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§1. UVOD

Aminokiseline su osnovne jedinice proteina Sto se ujedno smatra njihovom primarnom
bioloSkom ulogom. U ljudskom organizmu prisutno je dvadeset osnovnih aminokiselina od
kojih se to¢no polovina moze u organizmu i sintetizirati, dok je drugih deset aminokiselina u
organizam potrebno unijeti putem hrane (esencijalne aminokiseline). Unato¢ Cinjenici, §to je
prva aminokiselina otkrivena davne 1806. godine' interes za njihovim prou¢avanjem ne jenjava
ni danas, naprotiv u posljednje vrijeme razvija se pojam individualne prehrane temeljen upravo
na optimalnom unosu proteina. Uspjesna hidroliza peptidne veze, veze izmedu karboksilne
skupine jedne aminokiseline i amino skupine druge aminokiseline, predstavlja osnovni
preduvjet za uspjesnu analizu aminokiselina (AAA). Ako govorimo o analizi aminokiselina u
bioloskim uzorcima tada navedenom koraku prethodi izolacija proteina iz matrice. Nakon
izolacije, kromatografski je potrebno odijeliti aminokiseline kako bi ih uspjeSno mogli
kvantificirati. Zbog razliCite kemijske prirode aminokiselina, potrebno je uvjete hidrolize
prilagoditi uzorku. Kromatografske metode 1 vezani sustavi koji se koriste za AAA su
tekuc¢inska kromatografija (LC), vezani sustav tekucinska kromatografija — spektrometrija
masa, (LC-MS) te vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa (GC-MS). Kada
govorimo o tekuc¢inskoj kromatografiji, naglasak se stavlja na LC metode kod kojih se posebno
isticu kromatografija obrnutih faza 1 kromatografija ionske izmjene (engl. Reverse phase i lon
Exchange (RP 11E)), a kao vaznu tehniku valja spomenuti i vezani sustav kapilarna ektroforeza
— spektrometrija masa (CE-MS). Takoder konvencionalni pristup analizi podrazumijeva
upotrebu derivatizacijskih reagensa uz kromatografsko razdvajanje s UV ili fluorescencijskim
detektorom. Tako se postize veca osjetljivost metode 1 povecanje hidrofobnosti aminokiselina
koje se duze zadrzavaju na kolonama RP. Neki od ¢esto koriStenih derivatizacijskih reagensa
su: fenil izotiocijanat (PITC), 4-nitrobenzoil klorid, o-ftaldialdehid (OPA), 9-fluorenilmetil
klorformijat (FMOC-CI) itd.?



§ 2. METODE KVALIFIKACIJE I KVANTIFIKACIJE
AMINOKISELINA

2.1. Hidroliza proteina

Kombinacija faktora kao §to su temperatura, vrijeme i reagens koji su koristeni za hidrolizu
kljucni su za njenu uspjeSnost. Rezultati analiza standarda ili kratkih peptida u pravilu su
pouzdani i tocni, problemi se javljaju s kompleksnijim (stvarnim) uzorcima koji zahtijevaju

dodatnu pripremu.

Unatoc¢ snaznom razvoju analitickih metoda u podrucju proteomike, metoda za hidrolizu
proteina razvijena 1954. i dalje je zlatni standard.* Metoda podrazumijeva kiselo kataliziranu
hidrolizu peptidne veze 6 molarnom otopinom klorovodic¢ne kiseline (HCI) u uvjetima vakuuma
pri temperaturi od 100 -165 °C u trajanju do 72 sata. Prednosti standardne metode su moguc¢nost
primjene i u tekucoj 1 u plinskoj fazi. Takoder, HCI se nakon hidrolize lako otparava §to
omogucava direktnu analizu hidrolizata iz pufera. Zbog razli¢ite kemijske prirode
aminokiselina, kiseli uvjeti, visoka temperatura i dugotrajna hidroliza ne predstavljaju
optimalne uvjete za sve aminokiseline, narocito za aminokiseline koje sadrze sumpor u svojoj
strukturi (cistein i metionin). U navedenim uvjetima asparagin i glutamin u potpunosti
hidroliziraju do asparaginske i glutaminske kiseline. Triptofan se u potpunosti raspada dok se
cistein u uvjetima kisele hidrolize ne moze u potpunosti kvantificirati. Nadalje, po prisutnosti
oneciS¢enja 1z matrice tirozin se djelomicno raspada, a serin i treonin se pod odredenim
uvjetima, nepotpuno dovrSenog procesa hidrolize djelomi¢no hidroliziraju (npr. vlaga u

uzorcima ili hidroliza iz vodenih otopina).



Nacin na koji ¢e se odrediti parametri hidrolize proteina odreden je karakteristikama
bioloSkog uzorka, njegovom slozenosti i stabilnosti. Usporedbom Sest razli¢itih metoda
hidrolize kod kojih su koristene HCI i metansulfonska kiselina (CH403S) pri razli¢itim
temperaturama i1 vremenu hidrolize uz visoku preciznost, tocnost i ponovljivost te visoki
postotak poklapanja standarada (98.4%) za sve kvantificirane aminokiseline, metode nisu

pokazale statisti¢ki znac¢ajnu razliku u usporedbi s referentnom metodom.’

U literaturi se navode i pokusi u kojima su se kao reagensi za hidrolizu koristile
sulfonske kiseline koje spadaju u skupinu jakih kiselina s vrlo niskom pKa vrijednoséu.®
Sulfonske kiseline za razliku od HCl-a omogucavaju odredivanje triptofana i metionin
sulfoksida. Dok se triptofan kod hidrolize HCl-om raspada, metionin sulfoksid, koji nastaje
oksidacijom djelomi¢no se reducira povratno u metionin. Nedostatak analize sa sulfonskim

kiselinama moze biti njihovo kasnije eliminiranje iz uzorka, jer su neke od njih (metansulfonska

kiselina) nehlapive.



2.2.  Usporedba metoda tekucinske kromatografije visoke i ultravisoke
ucinkovitosti za analizu aminokiselina

Usporedba metoda Pico TageHPLC i AccQeTaguwa UPLC za analizu aminokiselina u
hidrolizatima kazeina te u govedem serumskom albuminu ipak pokazuju napredak po pitanju
automatizacije postupaka 1 usavrSavanju instrumentnih alata za provodenje analiza.
Kontroliranom hidrolizom dvjema endoproteazama s razliCitim mjestima cijepanja te
ultrafiltracijom, pripremljeni su hidrolizati oba proteina u otopini internog standarda (o-amino
adipinska kiselina). Usporedba metoda HPLC i UPLC provedena je na osnovu usporednih
referentnih  otopina  derivatiziranih ~ fenil  izotiocijanatom 1  6-aminokinolil-N-
hidroksisukcinimidil karbamatom (AQC). Metoda UPLC, ocekivano je pokazala sposobnost
detekcije manjih koncentracija od HPLC metode (Tablica 1.). Tehnika HPLC u trajanju od 11
minuta ne razdvaja sve aminokiseline, pa tako koeluiraju leucin i izoleucin te klaster arginina,
triptofana, alanina i prolina. Po zavrSetku kromatografije potreban je dodatni korak ispiranja
mobilnim otopinama prije analize narednog uzorka, S§to produzuje ukupno trajanje
kromatografije na 23.5 minuta. Derivatizacijom hidrolizata kazeina s (AQC) Metodom UPLC
sve aminokiseline su odvojene unutar 8 minuta (Slika 1.). Metoda UPLC zahtijeva dodatno

ispiranje kolone u trajanju od 2 minute, Sto produzuje trajanje ciklusa na ukupnih 10 minuta.

Tablica 1. Usporedba Pico TageHPLC i AccQe<Taguiia.

HPLC UPLC
Instrument Alliance 2695 Acquity (Waters)
Detektor 2487 Apsorbancijski detektor 2996 DAD
PicoTag AAA kolona BEH C18, 100+2.1mm, 1.7
Kolona
1503.9 mm, 4 pm pm
Brzina protoka (ml/min) 1.5 0.7
Temperatura kolone (°C) 36 55
Volumen injektiranja (ul) 10 1
Valna duljina detekcije
254 260
(nm)
Vrijeme kromatografije
23.5 10
(min)
LOD (uM) 1.3-2.5 0.4-1.6
LOQ (uM) 4.3-8.4 1.3-53
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Slika 1. Kormatogram dobiven metodom UPLC, AQC derivatiziranih aminokiselina iz uzorka hidrolizata

Na Slici 2. nalazi se grafikon na kojem su usporedene koncentracije aminokiselina
dobivenih starom Pico Tag*HPLC i novom AccQeTagui. metodom, prihvatljivi RSD za obje
metode iznosio je 3%. Na osnovu statistickih podataka razlika izmedu Pico TageHPLC 1
AccQeTaguira, pokazuje kako su obje metode prihvatljive uz nekoliko prednosti UPLC metode.

Ukupno vrijeme analize skraceno je 2.4 puta, a UPLC metoda ukljuuje automatizaciju

derivatizacije.’

1400 1
1200 1
1000 1
800 1
600 1

C (umol/g)

400 1
200 1

Asp

Glu

Ser

Gly

His

kazeina

The Ala
Arg

7

O Pico'Tag
B AccQ-Tag Ultra

Pro

Tyr

val

lle
Met

Leu
Lys

Phe

Slika 2. Koncentracija aminokiselina u hidrolizatu kazeina analiziranih Pico TageHPLC i AccQeTaguia’



2.3.  Vezani sustav tekucinska kromatografija — spektrometrija masa u
analizi aminokiselina

Razvoj analiticke instrumentacije narocito tekuéinske kromatografije visoke ucinkovitosti
HPLC ili UPLC, spektrometrije masa i novih derivatizacijskih reagensa te novih
kromatografskih kolona doveo je do znacajnog pomaka po pitanju AAA. Paralelno se razvijaju
metode kod kojih se primjenjuje direktno injektiranje uzorka na MS pri ¢emu se optimizacija
metoda okrece prema povecanju broja aminokiselina koje se analiziraju, smanjenju vremena
koje je potrebno za pripremu, analizu i kvantifikaciju aminokiselina u uzorcima te boljoj

rezoluciji izmedu aminokiselina.

Kako je ranije spomenuto fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid se koriste dugi niz godina

kao derivatizacijski reagensi, u posljednje vrijeme organskom sintezom radi se na razvoju novih

Takva dva derivatizacijska reagensa sui 2,7-dimetil-3,8-dinitrodipirazolo[1,5-a:1',5'-d]pirazin-

4,9-dion i 2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-dikarbaldehid.

O

2

-O'--...___ N+

HN

A B

Slika 3. 2,7-dimetil-3,8-dinitrodipirazolo[ 1,5-a:1',5'-d]pirazin-4,9-dion (A) i 2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-
dikarbaldehid (B)



2.3.1 2,7-dimetil-3,8-dinitropirazolo [1,5-a:1',5'-d]pirazin-4,9-dion (DDP)

Spoj 2,7-dimetil-3,8-dinitrodipirazolo[ 1,5-a:1',5'-d]pirazin-4,9-dion (DDP) derivatizacijski je
reagens za Ciju sintezu je potrebno 30 minuta u prisutnosti 0.04 M trietilamina u smjesi dimetil
sulfoksida 1 vode. Reagira s primarnim i sekundarnim amino skupinama te daje stabilne adukte

koji se mogu analizirazi RP-HPLC metodom na valnoj duljini od A =280 nm.

0
. V4
O\N* o] Me
NO,
N
/
= NN 2NH,CHRCOOH /
TEA N COOH
\N _—N = \” \(
o N— o 0 R
V4

Slika 4. Reakcijska shema DDP-a i aminokiselina

Parametri HPLC metode ukljucivali su Phenomenex Gemini 5 pm ODS (250 mm x 3.0
mm) kolonu s pretkolonom koja je punjena istom stacionarnom fazom. Kromatografija se
provodi gradijentnom elucijom, kombinacijom mobilnih otopina A (fosfatni pufer c=0.05 M
pH = 3.0); i B (metanol) pri brzini protoka 0.5 ml/min. Optimalno razdvajanje postignuto je
pri temperaturi 33 + 2 °C. Derivatizacijski reagens ne interferira s pikovima aminokiselina, §to
je olakSalo analizu gdje je limit kvantifikacije iznosio 20-80 pmol. Derivatizacijska reakcija
izvedena je u smjesi vode i DMSO-a §to je dodatno olakSalo postupak jer nema potrebe za

ekstrakcijom otapala prije analize.®

2.3.2  2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-dikarbaldehid (DPD)

Spoj 2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-dikarbaldehid (DPD), prikazan je na Slici 5. na kojoj je vidljiva
shema reakcije s aminokiselinama. DPD je koriSten kao derivatizacijski reagens koji je reagirao
s primarnom amino skupinom u reakciji koja traje 10 minuta. Optimizacijom temperature, pH

te koncentracijom reagensa dobiveni su optimalni reakcijski uvjeti za sintezu DPD-a.
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Slika 5. Reakcijska shema DPD-a i aminokiselina

Na Slici 6. (A) vidljiv je kromatogram dobiven gradijentnom metodom (Tablica 2.) gdje
je mobilna otopina A metanol i B trietilamonijev fosfatni pufer ; ¢c=0.05 M, pH=2.5 a brzina
protoka iznosila je 0.32 ml/min. Vidljivo je kako visak reagensa DPD ne interferira s uzorkom,
kromatogrami (A) predstavljaju uzorke u kojima se nalazi derivatizacijski reagens bez
aminokiselina, dok kromatogrami (B) predstavljaju uzorke koji uz DPD sadrze i derivatizirane
aminokiseline. Izokratna metoda pokazala se kao bolja opcija za analizu aminokiselina koje
imaju razgranatiji bo¢ni ogranak (valin, izoleucin, leucin). Valna duljina analize iznosila je
A=320 nm, a granica detekcije 3.80-10.9 pmol/injektiranju. Na Slici 6. (B) nalazi se
kromatogram dobiven izokratnom metodom kod koje je mobilna otopina bila smjesa mobilnih
otopina A i B, 26/74 (v/v) gdje je mobilna otopina A mjeSavina metanola i acetonitrila 75:25
(v/v), a mobilna otopina B trietilamonijev fosfatni pufer; ¢=0.05 M, pH=2.5. Brzina protoka

iznosila je 0.4 ml/min.

Tablica 2. Podaci o gradijentnom eluiranju metoda (A).

t/min % (A) % (B)
0 8 92
10 32 68
25 50 50
30 8 92

Parametri HPLC metode ukljucivali su Phenomenex Gemini 5 um ODS (250 mm X 3.0
mm) kolonu s pretkolonom koja je takoder punjena istom stacionarnom fazom. Pik reagensa
DPD ne interferira s pikovima aminokiselina. Usporedbom s preostalim derivatizacijskim

reagensima (Dns-Cl, FMOC-CI, NBD-F), DPD je reagirao brze u blazim reakcijskim uvjetima

10



te je pokazao vecu selektivnost. Laka sinteza derivatizacijskog reagensa, stabilnost adukta koje
DPD tvori s aminokiselinama te izostanak merkapto-spojeva kao koreagensa ima prakti¢nu

vaznost pri analizi aminokiselina.’
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Slika 6.Kromatogrami derivatiziranih aminokiselina s DPD-om, dobivenih gradijentnom (A) i izokratnom (B)
metodom °
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2.3.3 Vezani sustav kromatografije ionskih parova i tandemne spektrometrije masa u analizi

aminokiselina

Kromatografija ionskih parova ili engl Ion pair kromatografija (IPC) ulinkovita je
kromatografija obrnutih faza (RP-LC) za razdvajanje organskih ili anorganskih analita koji
sadrze snazno polarnu skupinu. Glavna karakteristika ove vrste kromatografije je dodavanje
reagensa ionskog para u mobilnu otopinu. Najcesce se radi o alkilsulfonatu — alkilsulfatu ili
alkilamonijevoj soli. Svrha dodavanja reagensa ionskog para (c=10—100 mM/l) u mobilnu
otopinu je promjena retencijskog vremena ionskog analita. Drugim rijeCima promjenom
koncentracije reagensa koji se dodaje u mobilnu otopinu, retencijski faktor (Rf) za suprotno
nabijeni analit moZze biti povecan za faktor 10-20 u usporedbi s vrijednosti Rr u kojoj nije

prisutan reagens ionskog para.

Kao parametar koji je vrlo vazan za dobro razdvajanje analita, svakako treba razmotriti
koncentraciju reagensa ionskog para u mobilnoj otopini te pH vrijednost mobilne otopine.!® !!
Dodavanjem heptafluoromaslaéne kiseline (engl. Heptafluorobutyric acid, HFBA) u mobilnu
otopinu pri ¢emu dolazi do nastanka butilnog estera s aminokiselinama, postiZe se bolja ostrina
pika 1 rezolucija medu pikovima. U kombinaciji sa spektrometrom masa koji ima izrazitu
selektivnost 1 moguénost odvajanja iona na osnovu omjera mase i naboja (m/z), moguce je

kvantificirati kompleksne uzorke.!? Tako se skracuje vrijeme koje uzorak provodi na ionskom

izvoru te smanjuje kontaminacija spektrometra masa.

U literaturi je opisan primjer u kojem se u mobilnu otopinu dodaje anionski HFBA
reagens ionskog para kako bi se poboljSala interakcija izmedu analita 1 stacionarne faze. Kao
mobilna otopina A koriStena je 0.5 M vodena otopina HFBA, a kao mobilna otopina B 0.5 M
vodena otopina HFBA u metanolu. U gradijentnoj metodi koja je trajala 13.3 minute koriStena
je kolona Zorbax SB-C18, 2.1 mm x 50 mm 1.8 pum, pri protoku od 0.5 ml/min. 3 od 10
najintenzivnijih prijelaza u MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring) nacinu snimanja
odabrana su za svaki analit. Metoda je omogucila kvantifikaciju 22 aminokiseline od ¢ega 20
proteogenih aminokiselina te citrulin i ornitin. Sama metoda kompatibilna je s elektrosprej
nacinom ionizacije (engl. Electro Spray lonization) kao i s kemijskom ionizacijom pri

atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical Ionizaton).!?

12



Prednost ove metode svakako je i mala koli¢ina potrebnog uzorka (10 pl) krvne plazme za
razliku od ranije razvijenih metoda kod kojih je za isti tip uzorka ta koli¢ina bila i do deset puta

veca. 4

2.4. Vezani sustav plinska kromatografija — spektrometrija masa u
analizi aminokiselina

Plinska kromatografija (GC) podrazumijeva kromatografsku analiticku metodu za razdvajanje
uzoraka koji mogu biti upareni ili koji se takvima mogu uciniti derivatizacijom s odredenim
reagensom pri ¢emu njihova struktura neée biti narugena. Cestu primjenu nalazi kod analize

gistode uzoraka te izolacije Zeljenog analita iz smjese. '

Vezani sustav spektrometrije masa spregnut s plinskom kromatografijom koristen je za
odredivanje aminokiselina. Uzorci, najceS¢e Seceri i njihovi derivati, derivatiziraju se
postupkom sililiranja. Kod bioloskih uzoraka (krv i urin), koji u sebi sadrze izvanstanicne
metabolite koriSten je postupak derivatizacije s metilklorformijatom (MCF), a radi se o reakciji
alkiliranja. Reakcija alkiliranja odvija se na primarnim i sekundarnim amino skupinama.
Derivatizacija s metilklorformijatom prevodi organske kiseline, bez obzira sadrze li amino
skupinu u estere i karbamate (Slika 7.).!¢ Sama reakcija je vrlo brza i odvija se u roku od jedne

minute pri sobnoj temperaturi od 25 °C u vodenoj fazi.

Ovom metodom derivatizacije moguce je odrediti preko 100 organskih kiselina koje

istodobno mogu sadrzavati 1 amino skupinu.

o
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Slika 7.Mehanizam MCF reakcije u kojem se aminokiseline prevode u estere i karbamate koji se mogu
analizirati vezanim sustavom GC-MS !¢
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Kromatogrami dobiveni metodom GC-MS razlikuju se ovisno o tipu, kvaliteti i nac¢inu
na koji su uzroci pripremljeni. Uzorci ekstracelularnih metabolita koji su rasli na hranjivim
podlogama s dostatnom koli¢inom hranjivih tvari pokazuju velik broj te visok intenzitet MCF
derivatiziranih pikova, za razliku od uzoraka koji su se razvijali s nedovoljnom koli¢inom
hranjivih tvari. S obzirom na koli¢inu biomase iz koje su dobiveni uzorci intracelularnog
matriksa kromatogrami se razlikuju u intenzitetu 1 broju dobivenih pikova. Za zakljuciti je kako
su uzorci koji su dobiveni iz manje koli¢ine biomase rezultirali nizim intenzitetima i rjedim
pikovima derivatiziranih uzoraka. Uzorci kod kojih je reakcija zaustavljena uz pomo¢ hladne
otopine glicerola, pokazuju nesto nizi broj i intenzitet derivatiziranih pikova, dok je kod uzoraka
koji su pripremljeni metodom brze filtracije uz ispiranje hladnom otopinom metanola i vode
intenzitet 1 broj pikova neSto veéi. Pri izvodenju ovih pokusa javljaju se problemi koji
rezultiraju loSom kromatografijom, niskim intenzitetom pikova i velikim Sumom. Razlog tomu,
moze biti neuspjeSna derivatizacija uzorka kao i neispravna kolona te neke druge tehnicke

poteskoce.!”
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Razvoj instrumentacije, a time i1 metabolomickih metoda kojima se analiziraju
mikrobioloski sustavi moze se direktno primijeniti na kvantifikaciju aminokiselina u hrani.
Prilikom analize metabolita najceS¢a su dva problema, prvi od njih jest gubitak metabolita
tijekom pripreme (zaustavljanje reakcije (engl. quenching) ekstrakcija i koncentracija), a drugi
problem je instrumentalne prirode (pomicanje retencijskog vremena, i osjetljivost instrumenta).
Problem gubitka metabolita odnosi se na dodavanje internog standarda u otopinu za
zaustavljanje reakcije te stvaranje pretpostavke da se svi spojevi koji imaju istu funkcionalnu
skupinu raspadaju u jednakoj mjeri. Dodavanje internog standarda za svaki metabolit nije
prakticno zbog cijene i potreba za sintezom. Kako bi se rijeSio problem s internim standardom,
razvijena je metoda izotopnog otapanja s '*C oznadenim internim standardima.'® Na osnovu
ranije opisane metode MCF derivatizacije, razvijena je metoda s izotopno oznacenim
reagensom MCF na uzorcima urina i krvnog seruma. Metoda omogucava apsolutnu
kvantifikaciju 67 metabolita. Derivatizacija i detekcija se odvijaju u tri koraka. U prvom koraku
vidljiva je razli¢ita oznacenost amino i karboksilne skupine: karboksilna skupina iz metanola,
a amino skupina iz reagensa MCF. U drugom koraku generiran je protonirani ion alanina, dok
u treCem koraku nastaje stabilan prijelaz koji omogucava vrlo osjetljivu i selektivnu detekciju

alanina na osnovu omjera m/z pri 102.1

1. MCF derivatizacija
——

OH OCHjs
CH,0CO0Cl
NH, CH;0H AN
COOCH,
2. PCI
— o) — + — e} -
3. MRM
OCH,4 - OCH3 + Hf
NH HN
N~
Aooom COOCH;
- m/z 102.1 B N

Slika 8. Shema MCF derivatizacije alanina uz pozitivnu kemijsku ionizaciju i MS/MS detekciju '
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U ovom slucaju kao detektor koristen je trostruki kvadrupol (QqQ) koji je u usporedbi
velikog broja deuteriranih internih standarda. Uz pozitivnu kemijsku ionizaciju uspjesno je
zadrzan molekulski ion kao i molekulski fragmenti viSih masa u odnosu na klasi¢nu elektronsku
ionizaciju (engl. Electron Ionization). Kvantifikacijski MRM prijelazi za alanin prikazani su u
Tablici 2. MRM prijelaz MCF-alanina (162,2—102,2) lako se razlikuje od MRM prijelaza
standarda MCF-ds-alanina (MRM 165,2—105,2) i internog standarda dsMCF/d;MeOH-alanina
(MRM 168,2—105,2). Dva prijelaza &sMCF-MeOH-alanin i MCF-d3sMeOH-alanin imaju isti
ion prekursor (165,2), ali razligite ione produkta razgradnje pri 102,2 i 105,2."

Tablica 2. PCI MRM prijelazi alanina i deuteriranog alanina otopljenih ili u metanolu ili u deturiranom metanolu
te derivatizirani s MCF-om ili deuteriranim MCF-om

Prekursori Mw CI MRM prijelaz
MCF-alanin 161,1 162,1 162,1—102,1
MCF-d; alanin 164,1 165,1 165,1—105,1
dsMCF-alanin 164,1 165,1 165,1—102,1
MCF-d;MeOH-alanin 164,1 165,1 165,1—105,1
AMCE-dMeOH- 1671 168,1 168,1—105,1
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Iz Slike 9. usporedbom tehnika PCI (engl. Positive Chemical Ionization) 1 EI, vidljivo
je kako PCI nacin generira MRM prijelaze odnosno veéi broj potencijalnih iona prekursora, §to
direktno utje¢e na selektivnost. Protonirani molekulski ion [M+H]" identificiran je za preko 50
metabolita te je za 16 metabolita izabran kao ion prekursor. Kratko vrijeme analize (16 minuta),
jednostavnost pripreme i pouzdana kvantifikacija amino kiselina i metabolita koji sadrze

karboksilnu skupinu glavne su karakteristike metode. '°

818 | | ey

FEEEEE IR E E L L R L L E E L L T R E E E R S O E E E  E E E E E EE E R R S
Bl

OM O MM TR R R 30 T Ak 1S U 10 TR S 14 N0 RS 3 e 10D N 183 1R 19 TRE O IR I3 16 B0 BN R0 Db MO el N0 5E M0 WS TR 0T TR b e e

By

Slika 9. PCI (A) i EI (B) spektar derivatiziranog alanina !°
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2.5.  Vezani sustav kapilarna elektroforeza — spektrometrija masa u
analizi aminokiselina

Kako je ranije navedeno osim 20 standardnih aminokiselina koji se nalaze u sastavu proteina,
postoji 1 mnosStvo drugih neproteogenih aminokiselina koje se nalaze u hrani. Takve
aminokiseline odnosno njihova prisutnost u uzorcima hrane moze biti pokazatelj kvalitete i
sigurnosti iste. Definiciju neproteogenih kiselina dao je Hunt 1985.%°, ona obuhvacéa sve
aminokiseline koje se ne nalaze u glavnom proteinskom lancu, zbog nedostatka odgovarajuce
tRNA. Takve aminokiseline nastaju kao produkti metabolickih procesa u zivotinjskim

organizmima ili tijekom proizvodnog procesa hrane.?!-*

Kapilarna elektroforeza (engl. Capillary Electrophoresis) — analiticka tehnika koju
karakterizira kratko vrijeme analize, male koli¢ine uzorka, visoka u¢inkovitost, jednostavnost i
ekoloska prihvatljivost. Svoju primjenu osim u analizi neproteogenih aminokiselina nalazi i u
analizi hormona, biljnih metabolita 1 malih organskih molekula. Komplementarna je tehnika
HPLC tehnici te se odlikuje boljom rezolucijom, §to je korisno kod odredivanja niskih

koncentracija aminokiselina u kompleksnim uzorcima.?*%

Neproteogene aminokiseline najcesce se odvajaju na dva nacina, prvi od njih jest CZE
(engl. Capillary Zone Electrophoresis) gdje se koristi separacijski pufer koji moze, a i ne mora
sadrzavati aditive, pri ¢emu se odvajanje temelji na razlicitoj elektroforetskoj pokretljivosti
analita pri odredenoj pH vrijednosti. Drugi nacin jest EKC (emgl. Electrokinetic
chromatography), gdje se tzv. pseudofaza (surfaktant u koncentraciji vecoj od kriti¢ne
micelarne koncentracije) najcesce natrijev dodecil sulfat dodaje u elektrolitsku otopinu kako bi
se uspjesno separirale neproteogene aminokiseline iz sloZzenih matrica. U preglednom ¢lanku
naveden je cijeli niz metoda za analizu neproteogenih aminokiselina, koje su razvrstane s

obzirom na strukturu. 2°

2.5.1 Analiza taurina kapilarnom elektroforezom

Taurin je neesencijalna aminokiselina koja se u tkivu naj¢esce pojavljuje kao slobodna
aminokiselina, u svojoj strukturi sadrzi atom sumpora, a u metabolickom smislu sudjeluje u
sintezi soli zu¢nih kiselina. Odgovorna je za mnostvo funkcija; antioksidativni ucinak 1
osmotska regulacija volumena stanice, a koristi se u lijeenju retinopatije, bolesti bubrega i

problema sa zastojem srca. 27°
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Razvijena je CE-ED (engl. Capillary Electrophoresis — Electrochemical detection)
metoda 3! za analizu taurina u Lycium Barbarum L. (Obicni vucac), poznatiji pod nazivom Goji

bobice; mlijeku u prahu i napitku koji se koristi kao dodatak prehrani.

Napon od 30 kV primijenjen je na krajeve kvarcne kapilare koja je imala duzinu od 70
cm s unutarnjim promjerom od 25 pm. Uglji¢na elektroda promjera 300 um koristena je kao
radna elektroda, koja je prije upotrebe polirana s brusnim papirom, sonicirana u deioniziranoj
vodi te je postavljena na kraj kapilare. Preostale dvije elektrode bile su platinasta pomo¢na
elektroda te SCE (engl. Saturated Calomel Electrode) referentna elektroda. Kao detektor
koriSten je BAS LC-4C amperometrijski detektor. Mobilna otopina bila je H3BO3-NaxB4O7
c=25-150 mmol / I, pH=8.7-9.5. Svi uzorci profiltrirani su kroz 0.22 pm najlonski filter.

Kao optimalni napon na radnu elektrodu primijenjena je vrijednost od 1.05 V gdje je
pozadinska struja najmanja, a omjer S/N najveci. Utvrdeno je kako vrijednost pH mobilne
otopine u ovom slucaju pufera utjeCe direktno na migraciju analita. Ispitano je podrucje
vrijednosti pH od 8.7-9.5 pri ¢emu se povecanjem pH vrijednosti povecava i migracijsko
vrijeme taurina. Iz Slike 10. vidljivo je kako pH vrijednost ve¢a od 9.0 omogucava razdvajanje

analita i elektroosmotski protok.

pH

Slika 10. Utjecaj pH na vrijeme migracije (A) i vrina struja (B) 3!
Nadalje, koncentracija pufera vazan je parametar zbog zeta potencijala na unutarnjima
stijenkama kapilare, gdje je optimalna koncentracija iznosila 25-50 mmol/l. Promatran je i
utjecaj napona na migracijsko vrijeme analita, pri ve¢em naponu postignuto je krace vrijeme

migracije, no s druge strane to je dovelo do povecanja Suma bazne linije. Optimalni separacijski
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napon iznosio je 20 kV. Parametar koji je ispitan u svrhu postizanja pouzdanijih rezultata je 1
vrijeme injektiranja pri naponu od 20 kV, a maksimum je postignut kada je trajanje injektiranja
iznosilo 8 s. Na Slici 11. vidljivi su elektroferogrami analiziranih uzoraka pri gore navedenim

uvjetima.

o] |
-

LA

4 6 8 10 12 14 6 8 10 12 14 4 6 8 10 12 14
t / min t,/ min t. / min

Slika 11. Elektroferogrami Lycium Barbarum L. kapsule (A), LIPOVITAN (B), mlijeko u prahu (C); pik pod
brojem 1 oznaava taurin 3!
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U Tablici 3. nalaze se rezultati sadrzaja taurina u analiziranim uzorcima uz podatke o
deklariranoj vrijednosti komercijalno dostupnih uzoraka te RSD (%) vrijednostima. RSD
vrijednost za reproducibilnost na 7 injektiranja otopine standarda iznosila je 4.2%, linearnost
metode izrazena je preko kalibracijskog pravca, gdje je r=0.9995, a LOD pri S/N=3 iznosio je
1.0¢107 mol / 1.3!

Tablica 3. Rezultati sadrzaja taurina u uzorcima kapsula i biljke Lycium Barbarum L., LIPOVITAN napitku te
mlijeku u prahu.

Deklarirana
Uzorak Koncentracija RSD (%)
vrijednost
Lycium Barbarum
/ 2.82 mg/g 4.9

L. kapsule
Lycium Barbarum

. / 3.63 mg/g 3.5
L. biljka
LIPOVITAN

_ 10 mg/ml 9.86 mg/ml 4.4
napitak
Mlijeko u prahu 40 mg/100g 41.7 mg/100 g 2.8
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§ 3. ZAKLJUCAK

Opisane tehnike za kvalifikaciju 1 kvantifikaciju aminokiselina u bioloSkim uzorcima
predstavljaju presjek dosadasnjih spoznaja u ovom podru¢ju. Smjer daljnjeg razvoja analize
aminokiselina podrazumijeva odredivanje sve nizih koncentracija aminokiselina u uzorku kao
1 postizanje sve bolje rezolucije izmedu aminokiselina te u konac¢nici §to jednostavnija provedba
metoda. U tehnikama LC-MS razvoj se odnosi na sintezu novih derivatizacijskih reagensa koji
aminokiselina vazno je obratiti pozornost na nekoliko parametara medu kojima su robusnost,

repetibilnost, osjetljivost i selektivnost.

Podrucje analize realnih uzoraka predstavlja izazov iz viSe razloga: raznolikost uzoraka
obzirom na relativnu zastupljenost aminokiselina i njihova kemijska stabilnost, izolacija
proteina odnosno aminokiselina iz matrice uzorka te postizanje uvjeta analize, koji ¢e oCuvati
kemijsku strukturu, a time i koli¢inu svake aminokiseline u uzorku. Iz navedenih razloga,
tehni¢kim usavrSavanjem analiti¢kih instrumenata te njihove preciznosti i osjetljivosti kao i
razvojem novih kromatografskih metoda osigurava se pouzdan nacin kontrole realnih uzoraka.
Navedeno je, potrebno posebno istaknuti u uzorcima hrane ¢iji je glavni parametar kvaliteta, a
on je u direktnoj korelaciji s aminokiselinskim sastavom. Takoder, od klju¢nog interesa je
razvoj metode koja moze selektivno odrediti peptide, (njihov aminokiselinski sastav), koji se

koriste kao aktivna farmaceutska komponenta u mnogim lijekovima te eventualne proteinske

metabolite, koji se danas koriste kao dijagnosticki alat kod cijelog niza poremecaja i bolesti.

Zbog navedene sloZenosti 1 raznovrsnosti samih uzoraka koje je potrebno analizirati,
nuzno je istodobno koristiti viSe analitickih metoda, njihovom kombinacijom, usporedbom te
kritickim osvrtom dobiti najpouzdanije i najto¢nije rezultate uz postavljanje strogih kriterija

prihvatljivosti.
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