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8§ Abstract Xii

University of Zagreb Diploma Thesis
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Department of Chemistry

ABSTRACT

DETERMINATION OF AMINO ACIDS BY HIGH-PERFORMANCE LIQUID
CHROMATOGRAPHYWITH ULTRAVIOLET DETECTION

ODULQ % HODMHYLU

Ligquid chromatography with ultraviolet detection (HPILU) was used for theetermination
of selected amino acids in aqueous samples usthgp@nylmethyl chloroformate (FmeCl)
as a derivatization reagent.

Fmocamino acid derivatives were synthesized and characterized by spectroscopic
methods. Formed products were used asytioal standards. Through the development of the
HPLC method, the chromatographic conditions were optimized, which led to a fine resolution
and separation of the selected Frameino acid derivatives and {products formed in the
derivatization reaction. Eh reaction conditions for ensuring theguimolarity of the
derivatization reaction were investigated and with respect to the known addition of each amino
acid. By the obtained HPL@YV method, the mass content of glutamic acid (1.2,4%) in
some food adtives was determined.
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8§ 1 Uvod 1

§1. UVOD

Aminokiseline su prirodni spojevi, sastavni dio peptida i protéfteko bi se bolje razjasnila
QMLKRYD ELRPGREANBHKORBRLBRORANLP X]RUFLPD IQdoeiRE KLGUR
SULVXWQH VX L X RNé&malpefanik dadgAl PO GR®D RON RILOM pHHEQID
DQDOtemikb NDNYDOLWDWLYQR L LOL NYDQW LjgvV\b WN YaQIRQ RIS U |
kromatografifn. YLVRNH UDPOX BIHVRNMWFLMX X O W U D OekgK Bighh DV W L P
performance liquid chromatographyV detetion, HPLC-UV). Kako suaminokiseline polarne
molekule, na nepolarnitkromatografskinkolonama koje se koriste u kromatografiji obrnutih
fazaeuliraju seu mrtvom volumenu 2VLP WRJD YHULQD DPLQRNLVHOLQELC
kromoforu za UV detekciju. ZatoH SULMH LOL WLMHNRP HNVWUDNFLMH W
kemijska derivatizacija.

USHSWLGQRM VLQWHWVNRM N HipdjaMnindlisklirdDlgpaptidd Q D V N>
PHVWR VafluNrBnrhetiNddrformijat (Fmoc & O X D Q D O L ve & PipM QNNHPYLIMAL
derivatizacijski reagens za aminokiseline. Reakcijonrflu@renilmetil klorformijata i
aminokiselina nastaju stabilni FMA@ PLQRNLVHOLQVNL GHULYDWL SUHNR I
koncentraciju aminokiseline u uzorku uz uvjet da je deriveijglea reakcija kvantitativna,
odnosno da jeP Q R & hastilog produkta ekvimolarn® Q R apri€utne aminokiseline.U
literaturi je malo podataka vezano uz stabilnost nastalih Fieoeata, vremena derivatizacije,
YHULQD UDGRYD QDYRGYLHE BN DA S@WaHaliYeHcOdn LzorakX

Cilj ovog rada jst razviti metodu HPLC-89 ]D R G U Hhhséimn® Mdiela
glutaminske kiseline u dottama jelima. Glutaminska kiselina derivatiziranasjemocCl s
naglaskomna ispitivanje uvjetaza postizanje kvantitativne derivatizacijske reakgijaa
stabilnosti reagensa inastalih derivata. Namodelnm otopinana uz poznati dodatak
glutaminske kiselineL VW UDRRFMPLMBO QL VXYL&ADN GH DvrijgdddstipFD FLMV N F
reakcijske smjeserrijeme derivatizacijestabilnost nastalih derivatee optimalardodatak 1
aminoadamantamdrokloidaNRML VH GRGDMH ]D X N@. DSnviglu@rinske X Y L & N L
NLVHOLQH X VOMHGH U BKIN QINRSU iDsbiiLkiad/ pl &l i, Ltey fEndgavirDkao
QHSRODUQLMD DPLQRNLVHOLQD X RGQRVX QD JOjX24DPLQVN
istovremenu derivatizaciju smjesenavedenih aminokiselina prema njihovom poznatom
dodatku.
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8§ 1 Uvod 2

U okviru rada sintetizirani su Fmaminokiselinski derivati gitaminske kiseline, serina i
fenilalanina te nusprodukt derivatizacijsk@gpstupka Fmocaminoadamantan (Fmakd).
Pripremljeni spojevi okarakterizirani su spektroskopskim i spektrometrijskim metodama te
NRULAWHQL NDR DQDOLWLpPpNL VWDQGDUGL

ODULQ %HODMHYLQ Diplomski rad



§ 2 Literaturni pregled 3

8 2. LITERATURNI PREGLED
2.1. Aminokiseline, ulogai struktura

Aminokiseline L ] J U Dgrotévhikoji nastajupovezivanjem aminokiselinaeptidrom vezom,

aod velikesu Y D a Q RV WizmiX jeR abaulj&u veliki broj funkcg; RGUADYDMX RUJDQI

E L R GR[dINm, katalizatorisu X ELRORANLP SURFHVLPD VXGMHOXMX X

LPSXOVD RGJRYRUQL VX ]D LPXQRORANK REUDQX GDMX PH
AminokiseliQH VX JUDVHQH Rugljikevhé &tondaQpdueZag. s amine

VNXSLQRP NDUERNVLOQRP VNXSLQRP YRGLNRYLP DWRPRP

aminokiselinu(R), a QD]JLYD VH ERpQLP RJUDQNRP 6YDND DPLQRN

ogranakpa takoimaju L UD]OL p L WX & X R MpBMMAREjske VN XSLQH YH]DQH QI

ugljikov atom aminokiseline su kiralne molekule Relativha konfiguracija prirodnih

aminokiselinajest SD VX SURWH L Q L-aihDkjsdliQdJetlimaRuRinBkZelina koja

nije kiralna L QH SRND]XMH RS IglckhXApBdiuial Xdpfigwalija svih

aminokiselinajes RVLP FLVWHLQD pL M.Rglkbvoy RI@MERIXnemiiaIbhiMm D Q D

otopinama, odnosno u otopinama neutralnevpf¢dnosti aminokiseline imaju dipolaran oblik

gdje je amineskupina protonirana, a karboksilna skupina deprotoniranaviagolarn oblik

aminokiselirm nazivamo zwitterioni Do promjeneionizacige dolazi ili zbog smanjenja

vrijednosti pH AW R GdodYRt@itanja funkiskih VNXSLQD SUL pHPX,iMH QHWR

]JERJ SRYHUDQMD YULMHGQRVWL BQLUDWH \SXURPM XY MKSQ RV

dok je uzwitterionskonobliku jednak -

of HOH o HOH
R R R
® R\ H u_ © RO H \/‘_ WH
H3N)\ - NH3)\ © < HzN)\ ©
COOH H+ (e{0]0) H+ (e{0]0)

Slika 1. lonizacijska stanjgdD PLQ R N LV H O L Q WDijeSinbstirablpHO Lp LW L P

6YDNL ERpQL RJUDQDN LU OLYpR ISR E/QCNrargaD @k Wh veza,
UD]JOLPLWH Vié LLPHDOVNWUWL B ICR\PWW D KLGURIREQD VYRMVWYD

ODULQ %HODMHYLQ Diplomski rad



§ 2 Literaturni pregled 4

o o o OH O o 0
HZNQJ\OH \HJ\OH HO/\HJ\OH )\‘)J\OH HS/\‘)J\OH )YJ\OH
NH, NH,

NH, NH, NH,
Glicin, Gly, G Alanin, Ala, A Serin, Ser, S Treonin, Thr, T Cistein, Cys, C Valin, Val, V

0 -0 0 OH
- S
W’LOH \/\)kOH - \/\HkOH OAO
NH; NH, NH, NH

Leucin, Leu, L Izoleucin, lle, | Metionin, Met, M Prolin, Pro, P
0 0 H o) 0 0
HO
NH; HO NH; NH;, O NH, NH,
Fenilalanin, Phe, F Tirozin, Tyr, Y Asparaginska kiselina, Glutaminska kiselina,
g OH Asp, D Glu, E

Triptofan, Trp, W

0 o} 0 0 0 )NJ\H 0
H,N H2N
Moy o or «NNOH L et
(0] NH, HN NH, NH,

NH; NH,
Asparagin, Asn, N Glutamin, GIn, Q Histidin, His, H Lizin, Lys, K Arginin, Arg, R

Slika 2. Prikaz strukturnih formulaaminokiselina i njihove oznake.

Alanin je najjednostavnija kiralna aminokiselirderin i treonin imaju alifatske hidroksilne
VNXSLQH WH VX SRODUQH tiolEUHsKufifuESRI N @in, BucinVizbléu®in¥V D G U & L
metionin su aminokiseline s alifstNLP ERpPpQLP VN XS LirgaDieeierskutskMpirRiQ L Q
5+ Prolin je aminokiselingrstenaste strukturp LMMH ERpPpQL RIJIDGQGRALYXRM QWR
Fenilalanin, WLUR]LQ L WULSWRIDQ VX DPLQRNLVHOLQH V DURPL
LPD KLGURIREQD VYRMVWYD GRN WLUR]JLQ L WULSWRIDQ LF
hidroksilne skupine, odnosramineskupineL] ERpPQRJ RIJUDQND &MiSRaAIJDILQVI
NLVHOLQD L P D Mograhke \¢é k@doksiriRim @kdipinomDn NUDM X DOL SUL IL]
vrijednostipH su negativno nabijene. Asparagin i glutamin su aminokiseline bez naboja i imaju
aminoskupiu QD NUDMX ERPQRJ ODQFD Y%stidjri, pZinHamifin QEREMNLVHOLC
I arginin su pozitivno nabijenaminokiseline pri neutralnojrijednosti pH, dok histidirski
aromatski gWHQ PRAaH L QH PRUD E LW LQ KHBRWUNDLO/@ARP QDHE IAMHRQ
neposrednoj okolini te aminokiselife.

$PLQRNLVHO VOHhBEPONUL deba, jaja, mljeka AL W BRIYRJI D, L YRUD
hralm]D VWRNX8 JBRMH§ WREPWWX BHWPRQLQD L FLVWHLQD ULaD

i treoninom, kukuruz triptofanom i lizinom, mahunarkeetioninon?, breskve su bogate

ODULQ %HODMHYLQ Diplomski rad



§ 2 Literaturni pregled 5

DVSDUDJLQRP EURNXOD V@IBGWHEO MEHRVXVDHQBRIEPABD W K DNDH
glutamina, glutaminske kiselineasparaging u ribliem mesu prevladavaijcistein, alanin,

glicin, leucin® U lubenici su R G U H jvida®eH koncentracije citurlina, neesencijalne,
neproteinske aminokiseline, koja ima vikD aQ® RJX X VWD QL p XRIP FPUHDNI B BROKL
vitalnosti organd.

2.1.1. Glutaminska kiselinai umami okus
Glutaminska kiselina je neesencijalna aminokiselina i ima svolgtatnosti. Sintetizira se iz

~ketoglutarataD VO XAaL NDR S U Ka\slje sildtizitaju NrRgd ahdinokiseline poput
glutamina, prolina i arginina.

@) O
NH»

Slika 3. Struktuna formulaglutaminske kiseliné

Glutaminska kiselinge bjeli prah topljiv u vodii neotrovnge. U VWROMMBUX RWNL
je Rizzo Johnson i opisd@o proziran prah koji ima okus te kao tvar koja jdjtea u vodi i
RWRSLQL NORUR YR GedichiHseNKokisk @iti @ H pheg@aW XpQH NRPH X
prehrambenoj industriji kao aditiv hrani u obliku natrijevog glutame& HOHNWULPpQD W
glutamataje pH = 3,22. Ove kiseline imD X & Lrivd,Dilikafdi mikroorganizmimae u
ALYRWLQMVNRP P U X DIEBDKRNjSkiEnVedKDijamgprisutnaje i u brojnim
proteinima daje glutatiorkoji djeluje kao antioksidans u organizmu. Kao natrijeva sol, natrijev
glutaminat, daje umami okus koji je jedan od pet glavnih okoesad okusa zalatkq kiselo,
gorko i sland

PojamokusaY XPDPLY RGQRVL VH QD V,R020.sd) MWD RIS VER NL
je japanski znanstvenik K. lkeda kada je izolirao glutamat iz morskih algi koje se koriste u
kulinarstvu, u pripravjuheod morskihalgi SHULQD VLVDYDFD PRAaH SUHSR]QD
taj okus odgovorni su glutamat i-Bbonukleotidi poputinozinata i gvanilataHrana poput
ribljih umaka i umaka od soje boggwglutamatom, dok glutaminske kiseline ima u mesu
(perad, govedina, svinje® D PRUVNRM KWMeluima YS FaYiozinat jedok je
5- JYDQLODW YLaH SULVXWDQ X ELOMNDPD
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Osim u navedenim namiicama, glutaminska kiselina jevelikom udjelu prisutna u
OMXGVNRP PDMPLQRP POLMHNX X RO/QRVAAUDIRNMEAEOH DP I
mlijekana QR Y R U R {pbk@ZadDss U D | O eéksrdBijd licas obzirom na sastav mlijeka
OOLMHNR RERJDUHQR QDWULMHYLP JOXWDPDWRP L POLMHN
NRG QRYRURYHLQPNPLEH LSREBPDUMUIUWDWRNUHWH UXNDPD NRML
SRYHUDQD aHOMD ]D iojekakmzaiadhal ilturad @uakdadmMi ULMHpPp NRMD E
mogla bolje definiratiS R M inamyYodnosno okus natrijevog glutamafkusni pupoljci na
VUHGQMHP GLMHOX MH]LND SUHSR]QDMX XPDPL RNXV aWR
mehanizam za glamat® 1HND LVWUDALYDQMD SRND]DOD VX NDNR MH
umjesto soliX SUHKUDQL SRND]DR SRJLWLYDQ XpLQDN QD JGUDYC

22. $QDOLWHWNRKMSH RGUHYLYDQMD DPLQRNLVHOLQD

SPLQRNLVHOLQH VX VYHSUL \$¥§d @ kiaKtitetiviky&itativhadanAigkR U FL P D
aminokiselinaY DAa®DL REUDGL NOLQLpPNLK X]JRUDND X GLMDJQRVW
NRQWUROL NYDOLWHWH KUDQH X SUHKUDPEHQRM LQGXVWL
VDG UabBtRIDGUXJLP SRGUXpMLPD

Zakvalitativno i kvantitativnoR G U H ¢ ArnfibbiddlinaX ELR OR &N L R B MRALRIHP D
VH NRULVWH NURPDWRJUDIVNH PHWRGH NRMH UH GHWDOMC(
rada.

-HGQD RG PDQMH NRhidkéPAMQ LIK PQIDVAREBeKrdfdréda &l HP L M L
WHPHOML VH QD JLEDQMX QDELMHQLK pHVWLFD SRG X\
HOHNWURIRUH]D MH PHWRGD RGYDMDQMD ELRORANLK PRO
unutar kapilarete je ova metodd H \ZakhRenazatradicionalnu metodu elektroforeze na gelu.
Kapilarna elektroforeza koristi se za analizu aminokiselina u hrani. Metoda ne zahtjeva veliku
SRWURAQMX X]RUDND L UHDJHQVD WH MH GREUH UH]ROXFLI

S obzirom da su aminokiseline &itigkoji mogu biti nabijeni ovisno wrijednostipH
medija, one mogu bivdvojenekapilarnom elektroforezona usvrhuS R E Rj@ d8jétlhivost
PHWRGH gekomipirasaldpojevimaaderivatizaciju koji aminokiselini daju kromoforu
za R S W déékcip. Novije tehnike poput kapilarne elektroforeze s laserski induciranom
fluorescentnom detekcijorkoriste se]D RGUHYLYDQMH VORERGQLK DPLQRI
uzorcima.Nadalje, lombinacijommetodakapilarne elektroforeze i spektrometrije masaguon

se analizirati aminokiseline bez prethodne derivatizatije.
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2VLP NDSLODUQH HOHNWURIRUH]H ]D sBkGridgtHgikleama MH D P L
magnetska rezonaipa (engl.Nuclear magnetic resonandéMR). Temeljisena interakcijama
L]PHYVY X Mslitéhjad Wlzorku pod utjecajem magnetnog polja visokog intenZitateedena
spektroskopska metod® D M pgd Eaiisti X RUJDQVNRM NHPLML ]D RGUHYLY
struktura organskih spojewekrutom stanju ili u otopini. Povratna informacija je NMR spekt
koji prikazuje signale rezonancijeQDNRQ X$RMWRDN DSVRUELUD RGUHYHQ
elektromagnetskog izvora.

Aminokiseline u uzorku urina mogu se analizirdirektno uz minimalnu pripremu
uzorka, a S U H G Q R Vhéfodd He awgiR kemijskih'V YRMVWYLPD DQDOLWD OHW
manju osjetljivost od spektrometrijgaa 8 ELR OR &N LpisttdRj&velkbdUD]OLpLWLK
metabolitaaminokiselinap LML VH VLJQDOL PRJX SUHNODB®EBWH X MHGH(
NMR, a preklapanja se mogu HaLWL SRPRUXsigiraR Groésdof) Li Kehnika
YLAHGLPHQ]prMd RM MB BdRajiKiréklopljene signalanalital’Uistad LY D Q M X
del Campo isuradnkaspektroskopijomH NMR istovremeno j@drey HQY'R. AH UD]OLpPpLWLK D
poput karboksilnih kiselina, aminoldfa, alkohola i dr. wealnimuzorcimaNDR aWR VX UD]OL
vrste meda, poputlavande i eukaliptusaVH VX LJUDpXQDWL RPMHUL ITUXNWR
vistu $PLQRNLVHOLQH NR M Hpektoskapijorii NKQRsuXaldhih GeXilalanin,
trozLQ L SUROLQ =D NYDQWLILNDFLMX V XauRitkd @mddad@ed DSV R

bilo potrebnagprethodno ekstrahiratii prekoncentriratit®

2.3. Kromatografske metode

Kromatografija je metoda koge primijenjujeu svim granami&emije |[ERJ WRJD 8WR RPRJX
istovremenoRGYDMDQMH LGHQWLILNDFLMX L RGUHYLYDQMH VSI
RWRSOMHQ X PRELOQRM ID]L NRMD PRAaH EmWinaSe®aka) WHNX
NUHUH NUR] VWDFLRQDUQX ID]X X NRORQL L&t d®& pYUVW
NRPSRQHQWH X]RUND PRJX U ba/ ®ReGu RGO iHeakc)ie say X QML |
stacionarnom fazom odnosno mobilnom fazom na temelju svojih fizikalno kemijskih svojstava.
2GDYMDQMH VH WHPHOML QD U D] &brphoneRt&RoEReCEMXaHY POOGVIA N R
na stacionarnojfazZLPDMX GXaH Y UL M #bR st k@drpdnarbeYkbjeskddaju slabije
LQWHUDNFLMH VD VWDFLRQDUQRPNDDRPA NGUWXDE DA XJDP R
faz. 9ULMHPH SRWUHEQR GD DIQBAEW G R RIHHVSEMRACHRTD R Q KL Y L
viemenom LOL YUHPHQRP. 3DG U@ D MDLD bikdMiaVikrdz kploQubdnosno
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]JDGUADYDQMD QDO WPD/H UD]GY DiWipheXsighaR)@WeimeyQ H JRQH
RGUHYLYDWL NYDQWMOLLWDWLYQR L NYDOLWDWL

Kromatografske metode su podijeljene u dvije grupe, a to su kolonska kromatografija,
gdje je stacionarna faza u uskoj koloni kroz koju prolazi moddma SRG SULWLVNRP L S
kromatografija gdje je stacionarna fgdaha ilipapir RGUHy H Q R J pB Koj¥rkide lanalidi O D
NUHUX SRG XWMHFDMHP ND Stmabbdradjh ise Va @bliku O NiKkske Q VN D
kromatografije i kromatografijfluida pri V X S H UishwjethepRaH L]YRGLWIL L QD N
na papiruKromatografske metod UD]GYDMDMX DQDOLW L]JPHYyX GYLMH II
pojedine komponente smjese p&keematografijap H VW R NiRdiodV6IU RPIRA D YD QM D

231. OHWRGH SOLQVNH NURPDWRJUDILMH ]D RGUHYLYDQMH LC

Plinska kromatografija temelji se na rasgbdkomponeata LIPHYyX LQHUWQRJ SOLQ
PRELOQD ID]D L VWDFLRQDUQH IDJH 30LQ QRVLODF MH LC
vodika, anjegova jeulogaprijenosanalitakroz sustabez Q H & H Gidptc@likika Odvajanje
kromatografijomU H] X O W L U Dkd¢mistBy@ambmQ satavu uzorka smjeke.

Za analizu kromatografskommetodom aminokiseline moraju biti derivatirane.
I1DMpHAaUOL SR 7dtixaxife DeNpré&edililadije pri kojem seaktivni vodik zamijen
DONLOVLOLOQRP JUXSR P HyXRViEUBMROMiFHn@/dthinBKisSlineGtatili@ . O
npr. arginin se raspada na ornitin, a glutaminska kisekngiroglutaminsku kiseliniktome,
reagensi derivati su osjetljivi na vlaguOsim sililacije u svrhu derivatizacij@rovodi se i
acilacija anhidridom ili esterifikacija alkoholom poput pentafluoropropil anhidrida ili
LIRSURSDQROD 7 provety Hidlirskkha RIRila¢ia kloroformatima uz prisutnost
alkohola i piridina(slika 4).1

| O .

OH

o0~ O

Slika 4. Derivatizacija fenilalanina s progkloroformijatom.*!
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U reakciji s propikloroformatom karboksilne grupe prevodedirektno u estere, a
amino grupe u karbamat8 RPRUX DONLO NORURIRUPDWD DPLQRNLVH
direktno u vodenoj otopini bez prethodnog uklanjanja protegamiraju brzo, a derivati mogu
biti ekstrahirani organskim otapalom] RUJDQVNH ID]JH DOLNYRW XQRIGNR PR3
u sustav za plinsku kromatografiju sa spektrometrom masa kao detektorom Gesgl.
chromatographymass spectrometry GGMS). Za analizu aminokiselina plinskom
kromatografipm osim spektrometranasaGC-TORMS (engl. TOFMS, Time of flight mass
spectrometgr pHV W RV H plarfReddioviivacijski detektoGC-FID (eng. FID, Flame
ionization detector Kaspar i suradnici swuisoko razl X p lomYriRetodomGC-MS odvojili 34
aminokiseline unutar 10 minuta X]RUFL P D | LW HRMNR&AQL Xutarnji standard

NRULAWHQR MH DPLQRNLVH @d kyantitetiv@uDaneliQuL potreia /¢ R S R P
N D O L E U D F Istdridar§iid@ Bz driaoznate koncentracife.

Plamenoionizacijskise detektor upotrebljava uz kapilarne kolone jer je velike
osjetljivost i raspona linearnog odziva te jednostavanuporabu 9HULQD RUJDQVNLK V
pri sagorijevanju na temperaturi plamesmjese YRGLN JUDN GDMX LRQVNH Pt
elektrone. Posljedica sagorijevanja je prijenos elektriciteta plazmom. Sabirna elektatala h
QDELMHQH VSRMHYH D VWUXMH LRQD VH |[DWLP SRMDpDYD
detektora je razaranje uzorka.

Khuhawar iMajidano su razvili metod@C-FID |1D DQDOL]X DPLQRNLVHOL(
trifluoroacetilacetona (FAA) i eINORURIRUPDWD (&) NDR GHULYDWL]I
vodenom medijuU]RUDN MH ELOD NR&D SDFLMHQDWD NRML VX RER
jerefftUHQWQL X]J]RUDN EL O DSAdERAM rédyir® dvpXraavhinDaniingkisBlinama
SUL pHPX QDVWDMX 6FKLIIRYH E D pHalixlRiétddonBC SGPOMERPO MQR KC

MH NRULAWHQ NDNR EL VH SRYH (detekbjuRID.D8rGINH@EBNVW L RV
aminokiselinau U D ] inlkphcdhtracjh X NRAL J]GUXYXWS®RM K G EphacigndieR a R P
oboljelih od psorijaze i arsenikoZé

Analiza metodomGC-TOF06 XNOMXpXMH GHULY D Vishglavahjéd X DPLQF
injektoru te ionizaciju u izvoru. Prvi korakletekcijeTOF je ionizacija. loni nastali udarom
SsXovb ODVHUD VH DNFHOHULUDMX V LVWH SURVWRUQH UI
NRQVWDQWQH NLQHWLpPpNH HQHUJLMH WH suproporcibndlfie JD LP D!
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kvadratu korijenan/z MetodaTO06 PMHUL YULMHPH SRWUHEQR GD LRQ
ono ovisi o brzini iond’

Noctor i suradnici su u svome radu opisaétodu* & X] GHWHN F andli¥atSrR P R U X
masa72) |D RGUHRPPYDRAMHV HOLQD XU RO Qi isis Qhslitind. .
8]RUDN OL&UD ELR MH RK O Da HaRQon \Wsirjayainja PeksBakdje N R P
centrifugiranja aminokiseline su prevedene u nestabilnmetilsilil-derivate. Metodom je
RGUHVHQR selibdRih @eRvth bilici XURp M DND

24, THNXULQVND NURRMRRBUWOPLOI®DRYLWRVWL

Metoda t H N X Uel Kdormdtografie YLV RNH XL @MgR MighAp&fdrivence liquid
chromatographyHPLC) koristi sekao separacijska tehnika analizu organskih, anorganskih

L ELRORANLK VSRMHYD SROLIPHNLD Q N\sibpE @Ori@alikkbrRaM HY D W
PDNURPROHNXOD 2VLP QDYHGHQLK SULPMHQD VOXaL L ]D
LIRODFLMX L SUR pKdristsy fadgeyH. Y [B@iNbKs¢lDs, nukleinskh kiselina

i proteim X ILJLROR&NLBmEJIRId Bdr&did aktivni spojevi u lijekovima, pesticidi i
insekticidi, kontrola kvalitete itd.

U metodiHPLC otopljene tvari prolaze kroz kromatograsku kolgdje se separiraju
LIPHyX PRELOQH L VWDFLRQDUQH IDJH 1D XVSMHaAQRVW N
poput odabira punila u koloni (stacionarne faze) i mobilne faze, vrsta kromatografske kolone,
protok mobilne faze, temperatull RO R QH Y Kt® UntkQd pripkeMaVuzork& Za
XVSMH&aQX L NYDOLWHWQX DQDOL]X SRWUHEQR MH XVSRVW
stacionarne faze, ndbOQH ID]JH L DQDOLWD WH VX RQH RSL¥DQH UHC

HPLC kromatografskenetale se dijelena reverznu i norainu kromatografiju ovisno
o polarnati mobilne i stacionarne faze.

8 QRUPDOQRM NURPDWRJUDILML MH PRELOQD ID]D PDQI
QHSRODUQL DQDOLWL HOXLUDWL SUYL GRN UH VH X UHYHU
jer je nobilna faza polarnija od stacionarn€.omatografija normalnih faza se ne koristi toliko
pHVWR 8 Walap@RiumEse NRULAWHQMH SRODUQH VWDFLRQDU
mobilne faze poput heksana ili propilera. Separacija se temelji na sploneti analita da
ostvari polarneinterakcije poput vodikovih veza ili dpoGLSRO LQWHUDNFLMD VD
VWDFLRQDUQH ID]JH $NR MH DQDOLW SRODUDQ RQ iH VH GX
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sastacionarnom fazonG RN tH VH QHS@POQWOHSNRMSERHOXLUDWL 2YDM
]D RGYDMDQMH OLSRILOQLK VSRMHYD GXJRODQPDQLK DOW
vodenim uvjetima. Polarne interakcije analita i stacionarne faze ovise o funkcionalnim grupama
analita i stereokemijs® VYRMVWYLPD DQDOLWD ]JERJ pHJD MH RYRP
geametrijske i pozicijske izomer¥.

Kromatografija obrnutih faza koristi stacionar@zé manje polarnosti od mobilne faze.
6WDFLRQDUQD ID]D MH QDMpHaUH SRYUALQVNL PRGLILFLUD
CigHs7ili CgH17(slika 5).14

Monomerni sloj
Me

ik o
Si-OH Si-0-8i—R 0==p
. ClSiMe,R Me R=CgH,, (RP-8) o
Si-OH ] Si-OH R=C,gHay (RP-18) 0
|'li|"|e —_— el
Si-OH ; :
SFD_SI‘IIAI_H Modifikacija povriine monomera
=]
Polimerni sloj
Si—0H SI—O—SIMEQH
. R R ’ Me, _ /R
. Cl,SiMaR _ L I _ K Si
SFOH — Sn—O—?u—D—SIL.. CIJS|MEQF| Q. CI}H L;} ?
+ HO . . # . . )
Me Me _Si Si Si Si Si S .
SHOH Si-O-SiMe;R -71707"07 07107 o7 o0
0SiMe,OR OH
Modifikacija povrine silike
hle @ Me ©
Si-0-5i-CH,~CH,N4—CH,~CH,~CH,SO,,
| |
Me Me

Slika 5. Stacionarna faza, modificirana silika.

ORELOQD ID]JD RELPQR MH VPMHVD YRGH L SRODUQRJ RUJDQ
acetonitrila, metanola, tetrahidrofurana, a nerijetko je potrebno dodati pufemkidiebazu

kako bi se postiglod Wdtje odvajanje iU D] O X pdign&ld@Rdlaine molekule se eluiraju

zajedno s mobilnom fazolh LPDMX NUDUGH Y U.INépdRrAde kbngbh@meyiDauM D
tendenciju stvaranjaepolarnihinterakcija s alkilnim lancem stacionarnedainterakcijama

poput van der Waalsovih dispgskih sila. Naveden&omponent@emaju tendenciju stvaranja
LQWHUDNFLMD V PRELOQRP ID]X MHU EL ]|D WR WUHEDOH Q
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vode i polarne organske molekule, npr. metanolagZbga se nepolarna komponenta sporije
eluiral®

8 WHNXIULQVNRM NURPDWRJUDILML PRJXUD VX GYD QDD
HOXLUDQMH JGMH MH VDVWDY PRELOQH IDJH LVWL D GUXJ
mobilne faze mijenja. @dijentnim eluiranjem seP RaH S Rljevadirajanjei bolje
UD]J]OXpLYD@MH VSRMHYD

Uzorci zaanalizumetodom+3/& PRUDMX ELWL X WHNXUHP VWDQMN
injektirati u X U H 8&d zahtjevnost pripreme ovisi o prirodi analita i kompleksnosti matrice
u kojoj se nalaziNerijetko je dge sama priprema uzorki ORARQR]PH YLAH YUHPHQD
analiza jer se uzorci moragkstrahirati iz matrice i ukoncentrirati.

(NVWUDNFLMD MH MHGQD RG QDMYDAQLMLK VHSDUDFL
NRULVWL |D RGYDMDQMH DQDOLWD LOL LQWHUIHUHQFLMH
ELRORANLK X]JRUDND NRQFHQWULUDQMH anQaxéeekdi®prk WUD JI
pHPX VH DQDOLW HNVWUDKLUD L] YHUHJ YROXPHQD X PDQN
WHNX(UOH IDJH X GUXJX ID]X X NRMRM DQDOLW %®YDU NRMD V

8 HNVWUDNWIHWLX () M UMHVR @D B LLWGLY]DNWIDX MEMStiReE}aind |1 D] X
pYUVWRM ID]L SRGUD]XPLMHYD RGYDMDQMH DQDOLWD RG P
na sorbens (silicijev dioksid, kemijski modificirani S)OOtopina analitase koncentrira na
DNWLYQRM SRYUALQL V RKIIBNt® M DisiSiUsRiéaDmanjifR RrolhueRom
SRIJRGQRJ RWDSDOD 6RUEHQV VH QDMp#HaiH VWDYOMD X P

8 HNVWUDNMHNXWH ERIOD]L GR UDVSRGMHOH WYDUL L]F
QH PLMH&ADMX -HGQD ID]D MH RELpPQR YRGD D GUXJD RUJL
kako bi nastaodvofazni sustav. Analit mora imM&L YHUOL DILQLWHW SUHPD RWL
PDWULFL X NRMRM VH QDOD]L WH R-GAYHDNOIGIMAHR B B CEQ M. DS R\
GMHORPLpPQR

BPpLOQNRYLWRVW HNVWUDNFLMH RYLVL R SRODUQRVWL
ekstrakcije svakako ovisi 0 svojstvima tvari koja se ekstrahira poput strukture, polarnosti,
topljivosti itd 2

Svaki HPLC sustaw D GadulL OL YLE&# M KMRSIiX PRELOQX ID]X L UHJ
protok. Mobilna faza prolazi kroz kolonu u kojsg nalazistacionarna fazdJglavhom se
L]JJUDYyXMH RG QHXKWH MR NRIENHOHNDAWLWLOD BnSQRGXOML
se postavlja pretkolona ispunjena istim puniBm8 RELpDMHQD VWDFLRQDUQD |
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ID]QRP QD p LipEnd pDreDesibk&Cis p H\AMALISFURPMHUD U G RHBINP

ima sustavza unos uzorkaautomatski ili U X p @L pL Q H edieriilH ¥d Qrids uzorka,
detektor poputprimjerice niza fotodioda, te softver za kontrolu operacila L]UDpXQ
rezultat (slika 6).

Slika 6. Dijelovi X U H HBINT B}

1HNL XUHyDML dod8ate difeD\W Bopkivlonslog termostad, degazes, a mogu se
dodati i drugi modu

'"HWHNWRU JHQHULUD HOHNWULPQL VLIQDO SURSRUFLR
analita. Odabir H WHNWRUD RYLVL R SULURGL X]RUND D GHWHNFL
direktnu. Kod indirektnese GHWHNFLMH SUDWL SURPMHQD RGUHYHQ!
UDVSUG&HQMH VYMHWOD YRGOMLYRVW LQGHNVa@RPD GRN
DSVRUSFLMD 89 |JUDpHQMD IOXRUHVFHQFLMD HOHNWURNH

$SVRUSFLMVNL GHWHNWRUL PMHUH DSVRUSFLMX 89 JUD
ORELOQD ID]JD L] NRORQH GROD]L X SUPRt&dpsdipciiskihD U F Q X
detektora, atosu IRWRPHWDU VD 3aLYLQRIP ADPSRPND I DWHIN © RWRW

QP IRWRPHWDU V XJUDYyHQRP RSWLpNRP UHAHWNRP LO
UD]JOLPLWLP YDOQLP GXOMLQDPD WH GHWWeKiRr@nAMitaQL]RP IR
SBUREOHP DSVRUSFLMVNLK GHWHNW R U,Bkufike koW &osQrbifdju VSR M
89 JUDpHQH®RIX]GDQX L RVMHWOMLYX GHWHNFLM 4: WDM S|
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JOXRULPHWULMVNL GHWHNWRUL VX SULNODGQL ]D IOXR
RG 89 GHWHNWRUD ,]JYRU JUDpHQMD MH 4LYLQD ODPSD LOL
R G Ujé¢d ¢ monokromatorom ili fluorimetrom. Analiti koji ne fluoresciraju prevede
IOXRUHVFLUDMXUH GHULYDWH NRULaWHQMNBeRKoEsH S LYDWLI]L
ftaldialdehid, dansiklorid, 4-metil-7-metoksikumarin. Eletrokemijski detektori mgestruju
NDR SRVOMHGLFX UHGXNFLMH LOL RNVLGDFLMH DQDOLWD
ove detekcije ovisi 0 redoks karakteristikama analita i mobilne faze. Detekcija je visoke
VHOHNWLYQRVWL L RVMHW O M LiYdrrakeidki indeke ddddsm diegd@ G HN 'V D
SURPMHQX L]JPHYyX UHIUDNFLMH VDPH PRELOQH IDJH L PRE
DSVRUSFLMVNLP L IOXRULPHWULMVNLP GHWHNWRULPD ELOI
loma ovisi i 0 temperaturi te je gktor osjetljiv na mijenjanje tlaka. Spektrometar masa kao
G HW H N W RdéteMtbtHRLT §é dje informacije o stwkturi i molekulskoj masi anaéit
SustavHPLC-MS RPRJXUDYD VHSDUDFLMX na dstoki @hulekulske InBdeM X D QI
DDQDV VH YUOR pH\HRLR-MER& kveliathnyy dkvawitatiyhu analizu mnogih
spojeva, pogotovéod analita prisutnih u NiskkINRQFHQWUDFLMDPD L WORAHQL
t H N X odm@rdriatografi dolazi daoazdvajekompmeratauzorka a pektrometar masa stvara
i detektira nabijene io

241. OHWRGH WHNXULQVNH NURPDWRJUDILMH ]D RGUHYLYDQ|

6ORERGLDQLXN L VXUDGQLFL VX XnetoderBH& UG R GRIHANMDYOIQ |
aminokiselina u tri vrste jaglacda odvajanje anlita R U L @ Wadi§gntn protok mobilne faze
odl5mL PLQ $PLQRNLVHOLQH VX RGUHYLY Deagengn®@ORAOPLQ GD
JPRF ,GHQWLILNDFLMD GHULYDWL]JLUDQLK DPLQRNLVHOLC
GHWHNWRUD SUL YDOQRM GXOMLQL RG QP mrded NVWUDN
molL! YRGHQD RWRSLQD NORURYRGLPQH NLVHOLQH D ]D KLG
2 mL vodene otopine &nol L? NORURYRGLp Rélodbn MRLO RGHYHQR MH
DPLQRNLVHOLQD SUL pHPX VX JOXWDPL@HNE Q MWSEHWUHDRI L Q V
(4,74 pg/mg i 3,78 pg/mg) u vrslrimula saxalitiskom.??

$UYDSDOO\ L VXUDGQLFL VX NYDQWLWDWLYQR RGUHGLC(
pYUVWRM ID]JL L YH]DQL VXVW DtandamhrbN spaktrgmneiiiia mdshR P D W R
Optimiranje priprave uzorkai ekstrakcijskih uvjeta postignuta je metodom dizanja
HNVSHULPHQDWD SRRUKFD VYRADWDULFDIi UsknjefiR PIRDINAQHL {ilIDU D (
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XPLQNRYLWRVW HNVWUDN F L Mnvinc IR"\6#ping @rixonijevaNokijabR U L & W H Q
metanolu i vodi wolumnom RPMHU X 2YRP PHWRGRP VX RGUHYHQH
poputmasti, vitamina i aminokiselin

Ismail je uz suradnike u radu pPr® R die®du UHPLC-DAD (engl. Ultra High
Performance LiquidChromatography Diode Array Detector] D RGUHYLYDQMH DPLQR
ULEOMRM JRYHYyRM L VYLQMHURM @8HODWLQL 2GYDJH aHOD\
te je dodana gama@DPLQRPDVODPQD NLVHOLQDmMmM\tavdarémR ZaNDR X Q
derivatizad M X MH fNI&-UOdranw pufer pH8,2 dok je derivatizacijski reagens bie 6
aminokinolinN-hidroksisukcinimidil karbamat (AQC).Apsorbancija MH SUDUOHQD SLU
maksimumu apsorpcij260 nm.U uzorcima & H O DRAGLLOHjk H7GaRinokiseling?

Kirkan i AydogDQ VX NRULaAWHQMHP PHWRGH WHNXULQVNH NL
hidrofilnim interakcijama (engl. HILIC Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography
analizirali aminokiseline u uzorcima medaetodaHILIC je vrlo korisna za separaciju malih
polarnh molekulaNDR &W R VX DtP je@iidad tvafala M@dd 17 minuta. Prije analize
napravljena je ekstrakcija aminokiselina. Uzorci meda otopderodi te im je dodan ACN i
mravlja kiselina. Predkolonska derivatizacija napravljena je uz dansitlkldV detekcip
provedena je prialnoj duljini 254 nm. Mobilna faza bila je ACN#@ uvolumnomomjeru
70:30.MetodomHILIC odrey H QVNDIE U DIPM QRNLVHOLQD X GYLI®MH UD]OLpL

2.5. Derivatizacijski reagensi

$PLQRNLVHOLQH VX SRODUQL VSRMHYL YUOR WH&ANR VH
kromatografiji obrnuth faza pa se stoga obavezno provagihova kemijska derivatizacija.
.HPLMVND GHULYDWL]DFLMD MH UHDNFLMD IRMBYXHDQD® [b M
provodi u postupku pripreme uzorka za kromatografsku analizu. Derivatizacijski reagens s
DQDOLWLPD WYRUL NRYDOHQWQH LOL QHNRYDOHQWH SUF
GHWHNFLMVNX WHKQLNX X RGQRypxk Gebvabzad)dd LWH NRML QLV.
3UL RGDELUX RGJRYDUDMXUHJ UHDJHQVD ]|D GHULYDWL]DFL

1. Reakcijom derivatizacijskog reagensa i ciljanog analita treba nastati stabilan produkt.
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2. 5HDNFLMD GRELYDQMD SURGXNWD L]JPHYyX GHULYDWL]DI
biti kvantitativna.

3. Postupak derivatizacije treba biti jednostavan i odvijati se u blagim reakcijskim
uvjetima.

4. Kemijska svojstva produkta koji nastaje reakcijom derivatizacijskog reagensa i ciljanog
analita moraju biti kompatibilna s odabranom segpteamm i detekcijskom tehnikom.

6 REJLURP GD VH DPLQRNLVHOLQdtodarsaBRLCQD MipHaUH R
metodamaHPLC uz fluorescencijsku detekciju, kacerivatizacijski reagenskoriste seo-
ftaldialdehid fenilizotiocijanat 9-fluorenilmetil klorformijati drugi. Navedeni spojevkoriste
se ikao altenativa za ninhidt QVNR RGUHYLYDQNKA?7DBPLQRNLVHOLQD

Slika7. 1LQKLGULQVNRP UHDNFLMRP QD@WDMH VSRM ON

2.5.1. o-ftaldialdehid

o-ftaldialdehid(OPA) je fluorimetrijski reagens za derivatizaciju aminokiselina. OPA reagira s
aminokiselinama z1 prisutnost 2-merkaptoetanola uO X & Q D W R Ntakd® \bi R&staQ L
fluorescentni derivat. Optimalne valne duljine pobude i emisije za ovakve derivate su 340 i 455
nm. OPA i 2-merkaptoetanol reagiraju SULPDUQLP DPLQLRdiNSRISBIINEX p XM X UL
Iminokiseline poput prolinane fluoresciaju u reakciji s ovimreagensondok cistein daje
relativno slabu fluorescenciju. Obje aminokiseline mogu dati bolju osjetljivasion
provedenih modifikacija. Derivatizacija lizina sreagensom 23$ WDNRYHU GDNM
QH]DGRY R @Qugrésteddiju® (i X

SUHGQRVW RY RJoudagra BrgbV ieakdild néd/2ah§ewié zagrijavanje nego se
odvija pri sobnoj temperaturi. Derivati aminokiselina i OPA reagensa su visoko osjetljivi, a sam
UHDJHQVY MH WRSOMLY X YRGL SD QH ]DKWMHYD NRUL&AWH
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otopinamD L PRAH VH BSR&EHDQERPVRIWR SL QD P De&nsDBAOMBlU R PR U
RGUHGLWL SLNRPRODUi@najul\pmnnpa@m)smwﬁnHYD NRM

Slika 8. Reakcija nastajanja OPA aminokiselinskih deriﬁta.

Kutlan i MolnarPerl VX SRPRUX 23%$ UHDJHQVD XVSMHaAQR NYDQW
i 17 amina u crnom i bijelom vinupivu te octuu obliku OPA-3-merkaptopropionsk
kiselinskh derivat. Analiza ovih derivata provedef@simultano unutar 53 minute detekcijom
fotodiodnim detektorom i fluorescencijskom detekcijomH] SUHWKRGQRJ SURpLAU

separacij&?®
2.5.2. Fenilizotiocijanat

Fenilizotiocijanat PITC) reagira s amino skupinama aminokiselina pri sobnoj temperaturi i
GDMH SURGXNW NRML VH PR &H vanoMduin Apsdimidsd 2BINnE°H W H N W R
2YDM UHDJHQV MH WDNRVYHU SR]QDW tazhrénRaniadRiBenBY UHDJH
polipeptidnom lancu daje informacije o strukturi proteina. Reakcijom fenilizotiocijanata i
aminokiselina nastaju feniltiokaanmoil -derivati FeniltiokarbamoHaminokiseline su osjetljive
na svjélost i temperaturu okoling
1IDNRQ YHIDQMD DPLQRNLVHOLQH YLADN YH]JQRJ UHDJ
centrifugom kako bi se dobili prihvatljivi uvjeti separacije i kako bisPAWLWLBD NROR
Stabilnost derivata ovisi o temperatuvirijednostipH. Pokazalo se da su sobna temperatura i
pH=7,5 optimalni za stabilnost ovih derivata. PITC derivatizirane aminokiseline pri optimalnim
XYMHWLPD PRJX EL VWDELQQGHGRYDWL]DARYWH NRLDL VWL Vi
DPLQRNLVOLQD X KLGUROL]DWLPD pLVWLK SURWHLQD L SH
EUJLQH X RGUHYLYDQMX DPLQRNLVHOLQD X Kzh®edL L X NOL
Heinrikson i Meedith su u svome radu objavikezultate kvantitativne derivatizacije 17
DPLQRNLVH OkaQ 2adeRRITICYREHkcja feniltiokarbamilacije aminokiselina trajala
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je 540 minuta pri sobnoj temperaturi uz javljanje nusprodukata koji su uklonjeni skiacij
L V S D U lp¥dDvfsekin vakuumonDerivati su otoplieni u 0,060l L' amonijevom acetatu
pri pH=6,8. Detekcija aminokiselinskih derivgt@ovedenge pri 254 nm. Elucija svih derivata
aminokiselina kromatografijonobrnutih faza postignuta je za 30 minuia gradijentno

eluiranje®

2.5.3. 9-fluorenilmetil-klorformijat

O-fluorenilmetil-klorformijat (FmocCl) je dervatizacijski reagens koji se k&/ WL NDR ]DawLYV

skupinaza amino kraj aminokiselingAdicijom FmocCl smanjuje se nukleofilnost ciljnog

spoja 6DP SURFHV |DaAaWLWH QH VPLMH UH]XOWLUDWL WLPH

PROHNXOH XVOLMHG VWHULPpNLK VPHWQML LOL HOHNWURC

reakcija kao niti stereomutacija. FmoDA WekwitalM H QHVWDELOQD X OXaQDWR

VH XNORQLWL Ndiha aapud gpdridira I Aidtilarding D a \&/ skWpiQaFmoc se

PHVWR S&XKPWMKAWMHM SHSWLGD L X VLQWH]L QD pYUVWRM ID
S aminokiselinama daje stabilne deres&bji fluoresciraju, alse mogu detektiratiUVv

detektorom pri 263 nnvalnoj duljini svjetlosti pri kojoj je apsorbancii@ DM YOHLED N -)PR F

&0 UHDJHQVD SRWUHEQR MH XN O RkQrh Wdrofobno® BrivifaHIA 0 H V H

aminadamantan hidroklorida. Derivatizacija primarnih i sekundarnih amina s oviensag

je vrlo brza iodvija se pri sobnoj temperaturi pri vrijednoptii=8. Derivatizacija traje do

5 minuta. Prednost ovog reagsa u usporedbi s drugima je @W R U H Prindchion Lsav

sekundanim aminima za razliku od OPA. Za razliku od dasktdrida, daje stabile produkte

dokderivatizacija fenilizotiocijanatoml DKWMHYD GXaH YULMHPH L GRGDWQH

VXYLAND VDPRikaWHDIHQVD

Slika 9. Derivatizacija aminokiselinEmocl| reagensont’
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Uklanjanje ] D & Wb BN-kraja aminaS R V Wéldadatkom piperidina, a odvija se prema
mehanizmE1cb3®

Zhou i suradnici siR G U H R0 ahinOKiselina iz korijena biljkeojadisarski vrbovnik
(lat. Radix isatidi$. Kvantitativha analiza provedenangetodomRP-LC/UV (engl. Reversed
phaseLiquid chromatography/Ultra violet .R U L & \kbldGaD1sVdfadijent mobilne faze
acetonitril i natrijev acetat. Derivatizacija je provedena u vodenim uvjetima uz mali udio
DFHWRQLWU L O DmoW Hbaviaithi puietpHEVEZHQ® GHULYDWL]DFLMX MH NF
Cl molarne koncentracije 10mol L u acetonitrilute je dodatak njegov® QR&LBLR * A
® mol. Derivatizacija je prekinuta nakon 15 minuta. Detekcijska valna duljina bila je 263 nm.

+RUDQQL L (QIHOKDUGW VX R GdihHzeleNanOckndinPdo@igyN L VH O L
pir-HUK pDMX meduHPM-HV Lderivatizaciju aminokiselina s Fmeel X VXY LaN X
RGUHYHQR MH DPLQRNLYVH O VQdadnasipld kali\dristirog dufer&® |3 L QP
mol L) iznosilaje 8,5.ReagengmocCl molarne koncentracije 3mwol L bio je pripremljen
u acetonttilu. Volumni omjer NR CalFHo®& O L DPLQRNLVHOLQD ELR MH
pojedinoj aminokiselinilzvijestili su kako su Fmeaminokiselinski derivati ostali stabilni pri
VREQRM WHPSHUDWXUL QHNROLNR GDQDH@RIPVXHEG DM R yFHRM!
QDVWDMDQMH )PRF DONRKROD NRML VH |QDpDMQR J]DPLMH)
radu spomenuli pentan idminoadamantan kao sredstyp X N O D Q M DréadkrsavFrdc. a N D
&0 .DR QHGRYVW @ewarithchskog teayens@dd-DI navode nastajanje monio
disupstituiranih derivata aminokiselindir¢zin i histidin VvV YLa4H RG MHGQH IXQN
skupine?©

Za razliku od Horannii Engelhaait*DZDQGH L % U D QIi&rRatizacijuavhiid) DAL O L
L DPLQRNLVHOLQD X YRGH QRIPX PRHDGLNWEKP N\VRAMIRERY Bédldciji) P R F
navode kako je Fme& O GRGDQ X VXYLANX X RGQRVX QD DQLOLQ X F
=DELOMHALOL VX NDNR UHDNFLMD WWiDaiskR U VDWHQWH BGL
7TDNRYyHU VX XVSRUHGLOL |DAWLWX DQLOLQD X GHVWLOLUDC
kako rema] Q D p Drisizlike Mrelzultatim4?!
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i metode karakterizacije pripremljenih spojeva

3.1.1. Kemikalije

6YH NHPLNDOLMH NRUL&AWHQH X VLQWH]L QDEDYOMHQH VX F
$HVDU $FURV 2UJDQUFYVEFHFPLND ZPWBDWROD NRMD VX NRUL

spojeva su p.a.p(o analysi pLVWRUH D ]D SULSUDYX PRGHOQLK RW
VSHNWURPHWU HHLC-@?dol¢/ D pLVWRUH

8 VYLP HNVSHULPHQWLPD NRUL 8®WudtgquDmMdLaYR @B SURpP LA
(Merck, Milipore). Standardni spojed-(fluorenilmetoksikarbonibL-glutaminska kiselinay-
(fluorenilmetoksikarbonibL-fenilalanin,  N-(fluorenilmetoksikarboniFL-serin i N-
(fluorenilmetoksikarbonibl-adamantan pripremljeni su kao dio ovog diplomskaitp, dok je
9-fluorenmetanol nabavlienu99 pLVWRUL RG 6LJPH $OGULFK

3.1.2. Instrumenti

x 6KLPDG]X XUHYDM WHNXULQVNH NURPDWRR&@GERILMH YL
Shimadzu Scientific Instruments (SSI) North America, SAD

X Spektrometar masa s trostrukkvadrupolom Agilent 6420, Agilent Technologies Inc.,
Palo Alto, SAD

X NMR, Bruker, SAD

X $QDOLWLPND YDJD - 16dpalewkRdnik 4. ¥.0& URDW LD

x 5SRWDFLMVNL LVSDULYDp 59 GLJLWDO 9 ,.$ 1MHPDpPN
x ODIJQHWQD PMH&GDOLFD

x 9RUWHNV PLMHaADOLFD
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3.1.3. Spektrometrija masa

2VQRYQL VSHNWUL PDVD NRULAWHQL |D LGHQWLILNDFLMX S
masa s trostrukim kvadrupolom Agilent 6420 (Agil&ethnologies Inc., Palo Alto, CA, USA)

X] SRILWLYQX LRQL]DFLMX HOHNWURUDVSUaAHQMHP 8]JRUFL
i acetonitrila i injektirani direktno na MS detektor u mobilnoj fazi 50 % ACN uz 0,1 % FA,

protok 0,2 nb min®. Primjenjena energija ionizacije iznosila je 135,0 V, temperatura plina za
VXAHQMH @&pratdk 8L min®, tlak nebulizatora 30 psi, napon na kapilari 4,0 kV, a

napon na detektoru (Delta EMV) 400 V. Rezultati su prikazani kao ovisnost relativhog
inten]LWHWD L]JUDAHQD X SRVWR FiiB.DSnimaRjR Mdbtada godataka Q DERI
provedeni su programu instrumentgigilent MassHunter softwaje

3.1.4. EksperimentiNMR

SpektriNMR snimljeni su na Bruker 600 spektrometru, pri frekvencijama 600,13 MHzi(1H)

300,13 MHz £3C) te na Bruker 300 spektrometru pri frekvencijama 150,92 (1H) i 75,47 MHz

(13C). Spektri su snimljeniu DMS@G SUL VREQRM WHPSHUDWXUL .HPLMYV
ppm jedinicama u relativnom odnosu prema tetrametilsilanu (TMS) kaamjam standardu.

Spektri su asignirani na temelju 1D (1H i APT) eksperimenata.

3.2. Priprava standardnih spojeva

3.21. 2SuL VLQWHWVNL SURWRNRO

Pojedina aminokiselina (edga i broj molova prikazanitablici 1.) otopljena je u 10 mkode

te je u otopinu dodano 2 ekvivalenta krutogCK»s kako bi sevrijednostpH podesila n@.

Smjesi je dodam 1,2 ekvivalent&mocCl (odvaga i broj molova prikazanitablici 1.) koji je

otopljen u 5 . acetonitrila. Reakcijska smjesa ostavljena jelheMHaAaDQMX GYD VDWD ¢
WHPSHUDWXUL X] SRYUH P H QjedddstRpHNoEbpINE istorR Gada&kdii D Q M H
K:CO: 3R [IDYUAHWNX MH X UH D NdthaMividshdka\kiBeMirtd daxije@riesd D Q D
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pH=5, acetonitril je uparen, a produkt je ekstrahidodatkom EtOAc. Organski sispranje
YRGRP L ]DVLUHQRP RWRSLQRP 1SDgd@apaldshl B, Xraduk 53D QD G
prekristalizira iz EtOAc/heksan. Svi pripremljeni spojevi okarakterizirani su spektroskopijom

NMR i spektrometrijom masa.

Tablica 1. 0ODVH L P @ordihearhinokiseline i pojedini dodatak Fr@kcu odnosu na

svaku aminokiselinu.

Aminokiseline Dodatak FmocCl
Masdmg n/mol Masdmg n/mol
L-Glutaminska . .
o 55 0,37408 114 0,44320%
kiselina
L-Fenilalanin 56 0, A% 105 0,4140%8
L-Serin 54 0,51A0%8 159 0,6140%

3.2.2. SintezaN-(fluorenilmetoksikarbonil}L-glutaminske kiseline (Fmo€Siu)

M(C20H1eNOsg) = 36912 g mol®

[M+H] *'m/z370,1

Prinos: 107,10 mg €78 %) produkta u obliku bijelog praha

H-NMR (DMSO-dg): /=1,82 +1,75 (m, 1H, -CH, Glu), 198 (qd, 1H, -CH; Glu), 2,33 +
2,28 (m, 2H, -CH> Glu), 399 (td, 1H, .-CH Glu), 4,23 (t, 1H, CH Fmoc ), 29 (t, 2H, CH
Fmoc) 7,33 (t, 2H, CH Fmoc7,42 (t, 2H, CH Fmoc), 7,65 (d, 1H, NH), 7,72 (d,, ZtH
Fmoc), 7,89 (d, 2H, CH Fmoc), 1D (bs, 2H, COOH).

13C-NMR (DMSO-dg): /=26,1 ( -CH2Glu), 30,1 (-CH, Glu), 46,6 (C Fmoc), 53,0.{CH Glu),
65,6 (Ch Fmoc), 120,1 (CH FmQ¢125,3 (CH Fmoc), 127,0 (CH Fmoc), 127,6 (CH Fmoc),
140,7 (C Fmoc), 143,8 (C Fmoc), 156,1 (CO Fmoc), 173, 6 (CO Glu), 173, 6 (CO Glu).
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3.2.3. SintezaN-(fluorenilmetoksikarbonil}L-fenilalanina (Fmoc-Phe)

M(C24H21NO4) = 387,15g mol®
[M+H]*m/z388,2
Prinos: 93,3 mg (=71%) produkta u obliku bijelog praha3URGXNW MH GRGDWQR
kromatografijom obrnutih faza na semipreparativnoj koloni Zorbax XR&(Z50 x 9,4 mm,
B uz UV detekciju pri 263 nm i gradijentno eluiranje uz eluens A: 0,1% mravlja kiselina
)$ X OLOL 4 YRGL L HOXHQV % D F HVik&z@ninWitahlic) 2XPrgtakH P H Q V N
MH SRGHAaHGHD P

Tablica 2. Kromatografski uvjeti semipreparatie analize PhEmoc.

. , Eluens A Eluens B
Vrijeme/min

I% I%
0,01 60 40
17,00 0 100
22,00 0 100
22,10 60 40
25,00 60 40

H-NMR (DMSO-ds): /=2,86 (dd, 1H -CH. Phe),3,07 (dd, 1H -CH, Phe),4,15 +4,11 (m,
1H, .-CH Phe,4,16 (d, 1H, CH Fmoc}4,19 (d, 2H CH Fmoc),7,19 (dd, 1H, CH Phe},26

(d, 4H, 2 CH Phe, 2 CH Fmod),29 (ddd, 2H, CH PheY, 40 (td, 2H, CH Phe);,63 (dd, 2H,
CH Fmoc),7,70 (d, 1H, NH),7,87 (d, 2H, CH Fmox 1275 (bs, 1H, COOH)

13C-NMR (DMSO-dg): /=36,3 ( -CH2Phe) 46,4 (C Fmoc), 55,3.6€CH Phe), 65,4 (CkHFmoc),
120,0 (CH Fmoc), 125,1 (CH Fmoc), 126,2 (CH PA&gK,9 (CH Fmoc), 127,5 (CH Fmoc),
128,0(CH Phe),129,0 (CH Phe), 137,9 (C Phé&X0,5 (C Fmoc), 143,6 (C Fmoc), 155,8 (CO
Fmog, 173, 2 (CO Phe).
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3.2.4. SintezaN-(fluorenilmetoksikarbonil}L-serina (FmocSer)

M(C1gH17NOs) = 327,11 gnol®

[M+H]*m/z328,2

Prinos: 70 mg (42%) produkta u obliku bijelog prah @ URGXNW MH RpLaAaUHQ QD NU]I
na koloni silikagela u sustavu diklormetan, metanol, octena kiseld@CM, MeOH,
CHsCOOH)=90:10:0,5].R =0,34.

SBURGXNW MH GRGDWQR SURpLAUHQ NURPDWRJUDILMRP RE
Zorbax XDB Gs (2 [ PP P X] 89 GHWHNFLMX SUL QP L JUCL
eluens A: 0,1% mravlja kiselina (FA) u Mili Q vodi i eluens B: acetonitril u vremenskim

W R p pBkBAanim uablici2 3URWRN MH SRGHAHQ QD P/ PLQ

H-NMR (DMSO-dg): /=3,67 (d, 2H, -CH; Ser), 4,024,07 (m, 1H, .-CH Ser), 4,23 (t, 1H,

CH Fmoc), 4,29 (dd, 2H, GHmoc),4,90 (bs, 1H, OH Ser), 7,33 (t, 2H, CH FmatR3-7,43

(m, 2H, CH Fmoc i NH), 7,74 (dd, 2H, CH Fmoc), 7,89 (d, 2H, CH Fmoc), 12,64 (bs, 1H,
COOH).

13C-NMR (DMSO-ds): /=46,6 (C Fmoc), 56,7.¢CH Sel, 61,3 (-CH,Se), 65,7(CH, Fmoc),

120,1(CH Fmoc)125,3 (CH Fmoc), 127,1 (CH Fmoc), 127,6 (CH Fmoc), 140,7 (C Fmoc),
143,8(C Fmoc), 156,1 (CO Fmoc), 172, 1 (CO Ser).

3.2.5. SintezaN-(fluorenilmetoksikarbonil}1-adamantana (FmoeAd)

M(Cz2sH27NO2) = 373499 mol#

[M+H] *m/z374.4

Prinos: 25 mg (=20 %) produkta u obliku bijelog praha. Sinteza je provedenR@®u H P
sintetskomSURWRNROX RV-INREBBRQMRB VWP DQ R YARindaGaxhpridad X ELR
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hidroklorid (Ad) (60 mg, 0,33 mmol)FmocCl dodano jel, HNYLYDOHQDWD YL&H
mmol). ObrDGD SURGXNWD SURYHGHQD MH Qa&mihokigelinaQd3imL Q NDR
AWR SURGXNW QLMH LVW D OKartatQgraiporh] Rbrnhti fa8a) R@LAGHQ
semipreparativnoj koloni Zorbax XDB1&(250 x PP )W UV detekciju pri 263 nm

i gradijentno eluiranje uz eluens A;1 % mravlja kiselina (FA) u Mili Q vodi i eluens B:
DFHWRQLWULO X Y prike2ahin\vabblRi v RBENDPPN MH SRBAEHQ QD
H-NMR (DMSO-de): /=1,59 (s, 6H,Ad), 1,762,12 (m, 9H, Ad), 4,17 (bs, 3H, GHCH,

Fmoc), 6,98 (s, 1H, NH), 7,2847 (m, 4H, CH Fmoc), 7,71 (d, 2H, CH Fmoc), 7,86 (d, 2H,

CH Fmoc).

13C-NMR (DMSO-d): /=28,5 (CH Ad), 28,9 (CH Ad), 35,CH-Ad), 45,5(C Fmoc)46,6(C

Ad), 86,8 (CH Fmog, 120,2 (CH Fmoc), 121,4 (CH Fmoc), 127,2 (CH Fmoc), 128,0 (CH
Fmoc), 137,5 (C Fmoc), 139,4 (C Fmoc), 142,2 (CO Fmoc).

3.3. RazvojmetodeHPLC-89 ]D R GUHYVL Y 2Qnbkise)irskilt
derivata

Analiza FmoeAk derivatametodomRP-HPLC-UV provedena je naX U Hiysbidadzu HPLC

6KLPDG]X 6FLHQWLILF ,QVWUXPHQWY 66, 1RUWK $PHULFC
pumpe,detektora'$’ NRPXQLNDFLMVNRJ PRGXOD GHJD]JHUD UXp
rezervoara mobilne faze, pretkolone i kolone.

S cillem postavljafa optimalnih kromatografskih uvjeta eluiranja i postizavigoke
UH]ROXFLMH ]D @&WR EROMX VHSDUDFLMX FLOMDQLK DQDOL
analita napravljena je kvalitativna analiza pripremljenih standarda. Za kvalitativnu analizu
pripremljena je smjesa Fmdelu, FmoePhe, FmocSer, FmoeCl i FmocAd masene
koncentracije 1 mg m® X $&1 6PMHVD MH SULMH LQMHNWLUDQMD
volumnomomjerul:1 kako bi sastav otapalau uzd¥kRGJRYDUDR VDV W®&f¥z¢ SRpHW
u kromatografskoj analiz2VLP WRJD NDNR EL VH RGUHGLEL@HXka¥ ULMHP F
nusprodikta derivatizacijske reakcijEmocOH pripremljen je kao 1 mg bit otopinau ACN
L UDJULMHYHQ S wdluhHom @ieHININVL BOQACH. Ispitano je nekoliko
gradijertnih ispiranjaV UD]JOLpLWLP SRVWRWNRP DFHW®RQaWNEELOD X S
postigla visoka rezolucijadobio odvajanjesvih analita
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Tablica 3. Uvjeti HOXLUDQMD ]D RG U H jmeBogiWPHCDPLQRNLVHOLQD

Vrijeme/min Eluens A Eluens B

I% I%
0,01 70 30
6,00 60 40
12,00 0 100
20,00 0 100
20,10 70 30
25,00 70 30

Za kromatografskanalizu ciljanih spojeva kao najbolja pokazalaB€ D O LW L EoilaxN RO R QD
C18(75 mmi PP P 3KHQRPHQH[ 6 $adijghins eluaéij¥irdv@dens u
tablici 3. Eluens A je bila smjesa Mili Q vode i mravlje kiselid€1000:1v/V), a eluens Be
bio ACN. Protok mobilne faze bio je ®,mL min#? pri tlaku od oko 50 bara. Voluem
injektiranih uzoraka bio je 2 L.

=D GHWHNFLMX L NYDQWLWDWLYQR RiétéktdiDAD Rap MH FLO
istovremenaletektira apsorpciju svih valnduljina u X O W U D O N vidiivdorD YRVAERUAX p M X
kromatogramaV X GRELYHQL 89 VS dabihihbkSrauim gpddrpCijédein®duljine

analita 263 nm.

3.4. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju glutaminske kiseline s FmoeCl

.DNR EL VH LVWUDALOL RSWLPDOQL XYMHWL ]D-CGHULYDYV

pripremljena je serija modelnih otopina.

3.4.1. Smjesa otapala za derivatizaciju

'"HULYDWL]DFLMVND UHDNFLMD SURYHGHQD MH X VBEMHVL NF

i 850 pL acetonitrila. Ukupni volumen modelnih otopina iznosio je 2 mL.
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3.4.2. 0,2mol L boratni pufer, pH 10,2 (pufer 1)

Boratni pufer(0,2 mol L) pripremljen je otapanjem 1@ HsBOsu 75 ni vode. pH otopine
SRGHAHQ MH QD mol GG Na®R, a odmjerna tikvica nadopunjena je
vodom do ukupnog volumena od 10Q nPuferska otoping X Y 2@ Bladnjaku do upotrebe.

3.4.3. 0,4mol L1 boratni pufer pH 8,1 (pufer 2)

0,4 mol L boratr pufer pripreman je otapanjem 5,5 g KCl u 100 mL vode. U takvu otopinu
dodano je 499g#0s $SOLNYRW RG P/ MH SRGHAam®QL® RaGHte GRGD
nadopunjeno s vodom do 50 rfiPuferska otopina jé X Y D @ddinjaku do upotrebe.

3.4.4. Priprema standardnih otopina za derivatizaciju

Pripremljene su standardne otopine iizacijskog reagensa Fm&dt masene koncentracije

5 mg mL%i 10 mgmL® u acetonitrilu. Osnovna otopina glutaminske kiseline pripremiiena

u masenoj koncentraciji IngmL#% u vodi, radna otopinaUD]J]ULMHyYHQD MH YRG
0,54mgmL™. 1-aminoadamantan hidroklorid pripremljen jeRuQ R & L ®dvidemRrsiciji 7,48

mg mL % u smjesi vode i acetronitrilolumnog udjeldl:1.

3.4.5. Ispitivanje stabilnostiderivatizacijskog reagensa u puferskim otopinama

Kako bi se ispitala stabilnost derivatizacijakog reagensa u smjesi otapala za derivatizaciju
pripremljena je serija modelnih otopina bez aminokiselina sastava koji je navtat#itiu/.

Slijepi uzoraki sve modelre otopire stavljere su na vortex 5 minuta. Neposredno prije
injektiranja, otopine sprofiltrirane preko filterg0,45 pm i injektirane naX U HYARGAUV s
gradijenbm otapalaz tablice 3. Volumeninjektiranog uzorkaznosio je D L.
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Tablica 4. 6DVWDY UHDNFLMVNLK VPMHVD ]DBClRGuUfergdny DQ M H

otopinama

Volumen/mL
FmocCl
( =10mgmL7?) Pufer 1 Pufer 2 ACN Voda
u ACN
Blank 1 - 600 - 850 550
Blank 2 - - 600 850 550
Modelna
_ 600 - - 1400 -
otopina 1
Modelna
_ 600 - - - 1400
otopina 2
Modelna
_ 600 600 - 250 550
otopina 3
Modelna
_ 600 - 600 250 550
otopina 4

3.4.6. Optimiranje dodatka derivatizacijskog reagensa

Optimalni dodatak derivatizacijskog reagensa ispitan je derivatizacijom poB&e&R aL Q H
glutaminske kiseline n PPRO X PRGHOQLP RWRSLQDPD X] NRUL
koncentracije Fmo€l u ACN, 5 mg nh # (600 pL,n=0,012mmol) i 10 mg mE (600 pL,

n=0,024 mmol)Dodatak reagensa prikazan jéablici 5.
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Tablica 5. Sastav reakcijskih smjesa z26dJHYLYDQMH R S WdeRvataQiRkbgG R G D W |

reagensa.

Volumen/mL
L-Glutaminska
o FmocCl FmocCl
kiselina (=5 (=10 L1 N,
=5 m =10mgmL- urer
( =0,54mgmL™) . J
mL?%) u ACN u ACN
u H0
Modelna
. 300 600 - 600
otopina 5
Modelna
_ 300 - 600 600
otopina 6

6YDND PRGHOQD RWRSLQD VWDYOMHQD MH QD PLMH&DQMF
minuta reakcija je zaustavljena dodatkom 500 pL otopireaninoadamantan hidroklorida

masene koncentracije 7,48 mg fh{n=0,02mmol) u smjesi vode i acetronitrila 1:1. Smjesa je
RVWDYOMHQD QD PLMHabQMX MRa GYLMH PLQXWH 1HSRVU]
SUHNR —P ILOWHUD L UDJULMHVHQD X R PARO3QW/X). VD VI
Volumen od B pL injektiran je na HPLEJV po gradijentu izablice 3.

3.4.7. Optimiranje vremena derivatizacije

Optimalno vrijeme derivatizacije glutaminske kiselina ispitano je u modebtapinama uz

poznati dodatak glutaminske kiselime=(,001 mmol) preméablici 6.
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Tablica6. 6DVWDY UHDNFLMVNLK VPMHVD |]D RGUHYLYDQMH RSW

Volumen/mL
L-Glutaminska .
o FmocCl Vrijeme
kiselina e
Pufer2 ( =5mgmL?) | derivatizacije/min
( =0,54mgmL™)
u ACN
u HO

Modelna Odmah po dodatki

_ 300 600 600
otopina 7 FmocCl
Modelna

. 300 600 600 2
otopina 8
Modelna

_ 300 600 600 5
otopina 9
Modelna

_ 300 600 600 10
otopina 10

Odmah po dodatku Fmegl (n=0,012 mmol), odnosno nakon 2, 5, odnosno 10 minuta
PLMHADQMD QD VREQRM WHPSHUDWXUL X VYDNX MH PRGF
aminoadamantan hidroklorida masene koncentracije 7,48 g (m=0,02 mmol) u smjesi

vode i acetronitrila(1:1 v/iv). MjiedaDQMH MH QDVWDYOMHQR MR& GYLMH
injektiranjauzorka smjesa je profiltrirana preko filte(@®,45 um) L U D] U L Mdtlyrid@pD X

omjeru 1:1 sa smjesom vode i acetonitfil@:30v/v). Volumen uzorkaod 20uL injektiran je

X X UHBLDMV sgradijenbm otapalaa eluiranjaz tablice 3.

3.4.8. Priprema kalibracijskih otopina FmoeGlu

Iz osnovne otopine FmeBlu masene koncentracije 5 mg filu smjesi vode i acetonitrila

(50:50v/v) pripremljeno je pet kalibracijskih otopina masenih koncentracija od 50, 150, 250,
L 1 #Ru smijesi otapala za derivatizaciju. Ukupni volumen svake kalibracijske

otopine je 1 mL. Prije injektiranjan&d X U H {BUE-JWDsgradijenhim eluiranjeniz tablice

3 svalaotopina za kalibracijM H G R G D W @R vaJumhdradvhjdr H:@sa smjesom vode

i acetonitrila(70:30v/v). Volumeninjektiranog uzorkabio je 2  / Otopine za kalibraciju
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pohranjee su u hladnjaki injektiran ponovno nakon 24 kako bi se provjerila njihova
stabilnost.

Kalibracijski pravacza FmoeGlu konstruran MH NDR RYLVQRVW SRYU:
kromatografskog pika FmeGlu i masene koncentracijpasena koncentracija, a time i broj
molova FmoeGlu derivata nastalog u derivatiz#ddiVNLP UHDNFLMDPD GRELYHQL
SRYUALQH LVSRG NURPDWRJUDIV|NRD STHEND 6 ¥ O S B D YGHU L

3.5. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju aminokiselina u smjesi

Nakon razvoja metode na glutaminskoj kiseliderivatizacijska reakcija provedena je na

modelnim otopinama smjese aminokiselina, glutaminske kiseline, serina i fenilalanina

3.5.1. Priprema standardnih otopina za derivatizaciju

Pripremljena je standardana otopina datizacijskog reagensa Fm@i masene &ncentracije

10 mg nL® u acetonitrilu. Aminokiseline su pripremlijene prema podacimiahlici 7,
glutaminska kiselina i serin otopljeni su u vodi, a fenilalanin u smjesi vode i acetonitrila
(1:1vN). 1-aminoadamantan hidroklorid pripréen je ukoncentraciji 14,5ng mL 2 u smjesi

vode i acetronitrilg1:1 v/v).

Tablica 7. Masene koncentracije aminokiselina za derivatizaciju u smjesi.

Aminokiselina Masena koncentracija /mg mL £
L-Glutaminska kiselina 1,48
L-Serin 1,66
L-Fenilalanin 1,04

3.5.2. Derivatizacijska reakcija aminokiselina u smjesi

0 Q R a badQ®01 mmola svake pojedine aminokiseline derivatizirano je dodatkom 600 pL

FmocCl u acetonitrilu (10 mg mg, n=0,024 mmol) premarijednostima uablici 8.
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Tablica 8. Sastav otopine za derivatizaciju aminokiselina u smjesi.

Volumen/mL
L-Glutaminska
o L-Serin L-fenilalanin FmocCl
iselina (=1,66 LY (=1,04 LY Pufer2 (=10 L)
=1,66mgmL- =1,04mgmL- ufer =10mgmL-
(=1,48mgmL™) J ¥ %
u H.0 u HO/ACN 1:1 u ACN
u HO
Modelne
otopine 100 100 100 600 600
11, 12, 13

Modelna otopindlinjektirana jeu X U HHPR®Modmah po datku FmoeCl, modelna otopina

12 nakon2 minute a modelna otopin&3 tek 5 minutanakondodatka Fmo«Cl. Nakon isteka

vremena u svakiejmodelnu otopinu dodano 500 L otopinarhinoadamantan hidroklorida

masene koncentracije 14,5 mg #I(n=0,04 mmol) u smjesi vode i acetronitri{a:1 v/v).
oLMHaAaDQMH MH QDVWDYOMHQR MRa GYLMH PLQXWH 1HSRVI
SUHNR — P 1LOW H Whimborodjéih MIHsSaH®QEs0X vode i acetonitrila
(70:30v/V). Volumeninjektiranog uzorka iznosio j@0 uL D V D appHRLE-UV gradijenho

je eluiran otapalom sastava danirtablici 3.

3.5.3. Pripremaserijekalibracijskih otopL QD ]D R G U H y iamibdRisélhskih R F
derivatau smjesi

Osnovne otopine sintetiziranih standarada pripremljene su kao 3yd_fgtopina FmoeGlu

u smjesi vode i acetonitrila (50:50V), 2,3 mg mL? otopina FmoePhe u acetonitrilu, 3,5 mg

mL® otopina FmoeSer u acetonitrilu. Radna smjesa masene koncentracije 1 nigjenL
SULSUDYOMHQD UD]JUMHYLY DaghMdKiBeliRaVuQaEetoQitHluFRW R & W I D H P\RX
otopine za kalibracijunasenih koncentracija pojedinog anal§@, 100, 150, 250, 500 i

700 JmLE, apripremljeresurazrfMHYHQMHP UDGQH V Pavh deHvaXizacRRMHVL R
Prije injektiranja X X U HRIBCNUV s gradijenbm otapalaiz tablice 3 svaki kalibrant je

GRGDW QR WaljrariomMadhjeruQ: Dsa smjesom vode i acetonitffi@:30v/v).Volumen

injektiranog uzorkabio je 2/ Otopine za kalibraf supohranjer u hladnjaki ponovno

izmjerenenakon 24 h kako bi se njihova stabilnost.
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.DOLEUDFLMVNL SUDYDF NRQVWUXLUDQ MH ]D VYDNL SF
kromatografskog pika tog analita i njegove mademeentracije. Masena koncentracijanae
i P QR ahar@rbkiselinskih derivata nastalih u derivatizacijskim reakcijama dobiveni su
XYUAWDYDQMHP SRYUALQH LVSRG NURPDWRJUDIVNRJ SLND
MHGQDGAEX SUDYFD

3.6. 2GUHYLY QN B wmahiata u dodacima jelima

DodaFL MHOLPD GYDMX UD]OLpLWLK SURL]JYRYyDpD VX QDEDY
VWDYOMHQ MH X VXAaLRQLN QD VXdHQMH SUHNR QRUL QD
uzorka otoplieno je 10 mL4#® i VWDYOMHQR Q $dbiejLidiipe&raiptiyekbn3D

minuta. Nakon 30 minuta otopina je profiltrirana profiltrirana préitiera (0,45 pm i

pohranjena tnladnjakudo analize

Svaki uzorak derivatiziran je s Fmo& O $OLNYRW RG /[2B00H/ SRPLMH
YRGH RWRSLQL MSXGRGD QR  -ClmaseRekoncentracije 10 mg rhiL
u acetonitrilu (=0,024 mmol). Smjesa o P L M Hr&aB@dnoj temperaturu 2 minute, a potom
MH GRGDQR -amiRoadarsan@mhidroklorida masene laacije 14,5 mg mit
(n=0,04 mmol) u smjesi vode i acetronitr{1v/v) 0L M H@zbrikaMmjesaastavljendge
MRa GYLMH PLQXWH 1HSRVUHGQR SULMH LQM®GH4SWLYUDQMD
L U D] UL MdiignHdghDmpéru 1:1 sa smjesom vode i acetonit(id@:30v/v). Volumen od
20 pL injektiran je X X U HBLIZMV i gradijenho eluiran prema sastavu otapialéablice 3.

Uzorak svakog dodatka jelima napravljen je u dva replikanta.

Masena koncentracija, a time i proolova aminokiselinskih derivata nastalih u
GHULYDWL]DFLMVNLP UHDNFLMDPD GRELYHQL VX XYUawbDY|
QDVWDORJ GHULYDWD X MHGQDGAEX SUDYFD NRML RSLVXN
pika FmoeGlu i njegove masenkoncentracije. Prema broju molova nastadegivataFmoc
*OX LJUDpXQDW MH XGLR JOXWDPLQVNH NLVHOLQH X X]J]RUN.
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8 4. REZULTATI | RASPRAVA
4.1. Priprava standardnih spojeva

Priprava standardnih spog FmoeGlu, FmoeSer, FmoePhe i FmoeAd provedena je
NRULAWHQMHP VWD Q G D U Ged'1PgjeRirh\arRimkseSrid praveder@ ity L Q W H |
(fluorenilmetoksikarbonhlGHULYDW NRULaAWHQMHE@! (B,D ekRvhlevitKY LAND )F
odnosu na P QR & aQidokiselie X OXaQDWLP UHDNFLMVNLP XYMHWL

Mehanizam reakcije nalagenaslici 10.

Slika 10. Mehanizanderivatizacijeamina FmoeCl reagenso

SURGXNWL VX GRELYHQL X GREURP SULQRVX D SR SRWUH
metodomHPLC. Fmoe$G SULSUHPOMHQ MH SR LVWRP SRVWXSNX
kompon@WD NRBMEYWRDG DPDQWDQ KLGURNORULG ,VNoRQULAWHQ!
potrebno izolirati FmodAd VDPR NDNR EL VH PRJOD SURYHVWL LGHC
protokolu,sintetski protokol nijeoptimiran NastaliFmoc $G QL MH [stupdulsiikagel,

negR MH LSW Rr@parativnom metodom HPLC. Svi produkti su okarakterizirani
spektroskopskim i spektrometrijskim metodamabiveni FmoeGlu, FmoeSer, FmoePhe i

Fmoc$G NRULAWHQL VX NDR DQDOLWLDPN LanttsaviiQ@azu GL ]D

aminokselina(slika 11).
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Slika 11 Sinteza standardnih spojeManocGlu, FmoeSer, FmoePhe i FmoeAd.

4.2. RazvojmetodeHPLC-89 ]D R GUHYVLY agndkise)irskilir
derivata

FMoGDPLQRNLVHOLQVNL @GeEtaibiHPIWCLUW obriRith WaAaHmQclderivati
RVLP aWR 10 XRUH \détektr&imMy 6 RWH VW R U R Bri 8dlhpj tddljipiM H P
maksimuna apsorpcijeFmocderivata263 nm.

Kao stacionarna fazza razdvajanje ciljanih analita kao najbolja se pokaa®@a@ O LW L p N D
kolonaZorbax Gs, dok jekaomobilna fazaN R U L &rifjesa@Densa smjesa Mili Q vode i
mravlje kiseline (1000:¥/V) i eluensa B(ACN). $QDOLWL VX HOXLUDQL JUDGL
eluiranjg stoga je bilo potrebno odrediti optimalni sastav edaeA i eluensad tijekom
gradijentne eluacijgako bi se postigla dobra rezolucijai separacjfd SUREDQL VX VXVWD"
L PDQMH $&1 X SRpHWQLP XYMHWLPD L NDR QDMEROML VH S
u tablici 3. FmocGlu, FmoeSer, FmoePhe, FmocCl, FmocOH i FmocAd uz navedene
uvjete dobro su odvojenkKod polarnijih analita fFmocSer, FmocGlu, FmocOH X é&hp je
S U R a Lkebrh&dgriifskilpikova kod otapanja uzork&X p LV W RiRrillD Faj M/ problem
ULMHBOHWQLMHYHQMHP X]J]RUND X DFHWRQLWULOX SULMH LC
VDVWDYX PRELOQ@M MIRHNL IRIPHEBWRHQWD L pLPHsMH SRVWL
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SLNRYD X NURPDWRJUDPX EH] SBRNMNGDWDGRADYMQMDQDC

opisanim kromatografskim uvjetima prikazanaudablici 9.

Tablica9.VrHPHQD ]D G U a [ ydd Quisddm Rronia@dratskim uvjetima.

Analit tr/min
FmocSer 11,27
FmocGlu 12,04
FmocOH 13,51
FmocPhe 15,43
FmocCl 17,13
FmocAd 19,46

4.3. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju glutaminske kiselines FmocClI

Za derivatizaciju amiR NLV HO L Q D reddreheErad/E. QU MdaKciji s aminokiselinama

nastaju Fmocderivati koji su manje polafni RG DPLQRNLVHOLQD L ]DGUAI
kromatografskoj koloni u uvjetima kromatografipdrnuth faza. Osim toga, Fmaoderivati

mogu se za razllkiRG YHULQH DPLQRINLodtekibor Dpthnirdnjéivjétd. za
djelotvornuderivatizaciju X N Ovisl(je lodabir otapala za derivatizacijuomjerapojedinih

otapalapri NRMHP QHUH GR tudod&mil® kbR keggkhBa, odabir pufera i

R G WahjebptimalnevrijednostipH, ispitivanje stabilnosti reagensa u puferskim otopinama,
RGDELU RSWLPDOQH N-RIQd dplirQindnj& \ReBG B/ diebvajiPaRijisto tako,

LVSLWDQR MHDP NRRDEWADROMWDQ KLGURNO Rageiz®EmpD XNODQ
Cl.

4.3.1. Smjesa otapala za derivatizacijstabilnost derivatizacijskog reagensa

Derivatizacijska reakcija aminokiselina s Frrokprovodi se uO X & QrBakeéliskim uvjetima.
Aminokiselinese QDMpHAaUH RGUHY XM X, t¥plWR <6 d @ik dérfivatiy &dij$kiD

reakciju RELp QR Vétogied&DvbidKk 6 GUXJH SDN VWUDQH GHULYDWL]L
topljiv u vodi, dobro topljiv u acetonitriiuVWRJD MH SULMH VYHJD WUHEDOR
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otapala za pripravu adelnih otopinaOdabrano je da ukupni volumen modelne otopine za
derivatizacijsku reakciju bude 2 mL

FmocCl hidrolizira naFmoec2+ YHUYRGL VWXSDQM KLGUROL]H MI
vrijednostimapH.*2FmocCl ( =10mg mL%) UDJULMHVH QRRHPHXO FBRARWRSLQD
i nije injektiran u X U HYAD® 5 D ] U L M HEmd QW BP0 mg mL%) u30%ACN WDORAHQMD
nema.U modelnoj otopini 1 u kojoj jEmocCl (=10mg mL%) UDJULMHYHQ $&1 GR XN
volumena od 2 mL osimignalaFmocCl javlja se isignalFmoc 2+ aWR ]QDpL GD GR KL
dolazi tijekom kromatografske analize zbog prisutstva vode u mobilnoj fazi, no odazii Fmoc

Cl su ponovljivi stajanjem uzorka na sobnoj tempetdroz 2 satgTablica 10)

Tablica 10.0dziv detektor&a FmocCl i FmocOH u modelnoj otopini 1.

3 _ Odziv detektora/mAu Odziv detektora/mAu
Vrijeme/min
Fmoc-Cl Fmoc-OH
0 A7 A7
120 A’ A7

VrijednostpH pufera uvelike je utjecalaarstabilnost derivatizaslfog reagensgri manjoj i

YLARM PDVHQRMFMé&KD frivdemaudiopihaM® i 4)KoU L daW H Q MatlP?

boratnog puferarijednosti pH= YHUOLQD GHULYDWL]DFLMVNR-DMHDJHQV
AWR MH Q@MitiGHQR X

Tablica 11.0dzivi detektora z&mocCl i FmocOH u modelnim otopinama 3 i 4.

Odziv detektora/mAu Odziv detektora/mAu
Fmoc-Cl Fmoc-OH
Modelna otopina 3, A7 A7
pH=10,2
Modelna otopina 4, A7 A7
pH=8,1

Stoga jeza derivatizacijske reakcidabran 0,4nol L! boratni pufewnrijednosti pH8,1 kod
NRMHJ MH KL GUR QMgbanzénQhididlize]Fid@l idriidanje naslici 12.
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Slika 12.Mehanizam hidrolize Fme€l X OXaQDWRP PHGLMX

Derivatizacijske reakcijeu u daljnjemradB URYHGHQH X VDVWDYX RWDSD
% vode (od toga je dodatak pufe2880%) i 425 $&1 &aWR XNOMXpXMMH GRGDW
otopljenog u ACN) Signalaslijepe probe otapala za derivatizacijile bilo i Fmoc-Cl se nije
SUHQRVLR X VOMHGHUX.NURPDWRJUDIVNX DQDOL]X

4.3.2. Optimiranje dodatka derivatizacijskog reagensaremena derivatizacije

Kako FmocCl hidrolizira YHU X YRGAXAQWWDMNFLMVNLP XYMHWLPD
derivatizacijsku reakciju mora biti dodaX Y HOLNR P® & XbziccirN Xa ddatak
aminokiseine, kako biosigurali da je P Q R & ha3tBle Fmocaminokiselineekvimolarna

P Q R atlagddne aminokiselineKako bi se ispitao optimalni dodatak derivatizacijskog
reagensa, pripremljene swdelre otopine5 i 6 u kojima su dodandvije UD]OLpLWH PDVH
koncentracije Fmoe€l (5 mg mL% i 10 mg mL%) za derivatizaciju poznateP QRALQH
glutaminske kiseline. U modelnoj otopini 5 dodano je 12 molarnih ekvivalenata,mmdoos

modelnoj otopinié dodano je24 ekvivalenata Fmoc& O YLAH X RGQRVX QD JOXWDP
Nakon 5 minuta P L Mrfh&na sobnoj tempturi, reakcija je zaustavljena dodatkoin?
ekvivalenata(u odnosu na Fme€l) 1-aminoadamantan hidroklorida smjesiACN/H20.
Aminoadamantan reagira sa neizreagiranim F@ba nekoliko minuta i nastaje nepolarni

FmocAd koji seu modelnoj otopintHOXLUD QD NUDMX NURPDWRJUDIVNH |
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V S U L MiekrianjBvelikog signala Fmoc€l u dijelukromatograma gdje se eluiraju Fmoc
aminokiseline 2VLP WRJD |O&®VLX NUHREP®R MRJUDPL pLauL &GQRVQR
dodaak 1-aminoadamantan¥ SUHpPDY D GR G D VYCQUV d&ekiSrnG dé¢tekRina- 1
aminodamantan hidroklorid abzirim da isi nema kromoforuFmoc $G WDORAL X PRGH(
otopini te se prije injektiranja uklanja filtracijond tako pripremljenim otopinama odaziv

nastale Fmo&lu bio je otprilikepodjednaktablica12), VWRJD MH RGOXpHQR GD VH
provodi sa 12 molammihHNYLYDOHQDWD GHULYDWL]DFLMVNRJ UHL

aminokiselinu.

Tablica 12.0dziv detektor&mocGlu modelnih otopina 5 i 6.
Odziv detektora/mAu FmocGlu

Modelna otopina 5 9,02A 6
Modelna otopina 6 8,89A 6

Optimalno vrijeme derivatizaje ispitano je na modelnim otopinama8, 9110 NRUL&AWHQMHP
12 ekvivalenata derivatizacijskog reagen¥a V XY U &8hgsu na glutaminsku kiselinu.

Reakcija je u pojedinim modelnim otopinama zaustavljena dodatk@mirioadamatan

hidroklorida odmah nakon dodatka Fm@i nakon 2, 5, odnosno 10 minuta. Prinos
GHULYDWL]DFLMVNH UHMNFPME@ XBNLR aWHRMDIB YWH GO IDXR QD

10000000 ~

8000000 -
6000000 -
4000000 - ® Fmoc-Glu
2000000 -
0 ; ; ;
0 2 5 10

Vrijeme/min

Odziv detektora/mAu

Slika 13 *UD I L p N Lov&shbktipihpsa Fmoeslu o viemenu kod modelnittopina 7, 8, 9
i 10.
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Reakcija derivatizacieGDMH QDMYHuUL SULQRV NDGD VH NRULVWL
UHDJHQVD YL&@H X RGQRVX QD DPLQ RiNodeHoD to@aXe HodatakD S D O X
boratnog pufera&0 %) i 42,5% ACN P L M H & DasibidjRer@peraturi tijekom 5 minuta
Kromatogram tak@ripremljenoguzorka prikazan jeaslici 14, na x osi kromatograma je

prikazano vrijeme u minutama, a na y osi apsorbancija u mAu.

Slika 14. Kromatogram modelne otopinen@ kojoj su optimirani uvjeti za derivatizaciju
glutaminske kiséhe (tr FmocGlu 11,9 mintgr FmocOH 13,4 mintr FmocCl 17,1 min tr
FmocAd 19,3 min)

4.3.3. Ekvimolarnost derivatizacijske reakcije

'"HULYDWL]DFLMVND UHDNFLMD VRiatWHaiDekvibhokind, Qdwésvd. WR P D
ako je broj molova analita koji se derivatizira jednak broju molova nastalog derivata. Kako bi
utvrdili da je optimirana derivatizacijska reakcija glutaminske kiseline kvantitativna,
pripremljena je serija kalibracijskih otopina Fm@Gtu pripremljenih u istom sastavu otapala u

kojem su se pripremale modelne otopeNRQFH QW D F L M D P D *RKalibracjdRe J P/
otopine bile su stabignuhladnjakutijekom 24 hKalibracijski pravac konstruiran je za Fmoc
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*OX NDR RYLYVQRYV konsakyrafskbdpika l[FmM&ERIG masene koncentracije iste
(slika 15).

30000000

25000000

-]
<
£
3 20000000
o
<
2 15000000 y = 76260x + 1E+06
S R2 = 0,995
> 10000000
N
o
o 5000000

0

0 50 100 150 200 250 300 350 400

/' J PE

Slika 15. Ovisnost masenih koncentracija kalibracijskih otopina F@bci njihovih
SRYUALQD

,] NDOLEUDFLMVNRJ SUDYFD MH RGUHYVHQD MHGQDGAED SUI
RVL 7DNRYyHU MH RGUHVHQ L N RivhiterfelivrezQtaldNRR b H O D OMMXD L V

]D GRY R O MhBavhbstiurésponu od 25do 3 J PY.
,] MHGQDGAEH SUDYFD VHULM H-GuDdHiVENADE Imdsémal K R W

koncentracija=97,63 J P L] NRMH MH LJUDpXQDWD PDVD QDVWDORJ
mase i poznate molarne mase Fr@lo, dobivena je P QR aL@dlukta
n(FMocGlu)=0,0011mmol PRO &WR R GJR YPQMDA&ARipkiseling,Rddnosno
ekvimolarno je dodanoP Q R &¢aRtanta zaerivatizacijy n(Glu)=0,0010 mmol.
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Slika 16. Kromatogram kalibranta Fme@lu (tz 12,5 min) = J PH.

4.4. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju aminokiselina u smjesi

Na glutaminskoj kiselini optimirani su uvjeti za njenu derivatizaciju s F@lod&ako bi se

ispitalo vrijede li isti uvjeti za derivatizaciju smjese aminokiselina, u modelnu otopinu su osim
glutaminske kiseline dodani i serin kao polarnija aminokiselm#erilalanin kao nepolarnija
aminokiselina u odnosu na glutaminsku kiseliblkupni volumen modelnih otopina bio je

2 mL. Svaka aminokiselina dodana jemodelnu otopinw P Q R &E@J01 mmol Kadase
derivatizacijski reagens dodavac® Q R dlR Qutave i RM X RGQRVX QD SR]QDWL GR
aminokiseline masena koncentracija Fm@t bila je prevelika i Fmoc& O MH WDORALR
PRGHOQLP RWRSLQ Dudibvduba Nstoghljel Feé€l doQavail modelne otopine

u P QR &E@®4 mmol. 0 Q R & ddgdhogl-aminoadamantan hidroklorida za zaustavljanje
derivatizacijske reakcij&nosila jen=0,04 mmol.Tako su pripravljenenodelre otopine 11,

12, 13 u kojima je mijenjano vrijeme derivatizacijske reakcije. Modelna otopimgekiirana

jeu X U HYAL®odmah po dodatku Fmegl, modelna otopina 12akon2 minute, a modelna

otopina 13akon5 minutaiza dodatka FmocCl.
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Prinosi delvata aminokselina u prethodno opisaninpripremljenim modelnim otopinama

prikazani su uablici 13.

Tablica 13.0dzivipoYUaLQD ]D DPLQRN uvhddelhi@ vtdpkhadaild,[1¥ D1e/ H

Odziv detektora/mAu
Vrijeme/min Fmoc-Ser Fmoc-Glu Fmoc-Phe
8,42A © 9,06A © 6,54A ©
9,52A 6 10,32A 6 7,07A 6
9,13A © 10,21A 6 5,12A ©
12000000 -
10000000 -
5
£
3 8000000 -
o]
G 6000000 = Fmoc-Ser
8 ® Fmoc-Glu
E 4000000 - = Fmoc-Phe
©
O
2000000 -
0 i
0 2 5
Vrijeme/min

Slika17. *UDILpNL SULND] SULQRVD GHULYDWD DPLQRNLVHOLQ
otopina 11, 12 13.

Prinos Fnoc GHUL Y DW D EuWwRoddlikb) QtapMi MLl kojoj je derivatizacijska reakcija
zaustavljena 2 minute nakon dodatka FritbcKromatogrammodelne topinel?2 je prikazan

naslici 18.
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Slika 18 Kromatogram modelne otopine 12 FmocSer 11,4 mintr FmocGlu 12,1 mintr
FmocOH 13,6 mintr FmocPhe 15,5 mintg FmocCl 17,2 mintr FmocAd 19,5 min).

4.4.1. Ekvimolarnost derivatizacijske realje smjese aminokiselina

Kako bi utvrdili da je optimirana derivatizacijskeakcija smjese aminokiselina kvantitativna,
pripremljena je serija kalibracijskih otopina Frm®er, FmoeGlu i FmocPhe pripremljenih u
istom sastavu otapala u kojem su se pripremale modelne otopine u koncentacijama od 25 do

J P9 Kalibracijske OWRSLQH ELOH VX V WladEjakD Gekonp XAYD QMHP X
Kalibracijski pravac konstruiran je za svaki pojgdiDQDOLW NDR RYLVQRVW SF
kromatografskog pika pojedinog analita i masene koncentracije Rbo@jgnuta je linearnost
svih triju sefjauzorkaX RGUHYHQRP NRQFHQWUDFLMVNRP UDVSRQX VW
SUDYDFD L]JUDpXQDW NRUHODFLMVNL IDNWRU ]dici2 DNL NDO
, ] NDOLEUDFLMVNRJ SUDYFD MH RGUHYHQDEMHRGYDRBAEDNSQI
RvL 7DNRYyHU MH RGUHYHQ L NRHILFLMHQW NRUHODFLMH ]
OLQHDUQRVW X UDVSRYHPDRBR YR G RDXDWaKLD
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Slika 19. Kromatogram kalibrantamjese aminokiselindg FmocSer 11,2 mintg FmocGlu

12,0 min,tr FmocPhe 15,4 min),= J PY.
40000000
FmocGlu
35000000 EmocSer y=95020x + IE+06 ...
R2=0.9946 .
S -
y = 98862 + 78007 s
<E( 30000000 Re= 0,096
E 25000000
o -
& 20000000
D e y =71010x + 120953
2 15000000 R? =0.9988
N 10000000 '
O .ﬁ,’.uu
5000000 S
o
0
0 50 100 150 200 250 300 350 400
/' J PA

Slika 20. Kalibracija Fmoeaminokiselinskih derivata u smjesi.
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,] MHGQDGAEH SUDY F Dotugiha ErivbeBeN Briobdu BrirdecPheé NLKD p XQ DW D
je masena koncentracipmjedinin Fmoeaminokiselina i prikazanatablici 15.

Tablica 15.Masene koncentracije pojedinih Fmaminokiselina.

Fmoc-aminokiselina /' J PE n/mmol
FmocSer 88,62 0,0011
FmocGlu 94,74 0,000
Fmo-Phe 97,92 0,0010

Iz masenih koncentracija pojedinih Frraminokiselina iz modalne otopine I2]UDpXQDWH V)
masdstih. SUHNR L]UDpXQDWH P DV Hstake RrhQzdniiNdkiseliRediabivépdd P DV H
je P Q R adv&k®Fmoaminokiseline.0 Q R & kprikazane tablici 15. DobivenePQRaLQH
Fmocaminokiselina odgovaraj$ R p H W@mR&bjedineaminokiseline, odnosno postignuta

MH HNYLPRODUQRV W QR HidkiSRnpa Wep\aRzacijukoja je iznosila

0,001 mma

45. 2GUHVLYDQMH -ylia@ndta D dodachi jelima

.RULAWHQRP P HW® BPRYPR &Maiktamata u dodacima jelineoja je potom

XV S R UH yddKabrandm vrijednostit ' RGDFL MHOLPD QDEDYOMHQL VX
SURL]YRYDpD 6YDXNH@]R WXE LMK RNVX dsEXNRQE, la NegiutXmaO R Q L O L
potom je ekstrahiran otapanjem uzorka u v&diaki uzorak pripremljen je u dva replikanta

Alikvot ekstrékta derivatiziran je po optimanom protokolu za smjesu aminokiselinay $dri

P Q Rém EmoeCl (n=0,024 mmo) V REJLURP GD PR&AHPR SUHWSRVWDYL)
neke druge amine koje Fmo& O PRaH G H WeMatizakcijd jg Barstaki uzorak bila

prekinuta nakon 2 minutelodatkom daminoadamantan hidroklorida profiltrirani uzorak

injektiran u X U HYHL® pod istim uvjetima kao i modelne otopire kromatogramadika

21 MH RpLWDQD SRYUadegMataGRELYHQRJ )PRF
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Slika 21 Kromatogram jednog od derivatiziranK]RUDND ]D &KkNaglamaab Q M
dodatku jelima.te FmocGlu 12,1 mintgr FmocOH 13,6 mintr FmocCl 17,2 min tr
FmocAd 19,5 min)

Dobivena masena koncentracija FAr®lei L] X]RUND MH L]JUDpXQDWD XYUaWwl
SRYUSGLQH NURPDWRJUDIVNRJ SLND X EDAaGOWI @hosBdjdd YDF ND
(FmocGlu)= J P! 1z omjera ukupnog volumena smjese i alikvotanasenih
koncentracijadobivena je msena koncentracija Nalu (Na-Glu)=1,34 mgml®2 aW&DpL GD
uzork VDGUAL -JOXIMDPDWD &adeR kéjeg ddvotiDieldarirg proizY Ry D p

(15 %) 'UXJL SURL]YRYDp QHPD G HNtanmata] b Ddpivend Dradg@eD M 1D
koncentracija bila je (Fmoc * O X JE Ao i za prvogSURL] RYODDpXQDWD M
masena koncentracija Malu (Na-Glu)=0,12 mgml¥ 8]RUDN V @ Gapfutamata

ODULQ %HODMHYLQ Diplomski rad



§5 =DNOMXpDN 48

§5. =$./-8y$.

U ovom diplomskom radtazU D y j¢ @ddoda+3/& |D RGUHYLYDQMH DPLQR!
GHWHNFLMX XOWUDQ@YX BLHWMWDMPL]IDBbM QK NDHPR. CRAdINVHO L QD
sinteze standardnih spojeva i optimiranje kromatografskih uvjeta za analizudenieta
aminokiselina, u ovom radu sptimirani uvjeti za postizanje kvantitahosti derivatizacijske
reakcije (ekvimolarnost nastalog produkta s poznatim dodatkom aminokiseline) kroz dvije
serije modelnih wpina. U prvoj seriji na derivatizaciji glutaminske kiselioptimirani su
derivatizacijski uvjeti uz poznati dodatak glutaghWNH NLVHOLQH RSWLPDC
derivatizacijskog reagensa, vrijeme derivatizagfapilnosti nastalih derivata, optimalni pH
reakcijske smjese, dodatakaininoadamantana hidroklorida koji se dodaje za uklanjanje
V XY L a N ££1)) RiezA=drugu seriju modeih otopina ispitana je derivatizacija aminokiselina
u smjesi gdje su osim glutaminske kiseline u smjesu dodani i serin kao polarnija, te fenilalanin
kao nepolarnija aminokiselina u odnosu na glutaminsku kiselinu. Razvijena met®dtieH aH Q D
za istovremsu derivatizaciju smjese te tri aminokiseline prenjiaovom poznatom dodatku.

Za razvoj HPLC metode i derivatizaciju glutaminske kiseline

1. Kod razvoja metode pri kromatografskoj analizi, najboljom stacionarnom fazom za
razdvajanje ciljanih analita pokaaase D Q D O L W L p2¢ibaxNEGs,OdRIQ|® kao
PRELOQD ID]D NRUL&AWHQD VPMHVD HOXHQVD $ VPMH
(1000:1v/v L HOXHQVD % $&1 SUL pHPX MH SRVWLJQXWF
analita prema definiranim kromatografskim uvjedininutar 25 minuta pri sobnoj
temperaturi.

2. Zaderivatizacijsku reakciju Glu0,54 mg ml2 pripremljeneuvodMH NRULAWHQ )PF
Cl reagens=5 mg mL% pripremljen u ACN.

3. DerivatizacijskcetUHDNFLMH SURYHGHQH VX X VDVWDYX RWDSD(
MH GRGDWDN SXIHUD L $&1 AW RtoKEMOMIXPXMH (
ACN).

4. 3UL Y WijediostimaS+ SXIHUD GROD]L GR L]JUDAaHQLMH KLG!
reagensa. Optimial pH boratnog puferéd,4 mol L) bio je 8,1

5. OptimanaPQRAaGADLYDWL]DFLMVNRJ UHDJHQVD NRULAWHQD
SXWD YHUD X RGQRVX QD GRGDWDN JOXWDPLQVNH NLVI
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[o2]

. Optimalno vrijeme trajanja derivatizacije glutaminske kiseline s¢&@ige 5 minuta

7. 1D WHPHOMX NDOLEUDFLMVNRJ SUDYFD MH RGUHVYHQ NF
XND]XMH QD GREUX OLQHDUQRVW X |DGDQRP UDGQRP S

8. 3BRpPHP@MAGRGDQH *OX ELOD MH PRORG @B MH NR
LJUDpXQDWD L] NDOLE U PRQRANRGMBIAMM).Y FD L RGQRVL

9. .RULAWBOMMRDGDPDQWDQD KLGURNORU LG @RagehsX NOD Q N

pokazalo se korisnim za uklanjanje signala H@b& dijela kromatograma u kojem se

eluiraju amind&iselinski FmoeGHULYDWL L JERJ V S WhspRdabMdEQ MD GRG

Za derivatizaciju smjese aminokiselina:
1. Za derivatizaciju aminokiselina u smjesi ( PPRO 6HU *OX L 3KkH NRUL:
Cl =10 mg mL% pripremlienuACN .RULAWHQ pHHSLVWL SXIHU
2. Optimalno definirano vrijeme derivatizacije aminokiselina u smjesi je 2 minute.
3. Optimalna P Q Rald@Bnog Fmo€l za derivatizaciju bila je 0,024 mmol
Pripremljene su kalibracijske otopine svake aminokiseline u smjesi u rasponu od 25 do
J PY¥ te su pojedini korelacijski faktori za svaku kalibracijsku seriju bili
]DGRYROMDYDMXUL
4. .R QD PQXR adda@iMoeSer, FmoeGlu i FmoePhe bile su redom 0,0010,0010i
PPRO aWR XSXuXMH QD WR GD MH XVSRVWDYOMEL
P Q R & Ldg B,801 mmol za Ser, Glu i Phe.

Metoda je primijenjend QD UHDOQH X]RUN H -glutasata/DdQddifd gieaG UAD M 1
GYD UD]OLpLW BadiédR M YR WD M H® R § HABLYmamiRdRaKkBeline

dobiven ovom metodoradgovaramasenom udjelaeklariranom na pakiranj(l,2% i 13,4

%).
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8§ 6. POPIS OZNAKA, KRATIC A | SIMBOL A

ACN - acetonitril

Ad - 1-aminoadamantan hidroklorid

DAD - detektor diodnih zraka

ECF- etil kloroformat

EtOAC - etil acetat

FA - mravlja kiselina

FAA - trifluoroacetilacetona

FID - plamenoionizacijski detektor

FmocAd - N-(fluorenilmetoksikarbonibl-adamantan

FmocCl - 9-fluorenilmetil klorformijat

FmocGlu - N-(fluorenilmetoksikarbonibL-glutaminska kiselina

FmocOH- 9-fluorenilmetanol

FmocPhe- N-(fluorenilmetoksikarbonibL-fenilalanin

FmocSer- N-(fluorenilmetoksikarbonibL-serin

GC- plinska kromatografija

GC-FID - plinska kromatografija s plamenoionizacijskim detektorom

GC-MS - plinska kromatografija sa spektrometrijom masa

GC-TORMS - plinska kromatografijaetektor vremena letspektrometja masa
H20 - voda

H3BOs- borna kiselina

HPLC- YLVRNRWODPQD WHNXULQVND NURPDWRJUDILN
HPLC-UV- YLVRNRWODpPQD WHNXULQVND NURPDWRJUDI
K2COs- kalijev karbonat

KCI - kalijev klorid

MS - masenapektrometrija

NaSQs - natrijev sulfat

NaCl- natrijev klorid

NaOH- natrijev hidroksid
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NMR - nuklearna magnetska rezonancija

OPA - o-ftaldialdehid

Phe- fenilalanin

PITC - fenilizotiocijanat

RP-LC/UV - WHNXULQVND NRIRPOXWRUK DDIMIKNV XOWUDOM X
Ser- serin

TOFRMS - detektor vremena letanasena spektrometrija
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