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Uvod
• Aminokiseline osnovne gradivne jedinice svih živih organizama 

• Određivanje i kvantifikacija aminokiselina – kvaliteta hrane

• Kromatografske metode i vezani sustavi 
• LC (RP i IE)

• LC-MS

• GC-MS

• CE-MS

• Važnost: prehrambena i farmaceutska industrija

• Razvoj i validacija standardnih metoda koji se koriste za analizu 
aminokiselina (AAA)
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Metode kvalifikacije i kvantifikacije proteina

Hidroliza proteina:

• Temperatura, vrijeme i reagens

• Standardna metoda hidrolize proteina klorovodičnom kiselinom (6M)

• Uporaba metansulfonske kiseline (CH4O3S)

• Karakteristike uzorka određuju parametre hidrolize

• Problem narušavanja strukture aminokiselina prilikom hidrolize
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Tekućinska kromatografija

• usporedba metoda HPLC i UPLC za analizu aminokiselina

• Derivatizacija aminokiselina omogućava njihovu pouzdanu 
kvantifikaciju
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HPLC UPLC

Instrument Alliance 2695 Acquity (Waters)

Detektor
2487 Apsorbancijski 

detektor
2996 DAD

Kolona
PicoTag AAA kolona 

150•3.9 mm, 4 µm

BEH C18, 100•2.1mm, 1.7 

µm

Brzina protoka ml/min 1.5 0.7

Temperatura kolone 36 55

Volumen injektiranja µl 10 1

valna duljina detekcije 254 260

Vrijeme kromatografije 23.5 10

LOD µM 1.3-2.5 0.4-1.6

LOQ µM 4.3-8.4 1.3-5.3

Tablica 1. Usporedba  Pico Tag•HPLC i AccQ•Tagultra.



Tekućinska kromatografija

• HPLC/UPLC usporedba metoda za analizu aminokiselina

• Derivatizacija aminokiselina-omogućava pouzdanu kvantifikaciju
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Slika 1.  UPLC kromatogram AQC derivatiziranih aminokiselina iz uzorka hidrolizata kazeina.



Vezani sustav tekućinska kromatografija-spektrometrija masa

• Razvoj instrumentalnih metoda
• HPLC -> UPLC
• Povećanje osjetljivosti (LOD i LOQ)

• Razvoj derivatizacijskih reagensa
• Fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid
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Slika 2. 2,7-dimetil-3,8-dinitrodipirazolo[1,5-a:1',5'-d]pirazin-4,9-dion (A) 
i 2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-dikarbaldehid (B)

Slika 3. Reakcijska shema DDP-a i aminokiselina

A B
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• Razvoj instrumentalnih metoda
• HPLC -> UPLC
• Povećanje osjetljivosti (LOD i LOQ)

• Razvoj derivatizacijskih reagensa
• Fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid

Slika 4. Reakcijska shema DPD-a i aminokiselina 

Vezani sustav tekućinska kromatografija-spektrometrija masa
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t/min % (A) % (B)

0 8 92

10 32 68

25 50 50

30 8 92

Tablica 2. Podaci o gradijentnom eluiranju metoda (A)

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

Vezani sustav tekućinska
kromatografija-spektrometrija masa



• Kromatografija ionskih parova LC-MS/MS

• RP-LC

• Ion-pair (HFBA) – alkilsulfat/alkilamonijeva sol. 

• ESI-MS 

• APCI-MS
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Vezani sustav tekućinska kromatografija-spektrometrija masa



Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

• Analiza hlapivih uzoraka

• Derivatizacija (sililiranje, 
metilklorformijat(MCF)) uz očuvanje 
strukture – prevođenje u estere i 
karbamate

• Čistoća uzorka i izolacija željenog 
analita
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Slika 6.Mehanizam MCF reakcije u kojem se 
aminokiseline prevode u estere i karbamate koji se 

mogu analizirati  vezanim sustavom GC-MS



Slika 7. Najčešće GC-MS određivani spojevi  MCF derivatizacijskom metodom.
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Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

Slika 8. GC-MS kromatogrami MCF derivatiziranih uzoraka
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Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

• Razvoj metabolomičkih
metoda

• Eventualni problemi: 
„zaustavljanje reakcije”, 
pomicanje retencijskog
vremena, osjetljivost 
metode.

• Interni standard –
cijena i potreba za 
sintezom

• Metoda s izotopno 
označenim MCF-om
• Uzoci urina i krvnog 

seruma
• Derivatizacija u 3 koraka
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Slika 9.Shema MCF derivatizacije alanina uz pozitivnu kemijsku ionizaciju i MS/MS detekciju



Vezani sustavi plinska kromatografija-spektrometrija 
masa

• Detekcija trostrukim kvadrupolom (QqQ)

• PCI

• Molekulski ioni i molekulski fragmenti viših masa

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

Prekursori Mw CI MRM prijelaz

MCF-alanin 161,1 162,1 162,1→102,1

MCF-d3 alanin 164,1 165,1 165,1→105,1

d3MCF-alanin 164,1 165,1 165,1→102,1

MCF-d3MeOH-alanin 164,1 165,1 165,1→105,1

d3MCF-d3MeOH-

alanin
167,1 168,1 168,1→105,1



• Detekcija 
trostrukim 
kvadrupolom
(QqQ)

• PCI

• Molekulski ioni 
i molekulski 
fragmenti viših 
masa

• Usporedba PCI 
i EI
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Slika 10. PCI (A) i EI (B) spektar derivatiziranog alanina

Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija 
masa



Vezani sustav kapilarna elektroforeza-spektrometrija masa

• Neproteinske aminokiseline-pokazatelj kvalitete hrane

• Kratko vrijeme analize, mala količina uzorka, jednostavnost i ekološka 
prihvatljivost

• Veća rezolucija u odnosu na metodu HPLC

• CZE- (engl. Capillary Zone Electrophoresis) – separacijski pufer
• Princip odvajanja- različita elektroforetska pokretljivost

• i EKC načini određivanja
• Prisutnost surfaktanta u koncentraciji većoj od CMC (npr. SDS)

• Učinkovita separacija neproteinskih aminokiselina iz uzorka
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Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

• Nesencijalna
aminokiselina koja se 
najčešće pojavljuje kao 
„slobodna 
aminokiselina”

• CE–ED (kapilarna 
elektroforeza–
elektrokemijska 
detekcija) 

• Primjena napona za 
optimalni omjer S/N

• Važnost pH vrijednosti

• Koncentracija pufera

• Utjecaj napona na 
razdvajanje (20 kV)
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Slika 11. Utjecaj pH na vrijeme migracije (A) i „peak current“ (B)



Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

Slika 12. Elektroferogrami Lycium Barbarum L. kapsule (A), LIPOVITAN (B), mlijeko u prahu (C); pik pod brojem 1 
označava taurin
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Uzorak
Deklarirana 

vrijednost
Koncentracija RSD (%)

Lycium Barbarum L.

kapsule
/ 2.82 mg/g 4.9

Lycium Barbarum L.

biljka
/ 3.63 mg/g 3.5

LIPOVITAN napitak 10 mg/ml 9.86 mg/ml 4.4

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

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

Kapilarna elektroforeza-analiza taurina
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Zaključak
• Razvoj u smjeru povećanja osjetljivosti metoda, bolje rezolucije između 

aminokiselina, pojednostavljenje izvođenja metoda

• Razvoj derivatizacijskih reagensa – jeftiniji, stabilniji, ekološki prihvatljiviji

• Robusnost, repetibilnost, osjetljivost i selektivnost

• Izazov- raznolikost uzoraka kao predmeta analize 
• Izolacija

• Očuvanje strukture i koncentracije aminokiselina u uzorku

• Razvoj novih kromatografskih metoda (predmet istraživanja – sinteza novog 
derivatizacijskog reagensa

• Pouzdan način kontrole realnih uzoraka (kontrola kvalitete hrane)

• Omogućavanje razvoja novih farmakoloških formulacija u svrhu liječenja

• Određivanje metabolita u vidu aminokiselina kao dijagnostički alat

• Kombinacija navedenih analitičkih metoda, rezultat su pouzdane i točne 
analize uz stroge kriterije prihvatljivosti

20.7.2020. 21



Hvala na pažnji! 
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