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SAZETAK

Biomolekule su iznimno vazan dio svakoga organizma jer kontroliraju gotovo sve
njegove aspekte, od strukture do zivotnih procesa i energije. Stoga posljednjih godina velik
broj analiti¢ara usmjerava paznju upravo na unaprjedenje postojecih i razvoj novih metoda i
instrumentacije koja ¢e omogudéiti analizu biomolekula i dodatno razumijevanje njihovih
uloga.

Jedna od zastupljenijih metoda za analizu 1 odvajanje razliCitth nabijenih ili
ioniziraju¢ih molekula poput aminokiselina, proteina ili ugljikohidrata je ionska
kromatografija. Ova metoda odlikuje se brojnim pogodnostima kao $to su primjenjivost za
simultanu analizu velikog broja molekula, lako povezivanje s drugim tehnikama (primjerice
tehnikama detekcije), a u funkciji prociS¢avanja omogucava dobivanje izrazito Ccistih
proizvoda u relativno kratkom vremenu izvodenja.

Velik napredak u analizi aminokiselina i ugljikohidrata bilo je uvodenje pulsne
amperometrijske detekcije. Pregledom literature pronadene su brojne aplikacije za u¢inkovito
1 simultano razdvajanje 1 odredivanje aminokiselina 1 ugljikohidrata anionskim
izmjenjivackim kolonama uz integriranu pulsnu amperometrijsku detekciju.

Ovaj rad nudi pregled aktualnih metoda analize aminokiselina i ugljikohidrata s

detaljnijim osvrtom na pronadene kromatografske aplikacije.

Kljuéne rijeci: ionska kromatografija, aminokiseline, ugljikohidrati, IPAD detekcija



SUMMARY

Biomolecules are an extremely important part of every single organism since they
control almost all of its aspects, from structure to metabolic processes and transformation of
energy. Because of that, recent researches are driven towards the improvement of existing
methods or development of the new ones, followed by development of instrumentation which
will make analysis and understanding of biomolecules and the roles they have in organisms
easier.

lon chromatography is one of the most intensively used methods in the analysis of
biomolecules such as amino acids, proteins or carbohydrates. This method has a vast variety
of advantages which includes simultaneous analysis of a huge number of molecules, simple
linkage with other techniques (detection techniques, for example), and, in the purification
mode, final products are extremely pure and obtained in short run time.

Great progress has been made in the analysis of amino acids and carbohydrates when
pulsed amperometric detection was introduced. By reviewing the literature, many
applications have been found for the effective and simultaneous separation and determination
of amino acids and carbohydrates on anion exchange columns with integrated pulsed
amperometric detection.

This manuscript is a review that summarises current methods for the analysis of

amino acids and carbohydrates with emphasis on chromatographic techniques.

Keywords: ion chromatography, amino acids, carbohydrates, IPAD detection
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1 UVOD

Veéina analitickih kemicara su po prirodi inovatori koji teze poboljSanju i napretku.
Uslijed sve veéeg broja otkrivenih spojeva i njihove nepregledne raznolikosti, ove osobine su
neprocjenjive u optimizaciji tehnika za identifikaciju i analizu. Razvoj novih metoda ovim je
ljudima svakodnevica, a poseban izazov su biomolekule ¢ija strukturna i konfiguracijska
raznovrsnost premasuju granice osjetljivosti i selektivnosti postojecih tehnika.

Ugljikohidrati su aldehidi ili ketoni visSih polihidroksidnih alkohola ili drugih spojeva
¢ija hidroliza daje ove makromolekule kao produkte. Prirodno su prisutni u biljkama (u
kojima se proizvode fotosintetski), Zivotinjama i mikroorganizmima gdje ispunjavaju
viSestruke strukturne i metabolicke uloge. PoteSkoce prilikom detekcije 1 kvantifikacije
ugljikohidrata uglavnom su posljedica sli¢nosti u njihovoj strukturi i kemijskom ponasanju te
velikom broju stereoizomera. Kao rezultat takvih karakteristika, mnoge analiticke metode
nisu u moguénosti razlikovati odredene vrste ugljikohidrata, Stoga analitiari nastoje povecati
specificnost postoje¢ih 1 razviti nove, poboljSane metode za lakSe, preciznije 1 tocnije
odredivanje ovih biomolekula. Pretezito koristene bile su plinsko-tekuéinska i tekucinska
kromatografija.

Aminokiseline su organske molekule niskih relativnih molekulskih masa, koje sadrze
minimalno jednu karboksilnu (-COOH) i jednu amino-skupinu (-NH>) na istom atomu ugljika
te su esencijalne komponente biljnih i Zivotinjskih tkiva. Raznolikost aminokiselina lezi u
prirodi njihovog bo¢nog ogranka (sporedni lanac, R), dijela koji je glavni uzro¢nik
specificnosti pojedine aminokiseline. Razvijen je velik broj metoda za kvantifikaciju
ukupnog udjela aminokiselina u uzorku, ali teZnja da se odredi udio svake pojedine
aminokiseline donosi sa sobom slicne poteskoce kao 1 kod kvantifikacije ugljikohidrata -
osim bo¢nog ogranka, malo je toga Sto razlikuje jednu aminokiselinu od druge. Potrebno je
oformiti metodu koja ¢e iskoristiti kemijske 1 fizikalne odlike Zeljene aminokiseline u korist
odvajanja od ostalih. Najucestalije primjenjivane metode bile su tekucinska kromatografija i
elektroforeza.

S razvojem i napretkom znanja i instrumentacije, ionska kromatografija pokazala je
velik broj prednosti naspram spomenutih metoda analiza ugljikohidrata i aminokiselina, a

daljnja unaprjedenja u tijeku su i dan danas.



2 UGLJIKOHIDRATI I NJJHOV ZNACAJ

Ugljikohidrati su hidrati ugljika opéenite formule CxHy/Oy i ¢ine najveci dio organske
tvari na Zemlji. Gotovo sve biljke i Zivotinje sintetiziraju ugljikohidrate; biljke ih sintetiziraju
procesom fotosinteze, slozenim nizom reakcija, koriste¢i svjetlost kao izvor energije za
prevodenje ugljikovog dioksida i vode u glukozu i kisik. Molekule glukoze mogu se zatim
medusobno povezati u Skrob, koji sluzi za pohranu energije, ili celulozu, koja doprinosi

stabilnoj gradi skeleta biljaka:*

6CO, +6H,0—" 560, + C,H,,0, 1)
glukoza
NCeH,,0; — (CH,,05) +nH,0 (2)
glukoza skrob ili celuloza

Vecina zivih organizama oksidira pohranjenu glukozu do ugljikovog dioksida 1 vode
prilikom cega dolazi do oslobadanja velike koliCine energije. Za razliku od biljnog Skroba,
kod Zivotinja kao rezerva energije sluzi drugi derivat glukoze, glikogen.

Ugljikohidrati, osim $to sluze kao izvor energije i za njezinu pohranu, sudjeluju kao
intermedijeri u sintezi drugih biomolekula (nukleinskih kiselina DNA i RNA), sastavni su dio
mnogih antibiotika i vitamina, izgraduju strukturna tkiva kod biljaka, Zivotinja i nekih
mikroorganizama, sudjeluju u transportu molekula kroz organizam, medustani¢nom
prepoznavanju i prijenosu signala izmedu stanica, a na povrsini stanice sluze kao mjesta za
interakciju s drugim stanicama, bakterijama, virusima i hormonima.

Ugljikohidrati su takoder nezamjenjiva sirovina u prehrambenoj, farmaceutskoj,
drvnoj i tekstilnoj industriji, odnosno u proizvodnji papira, pamué¢nih vlakana, umjetne svile,
alkohola...

Za ugljikohidrate se ¢esto koristi i naziv saharidi, koji dolazi iz latinskog jezika

(saccharum, Secer), a odnosi se na slatki okus koji imaju neki jednostavni ugljikohidrati.

Ugljikohidrati se mogu podijeliti obzirom na broj monosaharidnih jedinica na:
a. monosaharide: 3-9 ugljikovih atoma; najjednostavniji ugljikohidrati,
b. disaharide: hidrolizom nastaju dva monosaharida,

c. oligosaharide: hidrolizom daju 3-10 monosaharidnih jedinica,

o

polisaharide: hidrolizom daju vise od 10 monosaharidnih jedinica.



Nadalje, monosaharidi se Klasificiraju prema funkcionalnoj skupini kao aldoze
(posjeduju aldehidnu skupinu na C1 atomu i dvije ili viSe hidroksilnih skupina —
polihidroksialdehidi) ili kao ketoze (posjeduju keto skupinu na C2 atomu i dvije ili viSe
hidroksilnih skupina — polihidroksiketoni). Prema broju ugljikovih atoma monosaharidi mogu
biti aldotrioze, aldotetroze, aldopentoze, aldoheksoze, i, analogno ketotrioze, ketotetraoze,
ketopentoze, ketoheksoze i slino; te na temelju konfiguracije na konfiguracijskom
ugljikovom atomu (asimetri¢no supstituirani ugljikov atom — stereogeni centar, s najviSim
rednim brojem) mogu biti D- ili L-izomeri, §to se odreduje na temelju konfiguracije
referentnog spoja za koji je uzet D-(+)-gliceraldehid.

Monosaharidi u vodenim otopinama cikliziraju u piranozne (Sesteroclane) ili
furanozne (peteroclane) prstene jer je takva struktura energetski stabilnija od otvorenog lanca.
Ciklizacija se odvija intramolekularnom adicijom hidroksilne skupine konfiguracijskog C-
atoma na ugljikov atom funkcionalne karbonilne skupine pri ¢emu nastaju poluacetali
(spojevi koji na jedan ugljikov atom imaju vezan atom vodika, alkilnu skupinu, OH skupinu i
OR skupinu) i poluketali (spojevi koji na jedan ugljikov atom imaju vezane dvije alkilne
skupine, OH skupinu i OR skupinu), a novonastali stereogeni centar naziva se anomernim
ugljikom. Visi ugljikohidrati nastaju povezivanjem istovjetnih ili razli¢itih monosaharidnih
jedinica O-glikozidnim vezama u takvom prstenastom obliku.

Disaharidi mogu biti reducirajuci, ukoliko se dvije monosaharidne jedinice povezu O-
glikozidnom vezom nastalom izmedu anomerne OH skupine jedne i bilo koje OH skupine
druge monosaharidne jedinice, i nereducirajuci, ukoliko se dvije monosaharidne jedinice
povezu O-glikozidnom vezom nastalom izmedu anomernih OH skupina obiju molekula.

Oligosaharidi se dijele obzirom na broj monosaharidnih jedinica povezanih O-
glikozidnom vezom na trisaharide, tetrasaharide, pentasaharide itd.

Polisaharidi se dijele na homopolisaharide, koji su sastavljeni od velikog broja
ponavljajucih istovjetnih monosaharidnih jedinica, i na heteropolisaharide, koji su sastavljeni
od najmanje dviju razli¢itih vrsta monosaharidnih jedinica koje se ponavljaju ili pravilno ili
statisticki. Prema ulozi polisaharidi mogu biti strukturni (osiguravaju mehanicku stabilnost
stanice, organa i organizama), oni koji vezu vodu (sprjeavaju isusivanje tkiva i stanica) i

skladi$ni (pohranjuju energiju).



3 AMINOKISELINE I NJTHOV ZNACAJ

Aminokiseline su prirodni spojevi koji u prirodi rijetko dolaze u slobodnom stanju -
uglavnom su medusobno povezane u makromolekule peptida i proteina. Poznato je preko 500
razli¢itih aminokiselina, medutim termin aminokiselina se, unato¢ velikoj raznolikosti, osim
ako nije drugacije naglaseno, odnosi na a-aminokiseline. One sadrze asimetri¢ni ugljikov
atom na koji su vezane karboksilna i amino-skupina, vodikov atom i boc¢ni ogranak
uobiCajene oznake R (slika 1) te se mogu podijeliti obzirom na veli¢inu, oblik, naboj,
sposobnost stvaranja vodikovih veza, hidrofobnost 1 reaktivnost bo¢nog lanca na nepolarne
(glicin, alanin, valin, leucin, izoleucin, prolin, fenilalanin, metionin i triptofan), polarne s
nabijenim bo¢nim lancem (asparaginska kiselina, glutaminska kiselina, histidin, lizin 1
arginin) 1 polarne s nenabijenim bo¢nim lancem (cistein, serin, treonin, tirozin, asparagin i

glutamin). Naravno, postoje i podjele prema drugim Kriterijima, npr. kiselosti.

NH,

Slika 1. Opcéenita struktura a-aminokiseline.

Obzirom da posjeduju asimetri¢ni ugljikov atom, aminokiseline mogu imati apsolutnu
konfiguraciju S (sinister) ili R (rectus) koja se odreduje prema CIP? pravilu i ovisi o smjeru
opadanja prioriteta supstituenata C atoma, te relativnu konfiguraciju koja se odreduje
usporedbom s konfiguracijom referentnog spoja koji je, kao i kod ugljikohidrata, D-(+)-
gliceraldehid. Reakcijom oa-COOH skupine jedne i o-NH, skupine druge aminokiseline
nastaju peptidi, a novonastala C-N veza naziva se peptidnom vezom. Proteini se sastoje od
velikog broja aminokiselina povezanih peptidnim vezama, a izgradeni su isklju¢ivo od L-a-
aminokiselina, pri ¢emu gotovo svi L izomeri imaju S apsolutnu konfiguraciju.

Aminokiseline su u neutralnom mediju (fizioloski pH, oko 7) dominantno u obliku
neutralnih dipolarnih iona koji se nazivaju zwitter ioni (slika 2), a sadrze protoniranu amino-
skupinu (-NH3") i deprotoniranu karboksilnu skupinu (-COO"). Naboj ovih dviju skupina
mijenja se s promjenom pH vrijednosti medija: pri niskim vrijednostima pH u otopini je
dominantna protonirana amino-skupina (-NHs"), a pri visokim pH vrijednostima

deprotonirana karboksilna skupina (-CO0").?



R R
"NH, *NH NH,
pH<7 pH=7 pH>7
Slika 2. lonizacijski oblici aminokiselina u ovisnosti o pH vrijednosti medija.

pH vrijednost pri kojoj je koncentracija zwitter iona maksimalna, a koncentracije
aniona i kationa jednake, naziva se izoelektricnom tockom, odnosno pl vrijednost, i ona je
karakteristicna za svaku pojedinu aminokiselinu. Izoelektri¢na tocka je svojstvo na kojem se
temelje elektroanaliticke metode odvajanja aminokiselina.

Kao sastavne jedinice proteina, aminokiseline ¢ine drugu najucestaliju komponentu
koja izgraduje stanice, tkiva 1 miSi¢e, a mogu se podijeliti na esencijalne (one koje su nuzne
za funkcioniranje ljudskog organizma, ali se ne mogu u njemu sintetizirati ve¢ ih Covjek
unosi prehranom) i neesencijalne. Proteine izgraduje 20 standardnih aminokiselina koje se
razlikuju u strukturi bo¢nog R lanca koji je vezan za a-ugljikov atom. BioloSka uloga
proteina u organizmu je viSestruka: sluze za prijenos i pohranu (mioglobin i hemoglobin), kao
enzimi za katalizu pojedinih reakcija (kimotripsin, amilaza), sudjeluju u imunoloskoj zastiti
(imunoglobulini), osiguravaju mehanicku ¢vrstocu (kolagen), stvaraju i provode zivCane
impulse, sudjeluju u kontroli ekspresije gena (represori, aktivatori).

I mnoge neproteinske aminokiseline, ba§ poput proteinskih, imaju vazne uloge u
tijelu. Na primjer, u ljudskom mozgu, glutamat (glutaminska kiselina) i gama-amino-
maslacna kiselina (GABA) su aktivatori i1 inhibitori neurotransmitera; glicin se koristi za
sintezu porfirina u crvenim krvnim stanicama, a karnitin za transport lipida.

Aminokiseline su pretece za sintezu glukoze, masnih kiselina i ketonskih tijela, te
bioloski vaznih spojeva duSika kao Sto su hem, fizioloski aktivni amini, glutation, urea,
nukleotidi i nukleotidni koenzimi, a ujedno su i izvor metabolickog goriva. Zbog svoje
bioloske vaznosti, neophodne Su u prehrani i opcenito se upotrebljavaju kao prehrambeni
dodatci te gnojiva. Industrijske primjene ukljucuju proizvodnju lijekova, biorazgradive
plastike i kiralnih katalizatora, a posebno vazne u prehrambenoj industriji su glutaminska
kiselina, koja se koristi kao pojac¢iva¢ okusa, i aspartam (aspartil-fenilalanin-1-metil ester)

kao oblik nisko kalorijskog umjetnog zasladivaca.



4 KROMATOGRAFIJA

4.1 OSNOVE KROMATOGRAFIJE

Kromatografija je op¢i pojam koji ujedinjuje razne tehnike fizikalno-kemijske
separacije, od kojih je svima zajednicka distribucija komponente izmedu pokretne i
nepokretne faze. RazliCite kromatografske tehnike podijeljene su u skladu s fizikalnim
stanjem tih dviju faza.

Pojam kromatografija dolazi od grckih rijeci chroma i graphein za boju, odnosno
pisanje, a prvi ga je put 1906. godine upotrijebio M. S. Cvet, ruski botaniar, koji se smatra |
zaCetnikom ove tehnike. Cvet je provodio eksperimente na biljnim pigmentima sa ciljem
razdvajanja klorofila i karotenoida u koloni, koriste¢i kalcijev karbonat kao adsorbens i
smjesu petrolnog etera i etanola kao otapalo, a rezultati u obliku obojenih zapisa doveli su do
specifi¢nog naziva koji je u upotrebi i dan danas.*

Opcenito, kromatografija ukljucuje sve one tehnike u kojima se raznovrsne
komponente u smjesi razdvajaju zbog razlike u brzinama migracije, odnosno zbog razlike u
distribucijskom ponaSanju izmedu nepokretne i pokretne faze. U jednostavnim uvjetima,
kretanje tvari u uzorku koje imaju veci afinitet prema nepokretnoj fazi je usporeno, jer one
imaju tendenciju da provode viSe vremena u ovoj fazi. S druge strane, spojevi s relativno
velikim afinitetom za pokretnu fazu putuju kroz sustav mnogo brze, $to u konacnici rezultira
odvajanjem razli¢itih komponenata u smjesi.

Kromatografija danas postoji u toliko razli¢itih oblika da je gotovo nemoguce dati
sazetu, a opet sveobuhvatnu definiciju. Takva definicija treba objaSnjavati da ono Sto se
naziva pokretnom fazom moze biti plin, tekuéina ili superkriti¢ni fluid te da moze sadrzavati
elektrolite i ostale modifikatore potrebne za proces razdvajanja. Isto tako treba obuhvatiti
mnogobrojne oblike nepokretne faze: krutine, gelove, tekucine imobilizirane na krutim
tvarima, premaze na stjenkama kapilara, pa ¢ak i one slu¢ajeve kod kojih se nepokretne faze
uopce ne pojavljuju. Adekvatna definicija treba prenijeti ideje o razli¢itim interakcijama ovih
faza: u koloni, kao tanki sloj na plo¢i, kao papirnate trake suspendirane u rezervoaru otapala
itd. Doista, izazov adekvatnog definiranja bilo koje od brojnih podvrsta kromatografije
izrazito je wvelik - bolji pristup je da se umjesto toga razviju znanja i razumijevanje

zajedni¢kih pojmova koji povezuju sve grane metodologije kromatografije.”



Kromatograf je analiticki instrument za provodenje kromatografskih procesa.
Kromatografski sustav ¢ine pokretna i nepokretna faza te ispitivana tvar, analit, koja je
tijekom kromatografskog procesa u dinamickoj ravnotezi izmedu tih dviju faza.

Pokretna faza je solvent ili plin koji teCe preko nosaca; nepokretna faza je sloj ili
prevlaka na nosacu koji stupa u interakciju s analitom; nosac je kruta povrSina na koju je
vezana ili prevucena nepokretna faza.

Elucija je, u kontekstu kolonske kromatografije, proces ispiranja sastojaka koji
prolaze kroz kolonu propustanjem nove koli¢ine otapala. Eluens je otapalo koje ulazi u
kolonu, a eluat je produkt elucije, pokretna faza koja izlazi iz kolone. Gradijentna elucija
obuhvac¢a promjenu sastava pokretne faze tijekom kromatografskog procesa, a izokraticna
provedbu procesa uz konstantan sastav eluensa.

Kromatogram je graficki prikaz rezultata kromatografskog postupka, odnosno zapis
koncentracijskog ili masenog profila sastojaka uzorka nakon zavr§enog procesa razdvajanja.

Kromatografska zona, mrlja ili krivulja je, u praksi, niz signala koji nastaju kao
posljedica razli¢itih puteva kretanja Cestica istog analita; u teoriji, dakle to je skup Cestica
(molekula, iona) neke tvari koje se uravnotezavaju izmedu pokretne i nepokretne faze, dajuci,
u idealnim sluc¢ajevima Gaussov profil raspodjele na pokretnoj fazi. Parametar koji
omogucuje kvalitativnu analizu je Rg vrijednost za plosnu kromatografiju (udaljenost koju je
komponenta presla od startne fronte otapala), a vrijeme zadrzavanja, tr, za kolonsku
kromatografiju (vrijeme koje je komponenta provela u koloni). Kvantitativhu analizu

omogucava povrina ili visina kromatografske krivulje.’

4.2 PODJELA KROMATOGRAFIJE

Kromatografske tehnike mogu biti klasificirane na osnovi prirode nepokretne faze na:
i. Plosnu kromatografiju: nepokretna faza nanesena je na ravnu plohu ili u pore
papira, pokretna faza prolazi kroz nepokretnu uslijed kapilarnih sila il
gravitacije; papirna kromatografija (PC) - filtar papir se koristi kao nosac;
tankoslojna kromatografija (TLC) - staklena ploca, plasticna ploc¢a ili komad
metalne folije djeluje kao oslonac za nepokretnu fazu koja je primijenjena u
obliku tankog sloja prevucenog na te materijale.
ii. Kromatografiju na koloni: nepokretna faza ispunjava usku cijev kroz koju se

pokretna faza krece pod utjecajem tlaka ili gravitacije.



Podjela postoji i na temelju sastava pokretne faze odnosno njenom fizikalnom stanju
na plinsku, tekuéinsku i fluidnu kromatografiju pri superkriticnim uvjetima. Ovisno o
fizikalnom stanju pokretne i nepokretne faze, kromatografske tehnike dijele se na: plinsko-
teku¢insku  kromatografiju,  plinsko-Cvrstu  kromatografiju, tekucinsko-tekuc¢insku

kromatografiju, tekucinsko-Cvrstu kromatografiju.

Razli¢ite kromatografske tehnike takoder su klasificirane ovisno o silama ili
interakciji izmedu otopljenog uzorka 1 nepokretne faze:

a. Razdjelna kromatografija: kod plinske kromatografije temelji se na razlici topljivosti
sastojaka uzorka u nepokretnoj fazi, a kod tekuc¢inske na razlikama topljivosti u
pokretnoj i nepokretnoj fazi;

b. Adsorpcijska kromatografija: razdvajanje je temeljeno na razli¢itim afinitetima
sastojaka uzorka prema adsorpciji na povrSini aktivne Cvrste tvari koja cCini
nepokretnu fazu;

c. lonska izmjenjivacka kromatografija: razli€iti afiniteti sastojaka uzorka prema ionskoj
izmjeni, pri ¢emu je nepokretna faza ionski izmjenjivac;

d. Kromatografija isklju¢enjem: do razdvajanja dolazi isklju¢enjem zbog razlike u
veli¢ini, obliku ili naboju Cestica uzorka;

e. Afinitetna kromatografija: za mehanizam separacije se koristi jedinstvena bioloska

interakcija analita i liganada nepokretne faze.’

4.3 IONSKA KROMATOGRAFIJA

Naziv ionska kromatografija, IC, odnosi se na bilo koju od brojnih modernih metoda
za kromatografsko odjeljivanje iona. Takva razdvajanja vrSe se na koloni napunjenoj ¢vrstim
ionskim izmjenjiva¢kim materijalom.®

lonska kromatografija se smatra nezamjenjivim alatom u modernom analitickom
laboratoriju. Slozene smjese aniona i/ili kationa tom se metodom obi¢no mogu brzo odijeliti i
analizirati u relativno kratkom vremenu. Vise koncentracije iona u uzorku mogu zahtijevati
razrjedenje uzorka prije uvodenja u instrument za provedbu ionske kromatografije, dok je
granica kvantifikacije iona nekoliko ppb-a (ug/L). Iako se veéinski koristi za separaciju i
odredivanje anorganskih i relativno malih organskih iona, ve¢i organski anioni i1 kationi

takoder se mogu odrediti.



Moderna ionska kromatografija je razvijena na ¢vrstim temeljima dugotrajnog rada i
razvoja klasi¢ne ionske izmjenjivacke kromatografije. Veza izmedu starije kromatografije s
ionskom izmjenom i suvremene ionske kromatografije je sliCna onoj izmedu izvorne
tekucinske kromatografije (LC) i kasnije tekuéinske kromatografije visoke ucinkovitosti
(HPLC), u kojoj se koriste automatski detektori — rezultat je drastiéno poboljSanje

ucinkovitosti separacije.
4.3.1 Mehanizam ionske kromatografije

Kod ionske izmjenjivacke kromatografije pokretna faza je kapljevita, a nepokretna
faza je obicno izradena od inertnog organskog matriksa kemijski deriviranog ioniziraju¢im
funkcionalnim skupinama (fiksirani ioni) koji nose pomi¢ne suprotno nabijene ione. Ioni koji
postoje u stanju ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze nalaze se u jednom do dva
moguca oblika, anioni ili kationi, i nazivaju se protuionima. Izmjenjivacki matri¢ni protuioni
mogu ukljuéivati protone (H"), hidroksidne skupine (OH"), jednovalentne atomske ione (Na*,
K*, CI), dvovalentne atomske ione (Ca**, Mg?*), i poliatomske anorganske ione (SO.%,
PO4*), kao i ione organskih baza (NR.H") i kiselina (COO).

Kationi se razdvajaju na kolonama ispunjenim kationskim, a anioni na kolonama
ispunjenim anionskim izmjenjivackim smolama. Razdvajanja bazirana na vezanju analita na
pozitivno ili negativno nabijene skupine koje se pricvrS¢uju na nepokretnu fazu i koje su u

ravnotezi sa slobodnim protuionima u pokretnoj fazi odvijaju se prema razlikama u ukupnom

povrsinskom naboju (slika 3).
pozitivno nabijeni negativno nabijeni
analit (anion) 'FJ analit (kation)

Cestica kationske izmjenjivacke Cestica anionske izmjenjivacke
nepokretne faze nepokretne faze

Slika 3. Tonski izmjenjivaci.
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Pojednostavljenim opcenitim jednadzbama, proces kationskog izmjenjivackog
kromatografskog odjeljivanja moze se prikazati kao:

S-XC'+M"«<S-X M "+C" 3)
U ovom se procesu kation eluensa M* zamjenjuje kationom analita C* koji se veZe za
negativni naboj X" na povrsini nepokretne faze, gdje je slovo S oznaka za smolnu podlogu;
odnosno za anionsku izmjenjivacku kromatografiju kao:

S-X'A"+B < S-X'B +A” 4)
gdje se anion eluensa B zamjenjuje anionom analita A" koji se veze na pozitivno nabijeni ion
X" na povrsini nepokretne faze.

Molekule se znatno razlikuju u svojim svojstvima 1 stoga pokazuju razli¢ite stupnjeve
interakcije s nabijenom kromatografskom podlogom prema razlikama u ukupnom naboju,
gusto¢i 1 distribuciji elektrostatskog naboja. Neto povrSinski naboj svih molekula s
ioniziranim skupinama vrlo je ovisan o pH vrijednosti, stoga pH pokretne faze treba biti
odabran tako da je ukupni naboj tvari od interesa u smjesi suprotan onome matri¢nih
funkcionalnih skupina, ¢ime se osigurava pojava istisnuca protuiona i dolazi do vezanja iona
od interesa za matriks.

Adsorbirani analit moze se eluirati promjenom pH vrijednosti pokretne faze jer dolazi
do promjene neto naboja adsorbirane tvari, tako da njena sposobnost vezanja za nepokretnu
fazu nestaje. Stovise, poveéanje koncentracije slino nabijenih Gestica unutar pokretne faze
moze rezultirati ispiranjem vezanih komponenti analita.

Tijekom anionske izmjenjivacke kromatografije (slika 4), analit s negativnim nabojem
moze se zamijeniti dodatkom kompetitivnih negativno nabijenih iona. Pokretna faza ili
sredstvo za ispiranje sadrzi konkurentne ione te kontinuirano protjece kroz kolonu pod
utjecajem gravitacije (slika 4-1).

Uzorak se nanosi na vrhu kolone i prolazi u korito ionskog izmjenjivackog materijala;
analit od interesa nosi negativni naboj i moze se vezati za pozitivna mjesta na izmjenjivackoj
smoli, dok ¢e neutralne i pozitivne Cestice ostati nevezane u pokretnoj fazi (slika 4-2).

Sredstvo za ispiranje se potom kontinuirano propusta; frakcije se prikupljaju u
pravilnim razmacima na izlazu iz kolone. Jakost vezanja aniona analita za nepokretnu fazu
ovisit ¢e o pH vrijednosti, ali 1 o ionskoj jakosti pokretne faze. Povecanjem ionske jakosti,
primjerice dodavanjem disocirajuce soli, smanjiti ¢e broj aniona analita koji su vezani za

pozitivna mjesta (slika 4-3).
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Afinitet interakcije izmedu iona soli koja se dodaje i funkcionalnih skupina na kraju

¢e onemoguciti postojanje interakcija izmedu nabijenih Cestica analita i funkcionalnih

skupina, Sto rezultira ispiranjem i postupnim povecanjem koncentracije soli u pokretnoj fazi

(slika 4-4). Naposljetku vise nece biti vezanih aniona analita u izmjenjivackoj koloni (slika 4-

5).
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Slika 4. lonsko kromatografsko razdvajanje.
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4.3.2 lonski kromatografski sustav

Na Slici 5. prikazana je opéenita shema ionskog kromatografskog sustava. Ra¢unalna
jedinica elektrolitickim putem generira eluens zeljene koncentracije prolaskom ultraciste
vode koja se crpi iz spremnika visokotlatcnom pumpom s prigusivaéem pulsova i zatim

potiskuje dalje kroz sustav.

racunalna jedinica

r 3

o, '
g L AT
h H we
1 S detelctor : ultracista
Aol 5 v voda
[} A 4
| 4 elektroliticki
| : generator
& ' g eluensa
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D! :
= , e 5
Y :g \  otplinjad
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Slika 5. Shema ionskog kromatografskog sustava.

Ako sustav sadrzi jedinicu za generiranje eluensa u pravilu odmah nakon nje mora se
nalaziti kolonska klopka koja uklanjanja smetaju¢e ionske vrste i reducira povecanje
pozadinskog Suma s porastom koncentracijskog gradijenta eluensa. Nakon kolonske klopke,
iz eluensa se uklanjaju potencijalno prisutni plinovi u otplinja¢u. U injektorskoj jedinici
dolazi do uvodenja uzorka u tok, koji struja pokretne faze nosi kroz kromatografsku

pretkolonu i kolonu unutar kojih dolazi do razdvajanja sastojaka uzorka.
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Pretkolona i1 kolona najceS¢e se nalaze u termostatiranom kuéistu. Na izlasku iz
kolone moze se nalaziti supresor koji omogucava smanjenje pozadinskog Suma kao i
pojacanje samog signala analita te detektor za mjerenje odziva (poglavlje 6.1). Signal
detektora prikuplja se 1 obraduje u ra¢unalnoj jedinici.

Analiti se kvalitativno i kvantitativno odreduju pomocu sustava za detekciju. Svaki
detektor opisuje se prema Kkriterijima osjetljivosti, linearnosti, razlucivosti (volumen

detektorske celije) 1 Suma (granica detekcije).

4.3.3 Prednosti ionske kromatografije

Odredivanje ionskih vrsta u otopini je klasi¢an analiticki problem. Dok u podrucju
analize kationa postoji niz brzih 1 osjetljivih analitickih metoda na raspolaganju (AAS, ICP,
polarografija 1 druge), nedostatak odgovaraju¢ih osjetljivih metoda za analizu aniona
predstavlja izrazito veliki problem. Konvencionalne kemijske metode kao S$to su titracije,
fotometrija, gravimetrija, turbidimetrija i kolorimetrija zahtijevaju naporan rad i mnogo
vremena uz konstantne poteSkoce. Nasuprot tome, kromatografija, pa time 1 IC, nudi
superiornu brzinu, osjetljivost, selektivnost, simultano odredivanje i stabilnost separacijskih

kolona.®
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5 PREGLED METODA ANALIZE
UGLJIKOHIDRATA | AMINOKISELINA

5.1 METODE ANALIZE UGLJIKOHIDRATA

Kod kvalitativne i kvantitativne analize smjesa ugljikohidrata teSkoce su sveprisutne
uslijed strukturne i kemijske sli¢nosti vecine tih spojeva, posebice stereoizomera. Dodatno,
analiza je zahtjevna jer se radi o izrazito polarnim spojevima koji nemaju odgovarajuce
kromofore. Specifi¢nost analitickog postupka moze se poboljsati razdvajanjem komponenata
smjese kromatografskim tehnikama prije samog odredivanja.

Brojne metode koje se koriste za odredivanje ugljikohidrata temelje se na €injenici da
su mnogi od njih redukcijska sredstva koja mogu reagirati s drugim komponentama kako bi
se dobio talog ili obojeni kompleks koji se moze kvantificirati. Nereducirajuc¢i ugljikohidrati
mogu se odrediti koriStenjem istih metoda, ako su prethodno hidrolizirani kako bi postali

reducensi.

5.1.1 Titracija

Lane-Eynon postupak™ je titracijska metoda za odredivanje reduciraju¢ih Seéera u
uzorku. Otopina uzorka dodaje se iz birete u kipu¢u vodenu otopinu koja sadrzi poznatu
koli¢inu bakrovog sulfata i metilen-plavo indikator. Reducirajuci Seceri reagiraju s bakrovim
sulfatom. Kada sav bakrov sulfat prisutan u otopini izreagira, daljnje dodavanje reducirajucih
Secera uzrokuje promjenu boje indikatora iz plave u bijelu. Prati se volumen otopine uzorka
potreban za postizanje tocke zavrSetka titracije. Reakcija nije stehiometrijska, Sto znaci da je
potrebno pripremiti kalibracijske krivulje, Sto se postize pracenjem tocke zavrsetka titracije s
nizom standardnih otopina koje sadrze poznate koncentracije pojedinih ugljikohidrata.

Nedostaci ove metode su ovisnost rezultata o preciznom pracenju vremena reakcije,
temperature i koncentracije reagensa koji se koriste i stoga ti parametri moraju biti pazljivo
kontrolirani. Takoder, ne mogu se razlikovati razli¢ite vrste reducirajuc¢ih ugljikohidrata, ne
moze se izravno utvrditi koncentracija nereduciraju¢ih ugljikohidrata, a i druge vrste
molekula koje djeluju kao redukcijska sredstva mogu izazvati znaCajne smetnje pri

odredivanju.
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5.1.2 Gravimetrija

Metoda Munsona i Walkera primjer je gravimetrijske tehnike odredivanja
reduciraju¢ih Secera u uzorku. Oksidacija ugljikohidrata u prisustvu topline i suviska
bakrovog sulfata i tartarata pod strogo kontroliranim uvjetima uz alkalne vrijednosti pH
dovodi do formiranja taloga bakrova oksida:

reducirajuéi secer + Cu®* +baza — oksidirani seéer + Cu,O (5)

Koli¢ina taloga je izravno proporcionalna koncentraciji reduciraju¢ih Secera u
pocetnom uzorku i moze se odrediti gravimetrijski (filtracijom, susenjem i vaganjem) ili
titrimetrijski (ponovnim otapanjem taloga i titracijom s prikladnim indikatorom). Ova metoda
pati od istih nedostataka kao Lane-Eynon metoda (poglavlje 5.1.1.) no pokazuje vecéu

ponovljivost i to¢nost.™

5.1.3 Kolorimetrija

Anthroneova metoda
Ugljikohidrati reagiraju s Anthroneovim reagensom (10H-antracen-9-on) u kiselim uvjetima
(konc. H2S0y), pri ¢emu se dobiva plavo-zeleno obojenje. Uzorak se pomijesa sa sumpornom
kiselinom i Anthroneovim reagensom i zagrijava do zavrSetka reakcije. Otopina se ohladi i
mjeri se apsorbancija pri 620 nm. Odnos izmedu apsorbancije i koli¢ine ugljikohidrata
prisutne u izvornom uzorku je linearan. Ova metoda omogucuje odredivanje i reducirajucih i
nereduciraju¢ih ugljikohidrata zbog prisutnosti jake oksidiraju¢e sumporne kiseline. Reakcija
takoder nije stehiometrijska.***3
Metoda s fenolom i sumpornom kiselinom

Metoda s upotrebom fenola i sumporne kiseline se Siroko koristi za odredivanje
ukupne koncentracije ugljikohidrata u hrani. Bistroj vodenoj otopini uzorka koji se analizira
dodaju se fenol i H,SO,4. Otopina poprima Zuto-narancastu boju, a apsorbancija pri 420 nm
proporcionalna je koncentraciji ugljikohidrata u uzorku. Sumporna Kkiselina osigurava
prevodenje svih nereduciraju¢ih ugljikohidrata u reducirajuce, tako da ova metoda odreduje

ukupne ugljikohidrate. Postupak takoder nije stehimoetrijski.**°
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5.1.4 Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (CE) je separacijska metoda kod koje dolazi do razdvajanja
nabijenih Cestica uslijed razli¢itog djelovanja elektricnog polja na njihovu pokretljivost.
Analiza ugljikohidrata CE metodom povlaci za sobom odredene poteskoce jer su oni ve¢inom
neutralni, ali polarni spojevi koji ne tvori kromofore. No, ugljikohidrati se razdvajaju bez
potrebe za derivatizacijom i detektiraju izravnim ili neizravnim UV praéenjem pri 195 nm.*
Neizravnom detekcijom moguce je poboljsati nizak odziv te pri spomenutoj valnoj duljini
detektirati fruktozu, glukozu, maltozu, maltotriozu, galaktozu, laktozu i saharozu.*"*®

Modifikacija strukture ugljikohidrata derivatizacijskim procesima moze poboljsati
osjetljivost i selektivnost CE razdvajanja. Medu derivatizacijskim spojevima nalaze se (Slika
6) feniletilamin (200 nm), 4-amino-etil ester benzojeve kiseline (306 nm), 6-aminokvinolon
(245 nm), N-metil-2-pirolidinon (NMP) i sliéni spojevi.’®® Granica detekcije se moze

spustiti do 1,1 ppb pomo¢u pufera boratne kiseline uz vrijednost pH 9,7.%

d)

a) NH b) o c)
0" H,N XN
LT O

1
CH,
Slika 6. Strukture derivatizacijskih reagenasa za analizu ugljikohidrata UV detekcijom:

a) feniletilamina, b) 4-amino-etil estera benzojeve kiseline,
¢) 6-aminokvinolina i d) N-metil-2-pirolidinona.

lako ju je tesko provesti, kombinacija CE-MS se takoder koristi. U ovom slucaju,
hlapljive organske baze, kao $to je dietilamin, kombinirane su s elektrosprejnom ionizacijom
(ESI) ¢ime se omogucava otkrivanje deprotoniranih ugljikohidrata: moguce je razdvojiti i
kvantificirati 15 razli¢itih ugljikohidrata uz granicu detekcije u rasponu 0,5-3,0 mg/L.?*** |
druge metode detekcije u kombinaciji s CE primjenjuju se za otkrivanje nederivatiziranih

25-27

ugljikohidrata. To su, primjerice, metode elektrokemijske detekcije ili ¢ak infracrvena

spektrometrija Fourierovom transformacijom (FTIR).?
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5.1.5 Plinska kromatografija

Plinska kromatografija, GC, se opsezno primjenjuje za odredivanje ugljikohidrata u
hrani. Obzirom na veliku raznolikost ugljikohidrata u pogledu strukture, veli¢ine i
funkcionalnosti te njihove niske hlapljivosti, GC se uglavnom primjenjuje za proucavanje

mono-, di- i trisaharida.?®*

Medutim, oligosaharidi stupanja polimerizacije do 7 uspjesno se
odreduju uz temperaturno programiranje do maksimalno 360 °C.*? Trimetilsilil oksimi i eteri
su najvise koristeni derivati za ovakvu analizu.**3* Ipak, acilirani derivati su preferirani za
otkrivanje blisko srodnih vrsta, kao Sto su aldoheksoze (manoza, galaktoza, glukoza) ili
Seéerni alkoholi (manitol, galaktitola, sorbitol).*

Opcenito se za odvajanje SeCera GC metodom koriste nepokretne faze od dimetil
polisiloksana s odredenim postotkom polarnih fenilnih skupina uz krajnje temperature u
rasponu 300-320 °C. Od detektora najcesée je koristen plameni ionizirajuéi detektor (FID).*
U novije vrijeme, raste upotreba masenih spektrometara koji pruzaju nekoliko prednosti u
odnosu na FID, a najvaznija je veca sigurnost u identifikaciji ugljikohidrata zahvaljujuci
odredivanju molekularne mase i1 ponovljivosti fragmentacije.37 Uobicajeni put se sastoji od
koriStenja oba postupka: GC-MS postupak za identifikaciju ugljikohidrata i GC-FID za
njihovu kvantifikaciju.*®3

lako GC daje izvrsne rezultate, nedostatak mu je neizostavna priprema uzorka kao i
mogucénost primjene samo za relativno male ugljikohidrate. Takoder postoji mogucénost
gubitka uzorka, uglavnom zbog derivatizacije i/ili nepotpune hidrolize. Ostale tehnike, kao

Sto su CE ili HPLC nemaju ovih ograniéenja.

5.1.6 Tekuéinska kromatografija visoke u¢inkovitosti

HPLC je trenutno glavna analiti¢ka tehnika koja se koristi za analizu ugljikohidrata
jer pruza znatne prednosti: iako je manje osjetljiva od GC, HPLC tehnika je brza, ne zahtjeva
modifikaciju uzorka (osim za fotometrijsku detekciju), omoguéuje analizu vecih
ugljikohidrata i svestranija je zahvaljujuéi razli¢itim mehanizmima odvajanja i detektorima.

Kod kromatografije normalnih ili kromatografije reverznih faza prilikom analize
ugljikohidrata veliku primjenu imaju sustavi s nepokretnom fazom sastavljenom od silikatnih
Cestica vezanih uz tri-aminopropilsilan. Ovaj poseban slu¢aj separacije normalne faze zove se

hidrofilna interakcijska tekucéinska kromatografija (HILIC).*
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Kromatografija ionske izmjene se moze provoditi pomoc¢u anionske ili kationske
smole. Posebno velik uspjeh u analizi ugljikohidrata pronasla je anionska izmjenjivacka
kromatografija visoke uc¢inkovitosti (HPAEC). Za razdvajanje se najces¢e koriste kvarterne
amonijeve smole u vrlo luznatoj sredini jer omogucuju ionizaciju ugljikohidrata. Osim
monosaharida i disaharida, ovom metodom se takoder mogu analizirati oligosaharidi, pa ¢ak i
polisaharidi.** Razlidite metode razvijene su za odredivanje u skladu sa stupnjem
polimerizacije ugljikohidrata, ali analiza je moguca tek nakon hidrolize uzorka do
jednostavnih monosaharida i disaharida.

Kationski metalni ioni, kao §to su Ca®" ili Ag®, takoder se koriste za izdvajanje mono-
i oligosaharida iz razli¢itih uzoraka. > Mehanizam se osniva na stvaranju slabih komplekasa
izmedu metalnih iona 1 hidroksilnih skupina ugljikohidrata. Ovaj postupak razdvajanja, koji
se naziva izmjenjivacka  kromatografija  liganda  (eng. Ligand  Exchange
Chromatography)***°, dopusta potpuno odvajanje monosaharidnih enantiomera kao $to su
glukoza, manoza ili galaktoza®® te ecernih alkohola.*” Medutim, kolone za izmjenjivacku
kromatografiju liganada nisu izrazito robusne s obzirom da metali mogu biti isprani sa smole
prilikom analize kompleksnih uzorak, a i razlu¢ivanje oligosaharida je ¢esto neznatno uslijed
slabije interakcije s metalnim ionima.

Vrlo Eesto upotrebljavana tehnika je i kromatografija iskljuéenjem po veli¢ini (eng.
size-exclusion chromatography, SEC). Temelji se na prodiranju tvari kroz smolu s
odredenom veli¢inom pora i strukturom. Polisaharidi kao velike molekule ne mogu prodrijeti
u trodimenzionalnu mreZu unutar smole te se prvi ispiru iz kolone, dok monosaharidi prodiru
lako, zadrZavaju se u strukturi te ¢e im stoga trebati viSe vremena za eluiranje.®

Pri analizi ugljikohidrata teku¢inskom kromatografijom parametar o kojemu ovisi
priprema uzorka je i odabrana vrsta detekcije. Ako se upotrebljava fotometrijska detekcija
(UV-VIS ili fluorescencija), potrebna je derivatizacija. Reakcije derivatizacije mogu se
podijeliti u dvije glavne skupine: prva se sastoji u uvodenju kromofora koji reagiraju s
hidroksilnim skupinama, a druga ukljucuje reakciju karbonilnih skupina s aminima. Jedan od
najvaznijih reagensa je 1-fenil-3-metil-5-pirazolon koji moze reagirati s ugljikohidratima u
blagim pH uvjetima bez uobicajenih zahtjeva kiselog katalizatora, ¢ime se izbjegava
degradacija i nezeljena izomerizacija te omogucava osjetljivo pra¢enje UV apsorbancije na
245 nm.***° Drugi reagensi koji se koriste su p-nitrobenzoil klorid (260 nm) ili fenilizocijanat
(240 nm).>**2
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Nastojanje izbjegavanja derivatizacije dovodi do upotrebe drugih detektora. Detekcija
pomocu indeksa loma (RI) je Siroko koristena. Ovaj detektor nije selektivan, nekompatibilan
je s gradijentom pokretne faze, niske je osjetljivosti za promjene koncentracija analita, a
izrazito osjetljiv na promjenu brzine protoka i temperature. Ipak, ovaj detektor pruza
moguénost lake eliminacije signala pokretne faze i nije zahtjevan za odrzavanje.>® Detektori
rasprSenja svjetlosti (eng. Evaporative light scattering detector, ELSD) takoder su koristeni
kako bi se poboljsala osjetljivost. Idealni su za nehlapljive komponente, a podrzavaju
gradijent eluensa jer otapalo ispari neposredno prije detekcije.>*> Dokazano je da se ovi
detektori mogu upotrijebiti i s HPAEC metodom separacije ugljikohidrata.

lako su ove dvije vrste detektora prihvatljive za mnoge aplikacije u analizi
ugljikohidrata, najSire koriStena je elektrokemijska metoda detekcije. Naime, pulsna
amperometrijska detekcija (PAD) se smatra idealnom kod HPLC analize ugljikohidrata.®’
Koristi zlatnu elektrodu i radi bolje u luznatom mediju, $to ju ¢ini vrlo pogodnim za analize
uz HPAEC separacijske kolone. U analizi nederivatiziranih ugljikohidrata PAD pruza bolju
osjetljivost od RI i forometrijskih detektora uz granicu detekcije ispod 10 ppb.>®

Spajanje MS detektora s HPLC kolonama takoder je sve prisutnije. Koristenje HPLC-
MS za analizu ugljikohidrata ima nekoliko prednosti: moze potvrditi identifikaciju saharida 1
koristiti se u odredivanju nepoznatih ugljikohidrata te smanjuje vrijeme potrebno za izolaciju
1 ¢iS¢enje. Ovo spajanje nije lako obzirom na tehnoloSku nekompatibilnost alkalnih uvjeta,
isparavanja i ionizacije. Soli inhibiraju ispravno formiranje iona zbog svoje niske hlapljivosti.
Stoga je nuzno upotrijebiti uredaj za destiliranje izmedu kolone 1 detektora ESI-MS.
Upotrebom kvadrupolnih analizatora moguée je odredivanje ugljikohidrata visokih
molekularnih masa (> 2000 Da).”® HPLC se takoder moZe kombinirati s masenom
spektrometrijom izotopa (IRM); ova tehnika moze mijeriti udio *3C atoma u Se¢erima.®®
U manjoj mjeri koristi se HPLC uz FTIR.®® Atomska emisijska spektrometrija

induktivne plazme (ICPAES) takoder moZe biti povezana kao detektor ugljika.®?

5.2 METODE ANALIZE AMINOKISELINA

Postoji vise metoda kvantitativhog odredivanja aminokiselina no one u pravilu daju
samo informacije o ukupnom sadrzaju aminokiselina i nisu u stanju razlikovati pojedinacne
aminokiseline. Za odredivanje pojedinih aminokiselina teoretski bi trebalo koristiti postupak
koji omogucava koriStenje kemijskih ili fizikalnih svojstava specificnih za analiziranu

aminokiselinu.
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U praksi je to obi¢no tesko posti¢i i metode uglavnom pokazuju promjenjive razine
specificnosti.

Najkorisnije 1 najceS¢e upotrebljavane metode ukljuuju razdvajanje razlicitih
aminokiselina prikladnom kromatografskom ili elektroforetskom tehnikom, nakon cega
slijedi kvalitativno ili kvantitativno odredivanje svake komponente pomoc¢u jednog od op¢ih
kolorimetrijskih ili fluorimetrijskih postupaka.®®® Budué¢i da ne postoje aminokiselinski
kromofori, ovim vidovima detekcije nuzno prethodi odgovaraju¢a derivatizacija amino-
skupina. Kao derivatizacijska sredstva pozeljni su reagensi koji ¢e veoma brzo dati produkt
drugacijeg obojenja poput ninhidrina (1,2,3-indantrion monohidrat), 1-fluoro-2,4-
dinitrobenzola, fluorescamina i o-ftaldialdehida (OPA) (slika 7).

a) 0 by F

OH
OH

O

Slika 7. Strukture derivatizacijskih sredstava: a) ninhidrina (1,2,3-indantrion
monohidrat), b) 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen, c) fluorescamina i d) o-ftaldialdehida (OPA).

5.2.1 Kolorimetrija

Najjednostavniji nacin za odredivanje aminokiselina je reakcija s ninhidrinom.
Ninhidrin reagira i s primarnim i sa sekundarnim aminokiselinama daju¢i ljubicasto obojeni
produkt koji apsorbira u UV podruéju. Reakcija zahtjeva toplinu, a potrebno je dodati i

2714 Primarne

redukcijsko sredstvo (npr. natrijev borhidrid) za stabilizaciju boje
aminokiseline se detektiraju pri 570 nm, dok je apsorpcijski maksimum sekundarnih na
440 nm. Ako se trebaju utvrditi i primarne i sekundarne, uobicajena je apsorpcijska valna
duljina od 500 nm, medutim, dolazi do smanjene osjetljivosti mjerenja.

Sangerov reagens, 1-fluoro-2,4-dinitrobenzen (slika 7b), takoder se upotrebljava za
kolorimetrijsku detekciju aminokiselina’. On reagira i s primarnim i sa sekundarnim
aminokiselinama, a derivati se detektiraju pri 420 nm. Detekcija aminokiselina ovim
reagensom moguca je pri nesto viSim koncentracijama. Reagens takoder reagira s tiolima 1

alkoholima, ali nastali spojevi su relativno nestabilni pa ne predstavljaju smetnju pri

odredivanju aminokiselina.
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5.2.2 Fluorimetrija

Fluorescamin reagens se Kkoristi za osjetljivije odredivanje aminokiselina
fluorescentnom  spektroskopijom obi¢no pri tankoslojnoj kromatografiji (TLC)™®".
Aminokiseline se detektiraju na temelju emisije svjetlosti duljine 470 nm uz prate¢u
ekscitaciju pri 390 nm. Granice detekcije su u niskom rasponu 10*4-10°M .

OPA se takoder uspje§no primjenjuje za detektiranje smjesa aminokiselina’®®.
Reagira s primarnim aminokiselinama u prisutnosti merkaptoetanola ili drugih tiola kako bi
se proizveli visoko fluorescentni izoindolski derivati (valna duljina pobude 340 nm, a emisije

455 nm). Reakcija se odvija brzo pri sobnoj temperaturi.

5.2.3 Kapilarna elektroforeza

Cinjenica da razli¢ite aminokiseline nose razli¢it ukupni naboj pri odredenim pH
vrijednostima omogucava njihovu separaciju iz smjese koriStenjem nisko ili visokonaponske
elektroforeze®®3. Separacija se brze postize uz visoki napon, a buduéi da soli i sli¢ni spojevi
koji mogu biti prisutni u uzorku sveukupno manje utjecu na kvalitetu elektroferograma nego
pri nizim naponima moguca je analiza uzoraka aminokiselina bez prethodne pripreme, za
razliku od elektroforeze pri niskim naponima koja izri¢ito zahtjeva uklanjanje interferiraju¢ih
supstanci koristec¢i, primjerice, kromatografske metode.

Premda separacija elektroforezom moze biti provedena koriste¢i pufere Sirokog
raspona pH vrijednosti, u praksi se uobicajeno koriste oni &ija je pH vrijednost 2,0 ili 5,3%%°,
Pri pH 2,0, sve ¢e aminokiseline nositi pozitivan naboj, dok ¢e kod bazi¢nih aminokiselina taj
naboj biti najviSe pozitivan te ¢e one najbrze putovati prema negativno nabijenoj katodi,
pokretljivost, naravno, ovisi i o veli¢ini i obliku molekula aminokiselina. Pri pH 5,3 migracija
¢e se odvijati u smjeru obiju elektroda jer ¢e razli¢ite aminokiseline nositi razliciti naboj te su
osobito korisne za razdvajanje kiselih od bazi¢nih aminokiselina.®®

Dvodimenzionalna tehnika® ukljuuje inicijalnu separaciju visokonaponskom
elektroforozom pri pH 2,0 nakon koje slijedi kromatografija. Korisna je za razdvajanje sli¢nih
aminokiselina i kra¢ih peptida te ne zahtjeva uklanjanje soli ili ekscesivno prociS¢avanje

uzorka®,
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5.2.4 Plosna kromatografija

Papirna je kromatografija jo§ uvijek uvelike koristena metoda® unato¢ &injenici da
tankoslojna kromatogafija, s ve¢ postoje¢im i lako dostupnim komercijalnim podlogama,
nudi niz prednosti kao S§to su veca brzina i moguénost naknadnog eluiranja pojedine
aminokiseline za daljnje procis¢avanje i analizu. Prilikom identifikacije aminokiselina
analiziranih papirnom kromatografijom pozeljna je usporedba s aminokiselinskim
standardom pri barem tri razli¢ita sastava otapala ne bi li se utvrdio identitet aminokiseline s
odredenom to¢noscu. Priroda prisutnih aminokiselina kljucni je faktor pri odabiru otapala.
Opcenito, vec¢i udio vode povecat ¢e Re vrijednosti svih aminokiselina, a unos male koli¢ine
amonijaka povecat ¢e Rg vrijednost bazi¢nih aminokiselina. Locirajuci reagensi (reagensi koji
se koriste za vizualizaciju) mogu se primijeniti nano$enjem u obliku sprejanja ili umakanjem.

Kod tankoslojne kromatografije kao nosac¢ koriste se papir, silikagel i celuloza. Tocke
se obi¢no detektiraju prskanjem ploce s otopinom 0,1% ninhidrina otopljenog u acetonu uz
desetminutno zagrijavanje pri 1051 °C. Alternativha metoda razvoja je koristenje ninhidrina
koji sadrzi kadmij acetat. Kvantifikacija skeniranjem denzitometrijom je takoder moguéa.89

Moguénost razdvajanja papirnom 1 tankoslojnom kromatografijom moze biti
povecana ukoliko se koriste dvodimenzionalne tehnike. Kombinacija TLC i elektroforeze

poboljsava razdvajanje aminokiselina.”*

5.2.5 Plinska kromatografija

Aminokiseline same po sebi nisu dovoljno hlapive za plinsko-tekucinsku
kromatografiju pa je potrebna derivatizacija®**®. Najve¢i problem je nedostatak kolona &ija ée
razlucivost biti dovoljno dobra za razdvajanje derivata toliko raznolike skupine spojeva.
Razvoj kapilarnih kolona s kondenziranim silikatnim materijalom znatno je unaprijedilo taj
nedostatak.”* Jo§ jedna mana je izbor kompaktnog detektora: esto je potrebno podijeliti
plinsku fazu u dva dijela i za svaki dio koristiti drugaciji detektor.

Plameni ionizacijski detektor, koji je najceS¢e koriSten, nije specifican samo za
aminokiseline te ¢e detektirati i druge komponente uzorka, osim kada je prije derivatizacije
jako dobro pro¢is¢en.” Takoder, relativni odziv detektora varira za svaku aminokiselinu pa je

potrebno imati kalibracijske krivulje.
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5.2.6 Tekuéinska kromatografija visoke ucinkovitosti

Dvije su moguénosti analize aminokiselina tekué¢inskom kromatografijom visoke
ucinkovitosti:
1) pretkolonska derivatizacija aminokiselina i naknadno razdvajanje kromatografijom
obrnutih faza;
2) razdvajanje na HPLC kolonama uz postkolonsku derivatizaciju aminokiselina.

Pretkolonska derivatizacija

U pretkolonskoj derivatizaciji aminokiseline se derivatiziraju prije injektiranja, a
zatim se reakcijski produkti razdvoje na koloni i detektiraju. Prednosti ove metode su
smanjena stopa potroSnje reagenasa odabirom malih reakcijskih sustava, omoguceno
povecanje osjetljivosti koriStenjem skupljih reagenasa koji daju nize pozadinske doprinose, a
cak 1 ako ostane neizreagiranog reagensa za derivatizaciju, sve dok se on odvaja u koloni
ne¢e uzrokovati probleme. S druge strane, nedostatak je Sto se reagens izravno mijeSa s
uzorkom te na ucinkovitost reakcije lako utjeCe matrica uzorka. Stoga se pretkolonska
derivatizacija moze smatrati prikladnom za ograni¢enu paletu uzoraka. Naj¢eSce koriSteni
reagensi su OPA, fenil-izotiocijanat, fluorescamin i denzil klorid. U mnogim slu¢ajevima,
kromatografija obrnutih faza Kkoristi se za odvajanje reakcijskih produkata, koja je unato¢
tome $to nije dobro prilagodena za odvajanje visoko hidrofilnih tvari poput aminokiselina,
moguca zbog derivatizacije hidrofobnim funkcionalnim skupinama uzoraka prije uvodenja u

kolonu.

Postkolonska derivatizacija

Postupak postkolonske derivatizacije uklju¢uje odvajanje aminokiselina u koloni i
mijeSanje s derivatizacijskim reagensom prije nego aminokiseline dospiju do detektora.
Prednosti ove metode su Sto moZze biti automatizirana, nudi izvrsne kvantitativne performanse
i odli¢nu ponovljivost, a buduéi da se komponente odvoje prije derivatizacije, na reakcijsku
u¢inkovitost matrica ima znatno manji u¢inak, $to pak omogucava koristenje metode za Sirok
spektar uzoraka. Nasuprot tome, nedostaci ukljucuju poteskoce u povecanju osjetljivosti i
visoku potros$nju reagensa Koji stalno tece pa je ograni¢ena u smislu da ne smije dopustati
detekciju neizreagiranog reagensa. Trenutno postoje dvije vrste reagensa za uporabu:
ninhidrin i o-ftaldialdehid. Prvi se koristi pri kolorimetrijskoj, a drugi fluorescentnoj
detekciji.
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6 1C ANALIZA UGLJIKOHIDRATAI
AMINOKISELINA

6.1 IC DETEKTORI ZA ANALIZU UGLJIKOHIDRATAI
AMINOKISELINA

Kao i kod drugih LC tehnika, za detekciju ugljikohidrata i aminokiselina koriste se
UV/Vis, fluorometrijski, amperometrijski i maseni detektori. Neovisno o vrsti detekcije svaki
dobar detektor mora pokazivati nisku razinu Suma i povlacenja signala, visoku osjetljivost,
brz odziv, siroko linearno dinami¢ko podrucje, mali mrtvi volumen, dizajn proto¢nih ¢elija
koji ¢e sprjeavati ponovno mije$anje separiranih analita, neosjetljivost na promjenu vrste
otapala, protoka i temperature, jednostavno i pouzdano rukovanje, moguénost optimizacije za

razlicite spojeve, nedestruktivnost obzirom na uzorak.

6.1.1 Amperometrijska detekcija

Amperometrija je elektrokemijska metoda detekcije pri kojoj je jakost struje direktno
proporcionalna koncentraciji odredivane tvari koja generira struju.

Amperometrijska detekcija moze biti pulsna, integrirana ili 3D 1 uglavnom se koristi
za detekciju aminokiselina, amina i drugih organskih komponenti. Op¢enito sluzi za analizu
otopina tvari s pK vrijednostima iznad 7, koje se, zahvaljuju¢i maloj disocijaciji, tesko ili

gotovo nikako ne mogu detektirati konduktometrijski.

Konvencionalni amperometrijski detektori koriste troelektrodnu detektorsku celiju
koja se sastoji od radne elektrode, referentne elektrode i protuelektrode (slika 8). Izmedu
referentne 1 radne elektrode uspostavi se razlika potencijala, uslijed ¢ega na povrsini radne
elektrode dolazi do redoks reakcije. Struja elektrona (Faradayjeva struja), koja nastaje kao
produkt redoks reakcije, uravnotezuje se sa strujom koja teCe u suprotnom smjeru na
protuelektrodi. Jakost struje elektrokemijske reakcije €ini signal detektora, a potencijal
izmjeren na referentnoj elektrodi sluzi za korekciju uspostavljene razlike potencijala. U
ovisnosti 0 kemijskim i elektrokemijskim svojstvima analita primjenjuju se razli¢ite radne i

protuelektrode, kao i razli¢iti radni potencijali. %
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Slika 8. Amperometrijski detektor.

Pulsna amperometrijska detekcija

Povijesno gledano, amperometrija je bila slabo poznata metoda koja je glasila za
toCnu, preciznu, i specificnu tehniku odredivanja. Specifi¢nost proizlazi iz ¢injenice da samo
neki spojevi prolaze redoks reakcije pod uvjetima odredenim pH vrijedno$¢u medija i
naponom izvora. Ostali spojevi nece dati odgovor ili ¢e pod spomenutim uvjetima reagirati
toliko slabo da nece ometati izvorni analit.

Prije je problem stvarala povrSina radne eclektrode koju je, uslijed oksidacije ili
redukcije spojeva, trebalo podvrgavati ¢is¢enju. Mehanicko ¢iS¢enje stvaralo je varijacije u
iznosu povrsine. Osim toga, prilikom dugotrajnih i uCestalih analiza, povrSina je bivala sve
vise istroSena pa je odgovor analita postajao smanjen, $to je rezultiralo lo§im mjerenjima.

Danas se koriste zlatne radne elektrode koje se ¢iste valnim oblikom napona. Valni
oblik je niz razli¢itih naponskih vrijednosti koji se u velikom broju koraka primjenjuju na
radnoj elektrodi za detekciju analita, ¢iS¢enje elektrode, i ujednacavanje povrsine. Cijeli
proces traje nekoliko milisekundi. Konstantno ¢isc¢enje i detektiranje naziva se pulsiranje, a
proces je poznat kao pulsna amperometrijska detekcija (PAD). Pulsiranje valnog oblika
osigurava da je povr$ina uvijek Cista, a rezultati ponovljivi. Buduéi da ¢is¢enje skida gornji

sloj atoma, jednokratna elektroda mora biti zamijenjena otprilike svaka dva tjedna.”
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Integrirana pulsna amperometrijska detekcija, IPAD

Integrirana pulsna amperometrijska detekcija (IPAD) je novija varijanta pulsne
amperometrijske detekcije, a izrazito je korisna za amine 1 spojeve koji sadrze sumpor jer je
njihova oksidacija na metalnim elektrodama katalizirana formiranjem metalnih oksida.* Dok
se kod PAD-a jakost struje mjeri nakon pulsa i kratke stanke kako bi se omogucilo da struja
punjenja padne, kod IPAD-a struja se integrira kontinuirano tijekom cijelog ciklusa u kojem
se elektroda oksidira, a zatim i tijekom ciklusa u kojem se elektroda oksidira pa zatim
reducira natrag u izvorno stanje. Prednost IPAD-a je da je, oduzimanjem naboja od
formiranja oksida i redukcije, utjecaj na baznu liniju znacajno smanjen. Ima Sirok linearni
raspon i vrlo nisku granicu detekcije. Najvaznija prednost IPAD metode je da ne zahtijeva

deriviratizaciju analita.

3D amperometrijska detekcija

3D amperometrija je jedna od najmodernijin amperometrijskih detekcijskih metoda
pri kojoj se primijenjeni potencijal mijenja u prethodno odredenom intervalu, a rezultat
detekcije mozZe se prikazati u trodimenzionalnom sustavu: struja, potencijal, vrijeme
zadrzavanja. Pokazuje napredak naspram konvencionalne amperometrije jer omogucuje
kontinuirano protjecanje struje u cijelom valnom periodu, a ne samo za vrijeme
predefiniranog razdoblja unutar vala kada je struja integrirana. Kompletan set podataka
omogucuje, izmedu ostalog, postkromatografsko integriranje struje. Buduc¢i da razliCiti
kemijski spojevi oksidiraju razli¢ito pri odredenim vrijednostima napona, suptilne razlike u
koli¢ini struje generirane preko valova mogu pruziti dodatne informacije o identitetu i Cistoci
tvari koja se analizira. Te razlike mogu se odrediti usporedivanjem povrsina signala Koji su
dobiveni kao integrali kroz razli¢ite vremenske periode unutar oblika vala. Odnos tih vr$nih
podrucja pruza prikladan analiticki pristup za usporedivanje identiteta izmedu nepoznatih i
standardnih signala. Sli¢no tome, mjera za ¢istocu je opseg odstupanja od omjera odredenih
za standarde. Odnos 3D i konvencionalne amperometrije je na neki nacin slican odnosu
detekcije PDA i UV/VIS detektorom (vidi poglavlje 6.1.2).*%

6.1.2 UV/VIS detekcija

UV/VIS metode detekcije zasnivaju se na Lambert-Beerovom zakonu koji opisuje

karakteristi¢nu apsorbanciju upadnog snopa zracenja, A, u homogenoj sredini.
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Zakon kaze da promjena intenziteta zracenja pri prolazu kroz neku otopinu ovisi o
debljini prolaznog sloja analizirane otopine, b [cm], koncentraciji tvari koja je u stanju
apsorbirati dio ulaznog zratenja, ¢ [mol dm™], te molarnom apsorpcijskom koeficijentu, &

[dm® mol™ cm™], karakteristinom za pojedini medij:

A:Iogll—O:b-c-g (6)

Oznaka lo predstavlja intenzitet upadnog, a | intenzitet propustenog zra¢enja. Sama metoda se
zasniva na mjerenju apsorpcije elektromagnetskog zracenja u podrucju valnih duljina od 190
do 800 nm. Kod molekula koje apsorbiraju UV/VIS zradenje odredene valne duljine dolazi
do pobudivanja vanjskih, valentnih elektrona. Pri tome se gubi apsorbirani dio intenziteta

zracenja, koji je proporcionalan koli¢ini tvari koja ga apsorbira.

Detektor s nizom dioda

Detektor s nizom dioda (engl. Photo Diode Array Detector, PDA) dodao je novu
dimenziju IC analizama, prvenstveno iz razloga §to omogucuje dobivanje dodatnih
kvalitativnih informacija. Naime, u svakom trenutku elucije dobiva se cjelokupni snimljeni
UV/VIS spektar, a ne samo apsorbancija pri valnoj duljini maksimuma apsorpcije. U procesu
mjerenja, polikromatsko zracenje prolazi kroz teku¢i uzorak gdje se odvijaju interakcije, a
zatim se simultano mjeri apsorbancija pri svim valnim duljinama UV/VIS podru¢ja; svaka od

dioda je zaduzena za mjerenje apsorbancije pri odredenoj valnoj duljini.

6.1.3 MS detekcija

Masena spektrometrija, MS, je analiti¢ka tehnika kojom se analizirani spoj ionizira, a
inducirani naboj ili struju nastalu uslijed prolaska nabijenih iona. Rezultat je maseni spektar —
ovisnost udjela iona 0 odnosu m/z.

Maseni detektor sastoji se od tri glavne komponente: generatora iona (ionizatora),
masenog analizatora koji filtrira ione i detektora koji ih otkriva. U kombinaciji s
kromatografskim tehnikama, MS detekcija iznimno je korisno sredstvo odredivanja pojedinih
analita. Sastojci uzorka separiraju se kromatografijom prije nego dospiju do ionizatora i
masenog analizatora gdje se odvijaju dva procesa: nastanak nabijenih molekula ili iona i
pokretna faza se uklanja. Zatim se ioni ekstrahiraju iz ionizatora i prolaze do masenog

analizatora gdje se filtriraju prema omjeru mase i naboja (m/z) prije same detekcije.
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Masena spektrometrija dramati¢no poboljSava mogucnosti koristenja IC i osigurava
poveéanu mo¢ otkrivanja koeluiranih komponentni, povecanu o0sjetljivost, preciznu
kvantifikaciju i odredivanje sastojaka u tragovima, evaluaciju cisto¢e komponenata na
temelju signala i povec¢anu uc¢inkovitost te poboljSanu razluc¢ivost kompleksnih uzoraka, a
osim toga nudi moguénost odredivanja molekularne mase detektiranih spojeva kao i dodatne

informacije o strukturi.*™

6.2 IONSKE KROMATOGRAFSKE KOLONE

Anionske izmjenjivacke kolone

Anionske izmjenjivacke kolone koriste se 1 U preparativne 1 analiticke svrhe. Mogu
sluziti za separaciju Sirokog raspona spojeva, od anorganskih aniona, preko aminokiselina 1
nukleotida, do makromolekula kao §to su proteini.

Smole anionskih izmjenjivackih kolona kao aktivna mjesta najcesée sadrze alkilirana
kvarterna aminska kationska mjesta, —~NRs", nastala, primjerice, reakcijom trimetilamina s
polimerom nakon klorometilacije ili stiren-divinilbenzen kopolimera s dimetiletilaminom,
koji su stabilni pri pH 2—12. Takve se smole nazivaju jakim anionskim smolama, pri ¢emu se
termini ‘jako’, odnosno 'slabo’, ne odnose na jakost vezanja aniona na funkcionalnu skupinu
nego na ¢injenicu da su jake smole u potpunosti ionizirane u $irokom rasponu pH vrijednosti.
Kao slabe anionske izmjenjivacke smole koriste se one S manje supstituiranim amino-

skupinama (primarni, sekundarni i tercijarni amini) koje su djelomi¢no ionizirane pri pH 2-9.

Kationske izmjenjivacke kolone

Kationske izmjenjivacke kolone sluze za odvajanje anorganskih kationa, kationa
alkalijskih i zemnoalkalijskih metala, alkilamina, alkanolamina i biogenih amina, ukljucujuci
metilamine, etilamine, diamine, etanolamine i alkanolamine, u razli¢itim matricama uzorka.

Smole Kkationskih izmjenjivackih kolona najéesce sadrze —SO3 funkcionalna mjesta
na koja se mogu vezati kationi analita ili protukationi iz eluensa. Afinitet smola sa
sulfonatnim funkcionalnim skupinama ovisi o veliini 1 naboju kationa; opcenito, afinitet
raste prema velikim kationima visokih naboja. Smole sa sulfonatnom funkcionalnom
skupinom su jake izmjenjivacke smole i stabilne su u pH-rasponu 4-13, dok su one s
karboksilnom ili fosfathom skupinom stabilne pri pH 6-10 i smatraju se slabim

izmjenjivackim smolama.
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lonske izmjenjivacke kolone za posebne primjene

Ionske izmjenjivacke kolone za posebne primjene korisne su za separacije kationa
prijelaznih metala i viSevalentnih aniona, ukljucujuci polifosfate, polifosfonate, EDTA i NTA
za koje se koristi postkolonska derivatizacija i UV/VIS detekcija.

Takoder, mogu sluziti za analizu kelatnih tvari u sloZzenim matricama uzorka, kao $to
su heksavalentni kationi kroma u prisutnost cijanida i sulfida pri ¢emu se Kkoristi
amperometrijska detekcija te kationi lantanoidnih metala u razlicitim matricama uzorka,
ukljucujuéi uzorke vode visoke Cistoce 1 uzorke industrijske vode. Prednosti ovih kolona su
precizno 1 simultano odredivanje, visoka osjetljivost 1 selektivnost u kombinaciji s

postkolonskom derivatizacijom.

6.2.1 Kolone za analizu aminokiselina

Dionex AminoPac PA1

Dionex AminoPac PA1 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je
anionska izmjenjivacka kolona velike brzine separacije, specijalizirana za analizu
aminokiselina s OPA ili ninhidrinskom postkolonskom derivatizacijom. Separacije visokog
razlu¢ivanja rezultat su neporoznih ¢estica smole koja je stabilna u $irokom rasponu pH od 0
do 14. Njezine snazne anionske izmjenjivaCke znacCajke proizlaze iz aglomeracije
mikrocestica MicroBead (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) koje su
funkcionalizirane sa kvarternim amonijevim skupinama, §to je rezultiralo ve¢im kapacitetom
od uobi¢ajenog za neporozne smole. Kolona je kompatibilna s do 5% uobic¢ajenih organskih
otapala, a preporuceni eluensi su hidroksidni, boratni i acetatni.

Dionex AminoPac PAl kolona dobro je prilagodena za kisele i kiselo-labilne
aminokiseline i parove aminokiselina koji se ne mogu u potpunosti odvojiti u kationskim

. C e uq. . .. . . .. [ . . . . 102
izmjenjivackim kolonama, a osobitu primjenu ima i u analizi fosforiliranih aminokiselina.

Dionex AminoPac PA10

DionexAminoPac PA10 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je
anionska izmjenjivatka kolona punjena hidrofobnom, polimernom, opnastom smolom
stabilnom u rasponu pH 0-14. Jedinstvena pH stabilnost omogucava upotrebu eluenasa koji
pogoduju anodnim oksidacijama aminokiselina na zlatnim elektrodama i 100%-tno je

kompatibilna s ucestalo primjenjivanim organskim otapalima.
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Najcesce se upotrebljava uparena s DionexAAA-DirectAmino Acid analizatorom
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), sustavom koji omogucava izravno
otkrivanje primarnih i sekundarnih aminokiselina bez potrebe derivatizacije.

Preporucuje za pracenje stani¢nih kultura i fermentacijskih medija te odredivanje
sastava aminokiselina u peptidima. Moguca je istovremena detekcija vitamina, aminoSecera i
ugljikohidrata s aminokiselinama. Dodatne moguénosti uklju¢uju odvajanje Sirokog raspona
Secera, fosforiliranih aminokiselina i uobi¢ajenih oksidacijskih proizvoda aminokiselina koje
sadrze sumpor, kao $to su cisteinska kiselina, metionin-sulfon, i metionin sulfoksid. 1%
Metrosep Amino Acids 1 - 100/4.0

Metrosep Amino Acids 1 — 100/4.0 kolona (Methrom, AG, Herisau, SUI) je kationska
izmjenjivacka kolona punjena smolom od sulfoniranog polistiren-divinilbenzenilnog
kopolimera koja je stabilna u rasponu pH od 1 do 14. Odredivanje aminokiselina pomoc¢u ove
kolone postize se fotometrijskom detekcijom nakon postkolonske derivatizacije ninhidrinom.
Najcesce se koristi uz citratni ili fenolatni eluens.'%

Shim-pack Amino-Na

Shim-pack Amino-Na kolona (Shimadzu, Kyoto, JPN) je kationska izmjenjivacka
kolona koja sadrzi Cestice od poroznog polistirenskog gela sa sulfonskim funkcionalnim
skupinama kao nepokretnu fazu uz ucestalu upotrebu natrijeva hidroksida, natrijeva citrata i
natrijeva citrata uz dodatak borne kiseline kao pokretne faze.

Standardne metode analize proteina na ovoj koloni zahtijevaju prethodnu hidrolizu
proteina otopinom kloridne kiseline ili nekim drugim hidrolitickim medijem. Ovom kolonom
moguce je razdvojiti 17 aminokiselina: asparaginsku kiselinu, serin, treonin, glutaminsku
kiselinu, prolin, glicin, alanin, cistein, valin, metionin, izoleucin, leucin, tirozin, fenilalanin,
histidin, lizin i arginin, kao i triptofan za &iju su analizu potrebni posebni uvjeti'®®. Ako
uzorak sadrzi uglavnom ovih 17 aminokiselina, upotrebom ove kolone moguce je odrediti
koncentracije slobodnih aminokiselina u hrani i farmaceutskim proizvodima. Medutim, ako
uzorak sadrzi vece koncentracije i drugih aminokiselina, preporuca se uporaba Li-tipa kolone
jer neke nije moguce odvojiti na Na-tipu kolone. Za kvalitetno provedenu analizu potrebno je

iz otopine uklonititi nehidrolizirane proteine.'®
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Shim-pack Amino-Li

Shim-pack Amino-Li kolona (Shimadzu, Kyoto, JPN) je kationska izmjenjivacka
kolona koja sadrzi smolu ¢ije su cCestice od poroznog polistirenskog gela sa sulfonskim
funkcionalnim skupinama. Najéesce koriSteni eluensi pri radu s ovom kolonom su litijev
hidroksid, litijev citrat i litijev citrat uz dodatak borne kiseline. Pokazala se iznimno korisnom
ukoliko se provodi prederivatizacija analita.

Ova kolona imaju drugaciju selektivnost od Shim-pack Amino-Na kolone jer su
protuioni na kojima se temelji ionska izmjena kationi litija §to omogucuje istovremenu
analizu aminokiselina i njihovih srodnih spojeva. Shim-pack Amino-Li kolona preporucuje se
za analizu bioloSkih aminokiselina, a takoder se koristi za razdvajanje glutamina 1
glutaminske kiseline. lako uvjeti Li-kolone zna¢ajno nadmasuju Na-tip u pogledu odvajanja
aminokiselina, vrijeme analize je dulje.

Kromatografijom obrnutih faza mogu se razdvojiti odredene vrste aminokiselina, ali
ne i sve slobodne aminokiseline. Kombinacija prederivatizacije i kromatografije obrnutih

faza na ovoj koloni omogucuje brzu analizu aminokiselina nastalih hidrolizom proteina.'%®

6.2.2 Kolone za analizu ugljikohidrata

Dionex CarboPac PA1

Neporozne opnaste smole koje se koriste u Dionex CarboPac PAL, PA10 i PA100
kolonama osiguravaju vecu u¢inkovitost nego makroporozne smole Dionex CarboPac MA1
kolone.

Dionex CarboPac PA1 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je kolona
namjenjena razdvajanju mono-, di- i oligosaharida pri visokim pH-vrijednostima
mehanizmom anionske izmjene, u kombinaciji s PAD detekcijom. Ova kolona ima izrazito
veliku mo¢ razlu€ivanja pa se preporuca za analizu Secera u matricama hrane.

Jedinstvena MicroBead (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) opnasta
struktura Dionex CarboPac PA1 anionske smole sa kvarternim amonijevim funkcionalnim
skupinama pokazuje stabilnost u rasponu pH 0-14 te omogucava odli¢an prijenos tvari, $to
rezultira brzim uravnoteZenjem kod gradijentnih elucija. Ova kolona ne zahtijeva

derivatizaciju analita.'”’
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Dionex CarboPac MA1

Dionex CarboPac MA1 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je
anionska izmjenjivacka kolona cesto koriStena za analizu Secernih alkohola pri ¢emu ne
zahtijeva derivatizaciju. Omogucéava razdvajanje reduciraju¢ih monosaharida i disaharida
obi¢no prisutnih u prehrambenim proizvodima, glikoproteinima i fizioloskim uzorcima.
Takoder, primjena ove kolone omogucava postizanje visoke razlucivosti pri simultanoj
analizi fukoze, N-acetil-(D)-glukozamina, N-acetil-galaktozamina, manoze, glukoze,
galaktoze i neutralnih oligosaharida. Pruza i mogucnost analize neutralnih monosaharida
oslobodenih djelovanjem egzoglukozidaze. Monosaharidi se uklanjaju iz kolone, $§to
omogucuje neposrednu evaluaciju kontaminiraju¢ih egzoglukozidaza.

Koriste¢i jednostavne hidroksidne eluense, Dionex CarboPac MAI1 kolona odvaja
analite izokratiénim ili gradijentnim eluiranjem. Niska stopa protoka osigurava malu
potros$nju eluensa, a kao znacajan ekonomski faktor valja spomenuti i dug Zivotni vijek.

Zbog visokog kapaciteta, CarboPac MAL kolona moze se koristiti za odredivanje
mnogih drugih ugljikohidrata koji su slabo zadrzani na opnastim kolonama za anionsku
izmjenu, a uspjesSno odvaja i alditole Cesto prisutne u prehrambenim proizvodima, fizioloskim
tekuc¢inama, tkivima i1 reduciranim glikokonjugatima saharida kao Sto su glicerol, arabitol,
sorbitol, dulcitol i manitol.*%®
Dionex CarboPac PA10

Dionex CarboPac PA10 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
anionska je izmjenjivacka kolona namijenjena za kvantifikaciju Kkiselih, neutralnih i amino-
monosaharida bez derivatizacije te za odvajanje monosaharida i disaharida u uzorcima hrane,
lijekova, biljaka i glikoproteina sisavaca. Iako je u prvom redu namijenjena izokrati¢nim
elucijama, postoje i primjene u gradijentnom modu.*®

Kao punilo nalaze se neporozne kuglice prekrivene finim lateksom Dionex
MicroBead smole (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Opnasta struktura smole
omogucava odlican transfer mase, §to rezultira visokim razlu¢ivanjem i velikom brzinom
uravnotezenja.

Dionex CarboPac PA20

Dionex CarboPac PA20 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

sastoji se od neporoznih Cestica prekrivenih Dionex MicroBead smolom. Omogucava

razdvajanje monosaharida i disaharida u visokoj razlucivosti, bez potrebe za derivatizacijom.
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Osobito je zanimljiva kao kolona koja daje dobro razlu¢ivanje izmedu Sest monosaharida
uobicajenih u glikoproteinima sisavaca, a moze se koristiti i za odredivanje stupnja
glikolizacije proteina. Karakterizira je visoka uéinkovitost i brza analiza (do 10 minuta),
niska potrosnja eluensa te nesto drugacija selektivnost od Dionex Carbopac PA1 ili PA10
kolona. U kombinaciji s AminoTrap kolonom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA), CarboPac PA20 kolona najbolji je izbor za analizu sastava glikoproteinskih
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monosaharida jer omoguéava eliminaciju smetaju¢ih aminokiselina.

Dionex CarboPac PA100

Dionex CarboPac PA100 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je
jaka anionska izmjenjivacka kolona visokog razluCivanja razvijena za poboljSanu
kromatografsku analizu oligosaharida. Nepokretna faza se sastoji od neporoznih kuglica
prekrivenih finim slojem Dionex MicroBead lateksa.

U usporedbi s CarboPac PA1 kolonama, unaprijedena opnasta struktura smole nudi
vecu ucinkovitost kod odvajanja neutralnih i anionskih smjesa oligosaharida. Na PA100
koloni moguca je i analiza veoma malih koli¢ina uzoraka (na pikomolskoj razini) bez potrebe
za derivatizacijom, a nudi se i mogucnost istovremenog razdvajanja neutralnih i nabijenih
oligosaharida, slicnih i1 izomernih oligosaharida kao i oligosaharida iz terapeutskih
glikoproteina u ovisnosti o veli¢ini, naboju, razgranatosti i povezanosti.

Kromatografija na ovoj koloni zahtijeva sustave koji mogu podnositi visoke tlakove, a
kao detektor koristi se PAD.'*?

Dionex CarboPac PA200

Dionex CarboPac PA200 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) je
pH stabilna kolona visoke razlu¢ivosti s kratkim vremenom razdvajanja, posebno razvijena za
separaciju nabijenih i neutralnih oligosaharida. Punjena je hidrofobnom, polimernom,
opnastom anionskom izmjenjivatkom smolom sa kvarternim amino funkcionalnim
skupinama, stabilnom u rasponu pH 0-14 $to omogucéava upotrebu eluenasa koji pogoduju
anodnoj oksidaciji ugljikohidrata na zlatnim elektrodama. Ne zahtijeva derivatizaciju,
razdvajanje je temeljeno na veliCini, naboju, stupnju grananja i izomerizaciji analiziranih
spojeva. Upotrebljava se za analize ugljikohidrata izdvojenih iz glikoproteina, ukljucujuci
monosaharide, disaharide, oligosaharide, polisaharide, SeCerne kiseline, Se¢erne alkohole,
Secerne fosfate i SeCerne nukleotide, za odredivanje biljnih Secera i njihovih derivata, trans-

galaktooligosaharida u uzorcima hrane te za ispitivanje stupnja glikolizacije polisaharida.**?
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Dionex CarboPac PA210-4um

Dionex CarboPac PA210-4um kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) anionska je kolona visoke uc¢inkovitosti i rezolucije za odvajanje mono-, di-, tri-, tetra-
i polisaharida te ne zahtijeva derivatizaciju. Sadrzi hidrofobnu, polimernu, mikroporoznu
anionsku smolu sa kvarternim amino funkcionalnim skupinama stabilnu u cijelom podrucju
pH. Cestice smole osiguravaju efikasnije separacije i to¢niju integraciju pikova uz pouzdanije
rezultate.

Ova kolona omogucava izravnu kvantifikaciju nederivatiziranih Secera ukljucujuci
glukozu, galaktozu, fruktozu, saharozu, ramnozu, stahiozu, rafinozu, i verbaskozu ionskom
kromatografijom s pulsnom amperometrijskom detekcijom.

Zbog generiranih tlakova pri uobicajenim brzinama protoka kromatografski sustavi u
koje se implementira ova kolona trebali bi imati sposobnost rada do najmanje 5000 psi.
Standardni IC sustavi, s gornjom granicom od 3000 psi, nisu dovoljni pa se preporuca
upotreba Dionex High Pressure lon Chromatography sustava (HPIC) (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).**

Dionex CarboPac SA10

Dionex CarboPac SA10 kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
koristi se za analizu monosaharida i disaharida u uzorcima biogoriva, hrane i pi¢a pri visokim
vrijednostima pH. Jedinstvena makroporozna podloga obloZena je snaznim anionskim
izmjenjivaCkim slojem nano-kuglica, stabilnim u cijelom pH podrucju, a koji osigurava
visoki kapacitet izmjene i brzu separaciju. Odli¢no razlucivanje i linearnost ove kolone
omogucava vrlo preciznu kvantitativnu analizu ugljikohidrata.

Od specificnih namjena treba istaknuti analizu Sest Secera uobicajeno zastupljenih u
uzorcima hrane, odnosno osam monosaharida i disaharida iz uzoraka biogoriva kroz manje
od 10 minuta. Takoder, ova je kolona specijalizirana za analizu slabo ionizirajucih spojeva
poput Se¢ernih alkohola.

CarboPac SA10 kolona koristi se u kombinaciji s PAD detekcijom, pri ¢emu
omogucava izravnu kvantifikaciju nederivatiziranih ugljikohidrata s minimalnom pripremom
uzorka ili ¢iS¢enjem. Sposobna je za odvajanje Sirokog raspona koncentracija uzorka, a moze

izdrzati tisuée ciklusa injektiranja ukoliko se zadovolje uvjeti visokog pH.™°

34


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/088954
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/088954
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/088954

Dionex CarboPac SA10-4um

Dionex CarboPacSA10-4um kolona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
omogucava 60 do 80% bolju uéinkovitost od standardnih Dionex CarboPac SA10 kolona
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA), a kao neposredan rezultat manje veli¢ine

Gestica koje ju ispunjavaju.’

Metrosep Carb 2 - 100/4.0

Metrosep Carb 2-100 / 4.0 kolona (Methrom, AG, Herisau, SUI) je anionska
izmjenjivacka kolona visokog kapaciteta punjena smolom stiren-divinilbenzenskog
kopolimera uz kvarterne amino funkcionalne skupine. Posebno je prikladna za odredivanje
ugljikohidrata pomoc¢u alkalnog eluensa uz PAD detekciju. Stabilna je u rasponu pH 0-14.
Osigurava ucinkovito odvajanje glukoze, fruktoze, saharoze i laktoze, ali je prikladna i za
analizu pojedinih Se¢ernih alkohola 1 oligosaharida.
Preporuceni eluensi za koriStenje s ovom kolonom su natrijev hidroksid i1 natrijev
acetat.'
Hamilton RCX-30 - 150/4.6

Hamilton RCX-30-150 / 4,6 IC kolona (Methrom, AG, Herisau, SUI) je anionska
izmjenjivacka kolona na osnovi polistiren divinilbenzenske smole. Dizajnirana je za
razdvajanje monosaharida, disaharida, oligosaharida i Secernih alkohola. Preporuceni eluens

je natrijev hidroksid.**

6.3 APLIKACIJE

6.3.1 Odredivanje aminokiselina i ugljikohidrata u stani¢nim Kkulturama i

fermentacijskim juhama

U posljednje vrijeme raste interes karakterizacije aminokiselina i njihovih
metabolickih nusprodukata u kompleksnim medijima poput staniénih kultura i
fermentacijskih juha (sadrze hranjive i1 otpadne tvari, stanice, stanicne ostatke...) gdje
segmenti matrica utjeCu na konverziju i kvalitetu Zeljenih produkata. Pri tome se javlja
problem detekcije jer su aminokiseline uglavnom loSi kromofori dok obi¢no koriStena UV

detekcija zahtijeva izrazito visoke koncentracije analita.
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Uz sve to, mnogi od sastojaka fermentacijskih juha i stani¢nih kultura su, za razliku
od aminokiselina, odlicni kromofori pa ometaju njihovu izravnu detekciju mjerenjem UV
apsorbancije. Kako bi se ovaj problem zaobisao, u kompaniji Thermo Fisher Scientific razvili
su pristup™® u kojem se aminokiseline, kao i neke druge bioloske molekule (primjerice
ugljikohidrati, glikoli, alkoholi, amini te spojevi koji sadrzavaju sumpor) oksidiraju, ¢ime je
moguca njihova izravna detekcija amperometrijom. Amperometrijska detekcija odli¢an je
odabir za selektivnu analizu tvari jer oksidira analit ostavljaju¢i druge spojeve netaknutim.

Prilikom razvoja metode znanstvenici kompanije Thermo Fisher Scientific su za
razdvajanje analita koristili anionsku izmjenjivacku kromatografiju (AE) uz AminoPac PA10
kolonu. Za slozene uzorke, koji sadrze mjeSavine ugljikohidrata 1 aminokiselina, kao Sto su
stanine kulture 1 fermentacijski uzorci, direktna integrirana pulsna amperometrijska
detekcija (IPAD) omogucuje simultano odredivanje ugljikohidrata, glikola, Se¢ernih alkohola
(alditioli) i aminokiselina, s malim smetnjama od strane drugih komponenata, pa je upravo
stoga ona primijenjena kao detekcijska metoda nakon kromatografskog razdvajanja. Metode
temeljene na predkolonskoj i postkolonskoj derivatizaciji Cesto se koriste za procjenu
sadrzaja aminokiselina u uzorku, no ove tehnike pate od visokih troskova 1 nisu u stanju
istovremeno analizirati 1 prisutne ugljikohidrate. IPAD detekcija moze simultano pratiti sve
uobi¢ajene aminokiseline u stani¢nim Kulturama i fermentacijskim juhama, ali uz prethodno
razdvajanje uzoraka.

Razvijenu AE/IPAD metodu Thermovi znanstvenici predlozili su za analizu
uobiCajenih aminokiselina u prisutnosti jednostavnih Secera, Sec¢ernih alkohola, alkohola i
glikola u kvascu i bakterijskim fermentacijskim juhama. Kvascevi ekstrakt-pepton-dekstrozni
(YPD) mediji i tzv. Luria-Bertani (LB) mediji su Cesti za eukariotske i prokariotske stani¢ne
kulture. To su izrazito sloZzeni mediji koji sadrze neke nedefinirane sastojke zbog cCega
predstavljaju veliki izazov za veéinu kromatografskih metoda. YPD 1 LB mediji sadrze
anorganske i organske anionske tvari koje su do sada analizirane razdvajanjem na lonPac
AS11 anionskim izmjenjivackim kolonama pracenim supresiranom konduktometrijskom
detekcijom. Prisutni ugljikohidrati i alditoli razdvajani su pomocu CarboPac PAl ili MA1
kolona. Thermovi znanstvenici predlozili su, kao $to je ve¢ prethodno spomenuto, da se za
razdvajanje aminokiselina i ugljikohidrata iz stani¢nih kulturama i fermentacijskih juha

upotrijebi AminoPac PA10 kolona.
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Simultano odredivanje ugljikohidrata i uobicajenih aminokiselina ovisi naravno o

vrsti prisutnih ugljikohidrata, no ogranicavaju¢i se na ugljikohidrate najcesce prisutne u
fermentacijskim juhama, ova metoda omogucuje simultanu analizu svih aminokiselina u
prisutnosti ugljikohidrata. Kao radna elektroda koristi se zlatna elektroda u kombinaciji s
Thermo Fisherovom pH-Ag/AgCl referentnom elektrodom (za ovu priliku koristenom u pH
modu). Analiza se provodi koriste¢i promjenu potencijala (engl. potential wave form)
navedenu u tablici 1. Eluiranje se provodi pri 30 °C koristec¢i gradijentno kombiniranje triju
otopina:

I.  ultracista voda

ii. 250 mM otopina NaOH

iii. 1M otopina natrijeva acetata.

Tablica 1. Promjena potencijala koristena pri odredivanju aminokiselina u fermentacijskim
juhama 1 stani¢nim kulturama.

Vrijeme /s Potencijal /V  Integracija

0,00 +0,13

0,04 +0,13

0,05 +0,33

0,21 +0,33 pocetak
0,22 +0,55

0,46 +0,55

0,47 +0,33

0,56 +0,33 kraj
0,57 -1,67

0,58 -1,67

0,59 +0,93

0,60 +0,13
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Slika 9. Rezultati analize aminokiselina i ugljikohidrata u
fermentacijskim juhama i stani¢énim kulturama.
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6.3.2 Izravno odredivanje slobodnih aminokiselina i Sefera u zelenom ¢aju

Zeleni ¢aj ne samo da ima poseban okus i aromu ve¢ i brojne psiholoske i
funkcionalne ucinke jer sadrzi spojeve kao $to su polifenoli, kofein, aminokiseline i
ugljikohidrati. Od svih vrsta Cajeva upravo zeleni Cajevi imaju ukupno najvec¢i sadrzaj
aminokiselina. Od prisutnih aminokiselina bitno je istaknuti slobodni (neproteinski) oblik
teanina (5-N-etil-glutamin).

Brojni postupci analize aminokiselina u zelenom c¢aju temelje se na tekucinskoj
kromatografiji s predkolonskom ili postkolonskom derivatizacijom™®**°, No ove metode
pokazuju svoje nedostatke u relativnoj slozenost reakcijskog sustava, visokim troSkovima
odrZavanja kolone za derivatizaciju, niskoj stabilnosti derivata aminokiselina ili interferencija
derivatizacijskih reagensa. Dodatno, analize teanina provodene su 1 pomocu kapilarne

120 (CE) i micelarne elektrokinetidke kapilarne kromatografije'® (MECC) uz

elektroforeze
UV detekciju. Za teanin nedostaje pogodan kromofor i UV detekcija mora se provoditi pri
kratkim valnim duljinama (190-200 nm), zbog ¢ega ove metode imaju slabu osjetljivost te
izraZen utjecaj interferencija.

Kao novi pristup*? u odredivanju aminokiselina i ugljikohidrata Y. Ding i suradnici
nedavno su opisali upotrebu ionske izmjenjivacke kromatografije s integriranom pulsnom
amperometrijskom detekcijom (IPAD) bez primjene derivatizacije. Kromatografsko
razdvajanje provedeno je na AminoPac PA10 koloni. Zeleéi izbje¢i medusobna koeluiranja,
elucija se provodila gradijentno uz ternarni gradijent sastavljen od vode, 0,25 M otopine
natrijeva hidroksida i 1,0 M natrijevog acetata. Gradijentni profil eluensa (tablica 2) mogao
se podijeliti na tri dijela: prvi, tijekom kojeg se ispiranje provodilo isklju¢ivo hidroksidom, a
bio je pogodan za eluciju slabo zadrZanih aminokiselina, monosaharida i disaharida; drugi, uz
gradijent natrijeva acetata §to je uzrokovalo eluciju ja¢e zadrzavanih aminokiselina (kao $to
su kisele 1 aromatske aminokiseline) te tre¢i, u kojem se pokretna faza vracala na pocetnu
koncentraciju hidroksida, a S§to je sluzilo za ponovno uravnotezZenje kolone prije iduceg
injektiranja. Primijenjeni rezim potencijala naveden je u tablici 1 i istovjetan prethodnoj
aplikaciji. Prilikom detekcije koriStena je zlatna radna i Ag/AgCl referentna elektroda.

Opazeno je kako pri vi§im koncentracijama NaOH (c > 20 mM) teanin koeluira s
glutaminom prije Secera, a pri NaOH (c < 8 mM), teanin je odvojen od glutamina i eluira se
nakon Secera. Ova promjena rezultat je razliCitih vrijednosti konstanti ionizacije kiselina

(pKa(Secera) > 12), pa je ionizacija Secera pri nizim koncentracijama NaOH potisnuta.
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Taj efekt kompenzira utjecaj nize koncentracije NaOH na vremena zadrzavanja
Secera. S druge strane, ionizacija aminokiselina koje su imale relativno niske vrijednosti pK,
(osim arginina) nije se promijenila pri nizim koncentracijama NaOH. Tako je s nizom
koncentracijom hidroksida vrijeme retencije aminokiselina pove¢ano u odnosu na retenciju
Se¢era. Osim toga, polozaj saharoze takoder se mijenja u odnosu na druge Secere S$to se moze
objasniti ¢injenicom da disaharidi sadrze vise hidroksilnih skupina od monosaharida. Kao
rezultat, donja pocetna koncentracija NaOH je korisna za poboljSanje razlu¢ivanja izmedu
teanina i glutamina, a takoder dolazi do ucinka odvojene elucije SeCera i neutralnih
aminokiselina.

Opcenito govoreci, aminokiseline u pratnji ugljikohidrata postoje u mnogim stvarnim
uzorcima; njihova interferencija moze se izbje¢i samo ako su koli¢ine aminokiselina
priblizno jednake onima SeCera. Naime, uzorci koji sadrze vece koli¢ine ugljikohidrata i
tragove aminokiselina (molarni omjer 50:1) nisu pogodni za spomenutu analizu, pa je
potrebno iz uzorka ukloniti ugljikohidrate. Prikladnom se pokazala tehnika uklanjanja
ugljikohidrata pomoc¢u kationskog izmjenjivaca u vodikovoj formi. Medutim, ova metoda ne
predstavlja odgovarajuée rjeSenje za sve vrste uzoraka jer su i dalje prisutni problemi

nemogucnosti kvantifikacije koeluiranih aminokiselina 1 ugljikohidrata.

Tablica 2. Gradijentni profil eluensa za odredivanje aminokiselina i ugljikohidrata u uzorku
zelenog Caja.

Vrijeme / min ¢(NaOH) / mM c(NaAc) / mM

0,00 5 -
8,00 5 -
16,00 60 -
18,00 80 -
22,00 60 -
30,00 60 40
40,00 60 40
40,10 200 -
42,10 200 -
42,20 5 -
67,00 5 -
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6.3.3 Simultano odredivanje aminokiselina i ugljikohidrata u kulturi Clostridium

thermocellum

Lignoceluloza je najobilniji, jeftin i obnovljivi resurs na Zemlji. Stoga se veliki znacaj
poklanja istrazivanju pretvorbe lignocelulozne biomase u regenerativho gorivo ¢ime bi se
mozda rijeSio problem buduéih energetskih potreba. Mikroorganizmi, kao Sto su bakterije
Clostridium thermocellum, mogu izravno pretvoriti celulozu u etanol kao gorivo pa imaju
vaznu vrijednost u podruéju bioenergije. Za poboljSanje samog procesa, analize funkcije gena
I optimizacije stanica takvog sustava, znanstvenici teze za kvantitativnim razumijevanjem
metabolizma bakterija. Aminokiseline 1 Seceri su medu najvaznijim metabolitima. Analizom
promjena koncentracija aminokiselina 1 ugljikohidrata u mediju kulture razlicitih fenotipova
C. thermocellum mogu se otkriti utjecaji okoliSa i stanica na metabolicke procese. Dakle,
to¢no 1 u¢inkovito odredivanje aminokiselina 1 Secera je vrlo vazno.

U radu Yun Fa i suradnika®®*

, takoder je opisana ionska izmjenjivacka kromatografija
uz gradijentno eluiranje i IPAD detekciju bez postupka derivatizacije pri analizi
aminokiselina i ugljikohidrata u sterilnim medijima i ekstracelularnim medijima kulture tri
fenotipa Clostridium thermocellum. Dodatno kvalitetu analizi donijela je upotreba 10-ulaznog
ventila i kolonske klopke za aminokiseline.

Svi postupci sustava provedeni su pomocu jednog ventila s 10 ulaza 1 tri pumpe
medusobno povezane uskim poli-(eter-eter-keton) cijevnim sustavom (slika 10).

Korak 1 predstavlja unos uzorka, korak 2 je injektiranje aminokiselina i njihova
ekstrakcija u koloni zamki te presretanje ugljikohidrata u petlji 2. Korak 3 je faza analiza u
kojima se aminokiseline i ugljikohidrati eluiraju iz kolone zamke i petlje 2 u odvojene kolone
za anionsku izmjenu i detektiraju. Korak 4 ukljuuje ponovno uravnotezenje otopine u koloni
zamkKi te objema kolonama za anionsku izmjenu.

Za separaciju su koriStene CarboPac PA10, odnosno AminoPac PA10 kolona s
prethode¢om kolonom zamkom. KoriStena je zlatna radna elektroda dok je prilikom detekcije
aminokiselina kao referentna elektroda koristena pH elektroda, a prilikom detekcije
ugljikohidrata Ag/AgCl elektroda.

Elucijski gradijent kao i primijenjeni reZimi potencijala za analize aminokiselina,
odnosno ugljikohidrata prikazani su u tablicama (tablice 3 i 4).

Ovim pristupom uspjeSno je istovremeno analizirano 17 aminokiselina 1 9

ugljikohidrata.
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KORAK 1: Unos

AminoPA 10 kolona EDI
O

Automatsko
injektiranje

Podaci |:N\z|

T
CarboPA 10 kolona ED2

KORAK 2: Ekstrakcija AminoPA 10 kolona EDI
T

Automatsko
injektiranje

Podaci I:/\NE

e I e B
CarboPA 10 kolona ED2

KORAK 3: Analiziranje AminoPA 10 kolona  EDI
-

Automatsko
injektiranje

Podaci [/WE

CarboPA 10 kolona ED2

KORAK 4: Ponovno uravnotezavanje

AminoPA 10 kolona EDI

Automatsko
injektiranje

Podaci I:/VE

CarboPA 10 kolona ED2

Slika 10. Shema aparature za IC analizu u kulturi Clostridium Thermocellum.*?*
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Tablica 3. Primijenjeni elucijski gradijent pri IC analizi aminokiselina i ugljikohidrata u
kulturi stanica Clostridium Thermocellum.***

Vrijeme / min % H,0 % NaOH % NaAc
Gradijentni uvjeti za aminokiseline
0 76 24 -
2 76 24 -
8 64 36 -
11 64 36 -
18 40 20 40
21 44 16 40
23 14 16 70
42 14 16 70
42,1 20 80 -
44,1 20 80 -
44,2 76 24 -
60 76 24 -
Gradijentni uvjeti za ugljikohidrate
0 97 3 -
20 97 3 -
30 60 40 -
40 60 40 -
45 10 70 20
50 10 70 20
50,1 20 80 -
52 20 80 -
52,1 97 3 -
60 97 3 -

Voda, otopina pufera i kiseline koriste se kao sredstva za ispiranje za kationsku
izmjenjivacku kromatografiju. Otopina kiseline korisna je za zadrZavanje aminokiselina na
kationskom izmjenjivacu s vodikovim protuionima. Testirane su mravlja i octena kiselina kao
moguca rjeSenja. Upotrebom octene kiseline kao otopine, leucin i izoleucin koelucirani su
kao repovi na signalu metionina. Pomocu mravlje kiseline dobiva se zadovoljavajuci

kromatogram pa se ona pokazala kao bolji izbor za ovu analizu.
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Tablica 4. Primijenjeni rezim promjene potencijala pri IC analizi aminokiselina i
ugljikohidrata u kulturi stanica Clostridium Thermocellum.*?*

Aminokiseline Ugljikohidrati
Vrijeme /s Potencijal /V  Vrijeme/s Potencijal / V
0,00 +0,13 0,00 +0,1
0,04 +0,13 0,40 +0,1
0,05 +0,28 0,41 -2,0
0,21 +0,28 0,42 -2,0
0,22 +0,61 0,43 +0,6
0,46 +0,61 0,44 -0,1
0,47 +0,28 0,50 -0,1
0,56 +0,28
0,57 -1,67
0,58 -1,67
0,59 +0,93
0,60 +0,13

Svi uzorci su dobiveni iz kultura C. thermocellum pri 60 °C. Priblizno 1,0 mg ml™
unutarnjeg standarda je bilo dodano uzorcima prije prethodne obrade. Stanice i izvanstanic¢ne

matrice se delaminiralo centrifugiranjem na 12 000 okretaja u minuti, 10 minuta pri 4°C.
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7 ZAKLJUCAK

Ionska kromatografija (IC) je posebna implementacija tekucinske kromatografije
visoke ucinkovitosti (HPLC) koja omoguéava razdvajanje ioniziranih molekula na temelju
njihova naboja. Ova se metoda ucestalo koristi u modernim laboratorijima za kemijsku
analizu. IC omogucava jednostavniju separaciju slicnih molekula koje je tesko razdvojiti
drugim tehnikama zbog bliskih svojstava jer se upravo nabojem koji nosi molekula od
interesa moze lako manipulirati promjenom pH vrijednosti pokretne faze. Razvoj novih
tehnika detekcije 1 napredak u ionskim izmjenjivaCkim materijalima dodatno je prosSirio
primjenu ionske kromatografije.

IC ne zahtijeva organska otapala i stoga se Cesto koristi za karakterizaciju
biomolekula, kao §to su aminokiseline i ugljikohidrati, u prirodnom ili aktivnom obliku, te za
proc¢iS¢avanje. Aminokiseline 1 ugljikohidrati sadrze razli¢ite funkcionalne skupine koje
mogu dovesti do razlika u ukupnom naboju, ovisno o pH vrijednosti otopine, $to je
primjenjivo za njihovo razdvajanje na kromatografskoj koloni.

IC je brza, to¢nija i preciznija u analizi nabijenih Cestica od veline postojeéih
analitickih metoda. Upravo stoga dolazi do njene sve intenzivnije primjene, ne samo u analizi
voda (Sto je jedna od njenih prvotnih namjena) vec¢ i analizi kompleksnih matrica kao Sto su
fermentacijske juhe i stani¢ne kulture. Povecana primjena potencira nova istrazivanja Sto
ukljuCuje potragu za superiornijim nepokretnim i pokretnim fazama, razvoj detekcijskih i
softverskih sustava te unaprjedenje tehnika pripreme uzoraka.

Stoga ne iznenaduje Sto ionska kromatografija nezaustavljivo preuzima primat

naspram konvencionalnijih analitickih metoda.
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