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Uvod

* Aminokiseline osnovne gradivne jedinice svih zivih organizama
* Odredivanje i kvantifikacija aminokiselina — kvaliteta hrane

* Kromatografske metode i vezani sustavi
e LC(RPilE)
e LC-MS
« GC-MS
e CE-MS

* Vaznost: prehrambena i farmaceutska industrija

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



Metode kvalifikacije i kvantifikacije proteina

Hidroliza proteina:

* Temperatura, vrijeme i reagens

e Standardna metoda hidrolize proteina klorovodiénom kiselinom (6M)
* Uporaba metansulfonske kiseline (CH,0,S)

» Karakteristike uzorka odreduju parametre hidrolize

* Problem narusavanja strukture aminokiselina prilikom hidrolize



Tekucinska kromatografija

usporedba metoda HPLC i UPLC za analizu aminokiselina

Derivatizacija aminokiselina omogucava njihovu pouzdanu

kvantifikaciju

20.7.2020.

Tablica 1. Usporedba Pico TageHPLC i AccQeTag, ;.-

HPLC UPLC
Instrument Alliance 2695 Acquity (Waters)
2487 Apsorbancijski
Detektor 2996 DAD
detektor
PicoTag AAA kolona BEH C18, 100+2.1mm, 1.7
Kolona
1503.9 mm, 4 pm pum
Brzina protoka ml/min 1.5 0.7
Temperatura kolone 36 55
Volumen injektiranja pl 10 1
valna duljina detekcije 254 260
Vrijeme kromatografije 23.5 10
LOD uM 1.3-2.5 0.4-1.6
LOQ M 4.3-8.4 1.3-5.3




Tekucinska kromatografija

 HPLC/UPLC usporedba metoda za analizu aminokiselina
Derivatizacija aminokiselina-omogucava pouzdanu kvantifikaciju
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Slika 1. UPLC kromatogram AQC derivatiziranih aminokiselina iz uzorka hidrolizata kazeina.
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Vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija masa
//

* Razvoj instrumentalnih metoda O °
* HPLC->UPLC =0
e Povecanje osjetljivosti (LOD i LOQ) N T
* Razvoj derivatizacijskih reagensa N/N N AP
* Fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid
N+

Slika 2. 2,7-dimetil-3,8- d|n|trod|p|razolo[1 5-a:1',5'-d]pirazin-4,9-dion (A)

o i 2,5-dimetil-1H-pirol-3,4-dikarbaldehid (B)
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Slika 3. Reakcijska shema DDP-a i aminokiselina



Vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija masa

* Razvoj instrumentalnih metoda
HPLC -> UPLC
Povedanje osjetljivosti (LOD i LOQ)

* Razvoj derivatizacijskih reagensa
Fenil izotiocijanat i o-ftalaldehid

/N : [N
[\ )ﬁ( [

Slika 4. Reakcijska shema DPD-a i aminokiselina



Vezani sustav tekucinska
kromatografija-spektrometrija masa
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Slika 5.Kromatogrami derivatiziranih aminokiselina s DPD-om,
dobivenih gradijentnom (A) i izokratnom (B) metodom
20.7.2020. 9



Vezani sustav tekucinska kromatografija-spektrometrija masa

* Kromatografija ionskih parova LC-MS/MS
 RP-LC

* lon-pair (HFBA) — alkilsulfat/alkilamonijeva sol.
* ESI-MS

* APCI-MS



Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija masa

H O)
H Cu o/

H+ N

Analiza hlapivih uzoraka R \<|//—\ } . .
H cl 0 ~ o
Derivatizacija (sililiranje, -
metilklorformijat(MCF)) uz oCuvanje i
R O (e} OH- R 0]

-_— i i + MeOH O)
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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



(/== T = T~ R = T~ V= T o R« s I s (T s TS T R S = T = T = ¥

751
041
.150
.354
.3169
533
7937
041
.180
207

[ss)
5}
=]

.282
312
.690
TJ22
.7319
8913
028

10.147
10.266
10.380
10.414
10.466
10.836

11.
11.
11.
11.
11.
11.
11.
12.
12.
12.
13.
13.
13.

20.7.2020.

372
404
665
827
859
904
988
349
369
930
194
461
664

2-0Oxopentanoic acid
Pyruvic acid

Malomic acid
3-Methyl-2-oxopentanoic acid
3-Hydroxyisovaleric acid
Fumaric acid
Methylthioacetic acid
Succinic acid

Lactic acid

Malic acid

Caprylic acid

Ttaconic acid
2-Hydroxybutyric acd
Nicotinic acid
Oxaloacetic acid
Levulinic acid
Citramalic acid

Glutaric acid
NADP/NADPH

Glycerol

Benzoic acid

Alanine

Glyoxylic acid

Glycine

NADH/NAD +
2-Aminobutyric acid
d,-Alanine (internal standard)
3-Hydroxyoctanoic acid
Adipic acid

Caprinic acid
2-Isopropylmalic acid
Valine
2-Phosohoenolpyruvic acid
Glyceric acid

Pimelic acid

B-Alanine

2-0Oxoglutaric acid

13.786
13.863
13.874
14.025
14.156
14.193
14.234
14.372
14.394
14.669
14.705
15.192
15.390
15.390
15.415
15.530
15.584
15.603
15.747
16.009
16.284
16.370
16.450
16.639
16.658
16.661
16.882
17.414
17.596
17.788
17.811
18.702
18.155
18.186
18.402
18.452
18.476

Leucine

Isoleucine

Tert-leucine

3-Oxoadipic acid
Norvaline

2-Oxoadipic acid
5-Hydroxymethyl-2-furaldehyde
Citraconic acid
4-Amino-N-butyric acid (GABA)
3-Hydroxydecanoic acid
Proline

Oxaloacetic acid
Norleucine

as-Aconitic acid

Phthalic acid

Cinnamic acid

Threonine

Serine-main peak 1
0-Acetyl-L-serine
Adenosyl-L-methionine
Pyroglutamic acid

Citric acid

Aspartic acid

Asparagine
S5-Adenosyl-L-homocysteine
Creatinine
2-Phosphoglyceric acid
Serine-main peak 2
Myristic acid
trans-4-Hydroxyproline
L-2-Aminoadipic acid
2-Hydroxyisobutyric acid
2-Phenylaminoacetic acid
Hydroxybenzoic acid
Glutamic acid

Isocitric acid

Pentadecanoic acid

18.
18.
422
.B87
.968
20.
676
886
082
22.
.959

.0816
23.
857

.995

074

4227
427

.6608
000

26.
27.
430
28.
28.
28.
29.
.688
30.
467
003
461
35.
677
.980

19
19
19

20
20
22

22
23

24
24
25
25
25
25
26

27

29

31
32
33

35
41

590
756

228

517

285

590
283

165
304
378
581

358

334

Methionine
L-f-Methyl-amino-alanine
N-Acetyl-L-glutamic acid
3-(2-Thienyl)-p-alanine
p-2-Aminoadipic acid
10,13-Dimethyltetradecanoic acid
Phenylalanine

Cysteine

Cumaric acid

Vanillic acid

2, 4-Diaminobutyric acid
Hexadecanoic acid (palmitic acid)
4-Aminobenzoic acid

Ornithine

2-0xobutyric acid

Oxaloacetic acid

(E)-9-0ctadecenoic acid (oleic acid)

Glutamine

Octadecanoic acid (stearic acid)
Coumarin-1-carboxylic acid
Histidine

Lysine

Dehydroabietic acid

EDTA

Guanine

Ferulic acid

Tyrosine

2, 6-Diaminopimelic acid
p-Citryl-L-glutamic acid
Sinapic acid
d-Hydroxylysine

Thiamine

Tryptophan

Cystathionine
Methoxytryptophan

Slika 7. Najcesée GC-MS odredivani spojevi MCF derivatizacijskom metodom.
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Vezani sustav plinska kromatografija-s

Masda

20.7.2020.
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Slika 8. GC-MS kromatogrami MCF derivatiziranih uzoraka
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Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija
masa

* Razvoj metabolomickih
metoda 0 0

* Eventualni problemi: o,  LMCE derivatizacija, .
,Zaustavljanje reakcije”, CH,0COCl 3
pomicanje retencijskog ik CH;OH N
vremena, osjetljivost

metode. 2. PCl

COOCH;

* |nterni standard — y
cijenai potreba za - ° . -
sintezom

o
J

3. MRM
OCH, - \OCH3 + HY

* Metoda s izotopno
oznacenim MCF-om M " oo,

* Uzoci urinai krvnog s ool - _ .
seruma

* Derivatizacija u 3 koraka

Slika 9.Shema MCF derivatizacije alanina uz pozitivhu kemijsku ionizaciju i MS/MS detekciju



Vezani sustavi plinska kromatografija-spektrometrija
masa

e Detekcija trostrukim kvadrupolom (QqQ)

 PCI

* Molekulski ioni i molekulski fragmenti viSih masa
 Usporedba PCli El

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

Prekursori Mw CI MRM prijelaz
MCF-alanin 161,1 162,1 162,1—102,1
MCF-d, alanin 164,1 165,1 165,1—105,1
d;MCF-alanin 164,1 165,1 165,1—-102,1
MCF-d;MeOH-alanin 164,1 165,1 165,1—105,1
d;MCF-d;MeOH-

167,1 168,1 168,1—105,1
alanin

20.7.2020. 15



Vezani sustav plinska kromatografija-spektrometrija
masa
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Slika 10. PCI (A) i El (B) spektar derivatiziranog alanina
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Vezani sustav kapilarna elektroforeza-spektrometrija masa

* Neproteinske aminokiseline-pokazatelj kvalitete hrane

* Kratko vrijeme analize, mala koliCina uzorka, jednostavnost i ekoloska
prihvatljivost

* Veca rezolucija u odnosu na metodu HPLC

e CZE- (engl. Capillary Zone Electrophoresis) — separacijski pufer
* Princip odvajanja- razlicCita elektroforetska pokretljivost

i EKC nacini odredivanja
* Prisutnost surfaktanta u koncentraciji ve¢oj od CMC (npr. SDS)
* UCcinkovita separacija neproteinskih aminokiselina iz uzorka



Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

Nesencijalna ©
aminokiselina koja se
najcesce pojavljuje kao
,Slobodna
aminokiselina” 0

8.4 8.8 9.2 9.6
CE—ED (kapilarna il
elektroforeza—
elektrokemijska
detekcija)
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Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

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



Kapilarna elektroforeza-analiza taurina

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

Deklarirana
Uzorak Koncentracija RSD (%)
vrijednost

Lycium Barbarum L.

/ 2.82 mg/g 4.9
kapsule
Lycium Barbarum L.

/ 3.63 mg/g 3.5
biljka
LIPOVITAN napitak 10 mg/ml 9.86 mg/ml 4.4
Mlijeko u prahu 40 mg/100g 41.7 mg/100 g 2.8

20.7.2020. 20



Zakljucak

* Razvoj u smjeru povecanja osjetljivosti metoda, bolje rezolucije izmedu
aminokiselina, pojednostavljenje izvodenja metoda

* Robusnost, repetibilnost, osjetljivost i selektivnost

* |zazov- raznolikost uzoraka kao predmeta analize
* |zolacija
* Ocuvanje strukture i koncentracije aminokiselina u uzorku

e Razvoj novih kromatografskih metoda (predmet istrazivanja — sinteza novog
derivatizacijskog reagensa

* Pouzdan nacin kontrole realnih uzoraka (kontrola kvalitete hrane)
 Omogucavanje razvoja novih farmakoloskih formulacija u svrhu lijeCenja
* QOdredivanje metabolita u vidu aminokiselina kao dijagnosticki alat

 Kombinacija navedenih analitickih metoda, rezultat su pouzdane i tocne
analize uz stroge kriterije prihvatljivosti



Hvala na paznji!
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