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M�H�W�R�G�D�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �X�]�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�P�� �]�U�D�þ�H�Q�M�H�P�� ���+�3�/�&-UV) 
�N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �M�H���]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�G�D�E�U�D�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �Y�R�G�H�Q�L�P�� �X�]�R�U�F�L�P�D uz derivatizacijski 
reagens 9-fluorenilmetil-klorformijat (Fmoc-Cl).  

Sintetizirani su Fmoc-aminokiselinski derivati i okarakterizirani spektroskopskim 
metodama �W�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���N�D�R���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�� Razvojem metode optimirani su kromatografski 
uvjeti kojim je postignuta dobra rezolucija i razdvajanje odabranih Fmoc-aminokiselinskih 
derivata i nusprodukata koji nastaju u derivatizacijskoj reakciji. �,�V�W�U�D�å�H�Q�L�� �V�X�� �L�� �R�S�W�L�P�L�U�D�Q�L��
reakcijski uvjeti za osiguravanje ekvimolarnosti derivatizacijske reakcije s obzirom na poznati 
dodatak pojedine aminokiseline. Kromatografskom HPLC-UV �P�H�W�R�G�R�P�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q��je maseni 
udio glutaminske kiseline (1,2 -13,4 %) u odabranim dodatcima jelima. 
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Liquid chromatography with ultraviolet detection (HPLC-UV) was used for the determination 
of selected amino acids in aqueous samples using 9-fluorenylmethyl chloroformate (Fmoc-Cl) 
as a derivatization reagent. 

Fmoc-amino acid derivatives were synthesized and characterized by spectroscopic 
methods. Formed products were used as analytical standards. Through the development of the 
HPLC method, the chromatographic conditions were optimized, which led to a fine resolution 
and separation of the selected Fmoc-amino acid derivatives and by-products formed in the 
derivatization reaction. The reaction conditions for ensuring the equimolarity of the 
derivatization reaction were investigated and with respect to the known addition of each amino 
acid. By the obtained HPLC-UV method, the mass content of glutamic acid (1,2 -13,4%) in 
some food additives was determined. 
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§ 1. UVOD 

Aminokiseline su prirodni spojevi, sastavni dio peptida i proteina. Kako bi se bolje razjasnila 

�Q�M�L�K�R�Y�D���E�L�R�O�R�ã�N�D���X�O�R�J�D, o�G�U�H�ÿ�X�M�X���V�H���X���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D���Q�D�N�R�Q���K�L�G�U�R�O�L�]�H���S�H�S�W�L�G�D���Lli  proteina. 

�3�U�L�V�X�W�Q�H�� �V�X�� �L�� �X�� �R�N�R�O�L�ã�X���� �K�U�D�Q�L���� �X�� �G�R�G�Dtcima prehrani i dodat�F�L�P�D�� �M�H�O�L�P�D���� �1�D�M�þ�H�ã�üe �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D��

�D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D tehnika �]�D�� �N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�R�� �L���L�O�L�� �N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D��je �W�H�N�X�ü�L�Q�V�Na 

kromatografija �Y�L�V�R�N�H�� �U�D�]�O�X�þ�L�Y�R�V�Wi �X�]�� �G�H�W�H�N�F�L�M�X�� �X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�P�� �]�U�D�þ�H�Q�M�H�P�� ��engl. high 

performance liquid chromatography-UV detection, HPLC-UV). Kako su aminokiseline polarne 

molekule, na nepolarnim kromatografskim kolonama koje se koriste u kromatografiji obrnutih 

faza euliraju se u mrtvom volumenu���� �2�V�L�P�� �W�R�J�D���� �Y�H�ü�L�Q�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �Q�H�P�D�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X��

kromoforu za UV detekciju. Zato j�H���S�U�L�M�H���L�O�L���W�L�M�H�N�R�P���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�H���W�D�N�Y�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���Q�X�å�Q�D���Q�M�L�K�R�Y�D��

kemijska derivatizacija. 

U �S�H�S�W�L�G�Q�R�M���V�L�Q�W�H�W�V�N�R�M���N�H�P�L�M�L���N�D�R���]�D�ã�W�L�W�Q�D���V�N�X�S�L�Q�D���D�P�L�Q�R-kraja aminokiselina ili peptida 

�þ�H�V�W�R���V�H���N�R�U�L�V�W�L��9-fluorenilmetil-klorformijat (Fmoc-�&�O�������X���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�M���N�H�P�L�M�L��va�å�D�Q i �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W��

derivatizacijski reagens za aminokiseline. Reakcijom 9-fluorenilmetil klorformijata i 

aminokiselina nastaju stabilni Fmoc-�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�� �S�U�H�N�R�� �N�R�M�L�K�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�G�U�H�G�L�W�L��

koncentraciju aminokiseline u uzorku uz uvjet da je derivatizacijska reakcija kvantitativna, 

odnosno da je �P�Q�R�å�L�Q�D nastalog produkta ekvimolarna �P�Q�R�å�L�Q�L prisutne aminokiseline. U 

literaturi je malo podataka vezano uz stabilnost nastalih Fmoc-derivata, vremena derivatizacije, 

�Y�H�ü�L�Q�D���U�D�G�R�Y�D���Q�D�Y�R�G�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���Y�H�O�L�N�L�K���V�X�Y�L�ã�D�N�D���)�P�R�F-Cl u svrhu analize ciljanih uzoraka. 

Cilj ovog rada jest razviti metodu HPLC-�8�9�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H masenog udjela 

glutaminske kiseline u dodatcima jelima. Glutaminska kiselina derivatizirana je s Fmoc-Cl s 

naglaskom na ispitivanje uvjeta za postizanje kvantitativne derivatizacijske reakcije i na 

stabilnosti reagensa i nastalih derivata. Na modelnim otopinama, uz poznati dodatak 

glutaminske kiseline, �L�V�W�U�D�å�H�Q���M�H �R�S�W�L�P�D�O�Q�L���V�X�Y�L�ã�D�N���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D i vrijednosti pH 

reakcijske smjese, vrijeme derivatizacije, stabilnost nastalih derivata, te optimalan dodatak 1-

aminoadamantan hidroklorida �N�R�M�L���V�H���G�R�G�D�M�H���]�D���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���V�X�Y�L�ã�N�D���)�P�R�F-Cl. Osim glutaminske 

�N�L�V�H�O�L�Q�H���X���V�O�M�H�G�H�ü�H�P���N�R�U�D�N�X���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D �X�N�O�M�X�þ�H�Q�L su i serin kao polarnija, te fenilalanin kao 

�Q�H�S�R�O�D�U�Q�L�M�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�X���N�L�V�H�O�L�Q�X�����5�D�]�Y�L�M�H�Q�D���P�H�W�R�G�D���S�R�G�H�ã�H�Q�D��je za 

istovremenu derivatizaciju smjese navedenih aminokiselina prema njihovom poznatom 

dodatku. 



§ 1. Uvod 2 
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U okviru rada sintetizirani su Fmoc-aminokiselinski derivati glutaminske kiseline, serina i 

fenilalanina te nusprodukt derivatizacijskog postupka Fmoc-aminoadamantan (Fmoc-Ad). 

Pripremljeni spojevi okarakterizirani su spektroskopskim i spektrometrijskim metodama te 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���N�D�R���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L���V�W�D�Q�G�D�U�G�L�� 
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§ 2. LITERATURNI PREGLED  

2.1. Aminokiseline, uloga i struktura  
 

Aminokiseline �L�]�J�U�D�ÿ�X�M�X proteine koji nastaju povezivanjem aminokiselina peptidnom vezom, 

a od velike su �Y�D�å�Q�R�V�W�L�� �X�� �R�U�J�D�Qizmu jer obavljaju veliki broj funkcija, �R�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �R�U�J�D�Q�L�]�D�P 

�E�L�R�O�R�ã�N�L stabilnim, katalizatori su �X���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���S�U�R�F�H�V�L�P�D�����V�X�G�M�H�O�X�M�X���X���W�U�D�Q�V�S�R�U�W�X���W�Y�D�U�L���L���å�L�Y�þ�D�Q�L�K��

�L�P�S�X�O�V�D�����R�G�J�R�Y�R�U�Q�L���V�X���]�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�X���R�E�U�D�Q�X�����G�D�M�X���P�H�K�D�Q�L�þ�N�X���S�R�W�S�R�U�X��i sl.1  

Aminokiseli�Q�H�� �V�X�� �J�U�D�ÿ�H�Q�H�� �R�G�� �V�U�H�G�L�ã�Q�M�H�J�� �.-ugljikovog atoma povezanog s amino-

�V�N�X�S�L�Q�R�P�����N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�R�P���V�N�X�S�L�Q�R�P�����Y�R�G�L�N�R�Y�L�P���D�W�R�P�R�P���L���V�N�X�S�L�Q�R�P���N�R�M�D���M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���]�D���V�Y�D�N�X��

aminokiselinu (R), a �Q�D�]�L�Y�D�� �V�H�� �E�R�þ�Q�L�P�� �R�J�U�D�Q�N�R�P���� �6�Y�D�N�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�P�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�� �E�R�þ�Q�L��

ogranak pa tako imaju �L���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X �þ�H�W�L�U�L funkcijske �V�N�X�S�L�Q�H���Y�H�]�D�Q�H���Q�D���.-

ugljikov atom, aminokiseline su kiralne molekule. Relativna konfiguracija prirodnih 

aminokiselina jest L�����S�D���V�X���S�U�R�W�H�L�Q�L���J�U�D�ÿ�H�Q�L���V�D�P�R���R�G��L-aminokiselina. Jedina aminokiselina koja 

nije kiralna �L�� �Q�H�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �R�S�W�L�þ�N�X�� �D�N�W�L�Y�Q�R�V�W��je glicin. Apsolutna konfiguracija svih 

aminokiselina je S�����R�V�L�P���F�L�V�W�H�L�Q�D���þ�L�M�D���M�H���N�R�Q�I�L�J�X�U�D�F�L�M�D���Q�D���.-ugljikovog atoma R. U neutralnim 

otopinama, odnosno u otopinama neutralne pH-vrijednosti aminokiseline imaju dipolaran oblik 

gdje je amino-skupina protonirana, a karboksilna skupina deprotonirana. Takav dipolarni oblik 

aminokiselina nazivamo zwitterioni. Do promjene ionizacije dolazi ili zbog smanjenja 

vrijednosti pH, �ã�W�R���G�R�Y�R�G�L do protoniranja funkcijskih �V�N�X�S�L�Q�D���S�U�L���þ�H�P�X���M�H���Q�H�W�R���Q�D�E�R�M������, ili 

�]�E�R�J���S�R�Y�H�ü�D�Q�M�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L���S�+���J�G�M�H���V�X���R�E�M�H���V�N�X�S�L�Q�H���G�H�S�U�R�W�R�Q�L�U�D�Q�H���S�U�L���þ�H�P�X���M�H���Q�H�W�R���Q�D�E�R�M���±1, 

dok je u zwitterionskom obliku jednak 0.1 

 

Slika 1. Ionizacijska stanja �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���S�U�L���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P��vrijednostima pH.1 

 

�6�Y�D�N�L���E�R�þ�Q�L���R�J�U�D�Q�D�N���L�P�D���V�Y�R�M���R�E�O�L�N�����Q�D�E�R�M�����U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�X��im tendencije stvaranja vodikovih veza, 

�U�D�]�O�L�þ�L�W�H���V�X���U�H�D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L��te �L�P�D�M�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�D���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���� 
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Slika 2. Prikaz strukturnih formula aminokiselina i njihove oznake.1 

 

Alanin je najjednostavnija kiralna aminokiselina. Serin i treonin imaju alifatske hidroksilne 

�V�N�X�S�L�Q�H���W�H���V�X���S�R�O�D�U�Q�H���L���E�H�]���Q�D�E�R�M�D�����&�L�V�W�H�L�Q���V�D�G�U�å�L��tiolnu skupinu �±SH. Valin, leucin, izoleucin i 

metionin su aminokiseline s alifat�V�N�L�P���E�R�þ�Q�L�P���V�N�X�S�L�Q�D�P�D�����0�H�W�L�R�Q�L�Q ima tioetersku skupinu, 

�±S�±. Prolin je aminokiselina prstenaste strukture �þ�L�M�L���M�H���E�R�þ�Q�L���R�J�U�D�Q�D�N���Y�H�]�D�Q���Q�D���G�X�ã�L�N�R�Y���D�W�R�P. 

Fenilalanin, �W�L�U�R�]�L�Q���L���W�U�L�S�W�R�I�D�Q���V�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���V���D�U�R�P�D�W�V�N�L�P���E�R�þ�Q�L�P���R�J�U�D�Q�F�L�P�D�����)�H�Q�L�O�D�O�D�Q�L�Q��

�L�P�D���K�L�G�U�R�I�R�E�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���G�R�N���W�L�U�R�]�L�Q���L���W�U�L�S�W�R�I�D�Q���L�P�D�M�X���Y�L�ã�H���K�L�G�U�R�I�L�O�Q�D���V�Y�R�M�V�W�Y�D���N�R�M�D���S�R�W�M�H�þ�X���R�G��

hidroksilne skupine, odnosno amino-skupine �L�]���E�R�þ�Q�R�J���R�J�U�D�Q�N�D�����$�V�S�D�U�D�J�L�Q�V�N�D���L���J�O�X�Waminska 

�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�P�D�M�X�� �N�L�V�H�O�H�� �E�R�þ�Q�H��ogranke s karboksilnom skupinom n�D�� �N�U�D�M�X���� �D�O�L�� �S�U�L�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�R�M��

vrijednosti pH su negativno nabijene. Asparagin i glutamin su aminokiseline bez naboja i imaju 

amino-skupinu �Q�D���N�U�D�M�X���E�R�þ�Q�R�J���O�D�Q�F�D�����%�D�]�L�þ�Q�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���V�X���Kistidin, lizin i arginin. Lizin 

i arginin su pozitivno nabijene aminokiseline pri neutralnoj vrijednosti pH, dok histidinski 

aromatski prs�W�H�Q�� �P�R�å�H�� �L�� �Q�H�� �P�R�U�D�� �E�L�W�L�� �S�R�]�L�W�L�Y�Q�R�� �Q�D�E�L�M�H�Q��pri �Q�H�X�W�U�D�O�Q�R�P�� �S�+�� �ã�W�R�� �R�Y�L�V�L�� �R��

neposrednoj okolini te aminokiseline.1 

�$�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �Q�D�M�Y�L�ã�H���V�D�G�U�å�L hrana poput mesa, jaja, mlijeka���� �å�L�W�D�U�L�F�D�� �S�R�Y�U�ü�D�� �L�� �Y�R�ü�D, 

hrana �]�D���V�W�R�N�X�����þ�D�M�����L�W�G�� �8���J�R�Y�H�ÿ�H�P���P�H�V�X���Q�D�M�Y�L�ã�H���L�P�D �P�H�W�L�R�Q�L�Q�D���L���F�L�V�W�H�L�Q�D�����U�L�å�D���M�H���E�R�J�D�W�D���O�L�]�L�Q�R�P��

i treoninom, kukuruz triptofanom i lizinom, mahunarke metioninom2, breskve su bogate s 
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�D�V�S�D�U�D�J�L�Q�R�P���� �E�U�R�N�X�O�D�� �V�D�G�U�å�L�� �G�R�V�W�D�� �S�U�R�O�L�Q�D3���� �Q�D�G�D�O�M�H���� �X�� �]�H�O�H�Q�R�P�� �þ�D�M�X�� �M�H���Q�D�M�Y�L�ã�H�� �W�H�D�Q�L�Q�D����

glutamina, glutaminske kiseline i asparagina4, u ribljem mesu prevladavaju cistein, alanin, 

glicin, leucin.5 U lubenici su �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H visoke koncentracije citurlina, neesencijalne, 

neproteinske aminokiseline, koja ima vrlo �Y�D�å�Q�X �X�O�R�J�X�� �X�� �V�W�D�Q�L�þ�Q�R�P�� �P�H�W�D�E�R�O�L�]�P�X�� �L�� �S�U�D�ü�H�Q�M�X��

vitalnosti organa.6 

 

2.1.1. Glutaminska kiselina i umami okus 

 

Glutaminska kiselina je neesencijalna aminokiselina i ima svojstvo kiralnosti. Sintetizira se iz 

�.-ketoglutarata, �D���V�O�X�å�L���N�D�R���S�U�H�N�X�U�V�R�U���L�]���N�R�M�H�J se dalje sintetiziraju druge aminokiseline poput 

glutamina, prolina i arginina.1 

 

Slika 3. Strukturna formula glutaminske kiseline.1 

 

Glutaminska kiselina je bjeli prah topljiv u vodi i neotrovna je. U ���������V�W�R�O�M�H�ü�X���R�W�N�U�L�R��ju 

je Rizzo Johnson i opisao kao proziran prah koji ima okus te kao tvar koja je toplj iva u vodi i 

�R�W�R�S�L�Q�L�� �N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� U medicini se koristi pri �O�M�H�þ�H�Q�M�X hepa�W�L�þ�Q�H�� �N�R�P�H���� �X��

prehrambenoj industriji kao aditiv hrani u obliku natrijevog glutamata. Iz�R�H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�D�� �W�R�þ�N�D��

glutamata je pH = 3,22. Ove kiseline im�D�� �X�� �å�L�W�D�U�L�F�Dma, biljkama i mikroorganizmima te u 

�å�L�Y�R�W�L�Q�M�V�N�R�P���P�R�]�J�X���J�G�M�H���V�X�G�M�H�Ouje u �Y�D�å�Q�L�P��biokemijskim reakcijama, prisutna je i u brojnim 

proteinima, daje glutation koji djeluje kao antioksidans u organizmu. Kao natrijeva sol, natrijev 

glutaminat, daje umami okus koji je jedan od pet glavnih okusa pored okusa za slatko, kiselo, 

gorko i slano.7 

Pojam okusa �Ý�X�P�D�P�L�Ý���R�G�Q�R�V�L���V�H���Q�D���V�R�O�L���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H, a u 20. stolj�H�ü�X���R�S�L�V�D�R��ga 

je japanski znanstvenik K. Ikeda kada je izolirao glutamat iz morskih algi koje se koriste u 

kulinarstvu, u pripravi juhe od morskih algi�����9�H�ü�L�Q�D���V�L�V�D�Y�D�F�D���P�R�å�H���S�U�H�S�R�]�Q�D�W�L���X�P�D�P�L���R�N�X�V�����=�D��

taj okus odgovorni su glutamat i 5'-ribonukleotidi poput inozinata i gvanilata. Hrana poput 

ribljih umaka i umaka od soje bogata je glutamatom, dok glutaminske kiseline ima u mesu 

(perad, govedina, svinjeti�Q�D������ �P�R�U�V�N�R�M�� �K�U�D�Q�L�� �L�� �S�R�Y�U�ü�X����U mesu ima �Y�L�ã�H��5'-inozinat je dok je  

5'-�J�Y�D�Q�L�O�D�W���Y�L�ã�H���S�U�L�V�X�W�D�Q���X���E�L�O�M�N�D�P�D���� 
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Osim u navedenim namirnicama, glutaminska kiselina je u velikom udjelu prisutna u 

�O�M�X�G�V�N�R�P�� �P�D�M�þ�L�Q�R�P�� �P�O�L�M�H�N�X�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �R�V�W�D�O�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �,�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�Ma �U�D�]�O�L�þ�L�W�Lh okusa 

mlijeka na �Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�D�Gi pokazala su �U�D�]�O�L�þ�L�W�H ekspresije lica s obzirom na sastav mlijeka. 

�0�O�L�M�H�N�R���R�E�R�J�D�ü�H�Q�R���Q�D�W�U�L�M�H�Y�L�P���J�O�X�W�D�P�D�W�R�P���L���P�O�L�M�H�N�R���V�O�D�W�N�R�J���R�N�X�V�D���L�]�D�]�Y�D�O�R���M�H���V�O�L�þ�Q�H���U�H�D�N�F�L�M�H��

�N�R�G���Q�R�Y�R�U�R�ÿ�H�Q�þ�D�G�L�����S�R�þ�H�O�D��su �Y�L�ã�H���L���M�D�þ�H���V�L�V�D�W�L��te �þ�L�Q�L�W�L���S�R�N�U�H�W�H���U�X�N�D�P�D���N�R�M�L���V�X���S�U�R�W�X�P�D�þ�H�Q�L���N�D�R��

�S�R�Y�H�ü�D�Q�D���å�H�O�M�D���]�D���K�U�D�Q�M�H�Q�M�H�P�����=�D�Q�L�P�O�Mivo je kako zapadna kultura nema prikladnu �U�L�M�H�þ���N�R�M�D���E�L��

mogla bolje definirati �S�R�M�D�P���Ýumami�Ý, odnosno okus natrijevog glutamata. Okusni pupoljci na 

�V�U�H�G�Q�M�H�P�� �G�L�M�H�O�X�� �M�H�]�L�N�D�� �S�U�H�S�R�]�Q�D�M�X�� �X�P�D�P�L�� �R�N�X�V�� �ã�W�R�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �þ�L�Q�M�H�Q�L�F�X�� �G�D�� �S�R�V�W�R�M�L�� �L�� �S�R�V�H�E�D�Q��

mehanizam za glutamat.8 �1�H�N�D���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�D���S�R�N�D�]�D�O�D���V�X���N�D�N�R���M�H���G�R�G�D�W�D�N���Q�D�W�U�L�M�H�Y�R�J���J�O�X�W�D�P�D�W�D��

umjesto soli �X���S�U�H�K�U�D�Q�L���S�R�N�D�]�D�R���S�R�]�L�W�L�Y�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���Q�D���]�G�U�D�Y�O�M�H���N�R�G���V�W�D�U�L�M�H���S�R�S�X�O�D�F�L�M�H��9 

2.2. �$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H �P�H�W�R�G�H���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D 
 

�$�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���V�X���V�Y�H�S�U�L�V�X�W�Q�H���X���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D stoga je kvantitativna i kvalitativna analiza 

aminokiselina �Y�D�å�Q�D �S�U�L���R�E�U�D�G�L���N�O�L�Q�L�þ�N�L�K���X�]�R�U�D�N�D���X���G�L�M�D�J�Q�R�V�W�L�F�L���� �P�H�G�L�F�L�Q�V�N�L�P���L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D����

�N�R�Q�W�U�R�O�L���N�Y�D�O�L�W�H�W�H���K�U�D�Q�H���X���S�U�H�K�U�D�P�E�H�Q�R�M���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�L���W�H���X���I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�R�M���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�L���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

�V�D�G�U�å�D�M�D��tableta �L���G�U�X�J�L�P���S�R�G�U�X�þ�M�L�P�D.  

Za kvalitativno i kvantitativno �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�Me aminokiselina �X���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D �Q�D�M�Y�L�ã�H��

�V�H���N�R�U�L�V�W�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�H���P�H�W�R�G�H���N�R�M�H���ü�H���G�H�W�D�O�M�Q�L�M�H���E�L�W�L���R�S�L�V�D�Q�H���X���Q�D�V�W�D�Y�N�X���R�Y�R�J���G�L�S�O�R�P�V�N�R�J��

rada.  

�-�H�G�Q�D�� �R�G�� �P�D�Q�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K�� �P�H�W�R�G�D��u bioke�P�L�M�L�� �L�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�M�� �N�H�P�L�M�L��je elektroforeza, a 

�W�H�P�H�O�M�L�� �V�H�� �Q�D�� �J�L�E�D�Q�M�X�� �Q�D�E�L�M�H�Q�L�K�� �þ�H�V�W�L�F�D�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�R�J�D�� �S�R�O�M�D���� �.�D�S�L�O�D�U�Q�D��

�H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�D�� �M�H�� �P�H�W�R�G�D�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �L�� �P�R�O�H�N�X�O�D�� �P�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�H�� �P�D�V�H 

unutar kapilare, te je ova metoda �þ�H�V�W�R��zamijena za tradicionalnu metodu elektroforeze na gelu. 

Kapilarna elektroforeza koristi se za analizu aminokiselina u hrani. Metoda ne zahtjeva veliku 

�S�R�W�U�R�ã�Q�M�X���X�]�R�U�D�N�D���L���U�H�D�J�H�Q�V�D���W�H���M�H���G�R�E�U�H���U�H�]�R�O�X�F�L�M�H���L���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L��10  

S obzirom da su aminokiseline analiti koji mogu biti nabijeni ovisno o vrijednosti pH 

medija, one mogu biti odvojene kapilarnom elektroforezom, a usvrhu �S�R�E�R�O�M�ã�Dnja osjetljivosti 

�P�H�W�R�G�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��se kombinira sa spojevima za derivatizaciju koji aminokiselini daju kromoforu 

za �R�S�W�L�þ�Nu detekciju. Novije tehnike, poput kapilarne elektroforeze s laserski induciranom 

fluorescentnom detekcijom, koriste se �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�O�R�E�R�G�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �X�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�P��

uzorcima. Nadalje, kombinacijom metoda kapilarne elektroforeze i spektrometrije masa mogu 

se analizirati aminokiseline bez prethodne derivatizacije.11 
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�2�V�L�P���N�D�S�L�O�D�U�Q�H���H�O�H�N�W�U�R�I�R�U�H�]�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���S�R�Q�H�N�D�G��se koristi nuklearna 

magnetska rezonancija (engl. Nuclear magnetic resonance, NMR). Temelji se na interakcijama 

�L�]�P�H�ÿ�X���M�H�]�J�U�L atoma u uzorku pod utjecajem magnetnog polja visokog intenziteta. Navedena 

spektroskopska metoda �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��se koristi �X�� �R�U�J�D�Q�V�N�R�M�� �N�H�P�L�M�L�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K��

struktura organskih spojeva u krutom stanju ili u otopini. Povratna informacija je NMR spektar 

koji prikazuje signale rezonancije �Q�D�N�R�Q�� �ã�W�R �X�]�R�U�D�N�� �D�S�V�R�U�E�L�U�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �I�U�H�N�Y�H�Q�F�L�M�H��

elektromagnetskog izvora.12 

Aminokiseline u uzorku urina mogu se analizirati direktno uz minimalnu pripremu 

uzorka, a �S�U�H�G�Q�R�V�W���M�H���ã�W�R��metoda ne ovisi o kemijskim �V�Y�R�M�V�W�Y�L�P�D���D�Q�D�O�L�W�D�����0�H�W�R�G�D���L�P�D���Q�H�ã�W�R��

manju osjetljivost od spektrometrije masa�����8���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D��prisutan je velik broj �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K��

metabolita aminokiselina �þ�L�M�L�� �V�H�� �V�L�J�Q�D�O�L�� �P�R�J�X�� �S�U�H�N�O�D�S�D�W�L�� �X�� �M�H�G�Q�R�G�L�P�H�Q�]�L�R�Q�D�O�Q�R�P��spektru 1H 

NMR, a preklapanja se mogu rij�H�ã�L�W�L�� �S�R�P�R�ü�X�� �P�R�G�H�O�Q�L�K��signala. Postoji i tehnika 

�Y�L�ã�H�G�L�P�H�Q�]�L�M�V�N�L���1�0�5��pri koj�R�M���M�H���P�R�J�X�ü�H odvojiti  preklopljene signale analita.11 U istra�å�L�Y�D�Q�M�X��

del Campo i suradnika spektroskopijom 1H NMR istovremeno je odre�ÿ�H�Q�R �Y�L�ã�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���D�Q�D�O�L�W�D��

poput karboksilnih kiselina, aminokiselina, alkohola i dr. u realnim uzorcima �N�D�R���ã�W�R���V�X���U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

vrste meda, poput lavande i eukaliptusa �W�H�� �V�X�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �R�P�M�H�U�L�� �I�U�X�N�W�R�]�H�� �L�� �J�O�X�N�R�]�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�X��

vrstu. �$�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���N�R�M�H���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���X���P�H�G�X��spektroskopijom 1H NMR su alanin, fenilalanin, 

tiroz�L�Q���L���S�U�R�O�L�Q�����=�D���N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���D�S�V�R�O�X�W�Q�H���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���V�L�J�Q�D�O�D��pa uzorke meda nije 

bilo potrebno prethodno ekstrahirati ili prekoncentrirati.13 

2.3. Kromatografske metode 
 

Kromatografija je metoda koja se primijenjuje u svim granama kemije �]�E�R�J���W�R�J�D���ã�W�R���R�P�R�J�X�ü�X�M�H��

istovremeno �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X�� �L�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�S�R�M�H�Y�D�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K�� �P�D�W�U�L�F�D���� �8�]�R�U�D�N�� �M�H��

�R�W�R�S�O�M�H�Q���X���P�R�E�L�O�Q�R�M���I�D�]�L���N�R�M�D���P�R�å�H���E�L�W�L���S�O�L�Q�����W�H�N�X�ü�L�Q�D���L�O�L���V�X�S�H�U�N�U�L�W�L�þ�Q�L���I�O�X�L�G����a mobilna se faza 

�N�U�H�ü�H�� �N�U�R�]�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�X�� �I�D�]�X�� �X�� �N�R�O�R�Q�L�� �L�O�L�� �Q�D�� �þ�Y�U�V�W�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L���� �)�D�]�H�� �V�H�� �R�G�D�E�L�U�X�� �Wako da se 

�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �X�]�R�U�N�D�� �P�R�J�X�� �U�D�V�S�R�G�L�M�H�O�L�W�L�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �Q�M�L�K��na temelju �R�G�U�H�ÿ�H�Qih interakcija sa 

stacionarnom fazom odnosno mobilnom fazom na temelju svojih fizikalno kemijskih svojstava. 

�2�G�D�Y�M�D�Q�M�H���V�H���W�H�P�H�O�M�L���Q�D���U�D�]�O�L�þ�L�W�R�P���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�X���N�R�P�S�R�Q�H�Q�D�W�D����Komponente koje se �G�X�å�H���]�D�G�U�å�H��

na stacionarnoj fazi �L�P�D�M�X���G�X�å�H���Y�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D, dok se komponente koje stvaraju slabije 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�H�� �V�D�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�R�P�� �I�D�]�R�P�� �N�U�H�ü�X�� �E�U�å�H�� �X�]�� �P�R�E�L�O�Q�X �L�� �N�U�D�ü�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �Q�D�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�R�M��

fazi. �9�U�L�M�H�P�H���S�R�W�U�H�E�Q�R���G�D���D�Q�D�O�L�W���S�U�R�ÿ�H���N�U�R�]���N�R�O�R�Q�X���L���G�R�ÿ�H���G�R���G�H�W�H�N�W�R�U�D���Q�D�]�L�Y�D��se retencijskim 

vremenom �L�O�L�� �Y�U�H�P�H�Q�R�P�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D. �3�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�R�M�� �E�U�]�L�Q�L��gibanja kroz kolonu odnosno 
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�]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �Q�D�� �I�D�]�D�P�D���� �D�Q�D�O�L�W�L�� �V�H�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X�� �X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �]�R�Q�H ili vrpce (signale) te se mogu 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�W�L���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R���L���N�Y�D�O�L�W�D�W�Lvno. 

Kromatografske metode su podijeljene u dvije grupe, a to su kolonska kromatografija, 

gdje je stacionarna faza u uskoj koloni kroz koju prolazi mobilna faza �S�R�G���S�U�L�W�L�V�N�R�P���L���S�O�R�ã�Q�D��

kromatografija gdje je stacionarna faza ploha ili papir �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J���P�D�W�H�U�L�M�D�O�D po kojem se analiti 

�N�U�H�ü�X�� �S�R�G�� �X�W�M�H�F�D�M�H�P�� �N�D�S�L�O�D�U�Q�L�K�� �V�L�O�D���� �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �Nromatografija se za razliku od plinske 

kromatografije i kromatografije fluida pri �V�X�S�H�U�N�U�L�W�L�þ�Qim uvjetima �P�R�å�H���L�]�Y�R�G�L�W�L���L���Q�D���N�R�O�R�Q�L i 

na papiru. Kromatografske metod�H���U�D�]�G�Y�D�M�D�M�X���D�Q�D�O�L�W���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�L�M�H���I�D�]�H�����L�]�R�O�L�U�D�M�X���L���D�Q�D�O�L�]�L�U�D�M�X��

pojedine komponente smjese pa se kromatografija �þ�H�V�W�R���N�R�U�L�W�L���N�D�R metoda �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D��14 

 

2.3.1. �0�H�W�R�G�H���S�O�L�Q�V�N�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D 

 

Plinska kromatografija temelji se na raspodjeli komponenata �L�]�P�H�ÿ�X�� �L�Q�H�U�W�Q�R�J�� �S�O�L�Q�D�� �N�R�M�L�� �M�H��

�P�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]�D�� �L�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H�� �I�D�]�H���� �3�O�L�Q�� �Q�R�V�L�O�D�F�� �M�H�� �L�Q�H�U�W�Q�L�� �S�O�L�Q�� �S�R�S�X�W�� �K�H�O�L�M�D���� �G�X�ã�L�N�D���� �D�U�J�R�Q�D�� �L�O�L��

vodika, a njegova je uloga prijenos analita kroz sustav bez �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K nusprodukata. Odvajanje 

kromatografijom �U�H�]�X�O�W�L�U�D���X���N�R�Q�D�þ�Q�L�F�L kromatogramom o sastavu uzorka smjese.12 

Za analizu kromatografskom metodom aminokiseline moraju biti derivatizirane. 

�1�D�M�þ�H�ã�ü�L�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �G�H�U�L�Yatizacije je proces sililacije pri kojem se aktivni vodik zamijeni 

�D�O�N�L�O�V�L�O�L�O�Q�R�P���J�U�X�S�R�P���N�D�R���ã�W�R���M�H���W�U�L�P�H�W�L�O�V�L�O�L�O. �0�H�ÿ�X�W�L�P�����Qisu sve sililirane aminokiseline stabilne, 

npr. arginin se raspada na ornitin, a glutaminska kiselina na piroglutaminsku kiselinu. Ktome, 

reagensi i derivati su osjetljivi na vlagu. Osim sililacije, u svrhu derivatizacije provodi se i 

acilacija anhidridom ili esterifikacija alkoholom poput pentafluoropropil anhidrida ili 

�L�]�R�S�U�R�S�D�Q�R�O�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �V�H�� �P�R�å�H��provesti i indirektna alkilacija kloroformatima uz prisutnost 

alkohola i piridina (slika 4).11 

 

 

Slika 4. Derivatizacija fenilalanina s propil-kloroformijatom.11 
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U reakciji s propil-kloroformatom karboksilne grupe prevode se direktno u estere, a 

amino grupe u karbamate. �3�R�P�R�ü�X�� �D�O�N�L�O�� �N�O�R�U�R�I�R�U�P�D�W�D���� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �V�H�� �P�R�J�X�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�L�U�D�W�L��

direktno u vodenoj otopini bez prethodnog uklanjanja proteina, reagiraju brzo, a derivati mogu 

biti ekstrahirani organskim otapalom. �,�]���R�U�J�D�Q�V�N�H���I�D�]�H���D�O�L�N�Y�R�W���X�]�R�U�N�D���P�R�å�H���E�L�W�L���G�L�U�H�N�W�Q�R���X�Q�H�ã�H�Q 

u sustav za plinsku kromatografiju sa spektrometrom masa kao detektorom (engl. Gas 

chromatography�±mass spectrometry, GC-MS). Za analizu aminokiselina plinskom 

kromatografijom osim spektrometra masa GC-TOF-MS (engl. TOF-MS, Time of flight mass 

spectrometer) �þ�H�V�W�R�� �V�H�� �N�R�U�L�V�Wi i plamenoionizacijski detektor GC-FID (eng. FID, Flame 

ionization detector). Kaspar i suradnici su visoko razl�X�þ�L�Y�Rm metodom GC-MS odvojili 34 

aminokiseline unutar 10 minuta u �X�]�R�U�F�L�P�D�� �I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�K���W�H�N�X�ü�L�Q�D, a kao unutarnji standardi 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�R�� �M�H�� ������ �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �R�]�Q�D�þ�H�Q�L�K�� �L�]�R�W�R�S�R�P.11 Za kvantitativnu analizu potrebna je 

�N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�D���S�R�P�R�ü�X��standardnog uzorka poznate koncentracije.15  

Plamenoionizacijski se detektor upotrebljava uz kapilarne kolone jer je velike 

osjetljivosti i raspona linearnog odziva te jednostavan za uporabu���� �9�H�ü�L�Q�D���R�U�J�D�Q�V�N�L�K���V�S�R�M�H�Y�D��

pri sagorijevanju na temperaturi plamena smjese �Y�R�G�L�N���]�U�D�N�� �G�D�M�X�� �L�R�Q�V�N�H�� �P�H�ÿ�X�V�S�R�M�H�Y�H�� �L��

elektrone. Posljedica sagorijevanja je prijenos elektriciteta plazmom. Sabirna elektroda hvata 

�Q�D�E�L�M�H�Q�H���V�S�R�M�H�Y�H�����D���V�W�U�X�M�H���L�R�Q�D���V�H���]�D�W�L�P���S�R�M�D�þ�D�Y�D���L���E�L�O�M�H�å�L�����1�H�G�R�V�W�D�W�D�N���N�R�M�L���V�H���M�D�Y�O�M�D���N�R�G���R�Y�R�J��

detektora je razaranje uzorka.14  

Khuhawar i Majidano su razvili metodu GC-FID �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �S�R�P�R�ü�X��

trifluoroacetilacetona (FAA) i etil-�N�O�R�U�R�I�R�U�P�D�W�D�� ���(�&�)���� �N�D�R�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�L�U�D�M�X�ü�L�K�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �X��

vodenom mediju. U�]�R�U�D�N���M�H���E�L�O�D���N�R�å�D���S�D�F�L�M�H�Q�D�W�D���N�R�M�L���V�X���R�E�R�O�M�H�O�L���R�G���S�V�R�U�L�M�D�]�H���L���D�U�V�H�Q�L�N�R�]�H�����G�R�N��

je refe�U�H�Q�W�Q�L���X�]�R�U�D�N���E�L�O�D���]�G�U�D�Y�D���O�M�X�G�V�N�D���N�R�å�D����Spoj FAA reagira s primarnim aminokiselinama 

�S�U�L���þ�H�P�X���Q�D�V�W�D�M�X���6�F�K�L�I�I�R�Y�H���E�D�]�H���N�R�M�H���V�X���G�R�Y�R�O�M�Q�R���K�O�D�S�O�M�L�Y�H���]�D��analizu metodom GC. Spoj ECF 

�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �K�O�D�S�O�M�L�Y�R�V�W�� �L�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�� �]�D��detekciju FID. Odr�H�ÿ�H�Q�R je 19 

aminokiselina u �U�D�]�O�L�þ�L�Wim koncentracija �X���N�R�å�L���]�G�U�D�Y�L�K���O�M�X�G�L���X���X�V�S�R�U�H�G�E�L���V���N�R�å�R�P pacijenata 

oboljelih od psorijaze i arsenikoze.16 

Analiza metodom GC-TOF-�0�6�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D����isparavanje u 

injektoru te ionizaciju u izvoru. Prvi korak detekcije TOF je ionizacija. Ioni nastali udarom 

�S�X�O�V�D�� �O�D�V�H�U�D�� �V�H�� �D�N�F�H�O�H�U�L�U�D�M�X�� �V�� �L�V�W�H�� �S�U�R�V�W�R�U�Q�H�� �U�D�Y�Q�L�Q�H�� �X�� �L�V�W�R�� �Y�U�L�M�H�P�H���� �2�Q�L�� �V�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�D�V�H�� �L��

�N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�H���N�L�Q�H�W�L�þ�N�H���H�Q�H�U�J�L�M�H���W�H���ü�H���]�E�R�J���W�R�J�D���L�P�D�W�L���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H���E�U�]�L�Q�H���N�R�M�H��su proporcionalne 
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kvadratu korijena m/z. Metoda TOF-�0�6�� �P�M�H�U�L�� �Y�U�L�M�H�P�H�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �G�D�� �L�R�Q���G�R�ÿ�H�� �G�R�� �G�H�W�H�N�W�R�U�D���� �D��

ono ovisi o brzini iona.17  

Noctor i suradnici su u svome radu opisali metodu �*�&���X�]���G�H�W�H�N�F�L�M�X���S�R�P�R�ü�X��analizatora 

masa �7�2�)�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�]�� �O�L�ã�ü�D�� �E�L�O�M�N�H �X�U�R�þ�Q�M�D�N�D Arabidopsis thaliana L. 

�8�]�R�U�D�N�� �O�L�ã�ü�D�� �E�L�R�� �M�H�� �R�K�O�D�ÿ�H�Q�� �W�H�N�X�ü�L�P�� �G�X�ã�L�N�R�P, a nakon usitnjavanja, ekstrakcije i 

centrifugiranja, aminokiseline su prevedene u nestabilne trimetilsilil -derivate. Metodom je 

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���������D�P�L�Q�R�N�Lselinskih derivata u biljci �X�U�R�þ�Q�M�D�N�D.18 

 

2.4. �7�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D �Y�L�V�R�N�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L 
 

Metoda t�H�N�X�ü�L�Q�V�Ne kromatografije �Y�L�V�R�N�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�L (engl. High-performance liquid 

chromatography, HPLC) koristi se kao separacijska tehnika za analizu organskih, anorganskih 

�L�� �E�L�R�O�R�ã�N�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D���� �S�R�O�L�P�H�U�D���� �N�L�U�D�O�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D���� �W�H�U�P�L�þ�N�L�� �Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�L�K spojeva te malih iona i 

�P�D�N�U�R�P�R�O�H�N�X�O�D���� �2�V�L�P�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�L�K�� �S�U�L�P�M�H�Q�D�� �V�O�X�å�L�� �L�� �]�D�� �N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�X�� �L�� �N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�X�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �W�H��

�L�]�R�O�D�F�L�M�X���L���S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�H���V�S�R�M�H�Y�D����Koristi se za odre�ÿ�L�Y�D�Q�M�H aminokiselina, nukleinskih kiselina 

i proteina �X���I�L�]�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D����a mogu se odrediti aktivni spojevi u lijekovima, pesticidi i 

insekticidi, kontrola kvalitete itd. 

U metodi HPLC otopljene tvari prolaze kroz kromatograsku kolonu gdje se separiraju 

�L�]�P�H�ÿ�X�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �L�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H�� �I�D�]�H���� �1�D�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�V�W�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �X�W�M�H�þ�X�� �þ�L�P�E�H�Q�L�F�L��

poput odabira punila u koloni (stacionarne faze) i mobilne faze, vrsta kromatografske kolone, 

protok mobilne faze, temperatura �N�R�O�R�Q�H���� �Y�H�O�L�þ�L�Q�D�� �þ�H�V�Wica uzorka te priprema uzorka.15 Za 

�X�V�S�M�H�ã�Q�X���L���N�Y�D�O�L�W�H�W�Q�X���D�Q�D�O�L�]�X���S�R�W�U�H�E�Q�R���M�H���X�V�S�R�V�W�D�Y�L�W�L���U�D�Y�Q�R�W�H�å�X���P�H�ÿ�X�P�R�O�H�N�X�O�V�N�L�K���V�L�O�D���L�]�P�H�ÿ�X��

stacionarne faze, mob�L�O�Q�H���I�D�]�H���L���D�Q�D�O�L�W�D���W�H���V�X���R�Q�H���R�S�L�V�D�Q�H���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R�P���S�R�O�D�U�Q�R�ã�ü�X���U�H�D�N�W�D�Q�D�W�D��14 

HPLC kromatografske metode se dijele na reverznu i normalnu kromatografiju ovisno 

o polarnosti mobilne i stacionarne faze. 

�8���Q�R�U�P�D�O�Q�R�M���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�L���M�H���P�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D���P�D�Q�M�H���S�R�O�D�U�Q�D���R�G���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���I�D�]�H���S�D���ü�H���V�H��

�Q�H�S�R�O�D�U�Q�L���D�Q�D�O�L�W�L���H�O�X�L�U�D�W�L���S�U�Y�L���G�R�N���ü�H���V�H���X���U�H�Y�H�U�]�Q�R�M���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�L���S�R�O�D�U�Q�L���D�Q�D�O�L�W�L���H�O�X�L�U�D�W�L���S�U�Y�L��

jer je mobilna faza polarnija od stacionarne. Kromatografija normalnih faza se ne koristi toliko 

�þ�H�V�W�R�����8���W�R�P���Q�D�þ�L�Q�X rada podrazumijeva se �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���S�R�O�D�U�Q�H���V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���I�D�]�H���L���P�D�Q�M�H���S�R�O�D�U�Q�H��

mobilne faze poput heksana ili propil-etera. Separacija se temelji na sposobnosti analita da 

ostvari polarne interakcije poput vodikovih veza ili dipol-�G�L�S�R�O�� �L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D�� �V�D�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�R�P��

�V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�H���I�D�]�H�����$�N�R���M�H���D�Q�D�O�L�W���S�R�O�D�U�D�Q���R�Q���ü�H���V�H���G�X�å�H���]�D�G�U�å�D�W�L���Q�D���N�R�O�R�Q�L���]�E�R�J���S�R�O�D�U�Q�L�K���L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D��



§ 2. Literaturni pregled  11 

�0�D�U�L�Q���%�H�O�D�M�H�Y�L�ü Diplomski rad 

sa stacionarnom fazom �G�R�N���ü�H���V�H���Q�H�S�R�O�D�U�Q�H���N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H���S�U�L�M�H���H�O�X�L�U�D�W�L�����2�Y�D�M���Q�D�þ�L�Q���M�H���S�U�L�N�O�D�G�D�Q��

�]�D�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �O�L�S�R�I�L�O�Q�L�K�� �V�S�R�M�H�Y�D���� �G�X�J�R�O�D�Q�þ�D�Q�L�K�� �D�O�N�D�Q�D�� �L�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�L�� �N�R�M�H�� �V�X�� �V�O�D�E�R�� �W�R�S�O�M�L�Y�H�� �X��

vodenim uvjetima. Polarne interakcije analita i stacionarne faze ovise o funkcionalnim grupama 

analita i stereokemijski�P�� �V�Y�R�M�V�W�Y�L�P�D�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �M�H�� �R�Y�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �P�R�J�X�ü�H�� �R�G�Y�R�M�L�W�L��

geometrijske i pozicijske izomere.14 

Kromatografija obrnutih faza koristi stacionarnu fazu manje polarnosti od mobilne faze. 

�6�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D�� �I�D�]�D�� �M�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�V�N�L�� �P�R�G�L�I�L�F�L�U�D�Q�D�� �V�L�O�L�N�D�� �V�D�� �U�D�Y�Q�L�P�� �D�O�N�L�O�Q�L�P�� �O�D�Q�F�H�P�� �S�R�S�X�W��

C18H37 ili C8H17 (slika 5).14 

 

Slika 5. Stacionarna faza, modificirana silika.12 

 

�0�R�E�L�O�Q�D���I�D�]�D���R�E�L�þ�Q�R���M�H���V�P�M�H�V�D���Y�R�G�H���L���S�R�O�D�U�Q�R�J���R�U�J�D�Q�V�N�R�J���R�W�D�S�D�O�D���N�R�M�H���V�H���P�L�M�H�ã�D���V���Y�R�G�R�P���S�R�S�X�W��

acetonitrila, metanola, tetrahidrofurana, a nerijetko je potrebno dodati pufer, kiselinu ili bazu 

kako bi se postiglo �ã�W�R��bolje odvajanje i �U�D�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H signala. Polarne molekule se eluiraju 

zajedno s mobilnom fazom �L���L�P�D�M�X���N�U�D�ü�H���Y�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D. Nepolarne komponente imaju 

tendenciju stvaranja nepolarnih interakcija s alkilnim lancem stacionarne faze interakcijama 

poput van der Waalsovih disperzijskih sila. Navedene komponente nemaju tendenciju stvaranja 

�L�Q�W�H�U�D�N�F�L�M�D���V���P�R�E�L�O�Q�R�P���I�D�]�X���M�H�U���E�L���]�D���W�R���W�U�H�E�D�O�H���Q�D�G�M�D�þ�D�W�L���Y�R�G�L�N�R�Y�X���Y�H�]�X���L���V�P�M�H�V�W�L�W�L���V�H���L�]�P�H�ÿ�X��
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vode i polarne organske molekule, npr. metanola. Zbog toga se nepolarna komponenta sporije 

eluira.19 

�8���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�R�M���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�L���P�R�J�X�ü�D���V�X���G�Y�D���Q�D�þ�L�Q�D���H�O�X�L�U�D�Q�M�D�����3�U�Y�L���Q�D�þ�L�Q���M�H���L�]�R�N�U�D�W�Q�R��

�H�O�X�L�U�D�Q�M�H���J�G�M�H���M�H���V�D�V�W�D�Y���P�R�E�L�O�Q�H���I�D�]�H���L�V�W�L�����D���G�U�X�J�L���Q�D�þ�L�Q���M�H���J�U�D�G�L�M�H�Q�W�Q�R���H�O�X�L�U�D�Q�M�H���J�G�M�H���V�H���V�D�V�W�D�Y��

mobilne faze mijenja. Gradijentnim eluiranjem se �P�R�å�H�� �S�R�V�W�L�ü�L��bolje odvajanje i bolje 

�U�D�]�O�X�þ�L�Y�D�Q�M�H���V�S�R�M�H�Y�D��14 

Uzorci za analizu metodom �+�3�/�&�� �P�R�U�D�M�X�� �E�L�W�L�� �X�� �W�H�N�X�ü�H�P�� �V�W�D�Q�M�X�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�L��

injektirati u �X�U�H�ÿ�D�M. Sama zahtjevnost pripreme ovisi o prirodi analita i kompleksnosti matrice 

u kojoj se nalazi. Nerijetko je da je sama priprema uzorka �V�O�R�å�H�Q�D���L���R�G�X�]�P�H���Y�L�ã�H���Y�U�H�P�H�Q�D���Q�H�J�R��

analiza jer se uzorci moraju ekstrahirati iz matrice i ukoncentrirati. 

�(�N�V�W�U�D�N�F�L�M�D�� �M�H�� �M�H�G�Q�D�� �R�G�� �Q�D�M�Y�D�å�Q�L�M�L�K�� �V�H�S�D�U�D�F�L�M�V�N�L�K�� �W�H�K�Q�L�N�D�� �X�� �N�H�P�L�M�V�N�R�M�� �D�Q�D�O�L�]�L�� �N�R�M�D�� �V�H��

�N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �L�O�L�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�H�Q�F�L�M�H�� �L�]�� �P�D�W�U�L�F�H���� �S�U�H�O�L�P�L�Q�D�U�Q�R�� �þ�L�ã�ü�H�Q�M�H�� �N�R�P�S�O�H�N�V�Q�L�K��

�E�L�R�O�R�ã�N�L�K���X�]�R�U�D�N�D�����N�R�Q�F�H�Q�W�U�L�U�D�Q�M�H���D�Q�D�O�L�W�D���X���W�U�D�J�R�Y�L�P�D���N�D�N�R���E�L���V�H���S�R�V�W�L�J�O�D���J�Uanica detekcije pri 

�þ�H�P�X���V�H���D�Q�D�O�L�W���H�N�V�W�U�D�K�L�U�D���L�]���Y�H�ü�H�J���Y�R�O�X�P�H�Q�D���X���P�D�Q�M�L�����(�N�V�W�U�D�N�F�L�M�D���M�H���S�U�L�M�H�Q�R�V���W�Y�D�U�L���L�]���N�U�X�W�H���L�O�L��

�W�H�N�X�ü�H���I�D�]�H���X���G�U�X�J�X���I�D�]�X���X���N�R�M�R�M���D�Q�D�O�L�W�����W�Y�D�U���N�R�M�D���V�H���H�N�V�W�U�D�K�L�U�D�����P�R�U�D���E�L�W�L���Y�L�ã�H���W�R�S�O�M�L�Y��20 

�8���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�L���þ�Y�U�V�W�R-�W�H�N�X�ü�H���V�H���D�Q�D�O�L�W���L�]���N�U�X�W�H���I�D�]�H���L�]�G�Y�D�M�D���X���W�H�N�X�ü�X���I�D�]�X�� Ekstrakcija na 

�þ�Y�U�V�W�R�M���I�D�]�L���S�R�G�U�D�]�X�P�L�M�H�Y�D���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���D�Q�D�O�L�W�D���R�G���P�D�W�U�L�F�H���Q�D���W�H�P�H�O�M�X���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�J���Y�H�]�D�Q�M�D���D�Q�D�O�L�W�D��

na sorbens (silicijev dioksid, kemijski modificirani SiO2). Otopina analita se koncentrira na 

�D�N�W�L�Y�Q�R�M�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�L�� �V�R�U�E�H�Q�V�D�� �S�U�R�O�D�V�N�R�P�� �N�U�R�]��kolonicu ili disk i eluira manjim volumenom 

�S�R�J�R�G�Q�R�J���R�W�D�S�D�O�D�����6�R�U�E�H�Q�V���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���V�W�D�Y�O�M�D���X���P�L�N�U�R�N�R�O�R�Q�H���L�O�L���G�L�V�N�R�Y�H��20 

�8���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�L���W�H�N�X�ü�H-�W�H�N�X�ü�H���G�R�O�D�]�L���G�R���U�D�V�S�R�G�M�H�O�H���W�Y�D�U�L���L�]�P�H�ÿ�X���G�Y�L�M�H���W�H�N�X�ü�H���I�D�]�H���N�R�M�H���V�H��

�Q�H���P�L�M�H�ã�D�M�X�����-�H�G�Q�D���I�D�]�D���M�H���R�E�L�þ�Q�R���Y�R�G�D�����D���G�U�X�J�D���R�U�J�D�Q�V�N�R���R�W�D�S�D�O�R���N�R�M�H���V�H���Q�H���P�L�M�H�ã�D���V���Y�R�G�R�P��

kako bi nastao dvofazni sustav. Analit mora ima�W�L�� �Y�H�ü�L�� �D�I�L�Q�L�W�H�W�� �S�U�H�P�D�� �R�W�D�S�D�O�X�� �Q�H�J�R�� �S�U�H�P�D��

�P�D�W�U�L�F�L���X���N�R�M�R�M���V�H���Q�D�O�D�]�L���W�H���R�G�Y�D�M�D�Q�M�H���D�Q�D�O�L�W�D���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�R�P���W�H�N�X�ü�H-�W�H�N�X�ü�H���P�R�å�H���E�L�W�L���S�R�W�S�X�Q�R���L�O�L��

�G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R��20 

�8�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W�� �H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�H�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �S�R�O�D�U�Q�R�V�W�L�� �R�W�D�S�D�O�D�� �L�O�L�� �V�P�M�H�V�H�� �R�W�D�S�D�O�D���� �,�]�E�R�U�� �P�H�W�R�G�H��

ekstrakcije svakako ovisi o svojstvima tvari koja se ekstrahira poput strukture, polarnosti, 

topljivosti itd.20 

Svaki HPLC sustav �V�D�G�U�å�L jednu �L�O�L���Y�L�ã�H���S�X�P�S�L��za �W�H�N�X�ü�X���P�R�E�L�O�Q�X���I�D�]�X���L���U�H�J�X�O�L�U�D�M�X���Q�M�H�Q��

protok. Mobilna faza prolazi kroz kolonu u kojoj se nalazi stacionarna faza. Uglavnom se 

�L�]�J�U�D�ÿ�X�M�H���R�G���Q�H�K�U�ÿ�D�M�X�ü�H�J���þ�H�O�L�N�D���W�H���N�D�N�R���E�L���V�H���]�D�ã�W�L�W�L�O�D���L���S�U�R�G�X�O�M�L�R���Q�M�H�]�L�Q���Y�L�M�H�N���W�U�D�M�D�Q�M�D����a na nju 

se postavlja pretkolona ispunjena istim punilom.15 �8�R�E�L�þ�D�M�H�Q�D�� �V�W�D�F�L�R�Q�D�U�Q�D�� �I�D�]�D�� �X�� �R�E�U�Q�X�W�R��
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�I�D�]�Q�R�P���Q�D�þ�L�Q�X���U�D�G�D���M�H kolona punjena silika C18 �þ�H�V�W�L�Fama �S�U�R�P�M�H�U�D�������G�R���������P����U�U�H�ÿ�D�M��HPLC 

ima sustav za unos uzorka, automatski ili �U�X�þ�Q�L���� �D�� �þ�L�Q�H�� �J�D�� �S�H�W�O�Me i ventili, za unos uzorka, 

detektor poput primjerice niza fotodioda, te softver za kontrolu operacija �L�� �L�]�U�D�þ�X�Q��

rezultata (slika 6). 

 

Slika 6. Dijelovi �X�U�H�ÿ�D�M�D HPLC.21 

 

�1�H�N�L���X�U�H�ÿ�D�M�L���+�3�/�&���L�P�D�M�X���L��dodatne dijelove poput kolonskog termostata, degazera, a mogu se 

dodati i drugi moduli.14 

�'�H�W�H�N�W�R�U���J�H�Q�H�U�L�U�D���H�O�H�N�W�U�L�þ�Q�L���V�L�J�Q�D�O���S�U�R�S�R�U�F�L�R�Q�D�O�D�Q���Q�H�N�R�P���R�G���V�Y�R�M�V�W�D�Y�D���P�R�E�L�O�Q�H���I�D�]�H���L�O�L��

analita. Odabir d�H�W�H�N�W�R�U�D���R�Y�L�V�L���R���S�U�L�U�R�G�L���X�]�R�U�N�D�����D���G�H�W�H�N�F�L�M�D���V�H���P�R�å�H���S�R�G�L�M�H�O�L�W�L���Q�D���L�Q�G�L�U�H�N�W�Q�X���L��

direktnu. Kod indirektne se �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �S�U�D�W�L�� �S�U�R�P�M�H�Q�D�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�J�� �V�Y�R�M�V�W�Y�D�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H��

���U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H���V�Y�M�H�W�O�D�����Y�R�G�O�M�L�Y�R�V�W�����L�Q�G�H�N�V���O�R�P�D�����G�R�N���V�H���N�R�G���G�L�U�H�N�W�Q�H���G�H�W�H�N�F�L�M�H���S�U�D�W�L���V�Y�R�M�V�W�Y�R��analita 

���D�S�V�R�U�S�F�L�M�D���8�9���]�U�D�þ�H�Q�M�D�����I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�D�����H�O�H�N�W�U�R�N�H�P�L�M�V�N�D���U�H�D�N�F�L�M�D���� 

�$�S�V�R�U�S�F�L�M�V�N�L���G�H�W�H�N�W�R�U�L���P�M�H�U�H���D�S�V�R�U�S�F�L�M�X���8�9���]�U�D�þ�H�Q�M�D���L���Y�L�G�O�M�L�Y�R�J���V�Y�M�H�W�O�D���X���P�R�E�L�O�Q�R�M���I�D�]�L����

�0�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]�D�� �L�]�� �N�R�O�R�Q�H�� �G�R�O�D�]�L�� �X�� �S�U�R�W�R�þ�Q�X�� �N�Y�D�U�F�Q�X�� �ü�H�O�L�M�X���� �3�R�V�W�R�M�H�� �W�U�L��vrste apsorpcijskih 

detektora, a to su�����I�R�W�R�P�H�W�D�U���V�D���å�L�Y�L�Q�R�P���O�D�P�S�R�P���L���I�L�O�W�U�R�P���N�R�M�L���S�U�R�S�X�ã�W�D���V�Y�M�H�W�O�R�V�W���Y�D�O�Q�H���G�X�O�M�L�Q�H 

��� ���������Q�P�����I�R�W�R�P�H�W�D�U���V���X�J�U�D�ÿ�H�Q�R�P���R�S�W�L�þ�N�R�P���U�H�ã�H�W�N�R�P���L�O�L���S�U�L�]�P�R�P���V���P�R�J�X�ü�Q�R�ã�ü�X���G�H�W�H�N�F�L�M�H���S�U�L��

�U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���Y�D�O�Q�L�P���G�X�O�M�L�Q�D�P�D���W�H���G�H�W�H�N�W�R�U���V���Q�L�]�R�P���I�R�W�R�G�L�R�G�D���N�R�M�L���V�Q�L�P�D���F�L�M�Hli UV spektar analita. 

�3�U�R�E�O�H�P���D�S�V�R�U�S�F�L�M�V�N�L�K���G�H�W�H�N�W�R�U�D���M�H���ã�W�R���Q�H�N�L���V�S�R�M�H�Y�L���Q�H�P�D�M�X���N�U�R�P�R�I�R�U�H, skupine koje apsorbiraju 

�8�9���]�U�D�þ�H�Q�M�H �]�D���S�R�X�]�G�D�Q�X���L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�X���G�H�W�H�N�F�L�M�X���Q�R���W�D�M���S�U�R�E�O�H�P���V�H���U�M�H�ã�D�Y�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�R�P��19  
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�0�D�U�L�Q���%�H�O�D�M�H�Y�L�ü Diplomski rad 

�)�O�X�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�L���G�H�W�H�N�W�R�U�L���V�X���S�U�L�N�O�D�G�Q�L���]�D���I�O�X�R�U�H�V�F�L�U�D�M�X�ü�H���D�Q�D�O�L�W�H���ã�W�R���L�K���þ�L�Q�L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�M�L�P�D��

�R�G���8�9���G�H�W�H�N�W�R�U�D�����,�]�Y�R�U���]�U�D�þ�H�Q�M�D���M�H���å�L�Y�L�Q�D���O�D�P�S�D���L�O�L���N�V�H�Q�R�Q�R�Y���O�X�N�����9�D�O�Q�D���G�X�O�M�L�Q�D���S�R�E�X�G�H���L���H�P�L�V�L�M�H��

�R�G�U�H�ÿuje se monokromatorom ili fluorimetrom. Analiti koji ne fluoresciraju prevode se u 

�I�O�X�R�U�H�V�F�L�U�D�M�X�ü�H�� �G�H�U�L�Y�D�W�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�L�K�� �U�H�D�J�H�Q�V�D����a �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H se koristi o-

ftaldialdehid, dansil-klorid, 4-metil-7-metoksikumarin. Eletrokemijski detektori mjere struju 

�N�D�R���S�R�V�O�M�H�G�L�F�X���U�H�G�X�N�F�L�M�H���L�O�L���R�N�V�L�G�D�F�L�M�H���D�Q�D�O�L�W�D���N�R�M�L���V�H���H�X�O�L�U�D���V���N�R�O�R�Q�H�����7�R���]�Q�D�þ�L���G�D���S�U�L�N�O�D�G�Q�R�V�W��

ove detekcije ovisi o redoks karakteristikama analita i mobilne faze. Detekcija je visoke 

�V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���L���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�����'�H�W�H�N�W�R�U���L�Q�G�H�N�V�D���O�R�P�D���E�L�O�M�H�åi refrakcijski indeks odnosno njegovu 

�S�U�R�P�M�H�Q�X�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �U�H�I�U�D�N�F�L�M�H�� �V�D�P�H�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H�� �L�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H�� �V�� �D�Q�D�O�L�W�R�P���� �8�� �X�V�S�R�U�H�G�E�L�� �V��

�D�S�V�R�U�S�F�L�M�V�N�L�P���L���I�O�X�R�U�L�P�H�W�U�L�M�V�N�L�P���G�H�W�H�N�W�R�U�L�P�D���E�L�O�M�H�å�L���Q�H�G�R�V�W�D�W�N�H���S�R�S�X�W���P�D�Q�M�H���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�����,�Q�G�H�N�V��

loma ovisi i o temperaturi te je detektor osjetljiv na mijenjanje tlaka. Spektrometar masa kao 

�G�H�W�H�N�W�R�U�� �M�H�� �Y�D�å�D�Q��detektor HPLC jer daje informacije o strukturi i molekulskoj masi analita. 

Sustav HPLC-MS �R�P�R�J�X�ü�D�Y�D���V�H�S�D�U�D�F�L�M�X���L���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���D�Q�D�O�L�W�D na osnovi molekulske mase. 

D�D�Q�D�V���V�H���Y�U�O�R���þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�H���V�X�V�W�D�Y�L��HPLC-MS za kvalitativnu i kvantitativnu analizu mnogih 

spojeva, pogotovo kod analita prisutnih u niskim �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �L�� �V�O�R�å�H�Q�L�P�� �P�D�W�U�L�F�D�P�D����U 

t�H�N�X�ü�L�Q�V�Nom kromatografu dolazi do razdvaja komponenata uzorka, a spektrometar masa stvara 

i detektira nabijene ione.15 

 

2.4.1. �0�H�W�R�G�H���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D 

 
�6�O�R�E�R�G�L�D�Q�L�X�N�� �L�� �V�X�U�D�G�Q�L�F�L�� �V�X�� �X�� �V�Y�R�P�H�� �U�D�G�X�� �R�S�L�V�D�O�L�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H��metode �+�3�/�&�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

aminokiselina u tri vrste jaglaca. Za odvajanje anlita k�R�U�L�ã�W�H�Q��je gradijentni protok mobilne faze 

od 1,5 mL���P�L�Q�����$�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���V�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�H���Q�D���Q�D�þ�L�Q���G�D���V�X���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�L�U�D�Q�H��reagensima OPA i 

�)�P�R�F���� �,�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�L�U�D�Q�L�K�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�]�Y�U�ã�H�Q�D�� �M�H�� �S�R�P�R�ü�X�� �I�O�X�R�U�H�V�F�H�Q�F�L�M�V�N�R�J��

�G�H�W�H�N�W�R�U�D���S�U�L���Y�D�O�Q�R�M���G�X�O�M�L�Q�L���R�G�����������Q�P�����=�D���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���L�]���E�L�O�M�D�N�D���N�R�U�L�ã�W�Hna je 0,1 

mol L-1 �Y�R�G�H�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D���N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�����D���]�D���K�L�G�U�R�O�L�]�X���Y�H�]�D�Q�L�K���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���G�R�G�D�Q�R���M�H��

2 mL vodene otopine 6 mol L-1 �N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H����Metodom HPLC �R�G�H�ÿ�H�Q�R�� �M�H 16 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���S�U�L���þ�H�P�X���V�X���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�D���L���D�V�S�D�U�D�J�L�Q�V�N�D���N�L�V�H�O�L�Q�D���E�L�O�H���S�U�L�V�X�W�Q�H���X���Q�D�M�Y�H�ü�H�P��udjelu 

(4,74 µg/mg i 3,78 µg/mg) u vrsti Primula saxalitis Kom.22 

�$�U�Y�D�S�D�O�O�\���L���V�X�U�D�G�Q�L�F�L���V�X���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R���R�G�U�H�G�L�O�L���Q�X�W�U�L�M�H�Q�W�H���X���K�U�D�Q�L���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�X���Q�D��

�þ�Y�U�V�W�R�M�� �I�D�]�L�� �L�� �Y�H�]�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D-tandemna spektrometrija masa. 

Optimiranje priprave uzorka i ekstrakcijskih uvjeta postignuta je metodom dizajniranja 

�H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�D�W�D���� �8�]�R�U�F�L�� �Y�R�ü�D���� �S�R�Y�U�ü�D�� �L�� �å�L�W�D�U�L�F�D�� �V�X�� �K�R�P�R�J�H�Q�L�]�L�U�D�Q�L��i usitnjeni���� �1�D�M�Y�H�ü�D��
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�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�V�W���H�N�V�W�U�D�N�F�L�M�H���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�D���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��������mmol L-1 otopine amonijeva formijata u 

metanolu i vodi u volumnom �R�P�M�H�U�X�������������2�Y�R�P���P�H�W�R�G�R�P���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���N�O�D�V�H���V�S�R�M�H�Y�D��

poput masti, vitamina i aminokiselina.23 

Ismail je uz suradnike u radu pred�O�R�å�L�R��metodu UHPLC-DAD (engl. Ultra High 

Performance Liquid Chromatography Diode Array Detector�����]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X��

�U�L�E�O�M�R�M�����J�R�Y�H�ÿ�R�M���L���V�Y�L�Q�M�H�ü�R�M���å�H�O�D�W�L�Q�L�����2�G�Y�D�J�H���å�H�O�D�W�L�Q�D���V�X���K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D�Q�H���V���N�O�R�U�R�Y�R�G�L�þ�Q�R�P���N�L�V�H�O�L�Q�R�P��

te je dodana gama-�D�P�L�Q�R�P�D�V�O�D�þ�Q�D�� �N�L�V�H�O�L�Q�D�� �V�� �Y�R�G�R�P�� �N�D�R�� �X�Q�X�W�D�U�Q�M�Lm standardom. Za 

derivatizac�L�M�X�� �M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q��fluor-boratni pufer pH=8,2 dok je derivatizacijski reagens bio 6-

aminokinolin-N-hidroksisukcinimidil karbamat (AQC). Apsorbancija �M�H�� �S�U�D�ü�H�Q�D�� �S�U�L 

maksimumu apsorpcije 260 nm. U uzorcima �å�H�O�D�W�L�Q�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R��je 17 aminokiselina.24 

Kirkan i Aydog�D�Q���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���P�H�W�R�G�H���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H���N�R�M�D���V�H���W�H�P�H�O�M�L���Q�D��

hidrofilnim interakcijama (engl. HILIC, Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography) 

analizirali aminokiseline u uzorcima meda. Metoda HILIC je vrlo korisna za separaciju malih 

polarnih molekula �N�D�R���ã�W�R���V�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H��te je analiza trajala svega 17 minuta. Prije analize 

napravljena je ekstrakcija aminokiselina. Uzorci meda otopljeni su vodi te im je dodan ACN i 

mravlja kiselina. Predkolonska derivatizacija napravljena je uz dansil klorid. UV detekcija 

provedena je pri valnoj duljini 254 nm. Mobilna faza bila je ACN:H2O u volumnom omjeru 

70:30. Metodom HILIC odre�ÿ�H�Q���M�H���V�D�G�U�å�D�M�������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���G�Y�L�M�H���U�D�]�O�L�þ�L�W�H���Y�U�V�W�H���P�H�G�D��25 

 

 
 

 

2.5. Derivatizacijski reagensi 
 

�$�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �V�X�� �S�R�O�D�U�Q�L�� �V�S�R�M�H�Y�L���� �Y�U�O�R�� �W�H�ã�N�R�� �V�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �Q�D�� �Q�H�S�R�O�D�U�Q�L�P�� �N�R�O�R�Q�D�P�D�� �X��

kromatografiji obrnutih faza pa se stoga obavezno provodi njihova kemijska derivatizacija. 

�.�H�P�L�M�V�N�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�D���M�H���U�H�D�N�F�L�M�D���L�]�P�H�ÿ�X���D�Q�D�O�L�W�D���L���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���N�R�M�D���V�H���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H��

provodi u postupku pripreme uzorka za kromatografsku analizu. Derivatizacijski reagens s 

�D�Q�D�O�L�W�L�P�D�� �W�Y�R�U�L�� �N�R�Y�D�O�H�Q�W�Q�H�� �L�O�L�� �Q�H�N�R�Y�D�O�H�Q�W�H�� �S�U�R�G�X�N�W�H�� �N�R�M�L�� �ü�H�� �E�L�W�L�� �R�V�M�H�W�O�M�L�Y�L�M�L�� �Q�D�� �R�G�D�E�U�D�Q�X��

�G�H�W�H�N�F�L�M�V�N�X���W�H�K�Q�L�N�X���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���D�Q�D�O�L�W�H���N�R�M�L���Q�L�V�X���S�U�R�ã�O�L���S�R�V�Wupak derivatizacije.26 

�3�U�L���R�G�D�E�L�U�X���R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�H�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���]�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X�����W�U�H�E�D���Y�R�G�L�W�L���U�D�þ�X�Q�D���R���V�O�M�H�G�H�ü�H�P�� 

1. Reakcijom derivatizacijskog reagensa i ciljanog analita treba nastati stabilan produkt. 
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2. �5�H�D�N�F�L�M�D���G�R�E�L�Y�D�Q�M�D���S�U�R�G�X�N�W�D���L�]�P�H�ÿ�X���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���L���F�L�O�M�D�Q�R�J���D�Q�D�O�L�W�D���W�U�H�E�D��

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 separacijskom i detekcijskom tehnikom. 

�6�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �V�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H�� �L�S�D�N�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�X��metodama HPLC-UV ili 

metodama HPLC uz fluorescencijsku detekciju, kao derivatizacijski reagensi koriste se o-

ftaldialdehid, fenilizotiocijanat, 9-fluorenilmetil klorformijat i drugi. Navedeni spojevi koriste 

se i kao alternativa za ninhidr�L�Q�V�N�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D����slika 7).27 

 

Slika 7. �1�L�Q�K�L�G�U�L�Q�V�N�R�P���U�H�D�N�F�L�M�R�P���Q�D�V�W�D�M�H���V�S�R�M���O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�J���R�E�R�M�H�Q�M�D.27 

 

 

 

 

2.5.1. o-ftaldialdehid 

 

o-ftaldialdehid (OPA) je fluorimetrijski reagens za derivatizaciju aminokiselina. OPA reagira s 

aminokiselinama uz prisutnost 2-merkaptoetanola u �O�X�å�Q�D�W�R�M�� �R�W�R�S�L�Q�L kako bi nastao 

fluorescentni derivat. Optimalne valne duljine pobude i emisije za ovakve derivate su 340 i 455 

nm. OPA i 2-merkaptoetanol reagiraju s �S�U�L�P�D�U�Q�L�P�� �D�P�L�Q�L�P�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�ü�L�� �.-aminokiseline. 

Iminokiseline poput prolina ne fluoresciraju u reakciji s ovim reagensom dok cistein daje 

relativno slabu fluorescenciju. Obje aminokiseline mogu dati bolju osjetljivost nakon 

provedenih modifikacija. Derivatizacija lizina s reagensom �2�3�$�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �G�D�M�H��

�Q�H�]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�X fluorescenciju.28 

�3�U�H�G�Q�R�V�W���R�Y�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���M�H���W�D���ã�Wo reagira brzo i reakcija ne zahtjeva zagrijavanje nego se 

odvija pri sobnoj temperaturi. Derivati aminokiselina i OPA reagensa su visoko osjetljivi, a sam 

�U�H�D�J�H�Q�V�� �M�H�� �W�R�S�O�M�L�Y�� �X�� �Y�R�G�L�� �S�D�� �Q�H�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �R�W�S�D�O�D���� �6�W�D�E�L�O�D�Q�� �M�H�� �X�� �Y�R�G�H�Q�L�P��
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otopinam�D���L���P�R�å�H���V�H���S�R�K�U�D�Q�L�W�L���X���Y�R�G�H�Q�L�P���R�W�R�S�L�Q�D�P�D���S�X�I�H�U�D�����8�]���S�R�P�R�ü��reagensa OPA mogu se 

�R�G�U�H�G�L�W�L���S�L�N�R�P�R�O�D�U�Q�H���N�R�O�L�þ�L�Q�H���V�S�R�M�H�Y�D���N�R�Mi imaju primarnu amino skupinu.28 

 

Slika 8. Reakcija nastajanja OPA aminokiselinskih derivata.28 

 

Kutlan i Molnar-Perl �V�X���S�R�P�R�ü�X���2�3�$���U�H�D�J�H�Q�V�D���X�V�S�M�H�ã�Q�R���N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�O�L���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D��

i 17 amina u crnom i bijelom vinu, pivu te octu u obliku OPA-3-merkaptopropionskih 

kiselinskih derivata. Analiza ovih derivata provedena je simultano unutar 53 minute detekcijom 

fotodiodnim detektorom i fluorescencijskom detekcijom �E�H�]�� �S�U�H�W�K�R�G�Q�R�J�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�D�Y�D�Q�M�D�� �L�O�L��

separacije.29 

 

2.5.2. Fenilizotiocijanat 

 

Fenilizotiocijanat (PITC) reagira s amino skupinama aminokiselina pri sobnoj temperaturi i 

�G�D�M�H���S�U�R�G�X�N�W���N�R�M�L���V�H���P�R�å�H���G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L���8�9���G�H�W�H�N�W�R�U�R�P���S�U�L��valnoj duljini apsorpcije od 254 nm.30 

�2�Y�D�M���U�H�D�J�H�Q�V���M�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���S�R�]�Q�D�W���L���N�D�R���(�G�P�D�Q�R�Y���U�H�D�J�H�Q�V���L���R�P�R�J�X�ü�X�M�H��razaranje aminokiselina u 

polipeptidnom lancu i daje informacije o strukturi proteina. Reakcijom fenilizotiocijanata i 

aminokiselina nastaju feniltiokarbamoil -derivati. Feniltiokarbamoil-aminokiseline su osjetljive 

na svjetlost i temperaturu okoline.31  

�1�D�N�R�Q�� �Y�H�]�D�Q�M�D�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���� �Y�L�ã�D�N�� �Y�H�]�Q�R�J�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �P�R�U�D�� �V�H�� �X�N�O�R�Q�L�W�L�� �Y�D�N�X�X�P�V�N�R�P��

centrifugom kako bi se dobili prihvatljivi uvjeti separacije i kako bi se �]�D�ã�W�L�W�L�O�D�� �N�R�O�R�Q�D��32 

Stabilnost derivata ovisi o temperaturi i vrijednosti pH. Pokazalo se da su sobna temperatura i 

pH=7,5 optimalni za stabilnost ovih derivata. PITC derivatizirane aminokiseline pri optimalnim 

�X�Y�M�H�W�L�P�D�� �P�R�J�X�� �E�L�� �V�W�D�E�L�O�Q�H�� �G�R�� ������ �K���� �D�� �R�Y�D�M�� �Q�D�þ�L�Q�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� �V�H�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X��

�D�P�L�Q�R�N�L�V�O�L�Q�D�� �X�� �K�L�G�U�R�O�L�]�D�W�L�P�D�� �þ�L�V�W�L�K�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� �L�� �S�H�S�W�L�G�D�� �]�E�R�J�� �V�Y�R�M�H�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L���� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �L��

�E�U�]�L�Q�H�����X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���K�U�D�Q�L���L���X���N�O�L�Q�L�þ�N�L�P���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�L�P�D���X���X�]�R�U�F�L�P�D��izmeta.33 

  Heinrikson i Meredith su u svome radu objavili rezultate kvantitativne derivatizacije 17 

�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�U�L�V�W�H�ü�L kao reagens PITC. Reakcija feniltiokarbamilacije aminokiselina trajala 
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je 5�±10 minuta pri sobnoj temperaturi uz javljanje nusprodukata koji su uklonjeni rotacijskim 

�L�V�S�D�U�L�Y�D�þ�H�P pod visokim vakuumom. Derivati su otopljeni u 0,05 mol L-1 amonijevom acetatu 

pri pH=6,8. Detekcija aminokiselinskih derivata provedena je pri 254 nm. Elucija svih derivata 

aminokiselina kromatografijom obrnutih faza postignuta je za 30 minuta uz gradijentno 

eluiranje.34 

 

2.5.3. 9-fluorenilmetil-klorformijat  

 

9-fluorenilmetil-klorformijat (Fmoc-Cl) je derivatizacijski reagens koji se kori�V�W�L���N�D�R���]�D�ã�W�L�W�Q�D��

skupina za amino kraj aminokiselina. Adicijom Fmoc-Cl smanjuje se nukleofilnost ciljnog 

spoja���� �6�D�P�� �S�U�R�F�H�V�� �]�D�ã�W�L�W�H�� �Q�H�� �V�P�L�M�H���U�H�]�X�O�W�L�U�D�W�L�� �W�L�P�H�� �G�D�� �R�P�H�W�D�� �U�H�D�N�F�L�M�H�� �Q�D�� �N�D�U�E�R�N�V�L�O�Q�R�P�� �G�L�M�H�O�X��

�P�R�O�H�N�X�O�H�� �X�V�O�L�M�H�G�� �V�W�H�U�L�þ�N�L�K�� �V�P�H�W�Q�M�L�� �L�O�L�� �H�O�H�N�W�U�R�Q�V�N�L�K�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �W�H�� �Q�H�� �V�P�L�M�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �Q�H�å�H�O�M�H�Q�L�K��

reakcija kao niti stereomutacija. Fmoc z�D�ã�W�L�W�Q�D��skupina �M�H���Q�H�V�W�D�E�L�O�Q�D���X���O�X�å�Q�D�W�R�P���P�H�G�L�M�X���L���P�R�å�H��

�V�H���X�N�O�R�Q�L�W�L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���D�O�N�L�O-amina poput piperidina ili dietilamina. Z�D�ã�W�L�W�Qa skupina Fmoc se 

�þ�H�V�W�R���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�Me �X���V�L�Q�W�H�]�L���S�H�S�W�L�G�D���L���X���V�L�Q�W�H�]�L���Q�D���þ�Y�U�V�W�R�M���I�D�]�L��35 

S aminokiselinama daje stabilne derivate koji fluoresciraju, ali se mogu detektirati i UV 

detektorom pri 263 nm, valnoj duljini svjetlosti pri kojoj je apsorbancija �Q�D�M�Y�H�ü�D�����9�L�ã�D�N���)�P�R�F-

�&�O�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �S�R�W�U�H�E�Q�R�� �M�H�� �X�N�O�R�Q�L�W�L���� �D�� �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H�� �V�H�� �X�N�O�D�Q�M�D�� �G�R�G�Dtkom hidrofobnog amina, 1-

aminoadamantan hidroklorida. Derivatizacija primarnih i sekundarnih amina s ovim reagensom 

je vrlo brza i odvija se pri sobnoj temperaturi pri vrijednosti pH=8. Derivatizacija traje do 

5 minuta. Prednost ovog reagensa u usporedbi s drugima je ta �ã�W�R�� �U�H�D�J�L�U�D�� �L�� �V primarnim i sa 

sekundarnim aminima za razliku od OPA. Za razliku od danzil-klorida, daje stabilne produkte, 

dok derivatizacija fenilizotiocijanatom �]�D�K�W�M�H�Y�D���G�X�å�H���Y�U�L�M�H�P�H���L���G�R�G�D�W�Q�H���S�U�R�F�H�G�X�U�H���]�D���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H��

�V�X�Y�L�ã�N�D���V�D�P�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D (slika 9).36 

 

Slika 9. Derivatizacija aminokiseline Fmoc�±Cl reagensom. 37 
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Uklanjanje �]�D�ã�W�L�W�H��Fmoc s N-kraja amina �S�R�V�W�L�å�H se dodatkom piperidina, a odvija se prema 

mehanizmu E1cb.38 

Zhou i suradnici su �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�L 20 aminokiselina iz korijena biljke bojadisarski vrbovnik 

(lat. Radix isatidis). Kvantitativna analiza provedena je metodom RP-LC/UV (engl. Reversed 

phase-Liquid chromatography/Ultra violet�������.�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H��kolona C18 i gradijent mobilne faze 

acetonitril i natrijev acetat. Derivatizacija je provedena u vodenim uvjetima uz mali udio 

�D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D�����W�H���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q����������mol L-1 boratni pufer, pH=9,2. �=�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X���M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���)�P�R�F-

Cl molarne koncentracije 10 mmol L-1 u acetonitrilu te je dodatak njegove �P�Q�R�å�L�Q�H���E�L�R���������Â�����±

6 mol. Derivatizacija je prekinuta nakon 15 minuta. Detekcijska valna duljina bila je 263 nm.39 

�+�R�U�D�Q�Q�L���L���(�Q�J�H�O�K�D�U�G�W���V�X���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�O�L���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�H���X���E�L�M�H�Oom, zelenom, crnom, oolong i 

pu-�H�U�K���þ�D�M�X�����.�R�U�L�V�W�H�ü�L��metodu HPLC-UV i derivatizaciju aminokiselina s Fmoc-Cl �X���V�X�Y�L�ã�N�X����

�R�G�U�H�ÿ�H�Q�R���M�H���������D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X�]���G�H�W�H�N�F�L�M�X���S�U�L�����������Q�P����Vrijednost pH kalij boratnog pufera (0,5 

mol L-1) iznosila je 8,5. Reagens Fmoc-Cl molarne koncentracije 3 mmol L-1 bio je pripremljen 

u acetonitrilu. Volumni omjer �N�R�O�L�þ�L�Qa Fmoc-�&�O���L���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���E�L�R���M�H���������������L�O�L���Y�L�ã�H���R�Y�L�V�Q�R���R��

pojedinoj aminokiselini. Izvijestili su kako su Fmoc-aminokiselinski derivati ostali stabilni pri 

�V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���Q�H�N�R�O�L�N�R���G�D�Q�D�����W�H���V�X���W�D�N�R�ÿ�H�U���Q�D�Y�H�O�L���N�D�N�R���U�H�D�N�F�L�M�D���X���Y�R�G�H�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���S�R�W�L�þ�H��

�Q�D�V�W�D�M�D�Q�M�H���)�P�R�F�� �D�O�N�R�K�R�O�D���N�R�M�L���V�H�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�R���]�D�P�L�M�H�W�L�R���Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X���� �7�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���X���V�Y�R�P�H��

radu spomenuli pentan i 1-aminoadamantan kao sredstvo �]�D���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���V�X�Y�L�ã�N�D��reagensa Fmoc-

�&�O�����.�D�R���Q�H�G�R�V�W�D�W�D�N���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�D��derivazitacijskog reagensa Fmoc-Cl navode nastajanje mono- i 

disupstituiranih derivata aminokiselina (tirozin i histidin���� �V�� �Y�L�ã�H�� �R�G�� �M�H�G�Q�H�� �I�X�Q�N�F�L�R�Q�D�O�Q�H��

skupine.40 

Za razliku od Horanni i Engelhardta, �*�D�Z�D�Q�G�H���L���%�U�D�Q�F�R���V�X���L�V�W�U�D�å�L�O�L��derivatizaciju amina 

�L���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���Y�R�G�H�Q�R�P���P�H�G�L�M�X���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���)�P�R�F-Cl �X���P�D�Q�M�H�P���V�X�Y�L�ã�N�X. U modelnoj reakciji 

navode kako je Fmoc-�&�O���G�R�G�D�Q���X���V�X�Y�L�ã�N�X���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���D�Q�L�O�L�Q���X���P�R�O�D�U�Q�R�P���R�P�M�H�U�X���������������P�P�R�O����

�=�D�E�L�O�M�H�å�L�O�L���V�X���N�D�N�R���U�H�D�N�F�L�M�D���W�U�D�M�H���������V�D�W�L���W�H���S�U�L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���R�G������ °C ima isk�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���R�G������������

�7�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���X�V�S�R�U�H�G�L�O�L���]�D�ã�W�L�W�X���D�Q�L�O�L�Q�D���X���G�H�V�W�L�O�L�U�D�Q�R�M���Y�R�G�L���L���Y�R�G�L���L�]���V�O�D�Y�L�Q�H���W�H���V�X���G�R�ã�O�L���G�R���]�D�N�O�M�X�þ�N�D��

kako nema �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�M�H razlike u rezultatima.41 
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO  

3.1. Kemikalije i metode karakterizacije pripremljenih spojeva 
 
3.1.1. Kemikalije 

 

�6�Y�H���N�H�P�L�N�D�O�L�M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���X���V�L�Q�W�H�]�L���Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q�H���V�X���R�G���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�����$�O�G�U�L�F�K�����0�H�U�F�N�����$�O�I�D��

�$�H�V�D�U���� �$�F�U�R�V�� �2�U�J�D�Q�L�F�V���� �.�H�P�L�N�D���� �þ�L�V�W�R�ü�H �Y�H�üe �R�G�� ������ ������ �2�W�D�S�D�O�D�� �N�R�M�D�� �V�X�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �X�� �V�L�Q�W�H�]�L��

spojeva su p.a. (pro analysi���� �þ�L�V�W�R�ü�H���� �D�� �]�D�� �S�U�L�S�U�D�Y�X�� �P�R�G�H�O�Q�L�K�� �R�W�R�S�L�Q�D���� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�X�� �L��

�V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�L�M�X���P�D�V�D���þ�L�V�W�R�ü�H HPLC-grade.  

�8���V�Y�L�P���H�N�V�S�H�U�L�P�H�Q�W�L�P�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���M�H���Y�R�G�D���S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�D���0�L�O�L�4® sustavom do 18,2 �0�  cm-1 

(Merck, Milipore). Standardni spojevi N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-glutaminska kiselina, N-

(fluorenilmetoksikarbonil)-L-fenilalanin, N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-serin i N-

(fluorenilmetoksikarbonil)-1-adamantan pripremljeni su kao dio ovog diplomskog rada, dok je 

9-fluorenmetanol nabavljen u 99 �����þ�L�V�W�R�ü�L���R�G���6�L�J�P�H���$�O�G�U�L�F�K�� 

3.1.2. Instrumenti 

 

�x �6�K�L�P�D�G�]�X�� �X�U�H�ÿ�D�M�� �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�H�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �Y�L�V�R�N�H�� �G�M�H�O�R�W�Y�R�U�Q�R�V�W�L�� �R�E�U�Q�X�W�Lh faza, 

Shimadzu Scientific Instruments (SSI) North America, SAD   

�x Spektrometar masa s trostrukim kvadrupolom Agilent 6420, Agilent Technologies Inc., 

Palo Alto, SAD 

�x NMR, Bruker, SAD 

�x �$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���Y�D�J�D�����6�D�U�W�R�U�L�X�V���&�U�R�D�W�L�D��- Libra elektronik d.o.o. 

�x �5�R�W�D�F�L�M�V�N�L���L�V�S�D�U�L�Y�D�þ�����5�9���������G�L�J�L�W�D�O���9�����,�.�$�����1�M�H�P�D�þ�N�D 

�x �0�D�J�Q�H�W�Q�D���P�M�H�ã�D�O�L�F�D 

�x �9�R�U�W�H�N�V���P�L�M�H�ã�D�O�L�F�D 

 

 

 

 



§ 3. Eksperimentalni dio 21 

�0�D�U�L�Q���%�H�O�D�M�H�Y�L�ü Diplomski rad 

 

3.1.3. Spektrometrija masa 

 

�2�V�Q�R�Y�Q�L���V�S�H�N�W�U�L���P�D�V�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���]�D���L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�X���S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���V�Q�L�P�O�M�H�Q�L���V�S�H�N�W�U�R�P�H�W�U�R�P��

masa s trostrukim kvadrupolom Agilent 6420 (Agilent Technologies Inc., Palo Alto, CA, USA) 

�X�]���S�R�]�L�W�L�Y�Q�X���L�R�Q�L�]�D�F�L�M�X���H�O�H�N�W�U�R�U�D�V�S�U�ã�H�Q�M�H�P�����8�]�R�U�F�L���V�X���R�W�R�S�O�M�H�Q�L���X���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X���L�O�L���S�D�N���V�P�M�H�V�L���Y�R�G�H��

i acetonitrila i injektirani direktno na MS detektor u mobilnoj fazi 50 % ACN uz 0,1 % FA, 

protok 0,2 mL min�±1. Primijenjena energija ionizacije iznosila je 135,0 V, temperatura plina za 

�V�X�ã�H�Q�M�H�����G�X�ã�L�N������������°C, protok 8 L min�±1, tlak nebulizatora 30 psi, napon na kapilari 4,0 kV, a 

napon na detektoru (Delta EMV) 400 V. Rezultati su prikazani kao ovisnost relativnog 

inten�]�L�W�H�W�D�� �L�]�U�D�å�H�Q�D�� �X�� �S�R�V�W�R�F�L�P�D�� �L�� �R�P�M�H�U�D�� �P�D�V�H���Q�D�E�R�M�D�� ��m/z). Snimanja i obrada podataka 

provedeni su u programu instrumenta (Agilent MassHunter software). 

 

3.1.4. Eksperimenti NMR  

 

Spektri NMR snimljeni su na Bruker 600 spektrometru, pri frekvencijama 600,13 MHz (1H) i 

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

(13C). Spektri su snimljeni u DMSO-�G�����S�U�L���V�R�E�Q�R�M���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�����.�H�P�L�M�V�N�L���V�X���S�R�P�D�F�L���L�]�U�D�å�H�Q�L���X��

ppm jedinicama u relativnom odnosu prema tetrametilsilanu (TMS) kao unutarnjem standardu. 

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

 

3.2. Priprava standardnih spojeva 
 
3.2.1. �2�S�ü�L���V�L�Q�W�H�W�V�N�L���S�U�R�W�R�N�R�O 

 

Pojedina aminokiselina (odvaga i broj molova prikazani u tablici 1.) otopljena je u 10 mL vode 

te je u otopinu dodano 2 ekvivalenta krutog K2CO3 kako bi se vrijednost pH podesila na 9. 

Smjesi je dodano 1,2 ekvivalenta Fmoc-Cl (odvaga i broj molova prikazani u tablici 1.) koji je 

otopljen u 5 mL acetonitrila. Reakcijska smjesa ostavljena je na �P�L�M�H�ã�D�Q�M�X���G�Y�D���V�D�W�D���Q�D���V�R�E�Q�R�M��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�]�� �S�R�Y�U�H�P�H�Q�X�� �S�U�R�Y�M�H�U�X�� �L�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H vrijednosti pH otopine istom dodatkom 

K2CO3�����3�R���]�D�Y�U�ã�H�W�N�X���M�H���X���U�H�D�N�F�L�M�V�N�X���V�P�M�H�V�X���G�R�G�D�Q�D������ %-tna limunska kiselina do vrijednosti 
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pH=5, acetonitril je uparen, a produkt je ekstrahiran dodatkom EtOAc. Organski sloj ispran je 

�Y�R�G�R�P���L���]�D�V�L�ü�H�Q�R�P���R�W�R�S�L�Q�R�P���1�D�&�O�����1�D�N�R�Q���V�X�ã�H�Q�M�D���Q�D�G���1�D2SO4, otapalo se upari, a produkt se 

prekristalizira iz EtOAc/heksan. Svi pripremljeni spojevi okarakterizirani su spektroskopijom 

NMR i spektrometrijom masa. 

 

Tablica 1. �0�D�V�H���L���P�Q�R�å�L�Q�H pojedine aminokiseline i pojedini dodatak Fmoc-Cl u odnosu na 

svaku aminokiselinu. 

Aminokiseline Dodatak Fmoc-Cl  

 Masa/mg n/mol Masa/mg n/mol 

L-Glutaminska 

kiselina 
55 0,37�Â10�±3 114 0,44�Â10�±3 

L-Fenilalanin 56 0,�����Â�����±3 105 0,41�Â10�±3 

L-Serin 54 0,51�Â10�±3 159 0,61�Â10�±3 

 

3.2.2. Sinteza N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-glutaminske kiseline (Fmoc-Glu) 

 

M(C20H19NO6) = 369,12 g mol�±1 

[M+H] +m/z 370,1 

Prinos: 107,10 mg (��=78 %) produkta u obliku bijelog praha. 
1H-NMR (DMSO-d6): �/=1,82 �± 1,75 (m, 1H, ��-CH2 Glu), 1,98 (qd, 1H, ��-CH2 Glu), 2,33 �± 

2,28 (m, 2H, ��-CH2 Glu), 3,99 (td, 1H, �.-CH Glu), 4,23 (t, 1H, CH Fmoc ), 4,29 (t, 2H, CH2  

Fmoc) 7,33 (t, 2H, CH Fmoc), 7,42 (t, 2H, CH Fmoc), 7,65 (d, 1H, NH), 7,72 (d, 2H, CH 

Fmoc), 7,89 (d, 2H, CH Fmoc), 12,40 (bs, 2H, COOH). 
13C-NMR (DMSO-d6): �/=26,1 (��-CH2 Glu), 30,1 (��-CH2 Glu), 46,6 (C Fmoc), 53,0 (�.-CH Glu), 

65,6 (CH2 Fmoc), 120,1 (CH Fmoc), 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. Sinteza N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-fenilalanina (Fmoc-Phe) 

 

M(C24H21NO4) = 387,15 g mol�±1 

[M+H] +m/z 388,2 

Prinos: 93,3 mg (��=71%) produkta u obliku bijelog praha. �3�U�R�G�X�N�W�� �M�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q��

kromatografijom obrnutih faza na semipreparativnoj koloni Zorbax XDB C18 (250 × 9,4 mm, 

�������P) uz UV detekciju pri 263 nm i gradijentno eluiranje uz eluens A: 0,1% mravlja kiselina 

���)�$�����X���0�L�O�L���4���Y�R�G�L���L���H�O�X�H�Q�V���%�����D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O���X���Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P���W�R�þ�N�D�P�D prikazanim u tablici 2. Protok 

�M�H���S�R�G�H�ã�H�Q���Q�D�������PL min�±1. 

 

Tablica 2. Kromatografski uvjeti semipreparativne analize Phe-Fmoc.  

Vrijeme/min 
Eluens A 

�3/% 

Eluens B 

�3/% 

0,01 60 40 

17,00 0 100 

22,00 0 100 

22,10 60 40 

25,00 60 40 

 
1H-NMR (DMSO-d6): �/=2,86 (dd, 1H ��-CH2 Phe), 3,07 (dd, 1H ��-CH2 Phe), 4,15 �± 4,11 (m, 

1H, �.-CH Phe),4,16 (d, 1H, CH Fmoc), 4,19 (d, 2H CH2 Fmoc), 7,19 (dd, 1H, CH Phe) 7,26 

(d, 4H, 2 CH Phe, 2 CH Fmoc), 7,29 (ddd, 2H, CH Phe), 7,40 (td, 2H, CH Phe), 7,63 (dd, 2H, 

CH Fmoc), 7,70 (d, 1H, NH), 7,87 (d, 2H, CH Fmoc), 12,75 (bs, 1H, COOH) 
13C-NMR (DMSO-d6): �/=36,3 (��-CH2 Phe), 46,4 (C Fmoc), 55,3 (�.-CH Phe), 65,4 (CH2 Fmoc), 

120,0 (CH Fmoc), 125,1 (CH Fmoc), 126,2 (CH Phe), 126,9 (CH Fmoc), 127,5 (CH Fmoc), 

128,0 (CH Phe), 129,0 (CH Phe), 137,9 (C Phe), 140,5 (C Fmoc), 143,6 (C Fmoc), 155,8 (CO 

Fmoc), 173, 2 (CO Phe). 
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3.2.4. Sinteza N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-serina (Fmoc-Ser) 

 

M(C18H17NO5) = 327,11 g mol�±1 

[M+H] +m/z 328,2 

Prinos: 70 mg (��=42 %) produkta u obliku bijelog praha. �3�U�R�G�X�N�W���M�H���R�þ�L�ã�ü�H�Q���Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P��

na koloni silikagela u sustavu diklormetan, metanol, octena kiselina [�%(DCM, MeOH, 

CH3COOH)=90:10:0,5]. Rf =0,34. 

�3�U�R�G�X�N�W�� �M�H�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�R�P�� �R�E�U�Q�X�W�L�K�� �I�D�]�D�� �Q�D�� �V�H�P�L�S�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�R�M�� �N�R�O�R�Q�L��

Zorbax XDB C18 (2�������[�����������P�P�����������P�����X�]���8�9���G�H�W�H�N�F�L�M�X���S�U�L�����������Q�P���L���J�U�D�G�L�M�H�Q�W�Q�R���H�O�X�L�U�D�Q�M�H���X�]��

eluens A: 0,1% mravlja kiselina (FA) u Mili Q vodi i eluens B: acetonitril u vremenskim 

�W�R�þ�N�D�P�D prikazanim u tablici 2�����3�U�R�W�R�N���M�H���S�R�G�H�ã�H�Q���Q�D�������P�/���P�L�Q�±1. 
1H-NMR (DMSO-d6): �/=3,67 (d, 2H, ��-CH2 Ser), 4,02-4,07 (m, 1H, �.-CH Ser), 4,23 (t, 1H, 

CH Fmoc), 4,29 (dd, 2H, CH2 Fmoc), 4,90 (bs, 1H, OH Ser), 7,33 (t, 2H, CH Fmoc), 7,33-7,43 

(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-d6): �/=46,6 (C Fmoc), 56,7 (�.-CH Ser), 61,3 (��-CH2 Ser), 65,7 (CH2 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. Sinteza N-(fluorenilmetoksikarbonil)-1-adamantana (Fmoc-Ad) 

 

 

M(C25H27NO2) =  373,49 g mol�±1 

[M+H] +m/z 374.4 

Prinos: 25 mg (��=20 %) produkta u obliku bijelog praha. Sinteza je provedena po �R�S�ü�H�P��

sintetskom �S�U�R�W�R�N�R�O�X�����R�V�L�P���ã�W�R���M�H���D�P�L�Q�R-�N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�D���X���R�Y�R�P���V�O�X�þ�D�M�X���E�L�R����-aminoadamantan 



§ 3. Eksperimentalni dio 25 

�0�D�U�L�Q���%�H�O�D�M�H�Y�L�ü Diplomski rad 

hidroklorid (Ad) (60 mg, 0,33 mmol). Fmoc-Cl dodano je 1,�����H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�D�W�D���Y�L�ã�H�������������P�J������������

mmol). Obr�D�G�D���S�U�R�G�X�N�W�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���Q�D���L�V�W�L���Q�D�þ�L�Q���N�D�R���L���X���V�O�X�þ�D�M�X���)�P�R�F-aminokiselina, osim 

�ã�W�R�� �S�U�R�G�X�N�W�� �Q�L�M�H�� �L�V�W�D�O�R�å�H�Q�� �Q�H�J�R�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q kromatografijom obrnutih faza na 

semipreparativnoj koloni Zorbax XDB C18 (250 × ���������P�P�����������P) uz  UV detekciju pri 263 nm 

i gradijentno eluiranje uz eluens A: 0,1 % mravlja kiselina (FA) u Mili Q vodi i eluens B: 

�D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O���X���Y�U�H�P�H�Q�V�N�L�P���W�R�þ�N�D�P�D prikazanim na tablici 2�����3�U�R�W�R�N���M�H���S�R�G�H�ã�H�Q���Q�D�������PL min�±1. 
1H-NMR (DMSO-d6): �/=1,59 (s, 6H, Ad), 1,70-2,12 (m, 9H, Ad), 4,17 (bs, 3H, CH2, CH, 

Fmoc), 6,98 (s, 1H, NH), 7,23-7,47 (m, 4H, CH Fmoc), 7,71 (d, 2H, CH Fmoc), 7,86 (d, 2H, 

CH Fmoc). 
13C-NMR (DMSO-d6): �/=28,5 (CH Ad), 28,9 (CH Ad), 35,7 (CH2 Ad), 45,5 (C Fmoc), 46,6 (C 

Ad), 86,8 (CH2 Fmoc), 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. Razvoj metode HPLC-�8�9���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���)�P�R�F-aminokiselinskih 
derivata 

 

Analiza Fmoc-Ak derivata metodom RP-HPLC-UV provedena je na �X�U�H�ÿ�D�Mu Shimadzu HPLC 

���6�K�L�P�D�G�]�X���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�� �,�Q�V�W�U�X�P�H�Q�W�V�����6�6�,���� �1�R�U�W�K���$�P�H�U�L�F�D���� �6�$�'������ �8�U�H�ÿ�D�M���V�H���V�D�V�W�R�M�L���R�G���N�Y�D�W�H�U�Q�H��

pumpe, detektora �'�$�'���� �N�R�P�X�Q�L�N�D�F�L�M�V�N�R�J�� �P�R�G�X�O�D���� �G�H�J�D�]�H�U�D���� �U�X�þ�Q�R�J�� �L�Q�M�H�N�W�R�U�V�N�R�J�� �V�X�V�W�D�Y�D����

rezervoara mobilne faze, pretkolone i kolone. 

S ciljem postavljanja optimalnih kromatografskih uvjeta eluiranja i postizanja visoke 

�U�H�]�R�O�X�F�L�M�H���]�D���ã�W�R���E�R�O�M�X���V�H�S�D�U�D�F�L�M�X���F�L�O�M�D�Q�L�K���D�Q�D�O�L�W�D���L���G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�M�H���Y�U�H�P�H�Q�D���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H���S�R�M�H�G�L�Q�R�J��

analita napravljena je kvalitativna analiza pripremljenih standarda. Za kvalitativnu analizu 

pripremljena je smjesa Fmoc-Glu, Fmoc-Phe, Fmoc-Ser, Fmoc-Cl i Fmoc-Ad masene 

koncentracije 1 mg mL �±1 �X�� �$�&�1���� �6�P�M�H�V�D�� �M�H�� �S�U�L�M�H�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D�� �X�� �������� �$�&�1��u 

volumnom omjeru 1:1 kako bi sastav otapala u uzork�X���R�G�J�R�Y�D�U�D�R���V�D�V�W�D�Y�X���S�R�þ�H�W�Q�H���P�R�E�L�One faze 

u kromatografskoj analizi. �2�V�L�P���W�R�J�D�����N�D�N�R���E�L���V�H���R�G�U�H�G�L�O�R���Y�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���)�P�R�F-OH kao 

nusprodukta derivatizacijske reakcije, Fmoc-OH pripremljen je kao 1 mg mL �±1 otopina u ACN 

�L�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�� �S�U�L�M�H�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D volumnom omjeru 1:1 u 30% ACN. Ispitano je nekoliko 

gradijentnih ispiranja �V���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���S�R�V�W�R�W�N�R�P���D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D���X���S�R�þ�H�W�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D i kolona da bi se 

postigla visoka rezolucija i dobro odvajanje svih analita. 
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Tablica 3. Uvjeti �H�O�X�L�U�D�Q�M�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D metodom HPLC. 

Vrijeme/min 
Eluens A 

�3/% 

Eluens B 

�3/% 

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 kromatografsku analizu ciljanih spojeva kao najbolja pokazala se �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���N�R�O�R�Q�D��Zorbax 

C18 (75 mm�î���������P�P���������������P�����3�K�H�Q�R�P�H�Q�H�[�����6�$�'�����X�]���S�U�L�P�M�H�Q�X���Jradijentne eluacije navedene u 

tablici 3. Eluens A je bila smjesa Mili Q vode i mravlje kiseline �% (1000:1 v/v), a eluens B je 

bio ACN. Protok mobilne faze bio je 0,5 mL min�±1 pri tlaku od oko 50 bara. Volumen 

injektiranih uzoraka bio je 2������L.  

�=�D���G�H�W�H�N�F�L�M�X���L���N�Y�D�Q�W�L�W�D�W�L�Y�Q�R���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���F�L�O�M�D�Q�L�K���D�Q�D�O�L�W�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H��detektor DAD koji 

istovremeno detektira apsorpciju svih valnih duljina u �X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�P��i vidljivom �S�R�G�U�X�þ�M�X. Iz 

kromatograma �V�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L���8�9���V�S�H�N�W�U�L���S�U�L���þ�H�P�X���M�H���Rdabrani maksimum apsorpcije valne duljine 

analita 263 nm. 

 

3.4. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju glutaminske kiseline s Fmoc-Cl 
 

�.�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �L�V�W�U�D�å�L�O�L�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�L�� �X�Y�M�H�W�L�� �]�D�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X�� �J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� �V�� �)�P�R�F-Cl 

pripremljena je serija modelnih otopina.  

 

3.4.1. Smjesa otapala za derivatizaciju 

 

�'�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�D���U�H�D�N�F�L�M�D���S�U�R�Y�H�G�H�Q�D���M�H���X���V�P�M�H�V�L���N�R�M�D���M�H���V�D�G�U�å�D�Y�D�O�D�����������—�/���S�X�I�H�U�D�������������—�/���Y�R�Ge 

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

 

Boratni pufer (0,2 mol L-1) pripremljen je otapanjem 1,2 g H3BO3 u 75 mL vode. pH otopine 

�S�R�G�H�ã�H�Q�� �M�H�� �Q�D�� ���������� �G�R�G�D�W�N�R�P�� ����mol L-1 otopine NaOH, a odmjerna tikvica nadopunjena je 

vodom do ukupnog volumena od 100 mL. Puferska otopina �þ�X�Y�D�Q�D je u hladnjaku do upotrebe. 

 

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

 

0,4 mol L-1 boratni pufer pripreman je otapanjem 5,5 g KCl u 100 mL vode. U takvu otopinu 

dodano je 4,9 g H3BO3�����$�O�L�N�Y�R�W���R�G���������P�/���M�H���S�R�G�H�ã�H�Q���Q�D���S�+�����������G�R�G�D�W�N�R�P������mol L-1  NaOH te 

nadopunjeno s vodom do 50 mL.42 Puferska otopina je �þ�X�Y�D�Q�D u hladnjaku do upotrebe. 

 

3.4.4. Priprema standardnih otopina za derivatizaciju 

 

Pripremljene su standardne otopine derivatizacijskog reagensa Fmoc-Cl masene koncentracije 

5 mg mL�±1 i 10 mg mL�±1 u acetonitrilu. Osnovna otopina glutaminske kiseline pripremljena je 

u masenoj koncentraciji 1 mg mL�±1 u vodi, radna otopina �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H�� �Y�R�G�R�P�� �G�R��

0,54 mg mL-1.  1-aminoadamantan hidroklorid pripremljen je u �P�Q�R�å�L�Q�V�N�R�M��koncentraciji 7,48 

mg mL�±1 u smjesi vode i acetronitrila volumnog udjela 1:1.  

 

3.4.5. Ispitivanje stabilnosti derivatizacijskog 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 naveden u tablici 4. 

Slijepi uzorak i sve modelne otopine stavljene su na vortex 5 minuta. Neposredno prije 

injektiranja, otopine su profiltrirane preko filtera (0,45 µm) i injektirane na �X�U�H�ÿ�D�M��HPLC-UV s 

gradijentom otapala iz tablice 3. Volumen injektiranog uzorka iznosio je 20 µL. 
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Tablica 4. �6�D�V�W�D�Y�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�K�� �V�P�M�H�V�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�L�� �)�P�R�F-Cl u puferskim 

otopinama. 

  Volumen/mL    

 Fmoc-Cl 

(��=10 mg mL-1) 

u ACN 

Pufer 1 Pufer 2 ACN Voda 

Blank 1 - 600 - 850 550 

Blank 2 - - 600 850 550 

Modelna 

otopina 1 
600 - - 1400 - 

Modelna 

otopina 2 
600 - - - 1400 

Modelna 

otopina 3 
600 600 - 250 550 

Modelna 

otopina 4 
600 - 600 250 550 

 

3.4.6. Optimiranje dodatka derivatizacijskog reagensa 

 

Optimalni dodatak derivatizacijskog reagensa ispitan je derivatizacijom poznate �P�Q�R�å�L�Q�H 

glutaminske kiseline (n� ������������ �P�P�R�O���� �X�� �P�R�G�H�O�Q�L�P�� �R�W�R�S�L�Q�D�P�D�� �X�]�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� �G�Y�L�M�H�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H��

koncentracije Fmoc-Cl u ACN, 5 mg mL �±1 (600 µL, n=0,012mmol) i 10 mg mL�±1 (600 µL, 

n=0,024 mmol). Dodatak reagensa prikazan je u tablici 5. 
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Tablica 5. Sastav reakcijskih smjesa za o�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�R�J�� �G�R�G�D�W�N�D derivatizacijskog 

reagensa. 

 Volumen/mL 

 

L-Glutaminska 

kiselina  

(��=0,54 mg mL-1) 

u H2O 

Fmoc-Cl  

(��=5 mg 

mL-1) u ACN 

Fmoc-Cl  

(��=10 mg mL-1) 

u ACN 

Pufer 2 

Modelna 

otopina 5 
300 600 - 600 

Modelna 

otopina 6 
300 - 600 600 

 

�6�Y�D�N�D�� �P�R�G�H�O�Q�D�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �V�W�D�Y�O�M�H�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�� ���� �P�L�Q�X�W�D�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L���� �1�D�N�R�Q�� ����

minuta reakcija je zaustavljena dodatkom 500 µL otopine 1-aminoadamantan hidroklorida 

masene koncentracije 7,48 mg mL�±1 (n=0,02 mmol) u smjesi vode i acetronitrila 1:1. Smjesa je 

�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�D���Q�D���P�L�M�H�ã�D�Q�M�X���M�R�ã���G�Y�L�M�H���P�L�Q�X�W�H�����1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�����V�P�M�H�V�D���M�H���S�U�R�I�L�O�W�U�L�U�D�Q�D��

�S�U�H�N�R�� ���������� �—�P�� �I�L�O�W�H�U�D�� �L�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D�� �X�� �R�P�M�H�U�X�� �������� �V�D�� �V�P�M�H�V�R�P�� �Y�R�G�H�� �L�� �D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�D��(70:30 v/v). 

Volumen od 20 µL injektiran je na HPLC-UV po gradijentu iz tablice 3. 

 

3.4.7. Optimiranje vremena derivatizacije 

 
Optimalno vrijeme derivatizacije glutaminske kiselina ispitano je u modelnim otopinama uz 

poznati dodatak glutaminske kiseline (n=0,001 mmol) prema tablici 6. 
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Tablica 6. �6�D�V�W�D�Y���U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�K���V�P�M�H�V�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�S�W�L�P�D�O�Q�R�J���Y�U�H�P�H�Q�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�H���� 

 Volumen/mL 

Vrijeme 

derivatizacije/min  

L-Glutaminska 

kiselina 

(��=0,54 mg mL-1) 

 u H2O 

Pufer2 

Fmoc-Cl  

(��=5 mg mL-1)  

u ACN 

Modelna 

otopina 7 
300 600 600 

Odmah po dodatku 

Fmoc-Cl 

Modelna 

otopina 8 
300 600 600 2 

Modelna 

otopina 9 
300 600 600 5 

Modelna 

otopina 10 
300 600 600 10 

 

Odmah po dodatku Fmoc-Cl (n=0,012 mmol), odnosno nakon 2, 5, odnosno 10 minuta 

�P�L�M�H�ã�D�Q�M�D�� �Q�D�� �V�R�E�Q�R�M�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�L�� �X�� �V�Y�D�N�X�� �M�H�� �P�R�G�H�O�Q�X�� �R�W�R�S�L�Q�X�� �G�R�G�D�Q�R�� �������� �—�/�� �R�W�R�S�L�Q�H�� ��-

aminoadamantan hidroklorida masene koncentracije 7,48 mg mL �±1 (n=0,02 mmol) u smjesi 

vode i acetronitrila (1:1 v/v). Mije�ã�D�Q�M�H�� �M�H�� �Q�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R�� �M�R�ã�� �G�Y�L�M�H�� �P�L�Q�X�W�H���� �1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �S�U�L�M�H��

injektiranja uzorka, smjesa je profiltrirana preko filtera (0,45 µm) �L�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D���X��volumnom 

omjeru 1:1 sa smjesom vode i acetonitrila (70:30 v/v). Volumen  uzorka od 20 µL injektiran je 

�X���X�U�H�ÿ�D�M��HPLC-UV s gradijentom otapala za eluiranje iz tablice 3. 

 

3.4.8. Priprema kalibracijskih otopina Fmoc-Glu 

 
Iz osnovne otopine Fmoc-Glu masene koncentracije 5 mg mL�±1 u smjesi vode i acetonitrila 

(50:50 v/v) pripremljeno je pet kalibracijskih otopina masenih koncentracija od 50, 150, 250, 

�������� �L�� �������� ���J�� �PL�±1 u smjesi otapala za derivatizaciju. Ukupni volumen svake kalibracijske 

otopine je 1 mL. Prije injektiranja na �X���X�U�H�ÿ�D�M���]�D HPLC-UV s gradijentnim eluiranjem iz tablice 

3 svaka otopina za kalibraciju �M�H���G�R�G�D�W�Q�R���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Qa u volumnom omjeru 1:1 sa smjesom vode 

i acetonitrila (70:30 v/v). Volumen injektiranog uzorka bio je 2���� ���/����Otopine za kalibraciju 
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pohranjene su u hladnjak i injektirani ponovno nakon 24 h kako bi se provjerila njihova 

stabilnost. 

Kalibracijski pravac za Fmoc-Glu konstruiran �M�H�� �N�D�R�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�V�S�R�G 

kromatografskog pika Fmoc-Glu i masene koncentracije. Masena koncentracija, a time i broj 

molova Fmoc-Glu derivata nastalog u derivatizaci�M�V�N�L�P���U�H�D�N�F�L�M�D�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X���X�Y�U�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�P��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���Q�D�V�W�D�O�R�J���G�H�U�L�Y�D�W�D���X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�X �M�H�G�Q�D�G�å�E�X���S�U�D�Y�F�D�� 

3.5. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju  aminokiselina u smjesi 
 

Nakon razvoja metode na glutaminskoj kiselini, derivatizacijska 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 derivatizacijskog reagensa Fmoc-Cl masene koncentracije 

10 mg mL �±1 u acetonitrilu. Aminokiseline su pripremljene prema podacima u tablici 7, 

glutaminska kiselina i serin otopljeni su u vodi, a fenilalanin u smjesi vode i acetonitrila 

(1:1 v/v). 1-aminoadamantan hidroklorid pripremljen je u koncentraciji 14,5 mg mL �±1 u smjesi 

vode i acetronitrila (1:1 v/v). 

 

Tablica 7. Masene koncentracije aminokiselina za derivatizaciju u smjesi. 

 

3.5.2. Derivatizacijska reakcija aminokiselina u smjesi 

 

�0�Q�R�å�L�Q�D od 0,001 mmola svake pojedine aminokiseline derivatizirano je dodatkom 600 µL 

Fmoc-Cl u acetonitrilu (10 mg mL�±1, n=0,024 mmol) prema vrijednostima u tablici 8. 

Aminokiselina Masena koncentracija ��/mg mL�±1 

L-Glutaminska kiselina 1,48 

L-Serin 1,66 

L-Fenilalanin 1,04 
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Tablica 8. Sastav otopine za derivatizaciju aminokiselina u smjesi.  

 

Modelna otopina 11 injektirana je u �X�U�H�ÿ�D�M HPLC odmah po dodatku Fmoc-Cl, modelna otopina 

12 nakon 2 minute, a modelna otopina 13 tek 5 minuta nakon dodatka Fmoc-Cl. Nakon isteka 

vremena u svaku je modelnu otopinu dodano 500 µL otopine 1-aminoadamantan hidroklorida 

masene koncentracije 14,5 mg mL�±1 (n=0,04 mmol) u smjesi vode i acetronitrila (1:1 v/v). 

�0�L�M�H�ã�D�Q�M�H���M�H���Q�D�V�W�D�Y�O�M�H�Q�R���M�R�ã���G�Y�L�M�H���P�L�Q�X�W�H�����1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�����V�P�M�H�V�D���M�H���S�U�R�I�L�O�W�U�L�U�D�Q�D��

�S�U�H�N�R�� ���������� �—�P�� �I�L�O�W�H�U�D�� �L�� �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D�� �X��volumnom omjeru 1:1 sa smjesom vode i acetonitrila 

(70:30 v/v). Volumen injektiranog uzorka iznosio je 20 µL �D���V�D���X�U�H�ÿaja HPLC-UV gradijentno 

je eluiran otapalom sastava danim u tablici 3. 

 

3.5.3. Priprema serije kalibracijskih otop�L�Q�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���)�P�R�F-aminokiselinskih 
derivata u smjesi 

 

Osnovne otopine sintetiziranih standarada pripremljene su  kao 3,7 mg mL�±1 otopina Fmoc-Glu 

u smjesi vode i acetonitrila (50:50 v/v), 2,3 mg mL�±1 otopina Fmoc-Phe u acetonitrilu, 3,5 mg 

mL�±1 otopina Fmoc-Ser u acetonitrilu. Radna smjesa masene koncentracije 1 mg mL�±1 je 

�S�U�L�S�U�D�Y�O�M�H�Q�D���U�D�]�U�M�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�P���R�V�Q�R�Y�Q�H���R�W�R�S�L�Q�H���)�P�R�F-aminokiselina u acetonitrilu. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�H���V�X��

otopine za kalibraciju masenih koncentracija pojedinog analita 50, 100, 150, 250, 500 i 

700 ���J mL�±1, a pripremljene su razr�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���U�D�G�Q�H���V�P�M�H�V�H���X���V�P�M�H�V�L���R�W�D�S�D�Oa za derivatizaciju. 

Prije injektiranja �X�� �X�U�H�ÿ�D�M HPLC-UV s gradijentom otapala iz tablice 3 svaki kalibrant je 

�G�R�G�D�W�Q�R���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q���X��volumnom omjeru 1:1 sa smjesom vode i acetonitrila (70:30 v/v).Volumen 

injektiranog uzorka bio je 2�������/����Otopine za kalibraciju su pohranjene u hladnjak i ponovno 

izmjerene nakon 24 h kako bi se njihova stabilnost.  

 Volumen/mL 

 

L-Glutaminska 

kiselina  

(��=1,48 mg mL-1) 

u H2O 

L-Serin  

(��=1,66 mg mL-1) 

u H2O 

L-fenilalanin 

(��=1,04 mg mL-1) 

u H2O/ACN 1:1 

Pufer 2 

Fmoc-Cl  

(��=10 mg mL-1) 

u ACN 

Modelne 

otopine 

11, 12, 13 

100 100 100 600 600 
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�.�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L���S�U�D�Y�D�F���N�R�Q�V�W�U�X�L�U�D�Q���M�H���]�D���V�Y�D�N�L���S�R�M�H�G�L�Q�L���D�Q�D�O�L�W���N�D�R���R�Y�L�V�Q�R�V�W���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G��

kromatografskog pika tog analita i njegove masene koncentracije. Masena koncentracija, a time 

i �P�Q�R�å�L�Q�D aminokiselinskih derivata nastalih u derivatizacijskim reakcijama dobiveni su 

�X�Y�U�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���S�R�M�H�G�L�Q�R�J���Q�D�V�W�D�O�R�J���G�H�U�L�Y�D�W�D���X���S�U�L�S�D�G�D�M�X�ü�X��

�M�H�G�Q�D�G�å�E�X���S�U�D�Y�F�D�� 

3.6. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���V�D�G�U�å�D�M�D���1�D-glutamata u dodatcima jelima  
 

Dodat�F�L�� �M�H�O�L�P�D�� �G�Y�D�M�X�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�L�K�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� �V�X�� �Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q�L�� �X�� �W�U�J�R�Y�L�Q�L���� �6�Y�D�N�L�� �R�G�� �G�Y�D�� �X�]�R�U�N�D��

�V�W�D�Y�O�M�H�Q���M�H���X���V�X�ã�L�R�Q�L�N���Q�D���V�X�ã�H�Q�M�H���S�U�H�N�R���Q�R�ü�L���Q�D���������ƒ�&���N�D�N�R���E�L���V�H���X�N�O�R�Q�L�O�D���Y�O�D�J�D�������������P�J���V�X�K�R�J��

uzorka otopljeno je 10 mL H2O i �V�W�D�Y�O�M�H�Q�R�� �Q�D�� �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�� �Q�D��sobnoj temperaturi tijekom 30 

minuta. Nakon 30 minuta otopina je profiltrirana profiltrirana preko filtera (0,45 µm) i 

pohranjena u hladnjaku do analize. 

Svaki uzorak derivatiziran je s Fmoc-�&�O���� �$�O�L�N�Y�R�W���R�G�� �������� ���/�� �M�H�� �S�R�P�L�M�H�ã�D�Q�� �V�D��200 ���/��

�Y�R�G�H�����R�W�R�S�L�Q�L���M�H���G�R�G�D�Q�R�������������/���S�X�I�H�U�D�������L�������������/���)�P�R�F-Cl masene koncentracije 10 mg mL-1  

u acetonitrilu (n=0,024 mmol). Smjesa je pro�P�L�M�H�ã�D�Qa na sobnoj temperaturu 2 minute, a potom 

�M�H���G�R�G�D�Q�R�������������/���R�W�R�S�L�Q�H����-aminoadamantan hidroklorida masene koncentracije 14,5 mg mL-1 

(n=0,04 mmol) u smjesi vode i acetronitrila (1:1 v/v)�����0�L�M�H�ã�D�Q�M�H��uzorka smjese nastavljeno je 

�M�R�ã���G�Y�L�M�H���P�L�Q�X�W�H�����1�H�S�R�V�U�H�G�Q�R���S�U�L�M�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�����V�P�M�H�V�D���M�H���S�U�R�I�L�O�W�U�L�U�D�Q�D���S�U�H�N�R���I�L�O�W�H�U�D��(0,45 µm ) 

�L���U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�D���X��volumnom omjeru 1:1 sa smjesom vode i acetonitrila (70:30 v/v). Volumen od 

20 µL injektiran je �X���X�U�H�ÿ�D�M HPLC-UV i gradijentno eluiran prema sastavu otapala iz tablice 3. 

Uzorak svakog dodatka jelima napravljen je u dva replikanta. 

Masena koncentracija, a time i broj molova aminokiselinskih derivata nastalih u 

�G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�L�P���U�H�D�N�F�L�M�D�P�D���G�R�E�L�Y�H�Q�L���V�X���X�Y�U�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�P���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D��

�Q�D�V�W�D�O�R�J�� �G�H�U�L�Y�D�W�D�� �X�� �M�H�G�Q�D�G�å�E�X�� �S�U�D�Y�F�D�� �N�R�M�L�� �R�S�L�V�X�M�H�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�V�S�R�G�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J��

pika Fmoc-Glu i njegove masene koncentracije. Prema broju molova nastalog derivata Fmoc-

�*�O�X���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���M�H���X�G�L�R���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H���X���X�]�R�U�N�X�� 
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA  

4.1. Priprava standardnih spojeva  
 

Priprava standardnih spojeva Fmoc-Glu, Fmoc-Ser, Fmoc-Phe i Fmoc-Ad provedena je 

�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P���V�W�D�Q�G�D�U�G�Q�L�K���P�H�W�R�G�D���S�H�S�W�L�G�Q�H���V�L�Q�W�H�]e.41 Pojedina aminokiselina prevedena je u N-

(fluorenilmetoksikarbonil)-�G�H�U�L�Y�D�W�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� �P�D�O�R�J�� �V�X�Y�L�ã�N�D�� �)�P�R�F-Cl (1,2 ekvivalenta) u 

odnosu na �P�Q�R�å�L�Q�X aminokiseline���� �X�� �O�X�å�Q�D�W�L�P�� �U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �W�L�M�H�N�R�P�� �G�Y�D�� �V�D�W�D����

Mehanizam reakcije nalazi se na slici 10. 

 

Slika 10. Mehanizam derivatizacije amina Fmoc-Cl reagensom.41 

 

�3�U�R�G�X�N�W�L�� �V�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�� �X�� �G�R�E�U�R�P�� �S�U�L�Q�R�V�X���� �D�� �S�R�� �S�R�W�U�H�E�L�� �V�X�� �G�R�G�D�W�Q�R�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q�L�� �S�U�H�S�D�U�D�W�L�Y�Q�R�P��

metodom HPLC. Fmoc-�$�G�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�� �M�H�� �S�R�� �L�V�W�R�P�� �S�R�V�W�X�S�N�X���� �V�D�P�R�� �ã�W�R�� �M�H�� �N�D�R�� �D�P�L�Q�R 

komponen�W�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q����-ami�Q�R�D�G�D�P�D�Q�W�D�Q���K�L�G�U�R�N�O�R�U�L�G�����,�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H���M�H���E�L�O�R���O�R�ã�L�M�H�����Q�R���N�D�N�R���M�H bilo 

potrebno izolirati Fmoc-Ad �V�D�P�R�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �P�R�J�O�D�� �S�U�R�Y�H�V�W�L�� �L�G�H�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�D�� �X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�P��

protokolu, sintetski protokol nije optimiran. Nastali Fmoc-�$�G���Q�L�M�H���þ�L�ã�ü�H�Q���Q�D stupcu silikagela, 

neg�R�� �M�H�� �S�U�R�þ�L�ã�ü�H�Q��preparativnom metodom HPLC. Svi produkti su okarakterizirani 

spektroskopskim i spektrometrijskim metodama. Dobiveni Fmoc-Glu, Fmoc-Ser, Fmoc-Phe i 

Fmoc-�$�G�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� �V�X�� �N�D�R�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �V�W�D�Q�G�D�U�G�L�� �]�D�� �N�Y�D�O�L�W�D�W�L�Y�Q�X�� �L���L�O�L�� �N�Yantitavnu analizu 

aminokiselina (slika 11). 
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Slika 11. Sinteza standardnih spojeva Fmoc-Glu, Fmoc-Ser, Fmoc-Phe i Fmoc-Ad. 

 

4.2. Razvoj metode HPLC-�8�9���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���)�P�R�F-aminokiselinskih 
derivata 

 

Fmoc-�D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�L���G�H�U�L�Y�D�W�L���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�L metodom HPLC-UV obrnutih faza. Fmoc-derivati 

�R�V�L�P�� �ã�W�R�� �I�O�X�R�U�H�V�F�L�U�D�M�X���� �P�R�J�X�� �V�H��detektirati i UV �G�H�W�H�N�W�R�U�R�P�� �S�U�D�ü�H�Q�M�H�P��pri valnoj duljini 

maksimuma apsorpcije Fmoc-derivata 263 nm. 

Kao stacionarna faza za razdvajanje ciljanih analita kao najbolja se pokazala a�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D��

kolona Zorbax C18, dok je kao mobilna faza �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D smjesa eluensa A (smjesa Mili Q vode i 

mravlje kiseline (1000:1 v/v) i eluensa B (ACN). �$�Q�D�O�L�W�L�� �V�X�� �H�O�X�L�U�D�Q�L�� �J�U�D�G�L�M�H�Q�W�Q�L�P�� �Q�D�þ�L�Q�R�P��

eluiranja, stoga je bilo potrebno odrediti optimalni sastav eluensa A i eluensa B tijekom 

gradijentne eluacije kako bi se postigla dobra rezolucija i separacija. �,�V�S�U�R�E�D�Q�L���V�X���V�X�V�W�D�Y�L���V���Y�L�ã�H��

�L���P�D�Q�M�H���$�&�1���X���S�R�þ�H�W�Q�L�P���X�Y�M�H�W�L�P�D���L���N�D�R���Q�D�M�E�R�O�M�L���V�H���S�R�N�D�]�D�R���J�U�D�G�L�M�H�Q�W�Q�L���Q�D�þ�L�Q���H�O�X�L�U�D�Q�M�D���S�U�L�N�D�]�D�Q��

u tablici 3. Fmoc-Glu, Fmoc-Ser, Fmoc-Phe, Fmoc-Cl, Fmoc-OH i Fmoc-Ad uz navedene 

uvjete dobro su odvojeni. Kod polarnijih analita (Fmoc-Ser, Fmoc-Glu, Fmoc-OH�����X�R�þeno je 

�S�U�R�ã�L�U�H�Q�M�H kromatografskih pikova kod otapanja uzorka �X���þ�L�V�W�R�P���D�F�H�W�Rnitrilu. Taj je problem 

�U�L�M�H�ã�H�Q �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���X�]�R�U�N�D���X�����������D�F�H�W�R�Q�L�W�U�L�O�X���S�U�L�M�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�����þ�L�P�H���V�D�V�W�D�Y���X�]�R�U�N�D���R�G�J�R�Y�D�U�D��

�V�D�V�W�D�Y�X�� �P�R�E�L�O�Q�H�� �I�D�]�H�� �X�� �S�R�þ�H�W�Qo�M�� �W�R�þ�N�L�� �J�U�D�G�L�M�H�Q�W�D�� �L�� �þ�L�P�H�� �M�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�� �V�L�P�H�W�U�L�þ�Q�L�� �L�]�J�O�H�G svih 
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�S�L�N�R�Y�D�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�� �E�H�]�� �S�R�M�D�Y�H�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�D�� �D�Q�D�O�L�W�D�����9�U�H�P�H�Q�D�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �S�R�G��

opisanim kromatografskim uvjetima prikazana su u tablici 9. 

 

Tablica 9. Vr�H�P�H�Q�D���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���D�Q�D�O�L�Wa pod opisanim kromatografskim uvjetima. 

Analit  tR/min 

Fmoc-Ser 11,27 

Fmoc-Glu 12,04 

Fmoc-OH 13,51 

Fmoc-Phe 15,43 

Fmoc-Cl 17,13 

Fmoc-Ad 19,46 

 

4.3. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju glutaminske kiseline s Fmoc-Cl 
 

Za derivatizaciju amin�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�� �M�H��reagens Fmoc-Cl. U reakciji s aminokiselinama 

nastaju Fmoc-derivati koji su manje polarni �R�G�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �L�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�M�X�� �V�H�� �Q�D��

kromatografskoj koloni u uvjetima kromatografije obrnutih faza. Osim toga, Fmoc-derivati 

mogu se za razliku �R�G�� �Y�H�ü�L�Q�H�� �D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D�� �S�U�D�W�L�W�L��UV detektorom. Optimiranje uvjeta za 

djelotvornu derivatizaciju �X�N�O�M�X�þ�Lvalo je odabir otapala za derivatizaciju i omjera pojedinih 

otapala pri �N�R�M�H�P�� �Q�H�ü�H�� �G�R�ü�L�� �G�R�� �W�D�O�R�å�H�Q�M�D��dodatkom bilo kojeg reagensa, odabir pufera i 

�R�G�U�H�ÿ�Lvanje optimalne vrijednosti pH, ispitivanje stabilnosti reagensa u puferskim otopinama, 

�R�G�D�E�L�U�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �G�R�G�D�W�N�D�� �)�P�R�F-Cl te optimiranje vremena derivatizacije. Isto tako, 

�L�V�S�L�W�D�Q�R���M�H���L���N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H����-�D�P�L�Q�R�D�G�D�P�D�Q�W�D�Q���K�L�G�U�R�N�O�R�U�L�G�D���]�D���X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H���V�X�Y�L�ã�N�D reagensa Fmoc-

Cl. 

 

4.3.1. Smjesa otapala za derivatizaciju i stabilnost derivatizacijskog reagensa 

 

Derivatizacijska reakcija aminokiselina s Fmoc-Cl provodi se u �O�X�å�Q�D�W�L�P reakcijskim uvjetima. 

Aminokiseline se �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���R�G�U�H�ÿ�X�M�X���X���Y�R�G�H�Q�L�P���X�]�R�U�F�L�P�D, topljive su u vodi i u derivatizacijsku 

reakciju �R�E�L�þ�Q�R���V�H���G�R�G�D�M�X otopljene u vodi�����6���G�U�X�J�H���S�D�N���V�W�U�D�Q�H�����G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�L���U�H�D�J�H�Q�V���M�H���O�R�ã�H��

topljiv u vodi, dobro topljiv u acetonitrilu, �V�W�R�J�D�� �M�H�� �S�U�L�M�H�� �V�Y�H�J�D�� �W�U�H�E�D�O�R�� �Q�D�ü�L�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�L�� �V�D�V�W�D�Y 
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otapala za pripravu modelnih otopina. Odabrano je da ukupni volumen modelne otopine za 

derivatizacijsku reakciju bude 2 mL. 

Fmoc-Cl hidrolizira na Fmoc-�2�+�� �Y�H�ü�� �X �Y�R�G�L���� �V�W�X�S�D�Q�M�� �K�L�G�U�R�O�L�]�H�� �M�H�� �Y�H�ü�L�� �S�U�L�� �Y�L�ã�L�P��

vrijednostima pH.42 Fmoc-Cl (��=10 mg mL�±1) �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P���X���Y�R�G�L (�P�R�G�H�O�Q�D���R�W�R�S�L�Q�D���������W�D�O�R�å�L��

i nije injektiran u �X�U�H�ÿ�D�M HPLC. �5�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q�M�H�P��Fmoc-Cl (��=10 mg mL�±1) u 30% ACN �W�D�O�R�å�H�Q�M�D��

nema. U modelnoj otopini 1 u kojoj je Fmoc-Cl (��=10 mg mL�±1) �U�D�]�U�L�M�H�ÿ�H�Q���$�&�1���G�R���X�N�X�S�Q�R�J��

volumena od 2 mL osim signala Fmoc-Cl javlja se i signal Fmoc-�2�+���ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D���G�R���K�L�G�U�R�O�L�]�H��

dolazi tijekom kromatografske analize zbog prisutstva vode u mobilnoj fazi, no odazivi Fmoc-

Cl su ponovljivi stajanjem uzorka na sobnoj temperaturi kroz 2 sata (Tablica 10.) 

 

Tablica 10. Odziv detektora za Fmoc-Cl i Fmoc-OH u modelnoj otopini 1. 

Vrijeme/min 
Odziv detektora/mAu 

Fmoc-Cl 

Odziv detektora/mAu 

Fmoc-OH 

0 ���������Â����7 ���������Â����7 

120 ���������Â����7 ���������Â����7 

 

Vrijednost pH pufera uvelike je utjecala na stabilnost derivatizacijskog reagensa pri manjoj i 

�Y�L�ã�R�M�� �P�D�V�H�Q�R�M�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L Fmoc-Cl (modelna otopina 3 i 4). Ko�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P�� ��������mol L-1  

boratnog pufera vrijednosti pH=�����������Y�H�ü�L�Q�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���K�L�G�U�R�O�L�]�L�U�D���Q�D���)�P�R�F-OH 

�ã�W�R���M�H���Q�D�Y�H�G�H�Q�R���X��tablici 11. 

 

Tablica 11. Odzivi detektora za Fmoc-Cl i Fmoc-OH u modelnim otopinama 3 i 4. 

 
Odziv detektora/mAu 

Fmoc-Cl 

Odziv detektora/mAu 

Fmoc-OH 

Modelna otopina 3, 

pH=10,2 
���������Â����7 ���������Â����7 

Modelna otopina 4, 

pH=8,1 
���������Â����7 ���������Â����7 

 

Stoga je za derivatizacijske reakcije odabran 0,4 mol L-1  boratni pufer vrijednosti pH=8,1 kod 

�N�R�M�H�J���M�H���K�L�G�U�R�O�L�]�D���P�D�Q�M�H���L�]�U�D�å�H�Q�D. Mehanizam hidrolize Fmoc-Cl prikazan je na slici 12. 
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Slika 12. Mehanizam hidrolize Fmoc-Cl �X���O�X�å�Q�D�W�R�P���P�H�G�L�M�X. 

 

Derivatizacijske reakcije su u daljnjem radu �S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���X���V�D�V�W�D�Y�X���R�W�D�S�D�O�D���N�R�M�H���þ�L�Q�L���������� 

% vode (od toga je dodatak pufera 2 30 %) i 42,5 ���� �$�&�1�� ���ã�W�R�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �G�R�G�D�W�D�N�� �)�P�R�F-Cl 

otopljenog u ACN). Signala slijepe probe otapala za derivatizaciju nije bilo i Fmoc-Cl se nije 

�S�U�H�Q�R�V�L�R���X���V�O�M�H�G�H�ü�X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�X���D�Q�D�O�L�]�X. 

 

4.3.2. Optimiranje dodatka derivatizacijskog reagensa i vremena derivatizacije 

 

Kako Fmoc-Cl hidrolizira �Y�H�ü�� �X�� �Y�R�G�L����a u �O�X�å�Q�D�W�L�P �U�H�D�N�F�L�M�V�N�L�P�� �X�Y�M�H�W�L�P�D�� �M�R�ã�� �Y�L�ã�H�� u 

derivatizacijsku reakciju mora biti dodan �X�� �Y�H�O�L�N�R�P�� �V�X�Y�L�ã�N�X38 s obzirom na dodatak 

aminokiseline, kako bi osigurali da je �P�Q�R�å�L�Q�D nastale Fmoc-aminokiseline ekvimolarna 

�P�Q�R�å�L�Q�L dodane aminokiseline. Kako bi se ispitao optimalni dodatak derivatizacijskog 

reagensa, pripremljene su modelne otopine 5 i 6 u kojima su dodane dvije �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �P�D�V�H�Q�H��

koncentracije Fmoc-Cl (5 mg mL�±1 i 10 mg mL�±1) za derivatizaciju poznate �P�Q�R�å�L�Q�H 

glutaminske kiseline. U modelnoj otopini 5 dodano je 12 molarnih ekvivalenata, odnosno u 

modelnoj otopini 6 dodano je 24 ekvivalenata Fmoc-�&�O���Y�L�ã�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�X���N�L�V�H�O�L�Q�X����

Nakon 5 minuta �P�L�M�H�ãanja na sobnoj tempraturi, reakcija je zaustavljena dodatkom 1,7 

ekvivalenata (u odnosu na Fmoc-Cl) 1-aminoadamantan hidroklorida u smjesi ACN/H2O. 

Aminoadamantan reagira sa neizreagiranim Fmoc-Cl u nekoliko minuta i nastaje nepolarni 

Fmoc-Ad koji se u modelnoj otopini �H�O�X�L�U�D���Q�D���N�U�D�M�X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�H�� �D�Q�D�O�L�]�H���� �1�D���W�D�M���Q�D�þ�L�Q���V�H��



§ 4. Rezultati i rasprava 39 

�0�D�U�L�Q���%�H�O�D�M�H�Y�L�ü Diplomski rad 

�V�S�U�L�M�H�þ�D�Y�D��prekrivanje velikog signala Fmoc-Cl u dijelu kromatograma gdje se eluiraju Fmoc-

aminokiseline�����2�V�L�P���W�R�J�D�����]�D�P�L�M�H�ü�H�Q�R���M�H da �V�X���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�L���þ�L�ã�ü�L�����R�G�Q�R�V�Q�R���S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�O�M�D���V�H��da 

dodatak 1-aminoadamantana �V�S�U�H�þ�D�Y�D�� �G�R�G�D�W�Q�L�� �U�D�V�S�D�G�� �)�P�R�F-Cl. UV detektor ne detektira 1-

aminodamantan hidroklorid s obzirim da isti nema kromoforu. Fmoc-�$�G�� �W�D�O�R�å�L�� �X�� �P�R�G�H�O�Q�R�M��

otopini te se prije injektiranja uklanja filtracijom. U tako pripremljenim otopinama odaziv 

nastale Fmoc-Glu bio je otprilike podjednak (tablica 12), �V�W�R�J�D���M�H���R�G�O�X�þ�H�Q�R���G�D���V�H���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�D��

provodi sa 12 molarnih �H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�D�W�D�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J�� �U�H�D�J�H�Q�V�D�� �Y�L�ã�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D��

aminokiselinu. 

 

Tablica 12. Odziv detektora Fmoc-Glu modelnih otopina 5 i 6. 

 Odziv detektora/mAu Fmoc-Glu 

Modelna otopina 5 9,02�Â����6 

Modelna otopina 6 8,89�Â����6 

 

Optimalno vrijeme derivatizacije ispitano je na modelnim otopinama 7, 8, 9 i 10 �N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�P��

12 ekvivalenata derivatizacijskog reagensa �X�� �V�X�Y�L�ã�N�X u odnosu na glutaminsku kiselinu. 

Reakcija je u pojedinim modelnim otopinama zaustavljena dodatkom 1-aminoadamantan 

hidroklorida odmah nakon dodatka Fmoc-Cl nakon 2, 5, odnosno 10 minuta. Prinos 

�G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�H���U�H�D�N�F�L�M�H���E�L�R���M�H���Q�D�M�Y�H�ü�L���Q�D�N�R�Q�������P�L�Q�X�W�D���ã�W�R���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���Q�D��slici 13. 

 

 

Slika 13. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�] ovisnosti prinosa Fmoc-Glu o vremenu kod modelnih otopina 7, 8, 9 

i 10. 
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Reakcija derivatizacije �G�D�M�H�� �Q�D�M�Y�H�ü�L�� �S�U�L�Q�R�V�� �N�D�G�D�� �V�H�� �N�R�U�L�V�W�L�� ������ �H�N�Y�L�Y�D�O�H�Q�D�W�D�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J��

�U�H�D�J�H�Q�V�D���Y�L�ã�H���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�X���X���R�W�D�S�D�O�X���N�R�M�H���þ�L�Q�L���������� % vode (od toga je dodatak 

boratnog pufera 30 %) i 42,5 % ACN �P�L�M�H�ã�D�Q�M�H�P�� �Qa sobnoj temperaturi tijekom 5 minuta. 

Kromatogram tako pripremljenog uzorka prikazan je na slici 14, na x osi kromatograma je 

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

 

Slika 14. Kromatogram modelne otopine 9 na kojoj su optimirani uvjeti za derivatizaciju 

glutaminske kiseline (tR Fmoc-Glu 11,9 min, tR Fmoc-OH 13,4 min, tR Fmoc-Cl 17,1 min, tR 

Fmoc-Ad 19,3 min).  

 

4.3.3. Ekvimolarnost derivatizacijske reakcije 

 

�'�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�D���U�H�D�N�F�L�M�D���V�P�D�W�U�D���V�H���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�P���D�N�R���M�H���N�Yantitativna ili ekvimolarna, odnosno 

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 Fmoc-Glu pripremljenih u istom sastavu otapala u 

kojem su se pripremale modelne otopine �X���N�R�Q�F�H�Q�W�D�F�L�M�D�P�D���R�G���������G�R�������������J���P�/�±1. Kalibracijske 

otopine bile su stabilne u hladnjaku tijekom 24 h. Kalibracijski pravac konstruiran je za Fmoc-
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�*�O�X���N�D�R���R�Y�L�V�Q�R�V�W���S�R�Y�U�ã�L�Q�H���L�V�S�R�G kromatografskog pika Fmoc-Glu i masene koncentracije iste 

(slika 15). 

 

Slika 15. Ovisnost masenih koncentracija kalibracijskih otopina Fmoc-Glu i njihovih 

�S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� 

 

�,�]���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�D���S�U�D�Y�F�D���L�]���N�R�M�H���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y���Q�D�J�L�E���L���R�G�V�M�H�þ�D�N���Q�D���\-

�R�V�L�����7�D�N�R�ÿ�H�U���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q���L���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H�����������������W�H���V�H��na temelju rezultata �P�R�å�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L��

�]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�D��linearnost u rasponu od 25 do 3���������J���P�/�±1. 

�,�]�� �M�H�G�Q�D�G�å�E�H�� �S�U�D�Y�F�D�� �V�H�U�L�M�H�� �N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L�K�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �)�P�R�F-Glu dobivena je masena 

koncentracija ��=97,63 ���J���P�/�±1 �L�]���N�R�M�H���M�H���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���P�D�V�D���Q�D�V�W�D�O�R�J���S�U�R�G�X�N�W�D�����3�U�H�N�R���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H��

mase i poznate molarne mase Fmoc-Glu, dobivena je �P�Q�R�å�L�Q�D produkta 

n(Fmoc-Glu)=0,0011 mmol �P�R�O���� �ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� �S�R�þ�H�W�Q�R�M���P�Q�R�å�L�Q�L aminokiseline, odnosno 

ekvimolarno je dodanoj �P�Q�R�å�L�Q�L reaktanta za derivatizaciju, n(Glu)=0,0010 mmol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 76260x + 1E+06
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Slika 16. Kromatogram kalibranta Fmoc-Glu (tR 12,5 min) ��=�����������J���P�/�±1. 

 

4.4. Optimiranje uvjeta za derivatizaciju aminokiselina u smjesi 
 

Na glutaminskoj kiselini optimirani su uvjeti za njenu derivatizaciju s Fmoc-Cl. Kako bi se 

ispitalo vrijede li isti uvjeti za derivatizaciju smjese aminokiselina, u modelnu otopinu su osim 

glutaminske kiseline dodani i serin kao polarnija aminokiselina, te fenilalanin kao nepolarnija 

aminokiselina u odnosu na glutaminsku kiselinu. Ukupni volumen modelnih otopina bio je 

2 mL. Svaka aminokiselina dodana je u modelnu otopinu u �P�Q�R�å�L�Q�L n=0,001 mmol. Kada se 

derivatizacijski reagens dodavao u �P�Q�R�å�L�Q�L 12 puta ve�ü�R�M���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���S�R�]�Q�D�W�L���G�R�G�D�W�D�N���S�R�M�H�G�L�Q�H��

aminokiseline, masena koncentracija Fmoc-Cl bila je prevelika i Fmoc-�&�O�� �M�H�� �W�D�O�R�å�L�R�� �X��

�P�R�G�H�O�Q�L�P���R�W�R�S�L�Q�D�P�D���þ�L�M�L���M�H���Y�H�ü�L�Q�V�N�L��udio voda. Stoga je Fmoc-Cl dodavan u modelne otopine 

u �P�Q�R�å�L�Q�L n=0,024 mmol. �0�Q�R�å�L�Q�D dodanog 1-aminoadamantan hidroklorida za zaustavljanje 

derivatizacijske reakcije iznosila je n=0,04 mmol. Tako su pripravljene modelne otopine 11, 

12, 13 u kojima je mijenjano vrijeme derivatizacijske reakcije. Modelna otopina 11 injektirana 

je u �X�U�H�ÿ�D�M HPLC odmah po dodatku Fmoc-Cl, modelna otopina 12 nakon 2 minute, a modelna 

otopina 13 nakon 5 minuta iza dodatka Fmoc-Cl. 
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Prinosi derivata aminokiselina u prethodno opisanim pripremljenim modelnim otopinama 

prikazani su u tablici 13. 

 

Tablica 13. Odzivi po�Y�U�ã�L�Q�D���]�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�V�N�H���G�H�U�L�Y�D�W�H u modelnim otopinama 11, 12 i 13. 

 Odziv detektora/mAu 

Vrijeme/min  Fmoc-Ser Fmoc-Glu Fmoc-Phe 

0 8,42�Â����6 9,06�Â����6 6,54�Â����6 

2 9,52�Â����6 10,32�Â����6 7,07�Â����6 

5 9,13�Â����6 10,21�Â����6 5,12�Â����6 

 

 

Slika 17. �*�U�D�I�L�þ�N�L���S�U�L�N�D�]���S�U�L�Q�R�V�D���G�H�U�L�Y�D�W�D���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X���R�Y�L�V�Q�R�V�W�L���R���Y�U�H�P�H�Q�X���N�R�G���P�R�G�H�O�Q�L�K��

otopina 11, 12 i 13. 

 

Prinos Fmoc �G�H�U�L�Y�D�W�D���E�L�R���M�H���Q�D�M�Y�H�ü�L u modelnoj otopini 12 u kojoj je derivatizacijska reakcija 

zaustavljena 2 minute nakon dodatka Fmoc-Cl. Kromatogram modelne otopine 12 je prikazan 

na slici 18. 
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Slika 18. Kromatogram modelne otopine 12 (tR Fmoc-Ser 11,4 min, tR Fmoc-Glu 12,1 min, tR 

Fmoc-OH 13,6 min, tR Fmoc-Phe 15,5 min, tR Fmoc-Cl 17,2 min, tR Fmoc-Ad 19,5 min). 

 

4.4.1. Ekvimolarnost derivatizacijske reakcije smjese aminokiselina 

 

Kako bi utvrdili da je optimirana derivatizacijska reakcija smjese aminokiselina kvantitativna, 

pripremljena je serija kalibracijskih otopina Fmoc-Ser, Fmoc-Glu i Fmoc-Phe, pripremljenih u 

istom sastavu otapala u kojem su se pripremale modelne otopine u koncentacijama od 25 do 

�������� ���J�� �P�/�±1. Kalibracijske o�W�R�S�L�Q�H�� �E�L�O�H�� �V�X�� �V�W�D�E�L�O�Q�H�� �þ�X�Y�D�Q�M�H�P�� �X��hladnjaku tijekom 24 h. 

Kalibracijski pravac konstruiran je za svaki pojedini �D�Q�D�O�L�W�� �N�D�R�� �R�Y�L�V�Q�R�V�W�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�V�S�R�G 

kromatografskog pika pojedinog analita i masene koncentracije istog. Postignuta je linearnost 

svih triju serija uzorka �X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�R�P���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�R�P���U�D�V�S�R�Q�X���W�H���M�H���L�]���S�R�M�H�G�L�Q�L�K���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L�K��

�S�U�D�Y�D�F�D���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W���N�R�U�H�O�D�F�L�M�V�N�L���I�D�N�W�R�U���]�D���V�Y�D�N�L���N�D�O�L�E�U�D�Q�W���X���V�P�M�H�V�L���N�D�N�R���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�R���Q�D��slici 20.  

�,�]���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q�D���M�H�G�Q�D�G�å�E�D���S�U�D�Y�F�D���L�]���N�R�M�H���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y���Q�D�J�L�E���L���R�G�V�M�H�þ�D�N���Q�D���\-

�R�V�L���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �M�H�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�� �L�� �N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W�� �N�R�U�H�O�D�F�L�M�H�� �]�D�� �S�R�M�H�G�L�Q�L�� �D�Q�D�O�L�W�� �L�� �P�R�å�H�� �V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �M�H��

�O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W���X���U�D�V�S�R�Q�X���R�G���������G�R�������������J���P�/�±1 �]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�D za daljnju analizu. 
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Slika 19. Kromatogram kalibranta smjese aminokiselina (tR Fmoc-Ser 11,2 min, tR Fmoc-Glu 

12,0 min, tR Fmoc-Phe 15,4 min), ��=�����������J���P�/�±1.  

 

 

Slika 20. Kalibracija Fmoc-aminokiselinskih derivata u smjesi. 

 

y = 98862x + 78007
R² = 0,996

y = 95020x + 1E+06
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�,�]���M�H�G�Q�D�G�å�E�H���S�U�D�Y�F�D���V�H�U�L�M�H���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�L�K otopina Fmoc-Ser, Fmoc-Glu i Fmoc-Phe �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D 

je masena koncentracija pojedinih Fmoc-aminokiselina i prikazana u tablici 15. 

 

Tablica 15. Masene koncentracije pojedinih Fmoc-aminokiselina. 

Fmoc-aminokiselina ��/���J���P�/�±1 n/mmol 

Fmoc-Ser 88,62 0,0011 

Fmoc-Glu 94,74 0,0010 

Fmo-Phe 97,92 0,0010 

 

Iz masenih koncentracija pojedinih Fmoc-aminokiselina iz modalne otopine 12 �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���V�X��

mase istih. �3�U�H�N�R���L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�H���P�D�V�H���L���S�R�]�Q�D�W�H���P�R�O�D�U�Q�H���P�D�V�H��svake Fmoc-aminokiseline, dobivena 

je �P�Q�R�å�L�Q�D svake Fmoc-aminokiseline. �0�Q�R�å�L�Qe su prikazane u tablici 15. Dobivene �P�Q�R�å�L�Q�H 

Fmoc-aminokiselina odgovaraju �S�R�þ�H�W�Q�R�M���P�Q�R�å�L�Q�L pojedine aminokiseline, odnosno postignuta 

�M�H�� �H�N�Y�L�P�R�O�D�U�Q�R�V�W�� �S�U�H�P�D�� �S�R�þ�H�W�Q�L�P���P�Q�R�å�L�Q�D aminokiselina za derivatizaciju koja je iznosila 

0,001 mmol. 

 

4.5. �2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���V�D�G�U�å�D�M�D���1�D-glutamata u dodacima jelima 
 

�.�R�U�L�ã�W�H�Q�R�P�� �P�H�W�R�G�R�P�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �M�H �P�Q�R�å�L�Q�D Na-glutamata u dodacima jelima koja je potom 

�X�V�S�R�U�H�ÿ�H�Q�D�� �V��deklariranom vrijednosti. �'�R�G�D�F�L�� �M�H�O�L�P�D�� �Q�D�E�D�Y�O�M�H�Q�L�� �V�X�� �R�G�� �G�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D��

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�����6�Y�D�N�L���X�]�R�U�D�N���M�H���R�V�X�ã�H�Q���X���V�X�ã�L�R�Q�L�N�X���N�D�N�R���E�L���V�H���X�N�O�R�Q�L�O�L��ostaci vlage, a Na-glutamat 

potom je ekstrahiran otapanjem uzorka u vodi. Svaki uzorak pripremljen je u dva replikanta. 

Alikvot ekstrakta derivatiziran je po optimiranom protokolu za smjesu aminokiselina, s �Y�H�üom 

�P�Q�R�å�L�Qom Fmoc-Cl (n=0,024 mmol) �V�� �R�E�]�L�U�R�P�� �G�D�� �P�R�å�H�P�R�� �S�U�H�W�S�R�V�W�D�Y�L�W�L�� �G�D�� �X�]�R�U�D�N�� �V�D�G�U�å�L�� �L��

neke druge amine koje Fmoc-�&�O�� �P�R�å�H�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�L�U�D�W�L����Derivatizacija je za svaki uzorak bila 

prekinuta nakon 2 minute, dodatkom 1-aminoadamantan hidroklorida, a profiltrirani uzorak 

injektiran u �X�U�H�ÿ�D�M HPLC pod istim uvjetima kao i modelne otopine. Iz kromatograma (slika 

21�����M�H���R�þ�L�W�D�Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�D���G�R�E�L�Y�H�Q�R�J���)�P�R�F-derivata. 
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Slika 21. Kromatogram jednog od derivatiziranih �X�]�R�U�D�N�D���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�Me Na-glutamata u 

dodatku jelima. (tR Fmoc-Glu 12,1 min, tR Fmoc-OH 13,6 min, tR Fmoc-Cl 17,2 min, tR 

Fmoc-Ad 19,5 min) 

 

Dobivena masena koncentracija Fmoc-Glu �L�]�� �X�]�R�U�N�D�� �M�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �X�Y�U�ã�W�D�Y�D�Q�M�H�P�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�H���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�J���S�L�N�D���X���E�D�å�G�D�U�Q�L���S�U�D�Y�D�F���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�H���V�H�U�L�M�H���]�D���)�P�R�F-Glu i iznosila je 

��(Fmoc-Glu)=������������ ���J�� �P�/�±1. Iz omjera ukupnog volumena smjese i alikvota i masenih 

koncentracija, dobivena je masena koncentracija Na-Glu ��(Na-Glu)=1,34 mg mL�±1 �ã�W�R���]�Q�D�þ�L���G�D��

uzorak �V�D�G�U�å�L������������ ���� �1�D-�J�O�X�W�D�P�D�W�D���ã�W�R���R�G�J�R�Y�D�U�D��udjelu kojeg navodi (deklarira) proiz�Y�R�ÿ�D�þ��

(15 %). �'�U�X�J�L�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�� �Q�H�P�D�� �G�H�N�O�D�U�L�U�D�Q�L�� �V�D�G�U�å�D�M�� �1�D-glutamata, a dobivena masena 

koncentracija bila je ��(Fmoc-�*�O�X��� ���������� ���J�� �P�/�±1. Kao i za prvog �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þa �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D�� �M�H��

masena koncentracija Na-Glu ��(Na-Glu)=0,12 mg mL�±1�����8�]�R�U�D�N���V�D�G�U�å�L�������� % Na-glutamata.
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§ 5. �=�$�.�/�-�8�ý�$�.  

U ovom diplomskom radu raz�U�D�ÿ�H�Q�D je metoda �+�3�/�&���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���X�]��

�G�H�W�H�N�F�L�M�X���X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�L�P���]�U�D�þ�H�Q�M�H�P, a �]�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X���D�P�L�Q�R�N�L�V�H�O�L�Q�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q���)�P�R�F-Cl. Osim 

sinteze standardnih spojeva i optimiranje kromatografskih uvjeta za analizu Fmoc-derivata 

aminokiselina, u ovom radu su optimirani uvjeti za postizanje kvantitativnosti derivatizacijske 

reakcije (ekvimolarnost nastalog produkta s poznatim dodatkom aminokiseline) kroz dvije 

serije modelnih otopina. U prvoj seriji na derivatizaciji glutaminske kiseline optimirani su 

derivatizacijski uvjeti uz poznati dodatak glutami�Q�V�N�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H�� ���R�S�W�L�P�D�O�Q�L�� �V�X�Y�L�ã�D�N��

derivatizacijskog reagensa, vrijeme derivatizacije, stabilnosti nastalih derivata, optimalni pH 

reakcijske smjese, dodatak 1-aminoadamantana hidroklorida koji se dodaje za uklanjanje 

�V�X�Y�L�ã�N�D���)�P�R�F-Cl). Kroz drugu seriju modelnih 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 metoda je �S�R�G�H�ã�H�Q�D��

za istovremenu derivatizaciju smjese te tri aminokiseline prema njihovom poznatom dodatku. 

Za razvoj HPLC metode i derivatizaciju glutaminske kiseline: 

1. Kod razvoja metode pri kromatografskoj analizi, najboljom stacionarnom fazom za 

razdvajanje ciljanih analita pokazala se �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �N�R�O�R�Q�D��Zorbax C18, dok je kao 

�P�R�E�L�O�Q�D�� �I�D�]�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �V�P�M�H�V�D�� �H�O�X�H�Q�V�D�� �$�� ���V�P�M�H�V�D�� �0�L�O�L�� �4�� �Y�R�G�H�� �L�� �P�U�D�Y�O�M�H�� �N�L�V�H�O�L�Q�H��

(1000:1 v/v������ �L�� �H�O�X�H�Q�V�D�� �%�� ���$�&�1���� �S�U�L�� �þ�H�P�X�� �M�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�X�W�R�� �R�S�W�L�P�D�O�Q�R�� �U�D�]�G�Y�D�M�D�Q�M�H�� �V�Y�L�K��

analita prema definiranim kromatografskim uvjetima unutar 25 minuta pri sobnoj 

temperaturi. 

2. Za derivatizacijsku reakciju Glu ��=0,54 mg mL�±1 pripremljene u vodi �M�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q���)�P�R�F-

Cl reagens ��=5 mg mL�±1 pripremljen u ACN. 

3. Derivatizacijske �U�H�D�N�F�L�M�H���S�U�R�Y�H�G�H�Q�H���V�X���X���V�D�V�W�D�Y�X���R�W�D�S�D�O�D���N�R�M�H���þ�L�Q�L���������������Y�R�G�H�����R�G���W�R�J�D��

�M�H�� �G�R�G�D�W�D�N�� �S�X�I�H�U�D�� ���������� �L�� ������������ �$�&�1�� ���ã�W�R�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �G�R�G�D�W�D�N�� �)�P�R�F-Cl otopljenog u 

ACN). 

4. �3�U�L�� �Y�H�ü�L�P��vrijednostima �S�+�� �S�X�I�H�U�D�� �G�R�O�D�]�L�� �G�R�� �L�]�U�D�å�H�Q�L�M�H�� �K�L�G�U�R�O�L�]�H�� �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J��

reagensa. Optimalni pH boratnog pufera (0,4 mol L-1) bio je 8,1. 

5. Optimalna �P�Q�R�å�L�Q�D �G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�V�N�R�J���U�H�D�J�H�Q�V�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���]�D���G�H�U�L�Y�D�W�L�]�D�F�L�M�X���*�O�X���E�L�O�D���M�H��������

�S�X�W�D���Y�H�ü�D���X���R�G�Q�R�V�X���Q�D���G�R�G�D�W�D�N���J�O�X�W�D�P�L�Q�V�N�H���N�L�V�H�O�L�Q�H�� 
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6. Optimalno vrijeme trajanja derivatizacije glutaminske kiseline s Fmoc-Cl je 5 minuta. 

7. �1�D���W�H�P�H�O�M�X���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D���M�H���R�G�U�H�ÿ�H�Q���N�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H���N�R�M�L���L�]�Q�R�V�W�L���������������ã�W�R��

�X�N�D�]�X�M�H���Q�D���G�R�E�U�X���O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W���X���]�D�G�D�Q�R�P���U�D�G�Q�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X���R�G���������G�R�������������J���P�/�±1. 

8. �3�R�þ�H�W�Q�D���P�Q�R�å�L�Q�D �G�R�G�D�Q�H�� �*�O�X�� �E�L�O�D�� �M�H�� ������������ �P�P�R�O���� �G�R�N�� �M�H�� �N�R�Q�D�þ�Q�D���P�Q�R�å�L�Q�D produkta 

�L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�D���L�]���N�D�O�L�E�U�D�F�L�M�V�N�R�J���S�U�D�Y�F�D���L���R�G�Q�R�V�L���P�Q�R�å�L�Q�D su ekvimolarni. 

9. �.�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H�� ��-�D�P�L�Q�R�D�G�D�P�D�Q�W�D�Q�D�� �K�L�G�U�R�N�O�R�U�L�G�D�� �]�D�� �X�N�O�D�Q�M�D�Q�M�H�� �V�X�Y�L�ã�N�D�� �)�P�R�F-Cl reagensa 

pokazalo se korisnim za uklanjanje signala Fmoc-Cl iz dijela kromatograma u kojem se 

eluiraju aminokiselinski Fmoc-�G�H�U�L�Y�D�W�L���L���]�E�R�J���V�S�U�M�H�þ�D�Y�D�Q�M�D���G�R�G�D�W�Q�R�J�� raspada Fmoc-Cl. 

 

Za derivatizaciju smjese aminokiselina: 

1. Za derivatizaciju aminokiselina u smjesi (n� �������������P�P�R�O���6�H�U�����*�O�X���L���3�K�H�����N�R�U�L�ã�W�H�Q���)�P�R�F-

Cl ��=10 mg mL�±1 pripremljen u ACN�����.�R�U�L�ã�W�H�Q���M�H���L�V�W�L���S�X�I�H�U��pH=8,1. 

2. Optimalno definirano vrijeme derivatizacije aminokiselina u smjesi je 2 minute. 

3. Optimalna �P�Q�R�å�L�Q�D dodanog Fmoc-Cl za derivatizaciju bila je 0,024 mmol. 

Pripremljene su kalibracijske otopine svake aminokiseline u smjesi u rasponu od 25 do 

�������� ���J�� �P�/�±1 te su pojedini korelacijski faktori za svaku kalibracijsku seriju bili 

�]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�L�� 

4. �.�R�Q�D�þ�Q�H���P�Q�R�å�L�Q�H za Fmoc-Ser, Fmoc-Glu i Fmoc-Phe bile su redom 0,0011 0,0010 i 

�������������� �P�P�R�O�� �ã�W�R�� �X�S�X�ü�X�M�H�� �Q�D�� �W�R�� �G�D�� �M�H�� �X�V�S�R�V�W�D�Y�O�M�H�Q�� �H�N�Y�L�P�R�O�D�U�Q�L�� �R�G�Q�R�V�� �V�� �S�R�þ�H�W�Q�R�P��

�P�Q�R�å�L�Q�R�P od 0,001 mmol za Ser, Glu i Phe. 

 

Metoda je primijenjena �L���Q�D���U�H�D�O�Q�H���X�]�R�U�N�H�����,�V�S�L�W�D�Q���M�H���V�D�G�U�å�D�M���1�D-glutamata u dodatcima jelima 

�G�Y�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D. Sad�U�å�D�M�� �Q�D�W�U�L�M�H�Y�R�J�� �J�O�X�W�D�P�D�W�D�� �L �Q�D�ÿ�H�Q�L��udio glutaminske kiseline 

dobiven ovom metodom odgovara masenom udjelu deklariranom na pakiranju (1,2 % i 13,4 

%).  
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATIC A I 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 

Fmoc-Ad - N-(fluorenilmetoksikarbonil)-1-adamantan 

Fmoc-Cl - 9-fluorenilmetil klorformijat 

Fmoc-Glu - N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-glutaminska kiselina 

Fmoc-OH- 9-fluorenilmetanol 

Fmoc-Phe - N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-fenilalanin 

Fmoc-Ser - N-(fluorenilmetoksikarbonil)-L-serin 

GC - plinska kromatografija 

GC-FID - plinska kromatografija s plamenoionizacijskim detektorom 

GC-MS - plinska kromatografija sa spektrometrijom masa 

GC-TOF-MS - plinska kromatografija-detektor vremena leta-spektrometrija masa 

H2O - voda 

H3BO3 - borna kiselina 

HPLC - �Y�L�V�R�N�R�W�O�D�þ�Q�D���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D 

HPLC-UV - �Y�L�V�R�N�R�W�O�D�þ�Q�D���W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D���X�]���X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�X���G�H�W�H�N�F�L�M�X 

K2CO3 - kalijev karbonat 

KCl - kalijev klorid 

MS - masena spektrometrija  

Na2SO4 - 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 - �W�H�N�X�ü�L�Q�V�N�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D �R�E�U�Q�X�W�L�K���I�D�]�D���V���X�O�W�U�D�O�M�X�E�L�þ�D�V�W�R�P���G�H�W�H�N�F�L�M�R�P 

Ser - serin 

TOF-MS - detektor vremena leta-masena spektrometrija 
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