
Súhrn

Témou práce je separácia enantiomérov aminokyselín
metódou vysokoúãinnej kvapalinovej chromatografie.
Enantiomérne formy cieºovej skupiny analytov je moÏné
separovaÈ pouÏitím chirálnych stacionárnych fáz na
základe cyklodextrínov, makrocyklick˘ch polyéterov
a antibiotík, polysacharidov a derivatizovan˘ch cyklo -
fruktánov. Pre chromatografickú separáciu racemick˘ch
zmesí aminokyselín, v závislosti od typu chirálnej sta-
cionárnej fázy, moÏno vyuÏiÈ polárno-organick˘, reverz-
no-fázov˘ aj konvenãn˘ separaãn˘ systém. Popri pria-
mom spôsobe separácie sa vyuÏíva aj moÏnosÈ
derivatizácie chirálnym derivatizaãn˘m ãinidlom.
V prípade HPLC anal˘zy sa vyuÏívajú beÏné detekãné
techniky, ako aj detekcia na základe cirkulárneho dichro-
izmu a laserovej polarimetrie.
Kºúãové slová: aminokyseliny • enantioméry • chirálne
separácie • vysokoúãinná kvapalinová chromatografia

Summary

Enantiomeric forms of the target analytes can be
separat ed using chiral stationary phases based on
cyclodextrins, macrocyclic polyethers and antibiotics,
and derivatized polysaccharides and cyclofructans.
The polar-organic, reverse-phase and normal-phase
separation system of the mobile phase can be used for
chromatographic separat ion of racemic mixtures of
amino acids, depending on the type of the chiral

stationary phase. In addition to the direct method of
separation, the possibility of derivatization with a chiral
derivatization agent is used. The conventional detection
techniques, circular dichroism and laser polarimetry
detection can be used to detect amino acids after HPLC
separation.
Keywords: amino acids • enantiomers • chiral separa -
tions • high performance liquid chromatography

Úvod

Chiralitu moÏno povaÏovaÈ za základnú vlastnosÈ
Ïivej hmoty, a preto stereoselektívne pôsobenie opticky
aktívnych zlúãenín je súãasÈou intenzívnych vedeck˘ch
v˘skumov uÏ viac ako polstoroãie. Najväã‰í v˘znam
odli‰ného správania sa enantiomérov sa pozoruje
u farmaceutík. V posledn˘ch rokoch je ìal‰ou oblasÈou,
v ktorej sa chiralita dostáva do veºkej pozornosti prie-
mysel agrochemikálií. Napriek tomu, Ïe zámena chirál-
nych zloÏiek potravín nemá také negatívne následky ako
v prípade lieãiv, v mnoh˘ch aplikáciách sa vyuÏíva sta-
novenie enantiomérneho zastúpenia jednotliv˘ch kom-
ponentov prítomn˘ch v rôznych v˘robkoch urãen˘ch na
konzumáciu.

Chromatografické metódy slúÏia nielen na separáciu
enantiomérov, a teda na kontrolu procesu ich v˘roby, ale
vyuÏívajú sa aj pri ‰túdiu interakcie optick˘ch izomérov
s in˘mi chirálnymi alebo nechirálnymi molekulami.
Okrem toho sa aplikujú aj pri kvalitatívnej a kvan -
titatívnej anal˘ze opticky aktívnych látok v rozmanit˘ch
matriciach. 

Predkladaná práca sa zaoberá moÏnosÈami separácie
enantiomérov aminokyselín. V súvislosti s optickou akti-
vitou proteínogénnych aminokyselín je v práci spracova-
n˘ aktuálny prehºad poznatkov z oblasti ich chirálnych
separácií metódou vysokoúãinnej kvapalinovej chroma-
tografie. PozornosÈ je venovaná aj cyklofruktánom, kto-
ré predstavujú potenciálne chirálne selektory pri enantio-
separáciách látok obsahujúcich -NH2 skupinu. 
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Aminokyseliny

Aminokyseliny predstavujú jednu z najdôleÏitej‰ích
skupín biologicky aktívnych látok. Tieto zlúãeniny sú
základn˘mi stavebn˘mi zloÏkami peptidov a proteínov.
V Ïiv˘ch organizmoch sa uplatÀujú pri biosyntéze rôz-
nych neproteínov˘ch látok obsahujúcich dusík, prípadne
vznikajú v reakciách bazálneho metabolizmu. V prírode
môÏu byÈ prítomné aj vo voºnej forme. Zastúpenie ami-
nokyselín v jednotliv˘ch Ïiv˘ch jedincoch závisí od kon-
krétneho rastlinného alebo Ïivoãí‰neho druhu. 

Z chemického hºadiska sú aminokyseliny organické
zlúãeniny, ktor˘ch ‰truktúra sa vyznaãuje prítomnosÈou
aspoÀ jednej primárnej aminoskupiny (-NH2) a súãasne
jednej karboxylovej skupiny (-COOH). V tomto prípade
hovoríme o neutrálnych aminokyselinách. Niektoré ami-
nokyseliny môÏu obsahovaÈ jednu -NH2 skupinu a dve
-COOH skupiny (kyslé aminokyseliny) a niektoré
naopak dve -NH2 skupiny a jednu -COOH skupinu (zása-
dité aminokyseliny). Ak sú -NH2 skupina a -COOH sku-
pina viazané na tom istom atóme uhlíka, ide o tzv.
�α-aminokyseliny. Spomedzi v‰etk˘ch typov aminokyse-
lín sú práve tieto aminokyseliny najv˘znamnej‰ie, preto-
Ïe tvoria základ proteínov1). 

Biologick˘ v˘znam aminokyselín

Mnohé z proteínogénnych aminokyselín sú syntetizo-
vané v telách rastlín, Ïivoãíchov alebo ãloveka. Ako prí-
klad moÏno uviesÈ kyselinu glutámovú, ktorá vzniká
reakciou kyseliny 2-oxoglutárovej (jeden z produktov
Krebsovho cyklu) s amónnymi katiónmi. Kyselina glutá-
mová následne slúÏi ako prekurzor in˘ch aminokyselín,
napr. glutamínu alebo prolínu. Tento typ aminokyselín
oznaãujeme pojmom neesenciálne aminokyseliny. Orga-
nizmus ich dokáÏe produkovaÈ, ak má k dispozícii adek-
vátne mnoÏstvo dusíka. Neesenciálnymi aminokyselina-
mi okrem kyseliny glutámovej, glutamínu a prolínu sú
alanín, kyselina asparágová a asparagín, cysteín, glycín,
selenocysteín, serín a tyrozín. 

Niektoré aminokyseliny v‰ak Ïivé organizmy nedoká-
Ïu syntetizovaÈ, a preto ich musia prijímaÈ v potrave. Tie-
to aminokyseliny naz˘vame esenciálnymi aminokyseli-
nami. Pre ich ‰truktúru je charakteristická prítomnosÈ
rozvetveného reÈazca, aromatického alebo heterocyklic-
kého substituenta. Obsah esenciálnych aminokyselín
predstavuje dôleÏit˘ faktor, ktor˘ urãuje biologickú hod-
notu bielkovín. 

D-aminokyseliny môÏu byÈ vhodn˘mi ukazovateºmi
podmienok spracovania, prípadne skladovanie biologic-
k˘ch vzoriek. Aminokyseliny prítomné v peptidoch
a bielkovinách vplyvom pH, teploty a koncentrácie môÏu
racemizovaÈ, priãom r˘chlostné kon‰tanty racemizácie
sa v˘razne lí‰ia1). 

Separácia enantiomérov aminokyselín

Základné princípy a v˘znam chirálnych separácií 
aminokyselín

Enantioméry aminokyselín a in˘ch organick˘ch zlúãe-
nín chirálneho charakteru vykazujú v biologick˘ch sys-
témoch odli‰nú fyziologickú aktivitu. Z tohto dôvodu sa

v súãasnosti intenzívne ‰tuduje problematika chirálnych
separácií nielen aminokyselín, ale aj ostatn˘ch opticky
aktívnych zlúãenín. Enantioseparácie sa realizujú popri
kapilárnej elektroforéze a enzymatick˘ch metódach pre-
vaÏne chromatografick˘mi metódami (HPLC, TLC,
GC). In‰trumentálne analytické metódy sa pouÏívajú na
kontrolu priebehu asymetrickej syntézy, na urãenie enan-
tiomérneho prebytku, pri príprave analógov aminokyse-
lín a ìal‰ích látok, ktoré je potrebné syntetizovaÈ iba
v jednej enantiomérnej forme2). 

Chirálne separácie aminokyselín majú nenahraditeºné
postavenie v oblasti farmaceutickej chémie uÏ viac ako
20 rokov. Chromatografickú separáciu ich optick˘ch izo-
mérov moÏno uskutoãniÈ priamym a nepriamym spôso-
bom. Nepriama separácia vyÏaduje chemickú derivatizá-
ciu enantiomérov, na ktorú slúÏia chirálne derivatizaãné
ãinidlá. V̆ sledkom tohto procesu je vznik stabiln˘ch
diastereoizomérov, ktoré moÏno deliÈ na základe ich roz-
dielnych fyzikálnych vlastností v nechirálnom separaã-
nom systéme (nechirálna stacionárna fáza a nechirálna
mobilná fáza). Priame techniky chirálnej chromatografie
sú charakteristické t˘m, Ïe deleniu optick˘ch izomérov
nepredchádza proces derivatizácie. PouÏíva sa chirálna
stacionárna fáza (CSF), ktorú tvorí chirálny selektor via-
zan˘ na nosiãi. Druhou moÏnosÈou je prídavok chirálne-
ho selektora do pôvodne nechirálnej mobilnej fázy za
vzniku chirálnej mobilnej fázy (CMF)2, 3). 

Nepriamy spôsob separácie enantiomérov aminokyse-
lín sa vyuÏíva len ojedinele. Dôvodom je predæÏenie ãasu
anal˘zy a tieÏ riziko racemizácie v priebehu derivatizaã-
ného procesu. 

Priama technika enantioseparácií aminokyselín bola
pôvodne vyvinutá pre plynovú chromatografiu. Boli Àou
separované optické izoméry skupiny esterov N-trifluo-
roacetyl-D,L-aminokyselín na kolóne s CSF na báze lau-
rylesteru N-trifluoroacetyl-L-izoleucínu. Predpokladá
sa, Ïe k chirálnemu rozlí‰eniu dochádza v dôsledku vzni-
ku vodíkovej väzby medzi atómami dusíka -NH2 skupín
a atómami kyslíka -CHO skupín. Postupne sa zaãali
vyrábaÈ rozliãné chirálne selektory na báze derivátov
aminokyselín a neskôr aj amidové a diamidové CSF. Ich
nev˘hodou bola niÏ‰ia teplotná stabilita, ktorá spôsobo-
vala obmedzen˘ rozsah pracovnej teploty chromatogra-
fickej kolóny (asi do 80 °C)4). 

V kvapalinovej chromatografii boli enantioméry amino-
kyselín prv˘krát separované v roku 1971 metódou v˘meny
ligandov (Ligand Exchange Chromatography, LEC), ktorá
je zaloÏená na princípe ligandovej v˘meny. Pri tomto spô-
sobe enantioseparácií sa tvorili koordinaãné komplexy,
ktoré pozostávali z centrálneho iónu prechodného kovu
a minimálne z dvoch chirálnych bifunkãn˘ch ligandov
(chirálny selektor a separovan˘ enantiomér). K separácii
optick˘ch izomérov dochádzalo, ak boli kon‰tanty stabili-
ty komplexov dostatoãne odli‰né. ëal‰ou nevyhnutnou
podmienkou boli aspoÀ dve funkãné skupiny v molekulách
enantiomérov, ktoré môÏu poskytovaÈ centrálnemu kovu
elektrónov˘ pár. Prvá chromatografická kolóna pouÏitá na
chirálne separácie metódou LEC bola pripravená chemic-
k˘m naviazaním L-prolínu na polystyrén-divinylbenzéno-
v˘ nosiã. Síran meìnat˘ sa pouÏil ako aditívum do mobil-
nej fázy. Neskôr sa ako nosiã zaãal vyuÏívaÈ silikagél, ãím
sa v˘razne zv˘‰ila úãinnosÈ kolóny5). 
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Z veºkého poãtu elektroforetick˘ch metód moÏno pri
enantioseparáciách aminokyselín pripísaÈ nesmierny
v˘znam kapilárnej elektroforéze s ligandovou v˘menou
(Ligand Exchange Capillary Electrophoresis, LECE).
Táto technika je v porovnaní s ostatn˘mi separaãn˘mi
metódami charakteristická krátkymi ãasmi anal˘zy.
V̆ hodou sú aj nízke hodnoty koncentrácie chirálneho
selektora (rádovo 10-4 mol.l-1). LECE metóda nevyuÏíva
stacionárnu fázu, a teda separácia enantiomérnych
foriem je proces prebiehajúci v˘hradne v roztoku. Pod-
statou separaãného deja je vznik ternárnych diastereo -
izomérnych komplexov medzi komplexom kov-chirálny
ligand a separovan˘mi optick˘mi izomérmi. Ako chirál-
ne ligandy sa ãasto vyuÏívajú aj aminokyseliny, napr.
L-prolín. Nevyhnutn˘m predpokladom pri elektrofore-
tick˘ch chirálnych separáciách je prítomnosÈ vhodn˘ch
funkãn˘ch skupín v ‰truktúre enantiomérov pri tvorbe
ternárnych komplexov. Kapilárna elektroforéza zaloÏená
na tomto princípe je vhodnou experimentálnou techni-
kou pri ‰túdiu interakcií a mechanizmov enantiosepará-
cií6). 

ëal‰iu moÏnosÈ pri separáciách optick˘ch izomérov
mnoh˘ch látok predstavujú enantioselektívne polymérne
membrány, ktor˘ch základ tvorí neselektívny porézny
nosiã pokryt˘ tenkou vrstvou polyméru schopného rozli-
‰ovaÈ enantiomérne formy. Pri tomto spôsobe enantiose-
parácií sa musí zabezpeãiÈ dostatoãná plocha ‰pecifické-
ho povrchu polyméru, minimálny odpor proti prestupu
molekúl analytu a tieÏ dobrá mechanická odolnosÈ mem-
brány. Mechanizmus separácie v tomto prípade zah⁄Àa
enantio‰pecifické interakcie medzi jednotliv˘mi enantio-
mérmi a vrstvou polymérnej matrice. V súãasnosti
pouÏívané chirálne membrány sú najãastej‰ie na báze

derivátov polyacetylénu, polyakrylu a polymérov synte-
tizovan˘ch z α�-aminokyselín alebo zo sacharidov. Veºk˘
záujem o tento typ stacionárnych fáz súvisí najmä so
separáciou racemick˘ch zmesí aminokyselín7). 

Enantioselektívne membrány pre chirálne separácie
môÏu byÈ zaloÏené aj na polyméroch s odtlaãkami mole-
kúl (Molecularly Imprinted Polymers, MIP). Postup ich
prípravy je rovnak˘ ako v prípade MIP sorbentov slúÏia-
cich na selektívnu sorpciu analytov zo vzoriek so zloÏitou
matricou pri HPLC anal˘zach. V prvom kroku dochádza
ku vzniku komplexu medzi cieºov˘m analytom
a vhodn˘m funkãn˘m monomérom. V priebehu polymeri-
zácie v prítomnosti sieÈovacieho ãinidla sa geometrické
usporiadanie vytvoreného komplexu „odtlaãí“ do matrice
polyméru. Následne sa analyt z polyméru vyextrahuje
a vzniknut˘ sorbent obsahuje kavity, ktor˘ch tvar
a funkãné skupiny sú komplementárne k analyzovanej lát-
ke. Mechanizmus chirálnych separácií realizovan˘ch MIP
membránami zah⁄Àa transport molekúl enantioméru cez
mikropóry prítomné v ‰truktúre polyméru a tieÏ ich selek-
tívny transport cez kavity ‰pecifické pre dan˘ analyt7). 

Nepriame separácie enantiomérov aminokyselín 
metódou HPLC

Neustály v˘voj nov˘ch typov chirálnych stacionár-
nych fáz zapríãinil, Ïe nepriame techniky enantiosepará-
cie sa uÏ neuplatÀujú v takej miere ako v poãiatoãnom
období. V mnoh˘ch aplikáciách sa v‰ak tento spôsob
separácie optick˘ch izomérov e‰te stále vyuÏíva. Jedn˘m
z dôvodov je ‰iroká ponuka komerãne dostupn˘ch chi-
rálnych derivatizaãn˘ch ãinidiel. Okrem toho derivatizá-
cia väã‰inou pozostáva z chemick˘ch reakcií, ktoré sa
vyznaãujú relatívne jednoduch˘m priebehom8). 
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Tab. 1. Chirálne derivatizačné činidlá používané pri nepriamych HPLC enantioseparáciách aminokyselín

Derivatizaãné ãinidlá Analyty Mobilná fáza Detekcia Lit. 

proteínogénne 20 mmol.l-1 NH4OAc

AITC, BGIT, GITC aminokyseliny  (pH = 5,0)/MeOH UV, 340 nm 9)

(65/35–40/60, v/v) 

FDPA, FDVA, 

FDLA, proteínogénne 0,1 mol.l-1 TFAA/MeCN

FDNP-L-Ala, a neproteínogénne (gradient MeCN UV, 340 nm 10, 11) 

FDNP-L-Phe, aminokyseliny od 25 % do 65 %)

FDNP-L-Val 

proteínogénne 0,1 mol.l-1 TFAA/MeCN

� MCT a minoritné (gradient MeCN UV, 230 nm 12)

α-aminokyseliny od 10 % do 80 %)

proteínogénne
50 mmol.l-1 NaH2PO4

� OPA + BTCC 
α-aminokyseliny

(pH = 6,8)/MeCN/MeOH FL, �λex 335 nm, 13)

(70/20/10, v/v/v) λem 420 nm 

aminokyseliny, 5,88 mmol.l-1 KH2PO4 UV, 340 nm

OPA + (R)-NMC amíny   (pH = 7,0)/MeCN FL, �λex 340 nm, 14. 15)

a aminoalkoholy (rôzny pomer, v/v) λ�em 450 nm 

AITC: 2,3,4-tri-O-acetyl-�α-D-arabinopyranozyl izotiokyanát, BGIT: 2,3,4,6-tetra-O-benzoyl-�β-D-glukopyranozyl izotiokyanát, GITC: 2,3,4,6-tet-
ra-O-acetyl-β�-D-glukopyranozyl izotiokyanát, FDPA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofenyl)-L-fenylalanínu, FDVA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofe-
nyl)-L-valínu, FDLA: amid N-(5-fluoro-2,4-dinitrofenyl)-L-leucínu, FDNP-L-Ala: 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanín, FDNP-L-Phe: 1-fluoro-
2,4-dinitrofenyl-5-L-fenylalanín, FDNP-L-Val: 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-valín, MCT: monochloro-s- triazín, OPA: o-ftalaldehyd, BTCC:
etylester N-(terc-butyltiokarbamoyl)-L-cysteínu, (R)-NMC: N-(R)-mandenyl-L-cysteín, TFAA: kyselina trifluoroctová, NH4OAc: octan amónny,
MeOH: metanol, MeCN: acetonitril
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Aminokyseliny, biogénne amíny a rozsiahla skupina
terapeutík majú vo svojej ‰truktúre minimálne jednu
-NH2 skupinu, ktorú moÏno substituovaÈ prostredníc-
tvom rozliãn˘ch derivatizaãn˘ch reakcií. Vzniknuté deri-
váty t˘chto látok sú najãastej‰ie na báze amidov, karba-
mátov, karbamidov a tiokarbamidov. Amidy a karbamáty
sa zvyãajne pripravujú reakciou zlúãenín obsahujúcich
-NH2 skupinu s derivatizaãn˘mi ãinidlami typu acylchlo-
ridov a chloroformátov. Iné reagenty vhodné na syntézu
amidov sú napríklad N-sukcinimidyl ester alebo reagen-
ty typu aktivovan˘ch esterov. Reakciou aminokyselín
s izokyanátmi vznikajú stabilné karbamidy
a tiokarbamidy. Prehºad niektor˘ch chirálnych derivati-
zaãn˘ch ãinidiel pouÏívan˘ch pri separácii optick˘ch
izomérov aminokyselín je uveden˘ v tabuºke 19). 

Priame separácie enantiomérov aminokyselín 
metódou HPLC

Pri priamych chirálnych HPLC separáciách aminoky-
selín sa rovnako ako pri nepriamom spôsobe pred samot-
n˘m separaãn˘m procesom pristupuje k derivatizácii,
a to hlavne z dôvodu zv˘‰enia separaãnej úãinnosti
a zavedenie fluorofóru, prípadne chromofóru do molekúl
analytov, a t˘m roz‰írenia moÏnosti vyuÏitia spektrofoto-
metrickej a fluorescenãnej detekcie. V prevaÏnej väã‰ine
publikácií sa uvádza vyuÏitie CSF, k˘m prídavok chirál-
neho selektora do mobilnej fázy má oveºa men‰í poãet
aplikácií v oblasti delenia enantiomérov16). 

Po uskutoãnení prvého úspe‰ného rozlí‰enia optick˘ch
izomérov aminokyselín v kvapalinovej chromatografii
metódou LEC v roku 1971 sa zaãali vo veºkej miere
pouÏívaÈ chirálne komplexy prechodn˘ch kovov
s vhodn˘mi ligandami. SlúÏili ako aditívum do mobilnej
fázy. Ako príklad moÏno uviesÈ komplex D-penicilínu
s Cu2+, ktor˘ sa ukázal ako vhodn˘ chirálny selektor pri
enantioseparáciách menej známych �β-aminokyselín, ako sú
napríklad kyselina morfolín-3-karboxylová, kyselina pipe-
razín-2-karboxylová a kyselina piperidín-2-karboxylová17). 

Jedn˘mi z najefektívnej‰ích chirálnych selektorov sú
cyklodextríny (CD). Tieto cyklické oligosacharidy sú zná-
me od roku 1891, kedy boli prv˘krát izolované ako pro-
dukty degradácie ‰krobu. Vznikajú jeho enzymatickou
hydrol˘zou spôsobenou rôznymi druhmi baktérií, a to
hlavne Bacillus circulans, Bacillus macerans a Klebsiella
oxytoca. Medzi tzv. natívne cyklodextríny zaraìujeme �
α-CD, �β-CD a γ�-CD. V ich molekulách sú D-glukopyra-
nózové jednotky (6–8) navzájom pospájané α�-(1→�4)-gly-
kozidovou väzbou. Pri pouÏití CD CSF v reverzno-fázo-
vom (RP) systéme (pouÏitie vodn˘ch a vodno-
-orga nick˘ch mobiln˘ch fáz) je mechanizmus separácie
zaloÏen˘ na tvorbe inklúznych komplexov riaden˘ hydro-
fóbnymi interakciami medzi separovan˘mi analytmi
a chirálnym CD selektorom. Hydrofóbna ãasÈ separovanej
molekuly penetruje do CD dutiny, ãím vytláãa molekuly
rozpú‰Èadla. Komplex je stabilizovan˘ vo vnútri dutiny
Van der Waalsov˘mi interakciami, prípadne ìal‰ími
hydrofiln˘mi interakciami (vodíkové väzby, dipól-dipól
interakcie) s hydroxylov˘mi skupinami CD skeletu. Pre
aromatické zlúãeniny sú dominantné π-π interakcie.
Inklúzia do dutiny súvisí aj s veºkosÈou molekuly. Pri
polárno-organickom (PO) a konvenãnom (NP)  usporiada-
ní fáz pre CD a CD-derivatizované CSF je vnútro dutiny

blokované molekulami rozpú‰Èadiel mobiln˘ch fáz, a t˘m
nedostupné pre tvorbu inklúznych komplexov s mo -
lekulami analytov. V t˘chto rozpú‰Èadlách sú podporova-
né hydrofilné interakcie a analyty s hydrofiln˘mi skupina-
mi interagujú s polárnym povrchom CD skeletu.
Enantioselektivita môÏe byÈ ovplyvnená veºkosÈou t˘chto
polárnych interakcií (vodíkové väzby, dipól-dipól interak-
cie)18).

Crown-étery sú makrocyklické polyétery, ktoré pred-
stavujú v˘znamnú skupinu syntetick˘ch chirálnych
selektorov. Ich vyuÏitie pri separáciách opticky aktív-
nych látok súvisí nielen s chirálnym charakterom, ale
tieÏ so schopnosÈou t˘chto zlúãenín tvoriÈ stabilné kom-
plexy s katiónmi kovov a so substituovan˘mi amóni-
ov˘mi iónmi. Crown-éterov˘ selektor, ktor˘ je kovalent-
nou väzbou viazan˘ na silikagélov˘ nosiã, dokáÏe
prednostne interagovaÈ s jedn˘m z optick˘ch izomérov
látok s primárnou -NH2 skupinou, ako sú napríklad este-
ry  D,L-aminokyselín19). 

Z tejto skupiny CSF sa v prípade aminokyselín vo
veºkej miere aplikuje kyselina (+)-(18-crown-6)-
2,3,11,12- -tetrakarboxylová. Táto kyselina sa ukázala
ako vhodn˘ chirálny selektor pri separácii enantiomérov
�β-aminokyselín, racemátov proteínogénnych D,L-ami-
nokyselín a tieÏ arylderivátov β�-aminokyselín.
V odbornej literatúre je opísan˘ vplyv metanolu ako jed-
nej zo zloÏiek mobilnej fázy a tieÏ prídavku kyseliny na
hodnoty chromatografického rozlí‰enia optick˘ch izo-
mérov. Okrem toho bol navrhnut˘ mechanizmus chirál-
neho rozpoznávania. Predpokladá sa, Ïe koncentrácia
metanolu a prídavok danej kyseliny majú v˘razn˘ vplyv
na rovnováhu protonizovanej formy analytu distribuova-
ného medzi stacionárnu a mobilnú fázu20, 21). 

Makrocyklické antibiotiká sú veºmi efektívne CSF,
pretoÏe poskytujú rozliãné interakcie, napr. inklúzia ana-
lytu do hydrofóbnej ãasti selektora, tvorba π-π komple-
xov, dipólové interakcie, vodíkové mostíky, elektrosta-
tické interakcie alebo van der Waalsove sily. Povaha
interakcií pri separáciách enantiomérov pomocou stacio-
nárnych fáz tvoren˘ch t˘mito zlúãeninami je urãovaná
stérick˘mi efektami a zloÏením mobilnej fázy22). Jedn˘m
z najpouÏívanej‰ích glykopeptidov˘ch antibiotík, ktoré
je vhodné aj na prípravu stacionárnych fáz v chirálnej
chromatografii, je teikoplanín. V jeho molekule sa
nachádzajú 4 kavity a 20 centier chirality. Okrem teiko-
planínov˘ch stacionárnych fáz sa zo skupiny makrocy-
klick˘ch antibiotík pri separáciách enantiomérov uplat-
Àujú aj teikoplanín aglykón (TAG), ristocetín
A a vankomycín. Vankomycín obsahuje 3 kavity a 18
stereogénnych centier. Ristocetín A má rovnak˘ poãet
kavít ako teikoplanín a aÏ 38 chirálnych centier23). 

Priamy spôsob chromatografického delenia enantio-
mérov aminokyselín moÏno realizovaÈ aj pomocou poly-
sacharidov˘ch chirálnych stacionárnych fáz. Z tejto sku-
piny chirálnych selektorov sa najviac vyuÏívajú celulóza
a amylóza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamát) naviazané na
silikagéli. HPLC kolóny tohto typu sú komerãne dostup-
né pod názvami Chiralcel OD-H (celulóza tris-(3,5-
-dimetylfenylkarbamát)) a Chiralpak AD-H (amylóza
tris-(3,5-dimetylfenylkarbamát))24). 

V súãasnosti sú mnohé vedecké ‰túdie orientované na
v˘voj a testovanie cyklofruktánov˘ch CSF. Vìaka
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v˘raznej enantioselektivite a moÏnosti pouÏitia pre roz-
siahlu skupinu racemick˘ch zlúãenín sú derivatizované
cyklofruktány neustále predmetom intenzívnych v˘sku-
mov25). Cyklofruktány moÏno zaradiÈ medzi makrocy-
klické oligosacharidy. Základ ich ‰truktúry najãastej‰ie
tvorí ‰esÈ, sedem alebo osem D-fruktofuranózov˘ch jed-
notiek, ktoré sú navzájom pospájané �β-(2→�1) glykozi-
dovou väzbou. KaÏdá molekula sacharidu má ‰tyri ste-
reogénne centrá a pozostáva z jednej primárnej
hydroxylovej skupiny a dvoch sekundárnych hydroxylo-
v˘ch skupín. Tieto funkãné skupiny zabezpeãujú hydro-
filn˘ charakter cyklofruktánov. Práve z tohto dôvodu sa
nederivatizované cyklofruktány zaãali aplikovaÈ ako sta-
cionárne fázy v kvapalinovej chromatografii hydrofil-
n˘ch interakcií HILIC (Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography), ktorá sa na rozdiel od kvapalinovej
chromatografie na obráten˘ch fázach (RP LC) pouÏíva
pri separácii aminokyselín, cukrov, nukleotidov, pepti-
dov a in˘ch polárnych látok. Pri tejto chromatografickej
metóde sa medzi analytom a hydrofilnou stacionárnou
fázou uplatÀujú rôzne typy interakcií, napríklad coulom-
bické interakcie, dipól-dipólové interakcie alebo vodíko-
vé väzby25). Spomedzi t˘chto oligosacharidov sa CSF
najãastej‰ie pripravujú z cyklofruktánov tvoren˘ch ‰ies-
timi monosacharidov˘mi jednotkami (CF6), pretoÏe ten-
to typ cyklofruktánu je dostupn˘ v ãistej forme a jeho
‰truktúra je dobre definovaná. Natívne cyklofruktány
vykazujú pri HPLC enantioseparáciách limitovanú enan-
tioselektivitu, a preto sa pristupuje k derivatizácii hydro-
xylov˘ch skupín alifatick˘mi alebo aromatick˘mi substi-
tuentmi. Derivatizované cyklofruktány sú vhodn˘mi
chirálnymi selektormi s v˘raznou schopnosÈou rozli‰ovaÈ
enantioméry veºkého poãtu zlúãenín. V odborn˘ch ‰tú-
diách t˘kajúcich sa HPLC chirálnych separácií látok
obsahujúcich -NH2 skupinu (aminoalkoholy, aminokyse-
liny a ich amidy alebo estery) sa ako CSF testujú najmä
chirálne selektory na báze derivatizovaného CF6, a to
IP-CF6 (izopropylkarbamát cyklofruktánu 6) a RN-CF6
(R-naftyletylkarbamát cyklofruktánu 6)26). 

Prehºad chirálnych stacionárnych fáz a zloÏiek mobil-
n˘ch fáz pouÏit˘ch pri separácii aminokyselín je uvede-
n˘ v tabuºke 2.

MoÏnosti detekcie aminokyselín po HPLC separácií 
Detekcia aminokyselín môÏe byÈ zaloÏená na rozliã-

n˘ch princípoch. V prípade HPLC anal˘zy sa vyuÏívajú
mnohé detekãné techniky, z ktor˘ch najv˘znamnej‰ie sú:
spektrofotometrická detekcia, refraktometrická detekcia,
fluorescenãná detekcia, elektrochemická detekcia na
prin cípe pulznej ampérometrie, detekcia rozptylu Ïiare-
nia s odparovaním mobilnej fázy, chemiluminiscenãná
detekcia ‰pecifická pre dusík a detekcia na princípe
hmotnostnej spektrometrie.

Selektivita spektrofotometrickej detekcie (UV-VIS)
pre nederivatizované aminokyseliny je nízka, pretoÏe
prevaÏná väã‰ina t˘chto zlúãenín neobsahuje vo svojej
‰truktúre chromofór, prípadne obsahuje chromofóry
schopné absorbovaÈ UV Ïiarenie iba pri krátkych vlno-
v˘ch dæÏkach (210 nm). V oblasti krátkych vlnov˘ch
dæÏok absorbujú UV Ïiarenie okrem aminokyselín mno-
hé organické látky, a preto je ãasto potrebné zvoliÈ vhod-
nej‰í typ detekcie alebo pouÏiÈ proces derivatizácie.

Predkolónová derivatizácia sa môÏe pouÏiÈ pri HPLC
separácii aminokyselín v systéme s obráten˘m usporia-
daním fáz. Pre ionexovú chromatografiu je vhodná poko-
lónová derivatizácia s ninhydrínom39). 

Refraktometrická detekcia (RID) pre aminokyseliny
sa rovnako ako spektrofotometrická detekcia vyznaãuje
svojou nízkou citlivosÈou a selektivitou, pretoÏe hodnotu
indexu lomu moÏno urãiÈ nielen pre tieto látky, ale aj pre
v‰etky ostatné analyty prítomné v danej vzorke. Tento
typ detektora má obmedzené aplikaãné moÏnosti, preto-
Ïe nie je kompatibiln˘ s gradientovou elúciou a je veºmi
citliv˘ na teplotné zmeny40). 

Fluorescenãnú detekciu (FLD) moÏno pouÏiÈ v prípade
on-line derivatizácie aminokyselín napr. s o-ftalaldehy-
dom (OPA), priãom vlnová dæÏka excitaãného Ïiarenia je
330 nm a vlnová dæÏka emisného Ïiarenia je 455 nm. ëal-
‰ími vhodn˘mi derivatizaãn˘mi ãinidlami pre detekciu
aminokyselín touto technikou sú fenylizotiokyanát
(PITC) a 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidyl kar-
bamát (AQC), v prípade ktorého sú vlnové dæÏky excitaã-
ného a emisného Ïiarenia 250 nm a 395 nm41). 

Pulzná ampérometria (PAD) je typ elektrochemickej
detekcie vyuÏívan˘ na detekciu nederivatizovan˘ch ami-
nokyselín po ich HPLC separácii. Hlavnou v˘hodou je
schopnosÈ citlivej‰ie detegovaÈ aminokyseliny v po rov -
naní so spektrofotometrickou detekciou. Pracovnou elek-
tródou je najãastej‰ie zlatá vláknová mikroelektróda a ako
referenãná elektróda slúÏi tuhá elektróda z paládia42). 

Detektor zaloÏen˘ na kontinuálnom meraní rozptylu
Ïiarenia po odparení mobilnej fázy (ELSD) je vhodnou
moÏnosÈou detekcie aminokyselín, keìÏe je schopn˘
poskytnúÈ odozvu pre látky neobsahujúce chromofór ale-
bo fluorofór. ëal‰ou v˘hodou ELSD je kompatibilita
s oveºa rozsiahlej‰ou skupinou organick˘ch rozpú‰Èadiel
ako pri UV-VIS alebo refraktometrickej detekcii43). 

Chemiluminiscenãná detekcia ‰pecifická pre dusík
(CLND) pracuje na princípe rozprá‰enia eluentu obsahu-
júceho stanovované látky so zmesou kyslíka a argónu,
prípadne hélia. Následne dochádza k pyrol˘ze pri teplo-
te 1050 °C a v dôsledku prítomnosti kyslíka vznikajú zo
zloÏiek mobilnej fázy príslu‰né oxidy (oxid uhliãit˘
a iné). V‰etky zlúãeniny obsahujúce dusík sú t˘mto spô-
sobom prevedené na oxid dusn˘, z ktorého sa reakciou
s ozónom generuje oxid dusiãit˘ v excitovanom stave.
Pri návrate oxidu dusiãitého do základného stavu sa
vyÏiari kvantum energie, ktoré je detegované pomocou
fotonásobiãa. Najväã‰í aplikaãn˘ potenciál tejto detekã-
nej metódy je spojen˘ s anal˘zou peptidov a s rôznymi
oblasÈami kombinatoriálnej chémie. Pri anal˘ze nederi-
vatizovan˘ch aminokyselín sa osvedãila metóda IP-RP
HPLC (Ion-Pair Reversed Phase High Performance
Liquid Chromatography) v kombinácii s touto detekciou.
V prípade in˘ch typov kvapalinovej chromatografie je
nekompatibilita s CLND zapríãinená t˘m, Ïe mobilné
fázy obsahujú neprchavé tlmivé roztoky alebo organické
rozpú‰Èadlá na báze dusíka44). 

Spojenie kvapalinovej chromatografie s hmotnostnou
spektrometriou (MS) ako detekãnou technikou predsta-
vuje vhodnú metódu pri anal˘ze voºn˘ch nederivatizova-
n˘ch aminokyselín v zloÏit˘ch matriciach. Stanovenie
koncentrácie jednotliv˘ch proteínogénnych aminokyse-
lín v krvnej plazme sa v minulosti realizovalo metódou
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CD: cyklodextrín, TFAA: kyselina trifluoroctová, MeOH: metanol, EtOH: etanol, MeCN: acetonitril, AcOH: kyselina octová, NH4OAc: octan
amónny, TEA: trietylamín, N-FMOC: N-fluorenylmetoxykarbonyl, RP: systém s obráten˘mi fázami (reversed-phase), PO: polárno-organick˘ sepa-
raãn˘ systém (polar-organic mode), NP: systém s konvenãn˘m usporiadaním fáz (normal-phase mode)

Čes. slov. Farm. 2014; 63, 4–12 9

Tab. 2. Chirálne stacionárne fázy používané pri priamych HPLC enantioseparáciách aminokyselín

Chirálny selektor Mobilná fáza
Separaãn˘ 

systém 
Analyty Lit.

CSF zaloÏené na v˘mene ligandu 

komplex D-penicilamínu s Cu2+ 5 mmol.l-1 CuSO4 (pH = 4,7) RP kyselina morfolín-3-karboxylová, 17)

kyselina piperazín-2-karboxylová,

kyselina piperidín-2-karboxylová 

CSP na báze cyklodextrínu �

β-CD; 3,5-dimetylfenyl-karbamoyl- 0,1 % TFAA (pH = 4,1)/MeCN RP N-3,5-dinitrobenzoylové, 27)

-β�-CD N-3,5-dimetylbenzoylové deriváty �

2,6-dinitro-4-trifluorometylfenyléter- 0,1 % TFAA (pH = 4,1)/MeOH PO β-aminokyselín

-β�-CD bicyklické �β-aminokyselíny 

heptakis(6-deoxy-6-azido)-β�-CD, 1 % TFAA (pH = 5,2)/MeCN RP danzyl deriváty 20, 28)

heptakis(6-deoxy-6-azido-fenyl- (65/35, v/v), proteínogénnych aminokyselín

-karbamoyl)-�β-CD, 1 % TFAA (pH = 5,2)/MeOH 

�β-CD (50/50, v/v) 

α�-CD, β�-CD, acetylovan˘ �β-CD; 0,1 % TFAA (pH = 4–5) RP 20 menej zastúpen˘ch 29) 

3,5-dimetylfenyl-karbamoyl-β�-CD aminokyselín 

CSP crown-éterového typu 

(+)-(18-crown-6)-2,3,11,12- H2O/MeOH + 10 mmol.l-1 AcOH, RP β�-aminokyseliny, proteínogénne 21, 30, 31)

-tetrakarboxylová kyselina H2O/MeOH (80/20-20/80, D,L-aminokyseliny, 

v/v) + 5–10 mmol.l-1 alkyl- a arylderiváty �β-aminokyselín

AcOH, H2O/MeOH (50/50, v/v) 

+ 20 mmol.l-1 H2SO4 

(3,3´-difenyl-1,1´-binaftyl)-20- H2O/MeCN (80/20, v/v) + 10 mmol.l-1 RP nesubstituované 32)

-crown-6 H2SO4 + 1,0 mmol.l-1 CH3CO2NH4 β-aminokyseliny 

18-crown-6 éter s L-fenyl-1,2- hexán/EtOH/TFAA/H2O NP nederivatizované 33, 34)

-cyklohexán-diolov˘m substituentom (75/25/0,5/0,2, v/v/v/v) α-aminokyseliny 

CSP na báze makrocyklick˘ch antibiotík 

ristocetín A, teikoplanín, vankomycín 15 mmol.l-1 NH4OAc (pH = 4,1 RP N-metyloxykarbonyl 35)

alebo 5,9)/MeOH (80/20, v/v), PO α�-aminokyselín

MeOH/MeCN/AcOH/TEA 

(25/75/0,25/0,25, v/v/v/v) 

teikoplanín MeOH, MeCN s prídavkom PO 2,4-difluorofenyl izotiokyanát 36)

AcOH, TEA, (C2H5)2O deriváty α−aminokyselín

teikoplanín, teikoplanín aglykón, 1% TFAA/MeOH (60/40, v/v), RP racemáty fenylalanínu, 37)

metylovan˘ teikoplanín aglykón MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO leucínu a tryptofánu 

(55/45/0,3/0,2, v/v/v/v)

Polysacharidové CSP

celulóza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamát), 50 mmol.l-1 NaH2PO4 RP N-FMOC α�-aminokyseliny 38)

amylóza tris-(3,5-dimetylfenylkarbamát), (pH = 2, 4, 6)/MeCN

celulóza tris-(4-metylbenzoát) (60/40, v/v)

Cyklofruktánové CSP

IP-CF6 MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO 3,4-dihydroxy fenylalanín 39) 

(60/40/0,3/0,2, v/v/v/v) 

MeOH/MeCN/AcOH/TEA PO 4-nitro-D,L-fenylalanín

(75/25/0,3/0,2, v/v/v/v) 

heptán/EtOH/TFAA NP arginín
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ELSD: detekcia zaloÏená na kontinuálnom meraní rozptylu Ïiarenia po odparení mobilnej fázy, CLND: chemiluminiscenãná detekcia ‰pecifická pre
dusík, MS: hmotnostná spektrometria, CD: cirkulárny dichroizmus, PL: polarimetrická detekcia, ORD: optická rotaãná disperzia

vysokoúãinnej ionexovej chromatografie s pokolónovou
derivatizáciou s ninhydrínom, prípadne sa na kvantitatív-
nu anal˘zu t˘chto látok v biologick˘ch vzorkách vyuÏí-
vala plynová chromatografia s hmotnostnou spektrome-
triou. Nev˘hody uveden˘ch techník sú najmä nároãná
príprava vzorky (extrakcia na tuhom sorbente) a dlhé
ãasy anal˘z. V poslednom období sa pri IP-RP-HPLC
anal˘ze aminokyselín na detekciu pouÏíva hmotnostná
spektrometria s preletov˘m analyzátorom (Time of
Flight Mass Spectrometry, TOF-MS) a na tvorbu iónov
ionizácia elektrosprejom (Electrospray Ionization, ESI).
Preletov˘ analyzátor v porovnaní s vysokorozli‰ovacím
kvadrupólom sa v tomto prípade vyznaãuje v˘razne vy‰-
‰ím rozlí‰ením jednotliv˘ch iónov aminokyselín. PouÏi-
tím ión-párového ãinidla, napríklad kyseliny tridekaflu-
órheptánovej, moÏno ovplyvniÈ separáciu t˘chto
analytov (na C18 kolóne), priãom sa eliminuje potreba
predkolónovej alebo pokolónovej derivatizácie. Metóda
IP-RP-HPLC/ESI-TOF-MS je vhodnou alternatívou k
tandémovej hmotnostnej spektrometrii pouÏiteºnou pri
anal˘ze klinick˘ch vzoriek45). 

Pri separácii optick˘ch izomérov aminokyselín moÏno
okrem vy‰‰ie spomenut˘ch typov detekcie pouÏiÈ aj
detekciu na princípe cirkulárneho dichroizmu a detekciu
na princípe laserovej polarimetrie. 

Cirkulárny dichroizmus (CD) je jednou
z chiroptick˘ch metód, ktoré sú analógiou absorpãnej
spektroskopie a merania indexu lomu. Podstatou cirku-
lárneho dichroizmu je odli‰ná absorpcia pravotoãivo
a ºavotoãivo kruhovo polarizovaného Ïiarenia enantio-
mérnymi formami. Detekcia sa kombinuje s HPLC
separáciou enantiomérov proteínogénnych α�-aminoky-
selín, pre ktoré sa osvedãil chirálny selektor crown-éte-
rového typu46, 47). 

Laserová polarimetria (ALP) sa v poslednom období
zaraìuje medzi najefektívnej‰ie detekãné techniky
v chirálnej HPLC. Okrem urãenia eluãného poradia enan-
tiomérov je ideálnym nástrojom na monitorovanie zmien
optickej aktivity v priebehu chemick˘ch reakcií. Jednou
z najdôleÏitej‰ích aplikácií laserovej polarimetrie je
detekcia konformaãn˘ch zmien peptidov a proteínov.
V porovnaní s UV a CD detekciou má polarimetria vyuÏí-
vajúca laserovú diódu niekoºko v˘hod. Stanovované ana-

lyty nemusia obsahovaÈ vo svojej ‰truktúre chromofór48).
Porovnanie vybran˘ch typov detekcie z hºadiska dosiah-

nuteºn˘ch medzí detekcie pre nederivatizované aminoky-
seliny je zhrnuté v tabuºke 3. UV detektor nie je vhodn˘
pre detekciu v‰etk˘ch aminokyselín z dôvodu neprítom-
nosti chromofóru v molekule analytu, prípadne kvôli in˘m
interferenciám. ëal‰ím kritériom v˘beru vhodného typu
detekcie je aj kompatibilita s pouÏitou mobilnou fázou, prí-
padne izokratickou/gradientovou elúciou. Napr. pre ELSD,
CLND a MS detektory sú vhodné prchavé mobilné fázy,
pre UV detekciu sa volia zloÏky mobilnej fázy
s dostatoãnou priepustnosÈou pri nízkych UV vlnov˘ch
dæÏkach a pre CD detektor sa na dosiahnutie maximálnej
citlivosti volia mobilné fázy s nízkou vodivosÈou. 

Záver

Aminokyseliny patria medzi jednu z najdôleÏitej‰ích
skupín biologicky aktívnych látok. Tieto zlúãeniny sú
základn˘mi stavebn˘mi zloÏkami peptidov a proteínov.
V Ïiv˘ch organizmoch sa uplatÀujú pri biosyntéze rôz-
nych neproteínov˘ch látok obsahujúcich dusík, prípadne
vznikajú v reakciách bazálneho metabolizmu. 

Príspevok je zameran˘ na separáciu enantiomérov
aminokyselín metódou vysokoúãinnej kvapalinovej
chromatografie. ËaÏiskom práce je prehºad moÏností
separácie enantiomérov cieºovej skupiny analytov pouÏi-
tím chirálnych stacionárnych fáz. Pre chromatografickú
separáciu racemick˘ch zmesí aminokyselín, v závislosti
od typu chirálnej stacionárnej fázy, moÏno vyuÏiÈ polár-
no-organick˘, reverzno-fázov˘ aj konvenãn˘ separaãn˘
systém mobilnej fázy. Popri priamom spôsobe separácie
sa vyuÏíva aj moÏnosÈ derivatizácie chirálnym derivati-
zaãn˘m ãinidlom. V prípade HPLC anal˘zy sa vyuÏíva-
jú beÏné detekãné techniky, ako aj detekcia na základe
cirkulárneho dichroizmu a laserovej polarimetrie. Naj-
ãastej‰ie vyuÏívan˘mi chirálnymi selektormi sú predo-
v‰etk˘m cyklodextríny a makrocyklické antibiotiká.

Práca vznikla za podpory grantu ã. 1/0499/14 Vedeckej grantovej
agentúry Ministerstva ‰kolstva Slovenskej republiky a Slovenskej aka-
démie vied.

Stret záujmov: Ïiadny.
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Tab. 3. Porovnanie rozsahov LOD nederivatizovaných aminokyselín pre vybrané typy detektorov použivaných pri HPLC separáciích 

Typ detekcie LOD (mg.l-1) Poznámka Lit. 

spektrofotometrická 0,9–4,5 nederivatizované aminokyseliny 49) 

refraktometrická  ≈ 50 nederivatizované aminokyseliny 49) 

amperometrická 0,1–10
nederivatizované aminokyseliny

uhlíková filmová disková elektróda 
50)

ELSD 1–10 nederivatizované aminokyseliny 49) 

CLND 0,3–0,7 nederivatizované aminokyseliny 44, 49) 

MS 0,2–5 nederivatizovanéaminokyseliny 45, 49)

CD
1,5–5 nederivatizované aminokyseliny 49)

100 metylmetionín 51)

PL 2000 metylmetionín 51)

ORD 5500 metylmetionín 51)
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