmethylchloromravean (FMOC-CI) cistota> 99%
Veskeré standardy byly zakoupeny od firmy Sigmariéhd (St. Louis, MO,
USA)
o Vvybrané charakteristické vlastnosti studovanychnakyselin v této

diplomové praci jsou uvedeny v tab®1.
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Tabulka 1. Vybrané vlastnosti aminokyselin alaninu, valineudinu a isoleucinu.

Relativni molekulova hmotnosM), disoci&ni konstanty pK >, pK %), izoelektricky

bod (pl 2).

Molekulovy K pK
Nazev vzorec M, (0-COOH)  (a-NH3") pl *°
alanin GH/NO, 89,09 2,33 9,71 6,00
valin GH11NO, 117,15 2,27 9,52 5,96
leucin GH13NO, 131,17 2,32 9,58 5,98
isoleucin GH13NO2 131,17 2,26 9,60 6,02

3.2 Fristroje a pomicky

M¢teni byla provedena na kapalinovém chromatografupZesodasti byly
vysokotlaka gradientova pumpa model Crystal 200/\J¥ detektor typu UV PU 4020
(Pye Unicam, Cambridge, UK), fluores¢andetektor FL 2000 (Spectra System, USA),
membranovy vakuovy odpipva® CSI6150 (Cambridge Scientific Instruments, UK) a
davkovaci kohout Rheodyne (Cotati, CA, USA) se &uay o objemu Jul. Ke skéru a
zpracovani dat byl pouzit program Clarity verze 2834 (DataApex, Prah@R).

K chiralni separaci byly pouZityfit komegné dostupné kovové kolony
obsahuijici chiralni selektory na béazi teikoplanmi@bo teikoplanin aglykonu.
Konkrétre se jednalo o kolony:

« Chirobiotic T (ASTEC — Advanced Separation Techgae, Whipanny, NJ,
USA) o rozngrech 250 mm x 4,6 mm 1.D., naghou teikoplaninem vazanym na
silikagelovy nosi o velikosti zrni 5 pm.

» Chirobiotic T2 (Supelco, Bellefonte, USA) o rogmech 250 mm x 4,6 mm 1|.D.,
naplrenou teikoplaninem vazanym na silikagelovy @asielikosti zr@ni 5um.
Kolona Chirobiotic T2 se od kolony Chirobiotic TSili vySS§im obsahem
navazaného teikoplaninového chiralniho selektorale dzhruba dvojnasobn
delSim raminkem (spacerem), které zaj8 vazbu (spojeni) mezi chiralnim

selektorem a silikagelem a také porozitou vlastngilikagelového nose.
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V piipadt kolony Chirobiotic T dosahuje porozita silikagel@0 A a u kolony
Chirobiotic T2 200 A.

+ Chirobiotic TAG ( ASTEC - Advanced Separation Tealogies, Whipanny, NJ,
USA) o rozngrech 250 mm x 4,6 mm, nagimou teikoplanin aglykonem
vazanym na silikagelovy n@so velikosti zrgni 5pum.

Pevné vzorky byly navazovany na analytickych vah@etxX-100 (Denver Instrument,
USA). Roztoky byly davkovany sklénou stikackou Hamilton (Reno, Nevada, USA)
0 objemu 10ul. Hodnota pH pufi byla nastavena pomoci pH-metru modelu 4330
(Jenway, UK)

Chromatogramy byly vyhodnoceny programem OriginO 7(OriginLab
Corporation, USA).

3.3 Friprava vzorki a ¢inidel

Veskeré studované aminokyseliny byly analyzowaayorme racemai, kroms
isoleucinu. Pro jeho analyzu byly smichany L- arisg#tiomery v poréru 1:1.
Pro separaci nederivatizovanych aminokyselin bytgandardni z&sobni roztoky
racemai jednotlivych aminokyseliny ifpraveny navazenim 1 mg vzorku a jeho
rozpusénim v 1 ml solventu tvi@ného srsi MeOH/HO 50/50 (v/v). Pro studium
separace a enantioseparace FMOC derivatizovanyaiokyselin nebyla tato sés pro
piipravu zasobnich roztékvhodna a byla nahrazena 0,2 M NaHCO® pH 9,0.
Standardni roztoky racentataminokyselin byly poté ffjpraveny navazenim 1 mg
vzorku a jeho rozpu&iim v 10 ml 0,2 M NaHC@o pH 9,0. Kalibrani roztoky pouzité
pro neteni kalibr&nich zavislosti byly fpraveny néedinim zasobnich roztéakFMOC
derivati aminokyselin hydrogenuliitanem na poZzadované koncentrace.
Zasobni roztok NaHC®o koncentraci 0,2 M bylijpraven rozpughim 4,2 g v cca.
200 ml deionizované vody. Hodnota pH 9,0 byla nasta gidavkem 0,5 M NaOH,
roztok byl poté doplkén do celkového objemu 250 ml.
Z&sobni roztok derivatizaiho cinidla (FMOC-CI) byl gipraven rozpugnim 1 mg
FMOC-CIv 1 ml ACN.
Takto gipravené zasobni roztoky byly skladovany v temiidgplog 5 °C.
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3.4 Mobilni fdze a podminky néreni

Pro chiralni separaci nativnich aminokyselin ybwZity mobilni faze slozené z
MeOH jako oragnického modifikatoru a deionizovargy v fiznych objemovych
ponkrech. Detekce nederivatizovanych aminokyselin lpylavadna @i vinové délce
205 nm.

K separaci derivatizovanych FMOC-aminokyselin bylguzity mobilni faze
sloZzené z methanolu a deionizované vody nebo meltnankombinaci s 0,5 nebo 1,0
% vodnym roztokem triethylamoniumoctanového (TEAAru o pH v rozsahu 4,0 —
7,0 v mznych objemovych po#nech. UV detekce derivatizovanych analybyla
meiena i 262 nm a fluoresceéni detekce $ 254 nm pro excitaci a 314 nm pro emisi
zaeni.

Pritokova rychlost mobilni faze byla pro vSechn&emi konstantni, a to 0,7
ml/min. Analyzy probihaly hem celého experimentu za laboratorni teploty 22°€.

Priprava 0,5% TEAA pufru byla provedena ogienim 5 ml triethylaminu a
piidanim tohoto mnoZstvi do cca. 800 ml deionizovandy. Pozadované pH bylo
nastaveno ffidavkem ledové octové kyseliny. Takto vznikly rdetbyl doplren do
celkového objemu 1 litr. fiprava 1% TEAA pufru probihala stejnymizgobem, ale
odmeteny objem triethylaminu byl 10 ml.
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4. VYSLEDKY A DISKUSE

4.1 Separace nederivatizovanych aminokyselin v mdhi fazi
methanol/voda

Na zaklad literarnich udaj byla pro enantioseparaci studovanych aminokyselin
Vv nativnim stavu vybrana kolona Chirobiotic T s &@@anym teikoplaninovym chiralnim
selektorem a pro #fieni byla zvolena UV detekcei?05 nm®’ Analyzy probihaly v
mobilnich fazich tveenych binarni sisi MeOH/HO o 1Gzném objemovém
zastoupeni, ve kterych byl sledovan vliv obsahuham@blu na retenci a enantioseparaci
studovanych analiyt Obsah organického modifikatoru se pohyboval viezi od 40
do 70 objemovych procent (obj. %). V kazdé z tesityyeh mobilnich fazi dochazelo
pro racematy vSech studovanych aminokyseliniié¢@i eluci L-enantiomer pied
jejich D-analogy, coZz bylo potvrzeno standardnimidgvkem jednotlivych L-
aminokyselin.

Ziskana chromatograficka data jsou uvedena v tataRladni trend vyplyvajici
z uvedenych dat je, Ze s rostoucim zastoupenimamelin v mobilni fazi dochazelo u
vSech analyt k naristu retefinich ¢adi, resp. retetnich faktofi, tedy doby analyzy. V
mobilni fazi s nejniz§im pro&ovanym obsahem methanolu 40 obj. % dochazelo k
velmi rychlé eluci vSech anafytU D-enantiomar se retetini ¢asy pohybovaly okolo 6
min. V mobilni fazi s nejvyssSim obsahem organickétaifikatoru 70 obj. % eluovaly
D-aminokyseliny do 11 min. Toto retém chovani nativnich aminokyselin na
teikoplaninové chiralni statcionarni fazi v mobilféizi MeOH/HO (v/v) s vySSim
obsahem methanolu (vice nez 50 obj. %) odpovidaHinMC (hydrofilni interakni
chromatografie) médu. V tomto typu sepanio systému se upiaiji predevsim dipol-
dipol interakce a vodikova vazba. Ve vSech pfimwanych mobilnich fazich bylo
elwni paadi L enantiomér nasledujici: L-lle < L-Val < L-Leu. Rb¢h retegniho
chovani L-Ala se tomuto trendu vymykal, v mobildizif s 40 obj. % methanolu
vykazoval nejkratSi retenci ze vSech L-aminokysalinaopak v mobilni fazi s 70 obj.
% methanolu vykazoval nejdelSi retanh ¢as a eluoval jako posledni. V mobilnich
fazich s 40 a 50 obj. % methanolu dochazelo k elteinantiomel v nasledujicim
pofadi: D-Val < D-Ala < D-lle < D-Leu. Se zvySenim alhsi methanolu v mobilni fazi
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na 60 obj. % a vySe doSlo &pk podstatnému prodlouzeni retence D-Ala a D-
enantiomery eluovaly v gadi: D-Val < D-lle < D-Leu < D-Ala.

Rostouci retence &a pro racematy sledovanych aminokyselin sterektefd
charakter a byla doprovazena &aajici hodnotou enantiorozliSeni a stoupajici
enantioselektivitou, s vyjimkou mobilni faze s 66j.0% methanolu, ve které nastal
pokles v enantiorozliSeni u vSech analy kazdé z testovanych mobilnich fazi doSlo k
rozckleni L- a D-enantiomér az na zakladni linii. Z hodnot enantiorozliSené Iz
vysledovat, Ze v kazdé z prérovanych mobilnich f4zi se nejlépe separoval D/Lalle
nejhite D/L-Val. V mobilni fazi s nejnizS§im zastoupenimetmanolu probihaly
enantioseparace aminokyselin s gomi vysokymi hodnotami rozliSeni it@s kratkou
retenci, nepesahujici pro Zadnou aminokyselinu 8 min. V mobfli s nejvysSim
proméfovanym obsahem methanolu bylo dosazeno nejvyS&dhah enantiorozliSeni
nag. u D/L-lle (R=6,87) a u nejrychlejSiho D/L-VaR(= 3,46).

Jelikoz v této praci studované nativni aminokyseliobsahuji pouze
karboxylovou skupinu jako chromofor, musela byt fjich UV detekci zvolena nizka
vinova délka 205 nm, aby bylo dosazeno vySSi agliv UV detekce. Nevyhodou
meéiteni @ nizkych vinovych délkach je vSak zhorSenyiligh zakladni linie, zfisobeny
absorpci z&ni i ostatnimi slozkami mobilni faze. Pro ilusirpe na obr. 4 uvedena
enantioseparace D/L-Leu v mobilni fazi MeORIH50/50 (v/v).

Nizkou citlivost UV detekce nativnich aminokyselirpti 205 nm potvrzuji
ponerné vysoké hodnoty LOD a LOQ ziskanéi fxvantifikaci L- a D-enantiomer
valinu v mobilni fazi tvéené MeOH/HO 50/50 (v/v), pohybujici seradow

v jednotkéch, respektive desitkgotyml.**
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Obr. 4 Enantioseparace D/L-Leu, kolona Chirobiotic T, mikfaze MeOH/HO 50/50

(v/v), praitokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 205 nm, aam: 1: L-Leu, 2: D-
Leu.
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Tabulka 2. Vliv obsahu methanolu na hodnoty reteiho faktoru k;) L-enantiomeru, K;) D-enantiomeru, enantiorozliSeri, () a
enantioselektivity ¢;,) studovanych racem@ataminokyselin. Experimentalni podminky: kolona ®biotic T, mobilni faze

methanol/voda viznych objemovych poénech, piitokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 205 nm.

Aminokyselina MeOH/H,0, (v/v)
40/60 50/50 60/40 70/30
Ky K> Ri» a1» Ky K Ri2 a1p Ky K> Ri» ai1» Ky K Ri2 a1
Ala 1,22 1,67 257 1,37 1,47 2,20 3,42 1,50 1,68 2,70 2,82 161206 3,56 3,84 1,73
Val 1,27 157 1,92 1,24 141 1,89 2,63 1,34 153 2,20 2,28 144,73 2,69 3,46 1,55
Leu 1,40 2,08 3,25 1,49 1,50 2,43 3,94 1,62 160 268 353 168,73 3,15 4,25 1,82
lle 1,26 2,00 3,38 1,59 1,29 2,22 4,40 1,72 151 255 3,69 169,62 3,02 6,87 1,86
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4.2 Derivatizace studovanych aminokyselin

ProtoZe studované aminokyseliny v nativni padolevykazuji v UV oblasti
dostaténou absorpci a diky absenci fluoroforu v molekalkét Zadnou fluorescenci, je
pro zvyseni jejich citlivosti detekce v HPLC nutdérivatizace. Z velkého mnoZstvi
derivatiz&nich cinidel byl pro derivatizaci sledovanych aminokyselvybran 9-
fluorenylmethylchloromravetan (FMOC-CI). Toto achiralnicinidlo umo#uje po
derivatiz&ni reakci pouzit stejny sepam systém jako ip separaci nativnich
aminokyselin. Reakce uskudtaijici se pes aminoskupinu aminokyseliny za vzniku
stabilni amidové vazby probihé& rychle i za labawstteploty, vzniklé derivaty vykazuji
fluorescenci a zvysuji i citlivost detekce v UV asli*® Na zaklad literatury’® byl
vybran pro derivatizani reakci dostatey nadbytek derivatizaiho cinidla wvici
aminokyselig i vhodna vinova délka 262 nm pro UV detekci. Datizani reakce byla
pro kazdou aminokyselinu provedena smisenim zalsolwoiztoku aminokyseliny (200
pug/ml MeOH/HO 50/50 (v/v)) se zasobnim roztokem FMOC-CI (200ml v ACN) v
pomeéru 1/4 (viv), ndsledh byla smés intenzivie prottepina a ponechana v kliddi p
laboratorni tepl@tpo dobu 20 min.
Pro takto derivatizované aminokyseliny byl na kél@hirobiotic T hledan s vyuZzitim
UV detekce vhodny sepdira systém pro sledovani optimalizace derivétitao

postupu.

4.3 Separace FMOC-aminokyselin v mobilni fazi methaol/voda s UV

detekci

Jak bylo popséano vyse, pro separaci derivatizovaayinokyselin byla nejprve
zvolena UV detekceipvinové délce 262 nm a gpmobilni faze MeOH/HO (v/v). Byl
sledovan vliv izného obsahu organického modifikatoru v mobilni famzmezi 30 —
70 obj. % na retenci a enantioseparaci FMOC ddrivatinokyselin. Ziskana
chromatograficka data jsou uvedena v tab. 3. 2 f#ajrné, Ze s rostoucim zastoupenim
vodné slozky v mobilni fazi dochazelo k nepatrnémdufistu retence u vSech FMOC
derivati aminokyselin, s vyjimkou FMOC-D/L-Val, jehoZ retam ¢as se prakticky

nentnil. U Zadného FMOC derivatu aminokyseliny nedosto promgiovanych
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mobilnich fazi ani k naznaku enantioseparace atei€asy byly velmi kratké, téui
totozné s mrtvymtasem kolony. Rzny obsah methanolu v mobilni fazi néntudiz

Zadny vliv na rozliSeni a selektivitu derivatizoyah enantiomer aminokyselin.

Tabulka 3. Vliv rizného obsahu methanolu v mobilni fazi na retersg@araci FMOC
derivati D/L-aminokyselin, ozn&ni stejné jako v tab. 2. Experimentalni podminky:
kolona Chirobiotic T, mobilni faze methanol/vodardznych objemovych po#nech,
pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 262 nm.

FMOC-D/L-

aminokyselina MeOH/H,O, (v/v)

70/30 50/50 30/70
Ky Ri» ai» ky Rio aip ky Rio ai»
Ala 0,05 - - 0,06 - - 0,08 — -
Val 0,03 - - 0,04 - - 0,03 - -
Leu 0,02 - - 0,06 - - 0,07 - -
lle 0,01 - - 0,05 - - 0,08 -— -

—, analyt nepodléhal ad@st&né enantioseparaci

Na obr. 5 je zaznamenanup&h separace samotného derivatigho cinidla
(FMOC-CI) v mobilni fazi MeOH/HO 30/70 (v/v). Z chromatogramu je patrné, Ze
derivatiz&ni ¢inidlo vykazovalo delSi retenci nez derivatizovaaéinokyseliny a
poskytovalo dva dale odliSitelné piky. Prvni pik je praggodobre produktem
hydrolyzy derivatizaniho c¢inidla na 9-fluorenylmethoxykarboxylovou kyselinu
(FMOC-OH), picemz druhy ¥tSi pik je pravépodobré produkt nasledné
dekarboxylace FMOC-OH 9-fluorenylmethanol (FM-OH)ak bylo popsano
v literatue 2

Z porovnani chromatografickych dat (tab. 2 vs. @sumarizujici retemi a
enantiosepatai chovani nativnich a FMOC derivatizovanych amysefin ve vodg-
methanolickych mobilnich fazich je patrné, Ze iakee aminoskupiny iffomné v
molekule aminokyseliny s teikoplaninem je velmiiletitd nejen z hlediska
enantioseparace, ale i samotné retence. Enantioneelgrivatizovanych aminokyselin
podléhaly v kaZzdé pro#&rované mobilni fazi separaci az na zakladni lingitimco u
derivatizovanych aminokyselin s blokovanou amingskau tomu tak nebylo a nedoslo
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ani k cast&éné separaci enantionierPro znazorni je na obr.6zaznamenam fib¢h
enantioseparace nederivatizovaného D/L-Ala a dezmeaného FMOC-D/L-Ala v
mobilni fazi MeOH/HO 50/50 (v/v).

V stereoselektivnim interghim mechanismu jsoutteZité interakce mezi chiralnim
selektorem a aminoskupinou aminokyseliny, kterépsezablokovani aminoskupiny
nemohou projevit. Obdobné chovani bylo jiz pozorav@roN-terc.-butyloxykarbonyl
blokované aminokyselin}? Ke zméng enantiosektivity bylo proto nutné optimalizovat
sloZzeni mobilni faze a zmit typ vodné slozky.

odezva detektoru (mV)

20
¢as (min)

Obr. 5 Separace FMOC-CI, kolona Chirobiotic T, mobilnzdaMeOH/HO 30/70
(v/v), pratokova rychlost 0,7 ml/min, UV detekce 262 nm, aam: 1. pravépodobr
FMOC-OH, 2: pravdpodobré FM-OH.
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Obr. 6 Enantioseparacl) D/L-Ala B) FMOC-D/L-Ala, kolona Chirobiotic T, mobilni
faze MeOH/HO 50/50 (v/v), piitokova rychlost 0,7 ml/min, UV deteké® 205 nmB)
262 nm, oznéeni: 1: L-Ala, 2: D-Ala, 3: FMOC-D/L-Ala, *: deritizacni ¢inidlo.

4.4 Sledovani vhodnych derivatizénich podminek v pufrované mobilni
fazi pomoci UV detekce

Pro podpéeni vhodnych interakci mezi analytem a chiralnéistaarni fazi byla
vodna slozka mobilni faze z&ngna za vodny roztok triethylamoniumoctanového
(TEAA) pufru. Ri chirdlnich separacich s vyuzitim glykopeptidovychiralnich
selektofi byl velmi ¢asto pro nastaveni poZzadované hodnoty pH vodné&ystobbilni
faze pouzivan TEAA pufr o koncentraci v rozmezi-91% vodny roztok°

K hledani vhodnych podminek pro derivatizaci byblen reverzni sepatai
maod a binarni mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufrizné hodnat pH a v fizném
objemovém porru methanol/pufr. Postuprbyly prongieny mobilni faze o pH TEAA
pufru 4,0; 5,0 a 6,0 a obsah organického modifikAs® pohyboval v rozmezi 30 — 50
obj. %. Byl sledovan jak vliv pH vodného roztokufiuy tak i vliv obsahu organického

modifikatoru na reteni a enantiosepéami chovani studovanych deriiaminokyselin.
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V kazdé z testovanych mobilnich fazi eluovaly FMO€&nantiomery aminokyselin
pied jejich FMOC-D-analogy, coZ bylo potvrzeno staddén gidavkem jednotlivych
FMOC derivali D-enantiomel. Ze ziskanych Udajbylo patrné, Ze z&#na vody za
pufr v korespondujicich mobilnich fazich vedla bgiouZeni retence u vSech FMOC
derivati. To vSak v gkterych gipadech vedlo Kast&né nebo Uplné koeluci s piky
derivatiz&niho ¢inidla. Na enantiorozliSeni &a zangna vody za pufr vyrazny vliv. U
vSech analyt dosahovalo rozliSeni mezi enantiomery vysokychniobdale diky jiz
zmirgné koeluci nesSlo ugkterych enantioseparacicite

Ze ziskanych chromatografickych dat vyplynulo te® jako nejvhodgsi
mobilni faze pro sledovani {gséhu derivatizace vSecttyrech racemat aminokyselin
byla mobilni faze 40/60 (v/v) MeOH/0,5% TEAA pufrpH 6,0, jelikoZz se retence
pohybovala v fjatelném ¢ase do 18 min a FMOC-enantiomery jednotlivych
aminokyselin byly odseparované od obowidkrivatiz&nihocinidla.

Podrobny vliv hodnoty pH pufru v mobilni fazi ngoseaci byl sledovan pozil
s citlivéjsi fluorescenni detekci, ktera poskytovala retain data velmi podobna dan
ziskanym pi UV detekci. Z tohoto dvodu zde neni uvedena tabulka s konkrétnimi daty
z UV detekce. Ta byla pouzita pouze k hledani vigodrpodminek pro fluorescemi
detekci. Detail®jSi popis retetniho a enantiosepamho chovani FMOC derivat
aminokyselin v mobilni fazi MeOH/0,5% TEAA pufr ézné hodnat pH a v tizném
objemovém poriru methanol/pufr s vyuzitim fluoresaan detekce je uveden v dalSi

casti této prace.

4.5 Optimalizace pribéhu derivatizace s fluoresce#ni detekci

Vlastni pfibéh derivatizace studovanych racemaaminokyselin byl tedy
sledovan ve zvolené mobilni fazi 40/60 (v/v) MeOJ3f® TEAA, pH 6,0 jiZ s vyuZitim
fluorescexni detekce. Optimalni vinové délky pro exitadic( = 254 nm) a emisilgn
= 314 nm) zéeni byly vybrany na zakl&dexcita&nich a emisnich spekter FMOC-
aminokyselin podle literaturi?

Po nadavkovani stejného mnozstvi FMOC-D/L-aminekys jako @i UV
detekci bylo dosazeno mnohonasébgssi citlivosti detekce. Pro znazénh je na obr.

7 zaznamenan fio¢h separace FMOC-D/L-Ala v optimalizované mobilrdifaa UV a
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fluorescekini detekce. Z chromatogramu je patrné, Ze FMOC-d-pdskytoval signal
nad rozsah detekce, derivatinacinidlo v nadbytku dva Siroké piky a FMOC-D-Ala
taktéZz velmi Siroky a intenzivni pik. Pro nasledséparace bylo proto nutné&ip
derivatizaci analyt vhodré zvolit koncentraci aminokyseliny poskytujici piky
piiméiené intenzit a koncentraci derivatizaiho ¢inidla, kterd by poskytovala uzsi
piky.

1200
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0 ' 5 ' 10 ' 15 ' 20
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Obr. 7 Porovnani citlivosti UV a fluorescéni detekce $ enantioseparaci FMOC-D/L-
Ala, A) UV detekce 262 nB) fluorescetini detekce  vinové délce exitace 254 nm a
vinové délce emise 314 nm, ozeai: 1. FMOC-L-Ala, 2: FMOC-D-Ala, *:
derivatiza&ni ¢inidlo; kolona Chirobiotic T, mobilni faze MeOH/@& TEAA pufr, pH
6,0 40/60 (v/v), pitokova rychlost 0,7 ml/min,

K volb¢ vhodné koncentrace aminokyseliny a derivatizhao cinidla ve snési
byl vybran pouze jeden analyt a to D/L-Ala, jelikggho FMOC-enantiomery byly
dostatén¢ vzdalené od obou pikderivatiz&niho ¢inidla a retence FMOC-D-Ala
negesahovala 16 min.

Standardni zasobni roztok D/L-Ala bylerkn na koncentraci Ag/ml. Zasobni
roztok FMOC-CI byl #en na koncentraci 2 a 2@g/ml. Fi takto zvolenych

koncentracich byla provedena stejnym, jifivd popsanym postupem derivatizace.
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Zaznam obou separaci je dokumentovan na obr. 8ratratogramu vyplyva, ze vyssi
acinnosti derivatizace @Si intenzity pik FMOC-enantiomer alaninu) bylo dosazeno
pii derivatizaci aminokyseliny o koncentraci@/ml s FMOC-CI o koncentraci 20
pug/ml pii smichani v objemovém pamu 1:1. Takto zvolené koncentrace standardnich
zasobnich roztak pro derivatizaci byly vybrany jako kompromis mednstaténou

odezvou analytu ai&iou piki derivatiz&niho¢inidla.
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Obr. 8 Derivatizace D/L-Ala €pir-aa = 2 pg/ml) pomoci FMOC-CI o uzné
koncentraci,A) Cemoc-ci = 2 ng/ml B) Cemoc-ci = 20 ug/ml, mobilni faze MeOH/0,5%
TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), kolona Chirobiotic Tluorescenini detekce p vinovée
délce exitace 254 nm a vinové délce emise 314 rngeni: 1: FMOC-L-Ala, 2:
FMOC-D-Ala, *: derivatiz&ni ¢inidlo.

Z dosud ziskanych vysletlkje tedy Zejme, Ze nezreagované derivatizia
¢inidlo poskytovalo dva SirSi piky o vysokych intéazh. Jelikoz FMOC-D-Val byl ze
vSech FMOC-D-enantiom&raminokyselin ve zvoleném sepé&mnéan systému nejmén
zadrZzovan, dochézelo k jeltast&né koeluci s druhym pikem derivatérého cinidla.
Z tohoto divodu byl vyzkouSen jiny typ rozpousiia racemat aminokyselin. Doposud
pouzivana si¥s MeOH/HO 50/50 (v/v) byla nahrazena 0,2 M NaHEC®pH 9,0 pro
potlaieni nezadouci mozné dekarboxylace FMOC-OH. Zaznanmpéehi separaci
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FMOC-D/L-Val, ktery byl ged vlastni derivatizaci nejprve rozpirstv MeOH/HO
50/50 (v/v) a posléze v 0,2 M NaHG® pH 9,0, jsou uvedeny na obr. 9. Z
chromatogramu je patrné, Ze po é&h typu solventu analytu derivatiaa cinidlo
poskytovalo pouze jiz jeden intenzivni pik a FMO&/BI byl od toho piku zcela
odseparovany. Po zj&ti této skuténosti byly pro o¥reni provedeny separace pouze
FMOC-CI zZedného v MeOH/HO 50/50 (v/v) a naslednv 0,2 M NaHCQ o pH 9,0
(obr. 10),¢éimZ bylo potvrzeno to, Ze FMOC-CI poskytoval v hygienuhléitanu pouze
jeden pik. S ohledem na pozadované vzajemné odsepar FMOC derivdt D-
aminokyselin ve sisi bylo gistoupeno k zagné rozpoustdla u vSech studovanych

racemal aminokyselin.
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Obr. 9 Porovnéni pibéhu derivatizace v nepufrovaném a pufrovaném roztpia
enantioseparaci FMOC-D/L-Vah) D/L-Val rozpusén v MeOH/HO 50/50 (v/v)B)
D/L-Val rozpustn v 0,2 M NaHCQ o pH 9,0; kolona Chirobiotic T, mobilni faze
MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v), {okova rychlost 0,7 ml/min,
fluorescekini detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové délce erBiké nm,
ozna&eni: 1: FMOC-L-Val, 2: FMOC-D-Val, *: derivatizai ¢inidlo.
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Obr. 10 Separace FMOC-CI za pouzitiznych fedicich roztok, A) FMOC-CI
ziedkn MeOH/HO 50/50 (v/v)B) FMOC-CI Zedn 0,2 M NaHCQ o pH 9,0; kolona
Chirobiotic T, mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pB,0 40/60 (v/v), pitokova
rychlost 0,7 ml/min, fluorescéni detekce $ vinové délce exitace 254 nm a vinové
délce emise 314 nm, ozremi: 1: pravdpodobrt FMOC-OH, 2: pravépodobrt FM-
OH.

V dalSim kroku optimalizace derivatizace byly vk&a snesi pi jiz vhodng
zvolenych koncentracich standardnich zasobnichokbzaminokyselin (2ug/ml) a
FMOC-CI (20ug/ml) zkouSenyizné objemovée poeny D/L-aminokyselina/FMOC-CI.
Po smiseni byly roztoky intenzigmprotrepany a ponechény v klidu po dobu 20 miin p
laboratorni tepl@t Derivatiz&ni reakce byly postugnprovedeny tak, aby FMOC-CI
vaci aminokyselig dosahoval 5 — 40 nasobného koncemifzo nadbytku. Ziskané
vysledky, které jsou sumarizovany v tab. 4 ukanujivnéni plochy piki FMOC-D/L-
enantiomel aminokyselin #iznym obsahem derivatigaiho ¢inidla v reakni smesi. Ze
zaznamenanych kvantifikaich paramefr vyplyva, Ze P desetinasobném
koncentrénim nadbytku FMOC-CI &i aminokyselig (objemovy ponir 1/1)

dosahovaly plochy vSech FMOC-D/L-enantiofheraximalnich hodnot.
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Tabulka 4. Vliv obsahu FMOC-CI v derivatizai reakci na hodnoty plochy gik
FMOC-L-enantiomar (A;) a FMOC-D-enantiomér (A;) studovanych aminokyselin.
Experimentélni podminky: kolona Chirobiotic T, miolbifaze 40/60 (v/v) MeOH/0,5%
TEAA pufr, pH 6,0; D/L-aminokyselina o koncentrdch -amk= 2 pg/ml)/FMOC-CI o
koncentraci €-voc-ci = 20 ug/ml) v riznych objemovych podénech, pfitokova rychlost

0,7 ml/min, fluorescemmi detekce P vinové délce excitace 254 nm a vinové délce
emise 314 nmm = 3.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala Val Leu lle
Cpoi-amk/Crvmoc-ci A1 A, A1 A Aq A, Aq A,
(VIv) mV-s mV:s mV-s mV:s mV:s mV:s mV:s mV:s
1/4 6796 5828 4237 2997 3823 3294 4143 2325
1/2 9521 8933 5852 4434 5699 5180 6964 3574
1/1 12700 12087 8615 7372 7862 7103 9532 5469
1/0,5 9501 8954 7961 6724 7453 6665 8707 4403

Dale Ize vypozorovat vlivizného obsahu FMOC-CI na ¥¢host derivatizéni reakce.
Jelikoz i separacich nebyl k dispozici normalizovany staddaerivatizované
aminokyseliny, byly jako vychozi body pro sledovagtéznosti derivatizace vybrany
FMOC-D-enantiomery ifp desetinasobném koncentréam nadbytku (1/1 v/v) FMOC-
Cl. PFri zohledreni jednotlivych fedni vychazi, Ze se stoupajicim nadbytkem
derivatiz&niho ¢inidla (objemové porry 1/2 a 1/4) stoupa Winost derivatizéni
reakce. V pipad objemového pogru 1/0,5 dochazi k vyraznému poklesu ve
vytéZnosti.

Z dosazenych vysledke vidét, Ze¢im tSi je nadbytek derivatizaiho ¢inidla
v reakini snesi, tim se rovnovaha posouva ve pradp produkéi. Rostouci obsah
FMOC-CI @i derivatizaci nél sice za nasledek vyssSi ¥ghost derivatizace, ale zarave
dochéazelo i k nezanedbatelnému uséu Stky jeho piku v chromatogramech, coz
snizovalo sepatai innost ve smyslu neudplné separace FMOC-enantibnoer
derivatiz&niho ¢inidla. Z této skuténosti Ize usuzovat, Ze vyraztimitujicim krokem
v prabéhu derivatizani reakce je vhodna volba mnoZstvi derivatidho cinidla. Pro
nasledné derivatizai reakce byl zvolen jako optimalni objemovy poni/1 D/L-

aminokyselina/FMOC-CI, kdy koncentrace derivatidho cinidla byla agci
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koncentraci aminokyseliny desetkrat vysSi. Taktoleny objemovy powrr byl opet
vybran jako kompromis mezi dostat®u odezvou analft a Stkou piku

derivatiz&niho ¢inidla.

4.6 Separace FMOC-derivatizovanych aminokyselin nakoloné
Chirobiotic T za vybranych podminek derivatizace v pufrované

mobilni fazi s fluorescerkni detekci

Pro studium retemiho a enantiosepamiho chovani FMOC-D/L-enantiomer
aminokyselin byla zvolena binarni mobilni fazeisméa smsi MeOH/0,5% TEAA pufr
0 rizném pH a viizném objemovém zastoupeni methanol/pufr. Byly higdéptimalni
podminky pro enantioseparaci studovanych FMOC-Dhirakyselin s cilem vzajemné
separace derivat D-aminokyselin ve sisi az na zakladni linii, jelikoz D-
aminokyseliny jsou minoritni slozkou v realnych wzgh. Volba vhodného slozeni
mobilni faze byla hleddna s ohledem na to, athys@paracich analytbyly jednotlivé
derivaty enantiomér zcela odseparovany od piku derivatizho ¢inidla a rozliSeni
mezi FMOC-D/L-enantiomery dosahovalbjatelné hodnoty.

Na zaklad provedené optimalizace derivatizace byippaven derivatizovany
standard kazdé aminokyseliny o koncentragiglml, tim zgisobem, Ze byl smichan
z&sobni roztok dané D/L-aminokyseliny o koncentéagig/ml s zdsobnim roztokem
FMOC-CI o koncentraci 2(g/ml v pongru 1/1 (v/v).

Ziskana chromatografickd data, ktera jsou sumagizavv tab. 5, popisuji
ovlivnéni retegniho a enantiosepamdho chovani FMOC derivét aminokyselin
riznym obsahem methanolut@nym pH pufru v mobilni fazi MeOH/0,5% TEAA pufr
(v/v). Postupi byly proneieny mobilni faze s obsahem organického modifikafra
40 obj. %. Byly vyzkouSeny i mobilni faze s 30% atsm methanolu, ale vzhledem k
dlouhym retencim a nizké separa (€innosti bylo od tohoto obsahu organického
modifikatoru odstoupeno. Hodnota pH vodné slozkybitmb faze se i danych
obsazich methanolu pohybovala v rozsahu 4,0 — 6,5.

Pti separacich dochazeloclast&né nebo dokonce k uplné koeluci FMOCi-

FMOC-D-enantiomear aminokyselin s pikem derivatigaiho ¢inidla (v tabulce ozngn
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jako  FMOC-OH). Z tohoto @vodu nebylo mozné u mnoha separacicitur
enantiorozliSeni. &#né gipady koeluce jsou v tab. 5 symbolizovany pismerye. Pro
ilustraci jsou pod stejnym ozéenim na obr. 11 zaznamenanyilgihy enantioseparaci
pouze pro FMOC-D/L-Val v mobilnich fazich MeOH/0,5P&AA pufr o izném pH a
raizném obsahu MeOH. Na obr. &) je zaznamenana Uplna koeluce FMOC-L-Val s
derivatiz&nim ¢inidlem, na obr. 11b) ¢ast€éna koeluce FMOC-L-Val z levé strany
piku derivatizaniho ¢inidla, pricemz ¢asténa koeluce FMOC-L-Val z pravé strany je
znazorgna na obr. 11). Upina koeluce FMOC-D-Val s derivatiad@m ¢inidlem je
uvedena na obr. 14) a casténd koeluce FMOC-D-Val z pravé strany piku
derivatiz&nihocinidla je zaznamenana na obr.€)1

Enantioselektivita analitbyla v gipadech¢asténé koeluce jednoho z FMOC-
enantiomel (data oznéené pismen, c, €) vypactena z reteénich faktofi prislusnych
FMOC-D/L-enantiomel, piicemz i Uplné koeluci jednoho z FMOC-enantiorer
(data ozn&ena pismenwy, d) byla vypd@tena z retetniho faktoru piku derivatizaiho

¢inidla a reteniniho faktoru FMOC-enantiomerdiplusné aminokyseliny.
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Tabulka 5. Vliv rizného obsahu methanolu a hodnoty pH 0,5% TEAA pufmobilni

fazi na retenci a separaci FMOC derivdd/L-aminokyselin, ozngni stejné jako v
tabulce 2. Experimentalni podminky: kolona Chirdicid’, mobilni faze MeOH/0,5%
TEAA pufr o izném pH a viznych objemovych po#énech, pfitokova rychlost 0,7
ml/min, fluorescedni detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové délce emise
314 nm.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala
MeOH/0,5% TEAA pufr, (v/v)

pH 50/50 40/60
pufru Ky ko Rio 0y Ky ko Ri> 0y
4,0 1,57 3,06 X 1,95 242 483 X 2,00
4,5 1,32 2,69 ! 2,04 2,14 6,09 X 2,85
5,0 1,26 3,38 f 2,68 2,16 6,68 X 3,09
55 1,14 295 8,62 2,59 196 6,25 X 3,19
6,0 098 257 7,09 262 1,47 466 7,28 3,17
6,5 093 221 X 2,38 1,47 422 6,56 2,87

Val
4,0 1,50 2,20 X 1,47 2,43 4,00 X 1,65
4,5 1,28 220 X 1,79 2,17 5,07 X 2,34
5,0 1,14 261 X 2,29 1,87 5,22 X 2,79
55 1,06 221 X 2,08 1,67 4,69 X 2,81
6,0 098 1,99 X 2,03 1,28 349 502 2,73
6,5 0,89 150 X 1,69 1,23 3,06 X 2,49

Leu
4,0 150 294 X 1,96 265 558 X 2,11
4,5 1,24 274 X 2,21 249 755 X 3,03
50 1,16 3,32 X 2,86 2,11 8,65 X 4,10
55 1,08 3,05 10,60 2,82 198 8,22 4,15
6,0 099 2,79 6,83 2,82 1,48 586 7,17 3,96
6,5 093 2,46 X 2,65 1,32 519 7,06 3,93

lle
4,0 153 281 X 1,84 28% 538 X 1,91
4,5 1,29 258 X 2,00 2,48 6,78 X 2,73
5,0 1,12 291 X 2,60 2,18 760 X 3,53
55 1,06 2,799 6,35 2,63 190 6,92 X 3,64
6,0 0,97 242 X 2,49 1,39 524 6,84 3,77
6,5 093 222 X 2,39 1,31 445 576 3,40

# Gplna koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
PC xasténa koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
d uplna koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH
® gasté&na koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH

" enantiorozlieni nelze it
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Obr. 11: Enantioseparace FMOC-D/L-Val v mobilni fazi MeOH#@ TEAA pufr o
raizném pH a viizném objemovém zastoupeni methanol/pa)fiveOH/0,5% TEAA pufr,
pH 4,5 40/60 (v/vp) MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 5,0 40/60 (v/\g) MeOH/0,5% TEAA
pufr, pH 4,0 40/60 (v/vid) MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,5 50/50 (v/A\g) MeOH/0,5%
TEAA pufr, pH 6,0 50/50 (v/v), ozkeni: 1. FMOC-L-Val, 2: FMOC-D-Val, *:
derivatiz&ni ¢inidlo.
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Z tabulky 5 je patrné, Ze snizeni obsahu methanatobilni fazi z 50 na 40 ob;j.
% vyvolalo zvySeni retence obou derivatizovanychrantiomefi, a to ve vSech
promegifovanych mobilnich fazich. S delSi dobou, kteroulyapastravily v separénim
prostedi, dochazelo k stereoselektivnim interakcim gaiiim selektorem, coz ¢to za
nasledek ndist hodnoty enantiorozliSeni a enantioselktivity mw@dzeny zlepSujici se
symetrii obou pi. V mobilnich fazich o wité hodnot pH TEAA pufru vyvolal vSak u
nékterych separaci pokles obsahu methardkt€nou nebo Uplnou koeluci analys
derivatiz&nim ¢inidlem, jindy naopak zdginil odseparovani obou enantiomieod
derivatiz&niho¢inidla.

Prodlouzeni retence wvidledku rostouciho zastoupeni vodné slozky v mobilni
fazi bylo gi pH TEAA pufru 4,0; 5,0 a 6,0 nejlépe patrné u FOKD/L-Leu a FMOC-
D/L-lle. V mobilni fazi, nap. o pH vodné slozky 6,0, vyvolal pokles obsahu raethu
z 50 na 40 obj. % ne§iSi nafist retekniho ¢asu iblizné o 7 min u FMOC-D-Leu.
Naopak nejmensSi prodlouzeni retence bylo pozorovaneMOC-D-Val u kterého
vzrostl retefni ¢as fiblizn¢ o 3 min.

Zatimco zvySeni obsahu vodné sloZzky v mobilniclicthzykazovalo jednotny
trend, vliv hodnoty pH pufru na retenci a enantg@saci nebyl zdaleka tak
jednoznény. Vliv raizného pH 0,5% TEAA pufru na retenci FMOC-L-enantenimbyl
v obou mobilnich fazich siznym obsahem organického modifikatoru shod@im
vétSi byla hodnota pH, tim kratSi byla retence FMO€rantiomei.

Vliv pH vodné slozky na retenci FMOC-D-enantioriner separénim prostedi
byl podobny v obou mobilnich fazich&nym obsahem methanolu. Retence detivat
D-enantiomei se g 40 obj. % methanolu s rostoucim pH pufru proditgda az do
hodnoty pH 5,0. ® tomto pH pufru byla retence vSech derivt-enantiomei nejdelsi
(FMOC-D-enantiomery eluovaly do 24 min). Od hodnpty 5,0 do pH 6,5 se naopak
retence zéala zkracovat. V mobilni fazi s 40 obj. % methandlsahl zmnou pH
pufru z hodnoty 5,0 na hodnotu 6,0 rg$iho zkraceni reténiho casu FMOC-D-Leu
(o0 6 min) a nejmensiho FMOC-D-Val (o0 4 min).

Podobny vliv pH pufru na retenci deriiabD-enantiomek byl pozorovan i v mobilni
fazi s 50 obj. % methanolu az na hodnotu pH 4j5k{eré nastalo u vSech deriuat

shizeni retence. Za tohoto obsahu organické sl@kpbj. %) bylo nejtSiho zkraceni
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retertniho ¢asu zndnou pH pufru z hodnoty 5,0 na 6,0 dosazeno u FMGAID(o 2
min) a nejmensiho u FMOC-D-lle (0 1 min).

U analyti, u kterych lIze porovnat hodnoty enantiorozliSeri piznych
hodnotach pH pufru je patrné, Zém vysSi bylo pH, tim menSiho rozliSeni mezi
enantiomery bylo docileno. Tento jev je pr&wddobré vyvolan zkracujici se retenci
obou derivai enantiomet. Jisty trend v ovliviéni enantioselektivitytrznym pH pufru
nelze diky koeluci pik presré urtit, ale lze tvrdit, Ze v obou mobilnich fazichi@ném
obsahu methanolu byla enantioselektivita arialyyssi @i vysSich hodnotach pH.
NejvysSich hodnot enantioselektivity v obou typeobbilni faze tedy s 50 a 40 obj. %
methanolu o pH vodné slozky v préfavaném rozsahu dosahoval vzdy FMOC-D/L-
Leu a naopak nejnizSich FMOC-D/L-Val.

Urcity vliv raizné hodnoty pH pufru na éni paadi FMOC-L-enantiomér
v mobilni fazi s 50 obj. % methanolu byl pozorov&@rzadny staly trend v eluci tudiz
nenastal. Navic reténi ¢asy derivai L-enantiomeit se velmi podobaly ve vSech
mobilnich fazich o dzném pH vodné slozky s 50% zastoupenim methanatrny?
trend v retednim paadi FMOC-D-enantiomérv mobilni f&zi s 50 obj. % methanolu o
razném pH pufru vSak jiz nastal. V kazdé mobilni f&8%0% obsahem organického
modifikatoru o fizné hodnat pH vodné slozky eluoval s nejkratSim refeim casem
vzdy FMOC-D-Val néasledovany FMOC-D-lle. Teprve péchto dvou analytech
eluovaly FMOC-D-Ala a FMOC-D-Leu jejichz vzajemnézice v elénim pdadi byla
razna v zavislosti na pH. Wité paadi v eluci ti FMOC-D-enantiometr Ize ale i pes to
uréit: FMOC-D-Val < FMOC-D-lle < FMOC-D-Leu.

V mobilni fazi s 40 obj. % methanolu nebyl viiizného pH pufru na etai paadi
FMOC-L-enantiomer tak vyrazny. Ze ziskanych dat, Ize vypozorovat,vevSech
mobilnich fazich s 40 % zastoupenim methanolizaych hodnotach pH pufru eluoval
vzdy jako prvni FMOC-L-Val s nejkratSi retenci a ©K-L-lle eluoval vzdy ped
FMOC-L-Leu krong pH 4,0, kdy tomu bylo naopak. Pozice FMOC-L-Aldabgle vSak
rizna v zavislosti na konkrétnim pH vodné slozky. ilzdr FMOC-L-Val se také
nejvice odliSoval retenci od ostatnich FMOC-L-ermaneri jejichz retekni ¢asy byly
velmi podobné. V eknim pdadi FMOC-D-enantioméraminokyselin byl fi 40 obj.
% methanolu patrny jednozirey trend, na kterytzné hodnoty pH pufru nesty vliv.
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FMOC-D-enantiomery eluovaly vzdy v nasledujicimiguti: FMOC-D-Val< FMOC-
D-Ala < FMOC-D-lle< FMOC-D-Leu.

Razny obsah methanolu v mobilnich fazich o pH vodogky 4,0 a 5,0 vyvolal
také zaminu v retednim pdadi FMOC-D-enantiomér V mobilni fazi s 50 obj. %
methanolu dosahoval FMOC-D-Ala nejdelSiho réteno ¢asu a eluoval jako posledni,
piicemz i 40 obj. % methanolu eluoval jako druhy wadi. V mobilni fazi o hodneét
pH TEAA pufru 6,0 vyvolal pokles organického moHié#toru roviz zmenu v el€nim
pofadi derivat D-enantiomel. V mobillni f&zi s 50% obsahem methanolu analyt
FMOC-D-Ala eluoval jakoieti v jiz uvedeném gadi a i 40 obj. % eluoval jako
druhy. Tato zamna je vyvolana prawgbodobré tim, Ze fizny obsah organického
modifikatoru n&l nejvétsi vliv na retenci (prodlouzeni) u FMOC-D-Leu a ©6&-D-lle
ze vSech derivatD-enantiomear aminokyselin.

Z uvedenych chromatografickych dat vyplyva, Ze dri& z promsiovanych
mobilnich fazi s 50% zastoupenim methanolu a pH ApAfru v rozsahu 4,0 — 6,5
nebylo mozné u FMOC-D/L-Val tit enantiorozliSeni. # tomto obsahu organického
modifikadtoru a hodnet pH pufru 5,5 bylo zjistitelné enatiorozliSeni gdes u trech
FMOC-D/L-aminokyselin, ficemz nej¥étSiho chiralniho rozliSeniR = 10,60) bylo
docileno u FMOC-D/L-Leu ifes relativig kratkou retenci do 10 minut.

Jako v jediné za vSech fyprométovanych mobilnich fazi, ve které bylo mozné
uréit enantiorozliSeni u vSeattyiech studovanych FMOC deriviaaminokyselin, byla
mobilni faze o slozeni 40/60 (v/iv) MeOH/0,5% TEAAfp pH 6,0. V této mobilni fazi
eluoval ze vSech deriidaD-aminokyselin nejdéle (do 18 min) FMOC-D-Leu guy8si
hodnoty enantiorozliSenR(= 7,28) bylo dosazeno u FMOC-D/L-Ala.

Je tedy patrné, Ze tato mobilni faze o sloZeniGiQ¥ds) MeOH/0,5% TEAA
pufr, pH 6,0 umoitovala jako jedina ze vSech préfavanych ty@d odseparovani vSech
FMOC-L- a FMOC-D-enantiomérstudovanych aminokyselin od piku derivatizéno
¢inidla. Navic, pi tomto sloZeni, byly retémi ¢asy FMOC-D-Val, FMOC-D-Ala a
FMOC-D-Leu natolik odlisné, Ze umidvaly vzajemnou separaci ve & jejich
racemal s moznosti dosahnuti dobrého rozliSeni. Z hodreigreniho casu FMOC-D-
lle vSak vyplynulo, Ze ip separaci swsi vSech ¢tyfech derivatizovanych D/L-
aminokyselin dojde ke koeluci tohoto FMOC-D-enam@yu s piky analyt FMOC-D-
Ala a FMOC-D-Leu.
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Pro nasledné chiralni separace bylpaveny snisi o tizném slozeni D/L-
aminokyselin. Prvni sis obsahovala pouze aminokyseliny D/L-Ala, D/L-VaD4.-
Leu, p@icemz druhd sks obsahovala veSkeré studované racematy aminakyseli
Studované sisi tii a ¢tyf derivatizovanych aminokyselin bylyfipraveny podle
vybranych podminek derivatizace tak, aby koncestriggzdé D/L-aminokyseliny ve
smesi byla 1ug/ml.

Pri separaci s@si tii derivatizovanych aminokyselin (obr. 12) bylo doesao
piedpokladaného dobrého chirdiniho rozliSeni (az akladni linii) mezi danymi
FMOC-D-enantiomery. RozliSeni mezi FMOC-D-Val a FRID-Ala dosahovalo
hodnoty 1,78, picemz rozliSeni mezi FMOC-D-Ala a FMOC-D-Leu dosaHlova
hodnoty 1,64. Zchromatogramu je patrné, Ze FMO€hantiomery danych
aminokyselincast&né koeluji. Na zaklad retergnich ¢adi Ize vSak utit, Ze prvni pik
pati FMOC-L-Val a druhy pik obsahuje derivaty FMOC-lafa FMOC-L-Leu.
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Obr. 12 Enantioseparace €31 FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala a FMOC-D/L-Leu,
kolona Chirobiotic T, mobilni faze MeOH/0,5% TEAAufp, pH 6,0 40/60 (v/v),
pratokova rychlost 0,7 ml/min, fluoresc&n detekce P vinové délce exitace 254 nm a
vinové délce emise 314 nm, ozeai: 1. FMOC-L-Val, 2: FMOC-L-Ala, 3: FMOC-L-
Leu, 4: FMOC-D-Val, 5: FMOC-D-Ala, 6: FMOC-D-Leu; Herivatiz&ni ¢inidlo.
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Separace s#si ¢tyt derivatizovanych aminokyselin (obr. 18)mobilni fazi
40/60 (v/v) MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0epinesla podle fedpokladu bohuzel
uspokojivé hodnoty v rozliSeni mezi FMOC-D-enant@yn Ze zaznamu
enantioseparace je Vg Ze FMOC-L-enantiomery té#h Uplre koeluji (Ize odliSit opt
pouze FMOC-L-Val) a z FMOC-D-enantiontietze s jistotou ufit pouze FMOC-D-

Val, zbylé ti derivaty D-enantiomérkoeluji v jednom piku.
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Obr. 13 Enantioseparace ssi FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-lle a

FMOC-D/L-Leu, kolona Chirobiotic T, mobilni faze @#/0,5% TEAA pufr, pH 6,0

40/60 (v/v), ptitokova rychlost 0,7 ml/min, fluorescém detekce P vinové délce

exitace 254 nm a vinové délce emise 314 nm, @garial: FMOC-L-Val, 2: FMOC-L-

Ala, 3: FMOC-L-Leu, 4: FMOC-L-lle, 5: FMOC-D-Val,:&FMOC-D-Ala, 7: FMOC-
D-lle, 8: FMOC-D-Leu, *: derivatizéni ¢inidlo.

K ziskani lepSiho rozliSeni mezi FMOC-D-enantiomeey sngsich bylo dale
pristoupeno k optimatlizaci sloZzeni mobilni faze 40(6/v) MeOH/0,5% TEAA pufr.
Palprocentni TEAA pufr o pH 6,0 byl nahrazen jednagotnim TEAA pufrem o pH
6,0. ZvySeni koncentrace pufru o totozném pH védimdstatnému zvySeni retence u
vSech analyt, ktera néla za nasledek uUplnou koeluci derivdt-enantiomeit s pikem

derivatiz&niho ¢inidla. Mezi FMOC-D-enantiomery doslo vlivem del$tence sice k
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lepSi vzajemné separaci, ale také zejména u FMQ@+tDk rozmyti zony ekni kiivky
tohoto derivatu (obr. 14
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Obr. 14 Enantioseparace €31 FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala a FMOC-D/L-Leu,
kolona Chirobiotic T, mobilni faze MeOl¥6 TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v),
pratokova rychlost 0,7 ml/min, fluoresc&m detekce p vinové délce exitace 254 nm a
vinové délce emise 314 nm, ozeai: 1: FMOC-L-Val, 2: FMOC-L-Ala, 3: FMOC-L-
Leu, 4: FMOC-D-Val, 5: FMOC-D-Ala, 6: FMOC-D-Leu; Herivatiz&ni ¢inidlo.

Vzajemna separace deriidD-enantiomel ve sngsi ¢ty racemal aminokyselin byla
pii tomto sloZeni mobilni faze vSak stale neuspokopy proto byl obsah methanolu
sniZzen na 38 obj. %. Zdznam enantioseparace t&ts srmobilni fazi o sloZzeni 38/62
(v/v) MeOH/1% TEAA pufr, pH 6,0 je uveden na obb. ¥ tomto sepatamim systému
bylo dosazeno relatiéndobré symetrie vSech FMOC-D-enantiofnérpies dlouhou
retenci a rozliSeni bylo také uspokojivé. Bohuzplné chiralni diskriminace, az na
z&kladni linii, nebylo mezi vSemi FMOC-D-enantiometocileno. Hodnota rozliSeni
mezi FMOC-D-Val a FMOC-D-Ala byla 1,66 mezi FMOCAla a FMOC-D-Ille byla
1,04 a mezi FMOC-D-lle a FMOC-D-Leu byla 0,83.
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Obr. 15 Enantioseparace ssi FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-lle a
FMOC-D/L-Leu, kolona Chirobiotic T, mobilni faze @#/1% TEAA pufr, pH 6,0
38/62 (v/v), pritokova rychlost 0,7 ml/min, fluoresc&r detekce P vinové délce
exitace 254 nm a vinové délce emise 314 nm, @garial: FMOC-L-Val, 2: FMOC-L-
Ala, 3: FMOC-L-Leu, 4: FMOC-L-lle, 5: FMOC-D-Val,:&FMOC-D-Ala, 7: FMOC-
D-lle, 8: FMOC-D-Leu, *: derivatizéni ¢inidlo.
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4.6.1 Kalibraéni zavislosti FMOC-aminokyselin

Na kolore Chirobiotic T byly za fluoresceéni detekce  vinové délce excitace
254 nm a vinové délce emise 314 nmipjtpku mobilni faze 0,7 ml/min afp
optimalizovaném slozeni mobilnich fazi pr&eny kalibr&ni zavislosti plochy i vysky
piki na koncentraci FMOC-D/L-aminokyselin jak pro jetivé FMOC-L-enantiomery
a FMOC-D-enantiomery aminokyselin, tak i pro FMOGeBantiomery aminokyselin
ve sngsich. Optimalizované sloZzeni mobilni faze pro eioaeparace jednotlivych
FMOC-D/L-aminokyselin a s#si tti FMOC-D/L-aminokyselin bylo 40/60 (v/v)
MeOH/0,5% TEAA, pH 6,0. Pro enantioseparace¢snttyir aminokyselin bylo
optimalizované slozeni mobilni faze 38/62 (v/iv) M#@% TEAA, pH 6,0. Pro
vSechny derivaty D-enantiomier byly urceny meze detekce (LOD) a meze
stanovitelnosti (LOQ). # enantioseparacich jednotlivych FMOC-D/L-aminoKyse
byly LOD a LOQ stanoveny i pro FMOC-L-enantiomery.

LOD a LOQ byly vypéteny z regresnich rovnic ziskanych ze zavislos$kyy
piki FMOC-L- ¢i FMOC-D-enantiomar na koncentraci, jako trojnasobek resp.
desetinasobek hodnoty Sumu. Na danych konaertia hladinach bylo kazdé dgeni

provedenoiikrat.

4.6.1.1 Kalibra¢ni zavislosti jednotlivych FMOC-D/L-aminokyselin

Jednotlivé FMOC-D/L-aminokyseliny byly prasfeny v koncentrénim rozsahu
0,05 — 5ug/ml. Kalibrani roztoky o pozadovanych koncentracich byljpaveny
postupnym fedtnim derivatizovaného standardu kazdé D/L-aminokygel o
koncentraci 5ug/ml. Fi koncentraci 2,5ug/ml FMOC-D/L-aminokyselin poskytovaly
veSkeré FMOC-L-enantiomery signal nad rozsah detekmemoiujici jejich
vyhodnoceni. Z tohototodu je v kalibranich zavislostech deriviatL-enantiomei
uvedena jako nejvysSi preéovand koncentrace FMOC-D/L-aminokyselinugy/ml.
Koncentr&ni zavislosti plochy a vySky pik FMOC-L- a FMOC-D-enantiomér
aminokyselin byly zpracovany pomaoci linearni regrgsjiz vysledky jsou pro plochy
piki uvedeny v tab. 6 a pro vysky fpik tab. 7. Vypdtené limity detekce a limity

stanovitelnosti jsou zaznamenany v tab. 8.
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Tabulka 6. Regresni rovnice a koeficienty determinal® ¢iskané regresni analyzou
koncentr&ni zavislosti plochy pik pro jednotlivée FMOC-L- a FMOC-D-enantiomery
studovanych aminokyselin. Experimentélni podminkgtona Chirobiotic T, mobilni
faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0 40/60 (v/v),apokova rychlost 0,7 ml/min,
fluorescekini detekce  vinové délce exitace 254 nm a vinové délce erBiké nm,

v zavorkach jsou uvedeny grodatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mV-+mlug’] Usek [mV-s] R2
FMOC-L-Val 14072,9 (111,9) -144,0 (31,4) 0,9999
FMOC-L-Ala 19521,1 (266,8) -81,7 (74,9) 0,9996
FMOC-L-lle 16745,9 (100,8) -59,8 (28,3) 0,9999
FMOC-L-Leu 13683,2 (207,7) -132,4 (58,4) 0,9995
FMOC-D-Val 13888,8 (141,9) -305,2 (165,1) 0,9996
FMOC-D-Ala 18582,5 (52,4) 3,1 (51,9) 1,0000
FMOC-D-lle 9740,1 (19,2) 51,7 (22,4) 1,0000
FMOC-D-Leu 13193,3 (73,1) -191,2 (85,0) 0,9999

Tabulka 7. Regresni rovnice a koeficienty determinal® ¢iskané regresni analyzou
koncentraéni zavislosti vySky pik pro jednotlivé FMOC-L- a FMOC-D-enantiomery
studovanych aminokyselin, experimentalni podmirdguj stejné jako v tabulce 7, v

zavorkach jsou uvedeny smdatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mv-mlug’] Usek [mV] R2
FMOC-L-Val 876,8 (18.4) 3.2 (5,2) 0,9991
FMOC-L-Ala 1085,2 (22,5) -1,6 (6,3) 0,9991
FMOC-L-lle 863,9 (12,1) 2,5 (3,4) 0,9996
FMOC-L-Leu 815,4 (8,8) 5,9 (2,5) 0,9998
FMOC-D-Val 224.4 (9,6) 14,3 (11,1) 0,9928
FMOC-D-Ala 274.6 (1,9) 3,8 (1,9) 0,9998
FMOC-D-lle 101,6 (1,1) 2,4 (1,3) 0,9995
FMOC-D-Leu 150,2 (2,0) 4,3 (2,4) 0,9993

Z tabulky 7 a 8 je patrné, Zéikalibracnich zavislostech pro plochy i vySky
piki na koncentraci, dosahovaly koeficienty determinagsokych hodnot, coz
vypovida o velmi dobré lineatizavislosti. Hodnoty Usékv regresnich rovnicich byly
u derivati L- ¢i D-enantiomelt velmi malé. Derivat FMOC-D-Val se hodnotami
koeficientu determinace a Useku odliSoval od o&thtderivali D-forem aminokyselin.
Tento rozdil je prawgpodobré zagicinén blizkou eluci FMOC-D-Val a derivatizaiho
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¢inidla, ktera pi promérovani vysSich koncentraci zejména % pg/ml znesnatiovala

vyhodnoceni plochy i vysky piku.

Tabulka 8. Limity detekce (LOD) a limity stanovitelnosti (LQQpro jednotlivé
FMOC-L- a FMOC-D-enantiomery studovanych aminokiysel experimentalni

podminky jsou stejné jako v tabulce 7.

analyt LOD [ng-mfl] LOQ [ng-mll]
FMOC-L-Val 2,3 7,8
FMOC-L-Ala 1,9 6,4
FMOC-L-lle 2,5 8,2
FMOC-L-Leu 2,3 7,7
FMOC-D-Val 9,1 30,3
FMOC-D-Ala 7,5 25,1
FMOC-D-lle 21,0 69,9
FMOC-D-Leu 12,6 41,9

Tabulka 8 ukazuje, Ze limity detekce a limity statelnosti FMOC-L-
enantiomei se pohybovalyiadow v jednotkach ng/ml. V ipad FMOC-D-
enantiomei se pohybovaly spiSe v desitkach ng/ntl¢gmz nejvysSich hodnot bylo
dosazeno pro FMOC-D/L-lle a nejnizSich pro FMOC-a. P vypoctech limiti
detekce a limit stanovitelnosti byly hodnoty Usikanedbany. #testovani statistické
vyznamnosti Usektitestem na hladiévyznamnosti = 0,05 bylo prokazano, Ze se jeho

hodnoty vyraza neliSi od nuly a tudiz vyznarameovliviiuji hodnoty LOD a LOQ.

4.6.1.2 Kalibraéni zavislosti derivati D-enantiomeni ve snési tifi FMOC-D/L-
aminokyselin

Jak bylo vySe uvedeno, jako optimalni sloZeni hmbldéze pro separaci sisi
derivatizovanych racemataminokyselin valinu, alaninu a leucinu bylo zvae#0/60
(v/v) MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0. V této mobilniaZi dochazelo k vzajemné
koeluci FMOC-L-enantiomér zatimco FMOC-D-enantiomery eluovaly kazdy zvlas
Z tohoto aivodu byly @i kalibraci vyhodnoceny pouze plochy a vySkyipderivati D-
forem aminokyselin. Kalibgai zavislosti byly prorieny ve stejném rozsahu

koncentraci jako u jednotlivych FMOC-D/L-aminokyisel tedy 0,05 — 5pg/ml.
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Kalibracni roztoky o pozadovanych koncentracich bylpraveny ogt postupnym
fednim standardu derivatizované &nve které byla koncentrace kazdé jednotlivé
FMOC-D/L-aminokyseliny 5ug/ml. Koncentrani zavislosti plochy a vysky pik
FMOC-D-enantiomear aminokyselin byly zpracovany pomoci linearni resgrejejiz
vysledky jsou pro plochy pikuvedeny v tab. 9 a pro vysSky jik tab. 10. Vypotené

limity detekce a limity stanovitelnosti jsou uveglentab. 11.

Tabulka 9. Regresni rovnice a koeficienty determinal® ¢iskané regresni analyzou
koncentr&ni zavislosti plochy pik FMOC-D-enantiomer ve sngsi FMOC-D/L-Val,
FMOC-D/L-Ala a FMOC-D/L-Leu, experimentalni podminjsou stejné jako v tabulce
6, v zavorkéch jsou uvedeny &mdatné odchylkyn = 3.

analyt smrnice [mV-s-miug ] isek [mV-s] R2
FMOC-D-Val 13665,9 (369,2) -599,0 (485,9) 0,9964
FMOC-D-Ala 18733,1 (251,9) -331,9 (249,3) 0,9993
FMOC-D-Leu 9550,7 (159,2) -379,5 (209,5) 0,9986

Tabulka 10. Regresni rovnice a koeficienty determina® ¢iskané regresni analyzou
koncentréni zavislosti vySky pik FMOC-D-enantiomér ve sngési FMOC-D/L-Val,
FMOC-D/L-Ala a FMOC-D/L-Leu, experimentalni podminjsou stejné jako v tabulce
6, v zavorkéch jsou uvedeny &mdatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mV-mlpg’] usek [mV] R?
FMOC-D-val 219,3 (9,9) 14,3 (12,9) 0,9900
FMOC-D-Ala 286,7 (4.2) 7.9 (4.1) 0,9992
FMOC-D-Leu 116,2 (3,2) 7,0 (4,3) 0,9961

Tabulka 11. Limity detekce (LOD) a limity stanovitelnosti (LQQro FMOC-D-
enantiomery ve s#si FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala a FMOC-D/L-Leu,

experimentalni podminky jsou stejné jako v tabulce

analyt LOD [ng-mI] LOQ [ng-mI’]
FMOC-D-Val 14,8 49,2
FMOC-D-Ala 11,3 37,7
FMOC-D-Leu 27,9 92,9
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Pro kalibr&nich zavislostech plochy a vySky pikha koncentraci vybranych
FMOC-D-aminokyselin (tab. 9 a 10), dosahovaly kcefity determinace paimé
vysokych hodnot sidéicich o dobré lineagit zavislosti. Hodnoty Usékv regresnich
rovnicich byly velmi malé. Stefntak, jako pi kvantifikaci jednotlivych FMOC-D/L-
aminokyselin se derivat FMOC-D-Val hodnotami koefitu determinace a Useku
odliSoval od ostatnich FMOC-D-enantiomaePrava@podobr ze stejnych @voda, jaké
byly popsany § kvantifikaci jednotlivych FMOC-D/L-aminokyselin.

Limity detekce a limity stanovitelnosti danych dextii D-forem aminokyselin
ve snesi se pohybovalyadow v desitkach ng/ml (tab. 11) a byly vysSi (Kipack
FMOC-D-Leu dokonce dvojnasobné) nez limity ziskamé jednotlivé FMOC-D-
enantiomery aminokyselin (tab. 8). Hodnoty Usekly lypét pro svou statistickou
nevyznamnost (testovamdestem na hladévyznamnosti. = 0,05) i vypoctech LOD

a LOQ zanedbany.

4.6.1.3 Kalibraéni zavislosti derivati D-enantiomenm v snmgsi ¢ty FMOC-D/L-
aminokyselin

Mobilni faze o slozeni 38/62 (viv) MeOH/1% TEAAfpupH 6,0 byla pouzita
pro separaci sési vSech¢tyr derivatizovanych racemaaminokyselin valinu, alaninu,
isoleucinu a leucinu. P tomto sloZeni mobilni faze vSechny FMOC-L-enamiéwy
zcela koeluovaly s derivatigmim c¢inidlem v jeden pik, zatimco u FMOC-D-
enantiomel bylo dosaZzeno alespocast€né separace sfiglusSnymi hodnotami
rozliSeni. Kalibr&ni zavislosti byly proreny ve stejném rozsahu koncentraci (0,05 —
5 ug/ml) jako u jednotlivych FMOC-D/L-aminokyselin. Klaracni roztoky o
pozadovanych koncentracich byly¥igsaveny ot postupnym fednim standardu
derivatizované sisi, ve které byla koncentrace kazdé jednotlive FMQC-
aminokyseliny 5ug/ml. Koncentraéni zavislosti plochy a vySky pikderivati D-forem
byly zpracovany pomoci linearni regrese, jejiz &gkl jsou pro plochy ptkuvedeny v
tab. 12 a pro vysky pikv tab. 13. Vypétené limity detekce a limity stanovitelnosti

jsou uvedeny v tab. 14.
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Tabulka 12. Regresni rovnice a koeficienty determina® ¢iskané regresni analyzou
koncentr&ni zavislosti plochy pik FMOC-D-enantiomer ve sngsi FMOC-D/L-Val,
FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-lle a FMOC-D/L-Leu. Experinmalni podminky: kolona
Chirobiotic T, mobilni faze MeOH/1% TEAA pufr, pH,® 38/62 (v/v), pittokova
rychlost 0,7 ml/min, fluorescéni detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové

délce emise 314 nm, v zavorkach jsou uvedenyaatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mV-s-miug’] isek [mV-s] R2
FMOC-D-Val 11279,8 (330,2) 526,1 (384,4) 0,9969
FMOC-D-Ala 10785,4 (613,7) 1142,1 (714,4) 0,9872
FMOC-D-lle 2918,5 (46,0) 76,1 (58,7) 0,9993
FMOC-D-Leu 7738,2 (227.6) 499,0 (290,2) 0,0974

Tabulka 13. Regresni rovnice a koeficienty determina® ¢iskané regresni analyzou
koncentrani zavislosti vySky pik FMOC-D-enantiomér ve sngési FMOC-D/L-Val,
FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-lle a FMOC-D/L-Leu, experinmalni podminky jsou

stejné jako v tabulce 12, v zavorkach jsou uvedenyodatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mV-mlpg’] usek [mV] R?
FMOC-D-val 126.,6 (2,5) 3,1(2,9) 0,984
FMOC-D-Ala 144.5 (4,7) 7.8 (5,4) 0,9958
FMOC-D-lle 33,9 (0,5) .0,7 (0,6) 0,9995
FMOC-D-Leu 57,3 (3,4) 4.4 (4,3) 0,9898

Tabulka 14. Limity detekce (LOD) a limity stanovitelnosti (LQQ@ro FMOC-D-
enantiomery ve stisi FMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Ala, FMOC-D/L-lle a FMO@/L-

Leu, experimentalni podminky jsou stejné jako wted 12.

analyt LOD [ng-ml] LOQ [ng-ml']
FMOC-D-Val 20,3 67,9
FMOC-D-Ala 17,9 59,5
FMOC-D-lle 76,1 253,7
FMOC-D-Leu 45,0 150,1

Z dat uvedenych v tab. 12 Ize vypozorovat, fiekpncentrgnich zavislostech

plochy piki byl z divodu neupiné separace FMOC-D-Ala od FMOC-D-lle wve&s

e

u derivatu D-alaninu.
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Pri koncentrgnich zavislostech vysky pik (tab. 13) byly hodnoty uUseku
v regresnich rovnicich velmi malé a koeficienty edetinace dosahovaly, iigs
neudplnou vzajemnou separaci derivBtforem aminokyselin, uspokojivych hodnot.

Z tabulky 14 je patrné, Ze limity detekce a lim#tanovitelnosti FMOC-D-
enatiomeilt v snesi ¢ty derivatizovanych aminokyselin dosahovaldow desitek
ng/ml. Vyjimkou jsou FMOC-D-lle a FMOC-D-Leu u nighse limity stanovitelnosti
pohybovaly v desetinaclug/ml. Takto vysoké hodnoty jsou Z&pnéné neuplnym
odseparovanim FMOC-D-lle od deriiab-alaninu a D-leucinu. Hodnoty usekyly
pii vypoctech LOD a LOQ zanedbany #vbdu statistické nevyznamnosti (testovdno
testem na hladinvyznamnosti. = 0,05).

Ve vSech provedenych kalil@r@ich zavislostech byla dosazena velmi dobra
citlivost detekce pohybujici s&dow v ug/l. Takto vysoka citlivost dané metody je

srovnatelna s hmotnostni detekci.
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4.7 Separace FMOC-derivatizovanych aminokyselin v uyfrované
mobilni fazi na koloné Chirobiotic T2

Na kolore Chirobiotic T2 vyznaujici se vySSim obsahem navazaného
teikoplaninu, vysSi porozitou silikagelu a delSipojpvacimiettzcem mezi chiralnim
selektorem a silikagelem bylo za podminek derieatz vybranych na kolén
Chirobiotic T studovano reténi a enantiosepatai chovani FMOC-derivatizovanych
aminokyselin v mobilnich fazich o stejném sloZekiojpro kolonu Chirobiotic T.

Namegiené hodnoty reté@nich a enantiosepamich parametr, v mobilnich
fazich MeOH/0,5% TEAA pufr oizném pH a wzném objemovém zastoupeni
methanol/pufr, jsou uvedeny v tab. 15. Pro enaefiagce byly zvoleny &p mobilni
faze s 50 a 40 obj. % organického modifikatorti.ddném obsahu methanolu se pH
vodného 0,5% TEAA pufru pohybovalo v rozmezi 4,8,5. V kazdé z testovanych
mobilnich fazi eluovaly FMOC-L-enantiomery amino&ys pied jejich FMOC-D-
analogy, coz bylo znovu potvrzeno standardnifidgvkem jednotlivych FMOC-D-
enantiome.

V prabéhu chiralnich separaci dochazelaok ¢ast&né nebo dokonce k upiné
koeluci FMOC-L- ¢i FMOC-D-enantiomar aminokyselin s pikem derivatiaiho
¢inidla (v tabulce ozngen jako FMOC-OH). Z tohotoidodu nebylo mozné u mnoha
separaci uit rozliSeni mezi enantiomery. tRné druhy koeluce jsou vtab. 15
symbolizovany pismeng —f. Jednotlivé fipady s ozné&enima — e jsou stejné jako jiz
diive popsané koelucdinantioseparacich na kokb@hirobiotic T ilustrované na obr.
11. Oznaeni pismenemf symbolizuje cast&énou koeluci derivatu D-formy
aminokyseliny z levé strany piku derivatiného ¢inidla, ktera se § enantioseparacich
na kolor¢ Chirobiotic T nevyskytovala. Pro znazém je pod stejnym ozganim na
obr. 16 zaznamenan pbéh enantioseparace FMOC-D/L-Leu v mobilni fazi
MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,5 50/50 (v/v). Hodnoty antioselektivity byly ueny

stejnym zfisobem jako v tab. 5.
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Tabulka 15. Vliv ruzného obsahu methanolu a hodnoty pH 0,5% TEAA pufru
mobilni fazi na retenci a separaci FMOC defivBYL-aminokyselin, ozn&ni stejné
jako v tabulce 2. Experimentalni podminky: kolon&irGbiotic T2, mobilni faze
MeOH/0,5% TEAA pufr oiizném pH a viiznych objemovych pognech, pfitokova
rychlost 0,7 ml/min, fluorescéni detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové

délce emise 314 nm.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala
MeOH/0,5% TEAA pufr, (v/v)

pH 50/50 40/60
pufru ky ks Ri2 0Oy Ky K> Ri2 0Oy
4,0 4,37 6,89 x° 1,58 10,94 18,23 3,18 1,67
4,5 3,45 6,62 x° 1,92 8,75 18,22 ¢ 2,08
5,0 223 463 3,67 2,08 595 13,72 x9 2,31
55 1,85 3,92 x¢ 2,12 529 12,43 x¢ 2,35
6,0 151 3,27 x° 2,17 4,27 10,09 3,44 2,36
6,5 1,74 3,35 x° 1,93 439 1153 386 2,63

Val
4,0 477 521 X8 1,09 12,67 13,85 0,60 1,09
4,5 3,49 39 Xx° 1,12 9,7t 11,82 x° 1,15
5,0 1,96 2,44 1,15 1,24 6,24 7,068 X9 1,13
5,5 152 191 1,10 1,25 538 7,55 x¢ 1,40
6,0 1,11 1,42 1,01 1,28 3,71 4,85 1,22 1,31
6,5 145 186 1,06 1,28 393 522 116 1,33

Leu
4,0 526 6,58 159 1,25 17,41 22,25 152 1,28
4,5 344 565 Xx° 1,64 12,14 18,99 2,06 1,56
5,0 2,14 3,59 x° 1,68 6,82 13,17 x° 1,93
5,5 1,72 294 x° 1,71 6,08 11,93 X 1,97
6,0 126 219 245 1,74 3,77 755 x¢ 2,00
6,5 152 285 x° 1,88 4,17 8,86 x¢ 2,12

lle
4,0 540 6,17 095 1,14 16,80 19,21 0,86 1,14
4,5 3564 523 x° 1,48 12,74 16,11 1,19 1,26
5,0 2,14 2,99 X9 1,40 6,92 11,21 x¢ 1,62
5,5 1,64 2,33 x° 1,42 6,48 10,27 x¢ 1,59
6,0 1,22 1,77 1,72 1,45 4,09 6839 x¢ 1,56
6,5 145 226 1,71 156 453 752 %9 1,66

% Uplna koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
P¢ sasteéna koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
d uplna koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH

e tasteéna koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH
9 enantiorozlideni nelze &it

67



800

600

odezva detektoru (mV)

400

200

o 3 & o 12 15

¢as (min)
Obr. 16 Enantioseparace FMOC-D/L-Leu znangjici cast&nou koeluci derivatu D-
enantiomeru z levé strany piku derivatizéno cinidla (f), kolona Chirobiotic T2,
mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,5 50/50 (W/writokova rychlost 0,7

ml/min, fluorescedni detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové délce emise
314 nm, ozné&ni: 1: FMOC-L-Leu, 2: FMOC-D-Leu, * : derivatigai ¢inidlo.

Ze ziskanych udajje patrné, ze s vySSim zastoupenim vodné slozkphilni
fazi dochazelo u vSech deriviaaminokyselin k narstu hodnot retefmich faktof.
V mobilnich fazich o witém pH TEAA pufru vyvolal v Bkterych gipadech pokles
obsahu methanoldast&nou nebo Uplnou koeluci analys derivatizanim ¢inidlem,
jindy vedl naopak k odseparovani obou enantignoer derivatiz&niho ¢inidla. V obou
mobilnich fazich stznym obsahem methanoldi ppH vodné slozky 4,0 dosahovaly
veSkeré studované derivaty nejdelSich r&tech ¢asi a naopak f# pH 6,0 bylo
zadrzeni analytv separanim prostedi nejkratSi. V mobilni fazi s 50 obj. % methanolu
o pH vodné slozky 4,0 probihala tedy eluce defidenantiomar do 19 min, zatimco
pii pH 6,0 do 11 min. V mobilni fazi s nizSim obsaherganickeho modifikatoru tj. 40
obj. % o pH vodné slozky 4,0 eluovaly derivaty Daetiometi do 53 min, picemz i
pH 6,0 eluce dosahovala 26 min.
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Vyrazny naist retence vyvolany poklesem obsahu organickéhoifikétbru
v mobilni fazi se fi pH 4,0 nejvice projevil u FMOC-D-Leu (o 35 mijakto dlouha
retence byla doprovazena Zngm rozmytim zon eknich Kivek. NejmenSi ndist
retertniho ¢asu piblizné¢ o 20 min nastal u FMOC-D-Val. V mobilnich fazichpé
vodneé slozky 6,0 bylo ne§tSi prodlouzeni retence patrné tentokrat u FMOCID-{A
15 min). Naopak nejmensi ri&t retence fiblizné o 8 min byl pozorovan @ u
FMOC-D-Val.

Je tedy #ejmé, Ze nizSi zastoupeni organického modifikatompobilnich fazich
poskytovalo analyim delSi cas, v rkterych ipadech 1 pro uplatmi
stereoselektivnich interakci s chiralnim selektor®®lSi doba, kterou analyty stravily
v separénim prostedi, vSak neria jednoznany vliv na enantiorozliSeni. U FMOC-
D/L-Leu a FMOC-D/L-lle vedla $ pH 4,0 k nepatrnému poklesu hodnot a u FMOC-
D/L-Val vedla @i pH 6,0 a 6,5 k nepatrnému hatu, ktery byl doprovazeny i min
stoupajici enantioselektivitou.

Vliv razného pH 0,5% TEAA pufru na retenci FMOC dernivdt- a D-
enantiomei v mobilnich fazich siznym obsahem methanolu byl stejny. Od pH 4,0 do
pH 6,0 dochazelo u vSech anali poklesu hodnot reténich faktoti. Naopak p pH
6,5 byl pozorovan nést retence u vSech studovanych defiva@hinokyselin.

V pufrované mobilni fazi s 50 obj. % methanolu vialo zvySeni pH pufru
z hodnoty 4,0 na hodnotu 6,0 n&§i zkraceni retémiho ¢asu u FMOC-D-lle (o 10
min). Nejmensi zkraceni bylo pozorovano u FMOC-24d 8 min). V mobilni fazi s
nizSim obsahem methanolu tj. 40 obj. % nastalo¢pém pufru o hodnét pH 4,0
pufrem o pH 6,0 neptSi zkraceni retence u FMOC-D-Leu (0 33 min) a rejsi opt u
FMOC-D-Ala (0 18 min).

U analyfi, u kterych Ize porovnat hodnoty enantiorozliSemiabilni fazi s 5&i
40 obj. % methanolu aizném pH 0,5% TEAA pufru je patrné, Zém étSi byly
hodnoty pH pufru, tim &Siho rozliSeni mezi enantiomery bylo dosaZenoy{snkou
FMOC-D/L-Val v mobilnich fazich s 50 obj. % orgakého modifikatoru) i navzdory
zkracujici se retenci. Stoupajici rozliSeni mezargiomery bylo také doprovazeno
zlepSujici se symetrii obou gikVyrazny vliv pH na enantioseparaci je delpatrny u
FMOC-D/L-Val v mobilni fazi s 40 obj. % methanollPti tomto zastoupeni
organického modifikatoru bylo zgnou pH pufru z hodnoty 4,0 na hodnotu 6,0 docileno
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dvojnasobn vyssiho enantiorozliSeni ( vzrostlo z 0,60 na lddrl,22). Zetelny vliv
pH je také dofe patrny u FMOC-D/L-lle v mobilni fazi s 50 obj. fbethanolu v niz
zmena pH pufru z hodnoty 4,0 na 6,0 vyvolalatsdrenantiorozliSeni z 0,95 na hodnotu
1,72.

Urcity trend v ovlivreni enantioselektivitytznym pH pufru nelze diky koeluci
piki presré urcit, ale lze konstatovat, Zze v obou mobilnich fazechizném obsahu
methanolu bylo docileno vy3Si enantioselektivity yysSich hodnotach pH pufru &p
navzdory Kklesajici retenci vSech analytdo pH 6,0). Nejvy3Sich hodnot
enantioselektivity v obou typech mobilni faze (5@@& obj. %) methanolu dosahoval
vzdy FMOC-D/L-Ala a nejnizSich FMOC-D/L-Val.

Razné pH 0,5% TEAA pufru v mobilni fazi s 50 obj. %ethanolu nevyvolavalo
vyrazné zniny v elwnim pdadi derival L-forem aminokyselin. V kazdé mobilni fazi s
50% obsahem organického modifikatoru bylo vzdyapld tech derivai L-forem
nasledujici: FMOC-L-Val < FMOC-L-Leu < FMOC-L-llevyjimkou byl FMOC-L-
Ala, ktery @i pH 4,0 eluoval jako prvni a od pH 5,0 eluovalandm pgadi jako
posledni s nejdelSim retgrim ¢asem ze vSech derivat-enantiomeil. Na eldni
poradi derival D-forem aminokyselin neély rizné hodnoty pH pufru vliv. Ve vSech
pufrovanych mobilnich fazich o danych pH vodné lsyoz 50% zastoupeni methanolu
bylo paadi nasledujici: FMOC-D-Val < FMOC-D-lle < FMOC-Del < FMOC-D-
Ala.

V mobilni fazi s 40% zastoupenim methanolu byleméti paadi derivah L-
forem ffizné v zavislosti na konkrétnim pH TEAA pufru. Nelbgtly pozorovan zadny
konstantni trend v eluci FMOC-L-enantiomer Naopak u derivdt D-forem
aminokyselin byl utity trend jiz patrny. V kazdé z prasfovanych mobilnich fazi s 40
obj. % methanolu byla elucéeth FMOC-D-enantiomérnasledujici: FMOC-D-Val <
FMOC-D-lle < FMOC-D-Leu. V tomto padi byla ale pozice FMOC-D-Alaizna
v zavislosti na konkrétnim pH vodné sloZky mobflde. Ri pH 4,0 eluoval po FMOC-
D-Val jako druhy, pi pH 4,5 eluoval po FMOC-D-lle jakadti a od pH 5,0 eluoval
jako posledni s nejdelSim reterim casem ze vSech FMOC-D-enantiotiner

Razny obsah methanolu v mobilni fazi o pH vodné syoZ}0 vyvolal tedy také
zanenu v elénim paadi FMOC-D-enantiomér V obou mobilnich fazich o daném
obsahu methanolu tj. 50 a 40 obj. % byldaub i derivati D-forem totoZzné: FMOC-
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D-Val < FMOC-D-lle < FMOC-D-Leu. Pozice FMOC-D-Alse ale liSila. B 50%
zastoupeni organického modifikatoru eluoval v uvedhe pdgadi po FMOC-D-Leu jako
posledni a 40 obj. % methanolu eluoval po FMOC-D-Val jakauly. Tato zarna
je pravé&podobr vyvolana tim, Zetzny obsah methanolu dénpii daném pH TEAA
pufru nejwtsi vliv na retenci (prodlouzeni) FMOC-D-Leu a FM@Clle ze vSech
derivati D-forem. V mobilnich fazich o hodriopH vodné slozky 5,0 a 6,0 nebylo
pozorovano ovliveni elwniho pdadi FMOC-D-enantiomér riznym obsahem
organického modifikatoru.

Z uvedenych chromatografickych dat vyplyva, Ze & z promsiovanych
mobilnich fazi s 50% obsahem methanolu o pH 0,5%A Rufru v rozsahu 4,0 — 6,5
nebylo mozné it sowasré enantiorozliSeni u vSech studovanych FMOC deiivat
aminokyselin. Pouze v mobilni fazi o pH vodné sk#0 bylo zjistitelné rozliSeni
alespa u trech derival, piicemZ nejvyssi hodnotyR(= 2,45) bylo dosaZzeno ir¢s
kratkou retenci do 7 minut u FMOC-D/L-Leu.

Ze vSech typ testovanych mobilnich fazi umicdvala uteni enantiorozliSeni u
vSech studovanych FMOC derivdtaminokyselin pouze mobilni faze s 40%
zastoupenim methanolu a 0,5% TEAA pufrem o pH Ja8. iz ale bylo popsandiste,
vtomto separmnim systému dosahovaly analyty nejdelSi retencerakiyvolavala
zna&né rozmyti zon ekinich Kivek a tim nizkou sepatai (€innost. Navic FMOC-
D/L-Val a FMOC-D/L-lle podiéhaly $ tomto sloZeni mobilni faze pouzdst&nému
enantiomernimudeni s nizkymi hodnotami enantiorozliSeni.

Déle je také patrné, Ze ani v jedné z testovanyshilmich fazi nebylo dosazeno
aplné enantiseparace FMOC-D/L-Val az na zakladrmi. INaopak FMOC-D/L-Ala se
jako jediny ze vSech studovanych denivaeparoval nejlépe a vzdy az na zakladni linii
s vysokymi hodnotami rozliSeni mezi enantiomery.

JelikoZ nebylo nalezeno vhodné sloZzeni mobilni f&teré by zajistilo chiralni
rozliSeni vSech nebo alespdri studovanych derivataz na zakladni linii, nebyly na
dané kolos promeieny zZadné typy sési derivatizovanych aminokyselin. Vzajemna
separace FMOC-D-enantionfier by byla neredlna uz jenom Wv casténé
enantioseparaci ¢kterych analyi. Nebyly promgieny ani kalibrani zavislosti
jednotlivych derivatizovanych aminokyselin, protozémi stanovena podminka uplné

enantioseparace alesptsi derivati v mobilni fazi o ugitém sloZeni nebyla spina.
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4.8 Separace FMOC-derivatizovanych aminokyselin v ydfrované
mobilni fazi na koloné Chirobiotic TAG

Za (&elem porovnani reténiho a enantiosepamdho chovani studovanych
derivati na kometné dostupnych kolonach na bazi teikoplaninového &otganin
aglykonového chiralniho selektoru, byla pro separagolena stejnd binarni mobilni
faze jako u pedeSlych nireni.

S wvyuzitim chiralni stacionarni faze na bazi teleoph aglykonu bylo za
podminek derivatizace vybranych na kalofhirobiotic T studovano reténi a
enantioselektivni chovani FMOC-derivatizovanych rmokiselin. Byly hledany
optimalni podminky pro enantioseparaci studovanwfalyti s cilem vzajemné
separace derivatD-aminokyselin ve sisi az na zakladni linii.

Mobilni faze byly tvéeny methanolem jako organickym modifikdtorem v
raizném objemovém zastoupeni (55 — 40 obj. %) s voddyste TEAA pufrem o pH
vrozmezi 4,0 — 7,0. Byl sledovan jak vliv obsahugamického modifikatoru
v mobilnich fazich, tak i vlivdzného pH 0,5% TEAA pufru ip daném obsahu
methanolu na vybrané retam a enantiosepatai parametry. Ziskané vysledky jsou
uvedeny vtab. 16. V kazdé z préimvanych mobilnich fazi dochéazelo &ppri
znovu potvrzeno standardnirfigavkem FMOC-D-aminokyselin.

V pribéhu enantioseparaci dochéazel@édsté&éné nebo dokonce k Uplné koeluci
derivati L- ¢i D-aminokyselin s pikem derivatigaiho ¢inidla (v tabulce ozngen jako
FMOC-OH). Z tohoto dvodu ot nebylo mozné u mnoha separadgiturozliSeni mezi
enantiomery. Rzné druhy koeluce jsou vtab. 16 symbolizovany pigyna — f.
kolonach Chirobiotic T a Chirobiotic T2 ilustrovam&a obr. 11 a obr. 16. Hodnoty

enantioselektivity byly weny stejnym zfisobem jako v tab. 5.
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Tabulka 16. Vliv rizného obsahu methanolu a hodnoty pH 0,5% TEAA pufroobilni fazi na
retenci a separaci FMOC deriwdtD/L-aminokyselin, ozng&ni stejné jako v tabulce 2.
Experimentalni podminky: kolona Chirobiotic TAG, bioai faze MeOH/0,5% TEAA pufr o
razném pH a viznych objemovych po#nech, pfitokova rychlost 0,7 ml/min, fluorescam

detekce fi vinové délce exitace 254 nm a vinové délce erdisenm.

FMOC-D/L-aminokyselina

Ala
MeOH/0,5% TEAA pufr, (v/v)
pH 55/45 50/50 40/60
pufru Ky ks Ry, 0p, Ky K, Ry 052 Ky ks Ry, 0p

4,0 4,16 7,12 x° 1,71 7,42 11,64 x° 1,57 16,61 26,07 2,37 1,57
4,5 3,52 6,28 X9 1,79 5,98 10,93 x° 1,83 13,68 24,18 x° 1,77
5,0 3,07 5,73 3,54 1,87 4519,80 x9 2,17 10,39 21,18 x° 2,04
5,5 252 4,99 x° 1,96 3,86 8,94 x° 2,32 9,18 20,06 x° 2,19
6,0 2,04 452 x° 2,22 2,80 6,75 3,33 241 7/,5718,83 x° 2,49
6,5 1,97 3,82 x° 1,94 2,47 6,25 x° 2,53 7,50 18,68 x° 2,49
7,0 1,94 3,61 x° 1,86 2,29 6,12 x° 2,67 7,25 18,27 3,78 2,52
Val
4,0 4,09 5,12 x° 1,25 7,83 8,86 x° 1,13 18,44 20,71 0,64 1,12
4,5 2,87 3,76 9 1,31 514 6,27 x° 1,22 10,93 12,81 x° 1,17
5,0 1,92 2,76 x° 1,44 3,63 576 x¢ 1,63 8,98 10,68 x° 1,19
5,5 1,73 251 1,39 1,45 2,62 4114y 1,58 7,24 10,45x° 1,44
6,0 1,58 2,32 1,43 1,47 193 2,79 159 1,45 591 9,62 1,63
6,5 1,49 2,19 1,42 1,47 1,86 2,77 152 1,48 583 9,18 1,56
7,0 1,27 190 145 1,50 1,63 2,70 143 1,66 579 8,92 1,54
Leu
4,0 503 591 x° 1,17 9,43 10,95 0,94 1,16 25,53 29,90 0,83 1,17
4,5 3,62 539 x° 1,49 569 6,39 x° 1,12 15,24 22,59 x° 1,48
5,0 2,02 3,62 xI 1,79 3,82 5,60 x¢ 1,47 10,34 16,13 x° 1,56
5,5 1,98 3,26 x° 1,65 2,96 5,18 x¢ 1,75 8,58 149F x° 1,75
6,0 1,72 2,82 x° 1,64 2,04 3,59 x¢ 2,22 7,78 13,59 x° 1,75
6,5 1,67 2,74 x° 1,67 1,95 3,52 X9 1,81 7,15 10,57 x¢ 1,48
7,0 146 2,43 2,10 1,66 1,74 3/53x° 2,03 6,61 10,40x° 1,57
lle
4,0 517 6,11 x° 1,18 9,73 11,63 1,00 1,20 25,89 29,75 0,68 1,15
4,5 3,68 5,18 x° 1,42 573 6,48 x° 1,13 15,38 22,71 x° 1,48
5,0 2,23 3,7% X9 1,68 3,97 576 x¢ 1,45 10,63 16,89 x° 1,59
5,5 1,99 3,37 x° 1,69 3,32 527 x¢ 1,59 7,96 14,56 x° 1,83
6,0 1,65 2,87 x° 1,74 2,24 4,00 x¢ 1,79 7,07 13,13x° 1,86
6,5 161 2,76 x° 1,71 2,03 3,79 x¢ 1,86 7,01 10,52x° 1,50
7,0 147 2,49 197 1,69 1,72 3!45x° 2,01 6,50 10,37 x° 1,60
% GpIna koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
°¢ tasténa koeluce FMOC-L-enantiomeru s FMOC-OH
4 iplna koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH

el asteéna koeluce FMOC-D-enantiomeru s FMOC-OH
9 enantiorozliSeni nelze &it
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Zakladni trend vyplyvajici ze zaznamenanych datgs klesajicim obsahem
methanolu v mobilnich fazich dochazelo u vSechyain&l naristu retednich casi resp.
hodnot retetnich faktofi. V mobilnich fazich o witém pH TEAA pufru vyvolala
v nékterych gipadech rostouci retence analyppst casté&nou ¢i Uplnou koeluci
s derivatiz&nim c¢inidlem, jindy vedla naopak k odseparovani oboungomeii od
derivatiz&niho cinidla. V rdmci promstovanych obsah methanolu v mobilnich fazich
pii hodnot pH pufru 4,0 dosahovaly vSechny studované derinéfgielSich retamich
¢adi. Fxi pH 7,0 bylo zadrZeni analytv separdnim prostedi nejkratSi. V mobilni fazi
s nejnizSim progiovanym obsahem methanolu 40 obj. % o pH vodné glaiR
probihala eluce derivtD-aminokyselin do 65 min,fppH 7,0 do 42 min. P stejném
procentualnim zastoupeni 50/50 (v/v) organickéhdlifitctoru a 0,5% TEAA pufru o
pH 4,0 probihala eluce derivdD-enantiomek do 27 min, zatimcoippH 7,0 do 16
min. JelikoZ pi tomto sloZzeni mobilni faze dosahovaly analytyestélativre vysokych
retertnich ¢asi, byly dale promteny mobilni faze s 55 obj. % methanoldi mto
obsahu organického modifikatoru o pH vodné slozKy grobihala eluce derivaD-
aminokyselin do 17 min,ippH 7,0 dosahovala 10 min.

Vyrazny naifist retegniho ¢asu (o 48 min) vyvolany poklesem obsahu
organického modifikatoru z 55 obj. % na 40 obj. &8 pH pufru 4,0 nejvice projevil
u FMOC-D-Leu. Takto dlouhd retence byla doprovazenanym rozmytim zén
elwnich kivek. NejmenSi ndist retegniho ¢asu @i tomto pH (o 31 min) byl
pozorovan u FMOC-D-Val. V mobilnich fazich o pH puf7,0 bylo nejgtsi
prodlouZeni retence patrné tentokrat u FMOC-D-Ada30 min), naopak nejmensi
narst @iblizné o 14 min byl pozorovan épu FMOC-D-Val.

Koeluce analyt s derivatizanim ¢inidlem znemo#ovala u mnoha separaciitr
enantiorozliSeni. U analytu kterych bylo zjistitelné a porovnatelng pizném obsahu
methanolu o witém pH pufru je patrné, Ze delSi zadrzeni detivatseparénim
prostedi vyvolané poklesem obsahu methanolu v mobilnfighich nendlo na
enantiorozliSeni jednoztiay vliv. U derivatu FMOC-D/L-Val fi pH pufru 6,0 a 6,5
vyvolal pokles methanolu z 55 na 50 obj. % mirngaehodnot enantiorozliSeni, ktery
byl vSak doprovazeny prakticky némmou enantioselektivitou. Naopak pH pufr 7,0
tato znéna v zastoupeni methanolu n#dan vliv na hodnotu enantiorozliSeni, ale
enantioselektivita mighvzrostla. U FMOC-D/L-Leu a FMOC-D/L-lleip pH vodné

74



slozky 4,0 vyvolala zgna v zastoupeni methanolu z 50 na 40 obj. % miokleg
hodnot  enantiorozliSeni, ktery byl doprovazeny pckly neménnou
enantioselektivitou.

Vliv pH 0,5% TEAA pufru na retenci derividL- a D-enantiomer v mobilnich
fazich stiznym obsahem methanolu byl stejny. S rostoucim pHupdochazelo ke
zkracovani retence vSech analy¥ pufrované mobilni fazi s nejvysSim préfovanym
obsahem methanolu 55 obj. % vyvolalo zvySeni pHipafhodnoty 4,0 na hodnotu 7,0
nej\etsi zkraceni retence u FMOC-D-lle (o 7,2 min), relomejmensi zkraceni bylo
pozorovano u FMOC-D-Val (o 6,5 min). V mobilni f&ziobsahem methanolu 50 obj.
% bylo zan¢nou pufru o hodnétpH 4,0 pufrem o pH 7,0 docilenou n&iiho zkraceni
retence oft u FMOC-D-lle (0o 16 min) a nejmensiho u FMOC-D-Ajla 11 min).
V mobilni fazi s nejniz8im pro&iovanym obsahem organického modifikatoru 40 obj.
% vedla zardna pufru o pH 4,0 pufrem o pH 7,0 k nejmenSimu a&né retence @b u
FMOC-D-Ala (o 15 min). Nej#tSi zkraceni retencefigomto obsahu methanolu nelze
ale gesré urit, kvili uplné koeluci FMOC-D-Leu a FMOC-D-lle s derivadnim
¢inidlem v mobilni fazi o hodnétpH pufru 7,0. Lze ale ipdpokladat, Ze retence
FMOC-D-lle byla ogt nejvice ovlivigna.

Vliv pH 0,5% TEAA pufru na chiralni diskriminacimobilnich fazich o witém
obsahu methanolu byl patrny pouze u aralfMOC-D/L-Val a FMOC-D/L-Ala.
Z urtenych hodnot bylo patrné, Ze jednoszma trend v ovlivini enantiorozliSeni
raznym pH pufru nenastal. \fipade FMOC-D/L-Val v mobilni fazi s 55 obj. %
methanolu nebylo z#émou pH pufru z hodnoty 5,5 na hodnotu 7,0 enartigieni
prakticky ovlivreno. Naopak v mobilni fazi s 50% zastoupenim methamastal u
tohoto analytu zenou pH vodné sloZzky z hodnoty 6,0 na 7,0 nepatraklgs v
enantiorozliSeni. U FMOC-D/L-Ala bylo v mobilni féz 40 obj. % methanolu zamou
pufru o hodnat pH 4,0 pufrem o pH 7,0 docileno lepSiho enantitgeni, hodnota
vzrostla z 2,37 na 3,78 i navzdory kratSi retenci.

Pro ukazku vlivu izného pH 0,5% TEAA pufru na enantioseparaci jsoohra
17 zaznamenany fiochy separaci FMOC-D/L-lle v mobilni fazi s 55 obj.r&ethanolu
o hodnot pH pufru 6,0 nebo 7,0. Z chromatogramu je patieézvySeni pH pufru na

hodnotu 7,0 vedlo ke zkraceni retence obou derivasinych enantioméra k Uplnému
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odseparovani FMOC-D-lle od derivatéraho ¢inidla. RozliSeni mezi enantiomery pak

dosahovalo hodnoty 1,97.
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Obr. 17 Chromatogram enantioseparace FMOC-D/L-lle, mobflde 55/45 (v/v)
MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0 nebo 7,0; kolona Chiiatiz TAG, pritokova rychlost
0,7 ml/min, fluorescetni detekce p vinové délce exitace 254 nm a vinové délce emise
314 nm, oznéeni: 1: FMOC-L-lle, 2: FMOC-D-lle, *: derivatizai ¢inidlo.

Urcity trend v ovlivreni enantioselektivity tznym pH vodné slozky mobilni
faze o danych obsazich methanolu nelzé& oliky koeluci pik presré urcit. Lze ale
tvrdit, aZz na vyjimky, Ze enantioselektivita analjayla vyssi pi vysSich hodnotach pH
pufru. NejvysSich hodnot enantioselektivity ve \s@conmeiovanych typech mobilnich
fazi dosahoval vzdy FMOC-D/L-Ala a nejnizSich FM@Q--Val.

Razné hodnoty pH vodné slozky mobilni faze s 55% agstnim methanolu
vyvolavaly znény v elienim pdadi derival L-forem aminokyselin. Staly trend v eluci
tudiZ nenastal. Lze ale konstatovat, Ze od pH &bval FMOC-L-Val jako prvni a
FMOC-L-Ala jako posledni s nejdelSim retaeim casem. Analyty FMOC-L-Leu a
FMOC-L-lle dosahovaly velmi podobnych retaich ¢asi a jejich vzajemné gadi
bylo rizné v zavislosti na konkrétnim pH pufru. Nadglupaadi derival D-forem
aminokyselin nerly rizné hodnoty pH pufru vliv. Vramci mobilni faze £%
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obsahem methanolu bylo faali nasledujici: FMOC-D-Val < FMOC-D-Leu < FMOC-
D-lle < FMOC-D-Ala, gicemz FMOC-D-Leu a FMOC-D-lle dosahovaly velmi
podobnych retenci.

Pri stejném procentualnim zastoupeni methanolu a upuO/50 (v/v)
nezmsobovalo #zné pH vodné slozky vyrazné #ny v retegnim pdadi FMOC-L-
enantiomel. V kazdé mobilni fazi oazné hodnat pH pufru bylo péadi ¥ech €chto
derivati nasledujici: FMOC-L-Val < FMOC-L-Leu < FMOC-L-lleVyjimkou byl
FMOC-L-Ala, ktery i pH 4,0 eluoval jako prvni a od pH 5,0 eluovalandm peadi
jako posledni. Na etmi paadi FMOC-D-enantiomér odliSné hodnoty pH pufru
nently vyrazny vliv. V. mobilni fazi s 50% zastoupenimethanolu tyto derivaty
eluovaly do pH pufru 6,5 nasledaurFMOC-D-Val < FMOC-D-Leu < FMOC-D-lle <
FMOC-D-Ala. Vyjimkou bylo pH 7,0, p kterém eluoval FMOC-D-lle figd FMOC-D-
Leu, gicemz tyto dva analyty dosahovaly v kazdé ptované mobilni fazi oft velmi
podobnych retamichc¢asi.
retertni paadi derival L-enantiomell raizné v zavislosti na konkrétnim pH TEAA
pufru. Nebyl tudiZz pozorovan Zzadny konstantni trengluci €chto analyli. Urceni
elueniho pdadi FMOC-D-enantiomér pii 40% zastoupeni methanolu ézném pH
pufru znesnaittbvalacasta Uplna koeluce analys derivatizanim cinidlem, i gresto Ize
konstatovat, Ze od hodnoty pH 5,0 eluoval FMOC-D-j}é&o prvni a FMOC-D-Ala
jako posledni s nejdelSim reterim ¢asem. Analyty FMOC-D-Leu a FMOC-D-lle
dosahovaly oft velmi podobnych ret&mich ¢asi a jejich vzajemné adi bylo Gzné
v zavislosti na konkrétni hodriopH pufru.

Rizny obsah organického modifikadtoru v mobilni fazpd vodné slozky 4,0
vyvolal také zamnu v elénim pdadi derival D-forem aminokyselin. V mobilni fazi
s 55 obj. % methanolu bylo fadi nasledujici: FMOC-D-Val < FMOC-D-Leu <
FMOC-D-lle < FMOC-D-Ala picemz @i 40% zastoupenim methanolu vyrazn
vzrostla retence u FMOC-D-Leu a FMOC-D-lle a detyvA-enantiomal tak eluovaly
v paradi: FMOC-D-Val < FMOC-D-Ala < FMOC-D-lle < FMOC-DReu. Ovlivreni
elueniho pdadi FMOC-D-aminokyselin poklesem obsahu methand@b na 40 obj. %
v pufrované mobilni fazi o pH vodné slozky 7,0 nebgcela patrné zidvodu Upiné
koeluce FMOC-D-Leu a FMOC-D-lle s derivattram cinidlem v mobilni fazi s 40%
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zastoupeni methanolu. Lze ale konsatovat, Ze raigharadi FMOC-D-Val a FMOC-
D-Ala nentl rizny obsah organického modifikatoru v mobilni falovva FMOC-D-Val
eluoval vZdy jako prvni v gadi a FMOC-D-Ala eluoval pokazdé jako posledni.

Z uvedenych chromatografickych dat vyplyva, Zev&ech promsiovanych tyjh
mobilnich fazi bylo mozné &it enantiorozliSeni u vSech studovanych FMOC-D/L-
aminokyselin pouze v mobilni fazi s 40% zastoupenigthanolu o pH 0,5% TEAA
pufru 4,0. Jak jiz ale bylo popsandiva, v tomto sepataim systému dosahovaly
analyty nejdelSich reténich ¢asi. Takto dlouhd retence vSak #djmnila znané
rozmyti zén eldnich Kivek a tim nizkou sepami innost. Navic ii ze ¢tyrech
studovanych analgt podléhaly pi tomto sloZeni mobilni faze pouz&sténému
enantiomernimu &eni s nizkymi hodnotami enantiorozliSeni. Dalepgrné Ze, ze
vSech studovanych analyse FMOC-D/L-Ala separoval vzdy nejlépe, az na adkl
linii, s vysokymi hodnotami enantiorozliSeni.

Jako nejvhodgsSi mobilni faze pro enantioseparace byla mob#éaiefo slozeni
55/45 (v/v) MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 7,0, ve kterastalo Uplné chiralni rozliSeni az
na zakladni linii alespp u trech ze ¢tyfech studovanych derivétaminokyselin.
NejvétSiho enantiorozliSenR(= 2,10) bylo i tomto sloZzeni mobilni faze dosazeno u
FMOC-D/L-Leu i pes velmi kratkou retenci do 7 minut. Vzajehblizké retenni casy
derivati D-enantiomel vSak neumafovaly separaci iisluSnych aminokyselin ve
smesi. Z tohoto dvodu byly @i tomto sloZeni mobilni faze prasteny kalibr&ni
zavislosti alespou jednotlivych vybranych derivatizovanych aminoddys.

Na dané kolo& na bazi chiralniho selektoru teikoplanin aglykonabylo tedy
nalezeno vhodné sloZzeni mobilni faze, které by stilji vzajemnou separaci
studovanych derivat D-forem aminokyselin ve s&i s moznosti dosahnuti dobrého

rozliseni.
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4.8.1 Kalibraéni zavislosti jednotlivych FMOC-D/L-aminokyselin

Za optimalizovanych podminek separace (mobilizie f#1eOH/0,5% TEAA
pufr, pH 7,0 55/45 (v/v), fitokova rychlost 0,7 ml/min, fluorescémi detekce P
vinové délce exitace 254 nm a vinové délce emigeri) byly na kolo& Chirobiotic
TAG proneteny kalibr&ni zavislosti plochy a vySky pikderivati L- a D-enantiomer
na koncentraci iislusnych FMOC-D/L-aminokyselin. Jak jiz bylo popsa @i tomto
sloZzeni mobilni faze podléhaly Uplné enantisepaedrina zékladni linii pouzeit
studované analyty, konkré&&anFMOC-D/L-Val, FMOC-D/L-Leu a FMOC-D/L-lle.
Vzhledem ke kratké retenci analyt ji odpovidajici vysoké hodriobdezvy byly
kalibrani zavislosti &chto jednotlivych derivatizovanych D/L-aminokyseprnomegieny
v koncentranim rozsahu 0,05 — 2,fg/ml. Kalibra&ni roztoky o poZzadovanych
koncentracich byly ffjpraveny postupnynted®nim derivatizovaného standardu kazdé
D/L-aminokyseliny o koncentraci 2,hg/ml. Fi nejvySSi promfované koncentraci
poskytovaly veSkeré derivaty L-enantiorinex navic i FMOC-D-Ille signél nad rozsah
detekce znemaidijici jejich vyhodnoceni. Z tohoto udodu je v kalibranich
zavislostech L-forem a FMOC-D-lle uvedena jako g&pi prondiovana koncentrace
derivatizované D/L-aminokyselinydg/ml.

U derivatizovanych enantiomerptislusnych aminokyselin byly &eny meze
detekce (LOD) a meze stanovitelnosti (LOQ). Mezeekize a meze stanovitelnosti byly
vypoiteny z regresnich rovnic ziskanych ze zavislosfikyypilki derivati L- ¢i D-
enantiomel na koncentraci, jako trojnasobek resp. desetirdstiodnoty Sumu. Na
danych koncenteaich hladindch bylo kazdédieni provedenarikrat.

Koncentr&ni zavislosti plochy a vysky pikFMOC-L- a FMOC-D-enantiomér
aminokyselin byly zpracovany pomoci linearni regrgsjiz vysledky jsou pro plochy
pika uvedeny v tab. 17 a pro vysky pik tab. 18. Vypétené limity detekce a limity

stanovitelnosti jsou zaznamenany v tab. 19.
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Tabulka 17. Regresni rovnice a koeficienty determinaR® ¢iskané regresni analyzou

koncentr&ni zavislosti plochy pik pro jednotlivé FMOC-L- a FMOC-D-enantiomery

studovanych aminokyselin.

Experimentéaini podminlgolona Chirobiotic TAG,

mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pH 7,0 55/45 (¥/wpratokova rychlost 0,7

ml/min, fluorescedni detekce P vinové délce exitace 254 nm a vinové délce emise

314 nm, v zavorkach jsou uvedenys&sadatné odchylkyn = 3.

analyt smérnice [mV-s-miug ] isek [mV-s] R2
FMOC-L-Val 14918,2 (376,6) -137,5 (105,8) 0,9987
FMOC-L-Leu 14691, (88,8) -109,8 (24,9) 0,9999
FMOC-L-lle 18757,6 (80,9) -38,9 (22,7) 1,0000
FMOC-D-Val 13619,0 (201,7) -136,9 (123,6) 0,999
FMOC-D-Leu 140484 (445,4) -316,0 (272,9) 0®97
FMOC-D-lle 22352,8 (224,2) -47,6 (62,9) 0,9998

Tabulka 18. Regresni rovnice a koeficienty determina® ¢iskané regresni analyzou

koncentr&ni zavislosti vysky pik pro jednotlivé FMOC-L- a FMOC-D-enantiomery

studovanych aminokyselin, experimentalni podmingguj stejné jako v tabulce 17,

v zavorkach jsou uvedeny grmdatné odchylkyn = 3.

analyt smernice [mV-mipg] usek [mV] R?
FMOC-L-Val 664,7 (33,3) 11,4 (9,4) 0,9950
FMOC-L-Leu 581,1 (3,4) -3,8(0,9) 0,9999
FMOC-L-lle 982,9 (33,6) 12,5 (9,4) 0,9977
FMOC-D-Val 354,3 (6,2) 6,6 (3,8) 0,9991
FMOC-D-Leu 322,6 (15,8) -10,8 (9,7) 0,9929
FMOC-D-lle 513,7 (13,0) 1,2 (3,7) 0,9987

Tabulka 19. Limity detekce (LOD) a limity stanovitelnosti (LQQoro jednotliveé

FMOC-L-

podminky jsou stejné jako v tabulce 17.

a FMOC-D-enantiomery studovanych aminokiysel experimentalni

analyt LOD [ng-mI*] LOQ [ng-ml']
FMOC-L-Val 3,2 10,5
FMOC-L-Leu 4,6 15,5
FMOC-L-lle 2,8 9,2
FMOC-D-Val 5,9 19,8
FMOC-D-Leu 8,4 27,9
FMOC-D-lle 5,2 17,5
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Pri kalibraénich zavislostech plochy i vysky mikna koncentraci (tab. 17 a 18)
dosahovaly koeficienty determinacéjatelnych hodnot. Linearita zavislosti byla také
uspokojiva. Hodnoty Usékv regresnich rovnicich u derivL- ¢i D-enantiomet byly
velmi malé.

Z tabulky 19 je patrné, Ze se limity detekce polwdbp radow v jednotkach
ng/ml a limity stanovitelnosti dosahovaly spiSeitdsng/ml. NejvysSich hodnot bylo
dosaZzeno pro FMOC-D/L-Leu a naopak nejnizSich grtOE-D/L-lle. F¥i vypoctech
limitt detekce a limit stanovitelnosti byly hodnoty Us&kzanedbany pro svou

statistickou nevyznamnost (testovartestem na hladévyznamnostu = 0,05).

4.9. Vzajemné zhodnoceni retamiho a enantioseparéniho chovani
FMOC-D/L aminokyselin na vSech fech studovanych chiralnich

stacionarnich fazich

Porovnanim chromatografickych dat jednotlivych FM@€rivati aminokyselin
ziskanych na kolonach Chirobiotic T a Chirobiotic Tfab. 5 vs. tab. 15)
v korespondujicich mobilnich fazich o stejném shdZe Zejmeé, Ze retence vSech
analyti byla delSi na kolahs vysSim obsahem navazaného teikoplaninu (T2).tOpro
tomu u analyt, u kterych Ize porovnat hodnoty enantiorozliSemskanych za
identickych sepagmich podminek na obou kolonach, je patrné, Ze vihs&inoty
enantiorozliSeni a enantioselektivity poskytovat@ioka Chirobiotic T. VySSi stupe
pokryti silikagelu teikoplaninem tedy na dané ka&lonevedl k vySSi &innosti
enantioseparace deriwaiaminokyselin. Na obr. 18 je pro znazémh zaznamenan
pribéh enatioseparace FMOC-D/L-Ala na kotorChirobiotic T (enantiorozliSeni
dosahovalo hodnoty 7,28) a Chirobiotic T2 (enantib$eni dosahovalo hodnoty 3,44)
v mobilni fazi 40/60 (v/v) MeOH/0,5% TEAA pufr, pHG,
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Obr. 18 Chromatogram enantioseparace FMOC-D/L-Ala na kolah Chirobiotic T,
B) Chirobiotic T2, mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pH0640/60 (v/v), plitokova
rychlost 0,7 ml/min, fluorescéni detekce p vinové délce excitace 254 nm a vinove
délce emise 314 nm, ozfemi: 1: FMOC-L-Ala, 2: FMOC-D-Ala, *: derivatizai
¢inidlo.

Z porovnani hodnot chromatografickych pararneniskanych na kolonach
Chirobiotic T2 a Chirobiotic TAG (tab. 15 vs. tab.) M6mobilnich fazich o stejném
sloZeni vyplyva, Ze retence vSech analyyla delSi na kolohs navazanym teikoplanin
aglykonovym chirdlnim selektorem. Oproti tomu u lgiia u kterych lze porovnat
hodnoty enantiorozliSeni ziskané za identickychas®pich podminek na obou
kolonach, je patrné, Zze CSP na bazi teikoplanigkaglu poskytovala (az na vyjimku)
nizSi nebo velmi podobné hodnoty enantiorozliSenerantioselektivity nez CSP
s vy88im obsahem navazaného teikoplaninu. Vyjimguderivat FMOC-D/L-Val, u
kterého v mobilni fazi s 50 obj. % methanolu o hatdmpH pufru 6,0 vedla zeéma typu
chiralni stacionarni faze ke zlepSeni enantiosepara enantirozliSeni vzrostlo
z hodnoty 1,01 na 1,59 (obr. 19).
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Obr. 19 Chromatogram enantioseparace FMOC-D/L-Val na konChirobiotic T2,
B) Chirobiotic TAG, mobilni faze MeOH/0,5% TEAA pufr, pid,0 50/50 (v/v),
pratokova rychlost 0,7 mil/min, fluorescéri detekce P vinové délce excitace 254 nm

a vinové délce emise 314 nm, oZemi: 1: FMOC-L-Val, 2: FMOC-D-Val, *:
derivatiz&ni ¢inidlo.
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5. ZAVER

Cilem této prace bylo vyvinout a optimalizovat nukto RP-HPLC pro
enantioseparaci aminokyselin (alaninu, valinu, ilewca isoleucinu) v derivatizované
podol# za &elem vzajemné separace denivlt-forem ve smisi s vyuzitim komeme
dostupnych kolon na bazi glykopeptjdresp. Chirobiotic T, T2 a TAG. Derivatizace
byla provedena fluorescemm derivatizanim ¢inidlem -
fluorenylmethylchloromravefanem (FMOC-CI).

Na kolore Chirobiotic T obsahujici teikoplanin navadzany nékagelovém
noski byly nejprve provedeny separace nederivatizovangminokyselin za UV
detekce fi 205 nm v binarni mobilni fazi o sloZzeni methamotla. Obsah organického
modifikatoru se pohyboval v rozmezi 40 — 70 obj.Byl. sledovan vliv sloZzeni mobilni
faze na pibéh enantioseparace aminokyselin. V kazdé z test@banyobilnich fazi
bylo dosazeno Uplné separace L- a D-enantioma&t na zakladni linii s vysokymi
hodnotami enantiorozliSeni. Posléze byly studovaménokyseliny za &elem zvySeni
citlivosti detekce derivatizovany pomaodginidla FMOC-CI. Separace derivatizovanych
aminokyselin byly provedeny za UV detekceéi @262 nm ot v mobilni fazi
methanol/voda fficemz obsah organického modifikatoru se pohybovalzmezi 30 —
70 obj. %. V kazdé z testovanych mobilnich fazi yhepozorovan ani naznak
enantioseparace a retence aralftyla velmi kratkd. Z tohoto tovodu bylo
optimalizovano sloZzeni mobilni faze #&igboupeno k zagmé vody za 0,5% vodny
roztok triethylamoniumoctanovy pufr o hodnotach $19; 5,0 a 6,0. V nepufrované a
pufrované mobilni fazi o stejném zastoupeni methanedla zamna vody za 0,5%
TEAA pufr o mizném pH k prodlouzeni retence u vSech anfalyia hodnoty
enantiorozliSeni gla zanéna vody pufrem vyrazny vliv. V kazdé prétované mobilni
fazi dochazelo k Uplné chirélni diskriminaci vSelgrivatizovanych aminokyselin az na
zakladni linii. Z vysledlt separaci ziskanych za UV detekée3b2 nm vyplynulo, Ze
jako nejvhodgjsi pufrovana mobilni faze pro sledovaniitmhu derivatizace s jiz
fluorimetrickou detekci, byla mobilni faze o slokéneOH/0,5% TEAA pufr, pH 6,0
40/60 (v/v).

Pt optimalizaci derivatizéniho postupu s vyuZzitim fluorimetrické detekéex(
= 254 nm,Agm = 314 nm) byly na kolah Chirobiotic T za vhod& zvolenych
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koncentraci aminokyseliny a derivaitpgho cinidla prongfeny fizné vzajemné
objemové porery. Jako nejvhod¥Si objemovy porér pro nasledné chiralni separace
byl vybran pordr 1/1 D/L-aminokyselina/FMOC-CI, kdy koncentraceridatizatniho
¢inidla byla oproti koncentraci aminokyseliny desétkvyssi.

V ramci optimalizace podminek pro enantiosepraciC®BAD/L-aminokyselin
byly za vybranych podminek derivatizace studovamyadmi mobilni faze tviené
methanolem jako organickym modifikatorem a vodnioisou s vyuzitim CSP na bazi
glykopeptidovych makrocyklickych antibiotik. Byleslovan jak vliv obsahu methanolu,
tak i slozeni vodné slozky mobilni faze na vybrastéomatografické parametry.
Postup® byly na kolonach Chirobiotic T a Chirobiotic T2 préifmny mobilni faze
MeOH/0,5% TEAA pufr pi obsahu methanolu 40 a 50 obj. % a hodnot pH vodné
sloZky v rozsahu 4,0 — 6,5. Na kotoBhirobiotic TAG byl prongten stejny typ mobilni
faze s tim rozdilem, Ze obsah organického moddikése pohyboval v rozmezi 40 — 55
obj. % a hodnoty pH pufru byly v rozsahu 4,0 — 7,0.

Na vSech kolonach bylo ve zvolenych sepateh systémech elni paadi
derivati enantiomel aminokyselin vZdy stejné a to takové, Ze deritagnantiomet
vzdy eluovaly ped jejich D-analogy. Zgnami slozeni mobilni faze dochazelo na
danych kolonach k zamn¢ reterniho pdadi jednotlivych derivdt L- ¢i D-
aminokyselin. NejkratSi retence andlyla nejvysSich hodnot enantiorozliSeni a
enantioselektrivity bylo ve zvolenych separich systémech jednoztré dosazeno na
kolon¢ Chirobiotic T. Naopak kolona Chirobiotic TAG poskyata ze vSech kolon
retence nejdelSi. Z porovnani dosazenych vysiqitk enantioseparacich na kolonach
Chirobiotic T2 a Chirobiotic TAG vyplynulo, Ze tytovél kolony poskytovaly ve
zvolenych sepataich systémech (az na vyjimku) podobné hodnoty torazliSeni a
enantioselektivity. V fipact kolony Chirobiotic TAG u #kterych separaci byly tyto
hodnoty dokonce niz8i. V kazdé testované mobilai tAmizné hodnat pH vodné
slozky nel pokles obsahu methanolu za nésledekistaretence u vSech anaiyt
Stoupajici retence vyvolana poklesem obsahu orgéinic modifikatoru byla na kol@n
Chirobiotic T doprovazena zvySujici se hodnotou &r@ziiSeni a mird vzristajici
enantioselektivitou. U kolon Chirobiotic T2 a Chirotic TAG byla stoupajici retence
doprovazena (s vyjimkami) pokleseth nemennym enantiorozliSenim a prakticky

nemennou enantioselektivitou. Vliviené hodnoty pH 0,5% TEAA pufru na retenci
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derivati L-enantiomeit v mobilnich fazich o pro#tovanych koncentracich methanolu
byl na vSech kolonach prakticky stejny. S rostou@hkh vodné slozky dochazelo ke
zkracovani jejich retence (s vyjimkou pH 6,5 nackel Chirobiotic T2). Vliv fizné
hodnoty pH pufru na retenci deriwdD-enantiomet byl na kazdé kolah jiny. Na
vSech kolonach bylo (&paz na vyjimky) dosazeno vysSich hodnot enantigeai i
vySSich hodnotach pH pufru.

Na kolor¢ Chitobiotic T byla jako nejvhodisi mobilni fAze pro enantioseparaci
vSech jednotlivych a s#si tii (D/L-Ala, D/L-Val, D/L-Leu) derivatizovanych
aminokyselin vybrana mobilni faze 40/60 (v/v) MeOM®6 TEAA pufr, pH 6,0. Za
takto optimalizovanych separdich podminek byly prosteny kalibr&ni zavislosti
plochy i vy3ky pik na koncentraci analytu, jak pro jednotlivé FMO@hantiomery a
FMOC-D-enantiomery aminokyselin, tak i pro FMOC-Baatiomery ve sisi tii
derivatizovanych aminokyselin. Vysledkem kvantiftkajednotlivych derivéit L- a D-
enantiomel byly urcené limity detekce, které se pohybovaly v rozmei-12,5 ng/ml
(pro derivaty L-enantiomé&) a 7,5 — 21,0 ng/ml (pro derivaty D-enantioferFxi
kvantifikaci derival D-enantiomel ve sngsi tii FMOC-D/L-aminokyselin se limity
detekce pohybovaly v rozmezi 11,3 — 27,9 ng/ml.

Pro zlepSeni vzajemné separace dekivBt-enantiomel ve sngsi vSech
studovanych FMOC-D/L-aminokyselin byl 0,5% TEAA pwfipH 6,0 zardnén za 1%
TEAA pufr o pH 6,0. ZvySeni koncentrace pufru o toi@h pH vedlo k ndistu retence
u vSech analyt Po optimalizaci sloZzeni byla jako nejvhéi mobilni faze pro
enantioseparaci vSeattyiech derivatizovanych aminokyselin vybrana faze azeshi
38/62 (v/iv) MeOH/1% TEAA pufr, pH 6,0. Za takto optfizovanych sepataich
podminek byly pro derivaty D-enantionieprongieny kalibr&ni zavislosti plochy i
vySKy piki na koncentraci. Limity detekce se pohybovaly vmezi 17,9 — 76,1 ng/ml.

Na kolorg Chirobiotic TAG byla jako nejvhodjsi mobilni faze pro
enantioseparaci pouzé jednotlivych derivatizovanych aminokyselin (D/laV D/L-
Leu a D/L-lle) vybrana faze o slozeni MeOH/0,5% TER&r, pH 7,0 55/45 (v/v). V
tomto optimalizovaném sloZeni mobilni faze bylaveadena kvantifikace jednotlivych
derivati L- a D-enantiomer. Vypoctené limity detekce se pro derivaty L-enantioiner
pohybovaly v rozmezi 2,8 — 4,6 ng/ml, zatimco uivdit D-enantiomek byly
v rozsahu 5,2 — 8,4 ng/ml.
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Ze vSech ii typa promgfovanych komemé dostupnych CSP na bazi
glykopeptidovych makrocyklickych antibiotik byla gprenantioseparaci aminokyselin
derivatizovanych c¢inidlem 9-flourenylmethylchloromravéanem (FMOC-CI) za
zvolenych sepataich podminek nejvhodjsi kolona Chirobiotic T umatjici, jak
aplné vzajemné odseparovani derivat-Val, D-Ala a D-Leu ve sisi, tak i alespd
velmi zddilé ¢ast&éné odseparovani vSech deriv@t-forem studovanych aminokyselin
ve smési. Na kolonach Chirobiotic T2 a Chirobiotic TAG nébyv Zadném z
testovanych sepamich systéra nalezeno takové sloZzeni mobilni faze, které by
zajistilo alespa ¢ast&nou vzajemnou separadieth derivai D-forem studovanych

aminokyselin v jegtakceptovatelné dekanalyzy.
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