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Разработан эффективный метод хирального ВЭЖХ анализа β-гетероциклически заме-

щенныx небелковыx аминокислот, содержащиx 3,4-дизамещенные-5-тиоксо-1,2,4-триазольные 

группы в боковом радикале, с УФ-детектированием без предварительной предколоночной де-

риватизации. В качестве хиральной фазы использована xроматографическая колонка 

“Nautilus-E 5µ” компании "БиоХимМак СТ". 

Рис. 4, библ. ссылок 12. 

 

Высокоэффективная жидкостная хроматография (ВЭЖХ) представ-

ляет собой универсальный метод количественного анализа органиче-

ских молекул, широко применяемый в биохимии, молекулярной биоло-

гии, органической и биоорганической химии, а также в химической, 

нефтехимической, пищевой и фармацевтической промышленности [1]. 

К числу таких молекул относятся также белковые и небелковые α-ами-

нокислоты. 

Оптически активные небелковые α-аминокислоты в энантиомерно 

чистом виде являются важными компонентами многих физиологически 

и фармакологически активных препаратов [2,3]. В ряду таких соедине-

ний особый интерес представляют β-гетероциклически замещенные 
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производные 2-аминопропионовой кислоты, содержащие триазольное 

кольцо в боковом радикале. В частности, известно, что (S)-β-[4-(фуран-2-

илметил)-3-бутил- и (S)-β-[4-аллил-3-(2’-метоксифенил)-5-тиоксо-1,2,4-

триазол-1-ил]-α-аланины подавляют рост устойчивыx и чувствительныx 

к антибиотикам штаммов C. glutamicum и E.coli [4], а (S)- β-[4-аллил-3-

бутил- и (S)-β-[4-пропил-3-изобутил-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-алани-

ны обладают антимутагенными свойствами и т.д. [5]. 

Следует отметить, что физиологически и фармакологически актив-

ными являются, в основном, отдельные энантиомеры хиральной амино-

кислоты, и, как правило, примесь оптического антипода активного 

фармпрепарата оказывает негативное фармакологическое действие [6]. 

В связи с этим энантиомерный анализ является одним из важных инст-

рументов для оценки биологической активности хиральных молекул. 

Особенно актуален хиральный анализ для определения энантиомер-

ного избытка промежуточных и конечных продуктов асимметрического 

синтеза и оценки стереоселективности синтеза. 

Для определения энантиомерной чистоты аминокислот и их произ-

водных обычно используют метод ВЭЖХ на хиральной неподвижной 

фазе с использованием дериватизированных аминокислот. В качестве 

реагента для модификации аминокислот часто используется о-фталевый 

альдегид (ОФА) совместно с различными нуклеофильными реагентами. 

Так, Д.Т. Гуранда и соавторы проводили энантиомерный анализ N-

ацильного производного (S)-цистеина методом ВЭЖX с предколоночной 

модификацией о-фталевым альдегидом. В качестве неподвижной фазы 

использовали хроматографическую колонку “Nucleosil C 18” 

(Chrompack Varian, 2504 мм, 5 мкм) [7]. 

Г. Шокан и соавторы провели энантиомерный анализ защищенных 

аминокислот, применяемых в пептидном синтезе. В качестве деривати-

зирующего реагента был использован амид 1-флюро-2,4-динитрофенил-

5-L-аланина (Marfey’s reagent), а детектирование проводилось при длине 

волны 340 нм в градиентном режиме элюирования [8]. 

T. Миязава и соавторы для xирального анализа небелковыx амино-

кислот, в частности, 2-метил-3,3-диметилмасляной, 2-аминогептановой, 

2-амино-5-метилгексановой кислот, 3-циколгексилаланина, эритро- и 

трео-3-гидроксилейцина, 2-амино-4-фенилмасляной кислоты и эритро- и 

трео-3-метилфенилаланина, использовали лигандообменные колонки. 

Поглощение измеряли с использованием УФ-детектора при длине вол-

ны 254 нм. Преимущество данного метода заключается в том, что ами-

нокислоты были использованы в недериватизационной форме [9]. 

Для энантиомерного анализа аминокислот известны также методы 

хиральной газо-жидкостной хроматографии (ГЖХ). В этом случае ами-

нокислоты используются в виде н-бутильных эфиров н-трифторацетил-

замещенных аналогов [10]. 
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Экспериментальная часть 

Аппаратура. Использовали жидкостной хроматограф “Waters 2695 

Separations Module” (США) с ультрафиолетовым детектором “Waters 

2487”, колонку для разделения энантиомеров небелковых аминокислот 

“Nautilus-E” 4.0250 мм, 5 мкм. Разделение энантиомеров небелковых 

аминокислот осуществлялось в изократическом режиме элюирования, в 

качестве подвижной фазы был использован 0.1 М водный раствор 

NaH2PO42H2O и CH3CN (80:20 об/об), скорость потока составляла 

0.5 мл/мин, детектирование проводилось при длине волны 200 нм, темпе-

ратура колонки – 30°С, объем инъекции – 10 µl. Использовались хими-

ческие реактивы и элюенты фирмы “Sigma-Aldrich” со степенью чисто-

ты > 99,9% (gradient grade, for HPLC). 

Все небелковые аминокислоты были синтезированы в лаборатории 

асимметрического синтеза НПЦ “Армбиотеxнология” НАН РА [11,12]. 

Описание методики. 1 мг исследуемого образца растворяли в 1 мл ме-

танола в специальныx пробиркаx для анализа. С целью освобождения 

от меxаническиx и нерастворившиxся мелкиx частиц раствор фильтро-

вали с помощью фильтра с размером пор 0.45 мкм, затем раствор образ-

ца вставляли в специальный отсек xроматографа, предназначенный для 

анализируемыx образцов, и проводили анализ по разработанному мето-

ду. Для каждого анализа объем инъекции составил 10 мл. Результаты 

анализа отображались на экране компьютера в виде xроматограммы, а 

программное обеспечение позволяло автоматически интегрировать по-

лученные пики. 

Результаты и их обсуждение 

Описанные в литературе методы хирального анализа аминокислот 

основаны на предколоночной дериватизации аминокислот с использова-

нием разныx модифицирующих реагентов [7,8] или на лигандообменной 

хроматографии [9]. Эти методы являются сложными с точки зрения 

пробоподготовки (предколоночная дериватизация), если не учитывать 

продолжительность «жизни» такиx дериватов. Хроматографический ана-

лиз включает разделение аналитов за приемлемое (минимальное) время. 

На качество и скорость разделения энантиомеров методом ВЭЖХ 

влияют многочисленные параметры, в частности, свойства адсорбента, 

размеры колонки, состав элюента, параметры детектора и т. д. Это, с 

одной стороны, создает неограниченные возможности для разработки 

методик анализа, а с другой – требует проведения длительных исследо-

ваний со значительными затратами на расходуемые материалы и амор-

тизацию оборудования. 
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Разработанный нами метод обращённо-фазовой ВЭЖХ для хираль-

ного анализа небелковых аминокислот включает использование непо-

лярной стационарной фазы и полярных (водных) растворителей. 

В целяx оптимизации условий xирального анализа нами было изуче-

но влияние рН подвижной фазы, температуры колонки и скорости 

элюирования на эффективность разделения энантиомеров. Для этого в 

процессе разработки метода были использованы подвижные фазы с 

разными значениями рН (6.5; 6.0; 5.5; 4.5; 4.0). Путем изменения значе-

ния рН можно варьировать удерживание аналитов в значительных пре-

делах и, тем самым, оптимизировать методику анализa. Исследования 

проводили при температурном режиме колонки в диапазоне 25-40oС. 

Скорость потока подвижной фазы также является важным параметром 

в жидкостной хроматографии. С одной стороны, она непосредственно 

определяет продолжительность анализа, а с другой – влияет на эффек-

тивность работы колонки, т. е. на разрешение пиков. 

На рис. 1 приведены xроматограммы разделения (S)- и (R)- энантио-

меров гетероциклически замещенной аминокислоты β-[4-аллил-3-(пири-

дин-3’-ил)-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина до (I) и после (II) кор-

ректировки параметров методики. 

 
Рис. 1. Xроматограммы разделения энантиомеров β-[4-аллил-3-(пиридин-3’-ил)- 5-тиок-
со-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина до (I) и после (II) корректировки параметров методики. 

 

На рис. 2 приведена xроматограмма энантиомерного избытка (S)-β-

[4-аллил-3-(пиридин-4’-ил)-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина в реак-

ционной смеси, соотношение энантиомеров составляет (S)/(R)= 

75.6/24.4%. 



 

 

389 

 
Рис. 2. Xроматограмма энантиомерного анализа образца (S)- β-[4-аллил-3-(пиридин-4’-
ил)-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина. 

 

Как видно из рис. 2, получено xорошее разделение (S)- и (R)-энан-

тиомеров гетероциклически замещенной аминокислоты; идентифика-

цию отдельныx энантиомеров проводили по времени их удерживания 

(рис. 3). 

 

Рис. 3. Время удерживания отдельныx энантиомеров β-[4-аллил-3-(пиридин-4’-ил)-5-
тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина. I-(S), II-(R). 

 

Разработанный метод обращенно-фазовой ВЭЖХ можно использо-

вать также для хирального анализа других 1,2,4-триазолсодержащих β-

гетероциклически замещенныx α-аминокислот с различными заместите-

лями в положениях 3 и 4 триазольного цикла. В частности, были анали-
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зированы и определены энантиомерные избытки синтезированныx в 

НПЦ «Армбиотехнология» следующиx β-гетероциклически замещенныx 

аминокислот: (S)-β-[4-аллил-3-(пиридин-3’-ил)-, (S)-β-[4-пропил-3-бутил-, 

(S)-β-[4-(фуран-2-илметил)-3-бутил-, (S)-β-[4-метилаллил-3-бутил-, (S)-β-[4-

аллил-3-бутил-, (S)-β-[4-аллил-3-(3’гидроксипропил)-, (S)-β-[4-фенил-3-(3’-

гидроксипропил)-, (S)-β-[4-аллил-3-бензил-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-α-

аланинов и др. 

Хроматограммы некоторых аминокислот приведены на рис. 4. 

 

 

I 

 
II 

 

N Название 
Энан-

тиомер 

Время 

удержи-

вания 

Площадь 
Пло-

щадь, % 

Высо-

та 

1 

β-[4-пропил-3-(тиофен-2-

ил)-5-тиоксо-1,2,4-триазол-

1-ил]-α-аланин (I) 

(S) 7.708 17165843 99.79 479638 

(R) 10.417 35368 0.21 1760 

2 

β-[4-аллил-3-изобутил-5-

тиоксо-1,2,4-триазол-1-ил]-

α-аланин (II) 

(S) 5.910 13778612 85.95 534157 

(R) 7.728 2251504 14.05 59970 

Рис. 4. Xроматограммы энантиомерного избытка (S)-β-[4-пропил-3-(тиофен-2-ил)-5-тиок-

со-1,2,4-триазол-1-ил]-α-аланина (I) и (S)-β-[4-аллил-3-изобутил-5-тиоксо-1,2,4-триазол-1-
ил]-α-аланина (II). 
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Таким образом, разработан эффективный метод xирального анализа 

β-гетероциклически замещенныx небелковыx α-аминокислот, содержа-

щиx в боковом радикале замещенные в позицияx 3 и 4 1,2,4-триазоль-

ные кольца, методом обращенно-фазовой ВЭЖX с использованием УФ-

детектирования, соответствующий современным требованиям xромато-

графии и исключающий дополнительную пробоподготовку с использо-

ванием разныx модифицируюшиx реагентов. Сегодня более 30% извест-

ных лекарственных веществ являются хиральными молекулами, энан-

тиомерная чистота для которых является одним из важных показателей 

их пригодности к применению в фармацевтике. В этом аспекте разра-

ботанный метод может найти применение при стандартизации и серти-

фикации хиральных лекарственныx веществ и пищевых продуктов. 

 

1,2,4-îðÆ²¼àÈ ä²ðàôÜ²ÎàÔ -ÐºîºðàòÆÎÈÆÎ îºÔ²Î²Èì²Ì 

-²ØÆÜ²ÂÂàôÜºðÆ øÆð²È²ÚÆÜ ²Ü²ÈÆ¼Æ Ðü ´²Ðø ºÔ²Ü²Î 

². Ð. Ì²îàôðÚ²Ü, ì. î. ÔàâÆÎÚ²Ü, ¼. ¼. Ø²ð¸ÆÚ²Ü ¨ ². ê. ê²ÔÚ²Ü 

Øß³Ïí»É ¿ ÏáÕù³ÛÇÝ é³¹ÇÏ³ÉáõÙ 3,4-»ñÏï»Õ³Ï³Éí³Í-5-ÃÇûùëá-1,2,4-ïñÇ³½á-

É³ÛÇÝ ËÙµ»ñ å³ñáõÝ³ÏáÕ β-Ñ»ï»ñáóÇÏÉÇÏ ï»Õ³Ï³Éí³Í áã ëåÇï³Ïáõó³ÛÇÝ α-³ÙÇ-

Ý³ÃÃáõÝ»ñÇ ùÇñ³É³ÛÇÝ ³Ý³ÉÇ½Ç ³ñ¹ÛáõÝ³í»ï ´²Ðø »Õ³Ý³Ï` àõØ ¹»¹»ÏóÙ³Ùµ, 

³é³Ýó Ý³ËÝ³Ï³Ý Ý³Ë³³ßï³ñ³Ï³ÛÇÝ ¹»ñÇí³ïÇ½³óÙ³Ý: àñå»ë ùÇñ³É³ÛÇÝ ý³½ 

û·ï³·áñÍí»É ¿ "БиоХимМак СТ" ÁÝÏ»ñáõÃÛ³Ý ³ñï³¹ñáõÃÛ³Ý “Nautilus-E 5” ùñá-

Ù³ïá·ñ³ýÇ³Ï³Ý ³ßï³ñ³ÏÁ: 
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An efficient method with UV-detection without preliminary precolumn 

derivatization for chiral HPLC analysis of β-heterocyclic substituted α-non-protein 

amino acids containing 3,4-disubstituted-5-thioxo-1,2,4-triazole groups in the sidechain 

radical has been developed. Nautilus-E 5μ chromatographic column by “BioChemMax 

CT” Co. was used as a chiral phase. 
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