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1. UvOD

Biljne vrste iz porodice kupusnjaca poznate su U cijelome svijetu, ekonomski vazne, genetski
su vrlo raznolike, imaju veliku hranjivu i biolosku vrijednost pa se tako od davnina koriste u
tradicionalnoj medicini i prehrani. Kupusnjace su skromnih zahtjeva za toplinom, dobro
podnose niske temperature pa su dostupne kao svjeze povrée tokom cijele godine (Manchali i
sur., 2012; Kantoci, 2006). Aminokiseline su primarni metaboliti, osim $to izgraduju stanice
sudjeluju u brojnim fizioloskim procesima poput transporta tvari, sudjeluju u sintezi enzima,
odrzavanju homeostaze te se ponasaju kao osmoliti (Rai, 2002). Mnoge analiticke metode,
poput tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i kapilarne elektroforeze,
upotrebljavane su za identifikaciju aminokiselina u uzorcima, medutim, napretkom znanosti i
novim kolonama omogucena je analiza teku¢inskom kromatografijom u sprezi s razli¢itim
detektorima koja je uvelike skratila vrijeme trajanja analize. Tako je najéeS¢a metoda za
identifikaciju i kvantifikaciju postala tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti u sprezi
sa spektrometrijom masa (Song i sur., 2018). Cilj ovoga rada bio je odrediti udjele slobodnih
aminokiselina u listu rastike (Brassica oleracea L. var. acephala) tekuéinskom

kromatografijom visoke djelotvornosti u sprezi sa spektrometrijom masa (LC-MS/MS).



2. TEORIJSKI DIO

2.1. PORODICA BRASSICACEAE

Porodica Brassicaceae, poznata pod nazivom kupusnjace ili krstaSice, sloZzene je taksonomije
I sistematike te obuhvaca oko 338 rodova i oko 3709 vrsta koje se tradicionalno tisu¢ama
godina uzgajaju u razli¢itim kulturama diljem svijeta (Samec i sur., 2019; Al-Shehbaz i sur.,
2006). Najznacajniji rod ove porodice je Brassica koji zadnjih nekoliko desetlje¢a zaokuplja
paznju znanstvenika zbog brojnih epidemioloskih istrazivanja koja iznose dokaze kako
prehrana bogata ovim povréem moze pomoc¢i u odrzavanju zdravlja i borbi protiv kroni¢nih
bolesti (Samec i sur., 2019). Konzumacijom povréa roda Brassica moze se zna¢ajno utjecati
na bolesti poput razli¢itih vrsta raka, povisenog krvnog tlaka i SeCerne bolesti (Baenas i sur.,
2017), a posjeduje antioksidativna, antimutagena i protuupalna svojstva te se tako ovo povrée
posljednjih godina prepoznaje i kao funkcionalna hrana (Samec i sur., 2019). Vrsta koja se
najéeSce uzgaja je Brassica oleracea (Al Shehbaz i sur., 2006), a dijeli se na sedam glavnih
kultiviranih skupina koje se razlikuju prema morfologiji i razvojnom obliku: B. oleracea L.
var. capitata (karakterizira ju formiranje glave tokom rasta — kupus), B. oleracea L. var.
botrytis (cvjetaca), B. oleracea L. var. italica (brokula), B. oleracea L. var. gemmifera
(prokulica), B. oleracea L. var. acephala (ne formira glavu tokom rasta — rastika), B. oleracea
L. var. alboglabra (kineska brokula) i B. oleracea L. var. gongylodes (korabica) (Rakow,
2004).

2.2. RASTIKA (Brassica oleracea L. var. acephala)

Rastika (Brassica oleracea L. var. acephala) jedna je od najstarijih vrsta krstasica Cija
upotreba datira od 2000 g. prije Krista. 1zvorno potjece s istocnog Mediterana (Balkaya i
Yanmaz, 2005) dok je prema nekim autorima autohtona vrsta priobalnog podru¢ja Dalmacije i
Hercegovine (Sefo i sur., 2010). Proizvodnja rastike nema veliku komercijalnu vaznost, ali se
tradicionalno uzgaja kao povrtna kultura na malim proizvodnim povr§inama obiteljskih
gospodarstava na podru¢ju Dalmacije, Dalmatinske zagore, Istre i otoka sjemenom iz vlastite
proizvodnje (Batelja i sur., 2009). Duga povijest uzgoja rastike diljem svijeta rezultirala je
mnogobrojnim genotipovima koji pokazuju veliku genetsku varijabilnost. Prema Cartea i sur.
(2003), intra-populacijska varijabilnost nastala je unakrsnim oprasivanjem zbog slabe
izolacije biljaka koje se koriste za proizvodnju sjemena, dok je inter-populacijska
varijabilnost posljedica odabira poljoprivrednika i prilagodba lokalnim ekoloSkim uvjetima.

Upravo iz razloga prilagodbe na nepovoljne klimatske uvjete (poveéani salinitet tla, susa,



visoke i niske temperature) te lakog i jeftinog uzgoja rastiki se povecala popularnost i
konzumacija (Lini¢ i sur.,2019; Pavlovi¢ i sur.,2019; Pavlovi¢ i sur., 2018). Medutim,
okoli$ni uvjeti znatno utjeCu na akumulaciju biomase, nutritivni sastav i1 senzorske
karakteristike raStike (Thavarajah 1 sur., 2016).

Rastika (slika 1) obi¢no naraste od 45 cm do 90 cm u visinu te od 30 cm do 90 cm u Sirinu.
Tekstura listova, koji ne tvore glavu, varira od fine do grube, ovisno o sorti. Boja lista krece
se od svjetlozelene do tamnozelene uz dodatak crvenih i ljubicastih tonova. Uspijeva u dobro

dreniranom, dosljedno vlaznom tlu visoke anorganske tvari te pH vrijednosti izmedu 6,0 1 7,5
(Reda i sur., 2021).

Slika 1. Brassica oleracea L. var. acephala (Anonymus 1, 2020)

2.2.1. Nutritivna svojstva rastike

Rastika se diljem svijeta koristi u tradicionalnoj medicini za prevenciju i lijeCenje razlicitih
zdravstvenih poremecaja, ukljuCuju¢i ZeluCane tegobe, visoku razinu kolesterola,
hiperglikemiju, reumatizam i bolesti jetre (Kuerban i sur., 2017; Lemos i sur., 2011). Njezine
zdravstvene koristi pripisuju se kombinaciji bioaktivnih fitokemikalija ukljucujuci
glukozinolate, karotenoide i fenolne spojeve (Samec i Salopek-Sondi, 2019; Abellan i sur.,
2019).

Rastika je nisko kalori¢no povrée 1 vrlo nutritivno bogato koje osigurava > 10 % preporucene
doze esencijalnih nutrijenata pri ¢emu se istiCu znacajne koli¢ine vitamina A, C, i K, a od
mineralnih tvari se isti¢u kalij, kalcij, magnezij i fosfor (Pathirana i sur., 2017; Thavarajah i
sur., 2016). U tablicama 1, 2 i 3 prikazana je usporedba kemijsko-nutritivnog sastava rastike s

ostalim vrstama iz roda Brassica.



Tablica 1. Usporedba nutritivnih komponenti u nekoliko razli¢itih vrsta kupusnjaca (Samec i

sur., 2008)

o Rastika/ Kelj/ Brokula/ Cvjeta¢a/ Kupus/ Prokulica/
Nutritivna komponenta
100g 100g 100g 100 g 100 g 100 g

Voda (g) 84,04 8962 89,30 92,07 92,18 86,00
Energija (kcal) 49 32 34 25 25 43
Proteini (g) 428 302 282 1,92 1,28 3,38
Lipidi (g) 093 061 037 0,28 0,10 0,30
Ugljikohidrati (g) 875 542 6,64 4,97 5,80 8,95
Vlakna(g) 3,6 4,0 2,6 2,0 2,5 3,8
Seceri () 226 0,46 1,70 1,91 3,20 2,20

Tablica 2. Usporedba udjela mineralnih tvari u nekoliko razli¢itih kupusnjada (Samec i sur.,
2008)

Rastika/ Kelj/ Brokula/ Cvjeta¢a/ Kupus/ Prokulica/

Minerali
100g 100g 100g 100 g 100 g 100 g
Ca(mg) 150 232 47 22 40 42
Fe (mg) 1,47 0,47 0,73 0,42 0,47 1,40
Mg (mg) 47 27 21 15 12 23
P (mg) 92 25 66 44 26 69
K (mg) 491 213 316 299 170 389
Na(mg) 38 17 33 30 18 25
Zn(mg) 056 021 041 0,27 0,18 0,42




Tablica 3. Usporedba udjela vitamina u nekoliko razli¢itih kupusnjac¢a (Samec i sur., 2008)

Rastika/ Kelj/ Brokula/ Cvjetata/ Kupus/ Prokulica/

Vitamini
100g 100g 100g¢ 100 g 100 g 100 g
Vitamin C (mg) 120 35,3 89,2 48,2 36,6 85
Tiamin (mg) 0,110 0,054 0,071 0,050 0,061 0,136

Riboflavin (mg) 0,130 0,130 0,117 0,060 0,040 0,090
Niacin (mg) 1,000 0,742 0,639 0,507 0,234 0,745

Vitamin B-6 (mg) 0,271 0,165 0,175 0,184 0,124 0,219

Folna Kiselina (ng) 141 129 63 57 43 61
Vitamin A (pg) 500 251 31 0 5 38
Vitamin E (mg) 1,54 2,26 0,780 0,08 0,15 0,88
Vitamin K (pg) 704,8 4371 1016 15,5 76,0 177,0

2.2.2. Biljni metaboliti

Metabolizam biljaka moze se definirati kao isprepletena mreza fizikalnih i kemijskih
promjena te se dijeli na primarni i sekundarni. Primarni metabolizam obuhvaca reakcije i
puteve koji su nuzni za prezivljavanje to jest odgovorni su za osnovne funkcije biljnog
organizma, dok sekundarni metabolizam ispunjava veliki broj funkcija potrebnih za rast i
razvoj biljke ukljucujuéi interakciju bilja s okolisem. Mnogi produkti primarnog metabolizma
koji proizlaze iz puta Sikimata, glikolize, ciklusa limunske kiseline, puta pentoza-fosfata ili
aminokiselina sluze kao prekursori za sintezu tisuca sekundarnih metabolita (Pott i sur.,

2019).

2.2.2.1. Aminokiseline

Aminokiseline su primarni metaboliti, kljucne za organizam same po sebi. Neke funkcioniraju
kao signalne molekule poput neurotransmitera, dok neke sluze kao prekursori za ostale
biomolekule poput hormona, nukleinskih kiselina, lipida, proteina, itd. Gradene su od
srediSnjeg o-ugljikovog atoma povezanog s amino-skupinom, karboksilnom skupinom,
vodikovim atomom i bo¢nim ogrankom. Bo¢ni ogranak (R) je skupina specifi¢na za svaku

aminokiselinu pa su i svojstva aminokiselina razliita. Bocni ogranci se razlikuju po obliku,



naboju, tendenciji stvaranja vodikovih veza te imaju razli¢ita hidrofobna svojstva i razliitu

reaktivnost (Tymoczko i sur. 2013).
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Slika 2. Strukturne formule 20 aminokiselina zajedno s troslovnim i jednoslovnim kraticama

(prema Tymoczko i sur. 2013)

Esencijalne aminokiseline prikazane na slici 2 — leucin, izoleucin, metionin, fenilalanin,
triptofan, arginin, histidin, valin, treonin i lizin sintetiziraju samo biljke te ih je potrebno
unositi u organizam putem hrane. Neesencijalne aminokiseline, takoder prikazane na slici 2
koje se sintetiziraju u ljudskom organizmu su: alanin, asparagin, cistein, glutamin,

asparaginska kiselina, glicin, prolin, serin i tirozin (Kumar i sur., 2017).

Biljne stanice sadrze manju koli¢inu proteina u usporedbi sa zivotinjskim stanicama
uglavnom zbog visokih koli¢ina ugljikohidrata (celuloze i ostalih) koji ¢ine veéi dio strukture
biljke. Medutim, uloga aminokiselina ne moze se zanemariti. Osim §to izgraduju proteine,
ukljucene su u brojne fizioloske procese: rast i razvoj biljaka, unutarstani¢énu kontrolu pH
vrijednosti, stvaranje metabolicke energije i redoks snage te otpornost na abioticki 1 biotic¢ki
stres (Fagard i sur., 2014; Galili i sur., 2014; Hausler i sur., 2014; Moe, 2013; Pratelli i Pilot,
2014; Watanabe 1 sur., 2013; Zeier, 2013). Ukljuene su u transport, skladiStenje i



metabolizam ugljikohidrata, proteina, vitamina, vode i masti. Razli¢iti poremecaji poput
SeCerne bolesti, nesanice, pretilosti i artritisa su uzorkovani metabolickim poremecajima, a
toCan sastav aminokiselina bi mogao popraviti metabolicke defekte (Park, 2016). Tijekom
zivotnog ciklusa, kako se biljka mijenja, mijenjaju se katabolicki putevi aminokiselina
(Hildebrandt 1 sur., 2015). Okoli$ni uvjeti na Zemlji su promjenjivi Sto ¢esto biljku dovodi u
stanje stresa. Kad se nadu u takvim uvjetima poput viska ili manjka vode, ekstremnih
temperatura, prisutnosti iona toksicnih metala i1 izloZzenosti UV zrafenju, biljke pocinju
akumulirati metabolite pa tako i aminokiseline (Hayat i sur., 2012). Jedan od stresnih
odgovora je stvaranje reaktivnih kisikovih radikala (OH-, O.:, H20., itd.) koji uzrokuju
znacajno ostecenje peroksidacijom lipidnih komponenti membrana i direktnom interakcijom s
razli¢itim makromolekulama (Hayat i sur. 2012). Prema Teixeira i sur. (2017), aminokiseline

sudjeluju u redukciji slobodnih radikala $to ima ucinak smanjenja stresa.

2.3. SUVREMENE METODE U ANALIZI AMINOKISELINA

2.3.1. Kromatografija

Kromatografija je od tridesetih godina proslog stolje¢a rutinska laboratorijska metoda (Poole,
2003), a do danaSnjeg dana je doZivjela pravi procvat. Obuhvaca sve analiticke metode pri
kojoj se sastojci uzorka razdvajaju na temelju njihove razlicite raspodijele izmedu dviju faza,
pri ¢emu je jedna od njih stacionarna, a druga mobilna. Mobilna, odnosno pokretna faza nosi
komponente uzorka kroz nepokretnu, stacionarnu fazu te dolazi do razlike u brzini kretanja
komponenti zbog razli¢itih interakcija koje komponente ostvaruju sa stacionarnom i
mobilnom fazom (Coskun, 2016). Postoje razliciti kriteriji podjele kromatografskih tehnika,
od kojih su neke opisane u radu Coskun (2016) dok ¢e u sljedecem poglavlju biti opisana
teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC).

2.3.2. HPLC
Tekuéinska kromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC), vrsta kromatografije kod koje
se mobilna faza nalazi u teku¢em agregatnom stanju, naj¢esca je kromatografska tehnika koja

se koristi za odvajanje otopljenih tvari (Skoog i sur., 2016; Cindri¢ i sur., 2009).

HPLC je napredni tip kolonske LC koji se koristi za odvajanje, odredivanje, identifikaciju i
kvantifikaciju spojeva, ali i za preparativne svrhe (Rode i Rao, 2019; Poole, 2003). Za razliku
od LC gdje uzorak prolazi silom gravitacije, kod HPLC tehnike uzorak prolazi kroz kolonu

pod visokim tlakom (do 400 bara) te se tako ova tehnika naziva i teku¢inska kromatografija
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visokog tlaka. Kako bi se uopée mogao postici tako visok tlak u HPLC sustavu, potrebna je
slozenija oprema u odnosu na obi¢nu LC pa se tako HPLC sastoji od: spremnika mobilne
faze, pumpe, injektora uzorka, kolone, detektora i sustava za obradu podataka (Thammana,
2016).

Mobilna faza (otapalo) smjesa je polarnih i nepolarnih tekucih sastojaka koji se nalaze u
staklenom spremniku. Ovisno o prirodi uzorka sastav mobilne faze se mijenja, ali uvijek mora
biti visoke Cistoce, bez prisustva otopljenih plinova ili suspendiranih cestica (Kovacevic,
2019; Thammana, 2016). Pumpa usisava mobilnu fazu, stvara tlak nad njom i tako ju pokrece
kroz kolonu. Radni tlak koji pumpa stvara ovisi o dimenzijama kolone, veli¢ini Cestica analita

te protoku i sastavu mobilne faze (Thammana, 2016).

Injektor uzorka sluzi za unos uzorka u tok struje mobilne faze. Sastoji se od ventila,
automatskog uzorkivaca (engl. autosampler) koji je termostatiran, injekcijske igle i

graduirane injekcije te kapilare odredenog volumena (Cindri¢ i sur., 2009).

Kolona je najvazniji dio HPLC sustava. Ku¢iste je najées¢e od nehrdajuceg celika, duljine od
50 mm do 3000 mm i unutarnjeg promjera od 2 mm do 5 mm. Ispunjena je stacionarnom
fazom velicine Cestica od 3 um do 10 um (Thammana, 2016). Kolona, kao i injektor uzorka,
mora biti termostatirana jer temperatura ima vaznu ulogu u procesu razdvajanja. Naime, ona
utjeCe na veze koje se javljaju izmedu uzorka 1 stacionarne faze te se stoga odrzava

konstantnom tijekom cijele analize (Kovacevi¢, 2019).

Detektor, smjesSten nakon kolone na kojoj su se razdvojile komponente smjese, biljezi analite
redom kako eluiraju (Thammana, 2016). Postoje razliCite izvedbe detektora poput
ultraljubiCastog spektrofotometra, detektora s nizom fotosenzitivnih dioda, fluorescencijskog
detektora, elektrokemijskog detektora, detektora indeksa loma, detektora rasprsenja svjetlosti
u uparenom uzorku i masenog detektora te su svi opisani u radu Skoog i sur. (2016). Svi su
specifi¢ni i medusobno se razlikuju u nacinu rada, ali svaki od njih daje signal koji je

proporcionalan odredenom svojstvu komponente (Kovacevi¢, 2019; Cindri¢, 2009).
Ovisno o sastavu mobilne i stacionarne faze razlikujemo:

e HPLC normalnih faza — razdvajanje se vr$i na temelju razlike u polarnosti. Sadrzi
polarnu stacionarnu fazu i nepolarnu mobilnu fazu. Polarni analit stvara interakciju s
polarnom stacionarnom fazom. Jakost adsorpcije se pove¢ava s polarnoséu analita. Sto

je jaca interakcija, to je duze retencijsko vrijeme.



e HPLC obrnutih faza — djeluje na principu hidrofobnih interakcija. Sadrzi nepolarnu
stacionarnu fazu i polarnu mobilnu fazu. Sto je veéa kontaktna povriina nepolarnom
analitu, to se on jace veze na stacionarnu fazu, duze se zadrzava na njoj pa je i
retencijsko vrijeme duze (Malviya i sur. 2010). Popularnost ove faze lezi u
sposobnosti razlikovanja jako sli¢nih spojeva, selektivnosti, preciznosti i osjetljivosti

(Kovacevi¢, 2019; Kazakevich i LoBrutto, 2007).

Eluiranje je ispiranje uzorka s kolone te moze biti izokratno ili gradijentno. Izokratno znaci da
je sastav mobilne faze stalan, dok gradijentno znaci da se sastav mobilne faze mijenja tijekom
ispiranja i to najcesce tako da se postepeno mijenja udio jednog sastojka mobilne faze (Skoog
i sur., 2016).

Neki od nedostataka HPLC tehnike su: velika potro$nja organskih otapala koja su potrebna za
analize, zagadenje okoliSa, ne postoji univerzalni detektor za sve analite kao ni za sve vrste
analiza i bez obzira na detektor, osjetljivost za neke spojeve je vrlo niska. Sofisticirana je i
slozena tehnika koja zahtjeva stru¢nost i educiranost osoba, ali ¢ak i uz takve analiti¢are
moguce je dobiti lazne rezultate ukoliko dode do npr. ireverzibilne adsorpcije analita ili pak
koagulacije analita koju je tesko uociti uz primjenu nekih detektora. Medutim, uz sve ove 1
druge nedostatke, HPLC ima niz prednosti poput ponovljivosti, to¢nosti, automatiziranosti,
brzine, visoke razlucivosti, zbog Cega je postala nezaobilazna tehnika u analitici i brojim
drugim granama. Danas se HPLC tehnika povezuje u mnoge vezane sustave kako bi se nizom
drugih nacina dokazali i odredili razdvojeni analiti smjese, pa tako postoje vezani sustav
tekuc¢inske kromatografije i magnetske rezonancije (LC-NMR), infracrvene spektroskopije
(LC-IR) ili masene spektrometrije (LC-MS) (Serti¢, 2013).

2.3.3. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (engl. Mass Spectrometry, MS) Siroko se primjenjuje pri odredivanju
strukture organskih, anorganskih, bioloskih molekula, elementarnog sastava tvari te pri
kvalitativnom i kvantitativnom odredivanju sastava smjesa. Bazira se na formiranju pozitivno
ili negativno nabijenih iona koji se razdvajaju na temelju omjera njihove mase i naboja (m/z)
(EI-Aneed i sur., 2009).

Karakteristike masene spektrometrije — osjetljivost, granice detekcije, brzina i raznolikost
primjene, podigle su je na zavidnu poziciju medu mnogim tehnikama. U analitickoj kemiji,
najnovije primjene su uglavnom usmjerene ka biokemijskoj problematici poput proteoma,

metaboloma, lijekova, ali se primjenjuje i u kontroli hrane, kontroli zagadenja, forenzickoj
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znanosti, kontroli procesa, atomskoj fizici, anorganskoj kemijskoj analizi, ionsko-
molekularnim reakcijama ili pak odredivanju termodinamickih parametara (de Hoffmann i
Stroobant, 2007). Primjena MS se dramati¢no promijenila nakon 1990. godine kao rezultat
razvoja novih ionizacijskih metoda: ionizacije elektrorasprSenjem (engl. Electrospray
lonization, ESI) i matriksom potpomognute ionizacije laserskom desorpcijom (engl. Matrix-
Assisted Laser Desorption lonization, MALDI) (Salzano i Crescenzi, 2005) koje su omogucile

proizvodnju iona iz nehlapljivih i termolabilnih molekula (Skoog i sur., 2016).

Spektrometar masa je uredaj koji se sastoji od 3 glavna dijela: ionskog izvora, analizatora

masa i detektora (slika 3).

Uzorak Spektar masa
Ryseeer I .................................. s g
- | Analizator : IS
: : S
‘easansass YRR Y -E. sassmsssssasdnsnnmnd m/z ¥

T

-
Visoki vakuum, 10— 108 torra

Slika 3. Osnovne komponente spektrometra masa (prema Banerjee i Mazumdar, 2012)

Prvi korak u analizi je uvodenje molekula analita u ionski izvor, gdje se ioniziraju nekom od
ionizacijskih metoda i dobivaju pozitivne ili negativne naboje. Zatim nastali ioni dolaze do
analizatora masa gdje se odjeljuju na temelju omjera mase i naboja, detektiraju se na
detektoru i prevode u mjerljivi signal koji graficki prikazujemo kao spektar masa (Banerjee i
Mazumdar, 2012). Svi maseni spektrometri moraju raditi pod visokim vakuumom kako bi
ioni mogli do¢i do detektora bez sudara s ostalim molekulama $to bi inace izazvalo

odstupanja od putanje i gubitak naboja (Skoog i sur., 2013; de Hoffmann i Stroobant, 2007).

2.3.3.1. lonski izvori

Ionizacija analita se moZe provoditi razli¢itim metodama, a koja ¢e se primijeniti ovisi o
energiji koja se prenosi u samom procesu te o fizikalno-kemijskim karakteristikama samog
analita (de Hoffmann i Stroobant, 2007). Ovisno o stupnju fragmentacije, to jest kolicini
unutarnje energije koja se predaje analitu, sve metode ionizacije se dijele u dvije osnovne

skupine: tzv. blage ionizacijske tehnike (engl. soft ionization) u kojima je energija minimalna
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i Cvrste ionizacijske tehnike (engl. hard ionization) u kojima se koristi veca energija (Niessen,
2006). Veca koli¢ina energije uzrokuje ja¢u fragmentaciju molekula i obrnuto (de Hoffmann i
Stroobant, 2007).

U radu de Hoffman i Stroobant (2007) opisana je ionizacija elektronima, kemijska ionizacija,
MALDI, kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku, ionizacija fotonima pri atmosferskom
tlaku, ionizacija bombardiranjem brzim atomima, ionizacija termorasprSenjem i druge, dok ¢e

u ovom radu detaljnije biti opisana ESI.

ESI je jedna od najzastupljenijih ,,blagih“ tehnika ionizacije u vezanom sustavu LC-MS
budu¢i da omoguéava direktno prevodenje iona iz otopine u ione u plinskoj fazi pri
atmosferskom tlaku. Kompatibilna je sa svim analizatorima i prikladna je za analizu termicki
nestabilnih ili slabo hlapivih spojeva (Kovacevi¢, 2019; El-Aneed i sur., 2009; Horvati¢ i
Cindri¢, 2008). ESI je tehnika osjetljiva na kontaminaciju uzorka solima, kaotropima i
detergentima, koji mogu tvoriti klastere, adukte s molekulama analita ili jednostavno ometaju
nastajanje stabilnog spreja te se iz navedenih razloga uzorci prije razdvajaju LC obrnutih faza
(Tamvakopoulos, 2007; Horvati¢ i Cindri¢, 2009).

Ionizacija moze biti pozitivna i negativna, ovisno o primijenjenom naponu, vrsti analize te
vrsti i kemijskoj strukturi analita. Pogodna je metoda za analizu biomakromolekula s velikom
molekulskom masom (150000 Da), no moguce je analizirati i vrlo male molekule (Sertic,
2013).

Proces elektrorasprSenja, prikazan na slici 4, odvija se u struji duSika i na temperaturi iznad
100 °C, tako da se otopina s analitom uvodi kroz metalnu kapilaru koja ujedno predstavlja
elektrodu pod visokim naponom (2 — 5 kV). Na vrhu kapilare se formira maglica od visoko
nabijenih kapljica koje kolizijska ¢elija privlaci dajuéi im dodatno ubrzanje. Pod utjecajem
struje dusika, temperature 1 elektricnog potencijala otapalo otparava, kapljice se smanjuju te
dolazi do poveéanja povrSinskog naboja. Sile kulonskog odbijanja postaju vece od sila
napetosti povrsine 1 konac¢no se kapljice rasprsnu. loni analita prelaze u plinovitu fazu te ulaze
u analizator (Ho i sur., 2003; Willoughby i sur., 1997).
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Slika 4. Mehanizam ionizacije elektrorasprSenjem (prema Banerjee i Mazumdar, 2012)

2.3.3.2. Analizatori masa

Analizator je dio uredaja spektrometra masa koji razdvaja ione razliCitog omjera mase i
naboja. Dva su glavna tipa analizatora koji se koriste u MS: kvadrupolni analizator masa
(engl. Quadrupole, Q) i analizator masa koji mjeri vrijeme leta (engl. Time of Flight, TOF).
Kvadrupolni je najces¢i jer je kompaktan, jeftiniji i izdrzljiviji od ostalih (Skoog i sur., 2016).
Analizatore masa karakterizira pet glavnih karakteristika: granice masenog raspona (najmanji
i najveéi omjer m/z koji analizator moze izmjeriti, brzina skeniranja (brzina kojom analizator
mjeri u rasponu masa), prijenos (omjer broja iona do detektora i iona koji ulaze u maseni
analizator), toCnost mase (razlika izmedu izmjerene i teoretske vrijednosti m/z) 1 snaga
razluCivosti (sposobnost masenog analizatora da daje razliCite signale za ione s malom
razlikom u masi). Novi trend u razvoju je kombiniranje viSe analizatora zajedno kako bi se
povecala prilagodljivost i omogucilo izvodenje viSestrukih eksperimenata (tandem MS ili

MS/MS) (de Hoffmann i Stroobant, 2007).

Kvadrupol se sastoji od Cetiri cilindricne paralelne elektrode, dvije pozitivno i dvije negativho
nabijene. Dijagonalno su elektriCki povezane te se na njih primjenjuje kombinacija
izmjeni¢nog 1 istosmjernog potencijala. Elektri¢no polje propusta do detektora samo ione
odredenog omjera m/z koji se gibaju stalnom brzinom, a ostali ioni postaju neutralne

molekule u doticaju s elektrodom (Cindri¢ i sur., 2009).

Povezivanjem tri uzastopna kvadrupola dobiva se trostruki kvadrupolni maseni spektrometar
(engl. Triple Quadrupole, QgQ) ¢ija je shema prikazana na slici 5. Maseni analizatori su prvi
(Q1) 1 tre¢i (Q3) kvadrupol, dok se drugi (q2) kvadrupol koristi kao kolizijska ¢elija (Niessen,

2006). Pomocu ovakvog analizatora dobiva se maseni spektar unaprijed odabranih i
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fragmentiranih iona i to na sljede¢i nacin: ionizacijom molekula uzorka dobivaju se ioni koji
se uvode u prvi maseni analizator (Q1) i samo se ioni odredenog omjera m/z uvode u drugi
kvadrupol (g2) te se ti ioni nazivaju parent ili prekursor ioni. U kolizijskoj celiji se
fragmentacija postize sudarima s molekulama inertnog plina (engl. Collision-Induced
Dissociation, CID), nastaju fragmenti iona prekursora koji se nazivaju produkt ioni i
analiziraju se u drugom masenom analizatoru (Q3) te kona¢no detektiraju u detektoru (Skoog
i sur., 2016).

i i
& |

vl @ . = _§

\
A
lonski izvor Prvi kvadrupol Drugi kvadrupol Treci kvadrupol Detektor
(ESI) (prvi i anali ,Q1)  (kolizijska celija, q2)  (drugi maseni analizator, Q3)
HPLC/ UPLC
IONIZACUA SELEKCIA | FRAGMENTACUA IONA SELEKCIJA | PROPUSTANJE
UZ PREVODENJE PROPUSTANJE U SUDARIMA S PRODUKTNIH IONA
U PLINOVITO STANJE PREKURSORSKIH IONA INERTNIM PLINOM DO DETEKTORA

Slika 5. Shema trostrukog kvadrupolnog masenog spektrometra u sprezi sa sustavom

tekuc¢inske kromatografije i ionizacijom elektrorasprSenjem (Anonymus 2, 2023)

2.3.3.3. Detektor
Detektor ima zadatak da registrira broj iona pri svakom odredenom omjeru m/z, pretvori tu

brojnost u elektricni signal (proporcionalno) koji mi o€itavamo kao maseni spektar (de
Hoffman i Strobant, 2007).

Najznacajnija prednost tandem MS/MS spektrometrije je viSestruko pracenje tranzicija to jest
MRM (engl. Multiple Reaction Monitoring, MRM) nacin skeniranja (Curtasu i Ngrskov,
2023). MRM je napredniji nacin jednostrukog nacina skeniranja, SRM-a (engl. Selected
Reaction Monitoring ili Single Reaction Monitoring, SRM), pri kojem se odabire jedna
tranzicija odnosno jedna reakcija raspadanja iona pri ¢emu ovaj nacin skeniranja uvelike ovisi
o ucinkovitosti ionizacije, fragmentaciji parent iona te o intenzitetu produkt iona. Kod MRM-
a moguce je odabrati viSe tranzicija za jedan ili vise analita koji se prati u jednom MS ciklusu
(Yocum i Chinnaiyan, 2009).
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2.3.3.4. Vezani sustav HPLC i tandem MS

Tekucinska kromatografija i spektrometrija masa su do prije dvadesetak godina bile dvije
potpuno odvojene tehnike. Medutim, sedamdesetih i osamdesetih godina proslog stoljeca
dolazi do velikog iskoraka, povezivanja LC i MS na podrucjima mehanizama desorpcije,
ionizacije pri atmosferskom tlaku, povezivanja ionizatora i analizatora, isparavanja i
ionizacije analita u tekucoj fazi (Cindri¢ i sur., 2009; Tiller i sur., 2003). Tako je ovaj vezani
sustav LC-MS uSao u rutinsku upotrebu i vrlo brzo prerastao u jednu od dominantnih

analitickih tehnika u kvalitativnom i kvantitativnom odredivanju molekula male molekulske

mase (Tiller i sur., 2003).

Cilj vezanih sustava, pa i ovog, je unaprjedivanje separacije te izazivanje dodatne
fragmentacije kako bi se kvalitetnije odredila struktura spojeva od interesa. Instrumenti LC-a
se povezuju s masenim spektrometrima, preko meduspojeva (engl. interface), kako bi se
povecala brzina, osjetljivost 1 razlucivost. Meduspojevi su bitni jer se glavni problem u
povezivanju javlja pri odrzavanju visokog vakuuma u spektrometru masa. Meduspojevi
reguliraju uvodenje tekuce faze u spektrometar masa te djelotvorno uklanjanju suvisak otapala
prije uvodenja analita u ionski izvor (Ursi¢, 2016; Gali¢ i Drvenkar, 2016; Cindri¢ i sur.,

2009).

Primjer prednosti koristenja LC-MS/MS nad LC-MS je analiza strukturnih izomera koji se
slicno ponasaju na koloni te daju iste ione u masenom spektrometru. Oni kod LC-MS/MS

dodatnom fragmentacijom daju razlicite fragmente iona (Ursi¢, 2016).

2.3.3.5. Ciljane analize
Brojne kombinacije ionizatora i analizatora masenog spektra ukazuju koliko je dinami¢no
trziSte MS. Osim razlike tih uredaja u nadinu rada, razlucivanju, preciznosti, cijeni,

selektivnosti, osjetljivosti, postoji razlika i u namjeni (Serti¢, 2013).

Ciljane analize (engl. targeted analysis) obuhvacaju identifikaciju i kvantifikaciju veé
unaprijed poznatih analita koji su okarakterizirani kemijski i bioloski (Ballin i Laursen, 2019).
Za provodenje ciljane analize je potrebno poznavati strukturu analita te razviti analiticku
metodu kako bi se mogla izmjeriti njegova koncentraciju u uzorku. Ovakve analize imaju
niske granice detekcije, ali za njihovo provodenje spojevi od interesa moraju biti dostupni u
prociscenoj formi, to jest kao standardi (Shulaev, 2006). Nedostatak tandem MS/MS tehnike s

MRM nacinom skeniranja je upravo Sto svi spojevi jo§ uvijek nisu dostupni u obliku
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standarda, iako se u zadnjih desetak godina njihov broj uvelike povecao (Curtasu i Nerskov,
2023).

2.3.4. Pristup odredivanju aminokiselina

Kvantitativna analiza aminokiselina potrebna je u nekoliko polja, ukljuujuéi klinicku
dijagnostiku, biomedicinska istrazivanja, bio-inzenjering, znanost o hrani i mnogim drugima.
Razvijene su razli¢ite su metode odredivanja, no ipak se nastoji poboljsati postojecu
metodologiju s naglaskom na brzinu analize, robusnost, ponovljivost i osjetljivost (Kaspar i
sur., 2009).

Dva su pristupa odredivanja aminokiselina, ovisno u kojem se obliku nalaze: u svome
izvornom obliku ili derivatizirane gdje su kemijske grupe dodane u njihovu strukturu kako bi
pomogle u identifikaciji (Rutherfurd i Gilani, 2009). Tako se, na primjer, aromatske
aminokiseline mogu detektirati spektrofotometrima, medutim, ostale aminokiseline nemaju
sposobnost apsorpcije ultraljubicastog/vidljivog dijela spektra elektromagnetskog zracenja niti
sposobnost fluorescencije te ih je potrebno derivatizirati prije detektiranja spektrofotometrima
(Violi i sur., 2020). Spektrofotometrijski detektori koji su se koristili za analizu aminokiselina
nisu bili u mogucnosti razlikovati molekule i oslanjali su se iskljuéivo na kromatografsku
separaciju kako bi odredili retencijsko vrijeme te ga usporedili sa standardom §to je moglo
rezultirati krivim zaklju¢kom ukoliko bi neka komponenta s amino skupinom imala isto
retencijsko vrijeme (Violi i sur., 2020; Kaspar i sur., 2009). LC-MS/MS koristi kombinaciju
podataka retencijskog vremena i fragmentacije kako bi osigurao robusnu tehniku

identifikacije i kvantifikacije malih molekula (Violi i sur., 2020).

Analiza aminokiselina moguca je i spregom plinska kromatografija-spektrometrija masa
(engl. Gas Chromatography-Mass Spectrometry, GC-MS), medutim, potrebno je vise koraka
procis¢avanja uzorka prije same analize nego kod LC-MS-a (Violi i sur., 2020). Derivatizacija
je neizostavan korak kod GC-MS-a zato jer aminokiseline nisu dovoljno hlapljive te ih je
potrebno prevesti u hlapljive derivate (Callejon i sur., 2010; Kaspar i sur., 2009).
Derivatizacijom se mijenjaju fizikalno-kemijska svojstva aminokiselina tako Sto
derivatizacijski agens stupa u reakciju s karboksilnom ili amino skupinom, a u nekim
slu¢ajevima i s obje skupine. Ovim postupkom se skracuje vrijeme razvoja metode i same

analize, ali produljuje vrijeme pripreme uzorka (Violi i sur., 2020).

15



Ionizirajuci, termolabilni i polarni karakter nederivatiziranih aminokiselina ¢ini ih pogodnima
za analizu ionizacijom elektroraspr§enjem s masenim spektrometrom (Petritis i sur., 2002).
lako se za sada aminokiselinska analiza pomo¢u LC-MS/MS metode koristi samo za

istraZzivanja, postoji potencijal primjene za klini¢ka i ekoloska testiranja (Violi i sur., 2020).

LC-MS/MS je razvijena i validirana metoda odredivanja aminokiselina i drugih spojeva, koji
ne moraju biti derivatizirani. Njome se pokuSavaju nadvladali izazovi dugog vremena
pripreme uzorka i analize, skupih reagensa i Cesto neprikladnih karakteristika izvedbe
eksperimenta. Tradicionalni pristupi odredivanja aminokiselina koji su se desetlje¢ima
koristili, s navedenim nedostacima, temeljili su se na ionskoj izmjenjivackoj HPLC tehnici s
derivatizacijom nakon kolone ninhidrinom i LC tehnici obrnutih faza povezanoj s
fluorescentnim detektorom ili detektorom ultraljubicastog zracenja pri ¢emu su aminokiseline
bile derivatizirane prije ili nakon kolone (Le i sur., 2014; Kaspar i sur. 2009). Uporabom
derivatizacijskih agensa moze do¢i do reakcije izmedu samog agensa i neke druge molekule u
uzorku ili stvaranja kompleksa, pa je potrebno i taloZenje prije analize, $to svakako
predstavlja jo$ jedan nedostatak upotrebe derivatizacije (Kaspar i sur., 2009). Nedosljedna
proizvodnja derivatizacijskih agensa, promjenjivi sastav, slaba topljivost, nestabilnost agensa
i interferiranje takoder mogu stvarati probleme pri analizi (Gu i sur., 2007; Petritis i sur.,
2002).
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. MATERIJALI

3.1.1. Uzorci

U ovom istrazivanju, istrazivano je Sest uzoraka rastike koje su tijekom 2022. godine
uzgojene na pokusnom poljoprivrednom imanju Instituta za poljoprivredu 1 turizam (N
45°1320.30", E 13°36'6.49") ¢ije je sjeme prikupljeno s razli¢itih lokacija unutar Republike
Hrvatske.

Listovi srednje veli¢ine su ubrani u fazi tehnoloske zrelosti, potom su odmah nakon berbe
smrznuti u teku¢em dusiku i liofilizirani na liofilizatoru. Liofilizirani uzorci rastike su zatim
samljeveni ultra centrifugalnim mlinom na veli¢inu destica 0,2 mm, pohranjeni u
polipropilenske epruvete te skladiSteni na suhom i1 tamnom mjestu do provodenja

eksperimenta.

3.1.2. Kemikalije

U tablici 4 su prikazane koristene kemikalije, a u tablici 5 koriSteni standardi u ovom radu.

Tablica 4. Popis koristenih kemikalija

Naziv kemikalije Cistoca Proizvodac

Metanol (MeOH)

HiPerSolv CHROMANORM® za LC-MS
Mravlja kiselina (HCOOH)
HiPerSolv CHROMANORM® za LC-MS
Voda
HiPerSolv CHROMANORM® za LC-MS

>99,9 % VWR Chemicals

>99,9 % VWR Chemicals

LC-MS ¢gistoca VWR Chemicals

Tablica 5. Popis koristenih analitickih standarda

Naziv analiti¢kog standarda Proizvodac
L-Alanin (Ala)
Amonijev klorid Sigma-Aldrich, Saint Louis, SAD

L-Arginin (Arg)
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Tablica 5. Popis koristenih analiti¢kih standarada — nastavak

L-Prolin (Pro)

Glicin (Gly)
L-Asparaginska Kiselina (Asp)
L-Cistin
L-Glutaminska kiselina (Glu)
L-Leucin (Leu)
L-Lizin (Lys)
L-Serin (Ser)
L-Treonin (Thr)
L-Histidin (His)
L-1zoleucin (lle)
L-Metionin (Met)
L-Fenilalanin (Phe)

Sigma-Aldrich, Saint Louis, SAD

3.1.3. Popis uredaja i opreme
U tablicama 6 i 7 nalaze se popisi uredaja i opreme koji su potrebni za pripremu reagensa i

uzoraka te za provodenje analize ovog rada.

Tablica 6. Popis koristenih uredaja i opreme

Vrsta uredaja Proizvodac i model uredaja

e Labogene ScanVac CoolSafe 95-15 Pro, Allerad,
Liofilizator

Danska
Ultra centrifugalni mlin Retsch ZM 200, Haan, Njemacka
Analiti¢ka vaga Shimadzu AUW?220D, Kyoto, Japan
Kugli¢ni homogenizator Bead Ruptor Elite, Omni International, SAD
Vorteks homogenizator Biosan SIA Vortex V-1 plus, Riga, Latvija
Centrifuga Domel Centric 350, Zelezniki, Slovenia

Maseni QQQ (trostruki kvadrupol)

detektor Shimadzu LCMS 8045, Kyoto, Japan
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Tablica 7. UHPLC uredaj s dijelovima

Uredaj Dio uredaja Proizvodac i model dijela uredaja

Pumpa Shimadzu Nexera LC-40DX3, Kyoto, Japan
Automatski uzorkiva¢  Shimadzu Nexera SIL-40CX3, Kyoto, Japan

UHPLC
Pecnica za kolonu Shimadzu Nexera CTO-40C, Kyoto, Japan

Upravljacka jedinica Shimadzu Nexera SCL-40, Kyoto, Japan

3.1.4. Priprema ckstrakta uzorka za odredivanje aminokiselina LC-MS/MS metodom

Priprema ekstrakta provodi se prema modificiranoj metodi objavljenoj u radu Bauera i sur.
(2022). Odvaze se 0,015 £+ 0,001 g liofiliziranog i samljevenog uzorka u epruvetu volumena 2
mL. Uzorku u epruveti doda se 300 puL hladne deionizirane vode kako bi se rehidrirao te se
uzorak zatim homogenizira na kuglicnom homogenizatoru (1 min, 2 ciklusa, 5,5 m/s) kako bi
se razorila stani¢na struktura. Radi inaktivacije enzima doda se 1200 uL metanola (MeOH) te
se uzorak ponovo homogenizira na kuglicnom homogenizatoru (1 min, 2 ciklusa, 5,5 m/s).
Nakon razaranja stani¢ne strukture uzorka slijedi centrifugiranje na 16000 xg tijekom 10 min
¢ime se odvaja talog od supernatanta. Alikvot od 300 uL otpipetira se u novu epruvetu s
probusenim ¢epom volumena 2 mL i zatim liofilizira pri tlaku 8 mbara kako bi otapalo
uparilo. Nakon uparavanja otapala analit se resuspendira s 600 uL. mobilne faze A (0,1 %
otopina mravlje kiseline u vodi) u epruveti koja se zatim vorteksiran i centrifugiran na 16000
xg tijekom 10 min. Na kraju se otopina analita profiltrira kroz najlonski filter pora veli¢ine

0,22 pm u vijale za HPLC ureda;.

3.1.5. Priprema standardnih otopina aminokiselina
Za pripremu standardnih otopina odvaze se 1-1,5 mg standarda u epruvete volumena 2 mL te
se otpipetira isti volumen 80 %-tnog MeOH c¢ime se dobije standardna otopina masene

koncentracije 1000 mg/L.

3.1.6. Priprema radnih standardnih otopina aminokiselina

Razrjedivanjem prethodno pripremljenih standardnih otopina aminokiselina dobije se radna
standardna otopina aminokiselina i to tako da se alikvot od 100 pL standardne otopine
otpipetira u epruvete volumena 2 mL te se doda 900 uL 80 %-tnog MeOH. Pripremljena

radna standardna otopina ima masenu koncentraciju od 1000 mg/L.
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3.1.7. Priprema mati¢ne otopine aminokiselina
Mati¢na otopina aminokiselina se dobije mijeSsanjem kombinirah radnih standarda u kojoj je
svaki standard razrijeden 40 puta. Ukupni volumen mati¢ne otopine je 2 mL te da se dobije

potrebno razrjedenje potrebno je uzeti 5 uL svakog standarda.

3.1.8. Priprema bazdarne otopine aminokiselina

Za odredivanje bazdarnog dijagrama aminokiselina potrebno je pripremiti bazdarne otopine
aminokiselina razli¢itih koncentracija (1x/10x/100x/1000x) u volumenu 200 pL. Pripremaju
se tako da se u posebne vijale otpipetira toc¢an volumen pripremljene mati¢ne otopine i doda

odreden volumen ultraciste vode i to na nacin prikazan u tablici 8.

Tablica 8. Priprema bazdarnih otopina

Razrjedenje Volumen mati¢ne otopine (MO) + volumen ultraciste vode

10x 20 uL (1x MO) + 180 uL 80 %-tnog MeOH
100 20 pL (10x MO) + 180 uL 80 %-tnog MeOH
1000x 20 pL (100x MO) + 180 puL 80 %-tnog MeOH
3.2. METODE

3.2.1. Optimizacija parametara LC-MS/MS metode

Molekulski ioni svake aminokiseline dobivaju se izravnim uvodenjem standardnih otopina u
maseni detektor. Cjelokupni spektar masa se snima kako bi se mogli odrediti prekursor ioni i
odrediti optimalan napon dok se MS/MS spektar snima kako bi se odredili fragmentirani ioni
svakog analita. Eksperimenti se provode u pozitivnoj ionizaciji. Produkt ioni se snimaju pri
razli¢itim kolizijskim energijama kako bi se utvrdili uvjeti pri kojima se postize najjaci signal
MS/MS tranzicije svakog od spojeva. Za kvantifikaciju se odabire tranzicija s ja¢im odzivom,

a ona sa slabijim sluzi kao potvrdni ion spoja od interesa.

Nakon optimiziranih prijelaza standard svake aminokiseline pusta se na kolonu s ciljem
odredivanja retencijskih vremena. U tablici 9 nalaze se, ovim radom, dobiveni optimizirani

parametri za odredivanje aminokiselina.
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Tablica 9. Dobiveni optimizirani parametri za odredivanje aminokiselina

Parent ) ) 3
) N ) Produkt ion Produkt ion Retencijsko
Naziv Kemijska ion B
S (m/z) (m/z) vrijeme
aminokiseline  formula M+H S S _
kvantifikacijski  kvalifikacijski (min)
(m/z)
Alanin C3H7NO2 89,9 44,1 / 2,006
Arginin CsH14N4O2 175,1 70,1 60,1 3,229
Asparaginska
o CsH7NO4 134 74,05 88,1 1,874
kiselina
Cistein CeH14N202 241 151,95 73,9 1,786
Glutaminska
o CsHgNO4 147 84,1 56,1 2,224
kiselina
Glicin C2HsNO2 75,9 30,15 / 1,874
Histidin CeHoN3O2  155,9 110,1 56,1 2,727
Izoleucin CsH13NO2 132,1 86,2 69,15 7,79
Leucin CeH1sNO2 1321 86,05 30,05 8,095
Lizin CeH14aN202  147,1 84,1 130 2,596
Metionin CsH11NO2S 1499 56,1 104,1 6,327
Fenilalanin CoH11NO2 166,1 120,1 103,1 8,88
Prolin CsHoNO2 116,1 70,15 28,05 2,726
Serin CsH7NO3 105,9 60,1 88 1,83
Treonin C4H9NOs3 120,1 74,15 56,05 2,048
Tirozin CoH11NOz 1821 136,1 91,1 7,397
Valin CsHuuNO, 1181 72,15 55,05 5,583

3.2.2. Mjerenje na LC-MS/MS uredaju

Analiza aminokiselina provedena je teku¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti
obrnutih faza primjenom UHPLC instrumenta koji je opremljen pumpom, automatskim
uzorkivaem te peénicom za kolonu u sprezi s masenim spektrometrom s trostrukim
kvadrupolom opremljenim s elektrosprej rasprSivacem. Kvantitativna analiza podataka

izvrSena je pomocu softvera LabSolutions.
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3.2.2.1. Kromatografska separacija

Kromatografska separacija provodi se injektiranjem 1 pL pripremljenog uzorka na
pentafluorofenil propil (engl. Pentafluorophenylpropyl, PFPP) kolonu dimenzija 2,1 x 150
mm, promjer pora 3 um (Discovery HS F5-3, Sigma) pri temperaturi od 40 °C te protoku od
0,25 mL/min. Mobilna faza A sastoji se od 0,1 %-tne otopine mravlje kiseline u vodi, a
mobilna faza B od 0,1 %-tne otopine mravlje kiseline u acetonitrilu. Separacijski gradijent
mobilne faze prikazan je u tablici 10.

Tablica 10. Separacijski gradijent mobilne faze

Korak Vrijeme (min) Mobilna faza A (%) Mobilna faza B (%)

0 0 100 0
1 2,0 100 0
2 5,0 75 25
3 11,0 65 35
4 15,0 ) 95
5 20,0 ) 95
6 20,1 100 0
7 25,1 100 0

3.2.2.2. MS/MS detekcija

Cjelokupni spektar masa i MS/MS spektri svakog pojedinog analita dobivaju se nakon
propustanja otopine analiti¢kog standarda poznate molekulske mase kroz spektrometar masa.
Provjera prekursor iona i iona produkata provodi se usporedivanjem s literaturnim podacima
(Le i sur., 2013; Thiele i sur., 2008; Ozcan i Senyuva, 2006).

3.2.3. Obrada podataka

Deskriptivna statistika uklju¢uje izracun srednje vrijednosti i standardne pogreska dobivenih
rezultata uz koristenje programa Microsoft Excel 2019. Statisticki znacajne razlike
koncentracija aminokiselina izmedu pojedinih uzoraka utvrduju se jednosmjernom analizom
varijance (engl. ANalysis Of Variance, ANOVA). Fischerov LSD (engl. Least Significant
Difference, LSD) post hoc test provodi se na rezultatima koji pokazuju statisticki znacajne
razlike. Za ANOVA i Fischer post hoc testove koriSten je program Statistica v. 13.4 (StatSoft
Ltd., Tulsa, OK, SAD).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Provedenim radom i optimiziranim parametrima LC-MS/MS metode za odredivanje
aminokiselina u listu rastike identificirano je i kvantificirano, u 6 razli¢itih uzoraka, ukupno
17 aminokiselina; alanin, arginin, asparaginska kiselina, cistein, glutaminska kiselina, glicin,

histidin, izoleucin, leucin, lizin, metionin, fenilalanin, prolin, serin, treonin, tirozin i valin.
Rezultati provedenog rada prikazani su graficki (slike 6 — 22).

4.1. DOBIVENE KONCENTRACIJE AMINOKISELINA U UZORCIMA

Rezultati koncentracija aminokiselina dobiveni radom su prikazani kao srednje vrijednosti tri
paralelna mjerenja za svaki uzorak sa standardnom pogreskom (N = 3). Usporedba koli¢ina
aminokiselina izmedu uzoraka provedena je jednosmjernom ANOV-om dok je za odredivanje

znacajnih razlika medu istima provedeno Fisherov-im LSD post hoc testom.

Prolin ima klju¢nu ulogu u stani¢nom metabolizmu kao sastavni dio proteina i kao slobodna
aminokiselina. Ima ograni¢enu konformaciju zbog svoje ciklicke strukture koja odreduje
raspored lanca peptida oko njega te i kao posljedica toga vodi stabilizaciji ili destabilizaciju
sekundarnih struktura konformacije proteina. Uz svoju ulogu u primarnom metabolizmu kao
sastavni dio proteina slobodni aminokiselinski prolin je jedan od najrasprostranjenijih
molekula koje se nakupljaju kod biljaka te jaca stani¢nu stijenku $to ih ¢ini otpornijima u
nepovoljnim okoli$nim uvjetima kao §to su susa, visoka salinitet ili niske temperature (Hayat i
sur., 2012; Lehmann i sur., 2010). Rezultati provedenog rada pokazali su kako je prolin, jedna
od najvaznijih aminokiselina u obrani od stresa u biljkama, upravo i aminokiselina s najvisom

koncentracijom u rastiki (slika 6).
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Slika 6. Koncentracija prolina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Utvrdena koncentracija slobodnog prolina u istrazivanim uzorcima rastike kretala se od 2167
mg/kg suhe tvari (s.tv.) do 3237 mg/kg s.tv. Najvisa ukupna koncentracija utvrdena je u
uzorku 1 i iznosila je 3237 mg/kg s.tv. Uzorak 4 imao je najnizu koncentraciju od 2104 mg/kg
s.tv., dok su uzorci 2 i 6 imali nesto vise koncentracije od 2154 mg/kg s.tv. odnosno 2167
mg/kg s.tv. te njihovi rezultati nisu statisticki znacajno razliciti, prema ANOVI, kao |

koncentracije prolina u uzorku 3 (2154 mg/kg s.tv.) i 5 (2803 mg/kg s.tv.).
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Sljedec¢a slobodna kvantificirana aminokiselina je arginin koji mnogim biljkama ima ulogu
skladistenja 1 transporta dusika (Hildebrandt i sur., 2015). Na slici 7 je prikazan raspon

koncentracije arginina.
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Slika 7. Koncentracija arginina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike

odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Gornja granica raspona koncentracije slobodnog arginina iznosi 909 mg/kg s.tv. detektirana u
uzorku 5, a donja granica iznosi 497 mg/kg s.tv. detektirana u uzorku 4. Uzorak 1 sadrzi 709
mg/kg s. tv., uzorak 2 529 mg/kg s. tv., uzorak 3 737 mg/kg s. tv., uzorak 6 614 mg/kg s. tv.
arginina. ANOV-om je utvrdeno kako izmedu 6 istraZivanih uzoraka nema statisti¢ki znacajne

razlike u koli€ini arginina u listu rastike.
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Ukupna koncentracija slobodnog alanina u uzorku 2 (285 mg/kg s.tv.) najvisa je vrijednost

ove aminokiseline medu svim istrazivanim uzorcima sto je vidljivo na slici 8.
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Slika 8. Koncentracija alanina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Priblizno jednake koncentracije imali su uzorci 1 (161 mg/kg s.tv. ) i uzorak 5 (165 mg/kg
s.tv.) te uzorak 3 (183 mg/kg s.tv.) i uzorak 4 (191 mg/kg s.tv.). Najniza koncentracija
zabiljeZena je u uzorku 6 (131 mg/kg s.tv.) koja se podudara s vrijednosti alanina u brokuli
(133 mg/kg liofiliziranog uzorka) prema radu Arndiz i sur. (2012). ANOV-om je utvrdeno
kako ne postoje statisticki znacajne razlike izmedu uzoraka 1, 3, 4 1 5 te izmedu uzoraka 1, 5 i
6. Uzorak 1 statisticki se znacajno razlikuje, prema prosjecnoj koncentraciji slobodnog

alanina, od svih ostalih uzoraka.
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Dobivene koncentracije slobodne asparaginske kiseline u uzorcima prikazane su na slici 9.

a d
200 - 5
b
150 -
| '1
0 B T T I T

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3 Uzorak 4 Uzorak 5 Uzorak 6
Uzorak

mg/kg s. tv.
o
=

th
<=
]

Slika 9. Koncentracija asparaginske kiseline (srednja vrijednost + standardna pogreska) u
listovima rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Donja granica vrijednosti koncentracije slobodne asparaginske kiseline od 110 mg/kg s.tv.
kvantificirana je u uzorku 4. Gornja granica vrijednosti koncentracije asparaginske kiseline
iznosi 211 mg/kg s.tv. te karakterizira uzorak 1 i usporediva je s vrijednoséu uzorka 3 (199
mg/kg s.tv.) sto potvrduje ANOVA. Koncentracije u uzorku 2 (151 mg/kg s.tv.), 4, 5 (120
mg/kg s.tv.) i 6 (138 mg/kg s.tv.) takoder se nalaze u uskom rasponu vrijednosti te ne postoje
statisticki znacajne razlike izmedu tih uzoraka. Detektirane koli¢ine pokazuju kako su listovi

rastike bogatiji asparaginskom kiselinom nego listovi brokule (Arnéiz i sur., 2012).
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Aminokiselina treonin u biljkama sluzi kao prekursor sinteze izoleucina (Hildebrandt i sur.,
2015). Raspon vrijednosti treonina se kretao, u prosjeku, od 93 mg/kg s.tv. (uzorak 6) prema

198 mg/kg s.tv. (uzorak 5) sto je prikazano na slici 10.
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Slika 10. Koncentracija treonina (srednja vrijednost = standardna pogreska) u listovima
rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Koli¢ina treonina, prema ANOVI , neznatno se razlikuje u uzorcima 1, 3, 4 i 6 $to pokazuju i
vrijednosti od 111 mg/kg s.tv., 107 mg/kg s.tv., 116 mg/kg s.tv. i 93 mg/kg s.tv. Uzorak 2

(167 mg/kg s.tv.), kao i uzorak 5, statisticki se znacajno razlikuju u odnosu na ostale uzorke.
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Serin je potreban za rast biljke, to¢nije meristema, zatim sudjeluje u sintezi ostalih metabolita
te ima ulogu signalne molekule (H&usler i sur., 2014). Prosjec¢ne koncentracije serina, u ovom
istrazivanju, varirale su od 106 mg/kg s.tv. (uzorak 6) do 190 mg/kg s.tv. (uzorak 5) sto je

vidljivo na slici 11.
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Slika 11. Koncentracija serina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike

odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Koncentracije uzorka 1 (120 mg/kg s.tv.), uzorka 2 (139 mg/kg s.tv.), uzorka 3 (129 mg/kg
s.tv.) i uzorka 4 (156 mg/kg s.tv.) ne nalaze se u Sirokom rasponu vrijednosti. ANOVA
pokazuje kako ne postoje znacajne razlike u koncentracijama slobodnog serina u uzorcima 1 i
3,116, izmedu uzoraka 2i3te2i4.
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Glutaminska kiselina je detektirana i kvantificirana kao slobodna aminokiselina u listu rastike
s rezultatom od 105 mg/kg s.tv. kao najnizom vrijednoséu u uzorku 3 dok je najvisu

vrijednost imao uzorak 5 s 188 mg/kg s.tv. (slika 12).
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Slika 12. Koncentracija glutaminske kiseline (srednja vrijednost + standardna pogreska) u
listovima rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

ANOV-om je utvrdeno kako postoje statisticki znacajne razlike u koncentraciji glutaminske
kiseline medu uzorcima 1 (146 mg/kg s.tv.) i 2 (121 mg/kg s.tv.) te da ne postoje statisticki
znacajne razlike medu uzorcima 3 (105 mg/kg s.tv.) i 4 (110 mg/kg s.tv. U radu Kahsay i sur.
(2021) kvantificirana je ista aminokiselina LC-ESI-MS/MS sustavom u listovima nekoliko
Brassica oleracea etiopijskih biljaka te su rezultati pokazali daleko vece koncentracije

glutaminske kiseline u odnosu na ovo istrazivanje.
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Ovo istrazivanje pokazuje kako se najniza koncentracija leucina nalazi u uzorku 1 (48,8

mg/kg s.tv.), a najvisa u uzorku 2 (103,6 mg/kg s.tv.) sto je vidljivo sa slike 13.
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Slika 13. Koncentracija leucina (srednja vrijednost & standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Rezultat uzorka 3 (95,2 mg/kg s.tv.) usporediv je, prema ANOVI, s najviSom koncentracijom
dok su rezultati uzoraka 4, 5 i 6, odnosno 53,2 mg/kg s.tv.; 64,0 mg/kg s.tv. i 53,7 mg/kg s.tv.
usporedivi s najnizom koncentracijom. Dobiveni rezultati su u skladu s rezultatima
odredivanja leucina u brokuli koje su proveli Arnaiz i sur. (2012). Raspon koli¢ine leucina se

u tom radu kretao od 39,7 do 90,9 mg/kg liofiliziranog uzorka.
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Koncentracije slobodnog valina dobivene u ovom radu prikazane su na slici 14.
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Slika 14. Koncentracija valina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Gornja granica valina, kao i mnoge druge koncentracije aminokiselina u ovom istrazivanju,
nalazi se u uzorku 2 (97,5 mg/kg s.tv.). Uzorak 1 s koli¢inom valina od 49,7 mg/kg s.tv.
ozna¢ava donju granicu raspona koli¢ine valina u uzorcima. Prosjecna koncentracija
slobodnog valina u uzorku 3 iznosi 70,6 mg/kg s.tv., u uzorku 4 79,5 mg/kg s.tv., u uzorku 5
82,8 mg/kg s.tv. i u uzorku 6 62,8 mg/kg s.tv. ANOVA je pokazala kako postoje statisticki
znacajne razlike u koli¢inama valina medu svim uzorcima. Prema radu Ahmeda i sur. (2022)
koli¢ina valina je, u odnosu na ostale aminokiseline detektirane u istom radu, medu

najmanjim.
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Sa slike 15 vidljivo je kako koli¢ina histidina u uzorku 2 ima znacajno visu vrijednost, koja je
ujedno 1 najvisa vrijednost (92,7 mg/kg s.tv.), u odnosu na ostale uzorke. Najniza vrijednost

koncentracije kvantificirana je u uzorku 1 (20,3 mg/kg s.tv.).
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Slika 15. Koncentracija histidina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima
raStike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

ANOV-om je utvrdeno kako su usporedive vrijednosti u uzorcima 3 (28,2 mg/kg s.tv.), 5
(29,7 mg/kg s.tv.) i 6 (33,9 mg/kg s.tv.), posebno se s navedenim uzorcima moze usporediti
uzorak 1 te takoder posebno uzorak 4 s koli¢inom od 48,5 mg/kg s.tv. histidina. Histidin nije
detektiran u kupusu i brokuli prema radovima Park i sur. (2014) i Arnaiz i sur. (2012),

medutim, u obje biljke detektirali su ga Kahsay i sur. (2021).
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Koncentracije izoleucina (slika 16) kretale su se od one najnize u uzorku 1 (49,0 mg/kg s.tv.)

prema najvisoj vrijednosti u uzorku 2 (80,0 mg/kg s.tv.).
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Slika 16. Koncentracija izoleucina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima
rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Uzorak 3 sadrzi 61,3 mg/kg s.tv. slobodnog izoleucina a uzorak 5 71,2 mg/kg s.tv. Rezultati
ANOVE pokazuju kako ne postoje znacajne razlike u koncentracijama izoleucina
kvantificirane od one najnize vrijednosti u uzorku 1 te rezultatima od 54,7 mg/kg s.tv. i 53,0

mg/kg s.tv. koji pripadaju uzorcima 4 i 6.
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Sa slike 17 mozemo vidjeti kako se koncentracija slobodne aminokiseline fenilalanina kretala
u rasponu od one najnize 34,7 mg/kg s.tv. kvantificirana u uzorku prema najnizoj,

kvantificirana u uzorku 2 vrijednosti od 74,1 mg/kg s.tv. lista rastike.
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Slika 17. Koncentracija fenilalanina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima
rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Uzorak 3 sadrzi 59,0 mg/kg s.tv., uzorak 4 49,7 mg/kg s.tv., uzorak 5 62,0 mg/kg s.tv. i
uzorak 6 37,8 mg/kg s.tv. fenilalanina. ANOV-om utvrdeno je da postoje znacajne razlike u

koli¢ini fenilalanina medu uzorcima provedenog eksperimenta.
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Uzorak 2, takoder vidljivog odstupanja u koli¢inama prethodnih aminokiselina (leucina,
valina, histidina, izoleucina i cisteina) odstupa i od Koli¢ine tirozina kvantificiranom u
uzorcima, te ¢ini gornju granicu raspona s rezultatom od 43,8 mg/kg s.tv. lista rastike (slika
18).
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Slika 18. Koncentracija tirozina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Najniza vrijednost iste aminokiseline u uzorku 1 (15,7 mg/kg s.tv.) usporediva je s
vrijednostima uzoraka 4, 5 i 6 koje iznose 21,5; 23,0; i 22,6 mg/kg s.tv. Koli¢ina tirozina u

uzorku 3 (33,6 mg/kg s.tv.) usporediva je s koli¢inom uzorka 1.
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Lizin, u ovome radu, ima raspon vrijednosti koncentracije od 12,6 (uzorak 1) do 29,4 (uzorak

2) mg/kg s.tv. lista rastike Sto pokazuje slika 19.
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Slika 19. Koncentracija lizina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Grani¢ne vrijednosti raspona nisu usporedive, medutim, vrijednosti ostalih uzoraka 3 (23,4
mg/kg s.tv.), 5 (20,8 mg/kg s.tv.) te uzorka 4 (17,0 mg/kg s.tv.) i 6 (16,9 mg/kg s.tv.) mogu se
usporediti prema provedenoj ANOVI. Arniz i sur. (2012) su kvantificirali koli¢inu lizina u
jednom rodu vrste Brassica oleracea koja se nalazi unutar raspona koncentracije lizina

dobivenim ovim eksperimentom i iznosi 14,67 mg/kg liofiliziranog uzorka.

37



Koli¢ina glicina se unutar uzoraka kretala, u prosjeku, od najnize vrijednosti 9,5 mg/kg s.tv.

(uzorakl) prema onoj najnizoj 14,7 mg/kg s.tv. (uzorak 2) (slika 20).
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Slika 20. Koncentracija glicina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Uzorak 3 sadrzi 13,2 mg/kg s.tv., uzorak 4 9,8 mg/kg s.tv., uzorak 5 13,7 mg/kg s.tv. i uzorak
6 12,4 mg/kg s.tv. slobodne aminokiseline glicina. Vrijednosti ove aminokiseline imaju uski
raspon vrijednosti, te je i ANOVA pokazala da nema statisticki znacajnih razlika
koncentracija medu uzorcima. Nesto visa koncentracija od 15,7 mg/kg liofiliziranog uzorka

detektirana je u jednom od varijeteta brokule srodnoj rastiki (Arnaiz i sur., 2012).
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Aminokiselina metionin sluzi kao supstrat za sintezu izoleucina (Joshi i sur., 2010) te su na

slici 21 prikazane prosje¢ne koncentracije slobodne aminokiseline metionina u listu rastike.
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Slika 21. Koncentracija metionina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima
rastike odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Najmanju prosje¢nu koncentraciju slobodnog metionina sadrzavao je uzorak 1 (0,45 mg/kg
s.tv.), a najvisu uzorak 2 (2,46 mg/kg s.tv.). ANOV-om je utvrdeno kako navedena
koncentracija metionina uzorka 2 nije usporediva niti s jednom koncentracijom iste
aminokiseline u svim ostalim uzorcima. Medutim, istom analizom je utvrdeno kako su
usporedivi rezultati koncentracije dobiveni u uzorku 1 uzorku 3 (1,18 mg/kg s.tv.) i uzorku 6
(0,99 mg/kg s.tv.). Koli¢ine metionina u uzorcima 4 (1,41 mg/kg s.tv.) i 5 (1,42 mg/kg s.tv.)
razlikuju se samo u 0,01 mg/kg s.tv. aminokiseline. Metionin i cistein su najmanje zastupljene
slobodne aminokiseline, medu 48 istrazivanih aminokiselina, prema istraZivanju Zhao 1 sur.

(2020) a detektirane su u brokuli, cvjetaci i viSe vrsti kupusa koji su srodne rastiki.
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Cistein u biljci ima ulogu odrzavanja homeostaze (Alvarez i sur., 2010) te je aminokiselina
koja se prema rezultatima dobivenim ovim radom nalazila u najmanjoj koli€ini u listu rastike
(slika 22).
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Slika 22. Koncentracija cisteina (srednja vrijednost + standardna pogreska) u listovima rastike
odredena LC-MS/MS metodom (N = 3)

Vrijednost dobivena u uzorku 2 (0,338 mg/kg s.tv.) daleko je najvisa u usporedbi s koli¢inama
u ostalim uzorcima.Najmanja koli¢ina detektirana je u uzorku 6 i iznosi 0,116 mg/kg s.tv. te
nesto vise i usporedive vrijednosti imale su uzorak 3 s koli¢inom cisteina 0,128 mg/kg s.tv. i
uzorak 1 s 0,136 mg/kg s.tv. Koncentracija slobodne aminokiseline cisteina u uzorku 4 iznosi
0,70 mg/kg s.tv., a u uzorku 5 0,204 mg/kg s.tv. Ovi rezultati su u skladu s rezultatima
objavljenima u radu Dolemana i sur. (2017) koji kazuju da su krstasice poput kupusa i brokule

te povrée iz roda Allium bogati cisteinom ali ne i rastika.
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5. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

LC-MS/MS metodom uspjesno je identificirano i kvantificirano ukupno 17 slobodnih
aminokiselina u listu rastike.

Slobodne aminokiseline s najve¢om prosje¢nom koncentracijom su prolin, raspona
koncentracije od 3237 mg/kg s.tv. do 2104 mg/kg s.tv., arginin, raspona koncentracije
od 909 mg/kg s.tv. do 497 mg/kg s.tv.,i alanin raspona koncentracije od 285 mg/kg
s.tv. do 131 mg/kg s. tv. lista rastike.

Grani¢ne vrijednosti prosje¢nih koncentracija slobodne asparaginske kiseline su 110
mg/kg s. tv. i 211 mg/kg s. tv., treonina 93 mg/kg s. tv. i 198 mg/kg s. tv., serina 106
mg/kg s. tv. i 190 mg/kg s. tv., glutaminske Kiseline 105 mg/kg s. tv. i 188 mg/Kkg s.
tv., leucina 48,8 mg/kg s. tv. i 103,6 mg/kg s. tv. lista rastike.

Prosjecne koncentracije slobodnog valina kretale su se u rasponu od 49,7 mg/kg s. tv.
do 97,5 mg/kg s. tv., histidina od 20,3 do 92,7 mg/kg s. tv., izoleucina od 49,0 mg/kg
s. tv. do 80,0 mg/kg s. tv., fenilalanina od 34,7 mg/kg s. tv. do 74,1 mg/kg s. tv.,
tirozina od 15,7 mg/kg s. tv. do 43,8 mg/kg s. tv. i lizina od 12,6 mg/kg s. tv. do 29,4
mg/kg s. tv.

Slobodne aminokiseline s najmanjom prosje¢nom koncentracijom su glicin, raspona
koncentracije od 14,7 mg/kg do 9,5 mg/kg s.tv., metionin, raspona koncentracije od
2,46 mg/kg s.tv. i cistein s rasponom koncentracije od 0,338 mg/kg s.tv. do 0,116
mg/kg s.tv.
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