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РЕФЕРАТ Разработка эффективных и доступных методов хирального анализа аминокислот является 
важной научной и практической задачей. Одной из наиболее распространенных и удобных методик 
является хроматографическое определение отдельных энантиомеров аминокислот с предварительным 
превращением энантиомеров в диастереомеры, которые затем можно разделить на обычных ахираль-
ных колонках. Нами показано, что добавление ион-парных реагентов в состав элюента и варьирова-
ние их структуры позволяют регулировать эффективность хирального анализа аминокислот, основан-
ного на хроматографическом определении и разделении диастереомерных изоиндолов, полученных 
при предколоночной модификации аминокислот под действием о-фталевого альдегида в присутствии 
N-ацетил-L-цистеина. Использование ион-парных реагентов позволяет добиться лучшего разделения 
пиков диастереомерных изоиндолов, при этом время анализа можно существенно сократить за счет 
увеличения ионной силы. Таким образом, добавление ион-парных реагентов и оптимизация состава 
подвижной фазы являются важным подходом в инженерии хирального анализа аминокислот наряду 
с синтезом новых хиральных SH-соединений и подбором стационарных фаз.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА хиральный анализ аминокислот, о-фталевый альдегид, N-ацетил-L-цистеин, пред-
колоночная модификация, условия ВЭЖХ, ион-парные реагенты, разделение диастереомерных изо-
индолов.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ОРА – о-фталевый альдегид; NAC – N-ацетил-L-цистеин; ВЭЖХ – высоко-
эффективная жидкостная хроматография; ИПР – ион-парный реагент; TBA – бромид тетрабутилам-
мония; OTMA – бромид октилтриметиламмония; ХДР – хиральный дериватизирующий SH-реагент; 
BTCC – этиловый эфир N-трет-бутилтиокарбамоил-L-цистеина; NАР – N-ацетил-D-пеницилламин; 
NMC – N-(R)-манделил-L-цистеин; DiC – N,N-диметил-L-цистеин; IBLC – N-изобутирил-L-цистеин; 
NPPC – N-фенилацетил-(R)-фенилглицил-L-цистеин; MP – 1-меркапто-2-пропанол; BC –Boc-L-
цистеин; у.е. – условные единицы.

ВВЕДЕНИЕ
Необходимость определения отдельных энантио­
меров в общем содержании аминокислот и дру­
гих аминосоединений является важной задачей 

как в фундаментальных исследованиях и меди­
цинской диагностике, так и при характеристике 
исходного сырья и продуктов фармацевтической 
и пищевой промышленности [1–12]. Существенное 



104 | ACTA NATURAE | ТОМ 17 № 4 (67) 2025

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

внимание к стереоизомерии аминокислот в окружа­
ющей среде в пребиотических условиях уделяется 
также в исследованиях, посвященных происхож­
дению жизни [13, 14]. Масштабность и сложность 
задач определения отдельных энантиомеров ами­
нокислот в сложных смесях существенно возросла 
в последнее время в связи с необходимостью раз­
работки высокоэффективных методов хиральной 
метаболомики [15–17]. При системном изучении 
живых систем в постгеномную эру необходимы ме­
тоды эффективного, быстрого и широкодоступного 
хирального анализа аминокислот как строитель­
ных блоков физиологически активных соедине­
ний и маркеров различных патологических про­
цессов. Наибольшее распространение в хиральном 
анализе аминосоединений получили хроматогра­
фические методы, в первую очередь высокоэф­
фективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) 
с предварительным превращением энантиомеров 
в диастереомеры, которые затем можно разделить 
на обычных ахиральных колонках. Одной из наи­
более доступных, удобных и эффективных методик 
является предколоночная модификация аминогрупп 
о-фталевым альдегидом (ОPА) и хиральным дери­
ватизирующим SH-реагентом (ХДР) [18, 19]. Такая 
модификация аминосоединений протекает достаточ­
но быстро, в отличие от методики с использованием 
нингидрина нет необходимости повышения темпера­
туры, образующиеся диастереомерные изоиндолы, 
как правило, стабильны в условиях анализа и от­
личаются временами удерживания на стандартных 
ВЭЖХ-колонках. Изоиндолы имеют характерный 
максимум поглощения при 340 нм с коэффициентом 
молярного поглощения 6000 M-1см-1 и являются хо­
рошими флуорофорами, что позволяет определять 
фемтомоли аминосоединений при использовании 
флуоресцентных детекторов, если чувствитель­

ность недостаточна при спектрофотометрической 
регистрации [20, 21].

В наиболее известной версии этого метода 
при определении энантиомеров α-аминокислот 
используется весьма дешевый и  доступный 
ХДР – N-ацетил-L-цистеин (NАС) (рис. 1) [18], од­
нако не для всех соединений этого класса, а так­
же других аминосоединений удается добиться 
необходимого разделения. С целью улучшения эф­
фективности данной методики предложены ана­
логи NAC (рис. 2): N-изобутирил-L-цистеин [22], 
этиловый эфир N-трет-бутилтиокарбамоил-L-
цистеина (BTCC) [23], Boc-L-цистеин, N-ацетил-
(R)-пеницилламин (NАР) [24], N-фенилацетил-
(R ) -фенилглицил-L -цистеин  (NРРC)  [ 25 ] , 
N-(R)-манделил-L-цистеин (NMC) [26, 27], N,N-
диметил-L-цистеин (DiC) [28], 1-меркапто-2-
пропанол (MP) [29] и другие SH-реагенты.

Использование SH-реагентов различной структу­
ры позволяет существенно расширить применение 
методики для определения энантиомеров широкого 
круга аминосоединений – аминокислот, первичных 
аминов и аминоспиртов. Так, если в случае тради­
ционного NAC удается добиться приемлемого разде­
ления только незначительного числа алифатических 
аминов, то при использовании R-NMC, содержащего 
в своей структуре два хиральных центра и большое 
число внутримолекулярных контактов, можно разде­
лить целый ряд энантиомеров аминов и аминоспир­
тов, в том числе неразделяемых даже на хиральных 
колонках [26]. Однако большинство предложенных 
SH-соединений малодоступны, так как не являются 
коммерческими реагентами и в основном использу­

Рис. 1. Диастереомерные изоиндольные аддукты, 
образующиеся при модификации аминокислот при по-
мощи ОPА и хирального тиола (N-ацетил-L-цистеина). 
R – боковой радикал аминокислоты

NAC
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L-аминокислота D-аминокислота

Рис. 2. Хиральные тиолы, используемые для предколо-
ночной модификации с ОPА
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ются лишь предложившими их научными группами 
для решения ограниченного круга аналитических за­
дач. Это затрудняет оценку перспектив более широ­
кого применения новых SH-реагентов.

Наряду с созданием новых ХДР альтернативным 
подходом для улучшения эффективности хромато­
графического определения диастереомеров аминосо­
единений может быть инженерия самого аналитиче­
ского процесса – стационарной и подвижной фазы, 
а также условий анализа. Одной из неизученных 
возможностей инженерии подвижной фазы в об­
ращенно-фазовой ВЭЖХ для более эффективного 
разделения диастереомеров является добавление 
ион-парных реагентов. На перспективность такого 
подхода указывает опыт применения ион-парных 
реагентов для улучшения хроматографического раз­
деления структурно подобных соединений [30–32]. 
Введение ион-парного реагента, содержащего за­
ряженную функциональную группу и неполярные 
фрагменты (алкильные радикалы), может приве­
сти к увеличению удерживания аналитов на хро­
матографической колонке за счет сорбции реаген­
та на поверхности обращенно-фазового адсорбента 
и изменения условий взаимодействия с аналитом. 
Так, улучшение разделения органических кислот 
наблюдали при добавлении в подвижную фазу со­
лей четвертичного аммония, среди которых наи­
большее распространение получил бромид тетрабу­
тиламмония (TBA) [30]. 

В данной работе впервые исследована возмож­
ность использования ион-парных реагентов для бо­
лее эффективного хроматографического разделения 
диастереомеров, получаемых в результате предко­
лоночной дериватизации α-аминокислот под дей­
ствием ОPА и хирального тиола NAC.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Реактивы
о-Фталевый альдегид (ОPА; 99%, Koch Light, 
Англия), N-ацетил-L-цистеин (NAC; 99%, AppliChem, 
Германия), фенилаланин («Реахим», Россия), глута­
мат («Аурат», Россия), лейцин, аспарагин и арги­
нин (Reanal, Венгрия), бромид тетрабутиламмония 
(TBA), бромид октилтриметиламмония (OTMA) 
(GmbH, Германия). Компоненты буферных раство­
ров, кислоты, щелочи – препараты отечественного 
производства марок «х.д.» и «ч.д.а.». Метанол (для 
анализа, PanReac, Испания), ацетонитрил (0 сорт, 
«Криохром», Россия).

ВЭЖХ-анализ
ВЭЖХ-анализ проводили в хроматографической 
системе Perkin Elmer 200 Series: колонка для об­

ращенно-фазовой хроматографии Kromasil Eternity 
5-C18 4.6 × 250 мм, объем вкола 10 мкл, скорость 
потока 1 мл/мин. Для приготовления подвижной 
фазы с заданной концентрацией ацетонитрила ис­
пользовали двухканальный режим работы системы: 
канал А – 5 мМ фосфатный буфер pH 6.8, 10% аце­
тонитрила; канал Б – 5 мМ фосфатный буфер pH 
6.8, 80% ацетонитрила. 

При изучении влияния ИПР элюирование прово­
дили в изократическом режиме при использовании 
одного канала А. В состав подвижной фазы на осно­
ве 5 мМ фосфатного буфера pH 6.8 добавляли TBA 
или OTMA в конечной концентрации 5 мМ и в раз­
ных экспериментах 15, 20 или 30% ацетонитрила. 
ВЭЖХ-анализ при добавлении ИПР проводили по­
сле предварительного уравновешивания колонки 
в течение 1 ч для максимальной воспроизводимости 
результатов. При изучении влияния ионной силы 
в канал А дополнительно добавляли NaCl в ко­
нечной концентрации 50 мМ. Изоиндольные диа­
стереомеры детектировали спектрофотометрически 
при длине волны 340 нм. Интенсивность поглощения 
измеряли в мкВ (у.е.). Управление ВЭЖХ-системой 
и обработка данных – TotalChrom Navigator 6.3.2.

Предколоночная модификация
Модификацию первичных аминогрупп проводили 
в автоматическом режиме при использовании про­
граммной функции автодозатора Derivatization сле­
дующим образом: в ячейку, содержащую 500 мкл 0.1 
М боратного буфера pH 9.6, с помощью иглы ав­
тодозатора последовательно вносили 20 мкл 5 мМ 
раствора аминокислоты, 20 мкл 10 мМ метанольно­
го раствора ОPА и 20 мкл 40 мМ раствора NAC 
с последующим перемешиванием реакционной сме­
си иглой автодозатора в автоматическом режиме. 
Подготовленную таким образом смесь оставляли 
на 15 мин, после чего (в случае необходимости) до­
бавляли 50 мкл 50 мМ раствора ион-парного реаген­
та для предварительного уравновешивания системы 
и затем анализировали с помощью ВЭЖХ. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Разделение энантиомеров аминокислот после 
предколоночной модификации
Модельный ряд разделяемых энантиомеров вклю­
чал α-аминокислоты с различными физико-хи­
мическими характеристиками бокового радикала: 
глутаминовую кислоту, аргинин, фенилаланин, лей­
цин и аспарагин. На первом этапе хроматографи­
ческий анализ после предколоночной модификации 
под действием ОPА и NAC проводили на обычной 
ахиральной C18-колонке при нейтральном pH 6.8 
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в градиентном режиме элюирования (0–10 мин: 10% 
CH3CN, 10–60 мин: 10–40% CH3CN). В этих услови­
ях наблюдали разделение диастереомерных изо­
индольных производных только в случае аргинина 
и фенилаланина (рис. 3) и для улучшения разделе­
ния других аналитов в подвижную фазу на следую­
щем этапе добавляли ион-парные реагенты.

Влияние добавки ион-парного реагента
В качестве ион-парных агентов были выбраны соли 
четвертичного аммония с различными алкильны­
ми заместителями, поскольку разделяемые изоин­
дольные аддукты в условиях хроматографическо­
го анализа при pH 6.8 содержат две отрицательно 
заряженные карбоксильные группы. Добавление 
в элюент ион-парного реагента – бромида тетра­
бутиламмония (TBA) – приводит к хроматографи­
ческому разделению изоиндольных производных 
энантиомеров лейцина и глутаминовой кислоты, 
а также существенному улучшению в случае фе­
нилаланина (рис. 4). Эффективный хиральный ана­
лиз энантиомеров глутамата достигается при более 
низкой концентрации органического растворителя 
в элюенте.

Интересно, что добавление данного ИПР не при­
водит к улучшению хроматографического разде­
ления аргинина, так как образование ион-парного 
ассоциата с TBA, по-видимому, затруднено из-за 
наличия в боковом радикале аминокислоты поло­

жительно заряженной гуанидиновой группы, и эф­
фективный хиральный анализ аргинина можно про­
водить в «обычном» режиме (см. рис. 3). 

Влияние структуры ион-парного реагента
При изучении влияния структуры ион-парного ре­
агента на разделение изоиндольных производных 
энантиомеров аминокислот наряду с симметричным 
TBA был использован асимметричный ИПР – бро­
мид октилтриметиламмония OTMA (рис. 5).

По сравнению с TBA добавление OTMA приво­
дит к уменьшению времени выхода изоиндольных 
производных глутаминовой кислоты, фенилаланина 
и лейцина. При этом для отрицательно заряжен­
ной глутаминовой кислоты, в отличие от нейтраль­
ных фенилаланина и лейцина, не только сокраща­
ется время анализа, но и улучшается разделение 
по сравнению с TBA (рис. 5). Этот эффект можно 
объяснить тем, что при добавлении в подвижную 
фазу несимметричного OTMA длинный алифати­
ческий радикал глубоко и прочно связывается не­
подвижной C18-фазой, происходит формирование 
классического сильного анионообменника [33], на ко­
тором по конкурирующему механизму происходит 
разделение анионов. На ионообменный механизм 
сорбции анионов указывает тот факт, что удержи­
вание сильно зависит от ионной силы элюента, ко­
торая является основным средством регулирования 
прочности удерживания анионов. 

79

65

Рис. 3. Хроматограммы изоин-
дольных производных энанти-
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нина, полученных в результате 
предколоночной модификации 
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Рис. 4. Эффект добавления ИПР в подвижную фазу при проведении хроматографического анализа изоиндоль-
ных производных, полученных в результате предколоночной модификации энантиомеров фенилаланина, лейци-
на и глутамата под действием ОPА в присутствии NAC. Изократический режим, 5 мМ фосфатный буфер рН 6.8, 
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Влияние ионной силы
Чтобы изучить влияние ионной силы на эффек­
ты, обусловленные добавлением в подвижную 
фазу ион-парных реагентов, в элюент, содержащий 
OTMA, добавляли соль NaCl в концентрации 50 мМ. 
Исследование показало, что увеличение ионной 
силы приводит к существенному уменьшению вре­
мени удерживания диастереомерных изоиндолов 
и сокращению времени анализа (рис. 6, слева и по 
центру). В этих условиях также начинают разде­
ляться изоиндольные производные полярного не­
заряженного аспарагина (рис. 6, слева). Улучшить 
разделение можно при более низких концентраци­
ях органического растворителя в элюенте (сравните 
рис. 6 справа и по центру).

Проведенные эксперименты позволили устано­
вить, что добавлением ион-парных реагентов в со­
став элюента и варьированием их структуры можно 
регулировать эффективность хирального анализа 
аминокислот, основанного на хроматографическом 
определении и разделении диастереомерных изо­
индолов, полученных при предколоночной моди­
фикации аминокислот под действием о-фталевого 
альдегида в присутствии N-ацетил-L-цистеина. 
С использованием ион-парных реагентов можно до­
биться лучшего разделения пиков определяемых 
изоиндолов фенилаланина, лейцина, глутаминовой 
кислоты и аспарагина, и, хотя это сопровождается 
более длительным удерживанием аналитов на ко­
лонке, время анализа можно сократить при исполь­
зовании асимметричного ИПР (OTMA) и увеличе­
нии ионной силы элюента. Характерное влияние 
различных факторов на эффективность хроматогра­
фического разделения изоиндольных производных 
энантиомеров аминокислот на примере глутамино­
вой кислоты представлено на рис. 7.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разработка эффективных и доступных методов 
хирального анализа аминокислот является важ­
ной задачей как для научных исследований, ме­
дицинской диагностики, так и для характеристи­
ки широкого круга продуктов фармацевтической 
и пищевой промышленности. Хроматографическое 
определение отдельных энантиомеров природных 
и синтетических аминокислот с использованием 
ахиральных колонок после предколоночной мо­
дификации образцов под действием ОPА в при­
сутствии хиральных SH-соединений представля­
ет одну из наиболее распространенных и удобных 
методик. Проведенное исследование показало, 
что при использовании ион-парных реагентов мож­
но добиться лучшего разделения пиков определя­
емых диастереомерных изоиндолов. Варьирование 

Рис. 5. Влияние симметричного (ТВА) и асимметрично-
го (OTMA) ИПР на хроматографическое разделение 
изоиндольных производных, полученных в результате 
предколоночной модификации энантиомеров глутами-
новой кислоты под действием ОPА в присутствии NAC. 
Изократический режим: 5 мМ фосфатный буфер рН 
6.8, 20% CH

3
CN, 5 мМ ИПР 
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Рис. 7. Влияние различных факторов на скорость анализа и эффективность хроматографического разделения 
изоиндольных производных энантиомеров глутаминовой кислоты, полученных в результате предколоночной 
модификации ОPА в присутствии NAC. Изократический режим: 5 мМ фосфатный буфер рН 6.8
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структуры ион-парного реагента и увеличение 
ионной силы подвижной фазы способствуют бо­
лее эффективному разделению диастереомеров 
и уменьшению времени анализа. Таким образом, 
добавление ион-парных реагентов в состав под­
вижной фазы является важным фактором инже­
нерии хирального анализа аминокислот наряду 

с синтезом хиральных SH-соединений и подбором 
стационарных фаз. 
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