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1. Úvod 

 
Dlho sa verilo, že v tkanivách cicavcov sa nachádzajú 

len L-enantioméry aminokyselín. Po objave D-alanínu 
v sére prasiat a myší1 začal narastať záujem o chirálne 
separácie aminokyselín v telových tekutinách a tkanivách 
cicavcov, vrátane ľudí2.  

I keď fyziologické funkcie niektorých D-aminokyselín 
doposiaľ neboli preskúmané, zistilo sa napr., že D-forma 
kyseliny asparágovej hrá dôležitú úlohu v neuroendo-
krinnom systéme, rovnako ako pri rozvoji centrálneho 
nervového systému3. Avšak, zvýšená hladina D-serínu bola 
spojená s patogenézou rôznych ochorení, akými sú napr. 
schizofrénia a skleróza multiplex4. Pre lepšie porozumenie 
biologickej významnosti D-aminokyselín je teda dôležité 
sledovať ich metabolizmus a výskyt v živých systémoch3.  

Na separáciu aminokyselín a iných chirálnych zlúče-
nín sa vo všeobecnosti využíva priama a nepriama metóda 
stanovenia. Podstatou priamej metódy je separácia enan-
tiomérov bez derivatizácie v chirálnom prostredí, pri ne-
priamej metóde sa využíva tvorba diastereomérov, ktoré 
možno separovať na nechirálnych stacionárnych fázach 
(SF)5. Využitie chirálnej mobilnej fázy (MF) v oblasti 
HPLC analýz nie je tak časté. Problémom je najmä vysoká 

spotreba chirálnej látky (napr. najčastejšie -cyklodextrín)6.  
Najčastejšie používané SF sú na báze cyklodextríno-

vých fáz, polysacharidových fáz, proteínových  fáz, crown-
éterov, ligandovej a iónovej výmeny, syntetických poly-
mérov, polymérov s odtlačkami molekúl (v prevažnej mie-
re molekúl analytu) a makrocyklických antibiotík7. 
V súčasnosti je ale čoraz väčšia pozornosť venovaná práve 
makrocyklickým antibiotikám, predovšetkým pre ich širo-
kú aplikovateľnosť8. 

 
2. Makrocyklické glykopeptidy 

 
Makrocyklické glykopeptidy boli uvedené na trh 

v roku 1994 Armstrongom9. Prvým komerčne dostupným 
makrocyklickým antibiotikom bol vankomycín 
(Chirobiotic V)10 a neskôr bol do tejto skupiny zaradený aj 
teikoplanín (Chirobiotic T), ristocetín (Chirobiotic R) 
a avoparcín (Chirobiotic A)11. Okrem unikátnej selektivity 
sa tieto chirálne SF vyznačujú aj „doplnkovými“ vlastnos-
ťami, t.j. ak separácia enantiomérov nie dostatočná na 
jednom glykopeptide, môže byť lepšia na inom glykopep-
tide pri použití MF rovnakého alebo podobného zloženia. 
V snahe vylepšiť enantioselektivitu môže byť vankomycín 
nahradený ristocetínom alebo teikoplanínom. Príčinou 
tohto javu sú malé odlišnosti vo väzbových miestach chi-
rálnych SF. Tieto SF možno použiť v revezno-fázovom, 
konvenčne-fázovom, polárno-iónovom, ako aj v polárno-
organickom móde, a preto sú vhodné na separáciu veľkého 
počtu látok12.  

Zatiaľ, čo na vankomycíne možno separovať napr. 
sekundárne a terciárne amíny, neutrálne molekuly, amidy, 
kyseliny, či estery, ristocetín je vhodný na separáciu sub-
stituovaných alifatických kyselín, peptidov a derivatizova-
ných aminokyselín. Avšak, spomedzi všetkých makrocyk-
lických glykopeptidov poskytuje práve teikoplanín najvy-
ššiu enantioselektivitu pre separáciu aminokyselín, predo-
všetkým tých nederivatizovaných12.  

Predložená práca je preto zameraná na priamu separá-
ciu proteínogénnych aminokyselín na teikoplanínových SF.  

 
3. Teikoplanínové stacionárne fázy 
 
3.1. Charakteristika 

 
Prírodný teikoplanín (T) má 23 stereogénnych centier. 

Jeho štruktúra je tvorená aglykónom a obsahuje 
7 benzénových kruhov, 6 amidových skupín, 3 etérové 
skupiny a 3 monosacharidy, t.j. dva D-glykózamíny a jed-
nu D-manózu. Veľmi dôležitou skupinou je primárna ami-
noskupina a karboxylová skupina13, ktoré kontrolujú náboj 
na teikoplaníne. Pri bežných laboratórnych podmienkách 
(pH 3,5–6,8) má teikoplanín slabý aniónový charakter10.    

ENANTIOMÉRNE SEPARÁCIE PROTEÍNOGÉNNYCH AMINOKYSELÍN  
NA TEIKOPLANÍNOVÝCH  STACIONÁRNYCH FÁZACH 
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Teikoplanín má, ako jediné makrocyklické antibioti-
kum, hydrofóbny acylový reťazec, tzv. hydrofóbny 
„chvost“, pripojený na 2-amino-2-deoxy--D-gluko-
pyranozyl, a preto je povrchovo aktívny a môže tvoriť 
micely10,14.  

Prírodný teikoplanín je bežne tvorený 5 izomérmi 
líšiacich sa len v type kyseliny, ktorá je naviazaná na ami-
noskupinu glukózamínu. Teikoplanín A2-1 viaže kyselinu 
4-dekánovú, A2-2 kyselinu 8-metylnonánovú, A2-3 kyselinu 
n-dekánovú, A2-4 kyselinu 8-metyldekánovú a A2-5 kyseli-
nu 9-metyldekánovú10. Väčšina používaných  teikoplaní-
nových glykopeptidov je označovaná ako A2-2 (cit.15). 

Chemickou modifikáciou T možno vytvoriť Chirobio-
tic TAG (teikoplanín aglykón, TAG), ktorý má 
8 stereogénnych centier a v jeho štruktúre sa nenachádzajú 
žiadne sacharidové jednotky (obr. 1).  Často sa využíva pre 
jeho „doplnkové“ vlastnosti k T (cit.12). 

 
3.2. Mechanizmus separácie 

 
Dôležitú úlohu zohráva interakcia medzi karboxylo-

vou skupinou stanovovanej látky a aminoskupinou teikop-
lanínu, resp. interakcia medzi karboxylovou skupinou tei-
koplanínu a aminoskupinou látky16. Zo stérických dôvodov 
nemôžu nastať tieto interakcie súčasne. V takomto prípade 
môžu byť elektrostatické interakcie nahradené vodíkovou 
väzbou alebo hydrofóbnymi interakciami17. Alternatívne 
môžu nastať aj dipól-dipól interakcie. Kombinácia vodíko-
vých väzieb, dipól-dipól a van der Waalsových interakcii 
môže mať rôzny vplyv na stabilizáciu komplexu chirálna 
SF-enantiomér. Interakcia chirálnej látky so SF môže na-
stať v závislosti od použitého módu napríklad cez - in-
terakcie, vodíkové väzby, elektrostatické interakcie, dipól-

dipól interakcie a inklúzie. Prítomnosť týchto interakcii 
závisí od módu, v ktorom prebieha analýza12,18.   

V prípade, ak sa na separácii chirálnych látok po-
dieľajú aj rôzne stérické zábrany pre jednotlivé enantiomé-
ry, separácia sa môže uskutočniť na základe rôznej penet-
rácie jednotlivých enantiomérov do SF. Vo väčšine prípa-
dov eluujú ako prvé L-enantioméry (výnimkou sú karboxy-
lové kyseliny obsahujúce cyklohexán, ktoré eluujú opač-
ne), pretože tieto nevstupujú do aglykónového „koša“. 
Naopak, D-enantioméry sú schopné lepšie difundovať do 
SF, kde môžu byť sorbované aj pomocou vodíkovej 
väzby18. 

Vzhľadom na skutočnosť, že separácia na T je odlišná 
ako na TAG, možno predpokladať, že na chirálnom rozlí-
šení látok môžu mať podiel aj sacharidové jednotky v mo-
lekule teikoplanínu. Takéto sacharidy môžu okupovať 
priestor vo vnútri aglykónového „koša“, a tým stéricky 
zabrániť prístupu iných molekúl k väzbovým miestam, 
prípadne môžu tieto miesta samy zablokovať alebo môžu 
ponúknuť konkurenčné interakčné miesta19. Rôzne druhy 
interakcií medzi jednotlivými formami enantiomérov vplý-
vajú aj na tvar chromatografického píku17.  

Asymetria píku menej zadržanej L-formy nie je tak 
výrazná, ako je to v prípade jeho D-izoméru. Táto sa ne-
stráca ani pri nadávkovaní veľmi nízkej koncentrácie (t.j. 
5 mmol l–1) aminokyselín, takže tento jav nemožno pripí-
sať kapacite kolóny. Jandera vo svojej práci17 uviedol, že 
na retenciu menej zadržaného izoméru vplývajú nešpeci-
fické interakcie, zatiaľ čo na retenciu silnejšie zadržaného 
enantioméru majú vplyv rovnako nešpecifické, ako aj špe-
cifické interakcie s chirálnymi adsorpčnými miestami. Pre 
zložitosť štruktúry teikoplanínu je ale ťažké presne určiť 
mechanizmus separácie, avšak vďaka komplexnosti jeho 
štruktúry poskytuje unikátne možnosti pri aplikáciách. 

 
3.3. Aplikácie teikoplanínových kolón 

 
Využitie vysokoúčinnej kvapalinovej chromatografie 

na chirálnu separáciu proteínogénnych aminokyselín na 
teikoplanínových kolónach je v porovnaní s kapilárnou 
elektroforézou širšie20.  

Obr. 1.  Štruktúra prírodného teikoplanínu (T) a teikoplanín aglykónu (TAG); kavity – A, B, C, D (cit.12) 
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Tabuľka I 
Príklady využitia teikoplanínových SF na enantioseparáciu proteínogénnych aminokyselín v rokoch 2000–2012 

Analyt Derivati-
začné  
činidloa 

Separačný 
systémb 

Mobilná fázac Stac. 
fázad 

Vzorka Medza  
detekciee 

Lit. 

tryptofán nederivati-
zované 

HPLC-UV EtOH : voda T štandard neuvedená 13 

serín, valín, leucín,         
fenylalanín, alanín 

danzyl HPLC-UV citrátový tlmivý roztok s 
LiClO4 : MeOH (85 : 15) 

T štandard neuvedená 26 

tryptofán nederivati-
zované 

HPLC-UV fosfátový tlmivý roztok s 
NaClO4 pH 7 

T štandard neuvedená 8 

valín, serín, tryptofán, 
fenylalanín, leucín 

danzyl HPLC-UV 0,01 mol.l-1 citrátový tlmivý 
roztok : MeOH (90 : 10) 

T štandard neuvedená 27 

treonín, metionín nederivati-
zované 

HPLC-UV 
HPLC-RI 

organický modifikátor : 
voda 

T štandard neuvedená 16 

fenylalanín, tryptofán,       
arginín, tyrozín 

N-t-Bok HPLC-UV 
HPCE-UV 

0,06 mol.l-1 TEAA (pH 
4,1) :  MeOH                                   
(80 : 20); resp. 0,06 mol.l-1 
fosfátový tlmivý roztok (pH 
4,3) : ACN (90 : 10) 

T štandard neuvedená 28 

tryptofán nederivati-
zované;    
N-KBZ;  
N-Ac;       
N-t-Bok 
a iné 

HPLC-UV     
CE-UV 

EtOH : TEAA pH 4,1       
(90 : 10);  resp. EtOH : voda 
(50 : 50); resp.                                
0,1mol.l-1 fosfátový tlmivý 
roztok (pH 6) : ACN 

T štandard neuvedená 29 

kyselina asparágová, 
serín, kyselina glutámová 

NBD-F HPLC-MS/
MS 

MeOH : voda : TFA                                             
(60 : 40 : 0,012) 

TAG mozog 
potkanov 

glu:  110 ng g–1 
tkaniva, asp: 
150 ng g–1 tkaniva,  
ser: 172 ng g–1 
tkaniva 

3 

kyselina glutámová, serín, 
kyselina asparágová 

NBD-F HPLC-MS/
MS 

MeOH : voda : TFA                                             
(60 : 40 : 0,012) 

TAG nervové 
tkaníva 
mozgu 
potkana,  
CNS bez-
stavovca 

glu: 96 ng ml–1,                         
ser: 101,2 ng ml–1 

30 

kyselina asparágová, 
kyselina glutámová, serín, 
arginín, izoleucín, leucín, 
metionín, lyzín, fenylala-
nín, tyrozín, tryptofán, 
treonín 

NBD-F; 
DNB-F 

HPLC-MS/
MS 

MeOH :  
0,1 % HCOOH  
(pH 4) (60 : 40) 

T syntetický 
mozgo-
miešny 
mok 

asp: 2.10-7 µmol l-1,          
glu: 1.10-7 mol l-1 

31 

leucín, valín, kyselina 
asparágová, kyselina 
glutámová, serín, treonín,  
glycín, alanín, prolín, 
metionín, tyrozín, fenyla-
lanín, tryptofán, lyzín, 
histidín, arginín, aspara-
gín, glutamín 

nederivati-
zované 

HPLC-MS/
MS 

ACN : voda (75 : 25)                        
pokolónovo pridaná         
0,5 mol l–1 HCOOH 

T štandard 2,5–50 µg l–1 32 
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Analyt Derivatizačné 
činidloa 

Separačný 
systémb 

Mobilná fázac Stacionárna 
fázad 

Vzorka Medza  
detekciee 

Lit. 

leucín, valín, kyselina 
asparágová, kyselina 
glutámová, serín, treonín,  
glycín, alanín, prolín, 
metionín, tyrozín, fenyla-
lanín, tryptofán, lyzín, 
histidín, arginín, aspara-
gín, glutamín 

nederivatizované LC-MS/MS 0,25 % kyselina  
octová : MeOH 

T bunky, 
vzorky 
z fermen-
tácie 

50–450  
ng ml–1 

33 

kyselina asparágová, 
histidín, leucín, fenylala-
nín, prolín, treonín, tryp-
tofán 

nederivatizované LC-UV MeOH : voda; resp.                                              
MeOH : TEAA                
(pH 3,8–4,1) 

T             
TAG 

štandard neuvedená 34 

tyrozín, fenylalanín,        
tryptofán 

nederivatizované LC-UV 20 mmol l–1 octan 
amónny (pH 6) : 
MeOH (94 : 6); resp. 
voda : MeOH  
(90 : 10) 

T ožiarené 
potraviny 

0,16–3 mg l–1 35 

 tryptofán, tyrozín,       
fenylalanín 

nederivatizované HPLC-UV 0,005 mol l–1 fosfáto-
vý tlmivý roztok 
pH 7 

mT štandard neuvedená 36 

tryptofán, fenylalanín,         
leucín, alanín 

nederivatizované;  
N-t-Bok; danzyl;     
N-DNB a iné 

HPLC-UV  TEAA pH 4,1 :  
MeOH (60 : 40) 

T             
TAG   
meTAG 

štandard neuvedená 37 

alanín, valín, leucín, treo-
nín, serín, tryptofán, tyro-
zín, prolín, kyselina aspa-
rágová, kyselina glutámo-
vá, cysteín, histidín, me-
tionín,  fenylalanín 

CH3-scn;           
2,4F-fenko;    
2,4F-fescn;   
2,3Cl-fescn;   
3,5Cl-fescn 

HPLC-UV MeOH : TEAA : 
etyléter;  resp.                                  
ACN: MeOH : TEAA 

T štandard neuvedená 38 

glycín, alanín, valín, leu-
cín, izoleucín, prolín, 
fenylalanín 

nederivatizované;  
N-Ac; N-tert-Bok 

HPLC-UV octan amónny 
(pH 7) : MeOH; resp.                        
octan amónny 
(pH 7) : ACN 

T štandard neuvedená 18 

metionín nederivatizované HPLC-UV 0,05 mol l–1 octan 
amónny (pH 6) : 
MeOH (90 : 10) 

TAG štandard neuvedená 39 

treonín, serín, asparagín, 
alanín, glutamín, leucín, 
metionín, tryptofán 

nederivatizované HPLC-UV  MeOH : voda  
(10 : 90) 

TAG štandard  met: 2 g l–1 40 

metionín, tryptofán, ala-
nín, asparagín, leucín 

nederivatizované HPLC-UV 0,05 mol l–1 octan 
amónny (pH 5,8) : 
MeOH (90 : 10) 

TAG štandard neuvedená 41 

metionín, fenylalanín, 
serín, leucín, treonín, 
tryptofán, valín 

danzyl HPLC-UV MeOH : ACN :  
TEAA 

TAG štandard neuvedená 42 

kyselina asparágová, 
kyselina glutámová 

nederivatizované CE-UV 0,01 mol l–1 kyselina 
sorbová a histidín 
(pH 5) 

T pivo,  
zubná 
sklovina 

5.10–7 mol l–1 25 

treonín, metionín nederivatizované HPLC-UV organický modifiká-
tor : voda 

T štandard neuvedená 43 

Tabuľka I 
pokračovanie 
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Výhodou chromatografických techník je najmä ich 
dostupnosť, opakovateľnosť a malá spotreba vzorky. Ok-
rem toho, možno simultánne analyzovať jednotlivé enan-
tioméry a rýchlo odhadnúť ich pomer. Najväčším obme-
dzením je použitie kyslej hydrolýzy, ktorá môže indukovať 
racemizáciu20.  

Princíp separácie u kapilárnej elektroforézy je iný ako 
u HPLC, preto je kapilárna elektroforéza excelentnou do-
plnkovou technikou k HPLC. Kapilárnou elektroforézou 
možno rozlíšiť aj také enantioméry, ktoré neboli separova-
né pomocou HPLC (cit.21). Chirálna látka sa môže pridať 
do nosného elektrolytu alebo gélovej matrice alebo sa mô-
že viazať na vnútorný povrch kapiláry. Limitujúcimi fak-
tormi tejto metódy je najmä vysoká UV absorpcia chirál-
neho selektora v nosnom elektrolyte a jeho adsorpcia na 
vnútornej stene kapiláry22– 24, čím sa môže znižovať sepa-
račná účinnosť a reprodukovateľnosť migračných časov21, 
ako aj selektivita metódy25. Spomedzi všetkých glykopep-
tidov sa na vnútornom povrchu kapiláry najsilnejšie adsor-
buje vankomycín a najslabšie teikoplanín, pravdepodobne 
kvôli hydrofóbnejšiemu charakteru molekuly22. Vysoká 
UV absorpcia makrocyklických glykopeptidov môže byť 
potlačená nepriamou UV detekciou látok, prípadne použi-
tím techniky čiastočného plnenia kapiláry. Dynamická 
modifikácia povrchu kapiláry môže zabrániť adsorpcii 
glykopeptidov na stenu kapiláry23. Príklady využitia tei-
koplanínových SF na enantioseparáciu proteínogénnych 
aminokyselín sú uvedené v tab. I. 

4. Záver 
 
Jedinečná štruktúra makrocyklických glykopeptidov 

umožňuje aplikovať tieto chirálne SF na separáciu široké-
ho spektra látok. Keďže ide o pomerne novú skupinu SF, 
mnoho vedeckých prác sa zaoberá tým, ako vylepšiť pod-
mienky separácie, štúdiom mechanizmu chirálneho rozlí-
šenia, či modifikáciou povrchu SF.  

Spomedzi všetkých glykopeptidov vykazuje práve 
teikoplanín najvyššiu enantioselektivitu na separáciu ami-
nokyselín, prevažne tých nederivatizovaných. Výhodou 
týchto SF je možnosť stanoviť enantioméry aminokyselín 
aj v biologických vzorkách.  

 
Práca bola podporená grantom MŠ VEGA 1/0164/11 

a grantom MŠ VEGA 1/1133/11. Autori zároveň ďakujú 
recenzentovi za konštruktívne pripomienky k rukopisu tejto 
práce. 
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try and Clinical Biochemistry, Faculty of Medicine, Come-
nius University, Bratislava, Slovak Republic): Separation 
of Enantiomers of Proteinogenic Amino Acids on 
Teicoplanin Stationary Phases  

 
Macrocyclic glycopeptides are becoming popular in 

chiral analytical chemistry due to a wide spectrum of their 
applications. Teicoplanin columns provide a highest sepa-
ration selectivity of amino acid enantiomers, especially of 
underivatized amino acids. Chiral stationary phases can be 
also used for determination of amino acid enantiomers in 
biological samples. 


