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1. UVOD

Karnozin je otkrio ruski kemicar V. S. Gulewitch [1] 1900. godine tijekom svoje
potrage za neidentificiranim neproteinskim spojevima koji sadrze dusik u Liebigovom
mesnom ekstraktu. Istrazivanjima je uocio da veéina pti¢jih misi¢a nije sadrzavala karnozin.
Medutim, identificiran je novi spoj koji je nazvan anserin i nalazio se u misi¢ima guske 1
kokosi te je nazvan po prvoj zivotinji u kojoj je otkriven (lat. anser znaci guska). Pronaden
je jo$ jedan metilirani analog karnozina u misi¢u zmije i misicu kita te su nazvani ofidin 1
balenin. U prirodi su karnozin i njegovi analozi, anserin i ofidin, prisutni samo kod Zivotinja
1 postoji veliki raspon u ukupnom sadrzaju karnozina, anserina i ofidina izmedu razli¢itih

sisavaca, a neke od najviSih vrijednosti zabiljezene su kod valabija i1 plavog kita, dok su

najnize koncentracije zabiljezene kod miSeva i oposum vo svi sisavci sadrze karnozin
1 uz njega jo§ jedan od metiliranih analoga karnogin rin ili ofidin). Jedina vrsta
sisavaca za koju se zna da nema niti jedan od dva a etiliranog karnozina zapravo je

Homo sapiens. [2] Koncentracije karnozina, anseriiy i njihovih analoga ¢esto se mjere kako

bi se dobile informacije o sastavu prehrambgnih proiZkoda. Takoder, izvor mesa (piletina,

svinjetina, govedina) moze se pratiti omjero ozina i anserina u mesnom proizvodu. S

obzirom na mnoStvo potencijalnih ucing oboljSanje zdravlja, karnozin je identificiran
kao jedan od obecavajucih bioaktivna mesu. Moze se razviti nekoliko pristupa kako
bi se iskoristila ova karakteristika: 1onalni 1li obogaceni pristup mesu ima za cilj

povecati ukupni sadrzaj anserina 1 ofidina u mesu. Razli¢ite prehrambene

strategije, kao Sto su do a 1 L-histidina, trenutno se istrazuju kod domacih

zivotinja kako bi se poveg a mesa s potencijalnim zdravstvenim dobrobitima za
potrosace. Alternativno, postup01 ekstrakcije mogu se primijeniti na mesne proizvode kako
bi se dobio ekstrakt bogat karnozinom, anserinom 1 ofidinom kao Sto je pile¢a esencija kao
funkcionalna hrana. Metoda za odredivanje karnozina koja se najcesce koristi je tekucinska

kromatografija visoke djelotvornosti.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kemijska svojstva karnozina

Karnozin se smatra preteCom prirodnih derivata (Slika 1.). Po kemijskom sastavu je
dipeptid sastavljen od aminokiselina B-alanina i L-histidina. Postoje razlicite varijante ovog
dipeptida, a najces¢e su to metilirani analozi, anserin i ofidin (balenin) u kojima je
imidazolni prsten L-histidina metiliran na atomu dusika koji se nalazi najblize bo¢nom lancu
(Npi) i1 dalje od bo¢nog lanca (Ntau). Postoji znatna zabuna u pogledu nomenklature
metiliranih atoma dusika, sa starijom literaturom [2] koja oznacava anserin (Npi metiliran)
kao B-alanil-N1-metil-histidin, dok prema IUPAC-u to je [-alanil-N3-metil-histidin (i

GABA-om (engl. y-Aminobutyric acid). Moguéi sui o

obrnuto za ofidin). Drugi analog karnozina je homokarn u kojem je -alanin zamijenjen
mom koji su srodni spojevi te

ukljucuju acetilirani oblik karnozina (acetllkarnoz je P-alanin acetiliran. Postoji 1

spoj koji se zove karcinin u kojem je r-histidinski t rnozina zamijenjen histaminom.

Lm7 \ 7

karcinin NH2 anserin
karnozin \ ?
NH, N

(S j\;/
homokarnozm M?
KI‘JH
Wﬁcetilka rnozin

o}

ofidin/balenin

Slika 1. Kemijska struktura karnozina i njegovih prirodnih derivata. [2]

Topivost karnozina u vodi pri 25 °C je 1 g u 3,1 mL vode §to bi znacilo da je dobro
topiv. Molekulu karnozina karakteriziraju tri ionizirajuce skupine: amino skupina alaninskog
ostatka (pK.= 9,32), karboksilna skupina (pK.= 2,76) 1 dusikovi prstenovi imidazola (pK.=
6,72). Pri fizioloSkom pH, gledajuéi pKa vrijednost, karnozin je najcesce u zwitter-ionskom

obliku te sadrzi karboksilnu i amino skupinu fB-alanina koje su u ioniziranom stanju.



Imidazolski prsten u karnozinu vrlo je zanimljiv i regulira pufersku aktivnost karnozina. [2]
Koristenjem Ramanove spektroskopije, Tor-reggiani et al. [3] izvijestili su da su pri pH 7
trake uzrokovane pozitivno nabijenim i neutralnim oblikom imidazolskog prstena vidljive,
Sto ukazuje da su pri ovoj pH vrijednosti prisutna oba oblika molekule. Dva tautomerna
oblika imidazolskog prstena karnozina u njegovom neutralnom obliku su N protonirani
(tautomer I) 1 N protonirani (tautomer II) (Slika 2.). Ramanove studije pokazuju da oba
tautomera postoje pri neutralnom pH, S$to ukazuje na ravnotezu izmedu dva tautomerna
oblika. Pri pH 7 1 9 tautomer I je najdominantnija vrsta (75%), sukladno tome tautomer II je
energetski manje stabilan od tautomera I. Na tautomernu ravnotezu utjeCe kelacija metala.
Vezanje Cu (II) iona i formiranje dimernog kompleksa ¢ini da tautomer II dominira buduci

da je N ukljucen u kelaciju metala. [2]

Tautomer | Tautomer Il

Slika 2. Tautomerni @idazolskog prstena karnozina. [2]



2.2. Uloga karnozina u organizmu

Karnozin je prvi puta otkriven u skeletnim misi¢ima [1] u kojima ga ima znatno vise
nego u drugim tkivima. Takoder se nalazi u vefim koncentracijama u srcu, mozgu i
gastrointestinalnom tkivu ljudi. Ovaj dipeptid je sastavni dio raznih tkiva kraljeznjaka, dok
ga s druge strane biljke uopce ne sadrze. [2,4] FizioloSka se uloga karnozina u organizmu
jos uvijek proucava, smatra se neenzimskim hvataCem slobodnih radikala, prirodnim
antioksidansom [5], djeluje protuupalno i neuroprotektivno [6,7], ima pH-pufersku aktivnost
[8] u koju su ukljuceni atomi dusika u imidazolnom prstenu koji imaju visoki kapacitet
vezanja protona zbog pK, vrijednosti karnozina i anserina koja je blizu 7,0. [2] Karnozin ima
svojstvo keliranja teskih metala [3], posjeduje antiglikacijsku aktivnost ukljucenu u proces
starenja, nastanak i Sirenje bolesti temeljenih na oksidacz to su dijabetes, ateroskleroza i
Alzheimerova bolest. [9,10] Karnozin takoder s a\wroksidaciju lipida, inhibira

oksidativnu modifikaciju proteina izloZzenog hid radikalima [11] i poboljSava
antioksidativni kapacitet. [12] :
2.3. Metode odredivanja karnozinak

Najrasirenija tehnika za provodd(ic tickih ispitivanja proteina u hrani je masena
spektrometrija (engl. mass spectro valiteta i preciznost dobivanja kvalitativnih
1 kvantitativnih rezultata karakteristik ve jedne od najmoc¢nijih analitickih tehnika. Zbog

odli¢nih navedenih karakt toda se koristi za odredivanje karnozina 1 njegovih

derivata iz razli¢itih izvo

Nuklearna magnetska ancija (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) takoder
je jedna od Cesto koriStenih metoda za odredivanje karnozina [13], ali se odlikuje manjom
osjetljivos¢u od masene spektroskopije. U ovoj metodi se koriste vece koli¢ine uzoraka, dok
masena spektrometrija takoder nudi bolju granicu detekcije (engl. /limit of detection, LOD)
u usporedbi sa nuklearnom magnetskom rezonancijom. NMR je svestrana, ponovljiva, ne
destruktivna tehnika koja se primjenjuje na tekuce i na ¢vrste matrice bez derivatizacije, ne
oslanja se na korake ionizacije ili kondicioniranje kolone te daje jednoznacno odredivanje

metabolita. [14, 15]

Karnozin se moze odrediti u tkivima neinvazivnom magnetskom rezonancijom (engl.

magnetic resonance imaging, MRI) 1 metodom spektroskopske protonske magnetske



rezonancije (engl. proton magnetic resonance spectroscopy, 'H-MRS). Za odredivanje
koncentracije karnozina u misi¢ima koristi se metoda spektroskopske protonske magnetske
rezonancije. Dobiveni signal rezultat je protona koji se nalazi u histidinskom imidazolnom
prstenu. Otkriveno je da u miSi¢ima izlazni signal uglavnom potjece od karnozina i da u
mozgu prevladava homokarnozin. [16] U radu Ozdemir i sur. [17] odredena je koncentracija
karnozina u ljudskim misi¢ima in vivo spektroskopijom protonske magnetske rezonancije.
Izmjerene su srednje koncentracije u Sirokom listolikom misicu (lat. musculus soleus) i
trbusastom misicu lista (lat. musculus gastrocnemius) koje su iznosile 2,81 +0,57/4,8 + 1,59
mM (srednja vrijednost =+ SD) za sportaSe, odnosno 2,58 + 0,65/3,3 + 0,32 mM za

dobrovoljce koji nisu trenirali. [17]

chromatography, HPLC) jedna je od najces¢e koristen

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornostiméengl. high performance liquid
etgda za odredivanje karnozina.

Karakteristike metode su selektivnost, odgovaraju%racija, osjetljivost i veliki izbor
k

metoda detekcije. Cesto se kod ove metode zahtij tenje predkolone zato §to tijekom
analize (u ovom sluc¢aju karnozina) u sloz orcima moze do¢i do mehanickih

oneciS¢enja u uzorku. [18]

Danas su kapilarna elektrofore£ capillary electrophoresis, CE) 1 kapilarna

elektrokromatografija (engl. capi eCpchromatography, CEC) priznati analozi
HPLC/UHPLC i nano-LC metoda. V ogranicenje kapilarne elektroforeze je ogranicena

osjetljivost zbog malog

ubrizganog uzorka. [19] Karnozin se iz bioloskih
materijala takoder moze Q¥ plfarnom elektroforezom s UV detekcijom [20], laserski
laser-induced  flourescence, LIF) masenom
spektrometrijom [21] i mikro€ip elektroforezom (engl. microchip electrophoresis, ME) s
kemiluminiscencijom [22] ili kapacitivno povezanom beskontaktnom detekcijom vodljivosti
C*D (engl. capacitively-coupled contactless conductivity detectors). [23] Elektroforeza s
mikro¢ipom je minijaturizirani nacin kapilarne elektroforeze. [24] Kemiluminescentna
detekcija koriStena je za odredivanje karnozina, anserina i homokarnozina u bioloSkim
materijalima. [25] Masena spektrometrija s matricom potpomognutom laserskom
desorpcijskom ionizacijom laserskom desorpcijom s vremenom preleta (engl. matrix
assisted LASER desorption/ionization time of flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS )
je moc¢na tehnika za ispitivanje bioloskih uzoraka i ima znacajnu ulogu u modernim

znanostima o zivotu. [26] Pisarev i sur. [27] izvijestili su o ultra osjetljivoj metodi za



odredivanje karnozina ¢ija je granica detekcije u pikomolarnom podrucju, a koncentracija se
moze odrediti izravno na mjestu uzorka tkiva bez ekstrakcije karnozina. Jo$ su osjetljivije
metode razvijene kombinacijom odvajanja s elektrosprejanjem (engl. electrospray
ionization, ESI) 1 detekcijom pomocu MS (ESI-MS). [28] Elektrokemijske metode u
odredivanju karnozina nisu Cesto koristene, ali se mogu koristiti prilikom karakterizacije

aminokiselina i peptida. [29]

HPLC je metoda kod koje su veli¢ine Cestica stacionarne faze izmedu 3 ymi 5 pum i
unutarnji promjer kolone od 3- 4,6 mm. Unaprjedenjem ove metode razvijena je tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti (engl. ultra performance liquid chromatography,
UPLC) kao rezultat poboljsanja materijala za pakiranje koji se koriste za kromatografske
separacije. Prednost tekuc¢inske kromatografije ultra vis jelotvornosti su kolone manjeg
unutarnjeg promjera (2,1 mm) koje su punjene éestica'w

veli¢ine (najc¢esce 1,7 pm).

Rezultat ove promjene je povecanje brzine, veca raz% i osjetljivost u odnosu na HPLC.
[30,31]

2.3.1. Odredivanje karnozina u realnim yz)rcima

Metoda tekuc¢inske kromatografi e djelotvornosti moze se koristit za pracenje
prijevara (patvorenje) kuhanih goveds oda s mesom razli€itih vrsta. Mjeri se omjer
histidinskog oblika dipeptida ansefin ozina koji su prisutni u skeletnim miSi¢ima, a

koncentracija varira kod ra vrsta kao Sto su ovce, goveda, konj i klokan te se

otkrivanje krivotvorenja
M litijevim formatom, p . HPAV1 elektroforetske metode mogu se koristiti u pra¢enju
krivotvorenja govedine u kuh il mesnim proizvodima, ali potreba za koriStenjem relativno

sporog elektroforetskog postupka je ograni¢enje ove metode. [32]

HPLC postupak temeljen na hidrofilnoj interakcijskoj kromatografiji (engl.
hydrophilic interaction chromatography, HILIC) koristi se za istovremeno odredivanje
karnozina, anserina, balenina, kreatina i kreatinina u mesu, a prednost ove metode je $to ne
zahtijeva sloZene postupke prociS¢avanja i/ili derivatizacije uzoraka. Kromatografsko
odvajanje razvijeno je pomocu kolone silicijevog dioksida (4,6 x 150 mm, 3 pm), a
predloZena metodologija je jednostavna, pouzdana i brza (<13 min po uzorku). Metoda je
validirana u smislu linearnosti, ponovljivosti, obnovljivosti i iskoriStenja te predstavlja

zanimljivu alternativu metodama koje se koriste za odredivanje spomenutih spojeva 1 drugih



polarnih tvari. Za razvoj metode koristeni su svinjski lungi¢ i pileca prsa. U radu [33] su
dobiveni rezultati koncentracije anserina koji je prevladavao kod vrsta koje nisu sisavci,

poput piletine, dok je svinjetina bila jedna od vrsta s viS§im sadrzajem balenina. [33]

Karnozin i1 anserin se mogu odrediti postupkom d{iste micelarne tekucinske
kromatografije pomo¢u micelarne mobilne faze od 0,10 M natrijevog dodecil sulfata
puferiranog na pH 7, amino kolone i pomo¢ UV detektora. Granice detekcije (ng/mL) bile
su 71 odnosno 53 za anserin 1 karnozin. Uzorci mesa peradi, svinjetine i govedine ubrizgani
su izravno u kromatografski sustav nakon ekstrakcije u otopini natrijevog dodecil sulfata 1
filtracije. Prednost ove metode je smanjenje troskova, smanjuje se vrijeme analize i izvorne
pogreske zbog smanjenog rizika od gubitaka i smanjenih kemijskih promjena u analitima.
Koristenje Ciste mobilne faze natrijevog dodecil su pruza ovom postupku razne

prednosti ukljucujuéi netoksi¢nost, nezapaljivost, bio agd/vost 1 niZu cijenu. Njegova
jednostavnost ga ¢ini dobrim kandidatom za prin%mtinskim analizama u podrucju
kontrole i kvalitete hrane. [34]

Utvrdeno je da anserin i karnozin gfore s o-ffalnim aldehidom obojene produkte

reakcije identicnog molarnog koeficij ap@prpcije na 640 nm. Stoga je razvijena

jednostavna i1 brza metoda za spektrof@ sko odredivanje ovih dipeptida. Metoda je

primijenjena za odredivanje ukup 1 1 karnozina u miSi¢ima odraslih gusaka.

Karnozin je odreden enzimskom met . Omjer koncentracija anserina i karnozina varira

izmedu dobi Zivotinje (niz ka starih jednu godinu nego kod gusaka starih 2 i1 3

godine), ovisi 0 vrsti miS§ dnalizira (u miSi¢ima nogu je niZi u usporedbi s prsnim
misi¢ima). Utvrdena je ko azine karnozina 1 razine anserina koja se razlikovala u

uzorcima ovisno o starosti gusaka i vrsti misica. [35]

Razvijena je metoda za kvantificiranje ovih imidazolnih dipeptida u uzorcima mesa
pomocu tekuc¢inske kromatografije spregnute ionizacijskom tehnikom elektrorasprSenja —
tandem masene spektrometrije trostrukog kvadrupolnog masenog spektrometra (LC-ESI-
MS/MS). Poboljsano je odvajanje imidazolskih peptida tekucinskom kromatografijom
primjenom kolone mijeSanog nacina rada, koja omogucuje odvajanje normalne faze i ionske
izmjene, a metoda se uspjeSno moze primijeniti za kvantifikaciju dipeptida imidazola u
bioloskim uzorcima bez derivatizacije. Sest uzoraka piletine i $est uzoraka govedine
dobiveno iz japanskih supermarketa koristeno je za analizu. Takoder je upotrjebljen uzorak

mesa kita Sei (lat. Balaenoptera borealis) ulovljenog kitolovom u znanstvene svrhe tijekom



ljetne sezone u sjeverozapadnom Pacifiku 2017. godine uz dopustenje Nacionalne uprave za

oceane i atmosferu/Nacionalne sluzbe za morsko ribarstvo. [36]

Provedeno je ispitivanje koje je imalo za cilj ispitati ucinak starosti ptice na sadrzaj
endogenih bioaktivnih spojeva, ukljucujuci karnozin, anserin, kreatin, betain i karnitin, u
mesu certificiranog komercijalnog korejskog domaceg soja piletine (engl. korean native
chicken, KNC). U metodi je koriStena HPLC kolona s vodenom 1525 pumpom i vodenim
717 plus autosamplerom (Millipore Co-Operative, Milford, MA) i Atlantis HILIC silika
kolona (4,6 x 150 mm, 3 um, Millipore), te detektor s nizom dioda (Millipore). Dodatno su
ispitivani u¢inci vrste mesa (meso prsa ili buta) i stanje mesa (sirovo ili kuhano). Meso prsa

KNC-a imalo je vece koli¢ine karnozina i anserina, ali imalo je manje koli¢ine betaina i

karnitina od mesa buta. KNC meso izgubilo je znaajn i¢ine svih bioaktivnih spojeva
tijekom kuhanja. Meso buta imalo je visok postotak za ai/a karnozina i anserina nakon
kuhanja, dok je meso prsa pokazalo gotovo p adrzavanje betaina i1 karnitina.

Rezultati ove studije daju korisne i rijetke info ije éprisutnosti, koli¢inama endogenih

bioaktivnih spojeva u KNC mesu, koji orisni u selekcijskim 1 uzgojnim

programima, ali 1 za popularizaciju autohto ile¢eg mesa. [37]

Elektroforeza s mikro¢ipom p @ a je za odvajanje dvaju fizioloski vaznih

imidazolnih dipeptida karnozina 1 Papacitivno spregnuti beskontaktni detektor

vodljivosti (C*D) koristen je za kvant 1ju obaju dipeptida nakon odvajanja u novoj ME

jedinici kuéne izrade. Par vajanja (vrijeme ubrizgavanja, napon ubrizgavanja i
napon razdvajanja) optim ko bi se omogucdilo kvantitativno, osnovno odvajanje
sija dodavanja primijenjena je za ispitivanje tocnosti
mjerenja imidazolnih dipeptida u sloZenom uzorku. Ova metoda primijenjena je i na
stvarnim bioloSkim uzorcima. Rezultati su pokazali zadovoljavaju¢e slaganje sa
standardnom HPLC metodom. Predlozena ME metoda predstavlja jeftinu, brzu i
jednostavnu alternativu postoje¢im, kompliciranijim i skupljim HPLC metodama. Ova
metoda ne zahtijeva opticke detektore niti derivatizaciju uzorka, $to je neizbjezno u HPLC
metodama. Metoda se uspjesno primjenjuje za odredivanje vrste zivotinja u nedefiniranim

uzorcima mesa te koristi omjer karnozin/anserin, a moze se koristiti kao prevencija mogucih

prijevara s hranom. [38]

LC- MS/MS tehnologija koriStena je za istrazivanje prisutnosti karnozina, anserina i

homokarnozina u skeletnim misi¢ima u vodenim vrstama prikupljenim na ribolovnhom



podrucju Zhoushan u Isto¢nom kineskom moru. [39] Istrazivanje je uklju¢ivalo 38 vodenih
vrsta (26 teleosta, 6 mekusaca i 6 rakova) i u pile¢im prsima. Od 38 ispitanih vodenih vrsta,
24 vrste (23 teleosta i 1 mekusac) sadrzavale su znacajne koli¢ine (> 5 ng/g) ovih spojeva, a
anserin je bio glavna komponenta u njihovim skeletnim miSi¢ima. Samo 5 teleosta
sadrzavalo je homokarnozin. Veéina beskraljesnjaka, s izuzetkom sepije (lat. Uroteuthis
chinensis), nije sadrzavala ove spojeve. Sadasnji nalazi uvelike proSiruju podatke o
distribuciji karnozina, anserina i homokarnozina i daju uvid u razumijevanje uloga ovih

spojeva kod razlicitih Zivotinja i procjenu nutritivne vrijednosti za morske vodene vrste. [39]

Provedena je studija [40] koja je identificirala anserin i omjer anserin/karnozin u
pile¢im prsima tajlandske izvorne piletine (engl. thai native chickens, TNC; piletina 100%
tajlandsog porijekla), tajlandske sintetiCke piletine (eng i synthetic chicken, TSC; 50%
genetskog udjela tajlandske piletine) i tajlandske dom@ne kokosi (engl. thai native
chickens, TNC krizane; 25% genetskog udjela %ke piletine) usporeduju¢i ih s
komercijalnim brojlerskim pili¢ima (engl. com®yercid’ broiler chicken, BR; koji nisu
porijeklom iz Tajlanda). KoriStena je NMR ¢inak na antioksidacijsku aktivnost

koristenjem 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil tes gl. 1, 1-diphenyl-2-picrylhydrazyl, DPPH).

Relativna koncentracija i antioksidativn va medu skupinama analizirani su analizom
varijance (engl. analysis of variance koriStenjem opceg linearnog modela (engl.
generalized linear model, GLM). @v, ijja otkrila je sedam metabolita: alanin, inozitol

monofosfat, inozin i anserin/karnozin, Taktat, anserin 1 kreatin. Laktat, anserin 1 kreatin bili

su meaboliti s najvecq acojom. Analizom je utvrdeno da su anserin 1

anserin/karnozin u pileci i znacajno visi u TNC, TSC i1 TNC krizancima nego
BR prema njihovim relativm#fi€Xoncentracijama i antioksidativnim svojstvima. Stoga bi
TNC 1 njihovi krizanci mogli imati potencijal da budu komercijano upotrebljivi izvori mesa.

[40]

Takoder je provedena analiza anserina 1 karnozina u mesnom i koStanom brasnu
(engl. meat and bone meal, MBM) (govede, podrijetlom od ovaca, svinja i peradi). Kako bi
se uzorci procistili, prethodna obrada uzorka je od klju¢ne vaznosti prije UHPLC-MS/MS
analize. Ova metoda omogudila je odredivanje karnozina i anserina u kratkom vremenu
analize (18 min po uzorku). Granice detekcije (LOD) i granice kvantifikacije (engl. limit of
quantification, LOQ) dvaju analita u Cetiri vrste MBM uzoraka bile su u rasponu od 0,41—

3,07 ng/g odnosno 0,83-5,71 ng/g. Ova brza, u€inkovita i robusna metoda uspjesno je



primijenjena za kvantitativnu detekciju karnozina i anserina u uzorcima MBM. Utvrdeno je
da je omjer karnozin/anserin u padaju¢em redoslijedu: svinjski > govedi > ov¢ji > perad
MBM. Ova predloZzena metodologija nedavno je primijenjena za identifikaciju biomarkera

(omjer karnozin/anserin) za identifikaciju MBM specifi¢ne za vrstu. [41]
2.4. Ekstrakcija

Ekstrakcija je metoda odjeljivana tvari iz smjesa koja se temelji na razlicitoj
topljivosti tvari. Tvar koju Zelimo izdvojiti je topljiva u otapalu koje se koristi, dok su ostale
prisutne tvari netopljive u njemu. U ekstrakciji se za odjeljivanje koriste dvije faze koje se
medusobno ne mijesaju (npr. ulje i voda). Vrste ekstrakcije s obzirom na agregatno stanje
dviju faza su: ekstrakcija tekuce-tekuce 1 ekstrakcija_cvrsto-tekuce. [42] U procesu
ekstrakcije ¢vrsto-tekuce izdvaja se Zeljena tvar iz ¢ spljese s otapalom (u tekucem
stanju) u kojemu se tvar otapa selektivno ili djelogfic ektivno. Ekstrakcija zapocinje

difuzijom otapala koje prodire u ¢vrstu tvar i dolafi do otfpanja tvari koja je u njemu topiva.

Zatim se odvija prijenos otopljene tvari na ¢vrste Cestice 1 na kraju dolazi do

prijenosa otopljene tvari iz sloja koji se nalggl na grani®i u glavnu masu otopine. Utjecaj na

sastav aktivnih spojeva i koncentraciju imaju: otapala, priprema uzorka, vrijeme
izvodenja, omjer uzorka 1 otapala u e 1, veliCina Cestica, temperatura 1 mijeSanje.
Preporuca se izvodenje ekstrakcije ptefiiperaturi zbog manje vjerojatnosti nestanka/
gubitka tvari iz ekstrakta. Vecu ukup vrs$inu imaju Cestice manje veli€ine, a veli€ina je

bitna zbog kontakta otapa ari pa se smanjenjem veli€ine Cestica ubrzava proces

ekstrakcije jer dolazi do bg
klasi¢ne ekstrakcije koriste df"Rolicine Stetnih organskih otapala 1 dugo traju. Metode
zelenih ekstrakcija ne koriste organska otapala ili su koli¢ine smanjene, koriste manje
energije, smanjuju troSkove i vrijeme trajanja ekstrakcije. Ekstrakcija potpomognuta
ultrazvukom (engl. ultrasound assisted extraction, UAE) smatra se zelenom ekstrakcijom.

[44]
2.5. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom

Ultrazvuk je izvor energije, longitudinalni mehanicki val iznad razine cujnosti
ljudskog sluha i frekvencije ve¢e od 20 000 Hz. Opisuju ga: snaga, frekvencija i valna
duljina. Intenzitet ultrazvuka se raCuna prema iznosu navedenih parametara te se prema

njemu klasificiraju nacini na koje ¢e se koristit ultrazvuk. Prema intenzitetu dijelimo ga u
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dvije kategorije: ultrazvuk snage i1 dijagnosticki ultrazvuk. Ultrazvuk snage je ultrazvuk
visokog intenziteta koji ima nisku frekvenciju raspona 16- 100 kHz (/ = 10 -1000 W/cm?) i
uklju¢en je u aplikacije obrade i ekstrakcije uzoraka. Dijagnosticki ultrazvuk je
karakteriziran niskim intenzitetom i visokom frekvencijom raspona 100 kHz do 1 MHz (/=
W/cm? ) i primjenjuje se najéesce u nerazornoj analizi za osiguranje kvalitete i u kontroli

procesa. [44]

U postupku ekstrakcije potpomognute ultrazvukom dolazi do uruSavanja mjehurica
plina koji nastaju u sluc¢aju dovoljno visokog intenziteta ultrazvuka u ekspanzijskom ciklusu.
Nakon uruSavanja mjehurica nastaju udarni valovi koji dovode do pucanja stani¢ne stjenke

te time dolazi do oslobadanja unutarstani¢énog sadrzaja i pospjesuje se oslobadanje ciljanih

spojeva. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom ima baggme prednosti: jednostavna je za
koriStenje, pristupacna cijena (jeftina), povecava prijen sg kinetiku reakcija i prikladna
je za Siroki spektar otapala za primjenu u i . Na djelotvornost ekstrakcije

potpomognute ultrazvukom utjecu: temperatura otgpalagiiak, vrijeme djelovanja ultrazvuka

1 uCestalost ultrazvucnih valova/energije. [45

2.5.1. Kavitacija
Ucinci uzrokovani ultraz ezani su s fenomenom kavitacije. Kada
ultrazvucni val prolazi kroz medij dol nastajanja uzduznih pomaka s nizom kompresija

1 razrjedivanja u Cesticamg U podruc¢jima promjenjivog tlaka uocava se ucinak

kavitacije 1 stvaranje mje jehuri¢i koji nastaju tijekom vala, odnosno procesa

sonikacije, mogu mijenja i veli¢inu u procesu ciklusa razrjedivanja i prilikom
kompresije (Slika 3). Mjehurici Ce rasti tijekom razdoblja od nekoliko ciklusa dok dosegnu
takozvanu ,.kriticnu® veli¢inu, a zatim nasilno kolabiraju i dolazi do oslobadanja znacajne
koli¢ine energije. Proces kojim se u teku¢inama na koje djeluje ultrazvuk stvaraju

mikromjehuri¢i, Sire i implozivno kolabiraju, naziva se "akusti¢na kavitacija". [44]
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Slika 3. Akusta itacija. [44]

Kolaps (raspad) mikromjehurica iz izrazite lokalne uvjete, koji ukljucuju:

temperaturu od oko 5000 K i tlak od 1000 atm. Podrucja visoke temperature i s
uvjetima visokog tlaka zovu se vy
kemijsku reaktivnost u odredenom —@ . Kavitacijski mjehuri¢i koji nastaju dijele se u
dvije skupine, na prolazny @®efriisku) i1 stabilnu (neinercijalnu) kavitaciju. Prolaznom
kavitacijom nastaju kavitQF Wrici koji imaju kratki vijek trajanja koji je ponekad
kra¢i od samog ciklusa.
vrlo neunistivi mjehuri¢i plina koji postoje kroz mnoge cikluse razrjedivanja i kompresije.
Urusavanjem kavitacijskih mjehuri¢a dolazi do promjene tlaka i temperature i te promjene
uzrokuju smicanje, stani¢ni poremecaj i smanjenje debljine stani¢nih membrana. Rezultat
uruSavanja mjehuri¢a je pojacano prodiranje otapala u stanicu i pojacani prijenos mase
zeljenih spojeva direktno u otapalo (Slika 4.). Raspad kavitacijskih mjehurica na
mikroskopskoj razini uzrokuje jos i stvaranje turbulencija, a u raspadu dolazi do postizanja
velikih brzina meducesti¢nih sudara 1 diverzije u mikroporoznim Cesticama matrice 1 rezultat
svega toga je ubrzana difuzija. Dakle, mehanicki i kavitacijski ucinci koji su odgovorni za

ekstrakciju sastojaka mogu se opisati u dva koraka [44]:
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1. Ulazak otapala u matricu, smanjenje veli¢ine ¢estica i mehanicki u€inci ¢e omoguciti bolje

prodiranje otapala
2. Oslobadanje ekstrakta iz matrice (veca povrsina kontakta izmedu faza ¢vrsto-tekuce).

Pritom stani¢ni sadrZaj brzo i lako difundira iz matrice u ekstrakcijski medij. Osim ucinaka
fenomena akusti¢ne kavitacije na kidanje stani¢nih stjenki time se povecava i propusnost
krutih materijala za otapala, mikromlaznice i udarni valovi mogu znatno povecati koeficijent
prijenosa mase Cvrsto-tekuée zbog ucinaka mikrorazmjera u sustavu. Ekstrakcija
potpomognuta ultrazvukom pridonosi: povecanju prijenosa mase, manjoj potrosnji toksi¢nih
otapala, boljem prodiranju otapala, a takoder i1 proces ekstrakcije se moze provoditi u nizem

rasponu temperatura, pri ve¢im brzinama ekstrakcije i dolazi do veéeg prinosa proizvoda.
<

Stani¢na stijenka

\‘\“
~

Puknuéa nastala -
kavitacijom tr

(A)

(B)

Slika 4. Mehanizam pordime danicne stjenke. (A) Lomljenje stani¢ne stjenke uslijed

kavitacije. (B) Otapalo“tl&zi i pri tome ekstrakt izlazi iz strukture stanice. [44]

Fizikalni parametri koji imaju bitni utjecaj na proces akusti¢ne kavitacije i ekstrakcije
su: snaga, frekvencija ultrazvuka, amplituda mehanickog vala, te dizajn reaktora i oblik
sonde. [44] Intenzitet sonikacije proporcionalan je amplitudi vibracije ultrazvu¢nog izvora i
povecanje amplitude vibracije dovodi do povecanja intenziteta vibracije i povecanja
sonokemijskih uc¢inaka. Da bi se postigao prag kavitacije neophodan je minimalni intenzitet.
Sto zapravo znadi da poveéanje amplitude nije nuZno za postizanje Zeljenih rezultata.
Amplitudu je potrebno povecati u slucaju kada imamo uzorke visoke viskoznosti, primjerice
kada je uzorak krv. To je zato §to se s povecanjem viskoznosti uzorka povecava i otpor

uzorka prema kretanju ultrazvu¢nog vala na primjer vrha ultrazvuéne sonde. Stoga je
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potreban visok intenzitet (tj. velika amplituda) kako bi se ultrazvucni uredaj podesio da

dobije neophodne mehanicke vibracije da bi se pospjesila kavitacija u uzorku. [46]

Nuzno je pazljivo izabrati otapalo koje ¢e se koristiti za ultrazvu¢nu obradu. Voda se
koristi kao naj¢es¢e otapalo, ali se mogu koristiti i druge manje polarne tekucine, organske
tvari, a izbor otapala ovisi o samoj namjeni ekstrakcije. PovrSinska napetost i viskoznost
otapala dovode do inhibicije kavitacije, a kada se povecaju prirodne kohezijske sile, koje
djeluju unutar tekucine, dolazi do tezeg postizanja kavitacije. Temperatura otapala ima dvije
razli¢ite uloge u ultrazvuku. Pri visokoj temperaturi dolazi do narusavanja jake interakcije
izmedu matrice i otopljene tvari, a rezultat je brza difuzija. Dok s druge strane, porastom
temperature primjecuje se porast tlaka para otapala. Dakle, kada temperatura otapala raste,

raste 1 njegov tlak pare, pri tome dolazi do toga da yigapara otapala puni kavitacijske
mjehurice, a oni tada imaju tendenciju manjeg kolapsa,@o ucinci sonikacije su manje

intenzivni od oc¢ekivanog. Zbog toga je vazan konghr izmedu temperature i kavitacije

za dobivanje ocekivanih ucinaka i prinosa priltigm #vodenja ekstrakcije. Vanjski tlak

takoder ima utjecaj na sonokemijske ucinke. fanjem vanjskog tlaka potrebna je
ultrazvucna energija veéeg intenziteta da e do izazivanja kavitacije 1 da se razbiju

uz odredeni vanjski tlak ¢e osigurati

Takoder se ubrzavaju ele a mjerenja povecanjem ucinkovitosti prijenosa mase,
ubrzavaju se enzimske reakcije, ubrzava se tehnika ekstrakcije tekuce-tekuce, poboljSavaju
se performanse u ekstrakciji ¢vrste faze u mikroekstrakciji 1 povecava se to¢nost u tehnici

disperzije ¢vrste matrice. [46]
2.5.2. Izravna i neizravna primjena ultrazvuka

U analitickoj kemiji ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom moze se primijeniti na
dva razli¢ita nacina. Na uzorak se moze djelovati izravno i neizravno, kroz stjenke spremnika
uzorka. Izravna primjena ultrazvuka postize se ultrazvu¢nim sondama koje se uranjaju
direktno u uzorak te se na taj nacin ultrazvucna obrada izvodi direktno preko otopine bez

ikakve prepreke koju bi ultrazvucni val morao prije¢i osim same otopine. Neizravna
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primjena ultrazvuka provodi se koristenjem ultrazvucne kupelji. U ovom slucaju ultrazvuéni
val prvo prolazi kroz teku¢inu (u ultrazvu¢nom uredaju), zatim prolazi kroz stjenku posude
u kojoj se nalazi uzorak i1 tek onda kroz sami uzorak. Zbog ovakvog nacina primjene
intenzitet ultrazvuka unutar posude s uzorkom manji je od ocekivanog i manje je invazivan.

[46]
2.5.3. Ultrazvu¢na sonda

U ovoj metodi ultrazvu¢na sonda uronjena je izravno u spremnik uzorka i moze
isporuciti puno veci intenzitet ultrazvuka od ultrazvucne kupelji (100 puta veéi). Sonda se
opcenito koristi za postizanje ucinaka koji se ne mogu posti¢i s ultrazvu¢nom kupelji, na
primjer, odredivanje zive i arsena u ljudskom urinu ili uzorcima plodova mora. Nedostatak
ove metode je mogucéa kontaminacija uzorka metali kroma ili aluminija koji se

mogu odvojiti od sonde i koristenje ultrazvucnih songr’u enim sustavima pri ¢emu moze

do¢i do gubitka hlapljivih analita. [46]
Dijelovi ultrazvuéne sonde su: genemtor kojipretvara mrezni napon u elektri¢nu

energiju visoke frekvencije (opcéenito 20 kH razvucni pretvarac koji pretvara elektri¢nu

energiju u mehanicke vibracije fiksne \je, standardni rog 1 rogovi za pojacanje koji
povisuju amplitudu sonikacije i son

[46]

anose ultrazvuénu energiju u uzorak (Slika 5.).

a Generator

b Ultrazvu¢ni pretvarad

" -f T Standardni rog i rog za pojacavanje
O T

d w Sonda

Slika 5. Osnovni dijelovi ultrazvu¢ne sonde. [46]
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Postoje namjenske sonde za odredeni raspon volumena i stoga se moraju izbjegavati
pogreske poput koriStenja malih sondi za velike volumene ili velikih sondi za male
volumene. Najvazniji dio cijelog sustava je sonda koja omogucuje prijenos vibracije kroz
daljnju duljinu metala na takav nacin da se isporucena snaga povecava. Snaga povecanja
ovisi o obliku sonde (Slika 6.). Prema obliku razlikujemo tri vrste sondi, a to su [46]:
stepenasta sonda koja nudi veliko povisenje amplitude od prikazanih oblika, eksponencijalni
oblik sonde (tezak za proizvodnju) koji nudi male promjere na svom radnom kraju, $to ga

¢ini posebno prikladnim za mikro-aplikacije, te cilindri¢na i linearna sonda.

L
DC I+ o[ e

Slika 6. Raznovrsni oblici sondi: (Affcilindri

(D) stene

1, (B) eksponencijalni, (C) linerni,

Ultrazvucne sonde se najcescée 1 od legura titana (termootporne), takoder se

mogu tretirati u autoklavu 1 nisu @) na korozivne medije. Volumen uzorka koji se

tretira zajedno s vrstom uzorkakliu¢ni St u odredivanju odabira jedinice i tipa sonde. Sto je

veca amplituda koju daje g onikacija intenzivnija. Sonde izradene od legure titana
mogu kontaminirati otopitig e koriste metalima kao §to su Al ili Cr. Iz tog razloga,
istrazivaci koji rade na analizeti@Zova metala dugo su zahtijevali razvoj ultrazvucnih sondi
izradenih od nekontaminiranog materijala. Tako je razvijena tzv. silika ultrazvu¢na sonda
koja je napravljena od silicijevog dioksida. Ova vrsta sonde ima prednost ulaska metala bez
Cestica u uzorak. Osim toga, izbjegnuta je tipi¢na kontaminacija metala od titanskih sondi.
Silikatne sonde su visoko otporne na kemijske i temperaturne udare i nemaju svojstvo
elektricne vodljivosti. Nedostatak je Sto je Cvrstoca kavitacije silicijevog stakla relativno
niska 1 amplituda se mora ograniciti. Spiralne sonde su izradene od Ti, Al i V, omogucuju
blagu ultrazvu¢nu obradu vodenih medija u epruvetama i drugim tankim laboratorijskim
spremnicima. Za razliku od tradicionalnih sondi, ultrazvuc¢na je snaga rasporedena cijelom
povrsinom spiralne sonde, ¢ime je raspodjela jaine (intenziteta) sonikacije homogenija u

cijeloj duljini sonde. Nedostaci se odnose na kontaminaciju metala, kao i1 kod svih sondi
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izradenih od titana. ViSestruke sonde proizvode se kako bi se omogucila uporaba dvije ili
viSe sondi u isto vrijeme. Glavna prednost ove vrste sonikatora je propusnost, koja je znatno

povecana. [46]
2.5.4. Ultrazvucna kupelj

Ultrazvucna kupelj sadrzi spremnik napravljen od nehrdajuceg celika i koji sadrzi
jednu ili viSe ultrazvucnih sondi. Ultrazvuk u ultrazvuc¢noj kupelji raspodjeljuje se
heterogeno, te se zbog toga reakcijski spremnik smjeSta na mjestu gdje se postize najveci
intenzitet sonikacije. Za postizanje dobrih rezultata i da bi se postigla minimalna refleksija
ultrazvuka, najbolji izbor oblika spremnika (posude) je spremnik s ravnim dnom, poput

stoZaste tikvice, te su preporuke da i debljina spremnika bude minimalna. [44]

Postoje tri klase u koje se kategoriziraju ultra V@pelj 1. Klasi¢na je uobicajena
ultrazvucna kupelj, koja se moze pronaci u Veéi%atorija, a radi sa samo jednom
frekvencijom, obi¢no 40 kHz, i moze se isporuciels Kontrolom temperature. Drugi tip je
multifrekventna jedinica koja radi koristeéﬁo viggme ultrazvuénu sondu s razlic¢itim

frekvencijama, na primjer 25 140 kHz, na dn osno sa strane, a prednost toga je jednolika

ultrazvucna raspodjela snage. Tre¢i mqg @ yynapredniji u smislu tehnologije i ukljucuje

sljede¢e znacajke: dvostruku frekvepmg aikacije, izbor izmedu 25/45 ili 35/130 kHz
(kupelji su dizajnirane za rad s jem dvije frekvencije odjednom), regulaciju snage,

intenzitet sonikacije moze sedleffirolirati kontrolom amplitude (10-100%), tri nacina rada

standardnim radom), standard, degas (struja se zaustavlja na kratko da ultrazvucne sile ne
zadrZavaju mjehurice), te grijanje i1 programataor za vrijeme. Slika 7 prikazuje takvu

modernu ultrazvucnu kupelj. [46]
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Kontrola
temperature

Kontrola
nacina rada

—

Kontrola amplitude

Slika 7. Moderna ultrazvu¢na kupelj koja ukljucuje sljedec¢a poboljsanja: dvostruka
frekvencija sonikacije, promjenjiva amplituda sonikacg@¥gri razlicita nacina sonikacije.

[46]

Vecina primjena ultrazvuéne kupelji izvoy se e od 30 minuta i, kao posljedica
kontinuirane ultrazvuéne obrade, tekudina remnika se zagrijava. Endotermne
reakcije mogu iskoristiti ovo zagrijavanje. @lim toga,&inetika mnogih reakcija se ubrzava

kada se temperatura poveca. Meduti se pojaviti neki problemi u pogledu
ucinkovitosti i ponovljivosti dobivenih ijskih rezultata. Vec¢ina ultrazvuénih kupelji
koristi se bez kontrole temperature, pdafe zagrijavanje tekucine spor proces, konac¢na

temperatura postignuta za dano vrije onikacije ovisi o temperaturi laboratorija (tj. ljeti

ili zimi). Stoga je opcenitQ b da je potrebno odrediti maksimalnu temperaturu koju

kupelj doseZe i odrzava, t4 yperaturu ravnoteze, kada kontinuirano radi u uvjetima

okoline. Vecina reakcija izvesti pri ravnoteZnoj temperaturi jednostavnim
punjenjem kupelji vodom koja je prethodno zagrijana na tu temperaturu. Alternativno,
problem se moze rijesiti kupnjom ultrazvu¢ne kupelji s grijacem. Medutim, prije izvodenja
ultrazvucnog tretmana, preporuca se pricekati da se postigne radna temperatura. Kada je rad

na sobnoj temperaturi obavezan, kontrola se moze posti¢i jednostavnim recirkulacijskim

sustavom vodenog hladenja prikljuenim na ultrazvucnu kupel;j. [46]

Oblik reakcijske posude je bitan za ispravnu primjenu ultrazvuéne kupelji. To je zbog
toga Sto, kao i1 kod bilo kojeg drugog vala, kada ultrazvu¢ni val udari u bilo koju ¢vrstu
povrsinu dio energije se reflektira. Ako je baza posude ravna, kao §to je u konusnoj tikvici,
reflektirani ultrazvuk je minimalan. Obrnuto, kada je baza spremnika sferi¢na, ultrazvucni

val pogada spremnik pod kutom, a veliki dio ultrazvu¢nog vala se odbija. Intenzitet
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ultrazvuka se smanjuje kako prolazi kroz medij. Opseg prigusenja obrnuto je proporcionalan
frekvenciji. Stoga debljina stjenke spremnika posude treba biti minimalna kako bi se izbjeglo
intenzivno prigusenje. Ovaj se problem takoder mora imati na umu kada je cilj favorizirati
¢vrsto-tekucu ekstrakciju analita iz krutih tvari taloZenih na stupcu jer unutar stupca
ucinkovitost ultrazvu¢nog vala se smanjuje dok prolazi kroz krutinu do unutarnjeg dijela
stupca. Posljedi¢no, veliki i tanki stupci su pozeljniji od kratkih i Sirokih za primjene

ultrazvucne kupelji u stupcu. [46]

7
&
&
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2.6. Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) dominantna je tehnologija
koja se koristi u laboratorijima diljem svijeta posljednjih 30 godina. Evolucija materijala za
pakiranje Cestica unutar kolone, koje se koriste za odvajanje, znacajno je pridonijela
unaprjedenju HPLC metoda. Temeljni principi tih materijala vode se van Deemterovom
jednadzbom [47] u kojoj empirijska formula opisuje odnos izmedu linearne brzine (brzine
protoka) i visine ploce (engl. height equivalent to a theoretical plate, HETP ili u€inkovitost
stupca). VeliCina Cestica je jedna od varijabli i zato se van Deemterova krivulja moze koristiti
za ispitivanje kromatografske ucinkovitosti. "Potreba za brzinom" potaknula je koriStenje
manjih stupaca i vece brzine protoka, poviSenjem temperature, koja ima dvostruku prednost

utvrdeno [48] kako smanjenjem veli¢ine Cestica punjla

sniZzava viskoznost 1 povecava prijenos mase povecanjegifuzije analita. Istrazivanjima je
na manje od 2,5 mm dolazi

do znacajnog poboljsanja u ucinkovitosti koja se juje pri povecanom protoku ili

linearnim brzinama. KoriStenjem manjih Cestica, Wzirfd i vr$ni kapacitet (gornja granica

razlucivosti 1 mjera kvalitete odvajanja) prggiruju do novih granica koje su nazvane
UPLC. [48] {

lako su visoke ucinkovitosti, n Cestice od 1,5 mm komercijalno dostupne,
nedostatci su slaba nosivost i zadr%@bo male povrsine. Kako bi odrzao zadrzavanje
1 kapacitet slican HPLC-u, UPLC m oristiti nove porozne Cestice koje mogu izdrzati

visoke tlakove. Cestice na ijevog dioksida imaju dobru mehanic¢ku ¢vrstocu, ali

mogu imati niz nedostatalg uju ograni¢en pH raspon i zaostatak bazi¢nih analita.
Polimerne kolone mogu previ2345i®pH ogranicenja, ali imaju svoje probleme, ukljucujuci

nisku u¢inkovitost i ogranic¢ene kapacitete. [48]

Godine 2000. proizvedene su kolone koriStenjem klasicne sol-gel sinteze koja
ukljuc¢uje ugljik u obliku metilnih skupina, te su kolone mehanicki jake, s visokom
ucinkovitoS¢u i rade u proSirenom pH rasponu. Kako bi se osigurala vrsta poboljSane
mehanicke stabilnosti potrebne za UPLC razvijena je druga generacija premostene etanske
hibridne tehnologije (engl. ethylene bridged hybrid, BEH). Ove Cestice od 1,7 mm dobivaju
svoju poboljsanu mehanicku stabilnost premoStavanjem metilnih skupina u matrici

silicijevog dioksida. [48]
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Ujednacenost nabijenog sloja takoder je kriticna, posebno ako kraéi stupci zele
odrzati rezoluciju uz postizanje cilja brzeg odvajanja. Osim toga, pri visokim tlakovima,
frikcijsko zagrijavanje mobilne faze moze biti prilicno znacajno i mora se uzeti u obzir. S
promjerima stupaca koji se obi¢no koriste u HPLC-u (3,0 do 4,6 mm), posljedica
zagrijavanja trenjem je gubitak performansi zbog temperaturno induciranog nejednolikog
protoka. Kako bi se smanjili u¢inci zagrijavanja trenjem, za UPLC se obi¢no koriste stupci

manjeg promjera (1— 2,1 mm). [48]

Injekcije malog volumena s minimalnim prijenosom takoder su potrebne kako bi se
ostvarile prednosti povecane osjetljivosti. S ¢esticama od 1,7 mm dobivaju se vr$ne Sirine
polovice visine manje od jedne sekunde, $to predstavlja znacajan izazov za detektor. Kako

dovoljno visoka da uhvati dovoljno podatkovnih to

bi se precizno 1 reproducibilno integrirao vrh analita, stg orkovanja detektora mora biti
wko vrha. Osim toga, Celija

detektora mora imati minimalnu disperziju (vol ako bi se ocCuvala ucinkovitost
odvajanja. Konceptualno, poveéanje osjetljivosti PI4Z detekciju trebalo bi biti 2— 3 puta
vece nego kod HPLC odvajanja, ovisno o ekcije koja se koristi. KoriStenjem
UPLC-a moguce je u potpunosti iskoristiti atograiske principe za izvodenje separacija
koriStenjem kracih stupaca i/ili visih rotoka za povecanu brzinu, uz vrhunsku
rezoluciju 1 osjetljivost. Za neke anali je od sekundarne vaznosti, a vr$ni kapacitet

1 rezolucija zauzimaju sredi$nje mj&st

Brza UPLC odvaja zolucije mogu skratiti vrijeme razvoja metode s dana,

na sate ili ¢ak minute. Detg dfometrije mase znatno poboljsava UPLC jer povecanje
vr$ne koncentracije 1 sma! matografske disperzije pri manjim brzinama protoka
dovodi do povecane u€inkovitosti ionizacije izvora. Dokazano je da se ve¢a kromatografska
uc¢inkovitost, koja proizlazi iz upotrebe UPLC-a, prevodi u bolju rezoluciju 1 ve¢i vrini

kapacitet, Sto je osobito vazno za analizu peptida i proteina. [48]

21



3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije

e ultracista voda

e methanol (metilni alkohol, CH3;0OH)
e natrijev acetat (C2H3NaO»)

e acetonitril (CH3CN)

e ledena octena kiselina (CH:COOH)
e 2-merkaptoetanol (HOCH>CH-SH)

e natrijev tetraborat (Na,B4O10)

e apsolutni etanol (C2HsOH)

e o-phthaldialdehyde (CsH+(CHO)2)
Priprema OPA reagensa: 5 mL natrijev te %9,5 %), 500 uL apsolutni etanol

traljpra
(>99%), 50 puL 2-merkaptoetanol (=99 ‘@)phthaldialdehyde (=99 %).

3.2. Pribor i instrumentacija

e Kkivete za centrifugiranje (poliiroQP)

e vijalice 1,5 mL

e graduirana pipeta

e mikropipeta

e laboratorijske ¢as

e Sprice

e odmjerne tikvice

e analiticka vaga (Sartorius, Njemacka) (Slika 8.)

e laboratorijska tresilica (vorteks) (IKA, Njemacka)

e pH metar i magnetska mijesalica (Metrohm, Svicarska) (Slika 9.)

o centrifuga (Hettich, Njemacka) (Slika 10.)

e homogenizator (IKA, Njemacka) (Slika 11.)

e ultrazvucna kupelj s regulatorom temperature (Bandelin, Njemacka) (Slika 12.)

e sustav za ultrazvu¢nu homogenizaciju (Sonoplus 3100, Njemacka) (Slika 13.)

e uredaj za kromatografiju ultra visoke djelotvornosti (UPLC) (Shimadzu, Japan)
(Slika 14.)
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Slika 9. pH metar i magnetska mijeSalica.
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Slika 10. Centrifuga.
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Slika 11. Homogenizator.
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Slika 12. Ultrazvucéna kupelj s regulatorom temperature.

Slika 13. Sustav za ultrazvu¢nu homogenizaciju.
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Slika 14. Uredaj za kromato

>

1ju ultra

isoke djelotvornosti.
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3.3.

Uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom i tekucinske

kromatografije ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

3.3.1. Uvjeti ekstrakcije potpomognute ultrazvukom

Ekstrakcija potpomognuta direktnim ultrazvukom (UZVY)

Amplituda: 70 %
Interval pulsa: 0-120 s
Interval pauze: 0-2 s

Ukupno vrijeme trajanja: 60-180 s

Ekstrakcija potpomognuta indirektnim ultrazvukom

RF snaga: 80/320 W ®
HF frekvencija: 35 kHz

Interval ultrazvuka: kontinuirano %
Ukupno vrijeme trajanja: 30-60 min %

3.3.2. Uvjeti tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (UPLC)

Protok: 0,4 mL/min Q
Temperatura pecnice: 52 m
Vrijeme trajanja analize: 20 m

Valna duljina: eks ) nm

Injektirani volumen: Z&4;
Mobilna faza: natrijev acetat (=98,5 %) (pH=5,5): metanol (=99,9 %): acetonitril
(299,95 %) =75:15:10

Retencijsko vrijeme karnozina: 6,7 min

Retencijsko vrijeme anserina: 6,3 min

3.4. Kalibracija

Kalibracija je postupak kojim utvrdujemo baznu krivulju. Ovim postupkom vr§imo

korekciju mjernog instrumenta s ciljem smanjivanja sistemske pogreske. Kalibraciju

izvodimo s mjernim veli¢inama ¢ije su vrijednosti poznate.
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Kalibracija je provedena na nacin da je pripremljen niz standardnih otopina karnozina i
anserina u rasponu koncentracija 12,5 — 200 mg/L. Nakon mjerenja intenziteta zracenja

konstruira se kalibracijska krivulja.
3.5. Priprema uzoraka za analizu
Uzorci pile¢ih prsa su za analizu pripremani prema kasnije opisanom protokolu.

KoriSteni su uzorci pilecih prsa kupljenih u trgovackom lancu. Ekstrakcija je provedena na
uzorcima koji su usitnjeni u sjeckalici za kuénu upotrebu ili koji nisu bili prethodno usitnjeni.

Prikupljeni uzorci su ¢uvani u hladnjaku na temperaturi -20 °C. [49]

3.5.1. Ekstrakcija karnozina iz uzoraka pile¢eg mesa

Usporedivani su i optimirani parametri 3 met@akcije karnozina iz pileceg

mesa. Nakon ekstrakcije, svi uzorci su centrifugira nuta na 6000 rpm i temperaturi 4
°C. Nakon centrifugiranja, supernatant je profiltri rogitiltre za Spricu 0,20 um, i prenesen
u PP epruvete od 2 mL. Tako pripremljeni uzo i suu hladnjaku na -20 °C do analize.
3.5.1.1. Ekstrakcija homogenizatorom k

2,5 grama uzorka mesa pile¢ihor gano je u PP kivetama za centrifugu, dodano

je 25 mL ultraciste vode 1 homoge optimiranje vremena homogenizacije. Vrijeme

homogenizacije je bilo 20, 604

Ova metoda je uz vrijeme\ $00 s odabrana kao standardna metoda ekstrakcije.

3.5.1.2. Ekstrakcija indirekétmity ultrazvukom

2,5 grama uzorka mesa pilecih prsa odvagano je u PP kivetama za centrifugu, dodano
je 25 mL ultraiste vode i homogenizirano u ultrazvucnoj kupelji bez podeSavanja

temperature. Vrijeme ekstrakcije je bilo 30 odnosno 60 minuta.
3.5.1.3. Ekstrakcija direktnim ultrazvukom

2,5 grama uzorka mesa pilecih prsa odvagano je u PP kivetama za centrifugu, dodano
je 25 mL ultraciste vode 1 homogenizirano ultrazvu¢nim homogenizatorom sa sondom.
Parametri koji su optimirani su vrijeme trajanja pulsa, vrijeme trajanja pauze i ukupno

vrijeme ekstrakcije (Tablica 1.).
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Tablica 1. Optimirani parametri ekstrakcije direktnim ultrazvukom.

vrijeme trajanja pulsa | vrijeme trajanja pauze ukupno vrijeme
(s) (s) ekstrakcije (s)
1 60 0 60
2 120 0 120
3 3 2 180

3.5.1.3.1. Ekstrakcija direktnim ultrazvukom usitnjenih i neusitnjenih uzoraka

Prema istom, ranije opisanom postupku, ekstrahiran je karnozin iz uzoraka koji su
prije ekstrakcije usitnjeni i koji nisu bili usitnjeni (odv. o je 2,5 grama uzorka pileceg

mesa u komadu). Ekstrakcija je napravljena u pulsno ¢ilu rada u ukupnom vremenu

ekstrakcije od 180 s, s trajanjem pulsa 3 s i pauze 2%

3.6. Provjera prikladnosti metode

Provjera prikladnosti metode pripreme uz&parametara UPLC analize, provedena je

mjerenjem sljedecih uzoraka:

Uzorak 1: 100 puL uzorka + 300 m_@ﬁ de
Uzorak 2: 100 puL standarda karnozi 100 pL standardna anserina + 200 pL ultraciste

vode

Uzorak 3: 100 pL uzorka ¢

andarda karnozina + 100 pL standardna anserina + 100
pL ultraciste vode
Svim uzorcima je neposredno prije UPLC analize dodano 400 uL. OPA reagensa, uzorci su

zatim mijeSani na vorteksu 30 s. Tako pripremljen uzorak je analiziran pomo¢u UPLC-a.

Sva mjerenja realnih uzoraka su provedena na 5 paralelnih uzoraka. Svi uzorci su

pripremljeni iz istog uzorka mesa pilecih prsa.
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4. REZULTATI I RASPAVA

4.1. Kalibracijski pravac

Nakon mjerenja intenziteta zraCenja pripremljenoj seriji standardnih otopina

karnozina i anserina, konstruirana je kalibracijska krivulja. Kalibracijske krivulje za

karnozin 1 anserin prikazane su na slici 15. i 16. Dobivena vrijednost koeficijenta

determinacije za karnozin je 0,9997 a za anserin 0,9987.

1750000
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krivulja za karnozin.

Conc.
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Slika 16. Kalibracijska krivulja za anserin.

Conc.
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4.2. Provjera prikladnosti metode pripreme uzoraka

Provjera prikladnosti standardne metode ispitana je na ranije opisani nacin. Dobiveni

rezultati prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Rezultati dobiveni provjerom prikladnosti metode.

mg/L
oznaka uzorka
karnozin anserin
1 22.0752 29.5263
2 61.7575 129.201
3 83.7332 154.717
teoretski 83.833 58.727
iskoriStenje %

Dobiveni rezultati, iskoriStenje 99,881 % za karnoZ 1 97,474 % za anserin pokazuju da je

standardna metoda pripreme uzorka (ekstraficija honfpgenizatorom u trajanju od 60 s) i
odabrani parametri UPLC analize prikladni redivanje sadrzaja karnozina i anserina u

uzorcima pileceg mesa.

4.3. Rezultati analize uzoraka %m a

4.3.1. Ekstrakcija homogen

Rezultati dobiveg:
ekstrakcije prikazani su u taveii“Kako je kao standardna metoda uzeta metoda ekstrakcije
homogenizatorom u trajanju od 60 s, vidimo da je smanjenjem vremena ekstrakcije na 20 s
odredeni sadrzaj karnozina i anserina znacajno manji, 66,6 % za karnozin 1 60,8 % za
anserin. Produljenjem vremena ekstrakcije za 120 s, odredeni sadrzaj karnozina je veci za
5,9 %, a anserina za 5,4 % u odnosu na standardnu metodu. Najmanja RSD vrijednost

dobivena je za uzorke kojima je sadrzaj karnozina i anserina odreden nakon 60 s ekstrakcije

homogenizatorom.
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Tablica 3. Sadrzaj karnozina i1 anserina odreden nakon ekstrakcije homogenizatorom uz

optimiranje vremena ekstrakcije.

vrijeme ekstrakcije 20 s 60 s 180 s
mg/kg mesa mg/kg mesa mg/kg mesa
anserin | karnozin | anserin karnozin anserin | karnozin

srednja vrijednost | 1146.99 | 491.05 1886.905| 737.252 [1989.30| 781.25
SD 155.89 | 65.14 4.253 4,171 | 157.61 | 51.69

RSD (%) 13.59 13.27 0.225 0.566 7.92 6.62
interval pouzdanosti (£) 136.64 | 57.10 3.727 4,087 | 15446 | 50.65

4.3.2. Ekstrakcija indirektnim ultrazvukom

Ekstrakcija indirektnim ultrazvukom provedena je u trajanju od 30 i 60 min.
Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4. Duzim vre strakcije povecao se sadrzaj
karnozina za 11,7 % 1 anserina za 10,7 % pa mozemg#zak 1 da se produljenjem vremena

ekstrakcije indirektnim ultrazvukom poboljsava cia karnozina i anserina.

Tablica 4. SadrZaj karnozina i anserina odredgn na
uz optimiranje vremena ekstrakcije.

kstrakcije indirektnim ultrazvukom

vrijeme ekstrakcije in. 60 min.
mesa mg/kg mesa
n | karnozin | anserin | karnozin
srednja Vrijednst 48| 681.55 192541 | 761.41

14590 | 48.66 37.13 14.82
8.41 7.14 1.93 1.95
14298 | 47.68 36.38 14.53

4.3.3. Ekstrakcija direktnim ultrazvukom

Rezultati dobiveni optimiranjem parametara ekstrakcije (vrijeme pulsa, vrijeme
pauze, vrijeme trajanja ekstrakcije) prikazani su u tablici 5. Uz kontinuirano djelovanje
ultrazvuka, ne znacajno veéi sadrzaj karnozina (1,4 %) i anserina (0,64 %) odreden je za
vrijeme ekstrakcije 60 s u odnosu na 120 s. Vremenski najdulja ekstrakcija, 180 s, provedena
je u pulsnom nacinu rada uz 3 s pulsa 1 pauzu izmedu dva pulsa u trajanju od 2 s.
Ekstrakcijom sa pulsnim nac¢inom rada odreden je najmanji sadrzaj karnozina i anserina i to
8,3 % za karnozin i 11,4 % za anserin u odnosu na najuspjesniju ekstrakciju direktnim
ultrazvukom (ekstrakcija 60 s, kontinuirano). Najmanja RSD vrijednost za oba odredivana

analita dobivena je kontinuiranom direktom ekstrakcijom u trajanju od 120 s.
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Tablica 5. Sadrzaj karnozina i anserina odreden nakon ekstrakcije direktnim ultrazvukom
uz optimiranje parametara ekstrakcije.

.. 180 s
vrijeme .. ..
ekstrakcije QBspuls+2s 120 s (kontinuirano) | 60 s (kontinuirano)
pauza)
mg/kg mesa mg/kg mesa mg/kg mesa
anserin | karnozin | anserin | karnozin anserin karnozin
srednja 190523 | 756.43 | 2108.62 | 807.86 | 212224 | 819.02
vrijednost
SD 283.361 | 107.436 66.76 21.60 104.18 34.74
RSD (%) 14.873 14.203 3.17 2.67 491 4.24
interval 248372 | 105285 | 58.52 18.93 91.32 30.45
pouzdanosti (£)

4.3.3.1. Ekstrakcija direktnim ultrazvukom usitnjenWsitnj enih uzoraka
1

Pulsnim na¢inom rada ekstrahirani su karnoz 1n iz usitnjenih 1 neusitnjenih

uzoraka pileeg mesa a dobiveni rezultati prikaza blici 6. Sadrzaj karnozina je 7,2

%, a anserina 6,2 % veci u neusitnjenim uzorcimagto ukazuje da uzorci mesa ne moraju

prije ekstrakcije direktnim ultrazvukom biti {Sitnjeni.

Tablica 6. SadrZaj karnozina i anserina nakon ekstrakcije direktnim ultrazvukom u

prethodno usitnjenim i neusitnjenim u

i usitnjeni uzorci
vrijeme .
ekstrakciie + 2 s pauza) | 3 min. (3 s puls + 2 s pauza)

karnozin anserin karnozin

srednja vrijednost 810.710 1905.227 756.432
SD 115.159 283.361 107.436

RSD (%) . 14.205 14.873 14.203
interval 216.091 100.940 248.372 105.285

pouzdanosti (£)
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5. ZAKLJUCAK

Karnozin je po kemijskom sastavu dipeptid sastavljen od aminokiselina p-alanina i
L-histidina. Naj¢eS¢e varijante su metilirani analozi, anserin i ofidin (balenin). Karnozin (i
analozi) se pojavljuje u zivotinjama i koncentracije se razlikuju izmedu razlicitih sisavaca.
U ovome radu ispitivan je utjecaj direktne i1 indirektne ultrazvucne metode na ekstrakciju
karnozina iz mesa pile¢ih prsa (kupljenih u trgovackom lancu) u odnosu na standardnu
metodu koja koristi homogenizator. Kod metode s homogenizatorom najmanja RSD
vrijednost dobivena je za uzorke kojima je sadrzaj karnozina i anserina odreden nakon 60 s
ekstrakcije homogenizatorom 1 ta je metoda izabrana kao standardna. Ekstrakcija
indirektnim ultrazvukom provedena je u trajanju od 30 i 60 min te iz dobivenih rezultata
mozemo zakljuciti da se produljenjem vremena ekstr: ovecava sadrzaj karnozina i
anserina 1 poboljSava ekstrakcija. Prilikom ekstrak "m

im ultrazvukom sa pulsnim

nac¢inom rada odreden je najmanji sadrzaj karnozi afjerina u odnosu na najuspjesniju

ekstrakciju direktnim ultrazvukom kontinuirano

direkt

s. Najmanja RSD vrijednost za oba

odredivana analita dobivena je kontinuirano ekstrakcijom u trajanju od 120 s.

Ispitana je i razlika u koncentraciji karngzi nserina izmedu usitnjenih i neusitnjenih

uzoraka pilecih prsa te su dobivene veg osti u neusitnjenim uzorcima §to govori da

ektnim ultrazvukom biti usitnjeni. Na kraju

zelenom metodom u ke Jruge strane UPLC analiza omogucuje rad pri viSim
tlakovima, bolju separacij kracih stupaca i/ili ve¢ih brzina protoka, vec¢u brzinu

odvajanja, bolju rezoluciju i osjetljivost.
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