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1. ⁄vod

Zwitterionick˝ charakter, ale najm‰ absencia chromofÛ-
rov, fluorofÛrov, alebo elektrofÛrov v molekul·ch v‰Ëöiny
aminokyselÌn1 (AA), ktorÈ by umoûnili ich citliv˙ a selektÌvnu
detekciu, maj˙ za n·sledok, ûe AA sa technikami kapil·rnej
elektroforÈzy (CE) analyzuj˙ prevaûne vo forme deriv·tov
(viÔ naprÌklad prehæadnÈ pr·ce z poslednÈho obdobia2-7). V˝-
ber derivatizaËnej reakcie, vhodnej CE techniky (kapil·rna
zÛnov· elektroforÈza (CZE), micel·rna elektrokinetick· chro-
matografia (MEKC), kapil·rna elektrochromatografia (CEC),
kapil·rna izotachoforÈza (CITP)) a spÙsobu detekcie (predko-
lÛnov·, pokolÛnov·, alebo spojen· s reakciu priamo v kolÛne)
s˙ vz·jomne ˙zko previazanÈ.

Derivatiz·cia AA priamo v CE kolÛne (in-column deriva-
tiz·cia4,5,8-11) je veæmi atraktÌvna (derivatiz·cia a separ·cia
prebiehaj˙ s˙Ëasne, jednoduchÈ experiment·lne usporiadanie
a znÌûenÈ n·roky na manipul·ciu so vzorkou). Na druhej
strane, reprodukovateænosù derivatiz·cie realizovanej t˝mto
spÙsobom je ovplyvnen· injekt·ûou vzorky a Ëinidla, apliko-
van˝m nap‰tÌm, reakËn˝m Ëasom a in˝mi menej z·vaûn˝mi
faktormi9,11. Derivatiz·cia v on-line kombin·cii s CE separ·-
ciou je prakticky nevyhnutn· v monitoringu r˝chlych zmien
AA vo vzork·ch odobrat˝ch zo ûiv˝ch organizmov12.

V tejto pr·ci je venovan· pozornosù derivatizaËn˝m reak-
ci·m AA najm‰ z hæadiska reakËn˝ch podmienok, chemickej
povahy vznikaj˙cich deriv·tov a ich detekcie nav‰zuj˙cej na
CE separ·ciu.

2. Charakteriz·cia derivatizaËn˝ch reakciÌ
a metÛd

Prevaûn· Ëasù derivatizaËn˝ch Ëinidiel pouûÌvan˝ch v CE
aminokyselÌn (tabuæka I) poskytuje deriv·ty, v ktor˝ch je
prÌsluön· funkËn· skupina naviazan· na aminoskupinu AA.
T˝m zanik· zwitterionick˝ charakter v‰Ëöiny AA a deriv·ty
s voænou karboxylovou skupinou s˙ separovateænÈ v anionic-
kom reûime. V menöej miere sa v CE aminokyselÌn vyuûÌvaj˙
derivatizaËnÈ reakcie, ktor˝ch sa z˙ËastÚuje karboxylov· sku-
pina AA (vznik esterov) a rekcie ved˙ce k vzniku elektrone-
utr·lnych deriv·tov (tiohydantoÌn deriv·ty). Pre pokolÛnov˙
detekciu mÙûu byù aplikovanÈ aj Ëinidl· tvoriace s rÙznymi
AA identick˝ produkt.

2 . 1 . T v o r b a i z o i n d o l o v

V CE aminokyselÌn sa najËastejöie vyuûÌvaj˙ derivatizaË-
nÈ reakcie AA poskytuj˙ce izoindoly (schÈma (1) na obr. 1).
NajËastejöie vyuûÌvan˝m derivatizaËn˝m Ëinidlom patriacim
do tejto skupiny je dialdehyd kyseliny o-ftalovej (OPA). OPA
pri laboratÛrnej teplote, v z·saditom prostredÌ a v prÌtomnosti
tiolu reaguje prakticky okamûite s prim·rnymi AA (tabuæ-
ka II), za vzniku 1-alkyltio-2-alkyl-substituovan˝ch izoindo-
lov13. Reakciu sprev·dza len obmedzen· tvorba detekciu ru-
öiacich interferentov a preto m· predpoklady na vyuûitie k de-
rivatiz·cii AA priamo v separaËnej kapil·re8,9,11,14 v spojenÌ
s veæmi citlivou fluorescenËnou alebo elektrochemickou de-
tekciou.

Niûöia stabilita deriv·tov, tvorba zmesn˝ch a viacn·sobne
derivatizovan˝ch produktov a nepouûiteænosù k detekcii se-
kund·rnych AA (cit.13,15) s˙ obmedzuj˙ce faktory pouûitia
OPA v CE. K zv˝öeniu stability vznikaj˙cich produktov sa
vyuûÌvaj˙ nukleofily alternatÌvne k 2-merkaptoetanolu (kyse-
lina 3-merkaptopropiÛnov·, N-acetyl-L-cysteÌn, Boc-L-cyste-
Ìn, N-acetyl-D-penicilamÌn, N-izobutyryl-L-cysteÌn, 2,3,4,6-
-tetra-O-acetyl-1-tio-β-D-glukopyranÛza, HS , CNñ)11,15-17.
RieöenÌm je aj n·hrada OPA nov˝mi Ëinidlami (naftalÈn-2,3-
-dikarboxyaldehyd (NDA); 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolÌn-
-karboxyaldehyd)18-20.

2 . 2 . T v o r b a t i o k a r b a m y l / t i o h y d a n t o i n
d e r i v · t o v

Skupina Ëinidiel poskytuj˙ca tiokarbamyl a n·sledne tio-
hydantoÌn deriv·ty AA (schÈma (2) na obr. 1) m· v molekule
reaktÌvnu izotiokyan·tov˙ funkËn˙ skupinu. »inidl· reaguj˙
nielen s voænou aminoskupinou, ale aj s OHñ iÛnmi, priËom
r˝chlostnÈ konötanty oboch reakciÌ s˙ podobnÈ21,22. DÙsled-
kom tohoto s˙ relatÌvne dlhÈ reakËnÈ Ëasy a praktick· vyuûi-
teænosù len v prÌpadoch, ak vzorka obsahuje AA v relatÌvne
vysok˝ch koncentr·ciach23. Aj keÔ je pracovn˝ postup cha-
rakteristick˝ pre t˙to skupinu derivatizaËn˝ch Ëinidiel dosù
zdÂhav˝, v prÌpade derivatiz·cie optick˝ch izomÈrov mÙûe byù
jednoduchöÌ a r˝chlejöÌ ako pri pouûitÌ Ëinidiel prin·leûiacich
do in˝ch skupÌn24,25. Na rozdiel od Ëinidiel tvoriacich s AA izo-
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Tabuæka I
DerivatizaËnÈ Ëinidl· pouûÌvanÈ v CE anal˝ze aminokyselÌn

Charakteristika reakcie DerivatizaËnÈ Ëinidloa

Tvorba izoindolov OPA9, NDA19, CBQCA20, IDA14

Tvorba tiokarbamyl/tiohydantoin deriv·tov PITC31, DABITC74, FITC22, GITC24, NPITC75, SNEIT25, SAMBI25, PAPITC35,
ILITC76, DBD-NCS32, PDITC77, CDITC78, AITC26, BITC26, BEITC26, PEITC26,
TCITC27, TRITC29, NBD-PyNCS79

Tvorba sulfonamidov Dns-Cl34, Dbs-Cl80, BANS-Cl35

Tvorba amidov
(i) ätiepenie sukcinimidyl esteru SINC42, SET43, DCCS43, SEDC40, SETC27, NAS35, AQC41, SEP44, CFSE39

(ii) Reakcia acyl ñ halogenidu DNB-Cl47, ARC-Cl45, CRA-Cl46, CRP-Cl45

(iii) Reakcia anhydridu DBT51, DAT51, AKC81

Tvorba uret·nov FMOC-Cl52, FLEC-Cl53, AEOC-Cl82, APOC-Cl83

Tvorba N-aryl aminokyselÌn DNFB65, DNFB-L-Ala84, NBD-F64, FDNDEA60, TNBS62

InÈ derivatizaËnÈ reakcie fluorescamin66, MDF35, DTNB69, pyridoxal35, PQQ68, HLTE67, alkoholy (estery
AA)72, Cu2+ chel·t70, N-terc-butyloxykarbonyl deriv·ty73

a Zoznam pouûit˝ch skratiek

indoly mÙûe byù pracovn˝ postup komplikovan˝ aj potrebou
izolovaù nadbytok Ëinidla a vedæajöie reakËnÈ produkty22,26. Na
druhej strane, reaktivitu izotiokyan·tovej skupiny charakte-
rizuje dobr· selektivita k prim·rnym a sekund·rnym amino-
skupin·m (fenolickÈ hydroxyly ani imidazolovÈ skupiny AA
nereaguj˙). Izotiokyan·ty do molek˙l AA vn·öaj˙ fluorofÛry
(fluoresceÌn, tetrametylrodamÌn), ktorÈ maj˙ vysokÈ mol·rne
absorptivity a vysokÈ kvantovÈ v˝ùaûky fluorescencie aj v po-
rovnanÌ s deriv·tmi tak˝ch Ëinidiel ako s˙ OPA, NDA, alebo
danzyl (Dns)-Cl. DetekËnÈ limity AA derivatizovan˝ch fluo-
resceÌn izotiokyan·tom28 a tetrametylrodamÌn izotiokyan·-
tom29 s˙ na ˙rovni 10-21 mol (10-12 mol.l-1). Spojenie takejto
extrÈmnej detekËnej citlivosti s vysokou selektivitou d·va
predpoklady pre ich vyuûitie v ultrastopovej anal˝ze AA aj
v zloûit˝ch biologick˝ch matriciach30. Prinajmenöom dve z Ëi-
nidiel vyuûÌvaj˙cich tvorbu tiohydantoÌn deriv·tov maj˙ oso-
bitnÈ postavenie v r·mci celÈho s˙boru derivatizaËn˝ch metÛd
pre AA a peptidy. S˙ to fenyl izotiokyan·t31 (PITC) a 7-[(N,N-
-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl  izotiokya-
n·t32, ktorÈ umoûÚuj˙ spoæahliv˙ sekvenËn˙ anal˝zu proteÌ-
nov a peptidov (Edmanov sekvenËn˝ postup). DruhÈ zo spo-
mÌnan˝ch Ëinidiel je alternatÌvou k PITC a jeho prednosùou je
tvorba intenzÌvne fluoreskuj˙cich deriv·tov.

2 . 3 . T v o r b a s u l f o n a m i d o v

Tvorbu sulfonamidov charakterizuje reakËn· schÈma (3)
na obr. 1. Deriv·ty AA s˙ vo vöeobecnosti stabilnÈ a v CE
dobre detegovateænÈ33,34. DerivatizaËn˝ postup je jednoduchöÌ
a r˝chlejöÌ (hoci v niektor˝ch prÌpadoch s˙ poûadovanÈ vyööie
teploty), naprÌklad v porovnanÌ s prÌpravou tiohydantoÌn deri-
v·tov35. Potreba odstr·niù potenci·lne interferenty (nadbytok
Ëinidla a jeho hydrolytickÈ produkty) vöak zost·va36, pretoûe
treba uvaûovaù riziko spont·nnej reakcie nadbytku Ëinidla
(naprÌklad Dns-Cl) s AA deriv·tmi za vzniku fluoreskuj˙ceho
amidu (Dns-amidu). Nev˝hodou je niûöia reakËn· selektivita
sulfonylchloridov. Tieto, okrem prim·rnych a sekund·rnych
aminoskupÌn, reaguj˙ aj s fenolick˝mi hydroxy- a imidazolo-
v˝mi skupinami AA, priËom reakËnÈ v˝ùaûky veæmi z·visia

od koncentr·cie Ëinidla. V kontexte s tvorbou sulfonamidov
je potrebnÈ poznamenaù, ûe danzyl·cia je jedinou beûnou
derivatizaËnou reakciou, ktor· je vhodn· na spoæahliv˙ detek-
ciu a stanovenie cystÌnu37.

2 . 4 . T v o r b a a m i d o v

Deriv·ty AA vyznaËuj˙ce sa amidickou v‰zbou AA na
Ëinidlo s˙ veæmi stabilnÈ38 a ich prÌprava je obvykle jedno-
duch·. V literat˙re bola opÌsan· prÌprava amidov prinajmen-
öom tromi spÙsobmi: (i) ötiepenÌm sukcinimidyl esteru v mo-
lekule Ëinidla pri reakcii s AA, (ii) reakciou acyl-halogenidu
a (iii) reakciou esteru s AA.

»inidl· s reaktÌvnou sukcinimidyl esterovou  funkËnou
skupinou s˙ najËastejöie vyuûÌvanÈ l·tky viaû˙ce fluorofÛr na
AA amidickou v‰zbou (schÈma (4a) na obr. 1). Ich hydroly-
tick· stabilita je dan· povahou fluorofÛru naviazanÈho na ester
a naprÌklad, sukcinimidyl estery trikarbocyanÌnov˝ch farbÌv
hydrolyzuj˙ veæmi æahko, k˝m ich izotiokyan·ty s˙ podstatne
stabilnejöie27. V prÌpade fluoresceÌnu je situ·cia obr·ten·39. Vo
vöeobecnosti je pre sukcinimidyl estery a ich AA deriv·ty
charakteristick· hydrol˝za pri vyööÌch hodnot·ch pH (cit.40).
Na druhej strane, ich reakËnÈ r˝chlosti s aminoskupinami s˙
o  viac ako jeden dekadick˝  poriadok  vyööie v porovnanÌ
s koreöponduj˙cimi izotiokyan·tmi (naprÌklad v prÌpade fluo-
resceÌnu) a tieto Ëinidl· derivatizuj˙ AA obsiahnutÈ vo vzorke
aj na nanomol·rnej koncentraËnej ˙rovni39 (o tri dekadickÈ
poriadky niûöie koncentr·cie v porovnanÌ s prÌsluön˝mi izo-
tiokyan·tmi40). NiektorÈ Ëinidl· tejto skupiny sa vyznaËuj˙
prakticky okamûitou reakciou s AA (6-aminochinolyl-N-hy-
droxysukcinimidoyl karbam·t41 a sukcinimido α-naftylkarba-
m·t42). Celkov˝ derivatizaËn˝ postup s uveden˝mi Ëinidlami
je jednoduch˝, pretoûe produkty r˝chlo hydrolyzuj˙ceho nad-
bytku Ëinidla (vzhæadom na ich nÌzku fluorescenciu) nie je
potrebnÈ  z  reakËnej  zmesi odstraÚovaù. Na  druhej strane,
interferencie hydrolytick˝ch produktov s˙ v˝znamnÈ pre v‰Ë-
öinu ostatn˝ch derivatizaËn˝ch reakciÌ prin·leûiacich do tejto
skupiny40,43. ProstrednÌctvom sukcinimidyl esteru sa za mier-
nych reakËn˝ch podmienok vn·öaj˙ do molek˙l AA veæmi
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citlivo detegovateænÈ fluorofÛry (cyanÌnovÈ27,40, pyronÌnovÈ44,
tiazÌnovÈ43, rodamÌnovÈ a fluoresceÌnovÈ39 farbiv·).

Deriv·ty vznikaj˙ce reakciou acylhalogenidu s AA (schÈ-
ma (4b) na obr. 1) sa vyznaËuj˙ veæmi dobrou stabilitou. De-

(1)

(2)

(3)

(4a)

(4b)

(4c)

(5)

(6)

Obr. 1. SkupinovÈ reakËnÈ schÈmy charakterizuj˙ce derivatizaËnÈ reakcie aminokyselÌn v CE. (1) Tvorba izoindolov; (2) tvorba
tiokarbamyl/tiohydantoin deriv·tov; (3) tvorba sulfonamidov; (4) tvorba amidov: a) ötiepenÌm sukcinimidyl esteru v Ëinidle, b) reakciou
acyl-halogenidu, c) reakciou anhydridu; (5) tvorba uret·nov; (6) tvorba N-aryl aminokyselÌn. DET = detekËne aktÌvna Ëasù molekuly
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Tabuæka II
Charakteriz·cia derivatizaËn˝ch reakciÌ najËastejöie pouûÌvan˝ch v CE aminokyselÌn

»inidlo R˝chlosùa Teplotab DerivatizaËn˝ Derivatiz·cia Stabilita
reûimc 2∞AAd deriv·tue

OPA +++ lab pre, post, in ñ +
NDA ++ lab pre ñ +/++
CBQCA ++ lab pre, in ñ ++
PITC ++f; +g lab/+ pre + ++
FITC ++f; +g pre + ++
Dns-Cl ++ lab/+ pre + ++/+++
Dbs-Cl ++ + pre + +++/++
AQC +++ lab pre + ++/+
SEDC ++/+++ lab pre + ++/+
FMOC-Cl +++ lab pre + +++
AEOC-Cl +++ lab pre + +++
DNFB ++ lab pre + +++/++
NBD-F +++ pre, post + +++
Fluorescamin +++ + pre, post, in ñ ++

a äk·la r˝chlosti reakcie: +++ = sekundy aû min˙ty, ++ = desiatky min˙t aû hodina, + = viac ako hodina; b reakËn· teplota: + =
zv˝öen·, lab = laboratÛrna; c derivatiz·cia: pre = predkolÛnov·, post = pokolÛnov·, in = priamo v kolÛne; d reakcia so
sekund·rnymi AA: + = Ëinidlo reaguje, ñ = Ëinidlo nereaguje; e stabilita deriv·tov v roztoku: +++ = dlhodob· (dni), ++ =
kr·tkodob· (hodiny), + = nÌzka (min˙ty); f tiokarbamyl; g tiohydantoÌn

tekËn· citlivosù novöie pripraven˝ch fluorogÈnnych deriv·-
tov45,46 a UV ûiarenie absorbuj˙cich dinitrobenzoyl deriv·-
tov47 (DNB) je len priemern·. V prÌpade DNB je pozoruhodn·
derivatiz·cia Ëinidlom naviazan˝m na pevn˝ polymÈrny no-
siË48. Tento spÙsob derivatiz·cie mÙûe byù v˝znamn˝m prÌ-
nosom v celkovom zjednoduöenÌ pracovnÈho postupu, pretoûe
eliminuje purifik·ciu reakËnej zmesi.

ZdÂhav˝ a n·roËn˝ pracovn˝ postup (reakcia v nevodnom
prostredÌ49-51) mÙûe byù dÙvodom, preËo sa na prÌpravu ami-
dick˝ch deriv·tov AA pouûÌvaj˙ anhydridy len zriedkavo
(schÈma (4c) na obr. 1).

2 . 5 . T v o r b a u r e t · n o v

Skupinu Ëinidiel, ktorÈ reaguj˙ s AA za vzniku uret·nov
(schÈma (5) na obr. 1) charakterizuje prakticky okamûit· re-
akcia a veæmi mierne reakËnÈ podmienky52,53. Najzn·mejöÌm
Ëinidlom patriacim do tejto skupiny je 9-fluorenylmetylchlo-
roform·t (FMOC-Cl). V˝ùaûok reakcie pre toto Ëinidlo je
konötantn˝ v öirokom intervale mol·rneho pomeru Ëinidla
k analytu54, priËom detekËn· citlivosù deriv·tov vo fluores-
cenËnom reûime optickej detekcie je podobn· ak˙ maj˙ izo-
indoly. Citlivosù v absorpËnom reûime je vyööia a naprÌklad
absorptivita antracÈnovÈho fluorofÛru 2-(9-antryl)etyl chloro-
form·tu (AEOC-Cl) pri vlnovej dÂûke jeho absorpËnÈho maxi-
ma (256 nm) je aû 180000 l.mol-1.cm-1 (cit.55) (pravdepodobne
najcitlivejöia UV absorbËn· fotometrick· detekcia AA). Na
rozdiel od izoindolov, uret·ny s˙ vytv·ranÈ reakciou prim·r-
nych aj sekund·rnych AA. T·to skutoËnosù bola vyuûit· pri
selektÌvnom stanovenÌ sekund·rnych AA vedæa prim·rnych
kombin·ciou OPA a FMOC-Cl (cit.56). œalöÌm v˝znamn˝m
rozdielom v porovnanÌ s izoindolmi je mimoriadna stabilita
uret·nov. UvedenÈ vlastnosti podmieÚuj˙ öirokÈ praktickÈ
vyuûitie tohto derivatizaËnÈho prÌstupu52,56. Jeho najv·ûnejöia

nev˝hoda s˙visÌ s tendenciou nadbytku Ëinidla vytv·raù hy-
drolytickÈ produkty interferuj˙ce v detekcii. Nadbytok Ëinidla
mÙûe v niektor˝ch prÌpadoch spont·nne reagovaù s deriv·tmi
AA a so svojim hydrolytick˝m produktom v reakËnej zme-
si57,58. Preto v pracovnom postupe musÌ byù zahrnutÈ odstr·-
nenie interferentov extrakciou, alebo reakciou nadbytku Ëinid-
la s vhodn˝m amÌnom54. Poûiadavky na minim·lnu koncen-
tr·ciu analytu vo vzorke59 (10-7 mol.l-1) a niûöia selektivita
reakcie (reakcia s imidazolom histidÌnu a s fenolick˝m hydro-
xylom tyrozÌnu) s˙ Ôalöie, avöak aj pre v‰Ëöinu derivatizaË-
n˝ch metÛd typickÈ obmedzenia.

2 . 6 . T v o r b a N - a r y l a m i n o k y s e l Ì n

Aromatick· nukleofiln· substit˙cia (schÈma (6) na obr. 1)
je klasickou reakËnou schÈmou v derivatiz·cii AA. »inidl·
patriace do tejto skupiny s˙ charakterizovanÈ vysokou stabi-
litou produktov60 a reakËnou r˝chlosùou ktor· ich predurËuje
k pouûitu len v predkolÛnovom derivatizaËnom reûime. äpe-
cificita derivatizaËnej reakcie mÙûe z·visieù od stupÚa sub-
stit˙cie aromatickÈho systÈmu Ëinidla (naprÌklad, 2,4-dini-
trofluÛrbenzÈn61 (DNFB) na rozdiel od 2,4,6-trinitrobenzÈn-
sulfÛnovej  kyseliny62 (TNBS) reaguje  okrem  tiolov˝ch  aj
s imidazolov˝mi skupinami a fenolick˝mi hydroxylmi AA).
OsobitnÈ postavenie DNFB v r·mci tejto skupiny je danÈ jeho
schopnosùou ötiepiù koncov˙ AA v proteÌnoch a peptidoch63.
Optick· a elektrochemick· detekcia produktov Ñklasick˝chì
Ëinidiel tejto skupiny (DNFB a TNBS) je selektÌvna, ale m·lo
citliv· v porovnanÌ s fluorescenËnou detekciou AA vo forme
ich izoindolov, uret·nov alebo amidov ak s˙  fluorofÛrmi
cianÌn, rodamÌn alebo fluoresceÌn.

7-Fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol64 (NBD-F) je vhod-
nou alternatÌvou k DNFB a TNBS, pretoûe okrem vysokej
detekËnej selektivity a citlivosti intenzÌvne fluoreskuj˙cich
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Tabuæka III
Detekcia v CE najËastejöie vyuûÌvan˝ch deriv·tov aminokyselÌn

»inidlo DetekËn· technikaa Citlivosùb Selektivitac DId

OPA FD (325ñ350 nm), AD (UV), ED +++,+/++,++ ++,+/++,++ ñ
NDA FD (442ñ488 nm), AD (420 nm), ED +++,++/+,++ +++/++,++/+++,++ ñe

CBQCA FD (442 nm) +++/++ +++/++ ñ
PITC AD (UV), ED +,+/++ +,++ +
FITC FD (490 nm) +++ +++/++ +
Dns-Cl FD, AD (325 nm) ++,+/++ ++,+/++ +
Dbs-Cl AD (458 nm) ++/+ ++/+++ +
AQC FD, AD (UV) ++,+/++ ++,+/++ ñ
SEDC FD (667 nm) +++ +++ +
FMOC-Cl FD, AD (248ñ265 nm) ++/+++,+/++ ++,+ +
AMOC-Cl FD, AD (256ñ386 nm) +++/++,+++/++ ++,++ +
DNFB AD (UV, VIS), ED +,++ ++/+++,++ +
NBD-F FD (464ñ488 nm) ++ +++ ñ
Fluorescamin FD (780 nm) +++ +++ +f

a FD ñ fluorescenËn·, AD ñ absorpËn·, ED ñ elektrochemick· detekcia; b ök·la citlivosti detekcie: +++ = amol-ymol, ++ = fmol,
+ = pmol; c ök·la selektivity detekcie: +++ = vysok·, ++ = dobr·, + = nÌzka; d detekËnÈ interferencie (DI): ñ = nev˝znamnÈ, + =
v˝znamnÈ v dÙsledku nadbytku Ëinidla a/alebo tvorby vedæajöÌch reakËn˝ch produktov; e ûlt˝ precipit·t; f laktÛny

AA deriv·tov umoûÚuje aj jednoduch˝ a r˝chly pracovn˝
postup pre pred- a pokolÛnov˝ derivatizaËn˝ reûim, nakoæko
samotnÈ Ëinidlo nefluoreskuje. V˝hodou vnesenia m·lo ob-
jemnÈho substituenta do molekuly AA (naprÌklad tvorba N-
-aryl AA) s˙ dobrÈ elektroforetickÈ vlastnosti deriv·tov65.

2 . 7 . M e n e j p o u û Ì v a n È d e r i v a t i z a Ë n È
r e a k c i e

V tejto Ëasti s˙ diskutovanÈ derivatizaËnÈ reakcie, ktorÈ
neprin·leûia do vyööie uveden˝ch skupÌn a s˙ pouûÌvanÈ v spo-
jenÌ s CE separ·ciami AA len sporadicky.

Fluorescamin sa v CE aminokyselÌn nepouûÌval pre jeho
nev˝hody (nereaguje so sekund·rnymi AA, pracovn˝ postup
musÌ zohæadÚovaù nestabilitu Ëinidla a jeho nÌzku rozpustnosù
vo vode, vznik vedæajöÌch produktov, ako aj poûiadavku na
zv˝öen˙ teplotu)35. PouûitÌm nov˝ch detekËn˝ch prÌstupov
(lasery s vysokou intenzitou svetelnÈho toku) vöak boli spoz-
nanÈ prednosti tohto Ëinidla66 (mimoriadne vysok· detekËn·
citlivosù a selektivita v dÙsledku neobvyklej vlnovej dÂûky
pouûitej v excit·cii (viÔ tabuæka III) a derivatiz·cie AA obsiah-
nut˝ch vo vzork·ch aj na veæmi nÌzkej koncentraËnej ˙rovni).

Z ÔalöÌch Ëinidiel si zasluhuje pozornosù 2-metoxy-2,4-
-difenyl-3-(2H)-furanÛn (MDF), ktor˝ na rozdiel od svojich
deriv·tov AA nefluoreskuje35. Veæmi öpecifickÈ urËenie m·
reakcia pyridoxalu s NaBT3, ktorou sa pripravuj˙ deriv·ty
detegovateænÈ extrÈmne selektÌvnou r·diometrickou detekci-
ou35. Na druhej strane, hydrochinÛny67 a chinÛny (a ich sub-
stituovanÈ analÛgy68) mÙûu v anal˝ze AA kombinovaù v˝hody
elektrochemickej aj optickej detekcie.

Rieöenie praktick˝ch ˙loh Ëasto vyûaduje vysok˙ reakËn˙
selektivitu Ëinidla. V tomto ohæade je prÌkladom 5,5¥-ditio-
bis[2-nitrobenzoov· kyselina] (DTNB), ktor· umoûÚuje öpe-
cifick˙ detekciu tio-AA (cit.69). Osobitn˝m prÌpadom je po-
uûitie kovov˝ch iÛnov k veæmi selektÌvnej detekcii AA. Bolo
zistenÈ, ûe AA tvoriace s Cu(II) stabilnÈ chel·ty (naprÌklad

histidÌn) mÙûu byù v tejto forme aj veæmi selektÌvne detego-
vanÈ70.

CE separ·cie esterov AA sa sp·jaj˙ s vyuûitÌm negatÌvne
nabit˝ch chir·lnych selektorov, ako s˙ deriv·ty cyklodextrÌ-
nov71 a crown Ètery72. N-terc-butyloxykarbonyl deriv·ty AA
(prekurzory v syntÈze peptidov) boli pripravenÈ za ˙Ëelom
öt˙dia rozdielov interakciÌ N-blokovan˝ch a natÌvnych AA
s teicoplaninom73.

3. Z·ver

DerivatizaËnÈ Ëinidl· a postupy v s˙Ëasnosti ötudovanÈ
v spojenÌ s anal˝zou AA technikami CE vych·dzaj˙ najm‰
z pr·c venovan˝ch kvapalinovej chromatografii AA. Ich im-
plement·cia do CE vyûaduje obvykle len menöiu modifik·ciu
syntetick˝ch postupov. Na druhej strane CE pon˙ka do anal˝-
zy AA istÈ v˝hody s˙visiace, naprÌklad s vysokou separaËnou
˙Ëinnosùou CZE a MEKC a znÌûen˝mi n·rokmi na mnoûstvo
analyzovanej vzorky a derivatizaËnÈho Ëinidla. äk·la deriva-
tizaËn˝ch Ëinidiel pouûÌvan˝ch v CE sa vöak v porovnanÌ
s HPLC v˝znamnejöie nez˙ûila. Je to danÈ t˝m, ûe kaûd·
z derivatizaËn˝ch reakciÌ m· svoje öpecifik· a doposiaæ nebolo
n·jdenÈ Ëinidlo, ktorÈ by splnilo vöetky, Ëasto rozpornÈ, ana-
lytickÈ poûiadavky. NaprÌklad, tvorba izoindolov m· prednos-
ti v r˝chlosti reakcie a v minime interferenciÌ spojen˝ch s prÌ-
tomnosùou Ëinidla v reakËnej zmesi. Na druhej strane t·to
skupina Ëinidiel reaguje v˝luËne s prim·rnymi AA. NiektorÈ
z izotiokyan·tov (naprÌklad PITC) s˙ aplikovateænÈ pri urËo-
vanÌ sekvencie AA v proteÌnoch a peptidoch pouûitÌm CE aj
keÔ zo vöeobecnÈho pohæadu nepredstavuj˙ skupinu vhodn˙
pre univerz·lne vyuûitie (zdÂhav˝ derivatizaËn˝ postup, po-
ûiadavka kladen· na veækosù vzorky, interferencie Ëinidla,
derivatiz·cia amino aj karboxylovej funkËnej skupiny AA).
Tvorba uret·nov spÂÚa mnohÈ z poûiadaviek Ñide·lnejì deri-
vatizaËnej metÛdy pre AA. Interferencie poch·dzaj˙ce od
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nadbytku Ëinidla a niûöia reakËn· selektivita limituj˙ jeho
aplikovateænosù. AEOC-deriv·ty AA mÙûeme pravdepodobne
povaûovaù za alternatÌvu ved˙cu k najcitlivejöej detekcii AA
beûn˝mi fotometrick˝mi technikami zaloûen˝mi na absorbcii
svetla. Na druhej strane, niektorÈ derivatizaËnÈ Ëinidl· (DNB-
-Cl) poskytuj˙ deriv·ty AA, ktor˝ch detekËnÈ vlastnosti sa
navz·jom lÌöia (absorpËnÈ maxim· prim·rnych a sekund·r-
nych DNB-deriv·tov s˙ vz·jomne posunutÈ o 26 nm). Touto
cestou sa d· vniesù do detekcie AA prvok selektivity. Sukci-
nimidyl estery s˙ vhodnÈ na vn·öanie fluorofÛrov do molek˙l
AA, ktorÈ ved˙ k ich extrÈmne citlivej detekcii. FluorescamÌn
eliminuje nedostatok drvivej v‰Ëöiny derivatizaËn˝ch postu-
pov, ktor˝m s˙ n·roky na relatÌvne veækÈ mnoûstvo derivati-
zovanej vzorky. InÈ z derivatizaËn˝ch Ëinidiel, DTNB, m·
potenci·lne v˝znamnÈ aplikaËnÈ moûnosti v selektÌvnej de-
tekcii tio-AA, zatiaæ Ëo reakcia AA s Dns-Cl je v s˙Ëasnosti
pravdepodobne jedinou beûnou derivatizaËnou reakciou, kto-
r· umoûÚuje spoæahliv˙ detekciu a stanovenie cystÌnu. Dinit-
rofenyl deriv·ty maj˙ veæmi dobrÈ elektroforetickÈ vlastnosti
a syntÈza umoûÚuje prÌpravu analyticky dobre definovan˝ch
produktov. R·dioaktÌvne znaËenie v spojenÌ s pouûitÌm pyri-
doxalu umoûÚuje vysoko citliv˙ a extrÈmne selektÌvnu r·dio-
metrick˙ detekciu AA. Z uvedenÈho je zreteæn· potreba pouûÌ-
vania v‰Ëöieho poËtu derivatizaËn˝ch Ëinidiel a postupov v CE
aminokyselÌn, ale aj v˝zva na v˝voj funkËne cielen˝ch Ëini-
diel.

T·to pr·ca bola finanËne podporen· Slovenskou granto-
vou agent˙rou pre vedu (projekt No. 1/4138/97).

Z o z n a m p o u û i t ˝ c h s k r a t i e k
p r e d e r i v a t i z a Ë n È Ë i n i d l ·

AEOC-Cl 2-(9-antryl)etyl chloroform·t
AITC alylizotiokyan·t
AKC anhydrid kyseliny citrakÛnovej
APOC-Cl (+)/(ñ)-1-(9-antryl)-2-propyl chloroform·t
AQC 6-aminochinolyl-N-hydroxysukcinimidoyl kar-

bam·t
ARC-Cl akridÛn-N-acetyl chlorid
BANS-Cl 5-di-n-butylaminonaftalÈn-1-sulfonyl chlorid
BEITC but-3-enyl izotiokyan·t
BITC benzyl izotiokyan·t
CBQCA 3-(4-karboxybenzoyl)-2-chinolÌn-karboxyalde-

hyd
CDITC (1S/1R,2S/2R)-N-[(2-izotiokyanato)cyklohexyl]-

-6-metoxy-4-chinolinylamid
CFSE 5-karboxyfluorescein sukcinimidyl ester
CRA-Cl karbazol-9-yl-acetyl chlorid
CRP-Cl karbazol-9-yl-propionyl chlorid
DABITC dimetylaminoazobenzÈn izotiokyan·t
DAT (+)-O,O¥-diacetylanhydrid kyseliny L-vÌnnej
DBD-NCS 7-[(N,N-dimetylamino)sulfonyl]-2,1,3-benzo-

xadiazol-4-yl izotiokyan·t
Dbs-Cl 4-dimetylaminoazobenzÈn-4-sulfonyl chlorid
DBT (+)-O,O¥-dibenzoylanhydrid kyseliny L-vÌnnej
DCCS sukcinimidyl ester 7-(dietylamino)kumarÌn-3-

-karboxylov· kyselina
DNB-Cl 3,5-dinitrobenzoyl chlorid
DNFB 2,4-dinitrofluÛrbenzÈn

DNFB-L-Ala 1-fluoro-2,4-dinitrofenyl-5-L-alanÌn
Dns-Cl 5-dimetylaminonaftalÈn-1-sulfonyl chlorid
DTNB 5,5¥-ditiobis[2-nitrobenzoov· kyselina]
FDNDEA N,N-dietyl-2,4-dinitro-5-fluoroanilÌn
FITC fluoresceÌn izotiokyan·t
FLEC-Cl (+)-/(ñ)-1-(9-fluorenyl)etyl chloroform·t
FMOC-Cl 9-fluorenylmetyl chloroform·t
GITC 2,3,4,6-tetra-O-acetyl-β-D-glukopyranozyl izo-

tiokyan·t
HLTE gama-laktÛn tetrahydropyranyl Èter
IDA 1-metoxykarbonylindolizÌn-3,5-dikarboxyal-

dehyd
ILITC izoluminol izotiokyan·t
MDF 2-metoxy-2,4-difenyl-3-(2H)-furanÛn
NAS N-acetoxysukcinimid
NBD-F 7-fluoro-4-nitrobenzo-2,1,3-oxadiazol
NBD-PyNCS R-(ñ)/S-(+)-4-(3-izotiokyanatopyrolidÌn-1-yl)-

-7-nitro-2,1,3-benzoxadiazol
NDA naftalÈn-2,3-dikarboxyaldehyd
NPITC 4-nitrofenyl izotiokyan·t
OPA dialdehyd kyseliny o-ftalovej
PAPITC p-fenylazofenyl izotiokyan·t
PDITC (1S,2S)-N-[(2-izotiokyanato)-cyklohexyl)-pi-

valinoyl]amid
PEITC fenyletyl izotiokyan·t
PITC fenyl izotiokyan·t
PQQ redoxn˝ koenz˝m pyrolochinolÌn chinÛn
SAMBI (S)-1-fenyletylizotiokyan·t
SEDC sukcinimidyl ester dikarbocyanÌn
SEP sukcinimidyl ester pyronÌn
SET sukcinimidyl ester tiazÌn
SETC sukcinimidyl ester trikarbocyanÌn
SINC sukcinimido α-naftylkarbam·t
SNEIT (S)-1-(1-naftyl)etyl izotiokyan·t
TCITC trikarbocyanÌn izotiokyan·t
TNBS 2,4,6-trinitrobenzÈnsulfÛnov· kyselina
TRITC tetrametylrodamÌn izotiokyan·t
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P. Mikuö and D. Kaniansky (Department of Analytical
Chemistry, Faculty of Natural Science, Comenius University,
Bratislava, Slovak Republic): Derivatization Reactions in
Capillary Electrophoresis of Amino Acids

The article deals with derivatization reactions employed
in capillary electrophoresis (CE) of amino acids (AA). Cur-

rently preferred reactions are classified into seven groups
according to their reaction mechanisms and schemes. Many
of them were originally developed for liquid chromatogra-
phy of AA and their implementation in CE usually requirer
minor modifications of the working conditions depending
on specificities of the process. So far, more than fifty deri-
vatization reactions of AA have been reported in the literatu-
re in the context of CE. This apparently reflects not only
different reactivities of AA with different derivatization agents
but also different envisaged applications of CE. Therefore,
in some instances, requirements for high reaction rates deter-
mine the choice (e.g., post-column derivatizations of AA,
in vivo monitoring of AA in microdialysates from biologi-
cal processes). On the other hand, a need for the detection
of amol-zmol amounts of AA may be often better met by
the reactions characterized by lower reaction rates. Some of
the derivatization agents provide very selective detections of
a specific class of AA, e.g., detection of sulfanyl amino acids
based on their reactions with 2,2í-dinitro-5,5í-disulfonyl-di-
benzoic) acid. So far, only a limited number of the derivatiza-
tion reactions is applicable in the AA sequenations of peptides
and proteins by CE. Here, phenyl isothiocyanate, 7-(N,N-
-dimethylsulfamoyl)-2,1,3-benzoxadiazol-4-yl isothiocyana-
te and 1-fluoro-2,4-dinitrobenzene appear to have a prominent
position.
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