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Separacia enantiomérov fenylalaninu a metioninu metédou
HPLC: porovnanie typov stacionarnych faz

Separation of phenylalanine and methionine enantiomers by
HPLC method: a comparison of stationary phase types

Katarina Hroboiiova » Anna Lomenova * Jozef CiZzmarik ¢ Jozef Lehotay

Doslo: 14. marca 2017 / Prijato: 11. aprila 2017

Sihrn

Témou prace je enantioselektivna separacia vybranych
aminokyselin metéodou vysokoucinnej kvapalinovej
chromatografie. Separacia enantiomérnych foriem
bola testovand pomocou chiralnych stacionarnych
faz na zaklade [-cyklodextrinu, izopropylkarbamat

cyklofruktdnu 6 a makrocyklického antibiotika
teikoplaninu.  NajucinnejSia  enantioseparacia  sa
dosiahla na teikoplaninovej chirdlnej stacionarnej

faze v separacnom systéme s obratenymi fazami. UV
spektrofotometricka detekcia pri vlnovej dizke 210 nm
bola pouzita na detekciu aminokyselin. Na hodnotenie
vhodnosti HPLC metddy sa pouzili linearita, medza
detekcie, medza stanovenia, presnost’ a vytaznost. Medze
stanovitelnosti pre enantioméry fenylalaninu a metioninu
boli 0,3 2 0,2 pg.ml"'. HPLC metoda s pouzitim chiralnej
stacionarnej fazy na zaklade teikolaninu bola aplikovana
na analyzu doplnkov vyzivy.

Kracové slova: separacia enantiomérov * HPLC -
fenylalanin ¢ metionin

Summary

The paper deals with enantioselective separation of amino
acids by the high performance liquid chromatography
method. Separations of enantiomeric forms were tested
on the chiral stationary phases based on B-cyclodextrine,
isopropyl carbamate cyclofructan 6, and the macrocyclic
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antibiotic teicoplanin. The best enantioseparation was
obtained on the teicoplanin-based chiral stationary phase in
the reversed-phase mode. UV spectrophotometric detection
at 210 nm was used for detection of amino acids. The method
was validated with respect to linearity, precision, limit of
detection, limit of quantitation, and recovery. Limits of
quantitation for phenylalanine and methionine enantiomers
were 0.3 and 0.2 pg.ml™, respectively. The HPLC method
with teicoplanin-based chiral stationary phase was applied
for analysis of dietary supplements.

Key words: separation of enantiomers ¢ HPLC -
phenylalanine * methionine

Uvod

Aminokyseliny predstavuju dolezitu skupinu chiralnych or-
ganickych zlucenin. St zakladnymi stavebnymi jednotkami
proteinov a zucastiuju sa mnohych biologickych proce-
sov. Shizia ako neurotransmitéry a prekurzory pre syntézu
hormoénov a inych latok, maju funkciu antioxidantov a su
stabilizatormi DNA a RNAPV. V organizmoch sa vyskytu-
ju vécsinou v L-enantiomérnej forme (homochiralita), ¢o
moze byt v dosledku rozdielne;j stability oboch enantiomé-
rov. Prirodny vyskyt D-aminokyselin je zriedkavy a moze
suvisiet” so $pecifickymi procesmi>?). Enantioméry amino-
kyselin sa mozu lisit’ nielen v ich biologickych tcinkoch,
ale aj d’al$imi vlastnost’ami, napr. chut'ou, rozpustnostou®.
Zmena enantiomérneho pomeru je vhodnym ukazovatel'om
spracovania, skladovania, zivotnosti a kvality, predovset-
kym, potravinarskych vyrobkov. Separacia enantiomérov
aminokyselin ma teda nezastupite'né miesto v biochemic-
kej, farmaceutickej a potravinarskej analyze.

Mnohé¢ latky s vyzivovym alebo fyziologickym u¢in-
kom, vitaminy a mineralne latky délezité pre spravne
fungovanie 'udského organizmu chybaju v prirodzenej,
aj ked pestrej strave, a preto je vhodné ich prisun dopliat’
formou vyzivovych doplnkov. Fenylalanin a metionin st
esencialne aminokyseliny, ktoré si I'udsky organizmus
nedokéze sam vytvorit a ich prisun do organizmu sa
dodavana vo forme potravin, prip. inych doplnkov. Fe-
nylalanin je prekurzorom pre tvorbu tyrozinu, katecho-
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laminov (dopamin, adrenalin, noradrenalin) a kozného
pigmentu melaninu. Uzivanie fenylalaninu ma priaznivy
vplyv na nervovy systém a psychiku, potla¢a nadmernu
chut’ k jedlu, povzbudzuje mozgové tkanivo k tvorbe la-
tok endorfinov a enkefalinov v centralnej nervovej ststa-
ve, potlaca ¢innost’ enzymov, ktoré tlmia ¢innost’ endor-
finov, ¢im predlZzuje ich posobenie, podporuje mentalnu
bdelost’ a pamét™. Metionin sa v organizme podiel'a na
rozklade tukov a brani ich ukladaniu v peceni a cievach,
podporuje funkcie traviacej sustavy, detoxikuje od Skod-
livych latok, brani lamavosti vlasov, je potrebny pri liec-
be reumatickej horacky, syntéze nukleovych kyselin, ko-
lagénu a bielkovin. Je zdrojom siry, ktora deaktivuje vol’-
né radikaly. Metionin je u¢inny antioxidant®. Fenylalanin
a metionin su preto jednymi z hlavnych zloziek mnohych
aminokyselinovych doplnkov vyzivy.

Chromatografické metody (HPLC, TLC, GC) st vhod-
né na separaciu enantiomérov, a teda sa ¢asto vyuzivaju
na kontrolu procesov vyroby, pri §tadiu interakeii optic-
kych izomérov s inymi chirdlnymi alebo nechiralnymi
molekulami. Pri priamej HPLC separacii enantiomérov
sa vyuzivaju stacionarne fazy obsahujuce rdzne typy
chiralnych selektorov. Separacia je zaloZena na tvorbe
prechodnych diastereoizomérnych komplexov medzi
enantiomérmi a stacionarnou fazou. Medzi najcastejSic
chiralne selektory patria makrocyklické antibiotika tei-
koplanin a teikoplanin aglykon’®, cyklodextriny, kruho-
vé étery, derivaty polysacharidov a proteinov, cyklofruk-
tany® 19, Pritomnost’ stereogénnych centier a heterogén-
nost’ funkénych skupin v ich molekulach, ako aj zloZenie
mobilnych faz, ma vyznamny vplyv na stercoselektivne
interakcie medzi enantiomérom a selektorom, ktoré su
zodpovedné za chiralne rozpoznavanie. Priklad apliko-
vatelnosti chiralnych stacionarnych faz (CSF) na baze
teikoplaninu a separacnych systémov v zavislosti od typu
separovanych zlucenin dokumentuje tabulka 1.

Cielom prace bolo zvolit' vhodné podmienky (zloze-
nie stacionarnej a mobilnej fazy) separacie enantiomérov
vybranych esencialnych aminokyselin pre ich nasledné
stanovenie vo vzorkach vyzivovych doplnkov metddou
vysokoucinnej kvapalinovej chromatografie.

Pokusna ¢ast’

Chemikalie

DL-metionin, DL-fenylalanin, L-metionin a L-fe-
nylalanin (> 98%) boli ziskané zo Sigma Aldrich.
Acetonitril, metanol, (pre gradientovi HPLC), etanol,
n-hexan (pre HPLC), kyselina octova (100 %), kyselina
trifluoroctova, trietylamin (p.a.) boli ziskané z Merck.
Na pripravu deionizovanej vody bolo pouzité zariade-
nie AquaMax ultra 370.

Vzorky vyzivovych doplnkov s obsahom metioninu
(vzorka 1) a fenylalaninu (vzorka 2) sa ziskali z obchod-
nej siete lekarni.

HPLC podmienky
Kvapalinovy chromatograf Agilent Technologies (séria
1100) pozostaval z binarneho vysokotlakového Eerpad-

la, davkovacicho ventilu Rheodyne, termostatu kolony
a spektrofotometrického detektora (chromatogramy boli
zaznamenavané pri vlnovej dizke 210 nm). Na HPLC
separaciu enantiomérov sa pouzili chiralne stacionarne
fazy Chirobiotic T (chirdlny selektor teikoplanin), IP-
CF6 (chiralny selektor izopropylkarbamat cyklofruktanu
6) a Chiradex (chiralny selektor B-cyklodextrin, f-CD) (4
x 250 mm ID, 5 um). Mobilné fazy tvorili zmesi: vodny
roztok acetonitrilu (pre T a B-CD), n-hexan/etanol/kyse-
lina trifluorooctova (pre IP-CF6 a f-CD) a metanol/ace-
tonitril/kyselina octova/trietylamin (pre p-CD). Prietok
mobilnej fazy bol 0,8 ml.min™' a ddvkovany objem 20 ul.
Separacie sa uskutocnili pri teplote kolony 0 °C.

Pracovné postupy

Roztoky racematov aminokyselin a L-enantomérnych
foriem boli pripravené rozpustenim latky v mobilnej faze
(koncentracia 1 mg.ml™" a nasledne sa riedili na niZsie
koncentracie podl'a potreby).

Vzorky sa spracovali kvapalinovou extrakciou: Obsah
piatich kapstl vzorky sa zhomogenizoval. Presne od-
vazené mnozstvo vzorky zodpovedajuce jednej kapsule
(okolo 0,4 g vzorky 1; 0,3 g vzorky 2) sa zmieSalo s me-
tanolom (20 ml pre vzorku 1, 100 ml pre vzorku 2), zmes
sa miesala 30 min na laboratornej mieSacke pri teplote
23 °C a centifugovala (5 min, 400 rpm). Extrakt bol pre-
filtrovany cez 0,45 pm membranovy filter a nasledne
davkovany do HPLC. Extrakt vzorky 2 sa pred HPLC
analyzou riedili 5-krat mobilnou fazou.

Analytické parametre

Na hodnotenie vhodnosti HPLC metody sa pouzili
parametre: linearita, medza detekcie, medza stanovenia,
presnost’ a vytaznost’.

Matricové kalibracné zavislosti boli zostrojené v roz-
sahu koncentracii 0,3—500 pg.ml™! pre enantioméry me-
tioninu a 0,2-500 ug.ml™' pre enantioméry fenylalaninu
(Sest’ kalibracnych roztokov, 7-krat pripravené). Kalib-
ra¢né roztoky boli davkované 3-krat. Parametre kalibrac-
nych zavislosti, zavislosti plochy piku (y) enantioméru of
koncentracie (x, v ug.ml™"), dosahovali nasledovné hod-
noty: y = 106,2x + 7,9 pre L-metionin; y = 112,5x + 6,4
pre D-metionin; y = 754,3x + 7,0 pre L-fenylalanin; y =
734,3x + 7,6 pre D-fenylalanin.

Medza stanovenia (LOQ) a medza detekcie (LOD) boli
stanovené ako najnizsie koncentracie kalibracnych roz-
tokov, ktoré je mozné danou metédou detegovat’ (LOD)
a stanovit’ (LOQ) ur¢ené pre pomer odozvy plochy piku
a Sumu nulovej linie S/N =3 a 10.

Vnutrodiova a medzidnova presnost’ metddy boli hod-
notené z opakovanych analyz vzoriek (7-krat pripravené)
pocas 1 dia a pocas 6 dni. Vysledky boli vyjadrené ako
percenta relativnej smerodajnej odchylky.

Vytaznost’ bola stanovena na troch urovniach koncen-
tracii (20 mg.g™', 143 mg.g' a 357 mg.g™! pre D- a L-fe-
nylalanin; 5 mg.g!, 10 mg.g' a25 mg.g ! pre D- a L-me-
tionin). Vzorky s pridavkom a bez pridavku boli spraco-
vané rovnakym postupom a vytaznosti boli vypocitané
ako percentualny rozdiel medzi plochami pikov.
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Obr. 1. Chromatografické zdaznamy separdcie enantomérov
D, L-metioninu a D,L-fenylalaninu pouZitim testovanych chiral-
nych staciondrnych faz

Chromatografické podmienky: (4) Chirobiotic T, mobilna fiza
acetonitril/voda (75/25, v/v); (B) IP-CF6, mobilna faza metanol/
acetonitril/kyselina octova/trietylamin (75/25/0,3/0,2, v/iv/v/v);
(C) IP-CF6, mobilna faza n-hexan/etanol/kyselina trifludroctova
(50/50/0,1,v v/v); prietok mobilnej fazy: 0,8 ml.min™; detektor:
UV (2. = 210 nm), teplota kolony: 0 °C.

1 — L-enantiomeér, 2 — D-enantiomér

Vysledky a diskusia

Separdcia enantiomérov aminokyselin

Na separéciu enantiomérov vybranych nederivatizova-
nych aminokyselin sa testovali staciondrne fazy s réznymi
chiralnymi selektormi, na zédklade cyklodextrinov, makro-
cyklickych antibiotik a cyklofruktanov.

Odozva detektora
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Obr. 2. Chromatogramy separdcie extraktov testovanych vzoriek
Chromatografické podmienky: Chiroboptic T, mobilna faza:
acetonitril/voda (75/25, v/v), prietok mobilnej fizy: 0,8 ml.min™';
detektor: UV (2 = 210 nm), teplota kolony: 0 °C. A — vzorka
s obsahom metioninu, B — vzorka s obsahom fenylalaninu

1 — L-enantiomer, 2 — D-enantiomér

Separacia enantiomérov fenylalaninu a metioninu na
B-cyklodextrinovej CSF sa testovala v polarno-organic-
kom, obratenom a konven¢nom separacnom systéme faz.
Ciastotna separacia enantiomérov metioninu a fenylala-
ninu (R, ~ 1,1) sa dosiahla v konven¢nom separa¢nom
systéme faz, pri pouziti mobilnej fazy etanol/n-hexan/ky-
selina trifluéroctova (25/75/0,2 v/v/v). U&innost kolony
vsak bola nizka a uvedena stacionarna faza ani v jednom
s testovanych separa¢nych usporiadani nebola vhodna na
analyzu vyzivovych doplnkov. Stacionarna faza s B-cyk-
lodextrinom ako chiralnym selektorom v separacnom
systéme s obratenymi fazami je vhodnejsia na separaciu
enantiomérov derivatizovanych (dansyl-, dinitroben-
zoyl-, dabzyl-derivaty) aminokyselin'®.

Separacia enantiomérov vybranych nederivatizova-
nych aminokyselin na CSF na zaklade izopropylkarba-
mat cyklofructanu 6 sa testovala v polarno-organickom
(zmes metanol/acetonitril/kyselina octova/trietylamin
ako mobilna faza) a konven¢nom (zmes n-hexan/etanol/
kyselina trifluéroctova ako mobilna faza) separa¢nom
systéme faz. V systéme s polarno-organickym usporia-
danim faz sa so zvySovanim koncentracie organického
modifikatora, metanolu, v mobilnej faze od 20 do 85 %
znizovali hodnoty retenénych faktorov a rozlisenia. Se-
paracia enantiomérov metioninu a fenylalaninu sa do-
siahla pri elacii mobilnou fazou metanol/acetonitril/

Tab. 1. Aplikovatelnost chiralnych staciondrnych faz na zaklade teikoplaninu pre HPLC separdciu enantiomérov

roznych typov latok” ' 12/

Typ separovanej latky HPLC separacny systém (typ mobilnej fazy)
polarne/ionizovatel'né PI (metanol/kyselina/zasada)

neutralne NP (polarne/nepolarne organické rozptstadlo)
neutralne/polarne PO (polarne organické rozpustadlo)

vsetky typy RP (organické/vodné rozpustadlo, timivy roztok)

PI — polarno-iénovy separacny systém, NP — separacny systém s konvenénym usporiadanim faz, PO — polarno-
organicky separacny systém, RP — separacny systém s obratenym usporiadanim faz
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Tab. 2. Chromatografické charakteristiky a medze detekcie pre separdciu enantiomérov metioninu a fenylalaninu na réznych

chiralnych stacionarnych fazach

CSF Sepa}raény Mobilnd féza D,L-metionin LOD _ D,L-fenylalanin LOD _
systém R, kK, |a (ng.ml™) R, kK, |a (ng.ml™)
T RP a 3,0 1,3 1,5 0,1/0,1 1,6 0,9 1,3 0,05/0,06
B-CD NP b 1,1 4,1 1,2 10/10 1,1 4,2 1,2 -
IP-CF6 PO c 1,0 0,7 1,2 5/5 0,7 0,4 1,1 0,8/0,8
IP-CF6 NP d 1,1 4,6 1,3 5/5 1,2 2,5 1,3 1/1

CSF - chiralna stacionarna faza, T — teikoplanin, IP-CF6 — izopropylkarbamat cyklofruktanu 6, B-CD — B-cyklodextrin, RP — se-
paracny systém s obratenym usporiadanim faz, NP — separacny systém s konvenénym usporiadanim faz, PO — polarno-organicky
separacny systém, R, - rozliSenie, k, — reten¢ny faktor enantioméru, ktory eluuje z chromatografickej kolony ako prvy, a — selekti-
vitny koeficient, LOD — medza detekcie (pre L-enantiomér/D-enantiomér), a — acetonitril/voda (75/25 v/v), 0 °C; b — etanol/n-hexan/
kyselina trifluérooctova (25/75/0,2 v/v/v), 0 °C; ¢ — metanol/acetonitril/kyselina octova/trietylamin (75/25/0,3/0,2 v/v/v/v), 0 °C;
d — etanol/n-hexan/kyselina trifluoroctova (60/40/0,1 v/v/v), 0 °C; RSD(k) <3,2 %, n=3

Tab. 3. Validacné parametre HPLC metody pre stanovenie enantiomérov metioninu a fenylalaninu

Parameter L-metionin D-metionin L-fenylalanin D-fenylalanin
linearita (pg.ml™") 02’3:500 02’37500 02’2:500 02’2_7500
r?=0,999 r’=0,998 r=0,989 r? =0,995
LOD (pg.ml™) 0,1 0,1 0,05 0,06
LOQ (png.ml™) 0,3 0,3 0,2 0,2
presnost’ (RSD %) vnutrodnova 5,5 6,7 5,8 43
medzidiova 8,3 7,1 8,2 7.9

vytaznost’ (%) C1 97,6 98,2 98,5 98,2

C2 98,1 97,5 96,1 95,8

C3 97,1 94,8 96,8 96,6

LOQ — medza stanovenia, LOQ — medza detekcie, C1 —20 mg.g™! pre D- a L-fenylalanin, 5 mg.g! pre D- a L-metionin, C2 — 143 mg.g!
pre D- a L-fenylalanin, 10 mg.g™! pre D- a L-metionin, C3 —357 mg.g! pre D- a L-fenylalanin, 25 mg.g ™! pre D- a L-metionin

kyselina octové/trietylamin (75/25/0,3/0,2 v/v/v/v). Hod-
nota rozliSovacieho faktora bola 1,0 pre D- a L-metionin
a 0,7 pre D- a L-fenylalanin. Pri priamej enantioseparacii
vybranych aminokyselin na izopropylkarbamat cyklofru-
ctan 6 CSF v systéme s konvencnym usporiadanim faz sa
zvySena retencia a selektivita pozorovali, ked” mobilna
faza obsahovala menej ako 50% etanolu. ZvySujuca sa
koncentracia etanolu mala za nasledok zhorSenie ucin-
nosti enantioseparacie (znizenie hodnot rozliSenia enan-
tiomérov). Vhodnou mobilnou fdzou na separaciu enan-
tiomérov D,L-metioninu a D,L-fenylalaninu bola zmes
n-hexan/etanol/kyselina trifludroctova (50/50/0,1 v/v/v),
pri ktorej hodnoty rozliSovacich faktorov boli 1,1 a 1,2.
Separacia na CSF na baze teikoplaninu bola uskutoc-
nend v separacnom systéme s obratenymi fazami, s mo-
bilnou fazou acetonitril-voda. Testovali sa mobilné fazy,
ktorych zloZenie sa menilo v rozsahu od 30 do 90 obj. %
organického modifikatora, acetonitrilu. Zavislosti hodnot
reten¢nych faktorov D-, L-metioninu a D-, L-fenylalani-
nu od zlozenia mobilnej fazy mali od 3045 % acetonit-
rilu klesajuci charakter a od 45-90 % stapajici charakter.
Hodnoty rozliSenia enantiomérov metioninu a fenylala-
ninu v zavislosti od zlozenia mobilnej fazy mali podobny
trend ako hodnoty retenénych faktorov. Z experimental-
nych vysledkov vyplynulo, Ze najvhodnejSou mobilnou
fazou na separaciu enentiomérov vybranych aminokyse-

lin bola zmes acetonitril/voda (75/25 v/v). Hodnoty roz-
lisSovacieho faktora boli 1,6 pre D- a L-fenylalanin a 3,0
pre D- a L-metionin.

Porovnanie metéd stanovenia aminokyselin

Typy CSF testovanych pre separaciu enantiomérov me-
tioninu a fenylalaninu, typy separa¢nych systémov a chro-
matografické charakteristiky ziskané pri najvhodnejsich
chromatografickych podmienkach su zhrnuté v tabulke 2.
Chromatografické zdznamy enantioseparacie D,L-metio-
ninu a D,L-fenylalaninu na testovanych CSF dokumentuje
obrazok 1. Z porovnania chromatografickych charakteris-
tik vyplyva, zZe najucinnejsia enantioseparacia (najvyssie
hodnoty rozliSenia enantiomérov) sa dosiahla na pouzitim
CSF na zéklade teikoplaninu, kde aj podl'a o¢akavania boli
vyrazne nizSie medze detekcie v porovnani s HPLC-UV
metddou s CSF na zaklade izopropylkarbamat cyklofruk-
tanu 6 alebo B-cyklodextrinu (tab. 3). Zvolena HPLC me-
toda sa vyznacovala aj vacsim linedrnym rozsahom.

Analyza doplnkov vyZivy s obsahom metioninu
a fenylalaninu

Na stanovenie enantiomérov vybranych aminokyselin
vo vzorkach doplnkov vyzivy sa pouzila HPLC metoda
s CSF na zdklade teikoplaninu v separacnom systéme
s obratenymi fazami a so spektrofotometrickou detek-
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ciou. Na hodnotenie vhodnosti metédy sa pouzili pa-
rametre, linearita, medza detekcie, medza stanovenia,
presnost’ a vytaznost. Pre testované analyty bola vytaz-
nost’ viac ako 94 % (RSD < 10 %) (tab. 3). Vysledky
dokumentuju, ze vytaznost’ v uvedenom koncentraénom
rozsahu nezavisela od koncentracie analytov.

Vyzivovy doplnok s obsahom D,L-metioninu (vzorka
1) je doporuceny uzivat' na podporu rastu nechtov a vla-
sov. Vysledky ukazali, ze testovany vyzivovy doplnok,
tak ako uvadza vyrobca, obsahuje zmes enantiomérov
metioninu (obr. 2). Dal§imi zlozkami vyZivového dopln-
ku boli L-cystein, vitaminy a iné stopové prvky, ktoré
pri pouzitych separaénych podmienkach neinterferovali
so ziadnou z enantiomérnych foriem metioninu. V jed-
nej kapsule vzorky 1 sa nachadza 47,5 mg L-metioni-
nu a 46,2 mg D-metioninu (RSD 5 %). Doplnok vyzivy
s obsahom fenylalaninu (vzorka 2) je doporuc¢ené pouzi-
vat’ na zlepSenie pamaéti a pri mentalnej tnave. Kvantita-
tivnou analyzou sa zistilo, ze v jednej kapsule vzorky 2
sa nachadza 178,1 mg L-fenylalaninu a 177,9 mg D-fe-
nylalaninu (RSD 7 %). Testovana vzorka vyzivového
doplnku obsahuje zmes enantiomérov, ¢o dokumentuje
obrazok 2. Dalsie zlozky vyzivového doplnku, pri pou-
zitych separacnych podmienkach, neinterferovali s enan-
tiomérnymi formami fenylalaninu.

Zaver

Aminokyseliny patria medzi jednu z najdolezitejSich
skupin biologicky aktivnych latok. HPLC enantiosepara-
cia nederivatizovanych aminokyselin sa dosiahla pouzi-
tim chiralnej stacionarnej fazy na zéklade I. teikoplaninu
v systéme s obratenymi fazami, II. izopropylkarbamat
cyclofructanu 6 v systéme s polarno-organickym uspo-
riadanim faz a IIl. izopropylkarbamat cyclofructanu 6
v systéme s konvenénym usporiadanim faz. HPLC-UV
metoda s teikoplaninovou CSF sa vyuzila pri analyze
vzoriek vyzivovych pripravkov s obsahom D,L-metioni-
nu a D,L-fenylalaninu.
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