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Abstrakt

Karboxylové kyseliny tvoria dolezitd skupinu organickych zla-
¢enin, ktoré su Siroko pouzivané v roznych odvetviach 'udskej
¢innosti. Napriklad v potravinarskom priemysle su najcastejsie
pritomné v napojoch ako v ovocnych dzasoch, mlie¢nych vy-
robkov, vine a octe, alebo su pouzivané ako potravinarske adi-
tiva. V medicine karboxylové kyseliny mozu sluzit’ ako indika-
tory celého radu ochoreni a vo farmaceutickom priemysle sa vy-
uzivaju v mnohych lie¢ivach. Z tohto dévodu je potrebné vyvi-
jat’ nové spolahlivé analytické metddy na ich stanovenie v r6z-
nych environmentalnych, biologickych a potravinarskych vzor-
kach. V nasej studii bola na separaciu alifatickych karboxylo-
vych kyselin pouzitd hydrofilne-interak¢na chromatografia. Se-
pardacia prebehla na analytickej kolone so zwitterionovymi funk-
¢nymi skupinami. Mobilné fdza sa skladala z vodného roztoku
octanu aménneho a acetonitrilu.

KPucové slova: Alifatické kyseliny. Hydrofilne-interakéna
chromatografia. Separacia

Abstract

Carboxylic acids are an important group of organic compounds
that are widely used in various segments of human activities. For
example, in the food industry, they are most commonly present
in beverages such as fruit juices, dairy products, wine and oats,
or are used as food additives. In medicine, carboxylic acid can
serve as indicators of a wide range of diseases and are used in
many drugs in the pharmaceutical industry. For this reason it is
necessary to develop new reliable analytical methods for their
determination in different environmental, biological and food
samples. In our study, hydrophilic-interaction chromatography
was used to separate aliphatic carboxylic acids. Separation was
performed on an analytical column with zwitterionic functional
groups. The mobile phase consisted of an aqueous solution of
ammonium acetate and acetonitrile.

Key words: Aliphatic acids. Hydrophilic-interaction chroma-
tography. Separation

UVOD

Stadium alifatickych a aromatickych karboxylo-
vych kyselin je dolezité, nakol’ko tvoria vyznamnu
zlozku zivotného prostredia a s bezne vyuzivané
v potravinarstve, pol'nohospodarstve a v medicine.
V Zivotnom prostredi sa karboxylové kyseliny na-
chédzajii najmd v podach. Alifatické karboxylové
kyseliny ako napriklad kyselina $tavelova, octova
a citréonova, zohravaju doéleziti ulohu v pddnych
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procesoch ¢i uz v transporte rastlinnych Zivin alebo
v ochrane rastlinnych koreniov ktoré su v kyslych
podach vystavené toxickym koncentradciam napr. ka-
tionov hlinika [1].

VolI'né formy alifatickych karboxylovych kyselin
sa nachadzaji v r6znom ovoci, napriklad kyselina
jabl¢na v jablkach ¢i kyselina citronova v citruso-
vych plodoch. Délezita ulohu pri vyrobe vina zohra-
vaju kyselina vinna, mlie¢na a jabl¢na, ktoré sa na-
chadzaju v bobuliach hrozna, pripadne vznikaju po-
¢as fermentacného procesu [2]. V potravinarskom
priemysle sa ako konzerva¢na latka vyuziva napri-
klad kyselina benzoova, ktorej sodna sol’ sa pouziva
na inhibiciu mikroorganizmov v potravinach. Kyse-
lina glukonova je tieZ povolena potravinarska pri-
davna latka, ktord sa pridava bud’ s kyselinou citro-
novou alebo ako jej nahrada na vylepSenie chuto-
vych a antioxidaénych / konzerva¢nych vlastnosti
potravin.

Karboxylové kyseliny a ich derivaty sa pouzivaju
v medicine ako antiseptické, antireumatické, aneste-
tické, analgetické, antipyretické a nesteroidné proti-
zéapalové lieciva. Taktiez sluzia ako indikatory nie-
ktorych chordb, kedy ich vysoka koncentréacia napri-
klad v mo¢i nazna¢uje metabolicki poruchu nazy-
vanu organickd aciduria, ktora patri medzi dedi¢né
metabolické poruchy. Medzi najznamejSie orga-
nické acidurie patria propionova, glutarova, mety-
lénmalénova a pyroglutdrova aciduria [3]. Sledova-
nie karboxylovych kyselin je tiez dolezité u pacien-
tov s diabetes mellitus (kyselina 3-hydroxybuty-
rova), ochorenim obli¢iek (kyselina mocova), ener-
getickym metabolizmom (kyselina jabléna a citro-
nova) a mnohymi d’al$imi ochoreniami [4].

Separacia karboxylovych kyselin predovsetkym
polarnych alifatickych karboxylovych kyselin
s kratkym alkylovym retazcom, je v kvapalinovej
chromatografii obtiazna. Nakol'ko v kvapalinovej
chromatografii v systéme obratenych faz, su slabo
zadrziavané a eluuji v mftvom objeme kolony, je
potrebné hl'adat’ vhodné alternativy na ich separaciu.
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V dnesnej dobe sa do popredia zaujmu dostava hyd-
rofilne interakénad chromatografia (HILIC), ktorej
chromatograficky systém je ortogonalny voci kvapa-
linovej chromatografii v systéme obratenych faz.
Vdaka tejto ortogonalite je hydrofilne interakéna
chromatografia vhodna na separaciu polarnych latok
akymi su alifatické karboxylové kyseliny.

Separa¢ny mechanizmus hydrofilne interakénej
chromatografie

Pojem hydrofilne interakénd chromatografia
(HILIC) zaviedol Alpert [5] v roku 1990 na popisa-
nie LC metddy v ktorej polarne analyty interaguju
s polarnou stacionarnou fazou a eluuju v pomerne
hydrofobnej mobilnej faze. Avsak davno predtym
ako Alpert predstavil pojem HILIC, boli uskuto¢-
nené §tadie, ktoré sa zaoberali separaciou polarnych
latok na polarnych stacionarnych fazach. Tieto pr-
votné Studie zahrnovali separaciu sacharidov [6, 7].
V tychto studiach boli autori nazoru, Ze separacia
polarnych latok je riadena sorpciou a desorpciou
hydroxylovych skupin analytov na povrchu stacio-
narnej fazy. Avsak tato tedria platila len pre analyty
ktoré obsahovali hydroxylové skupiny, ¢o vyrazne
redukovalo jej rozsah apreto d’alSie Studie viedli
k novym teériam separaéného mechanizmu. Dalsi
autori, po sledovani separacii karbohydratov na ¢is-
tom silikagély a modifikovanom silikagély ami-
noskupinami, prisli k zaveru, Ze ich separécia je ria-
dena predovsetkym rozdelovanim analytov medzi
dve kvapalné fazy [8, 9].

Az Alpert objasnil komplexny mechanizmus se-
paracie latok v HILIC [5]. Ten je zaloZeny na tom,
ze polarne skupiny naviazané na povrchu stacionar-
nej fazy pritahuju molekuly vody z vodno-organic-
kej mobilnej fazy, ¢im vytvaraju na povrchu silika-
gélu CiastoCne imobilizovani vodnu vrstvu. Na-
kol’ko je voda mieSatel'nd s organickymi rozpustad-
lami pouzivanymi v HILIC (acetonitril, metanol)
vznika difuzna vodna vrstva so znizujicim sa kon-
centratnym gradientom vody smerom do mobilne;j
fazy (Obr.1).

Prevazne organickd
mobilnd fdza

Imobilizovand
vodnd vrstva

Poldrna
staciondrna faza

Obrazok 1 Schematicky obrazok diftiznej vodnej vrstvy
na povrchu polarnej stacionarnej fazy v HILIC

Analyt, ktory je rozpusteny v mobilnej faze tak pod-
lieha rozdel'ovaniu medzi dve kvapalné fazy: 1. na
vodu bohatsiu stacionarnu fazu a 2. prevazne orga-
nickl mobilnt fazu. Polarnejsie analyty maji potom
vy$$iu afinitu k ¢iastone imobilizovanej vodnej
vrstve nez k organickej mobilnej faze.

Separacia karboxylovych kyselin

Z karboxylovych kyselin sa autori vo vicSine
prac zaoberali separaciou aromatickych kyselin
aich derivatov. Greco akol. Studovali separaciu
hydroxy-, dihydroxy- a trihydroxybenzoovych ky-
selin spolu s aminobenzoovymi kyselinami na zwit-
teridbnovej (ZIC) stacionarnej faze a sledovali vplyv
pridavku acetonitrilu do mobilnej fazy, vplyv kon-
centracie soli v mobilnej faze a zmenu pH. Z name-
ranych vysledkov autori dospeli k zaveru, ze sepa-
ra¢ny mechanizmus tychto kyselin je riadeny rozde-
lovanim a pravdepodobne aj adsorpciou [10]. Guo
a kol. studovali vplyv chromatografickych podmie-
nok na separaciu Siestich karboxylovych aromatic-
kych kyselin na réznych stacionarnych fazach (ami-
dova, aspartamidova, silikagélova, sulfobetainova
na Cistej silikagélovej stacionarnej faze a sulfobetai-
novej stacionarnej faze. Naopak vel'mi silné zadrza-
nie vykazovali testované kyseliny na aminovej sta-
cionarnej faze [11]. Skerikova a Jandera separovali
jedenast’ fenolovych kyselin metodami HILIC a re-
verznofazovou chromatografiou (RP-LC). HILIC
separacia sa ukazala byt u¢innejsia oproti RP-LC,
kedy za pouzitia gradientovej elucie sa im podarilo
metédou HILIC odseparovat’ desat’ z jedenastich
testovanych fenolovych kyselin, zatial' ¢o metodou
RP-LC odseparovali len sedem kyselin [12]. Feno-
lové kyseliny boli predmetmi zdujmu aj v inych pra-
cach [13, 14].

Stadium separacie jednoduchych alifatickych
karboxylovych kyselin v HILIC nebolo uskuto¢tio-
vané v takom rozsahu ako v pripade aromatickych
karboxylovych kyselin. Separacia homocysteinu,
kyseliny metylmalonovej akyseliny jantarovej
v klinickej diagnostike bola uskuto¢nena Appelbla-
dom a Abrahamssonom na sulfoalkylbetainovej ZIC
stacionarnej faze s hmotnostnou detekciou [15]. Ky-
selina jantarova a mliecna a d’alSie organické latky
boli stanovené v metabolomickych stadiach [16].
Kyselina vinna, ferulova a citronova boli stanovené
v dzasoch a vinach [17]. Jedna z mala prac, ktora sa
zaoberala separaciou viacsicho poctu alifatickych
karboxylovych kyselin bola praca Kitanovskeho
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a kol. [18]. Separaciu jedenastich alifatickych kar-
boxylovych kyselin uskutocnili na amidovej koléne
a nasledne aplikovali na ich stanovenie v atmosfé-
rickych aerosélov. Marrubini a kol. porovnavali se-
lektivitu separacie alifatickych karboxylovych kyse-
lin na $tyroch ZIC stacionarnych fazach. Ako mo-
bilnu fazu pouzili fosfore¢nanovy tlmivy roztok
s hodnotou pH 7,5, ktora v kone¢nom dosledku ne-
bola vhodné nakolko spdsobovala upchatie kolony
priblizne po 50-tich davkovaniach [19].

Z nastudovanej literatiry vyplyva, Ze vyuZitie
HILIC na separaciu polarnych latok v dne$nej dobe
stale narasta. Okrem separacie karboxylovych kyse-
lin sa vyuziva predovSetkym na separaciu cukrov
v jedle a napojoch [20], cukrov v tradi¢nej ¢inskej
medicine [21], glykozaminoglykanov [22] a glyko-
proteinov [23]. MnozZstvo prac sa zaobera separaciou
aminokyselin [ 10], nukleovych kyselin, nukleozidov
[24], flavonoidov [25], peptidov [26] a proteinov
[27]. HILIC nasla vyuzitie aj vo farmaceutickom
priemysle, kde je nevyhnutnostou stanovenie polar-
nych u€innych farmaceutickych latok na nizkych
koncentra¢nych trovniach, kde pouzitie RP-LC me-
tody nepostacuje. Medzi zaujimavé aplikacie HILIC
patri stanovenie folatov (kyselina listova, tetrahyd-
rofolat, 5-metyltetrahydrofolat a 5-formyltetrahyd-
rofolat) v l'udskej plazme [28].

MATERIAL A METODY

Chemikalie

Vsetky Standardné latky testovanych karboxylo-
vych kyselin boli zaobstarané¢ od firmy Merck
(Darmstadt, Nemecko). Nazvy testovanych kyselin
a ich skratky st uvedené v tabul’ke 1. Zasobné roz-
toky alifatickych karboxylovych kyselin boli pripra-
vené rozpustenim prislusnej hmotnosti, pripadne
zriedenim prislusného objemu v acetonitrile < 99 %
(Merck, Darmstadt, Nemecko). Octan amoénny
(NH4Ac) od firmy Merck (Darmstadt, Nemecko),
bol pouzity na pripravu timivého roztoku a mobilne;j
fazy. Na pripravu vSetkych vodnych roztokov bola
pouzitd ultracista deionizovana voda, ktora bola pri-
pravena syst¢émom Water Pro PS (Labconco, USA)
anasledne bola precistenad systémom Simplicity®™
Ultrapure (Milipore, Molsheim, Franctzsko).

Priprava zasobnych roztokov

Zasobné roztoky alifatickych karboxylovych ky-
selin: §tavelova, malénova, metylénjantarova, fu-
marova, maleinova, jantarova, jabl¢n4, vinna, gluta-
rova, o koncentracii 10 g/l a kyseliny adipova, pime-
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Tabulka 1 Nazvy a skratky testovanych kyselin

Skratka Trividlny nazov kyseliny
ADI Kyselina adipova
FOR Kyselina mravcia
FUM Kyselina fumarova
GLT Kysetlina glutarova
GLU Kyselina glukénova
LAC Kyselina mlie¢na
MAL Kyselina jabl¢na
MLE Kyselina maleinova
MLO Kyselina malénova
MSC Kyselina metylénjantarova
OXA Kyselina §tavel'ova
PIM Kyselina pimelova
PRO Kyelina propiénova
SUB Kyselina suberova
SUC Kyselina jantarova
TAR Kyselina vinna

lova a suberova, ktorych koncentracie boli 5 g/1 boli
pripravené rozpustenym 250 mg, resp. 125 mg Stan-
dardnej latky v 25 ml 80% vodného roztoku aceto-
nitrilu. Zasobné roztoky alifatickych karboxylovych
kyselin: mravcia, propiénova, mliecna a glukéonova
o koncentracii 10 ml/l boli pripravené napipetova-
nim 250 pl $tandardného roztoku do 25 ml odmerne;j
banky a boli doplnené 80% vodnym roztokom ace-
tonitrilu. Nasledne boli zasobné roztoky prefiltro-
vané cez PTFE mikrofilter Econofilter (25 mm /
0,20 um). Pracovné roztoky alifatickych karboxylo-
vych kyselin boli pripravené zriedenim zasobnych
roztokov pouzitou mobilnou fazou. Vodny roztok
octanu amonneho bol pripraveny navazenim prislus-
nej hmotnosti octanu aménneho a jeho rozpustenim
v ultracistej deionizovanej vode. Vodny roztok oc-
tanu amoénneho a acetonitrilu bol vzdy zmieSany
mimo chromatografického systému. Vyslednd mo-
bilna faza bola nasledne upravend pomocou ultra-
zvukovej vane po dobu 15 minut.

Pristroje a zariadenia

Na separaciu karboxylovych kyselin bol pouzity
kvapalinovy chromatograf Elite LaChrom od firmy
Merck — Hitachi (Darmstadt, Nemecko). Namerané
data boli vyhodnotené pomocou programu EZ-
Chrom Elite ver. 3.1.7.

Na separaciu kyselin bola pouzitd chromatogra-
ficka kolona SeQuant ZIC-HILIC (150 x 4,6 mm
LD, 5 um) so sulfobetainovymi funkénymi skupi-
nami (Merck, Darmstadt, Nemecko).
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VYSLEDKY A DISKUSIA

V nalej §tadii sme na separaciu vybranych alifa-
tickych kyselin pouzili HPLC v HILIC méde v kom-
binacii s UV detekciou. Mobilna faza v HILIC po-
zostavala z acetonitrilu a vodného roztoku octanu
amonneho. Na separaciu bola pouzita izokraticka
elucia. Studovali sme rozne chromatografické pod-
mienky vratane obsahu vody v mobilnej faze, latko-
vej koncentracie octanu amoénneho (idnova sila)
a teploty kolony.

Zmena zloZenia mobilnej fazy mala vel'ky vplyv
na zadrzanie alifatickych karboxylovych kyselin
v HILIC. ZvySenim obsahu vody v mobilnej faze sa
eluéné casy alifatickych karboxylovych kyselin
skracovali, nakol’ko, voda v HILIC predstavuje naj-
silnejsie eluéné Cinidlo. Zadrzanie polarnych latok je
preto so vzrastajucim obsahom vody vo vodno-orga-
nickej mobilnej faze mensie. Pri zvySeni latkovej
koncentracie octanu aménneho v mobilnej faze, do-
Slo k zvySeniu hodnot retenénych faktorov alifatic-
kych karboxylovych. Mohlo to byt spésobené zni-
zenim elektrostatickych interakcii medzi analytmi
a stacionarnou fazou, nakol'’ko pouzita koléna obsa-
huje nabité sulfobetainové funkéné skupiny.

Pri zmene teploty kolony sme pozorovali nezvy-
¢ajné spravanie kyseliny $tavel'ovej, vinnej a fuma-
rovej kedy sa ich hodnoty retenénych faktorov so
zvySujucou sa teplotou zvacSovali. Pre ostatné ana-
lyty sa hodnoty reten¢nych faktorov znizovali. Toto
spravanie naznacuje ze primarny separa¢ny mecha-
nizmus kyseliny $tavel'ovej, vinnej a fumarovej je
odli$ny od primarneho separa¢ného mechanizmu os-
tatnych testovanych kyselin.

Na obrazku 2 je zobrazena separacia alifatickych
kyselin, kedy za optimalnych chromatografickych
podmienok bola dosiahnuta separacia s rozlisenim
vacsim ako 1 pre ¢o najvacsi pocet testovanych ky-
selin. Zo zdznamu moézeme vidiet, ze vietky testo-
vané kyseliny boli na koléne zadrzané a vSetky,
okrem kyseliny glutarovej a kyseliny jantarovej, boli
odseparované. Nedostatkami vyvinutej metody je
dlhsi ¢as separacie testovanych kyselin a tvar pikov,
ktory je pre dlhsie zadrzané kyseliny $ir$i a pre po-
sledné dve elujuce kyseliny, kyselinu vinnu a §tave-
Povi, ma chvostujuci charakter. Tieto nedostatky je
mozné upravit’ zmenou stacionarnej fazy, pripadne
zmenou mobilnej fazy.
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ZAVER

V tejto praci sme sa zaoberali mozZnost'ou vyuzi-
tia HILIC metddy na separaciu alifatickych karbo-
xylovych kyselin. Na zaklade zatial' dosiahnutych
vysledkov, méZzeme konstatovat, ze aj napriek nie-
ktorym nedostatkom ma HILIC metdda vel’ky po-
tencial v separdcii malych polarnych molekul, ktory
je potrebné nad’alej rozvijat’. V budiicnosti sa preto
budeme venovat §tiidiu separacie polarnych latok na
réznych HILIC stacionarnych fazach a zameriame
sa na separaciu alifatickych kyselin, ¢i uz medicin-
skeho alebo potravinarskeho vyznamu a ich stano-
venim v realnych vzorkach.
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