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Uvod
ÅAminokiseline osnovne gradivneƧŜŘƛƴƛŎŜ ǎǾƛƘ ȌƛǾƛƘ ƻǊƎŀƴƛȊŀƳŀ 

ÅhŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ƛ ƪǾŀƴǘƛŦƛƪŀŎƛƧŀ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ςkvaliteta hrane

ÅKromatografskemetode i vezani sustavi 
Å LC (RP i IE)

Å LC-MS

Å GC-MS

Å CE-MS

Å±ŀȌƴƻǎǘΥ ǇǊŜƘǊŀƳōŜƴŀ ƛ ŦŀǊƳŀŎŜǳǘǎƪŀ ƛƴŘǳǎǘǊƛƧŀ

ÅRazvoj i validacija standardnih metoda koji se koriste za analizu 
aminokiselina (AAA)

20.7.2020. 3



Metode kvalifikacije i kvantifikacije proteina

Hidroliza proteina:

ÅTemperatura, vrijeme i reagens

ÅStandardna metoda hidrolize proteina ƪƭƻǊƻǾƻŘƛőƴƻƳkiselinom (6M)

ÅUporaba metansulfonskekiseline (CH4O3S)

ÅYŀǊŀƪǘŜǊƛǎǘƛƪŜ ǳȊƻǊƪŀ ƻŘǊŜŚǳƧǳ ǇŀǊŀƳŜǘǊŜ ƘƛŘǊƻƭƛȊŜ

ÅtǊƻōƭŜƳ ƴŀǊǳǑŀǾŀƴƧŀ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ǇǊƛƭƛƪƻƳ ƘƛŘǊƻƭƛȊŜ
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¢Ŝƪǳŏƛƴǎƪŀkromatografija

Åusporedba metoda HPLC i UPLC za analizu aminokiselina

ÅDerivatizacijaŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ƻƳƻƎǳŏŀǾŀ ƴƧƛƘƻǾǳ ǇƻǳȊŘŀƴǳ 
kvantifikaciju
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HPLC UPLC

Instrument Alliance 2695 Acquity (Waters)

Detektor
2487 Apsorbancijski 

detektor
2996 DAD

Kolona
PicoTagAAA kolona 

150Å3.9 mm, 4 Õm

BEH C18, 100Å2.1mm, 1.7 

Õm

Brzina protoka ml/min 1.5 0.7

Temperatura kolone 36 55

Volumen injektiranja Õl10 1

valna duljina detekcije 254 260

Vrijeme kromatografije 23.5 10

LOD ÕM 1.3-2.5 0.4-1.6

LOQ ÕM 4.3-8.4 1.3-5.3

Tablica 1. Usporedba  Pico ¢ŀƎωIt[/i !ŎŎvω¢ŀƎultra.



¢Ŝƪǳŏƛƴǎƪŀkromatografija

ÅHPLC/UPLC usporedba metoda za analizu aminokiselina

ÅDerivatizacijaaminokiselina-ƻƳƻƎǳŏŀǾŀ ǇƻǳȊŘŀƴǳ ƪǾŀƴǘƛŦƛƪŀŎƛƧǳ

20.7.2020. 6

Slika 1.  UPLC kromatogramAQC derivatiziranihaminokiselina iz uzorka hidrolizatakazeina.



Vezani sustav ǘŜƪǳŏƛƴǎƪŀkromatografija-spektrometrija masa

Å Razvoj instrumentalnih metoda
Å HPLC -> UPLC
Å tƻǾŜŏŀƴƧŜ ƻǎƧŜǘƭƧƛǾƻǎǘƛ ό[h5 ƛ [hvύ

Å Razvoj derivatizacijskihreagensa
Å Fenilizotiocijanati o-ftalaldehid
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Slika 2. 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)

Slika 3. Reakcijska shema DDP-a i aminokiselina

A B
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Å Razvoj instrumentalnih metoda
Å HPLC -> UPLC
Å tƻǾŜŏŀƴƧŜ ƻǎƧŜǘƭƧƛǾƻǎǘƛ ό[h5 ƛ [hvύ

Å Razvoj derivatizacijskih reagensa
Å Fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid

Slika 4. Reakcijska shema DPD-a i aminokiselina 

±ŜȊŀƴƛ ǎǳǎǘŀǾ ǘŜƪǳŏƛƴǎƪŀ ƪǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛƧŀ-spektrometrija masa
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t/min % (A) % (B)

0 8 92

10 32 68

25 50 50

30 8 92

Tablica 2. Podaci o gradijentnom eluiranjumetoda (A)

Slika 5.Kromatogrami derivatiziranihaminokiselina s DPD-om, 
dobivenih gradijentnom (A) i izokratnom(B) metodom

Vezani sustav ǘŜƪǳŏƛƴǎƪŀ
kromatografija-spektrometrija masa



ÅKromatografijaionskih parova LC-MS/MS

ÅRP-LC

Å Ion-pair (HFBA) ςalkilsulfat/alkilamonijevasol. 

ÅESI-MS 

ÅAPCI-MS

20.7.2020. 10

±ŜȊŀƴƛ ǎǳǎǘŀǾ ǘŜƪǳŏƛƴǎƪŀ ƪǊƻƳŀǘƻƎǊŀŦƛƧŀ-spektrometrija masa



Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

ÅAnaliza hlapivih uzoraka

ÅDerivatizacija(sililiranje, 
metilklorformijatόa/Cύύ ǳȊ ƻőǳǾŀƴƧŜ 
strukture ςǇǊŜǾƻŚŜƴƧŜ ǳ ŜǎǘŜǊŜ ƛ 
karbamate

Å2ƛǎǘƻŏŀ ǳȊƻǊƪŀ ƛ ƛȊƻƭŀŎƛƧŀ ȌŜƭƧŜƴƻƎ 
analita
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Slika 6.Mehanizam MCF reakcije u kojem se 
aminokiseline prevode u estere i karbamatekoji se 

mogu analizirati  vezanim sustavom GC-MS



Slika 7. bŀƧőŜǑŏŜ D/-a{ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƛ ǎǇƻƧŜǾƛ  a/C derivatizacijskommetodom.
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Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

Slika 8. GC-MS kromatogramiMCF derivatiziranihuzoraka
20.7.2020. 13



Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

ÅRazvoj ƳŜǘŀōƻƭƻƳƛőƪƛƘ
metoda

ÅEventualni problemi: 
αȊŀǳǎǘŀǾƭƧŀƴƧŜ ǊŜŀƪŎƛƧŜέΣ 
pomicanje retencijskog
vremena, osjetljivost 
metode.

Å Interni standard ς
cijena i potreba za 
sintezom

ÅMetoda s izotopno 
ƻȊƴŀőŜƴƛƳ a/C-om
Å Uzociurina i krvnog 

seruma
Å Derivatizacijau 3 koraka
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Slika 9.Shema MCF derivatizacijealaninauz pozitivnu kemijsku ionizaciju i MS/MS detekciju



Vezani sustavi plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

Å Detekcija trostrukim kvadrupolom(QqQ)

Å PCI

ÅaƻƭŜƪǳƭǎƪƛ ƛƻƴƛ ƛ ƳƻƭŜƪǳƭǎƪƛ ŦǊŀƎƳŜƴǘƛ ǾƛǑƛƘ Ƴŀǎŀ

Å Usporedba PCI i EI
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Tablica 2. PCI  MRM prijelazi alaninai deuteriranogalaninaotopljenih ili u metanolu ili u deturiranommetanolu
te derivatiziranis MCF-om ili deuteriranimMCF-om

Prekursori Mw CI MRM prijelaz

MCF-alanin 161,1 162,1 162,1Ÿ102,1

MCF-d3 alanin 164,1 165,1 165,1Ÿ105,1

d3MCF-alanin 164,1 165,1 165,1Ÿ102,1

MCF-d3MeOH-alanin 164,1 165,1 165,1Ÿ105,1

d3MCF-d3MeOH-

alanin
167,1 168,1 168,1Ÿ105,1



ÅDetekcija 
trostrukim 
kvadrupolom
(QqQ)

ÅPCI

ÅMolekulski ioni 
i molekulski 
ŦǊŀƎƳŜƴǘƛ ǾƛǑƛƘ 
masa

ÅUsporedba PCI 
i EI
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Slika 10. PCI (A) i EI (B) spektar derivatiziranogalanina

Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa



Vezani sustav kapilarna elektroforeza-spektrometrija masa

ÅNeproteinske aminokiseline-pokazatelj kvalitete hrane

ÅYǊŀǘƪƻ ǾǊƛƧŜƳŜ ŀƴŀƭƛȊŜΣ Ƴŀƭŀ ƪƻƭƛőƛƴŀ ǳȊƻǊƪŀΣ ƧŜŘƴƻǎǘŀǾƴƻǎǘ ƛ ŜƪƻƭƻǑƪŀ 
prihvatljivost

Å±Ŝŏŀ ǊŜȊƻƭǳŎƛƧŀ ǳ ƻŘƴƻǎǳ ƴŀ ƳŜǘƻŘǳ It[/

ÅCZE- (engl. CapillaryZone Electrophoresis) ςseparacijski pufer
Å Princip odvajanja-ǊŀȊƭƛőƛǘŀ elektroforetskapokretljivost

Å ƛ 9Y/ ƴŀőƛƴƛ ƻŘǊŜŚƛǾŀƴƧŀ
Å Prisutnost surfaktantaǳ ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƧƛ ǾŜŏƻƧ ƻŘ /a/ όƴǇǊΦ {5{ύ

Å ¦őƛƴƪƻǾƛǘŀ ǎŜǇŀǊŀŎƛƧŀ ƴŜǇǊƻǘŜƛƴǎƪƛƘ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ƛȊ ǳȊƻǊƪŀ
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Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

ÅNesencijalna
aminokiselina koja se 
ƴŀƧőŜǑŏŜ ǇƻƧŀǾƭƧǳƧŜ ƪŀƻ 
αǎƭƻōƻŘƴŀ 
ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀέ

ÅCEςED (kapilarna 
elektroforezaς
elektrokemijska 
detekcija) 

ÅPrimjena napona za 
optimalni omjer S/N

Å±ŀȌƴƻǎǘ ǇI ǾǊƛƧŜŘƴƻǎǘƛ

ÅKoncentracija pufera

ÅUtjecaj napona na 
razdvajanje (20 kV)

20.7.2020.
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Slika 11.¦ǘƧŜŎŀƧ ǇI ƴŀ ǾǊƛƧŜƳŜ ƳƛƎǊŀŎƛƧŜ ό!ύ ƛ αpeakcurrentά ό.ύ



Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

Slika 12. ElektroferogramiLyciumBarbarumL. kapsule (A), LIPOVITAN (B), mlijeko u prahu (C); pik pod brojem 1 
ƻȊƴŀőŀǾŀ taurin
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Uzorak
Deklarirana 

vrijednost
Koncentracija RSD (%)

Lycium Barbarum L.

kapsule
/ 2.82 mg/g 4.9

Lycium Barbarum L.

biljka
/ 3.63 mg/g 3.5

LIPOVITAN napitak 10 mg/ml 9.86 mg/ml 4.4

Mlijeko u prahu 40 mg/100g 41.7 mg/100 g 2.8

Tablica 3.Rezultati ǎŀŘǊȌŀƧŀ taurinau uzorcima kapsula i biljke LyciumBarbarumL., LIPOVITAN napitku te mlijeku u prahu

Kapilarna elektroforeza-analiza taurina
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½ŀƪƭƧǳőŀƪ
ÅwŀȊǾƻƧ ǳ ǎƳƧŜǊǳ ǇƻǾŜŏŀƴƧŀ ƻǎƧŜǘƭƧƛǾƻǎǘƛ ƳŜǘƻŘŀΣ ōƻƭƧŜ ǊŜȊƻƭǳŎƛƧŜ ƛȊƳŜŚǳ 
ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀΣ ǇƻƧŜŘƴƻǎǘŀǾƭƧŜƴƧŜ ƛȊǾƻŚŜƴƧŀ ƳŜǘƻŘŀ

Å Razvoj derivatizacijskihreagensa ςƧŜŦǘƛƴƛƧƛΣ ǎǘŀōƛƭƴƛƧƛΣ ŜƪƻƭƻǑƪƛ ǇǊƛƘǾŀǘƭƧƛǾƛƧƛ

Å Robusnost, repetibilnost, osjetljivost i selektivnost

Å Izazov- raznolikost uzoraka kao predmeta analize 
Å Izolacija

Å hőǳǾŀƴƧŜ ǎǘǊǳƪǘǳǊŜ ƛ ƪƻƴŎŜƴǘǊŀŎƛƧŜ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ǳ ǳȊƻǊƪǳ

Å Razvoj novih kromatografskihƳŜǘƻŘŀ όǇǊŜŘƳŜǘ ƛǎǘǊŀȌƛǾŀƴƧŀ ςsinteza novog 
derivatizacijskogreagensa

ÅtƻǳȊŘŀƴ ƴŀőƛƴ ƪƻƴǘǊƻƭŜ ǊŜŀƭƴƛƘ ǳȊƻǊŀƪŀ όƪƻƴǘǊƻƭŀ ƪǾŀƭƛǘŜǘŜ ƘǊŀƴŜύ

ÅhƳƻƎǳŏŀǾŀƴƧŜ ǊŀȊǾƻƧŀ ƴƻǾƛƘ ŦŀǊƳŀƪƻƭƻǑƪƛƘ ŦƻǊƳǳƭŀŎƛƧŀ ǳ ǎǾǊƘǳ ƭƛƧŜőŜƴƧŀ

ÅhŘǊŜŚƛǾŀƴƧŜ ƳŜǘŀōƻƭƛǘŀ ǳ ǾƛŘǳ ŀƳƛƴƻƪƛǎŜƭƛƴŀ ƪŀƻ ŘƛƧŀƎƴƻǎǘƛőƪƛ ŀƭŀǘ

ÅYƻƳōƛƴŀŎƛƧŀ ƴŀǾŜŘŜƴƛƘ ŀƴŀƭƛǘƛőƪƛƘ ƳŜǘƻŘŀΣ ǊŜȊǳƭǘŀǘ ǎǳ ǇƻǳȊŘŀƴŜ ƛ ǘƻőƴŜ 
analize uz stroge kriterije prihvatljivosti
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IǾŀƭŀ ƴŀ ǇŀȌƴƧƛΗ 
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