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* Nuklearna magnetska rezonancija (NMR): najmoé¢nija metoda za odredivanje strukture

organskih i anorganskih spojeva,

* slicno IR-spektroskopiji, NMR-analiza je izvediva s vrlo malom SJEVER
koliCinom uzorka koji se pri tom ne ostecuje,

* NMR se Koristi za analizu razli€itih jezgri (*H, 13C, °N, 1°F i 31P), a

temelji se na njihovim magnetskim svojstvima, e
+ vodikov atom kao mali magnet = 'H NMR,
. . . . .. Bo vodikov atom usmjeren
* igla na kompasu usmjerava se prema sjeveru, u smjeru Zemljinog suprotno u odnosu
magnetskog polja; prisilno usmjerenje prema jugu je nestabilno te 4 navanjsz%&agnemko
se igla, nakon otpustanja, brzo izvrée prema sjeveru, I energija
rezonancije
 vodikova jezgra (mali magnet), nakon izlaganja vanjskom mag. +
polju B, T orjentira se u njegovom smjeru T (stabilniji polozaj), ali . et il
je moguce, izlaganjem dodatnom elektromagnetskom zraCenju magngsklgopolje magnetsiog polia

B,., postici i izvrtanje u suprotnom smjeru { (nestabilniji poloZaj),

« frekvencija zraCenja B, potrebna za izvrtanje jezgre ovisi 0 jakosti vanjskog magnetskog polja, a

odgovara frekvenciji radiovalova (radio frequency, rf),

* izvrtanje jezgre iz jednog magnetskog usmjerenja u drugo primjenom radiovalova naziva se

rezonancijom.



Teorija NMR

« Jezgre s neparnim atomskim brojem ili neparnim masenim brojem imaju nuklearni spin koji se

moZze detektirati NMR-spektrometrom (engl. spin, brzo okretanje zvrka, okretanje oko svoje osi),

* spin se moze vizualizirati kao rotirajuca lopta pozitivhog

naboja (takvo gibanje naboja izgleda kao tok struje u Zi¢anoj

petlji),

* spin generira magnetsko polje B (magnetski moment) nalik

polju malog Sipkastog magneta,
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« nakon umetanja u polje veéeg vanjskog magneta

B,, dolazi do izvrtanja malog Sipkastog magneta i

njegovog izravnavanja u smjeru vanjskog polja

-C

(paralelno) — stabilniji polozaj, lower energy higher energy

more stable less stable

* isti se efekt postize umetanjem protona u vanjsko
B, A By |

magnetsko polje B,; magnetski moment protona . =

(externally (A s Y
applied field) -

usmjerava se paralelno u odnosu na vanjsko

polje (a-spin, stabilniji) ili antiparalelno (B-spin,

manje stabilan), et et ot
) B spin
’ . ¥ v
(_} ~ 4 higherenergy
* U odsutnosti vanjskog polja, protonski magnetski & a4 "
moment ima nasumicnu orjentaciju; primjenom ® S . !
| O B \ Jaspin
. . . T ——— . L
vanjskog polja B, postize se a- ili B-spin (viSe o X e
spina jer je stabilniji). | _ external field
No Field h _ Magnetic Field
spins in all directions spins aligned with

no energy dif ference or against field



* “rezonancija” kada se jezgra usmjerena u pravcu polja B, izlozi djelovanju elektromagnetskog

(radiofrekventnog) zraCenja B Cija frekvencija odgovara maloj energetskoj razlici izmedu a- i B-spina,
dolazi do izvrtanja jezgre iz a- u B-spin; slijedi relaksacija i ponovno usmjeravanje u pravcu polja pri
cemu se emitira elektromagnetski signal kojeg biljezi NMR-spektrometar,

» energetska razlika izmedu spinova proporcionalna je jakosti vanjskog mag. polja B,

apsorpcija RF zraCenja uzrokuje spin nukleusa
| AE = hv = h—— B,
—L— B-spin, vise energetsko stanje 21
hv ¢ AE = razlika u energiji izmedu a- i B-spina,
 AE ——> h = Planckova konstanta
+ v = frekvencija polja B, (frekvencija
—\J — nize energetsko stanje rezonancije)
Bn I y = Zziromagnetski omjer, konstanta ovisna
a-spin 0 magnetskom momentu ispitivane jezgre
* NMR-spektrometar opremljen magnetom Ccije je mag. polje B,
jakosti 7.046 T, podrazumijeva frekvenciju rezonancije 300 MHz: l B Spin state @
— - \I'
y 4
L ~AE ——
2 > s -
; 5 / o > AE > AE
2.675 x 10° (0 |
= T ls! x7.046T Y B,=0 — -
2(3.1416) B, = 1.41 teslz '
o= L esia
| A
/ |

= 300 x 10°Hz = 300 MHz .
o Spin state .

By = 7.04 tesla


http://www.youtube.com/watch?v=1OrPCNVSA4o&feature=related
http://www.youtube.com/watch?v=1OrPCNVSA4o&feature=related

do sada su razmatrani ogoljeni protoni; u organskim molekulama protoni nisu ogoljeni, ve¢ su

okruzeni elektronima koji ih djelomi€no zaklanjaju od utjecaja vanjskog magnetskog polja,

elektroni se gibaju, generiraju¢i mala lokalna (inducirana) magnetska polja ¥ koja se orjentiraju

suprotno u odnosu na primijenjeno vanjsko polje ft
(ako se dva magneta postave u neposrednu blizinu,
sjeverni pol jednog magneta usmjerava se prema

juznom polu drugog magnetal),

na taj se nacin lokalno mag. polje & inducirano
gibanjem elektrona suprotstavlja vanjskom mag.
polju B, 1, odnosno S§titi ili zaklanja jezgru od
utjecaja jakog vanjskog polja (Sto je veca
elektronska gustoc¢a oko protona jace je lokalno
polle, a smanjen |je utjecaj vanjskog
primijenjenog polja, odnosno proton osjeca
slabije efektivno mag. polje 1),

zbog slabijeg polja kojeg zaklonjeni proton
stvarno osje¢a (1 B iewivno), Primijenjeno vanjsko
polle mora se pojacati da bi se kompenzirao

inducirani efekt zaklanjanja,

primijenjeno mag. polje

(vanjski magnet)

lokalno zasjenjuju¢e mag. polje
/ (inducirano gibanjem elektrona)

B
0 Befektivno = Bprimijenjeno _Blokalno
efektivno mag. polje
(kojeg jezgra’osjeca”)
ovi protoni jace osjecaju ovi protoni slabije osjecaju
vanjsko mag. polje vanjsko mag. polje
odsjenjena zasjenjena
jezgra jezgra

JAKOST POLJA



kad bi svi protoni u molekuli bili jednako zaklonjeni, njihova rezonancija bi se dogadala pri istoj
frekvenciji i jakosti magnetskog polja i vidjeli bismo samo jedan signal,

protoni su u razliCitom kemijskom okruzenju razli€ito zaklonjeni, te se i njihove rezonancije razlikuju,

u MeOH elektronegativni atom kisika odvlaci primijenjeno mag. polje  lokalno zasjenjujuée mag. polje
] ) o (vanjski magnet) (inducirano gibanjem elektrona)
elektrone iz veze s hidroksilnim protonom, zbog 7
Cega su protoni iz metilne skupine jace A
o ) o ﬁ\ efektivno mag. polje
zaklonjeni u odnosu na hidroksilni proton, B, T -- ™ (kojeg jezgra’osjeca’)
' zasjenjeni, apsorbiraju \r,\ .
pri visem polju | H—C O\ , ;
. I N\, o g | odsjenjeni, apsorbiraju |
“~H "'1 pri nizem polju !
« zbog slabije zaklonjenosti (zasjenjenosti),
hidroksilni proton apsorbira pri slabijem polju
u odnosu na metilne protone (kazemo da je
hidroksilni proton odsjenjen),
. —CH —CH

[ JAKOST POLJA >




NMR-spektrometar

« Sastoji se iz Cetiri glavna dijela:

1. magnet koji stvara magnetsko polje,

2. odasiljaé elektromagnetskog zra€enja (RF-

transmitter) koji emitira radiozraCenje frekvencije

dostatne za izvrtanje spinova,

Electromagnetic
radiation of
frequency

)
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3. detektor: zajednickim djelovanjem vanjskog magnetskog polja i radiozraCenja jezgre se

perturbiraju, odnosno prelaze iz paralelnog u antiparalelno stanje; nakon Sto se energija koju

jezgra apsorbira izjednaci s razlikom energija a- i -spina, postignut je uvjet za NMR. Energija

se apsorbira zakretanjem jezgre iz jednog stanja spina u drugo; apsorpciju i potom emisiju

energije biljezi detektor,

4. pisa¢: NMR-spektrometar mora varirati
jakost magnetskog polja i iscrtavati
graf koji prikazuje ovisnost apsorbirane
energije 0 jakosti vanjskog

magnetskog polja — spektar.

magnet

N

sample tube
//
[
3 1 RF
4 ransmitter
— detector

A~~~
magnet
controller

l

absorption

recorder

magnetic field




'H NMR-spektar pruza sljedece informacije:

1. Broj signala odgovara broju razli¢itih vrsta vodikovih atoma u molekuli.

2. Polozaj signala (kemijski pomak) ukazuje o kojoj se vrsti vodikovih atoma radi.
3. Povrsinaispod signala odgovara broju vodikovih atoma odgovarajucée vrste.
4

Cijepanje signala upuéuje na broj susjednih vodikovih atoma.

Hz
H3C CH; 3000 2500 2000 1500 1 000 500 0
— T T I l ] ] I
H H ‘H '
N/ 1 i
H—0O—C—H]
|
tri signala H
HaC CH,
H H Il ™S
JL 3y : L
éetlrl Slgnala llllllll"l!llll|lill lllllllllllllllllll'l Ll llllllll llllllrllllllll llllll llll llA'lllLll lllLllll'Llil'lll 1
10.0 90 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0
H H S (ppm)
H H
dva signala



« protoni u identichom kemijskom okruzenju s jednakim zasjenjenjem imaju isti kemijski pomak —

kemijski ekvivalentni protoni,

tri signala l

A

ekvivalentni ekvivalentni ekvivalentni

protoni protoni protoni l

t (triplet) 3H
m (multiplet) 2H
t (triplet) 3H

) -

JAKOST POLJA




11 10

HEP-00-7E2

I
10 9

HPM-00-430

(@) (b)
CH,CH,-Br

(@) t(triplet) 3H
(b) g (kvartet) 2H

HsC  CHs
/C:C\
HsC  CHg

s (singlet) 12H



« povrSina ispod signala proporcionalna je broju vodikovih atoma na koje se taj signal odnosi,

« signal t-butilnih protona jaci je od signala metilnih protona (ima ih 3x vise!),

L CHe
............................................. St SR = NS S
. CH—O0—C—CHy
1 | kemijskiidentiniprotoni |\~ =i | protoniiz t-butilne skupine kemijski | | i
. metilne skupine - CFs | suraziititiod metinhprotona | |

_____________________

jedan S|gnal prio=1.2 ppm

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

| jedan signal pri 6 = 3.2 ppm
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Kemijski pomak: polozaj u NMR-spektru pri kojem nastupa rezonancija pojedine jezgre,

ovisno o njezinoj okolini (zasjenjenosti),

uvijek se definira u odnosu na neki standardni rezonancijski signal Ciji se polozaj oznacCava

nulom (TMS, tetrametilsilan),

u molekuli TMS-a [(CH,),Si], metilne skupine
su bogatije elektronima te su njihovi protoni
zasjenjeni (Si manje elektronegativan od C);
apsorbiraju pri viSem polju u odnosu na
vecCinu protona vezanih za ugljikov ili druge
atome, pa se vec¢ina NMR signala javlja pri

nizem polju (lijevo) u odnosu na signal TMS,

e
CHa—Si—CHs
Hy

reference compound
tetramethylsilane
ilTMS'ﬂ

Highly shielded
protons appear

way upfield.
™S
< shift in Hz -
downfield
n 0

kemijski pomak pojedinog protona: udaljenost njegova signala od signala TMS-a,

izrazava se u ppm (parts per million)

pomak ulijevo od TMS-a (Hz)

kemijski pomak (ppm) =

ukupna frekvencija spektrometra (MHz)




Utjecaj elektronegativnosti na kemijski pomak: klor odsjenjuje

. e . o ClI—C-—H
proton privlaceci elektrone; odsjenjeni protoni rezoniraju pri nizem P 5 o+
polju, odn. imaju visi kemijski pomak,

s porastom elektronegativnosti T ||4 ||4 ||4
atoma vezanog na metilnu skupinu H—Ll‘f—H H—lll—l H—?—S- H—fll—' H—

. . o H H H H
smanjuje se njezina zasjenjenost, 1.0 ppm 22 ppm 2.7 ppen 21 ppm 43 ppm
odn. raste kemijski pomak,
utjecaj elektronegativnog atoma na CHCI; CH,C, CH,C

L L 7.27 5.30 3.05 m

kemijski pomak raste s povecCanjem PP
broja elektronegativnih atoma, a
opada s povecanjem udaljenosti od -CH,-Br  -CH,-CH,Br -CH,-CH,CH,Br

3.30

promatranih protona,

1.69

1.25 ppm




Kemijski pomak i molekulska struktura

|
—C—H — CH, — CHj

broj H-atoma vezanih za isti C-atom

—C—H —0—C—H N—C—H
I | / I

<

stupanj nezasic¢enosti

kemijski pomak

|akost polja




Karakteristi¢ni kemijski pomaci

O-H & N-H {wildcards)

g |
4 : A 1
i 4 : 4 ; ; A
22 111 10 ' 9 8 7 6' 5 4. 3 .2 1108
O O S ( CHz-X CHz-Ar 3° C-H
A H = 1 L CHz-O CH-NR; 2° C-H
@ H H H CH-NO; CHzS 1° C-H
C=C-H
CH~C=0

CH-C=C



Dijamagnetska anizotropija

Neuobicajeni kemijski pomaci vodikovih atoma vezanih s sp?-hibridiziranim C-atomima tumace

se dijamagnetskom anizotropijom,

n-elektroni se pod utjecajem vanjskog mag. polja

gibaju kruzenjem, induciraju¢i mag. polje koje g /’ %
tieCe na kemijski pomak protona e " \' ' H
uy , magnetic y— Z C~
field T, H / H
mag. polje, inducirano kruzenjem mn-elektrona u e (
. . - . \ d d tic field
benzenskom prstenu, usmjereno je u podrucju gdje \ [induced magnetic fe]
By— ‘ induced magnetic fleIdJ
su locirani protoni jednako kao i vanjsko mag. polje
— protoni osjecaju pojacano polje,
mag. polje, inducirano kruzenjem =-elektrona u
molekuli alkena, u podrudju gdje su locirani protoni CHa (@)
Hp Hy, H,
vezani za sp?-hibridizirani C-atom, usmjereno je
He He
jednako kao i vanjsko mag. polle = protoni My
osjecaju pojacano polje, B,1,
kako je frekvencija rezonancije proporcionalna :L/JUU\AP
jakosti efektivnog mag. polja, ovi protoni Koji - o 5
osje¢aju pojaCano polje rezoniraju pri viSim o 9 8 7 6 5 3 2 10
PPM (8)

frekvencijama, odnosno imaju visi kemijski pomak,



Utjecaj vodikove veze na kemijski pomak

Kemijski pomak O—H protona u alkoholima i N—H protona u aminima ovisi o koncentracij,
u koncentriranim otopinama, ovi su protoni odsjenjeni vodikovim vezama, te apsorbiraju pri
nizem polju (vodikova veza izduzuje vezu O-H i reducira gusto¢u valentnih elektrona oko protona,

odn. odsjenjuje ga i pomice njegov signal u nize polje),

R
. o ) y 8" 87
ukoliko se alkoholi ili amini razrijede otapalom s kojim ne mogu R R .0’
uspostavljati vodikove veze, kidaju se postojeCe intermolekulske veze, \6/ \
te njihovi protoni apsorbiraju pri viSem polju, 0" st

zbog ovisnosti kemijskog pomaka o koncentraciji i otapalu, ponekad je teSko zakljuciti odnosi li se
postojeci signal u NMR spektru na O—H odn. N-H protone,

. . . . Partial "H NMR Spectrum of Menthol in CDCI
nakon dodatka deuterirane vode dolazi do izmjene ;

protona:

R—O—H + D—0—D - R—0—D + D—O—H + 1 drop D,O | [

u naknadno snimljenom spektru signal |
se gubi ili se jako smanjuje njegov intenzitet IJ > e ‘I' I | ,UJI

(atom deuterija nije vidljiv u 1H NMR spektru!),

36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14  ppm
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Integriranje signala

COOCH,

ferocenski protoni
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H,0

DMSO

NHCOCH,



Cijepanje signala spregom spinova
NMR-spektri ne sadrze samo pojedinaéne signale; najéeS¢e su u spektru prisutni viSestruki

signali - multipleti,
multipleti su izvor vaznih informacija o strukturi spoja.

|
| | | I
,. H ..HJ|,_|._ _,_'I_.'k.l_ _*.||.||_,I._l _|,_.L\.._..,'|u._|_ ,_L.}‘.ILJ

singlet dublet triplet kvartet pentet sekstet septet

dublet dubleta triplet dubleta kvartet tripleta

Kako dolazi do nastanka multipleta?

Proton je u NMR-spektrometru istovremeno izlozen utjecaju vanjskog magnetskog polja i
induciranog polja elektrona koji ga zasjenjuju,

ako u blizini ima drugih protona, njihova mala magnetska polja takoder utjeCu na apsorpcijsku
frekvenciju promatranog protona,

signali se cijepaju u multiplete kada su dvije razli€ite vrste protona dovoljno blizu da mogu
osigurati interakciju njihovih magnetskih polja; za takve protone kazemo da su magnetski

spregnuti.



Uzrok cijepanja signala?
» Spinovi dviju jezgri sprezu se kad je kemijski pomak jedne jezgre pod utjecajem spina druge jezgre,

e Tt

* razmatramo neekvivalentne protone (protone s razliitim kemijskim C—C

okruZenjem) H, i H, na susjednim C-atomima, | |

* H, je pod utjecajem slabog magnetskog polja H,; orjentacija polja jezgre H, moze biti u smjeru

polja H, ili suprotna smjeru polja H, = DUBLET!

B,

AN
[\

* magnetsko polje jezgre H, usmjereno je suprotno vanjskom polju =

jezgra H, zasjenjuje jezgru H, = H_ apsorbira pri viSem polju,

* magnetsko polje jezgre H, usmjereno je kao i vanjsko polje = jezgra H,

2

osjeCa blago pojacano ukupno polje = odsjenjenje jezgre H, i pomak

njezinog signala u nize polje,

I | ,

against the field with the field

slectronic environments produced by the H, appears as a doublet



ﬁ kem. pomak protona Ciji susjedni
usmjerenje vanjskog C-atom nema vezanih protona

mag. polja

signal koji nastaje kad je T | ] l

mag. polje H, usmjereno signal koji nastaje kad je

— | . .
kao i vanjsko mag. polie [~ || || —  mag. polje H, usmjereno

. v | |
B, = pojacava ukupno A suprotno u odnosu na

polje B, [ |' II vanjsko mag. polje B, =

Pl reducira ukupno polje B,

- frequency

* cijepanje signala spregom spinova je reciprocno svojstvo: ako H, cijepa H,, onda i H, cijepa H,.



Obrasci cijepanja signala jezgre H_ pod utjecajem 0, 1, 2 ili 3 ekvivalenta susjedna H, atoma

struktura stanje spina H, signal H,

Ha

°

't singlet
B, |
A

|.|a Hb 1 1

L

“|' T f J, dublet

T 2
Ha Hb v

_T_T_ s TT Al u Li triplet

it 3
b 1 h h 1
L f“, ,l' »L |‘ kvartet




N + 1 pravilo

« Signal protona cijepa se tako da je broj vrhova za jedan veéi od broja 'y
ekvivalentnih susjednih protona (N),
« relativni odnos intenziteta signala u multipletu dan je Pascalovim trokutom:
Singlet
l
Broj ekvivalentnih Pascalov trokut
protona koji Broj signala (omjer intenziteta signala) ‘ L: ;
oublet
uzrokuju cijepanje =
0 1 (singlet) ‘
I I Triplet
1 2 (dUblet) 1 :2:1
2 3 (triplet) I | | | Quarte
3 4 (kvartet) .
4 5 (kvintet) . | | | Quinte
1 : & :6 :4:1
5 6 (sekstet) | .
aextet
6 7 (septet) 1:5:10:10:5: 1




Hl H iH ?Ha
Ft—r:I:—l:lr—H R—C]CHs o 9H
] L CHg
2H @ 3H ’ | \ R—4—CHj,
S\ Il B | . |
M ||
I\ ‘ J |,l‘ n ) Il
CH;— CH,— OH 3
1
2
_.LJ[Jl |I_' ___.-']J____
-1 1+ ' 1rrrrr1rrrrrrrrrrrrrrr1rrrororr 1
4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

Chemical Shift (ppm)

 Hidroksilni proton javlja se u podrucju 2-5 ppm, kao singlet umjesto oCekivanog tripleta?!

* brza izmjena protona katalizirana tragovima kiseline ili baze: hidroksilni protoni su labilni i njihov

transfer je toliko brz da se ne opaza cijepanje signala:

H
~ul — H
NP TN PN I
S Mo L ¥ H — .00 t 4 @ H

1
H



Intensity

' CH,C
1 t

H,OCH,
q S

|

il

=\

\_

TMS

10

5

4

Chemical shift (6)

0 ppm

| oomz

50Hz

L)

276 2.65

OHz

Bt

126 1.18

10

o (ppm)

S0Hz ||




| |
Cl—C—C—H,
cl Cl

5.85 5.80 5.75 5.70 5.65

Konstanta sprege
Hp Ha H, Preg /

H, signal

Hy, [
" “14.05 4.00 3.95 3.90 3.85

. \
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ]
9 8 7 6 5 4 3

PPM (8)
/ Hy, signal \
’ ‘ Hp Has
[
= = 3 CI—C—C—H,
By I > = Cl ClI

|
\ 5.76 ppm

 signali protona Kkoji cijepaju jedni druge uvijek imaju

jednake konstante sprege, Sto nam pomaze u odredivanju

protona pozicioniranih na susjednim polozajima.

|
3.96 ppm

Hb Ha

I I
CI—(ID—(ll—Ha

Cl Cl

~

— Hy, spin aligned with B; deshields H,
=— Hy, spin opposed to By; shields H

/

« Konstanta sprege (J), udaljenost

izmedu

vrhova istog signalai izrazava se u Hz,

u vicinalnim sustavima

tipa H,-C-C-H,,

sprega H, s H, (J,,) mora biti jednaka sprezi H,

s H, (J,,) = razmaci izmedu vrhova su jednaki,

”h

fh

t‘:-IHL (HHz

i

5. ?6 ppm

i:!
C C Ha
CI CI

J,\H—(’ll Hz

6.1 Hz

3.96 ppm



Uobicajene vrijednosti konstanti sprega

'? (|3| H R R
R—C—C—H c=c C=C_

H R H H
2-3 Hz 12-18 Hz 6-12 Hz

H H
H
H
6-10 Hz 1-3 Hz

(4-bond coupling)



13C NMR-spektroskopija

L

* Omogucuje detekciju ugljikovih atoma, CHCHLCH,CHLCH,CHLCHLOH ts 14 12 10 os os
« 13C  NMR-spektroskopija manje je PR T e de b H, H°'H“/
osjetliva od 'H NMR-spektroskopije
(samo je 1% ugljikovih atoma u uzorku u JJJL
stanju 13C izotopa; ziromagnetski omjer )
za 13C iznosi tek Vi ziromagnetskog Hj\J JL b

omjera za proton), stoga su signali 10 9 8 7 6 5 4 3 2

ugljikovin atoma slabiji od signala PPM (5)

protona, te ¥¥C NMR-spektroskopija

. N : : c. C
zahtijeva dulje vrijeme snimanja uzorka, C 3
1 C2 l //CS C
* 12C ima paran broj neutrona i protona \ c ’
6
(nema magnetski spin i ne moze dati
' 7 6 5 4 3 2
« 13C izotop ima neparan broj neutrona
(ima magnetski spin!),
CDCl,
I
[ I I T I I I I I I
100 90 80 70 60 50 40 30 20



Kemijski pomaci ugljikovih atoma

« Obi¢no su 15-20 puta veci u odnosu na pripadajuci proton (ugljik je blizi zasjenjuju¢oj odnosno odsjenjujucoj

skupini nego proton), ArC
C=C c=C c-C
C=0 0=C-X C-X
I I I I I I I I I I
220 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
ppm
200 130 |60 140 120 100 80 & 40
{ aldehyde cartaon | ' P
CNMR || gl S ¢ NMR
> — s spectium
g | l l =
'H NMR W e S e—— e — —— - — —eemen e _|
T ! l H H
aldehyde proton T - ; '
59.4 ’ HL \ - 'H NMR
: I - NS NENEEES S = %l N spectrum .
I |
- O H
I
= E— |
(.‘H('I; |
impunty S| |
| — . AU\" ! 1 3
10 9 3 7 6 5 4 3 2

& (ppm)




povrsina signala u 13C NMR-spektru ne mora biti proporcionalna broju C-atoma,

signali C-atoma iz metilnih i metilenskih skupina jaCeg su intenziteta nego signali kvaternih C-atoma,

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
I | 1 n | I I | | | |
13c T™MS
, W, /
AN
\. N
\‘(.‘l Cl
'H | _ N o
H,}—C — (H;)
- 3L
\

T™S

lll111]1111[1111111lllllllllllllllllJllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll

10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0
2} (ppm)




2D NMR-spektroskopija

« 1H NMR-spektri kompleksnijih molekula |.'| /OCHZCH3
Cesto sadrze preklopljenje signale koje P N
je teSko asignirati,

2D NMR-spektri pruzaju informacije o
vezama i odnosima atoma u molekuli,

@
« COSY (Correlation  Spectroscopy): PPN i

metoda za otkrivanje homonuklearnih

| HI

=
o
&
korelacija kroz susjedne veze, h. _é.EIi!IEI;I:_"]I
o T
[ ~
:—m
e . —|
) £
'Juﬂ}lu' i
e imtan UMJ‘J“ JJ}MVJ{ } m .‘ MMML‘__.__ :_ o
ppm 10 5 8 7 €& 5 4 3 2 1 0 :—u::
I




v
NMR u prehrambenoj tehnologiji, biotehnologiji i nutricionizmu v o
* Okus, miris i izgled hrane (kriteriji vazni potroSadima) u vezi su s .

Library of Compounds

fizikalno-kemijskim svojstvima hrane,

* NMR koristen u kvantifikaciji fizikalnih i kemijskih svojstava hrane

Protein Target
predstavlja moc¢no orude za unapredenje kvalitete hrane,

Identify compounds
1 that bind by changes

* primjena NMR u prehrambenoj tehnologiji i znanosti o hrani: in NMR spectra

o odredivanje masti, vlage i SeCera u prirodnim proizvodima

(zrelost i kvaliteta voca i povrca), - . W '

e

o sadrzaj ulja i vlage u zitaricama,
o odredivanje masti i vilage u preradenoj hrani (pekarskim

proizvodima), utvrdivanje autentiCnosti vocnih sokova i

vina, kontrola kvalitete biljnjih ulja, karakterizacija proteina i Ko = 500-750 uM

secera, ... Link ligands together

to get a high affinity
drug lead

« primjena NMR u biotehnologiji omogucuje istrazivanje faktora
kljucnih za bioloSku aktivnost (struktura biomakromolekula,

dinamika reakcija i molekulsko prepoznavanje), te razvoj lijekova.

Kp= 500 pM



* Vocni sokovi i pica: NMR spektri soka od jabuke razlikuju se ovisno o sorti (mogucnost utvrdivanja podrijetla
soka na trziStu), mikrobioloskoj i enzimskoj aktivnosti (analiza biokemijskih promjena do kojih dolazi tijekom

skladistenja),

P malie

« alifatsko podrucje sadrzi signale razli€itih aminokiselinskih ostataka kao i organskih kiselina,
* U podrucju ugljikohidrata, u NMR spektru soka od grozda dominiraju signali glukoze i fruktoze,

* brojni signali u aromatskom podruc¢ju omogucuju identifikaciju fenolnih spojeva (vaznih nutrijenata).



Table 1. Rescnance assignments with chemical shifts and spin-spin coupling patterns of 168

" 3 "~ o e-D-Fruckofuranosa Half CHz-C&
metabolites identified in 600 MHz "H and "H-"3C spectra of tomato juice® 170 dd f-D-Fructopyranose Half CH,-C6 614
'H shift Multiplicity Molecule Assignment B¢ shift i;} ':' ;g_g::;::wanﬂ E:LF CH,-C1 Zig
093 t Iscleucine 4-CHz in dd A--CGlucose Half CHz-Cé 6LE
0.98 d WValine CH; a7s dd Glutamate a-CH EE.6
1.00 d Isoleucine B-CH; 76 dd e-I-Clucose Half CHz-Cé 6L7
1.03 d Valine CHs 178 t Glutaming a-CH 552
117 t Ethanol CHsz 378 Alaning aCH
1.26 m Isoleucine Half y-CH3 i dd A-D-Fructopyranose H3 6E.6
1.32 d Threonine y-CHz 20.5 7o dd A-D-Fructofuranosa Half CH,-Cé 634
1.46 m Isoleucine Half y-CH; 380 a-D-Fructofuranose Half CH;-C6 62.2
147 d Alanine CHa 382 m a-D-CGlucose H5 725
1.89 m y—Aminobutyrale B-CHa 247 382 m a-I-Chicose Half CHz-Cé ELT
1.91 s Acetate CHa 382 m A-D-Fructofuranose HS BLY
1.98 m Isoleucine p-CH 189 dd Aspartata ee-CH 532
2.05 m Glutamate Half f-CH; 28.0 389 dd AD-Glucose Half CH,-Cé 618
212 m Glutamate Half g-CH; 28.0 .89 dd A-D-Fructopyranose Hi 0.7
214 m Glutamine p-CH; 27.3 354 Tyrosine a-CH
226 m Valine g-CH 399 dd Phenylalanine a-CH
2.29 t y-Aminobutyrate a-CH; 35.4 E ddd A-D-Fructopyranosa HE 0z
234 m Glutamate y-CH; 344 3% ee-D-Frmcinfurannse H4 77l
237 dd Malate Half #-CH> 137 400 dd Asparagine «-CH 523
. - 402 dd S-D-Fructopyranose Half CH>-C6 64.4
245 m Glutamine y-CH, 319 405 a-D-Fructofuranase HS B24
253 d Citrate Half CH; 46.6 an m A-n-Fructofuranosa H3 H4 Th5, 755
2.66 dd Malate Half p-CH; 437 41 d e-D-Fructofuranose H3 B30
2.66 d Citrate Half CH; 46.6 4325 Threonina BCH 67.0
268 dd Aspartate Half g-CHz 37.6 429 dd Malate a-CH 713
2.80 dd Aspartate Half g-CH> 37.6 464 d F-D-Glucose H1 96.9
2.87 dd Asparagine Half f-CHz 35.7 otic] d a-I-Chicosa H1 a1
2.95 dd Asparagine Half 5-CHz 35.7 650 d Tyrosine H3, H5
3.00 t y-Aminobutyrate y-CHz 404 7.18 d Tyrosine H2Hs
3.06 dd Tyrosine Half g-CH; 719 t Tryptophan H5
313 dd Phenylalanine Half -CH3 7.7 t Tryptophan Hb
3.18 dd Tyrosine Half g-CH; 732 dd Phanylalanine H2 Hb
319 s Choline N(CHz)z 549 T t Fhenylalanine H4
3.24 dd p-D-Glucose H2 75.2 741 td Phenylalanine H3 HS5
327 dd Phenylalanine Half p-CHz 75 d Tryptophan H7
335 s Methanol CH; 50.0 7 d Tryptophan H4
340 dd B-D-Glucose H4 707 845 s Formate HEoo
a4 dd a-0-Glucose H4 70.7
346 ddd A-D-Clucosa H5 769
349 t A--Clucoss H3 76.8
353 dd e-IHClucosa H2 715
354 d A-D-Fructofuranose Half CHz-C1 63.8 x 16
it d A-D-Fructopyranose Half CHz-C1 64.9
350 m Threoning a-CH 61.5 ‘ ‘ ‘ .
3.5 d A-D-Fructfuranosa Half CH;-C1 638 ppm 9 8 7 6
X m Valine a-CH
165 e-I-Fructofuranose CH;C1 £4.0
365 Ethanol CHa
365 e-D-Fructofuranose CHz-C6 62.4
367 Isoleucine a-CH
367 dd A-n-Fructfuranosa Half CHz-C6 A3.4 u

9
A. P. Sobolev et al, Proton high-field NMR study of tomato juice, Magn. Reson. Chem. 41 (2003) 237.




Phe/

phenylethanol | Tyr/ tyrosol
Tyr Acetic
Ve
Succinic \
Hi Uridi Tyrosol al GABA Ala
18 ridine alic .
\ \ Trp \J / Ei{ric \Pyruwc Pro Lactic
Cytidine
AN y

AL

3.0 2.8 2.6 2.4 22 2.0 1.8 1.6ppm
"1 Ethanol !

95 90 85 80 75 7.0 65 ppm,

E'Anom eric protons
i (dextrins)

m

. Rodrigues et al, NMR methods for beer characterization and quality control, Magn. Reson. Chem. 49 (2011) S37.
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E. Mikros et al, 1H NMR-Based Metabonomics for the Classification of Greek Wines According to Variety, Region, and Vintage. Comparison with HPLC Data, J.

Agric. Food. Chem. 57 (2003) 11067.
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A 1 EGC | Caffeine e i Caffeine
¥ EGC NIk
EC b il
Caffeine q/
\ Ech Sucrose Theanine
ECG Eoce Sucrose  ECG Egc\F EGCG/  Theanine/ Theanine
EC / EC\ ECGEC Gytamic acid
EGCG EGCG
Vﬁ ECG EggG ,_z_l A Acetic acid
\ < / Alanine
ek ] :
B o F
Gallic acid EC
\\ \
Caffeine
EC Quinic acid
Gallic acid

Ak

C Caffeine

_—

gt

i -Glu
Caffaine Gallic acid «-Glucose

&3 X *\ \ *|s-G|ucose
BN R A |y

8.2 7.8 7.4 7.0 6.6 6.2 58 54 5.0 44 40 36 32 28 24 20 18 12 08 04 00
Chemical shift (5, ppm)

Fig. L Representative '"H NMR spectra of green tea (A), partially fermented tea (B) and fully fermented tea (C) extradts. EC, ( —)-epicatechin; EGC, (— }-epigallocatechin; ECG
(= )-epicatechin-3-gallate; EGCG, ( —)-epigallocatechin-3-gallate. Metabolites with red letters represent NMR peaks that did not overlap with other metabolites, allowing bette
visualization of their changes. Stars denote unknown compounds produced during tea fermentation.

J. E. Lee et al, 1H NMR-based metabolomic characterization during green tea (Camellia sinensis) fermentation, Food Research International 44 (2011) 597.



lactose lactose citrate
x100 orolate—// ¥ ¥ ¥ | )% é
2 g ] £ g
: : il oz
B hippurate 3 5 8 )
g kS 13 ! I o ®
s B«
3 k-
% [}
L 1 1 ] L L L 1 1 1
10 9 8 7 6 5 A 3 2 1
f. . . “ 4 em s
Metabolite Assignment 'H Chemical Shift (ppm) Metabolite Assignment 'H Chemical Shift (ppm) Metabolite Assignment 'H Chemical Shift (ppm)
Acetate CH; 1.92 Galactose B CH 349 Lactose p 2 CHy-6 3.81
Acetone CH; 224 Galactose-1-phosphate CH-1 538 Lactose p CH-5 3.84
cis-aconitate CH, 315 Glucose CH, 51 Lecithin 3% CH; 312
Adenine CH-8 8.12 Glucose-1-vhosphate CH-1 5.51 Lecithin CHy-4 4.22
Adenine CH-2 813 B . Lecithin CH)-3 4.18
Alanine cH 379 Glutamate T-CH, 236 Lecithin CH,-5 3.75
Alanine CH; 148 Glycerophosphocholine O-CH:z 432 Lecithin CH,.5 383
B-hydroxybutyrate CH; 1.20 Glyc?mphcsphocholjne N-CHy 3.65 Malonic acid CH, 311
Betaine 3 x CH; 326 Glycine CH: 3.57 3-Methylhistidine a-CH 3.97
Butyrate CH, 0.90 Hippurate CHx2.6 7.84 3-Methylhistidine B-CH 3.30/225
Carnitine 3% CH; 321 Hippurate CHA .64 3-Methylhistidine CH3 374
Carnitine CH, 244 Hippurate CHz3,3 74 3-Methylhistidine 5-CH 7.14
Carnitine N-CH, 3.43 Isobutyrate CHs 1.16 3-Methylhistidine e-CH 8.09
.. Isoleucine &-CH;, 0.93 o
Carnitine CH 457 Methionine v-CH; S-CH; 2.15
Choline 3 % CH; 3.18 Lactate CHs 132 N-acetylcarbohydrates CH, 2.06
Choline O-CH, 406 Lactate cH 11 Ornithine y-CH, 1.80
Choline N-CHa 3.51 Lactose (fotal) CH1 , 445 Orotate CH 6.20
Citrate CH» 252 Lactose (fotal) CHS 373 Phosphocholine O-CH; 116
] Lactose (total) CH-2 394 )
cm—at.e CH» 272 Lactose (total) CH 354 Phosphochoh.ne N-CH; 3.58
Creatine CH; 3.79 Lactose (total) CH>6 367 Phosphocholine 3CH; 318
Creatl..u? CH; 288 Lactose (total) CHy-6" 378 Phosphncreatgle CH; 303
Creatl..u.!ne CH, 4.06 Lactose a CH-1 593 PhosPhccmalme CH, 3.93
Creatinine . CH; 305 Lactose a CI,-6 388 Tame S-CH» 343
Ethanolamine O-CH; 3.83 Lactose o CH.3 359 Taurine N-CH, 327
Ethanolamine N-CH, 3.15 Lactose a CH-4' 306 Triethylamine-N-oxide CH;s 327
Formate CH 8.45 Lactose a CH4 3.66 Urea NH, 379
Fucose CHs 1.25 Lactose o CH-5' 384 Valine CHs 1.05
Fumarate CH 6.52 Lactose p CH-1 467
Galactose a CH 4.07 Lactose f CH-4 366
Galactose a CH 3.81 Lactose p CH-2 329
Galactose B CH 457 Lactose p 1 CH>-6 396
Lactose B CH-3 3.6

Ulrik K. Sundekilde , Lotte B. Larsen and Hanne C. Bertram, NMR-Based Milk Metabolomics, Metabolites 3 (2013) 204.



Magnetsko rezonancijsko oslikavanje (MRI, engl. Magnetic Resonance Imaging)

1981., neinvazivna metoda za oslikavanje unutrasnjosti tijela,

razlikuje meka i masna tkiva, kosti, Supljine, krv, ...

oko % atoma u naSem tijelu Cine protoni iz vode; razli€iti nacini vezivanja vode u tkivima uzrokuju
razliCite signale razli€itih organa, kao i zdravih i bolesnih tkiva,

ovisno o pripadaju¢em tkivu, protoni su izlozeni razliitim lokalnim magnetskim poljima. Razlika u
okolnom tkivu ocituje se razli€itim nuklearnim rezonancijskim frekvencijama uslijed izlaganja jakom
vanjskom magnetskom polju,

rezonancijska frekvencija protona, osjetljiva na lokalno magnetsko polje, lako se moze izmijeriti te se

pomocu racunala odreduje polozaj protona odnosno rekonstruira oblik tkiva.

Beating heart MRI



https://www.youtube.com/watch?v=G4dFVeP9Vdo
https://www.youtube.com/watch?v=G4dFVeP9Vdo
https://www.youtube.com/watch?v=G4dFVeP9Vdo
https://www.youtube.com/watch?v=G4dFVeP9Vdo
https://www.youtube.com/watch?v=G4dFVeP9Vdo
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Kromatografija (grcki, chroma, boja; graphein, pisati): tehnika kojom se komponente smjese
razdjeljuju izmedu dvije faze (stacionarna i mobilna) koje se medusobno ne mijesaju,

osim odjeljivanja, kromatografska analiza omogucuje identifikaciju i kvantifikaciju kemijskih

spojeva prisutnih u slozenim smjesama,

SF, stacionarna faza - sorbens (lat. sorbere, upijati)

kruta tvar, gel ili tekucina

kolonska kromatografija: ploSna kromatografija:
Kromatografske faze SF ispunjava usku cijev; SF nanesena na ravnu plohu;
gravitacija i(li) podtlak; gravitacija ili kapilarni efekt;
LC, GC LC

MF, mobilna faza (koja struji) — eluens (lat. eluere, ispirati)

tekucina, plin ili fluid




|. Agregatno stanje faza

Podjela kromatografskih postupaka

MF SF postupak
krutina, solid, S LSC
tekucina, liquid, L
tekucina, liquid, L LLC
krutina, solid, S GSC
plin, gas, G
tekucina, liquid, L GLC

Il. Fizi€ko-kemijska svojstva i procesi koji dominiraju pri razdjeljivanju

lll. Izvedbena tehnika




Il. Fizicko-kemijska svojstva i procesi koji dominiraju pri razdjeljivanju

Fizicko-kemijsko svojstvo MF plin (GC) MF tekucina (LC)
vreliste Sve vrste GC /
adsorpcija GSC LSC

topljivost GLC LLC

oblik molekule

GSC s molekulskim sitima

gelna kromatografija
afinitetna kromatografija

reverzibilna kemijska reakcija

GLC uz tvorbu kompleksa

lonsko-izmjenjivaCka kromatografija

[1l. Izvedbena tehnika

kromatografija na stupcu (kolonska)

tankoslojna kromatografija TLC
papirna kromatografija PC
plinska kromatografija GC




Kromatografske metode bazirane su na jednom od sljedecCih fenomena: adsorpcija, particija

(razdioba), ionska izmjena te iskljuCenje veliCinom i oblikom molekula.

adsorpcijska kromatografija: sastojci smjese

uspostavljaju razliCite  ravnoteze izmedu
adsorpcije na povrsini SF (krutina) i topljivosti u
MF (tekucina ili plin); najmanje topljiv, odn.
najévrsée adsorbiran sastojak najsporije
putuje,

razliCite komponente smjese pokazuju razliCit
afinitet za SF, ovisno o polarnosti, strukturnim
svojstvima i interakcijama s MF; komponente s
veCim afinitetom za SF gibat ¢e se sporije od

onih komponenti koje imaju veci afinitet za MF,

stacionarna faza (SF) imobilizirana je u koloni ili
uévrs¢ena na c¢vrstoj podlozi, dok se mobilna
faza (MF) giba kroz SF nosecCi komponente
smjese (kolonska kromatografija primjer je

adsorpcijske kromatografije),

Fresh sohwent ﬂ
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e

Imitial band -~
with two
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Columnn packing
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(maobile phase)

Porous disk
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MoVes
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o
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column

Time



o razdjelna (particijska) kromatografija: SF je nehlapljiva tekucina [ v

koja je u tankom sloju ili filmu nanesena na povrSinu inertne ©

krutine. MF je tekucina ili plin; komponente smjese razdjeljuju se == 5 .
e Front

izmedu MF i SF, te se komponenta topljivija u MF brze giba, . s

o papirna kromatografija primjer je razdjelne kromatografije.

Solvent

" . L Solute particle

Mobile phase

Imiert solid

Statiocnary phase

Each sclute partitions itself betwesn the stationary phase and the mobile phase



ionsko-izmjenjiva€ka kromatografija: SF je umrezeni polimerni nosa¢ s kovalentno vezanim
funkcijskim skupinama. Ukoliko je povrSina cijevi obloZena s imobiliziranim kationima, ostvarivat ¢e se
elektrostatske interakcije s anionima. Prolaskom smjese pozitivho i negativho nabijenih skupina kroz
cijev s pozitivno nabijenom SF, anioni ¢e se vezati, dok ¢e kationi neometano proci kroz cijev
anionska izmjena. Kationska izmjena — pozitivno nabijene molekule zadrzavaju se na negativno

nabijenoj SF.

lon-exchange chromatography
(anion exchange)

Mix of amino acids

8 Qee

s
8o

o0

S |

Binding of negatively
charged amino acids
Immobilized to immobilized cation Separation of negatively
cation surfaces surface charged amino acids
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QGD

Flow of solution
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- iskljuéenje veli¢inom i oblikom molekula: za razliku od ostalih kromatografskih metoda, ne

uspostavlja se ravnoteza izmedu MF i SF. Smjesa kao plin ili tekuc€ina prolazi kroz porozni gel €ije su

pore dizajnirane tako da zadrzavaju manje molekule koje ulaze u pore gela, dok vece molekule

neometano prolaze kroz kolonu.

Direction
of flow
»
A\ |
T ™
h A AN NS b AN

".-. Molecules larger than the largest pores of the swollen gel particles

Molecules small enough to penetrate gel particles

) (oe| particles



ADSORPCIJISKA KROMATOGRAFIJA

TANKOSLOJNA KROMATOGRAFIJA (TLC)

MF tekucina
2. Mobde phase is added
1 Mixture to be W!meprooes&
P Pl P e N
\ mobile phase. | {
& 3. Components - g
KOLONSKA KROMATOGRAFIJA — | =

MF tekuéina s
— ggﬁ:\r;‘atoqraphv -
the bottom of the column. 2" J

PLINSKA KROMATOGRAFIJA

MF plin



http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html
http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html
http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html
http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html
http://chemsite.lsrhs.net/Intro/chromatography.html

Adsorbensi koji se najCesSce koriste kao SF u tekucinskoj
kromatografiji su polarni silikagel (SiO,) i Al,Og,

silikagel je slabo kiseo i adsorbira bazicne analite, dok je
Al,O; slabo baziCan te adsorbira kisele analite,

izbor eluensa (MF) temelji se na njegovoj polarnosti u
odnosu na SF i uzorak,

ako se kao SF koristi polarniji Al,O,, eluacija zapocinje s
otapalom manje polarnosti (slabije se adsorbira na SF od
polarnijeg otapala) koje eluira komponente slabije
adsorbirane na SF; njegovom zamjenom s polarnijim
otapalom eluirat ¢e se i komponente veceg afiniteta za SF,
uslijed razliGite polarnosti

komponente smjese

pokazuju razli€it afinitet za MF; razli€ita polarnost
komponenti smjese ima za posljedicu njihovu razli€itu
topljivost u MF = razli€¢ite komponente putuju razli¢itim

brzinama uslijed €ega dolazi do njihovog razdjeljivanja,

Solvent strength

Sto su molekule polarnije, to su jaCe adsorbirane na SF i eluiraju se sporije:

-C=C- < O-CH; < -COOR < -=CHO

alkeni < eteri < esteri <

<

aldehidi <

Solvent S:{‘i“[)gj]c
7 Pentane, Hexane, . 0
Heptane

Xylene 0.22
Toluene 0.22
Diethyl ether 0.29
Dichloromethane 0.30
Chloroform 0.31
Acetone 0.43
Dioxane 043
THF 0.48
MTBE 0.48
Ethyl acetate 0.48
DMSO 0.50
Acetonitrile 0.52
Isopropanol 0.60
Ethanol 0.68
Methanol 0.73
Water

NH, < -OH
amini < alkoholi

<

<

Polarity [P']

0.1

2.5
2.4
2.8
3.1
4.]
5.1
4.8
4.0
2.5
4.4
7.2
58
39
4.3
5.1
10.2

—-COOH

kiseline



Tankoslojna kromatografija (Thin Layer Chromatography, TLC)

« Jednostavna i jeftina separacijska tehnika koja se koristi u biokemiji, toksikologiji, farmakologiji,

znanosti o okoliSu, znanosti o hrani, kemiji,...
* najcesSce se koristi se za identifikaciju i kvantifikaciju komponenti u smjesi,
« TLC je slicna PC, s tim da je SF tanak sloj adsorbensa (silikagela ili Al,O;) presvuCen preko stakla,

Alu-folije ili netopljive plastike; separacija pomocu TLC brza je od PC zbog manje veliCine Cestica SF.
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...... solvent front

@® | component B Less polar!

...... solvent front

@ | componentB X
® | componentA  More polar! [T "'Y """"
@ | component A
- @--| origin mixture --}--| origin - <}--| origin Rf (retencijski faktor):

...... solvent front

vrijednost karakteristicnha za svaki

Y

Increasing Development Time pojedini spoj pod istim uvjetima (SF, MF)

RF Value Lipids sprayed with H,SO, in ethanol
« Ukoliko mrlje na kromatogramu nisu vidljive, 0.92 _,. T - - ,
) ) ) ) 0.88 +» . = . .
pristupa se “izazivanju” kromatograma, 0.89 —» o
o - d
odnosno vizualizaciji:
o izlaganjem UV-svjetlosti. -
o izlaganjem KMnO, (organske molekule),
jodu (ugljikohidrati), ninhidrin, (amino- e ® . »

kiseline i proteini), ...




+ pracenje napredovanja kemijske reakcije:

o o o
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Kolonska kromatografija (Eluacijska kromatografija, Kromatografija ispiranjem)

eluens: otapalo (MF) koje nosi analite kroz SF,

Eluiranje: postupak kojim MF ispire analizirane sastojke (analite) sa SF,

analit: sastojak koji se mjeri ili ispituje u uzorku analitiCkim postupkom,

zahvaljujuéi razliitim afinitetima za SF, razliCiti analiti imaju razli€ito vrijeme zadrzavanja na SF, odnosno

eluiraju se iz kolone razliCitim brzinama; uslijed razliCitih brzina gibanja analitd duz kolone nastaju vrpce ili zone.

MF (eluens) —;

I

SF

na vrh kolone
nanosi se smjesa

A+B otopljena u MF

F

ﬂ*’
L]

prolaskom kroz
kolonu sastojci A
i raspodjeljuju
se izmedu SF i MF

A

AN

y
-

dodavanjem MF (eluensa)
molekule uzorka putuju niz
kolonu (uspostavija se
ravnoteza izmedu MF i

SF)

—

—y

P
-

sastojak A jace je
vezan za SF a
za MF;

brze putuje,

te se duz kolone

stvaraju vrpce ili zone

v

i
l_] eluat

protjecanjem dostatne
koli¢ine MF sastojci A
[ se  potpuno
odjeljuju i eluiraju iz

kolone




Teorija kromatografije

Kromatogram: niz simetricnih eluacijskih krivulja odn. pikova koji se dobiva kad se na izlaz iz kolone
postavi detektor Ciji odziv ovisi 0 koncentraciji sastojaka u uzorku, a koji se biljezi kao funkcija
vremena (ili volumena dodane MF),

kromatogram omogucéava kvalitativnu i kvantitativhu analizu,

polozaj pika na vremenskoj osi (retencijsko vrijeme)
pomaze u identifikaciji sastojaka, a iz povrsine ispod o
pika izraGunava se koli€ina svakog odijeljenog

sastojka,

T
e © o o o o

SF jaCe veze sastojak A te sastojak B brze putuje;

—IOOQ.O.

I~

udaljenost izmedu njih se povecCava gibanjem niz kolonu,

a njihove se zone istovremeno Sire Cime se smanjuje

djelotvornost odjeljivanja,

odjeljivanje sastojaka ovisi o njihovim relativhim
brzinama istjecanja iz kolone, a poboljSava se

kontrolom veli€¢ina koje poveéavaju brzinu razdvajanja

odziv detektora

zona ili smanjuju brzinu njihova Sirenja,

odjeljivanje je potpuno ako kromatogram pokazuje onoliko 17,3 36,9

pikova koliko analizirana smjesa ima sastojaka. retencijsko vrijeme (min)



Sample Mobile phase . . . .
w o g = e all e » idealan oblik kromatografskog pika odgovara normalnoj
4R S raspodjeli sluCajne pogresSke (Gaussova raspodjela); u
realnoj kromatografiji pikovi Cesto imaju izgled ne-
N Gaussove raspodjele.
“Front” of .
g Exr peakis \ Ideal shape
Packed I thefirst\ ‘|/
column [ v to be V' Actual shape
i 2 |eluted \
i B a “Rear” of
: g \ peak is
e A . v\ lastto
g ‘. beeluted
e o
Time —s
e B
o *—— o—— A| o Bl ot — Detector
Iy n 1£) i3 1y
(a) 1
g
5
- E
23 B B g
% gﬂ /\_/\ :
= s
| | ] ! |} %
fo f 5] I3 Iy -]
Time Time —

» separacija (odjeljivanje) analita A i B ovisi o dvama faktorima: (i) razlici u retencijskim vremenima i (ii)

Sirini pikova,

* dielotvornost kolone odreduju

relativna brzina eluiranja sastojaka i Sirenje zona

eluiranih sastojaka.




Brzina eluiranja [zadrzavanje (retencija) analita]

* izravno ovisi o interakciji analita s MF i SF,

+ konstanta razdjeljenja K (engl. Partition Coefficients, koeficijent ili omjer razdiobe)

o

o

o

kromatografska odjeljivanja temelje se na razliitoj raspodijel

analiziranog sastojka A izmedu MF i SF,
konstanta razdjeljenja K: odnos koncentracija odjeljivanog

analita u SF i MF, pri ravhoteznom stanju,
u idealnim uvjetima, omjer razdiobe K konstantan je pri Sirokom rasponu

koncentracija (Cge proporcionalan je c,e),

u uvjetima priblizno konstantnog K govorimo o linearnoj kromatografiji.

« vrijeme zadrzavanja t; (Retention Time, retencijsko vrijeme)

o

o

odziv detektora

&

AmF Ask
CsF
K
CMF

vrijeme od unosSenja uzorka u kolonu do pojave sastojka u detektoru (tg),

vrijeme potrebno da tvar koju kolona ne zadrzava stigne u detektor — mrtvo vrijeme (t,,),

lg

. prosjeéna linearna brzina gibanja analita v

(L, duljina punila u koloni)

- prosjecna linearna brzina gibanja MF u

vrijeme

- L
R
u :t_M




« brzina gibanja analita v: ovisi o omjeru raspodijele K te volumenu MF i SF

1
1+ KVer / Vi

V=U X

« faktor kapaciteta k’,: vazan parametar kojim se opisuje brzina gibanja analita u koloni

K = KaVsk
VyE « tgit, oCitavaju se iz kromatograma,
* K5 <<1 prebrza eluacija,
' tr -ty « k’a >20 predugo vrijeme eluacije,
K= T + idealni faktori kapacitetak'y =1 -5

« koeficijent selektivnosti a: mjera je selektivhosti kromatografskog sustava za dva razliCita analita A

| B, ovisi o interakciji sa SF, a pokazuje mo¢ odjeljivanja tih analita na koloni

_Ks _ (fr) - tm
Ka (tRIA - ty




» proizvodaci izrazavaju djelotvornost kromatografske kolone (i) visinom tavana H i (ii) brojem teorijskih
tavana N,

 teorija tavana: mozemo zamisliti da kromatografska kolona sadrzi velik broj odijeljenih slojeva
(diskova ili tavana ) u kojima se uspostavljaju ravnoteze izmedu SF i MF; smjesa ulazi u jedan tavan i
razdjeljuje se na temelju koeficijenta razdiobe izmedu SF i MF te se potom prenosi na sljedeci tavan.

Analit s manjim afinitetom za SF gibat ¢e se niz seriju tavana ve¢om brzinom. Razdvajanje dvaju

analita osigurava se dovoljnim brojem tavana,

- The column .
]
Theoretical
plate
] T N-=1000
» kolona je djelotvornija Sto su H-vrijednosti - L
. N o N H T N=100
nize, a N- vrijednosti vise!

« pozeljan je Sto vecéi broj tavana N, te §to manja visina tavana (HEPT, Height Equivalent to a

Theoretical Plate)



* N se moze izraCunati iz mjerenja dvaju vremena, tz i W ( W je duljina osnovice trokuta kojeg Cine
tangente u toCkama infleksije s obje strane pika produzene do osnovice kromatograma — Sirina pika,

W, je Sirina na polovici maksimalne visine pika),

tangents

=
2
=
1
=
Q
(o
=
o |
o 1
retention time, ¢, | ! time —
| ==
injection 2 J
J peak width, w ©1996 Encyclopaedia Britannica, Inc.
« proizvodacCi opreme parametrima N i H izraZzavaju
tr e tr 2 djelotvornost svojih kolona; usporedivanje dviju kolona
N=16( ~ N =5.54 L - .
1/2 na temelju tih parametara moguce je samo ukoliko se

izraCunati podaci odnose na isti spo;.



+ veliCina kinetickog utjecaja na djelotvornost kromatografske kolone ovisi o vremenu kojeg MF provede

u kontaktu sa SF (odnosno o brzini protoka MF); kako brzina MF direktno utjeCe na vrijednosti H

(visine tavana), upravo se H koristi u utvrdivanju djelotvornosti kolone,

0.006

0.005 LC

0.004

=
S 0.003 1
=

0.002

0.001

0
0.0 0.2 0.4

u, cm/s

0.12

0.10

0.08

£
< 0.06
=

0.04

0.02

!

GC

20

40 60 80 100
u, cm/s

* minimum za krivulju visine tavana (ili maksimum djelotvornosti) u tekucinskoj se kromatografiji (LC)

ostvaruje se uz daleko manje protoke u odnosu na one dobivene plinskom kromatografijom (GC),

 visine tavana za kolone u LC su 10-ak puta manje od kolona u GC = kolone za LC ne bi trebale biti

dulje od 50 cm, dok GC kolone mogu biti duge i preko 50 m = ukupan broj tavana i posljedi¢na

djelotvornost kolone uglavnom su veci za GC,

« zadnjih se tridesetak godina ulaze veliki napor u pronalazenju kvantitativnih odnosa kojima se

izrazava utjecaj eksperimentalnih veli€ina na visinu tavana za razliCite vrste kromatografskih kolona.



Sirenje zone eluiranog sastojka

Gibanjem smjese kroz kromatografsku kolonu

opaza se Sirenje pikova, odnosno zona eluiranog

sastojka,

pri razliitim kromatografskim uvjetima, ista se

smjesa razdvaja na dva sastojka s istim retencijskim

vremenima [kromatogrami (a), (b) i (c)]

Sto su pikovi uzi, to je bolje njihovo razdvajanje

(kromatografski postupak je ucinkovitiji); idealan

kromatografski sustav odgovara kromatogramu (a),

zona Sirenja izravno je razmjerna vremenu

zadrzavanja u koloni, a obrnuto

brzini MF,

Sample loading volume

razmjerna

(c)

INJ

(b)

INJ




- Sirenje zone eluiranog sastojka uzrokovano je: et -

-

l.  Vrtloznom difuzijom (Eddy Diffusion)
II.  Longitudinalnom difuzijom (Longitudinal Diffusion)

WY T ST —
lll.  Prijenosom mase (Mass Transport). ?’*‘*ffc"; el /)

l.  Vrtlozna difuzija

 Molekule uzorka gibaju se niz kolonu ispunjenu SF (Cije su cestice razlicitih dimenzija i oblika)
putevima razliCitih duljina uslijed ¢ega molekule koje u kolonu ulaze istovremeno, izlaze iz kolone u

razliCitim vremenima,
+ posljedi¢no dolazi do Sirenja pika (putevi kojima se giba analit razli¢itih su duljina).

Flow
direction initial final

band profile band profile
5 -
- o
) Pl
g e
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Q [~
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a v
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E ]

distance distance
-

B~



Longitudinalna difuzija B/u

Proces u kojem Cestice analita migriraju iz

koncentriranog sredista zone prema razrijedenim

podrucjima,

solute concentration

(b) &

®

e

ol

=

[=]

(W]

3

-

I 2
distance distance

|— h-—

zona nakon kratkog
vremena na koloni

zona nakon duljeg
vremena na koloni

doprinos longitudinalne difuzije visini tavana obrnuto je proporcionalan linearnoj brzini

eluensa u,

H=Bu + Csu + Cyu

o H, visina tavana (cm)
o U, linearna brzina (cm s?)
o B, koeficijent longitudinalne difuzije

o CgiCy, koeficijenti prijenosa mase u SF i MF



lll. Prijenos mase

* Gibanje analita kroz kolonu podrazumijeva mobile phase

>

stationary phase

njegovu razdiobu izmedu SF i MF [na slici (a)

(a) prikazana je idealna raspodjela analita
izmedu MF i SF],

« do Sirenja zone dolazi ukoliko gibanje analita kroz te dvije faze nije dovoljno brzo za odrzavanje
njegove ravnotezne razdiobe izmedu SF i MF [molekule analita u MF gibaju se kroz kolonu prije
uspostavljanja ravnoteze sa SF koja bi ih mogla zadrzati [slika (b)]; molekule analita u SF sporo se

vracaju u MF [slika (c)],

mobile phase mobile phase

stationary phase stationary phase

o . o mobile phase
e ponovno uspostavljanje ravnoteze analita izmedu

MF i SF [slika (d)] dovodi do Sirenja pika,

(d)

stationary phase



« ZakljuCno, Sirenje zona eluiranog sastojka moze se kontrolirati podeSavanjem sljedecih

eksperimentalnih varijabli:

VELICINE KOJE UTJECU NA DJELOTVORNOST KOLONE

VeliCina Oznaka UobiCajene jedinice
Linearna brzina MF u cm st
Koeficijent difuzije u MF Dy cm? st
Koeficijent difuzije u SF Dg cm? st
Faktor kapaciteta K’ nema jedinice

Promjer zrna punila d cm




* Optimizacija rada kolone postize se (i) smanjenjem Sirenja

zone eluiranog sastojka te (i) promjenom relativnin brzina =

gibanja komponenti. ) U &

Resolution: 0.8 Resolution: 1.5
Number of theoretical plates: 10,000 Number of theoretical plates: 36,000

* Razluéivanje kolone Rgq: kvantitativna mjera kojom se izrazava sposobnost odjeljivanja dvaju

analita,

Re = 2 [(tr)g - (tr)Al VN (n L t)( ke

Wa + Wg s Tl Ja | + ki

* potpuno odjeljivanje analita moguce je tek uz razluCivanje R=1,5

R=0.50 R=1.00 R=1.50

A

distance down the column

« produljenjem kolone mogucée je posti€i bolje razlu€ivanje (poveéava se N), ali se i produljuje

concentration of solute

vrijeme potrebno za postizanje boljeg razlu€ivanja.



odnos izmedu razluCivanja, svojstava
kolone | svojstava analita definiran je
jednadzbom iz koje se moze izraCunati broj
tavana potrebnih za realizaciju trazenog

razlu€ivanja,

odnos izmedu razluCivanja i vremena
eluacije: pozeljno je postici Sto Dbolje

razluCivanje u Sto kracem roku,

et ] (22

(lr)B =

3
16 R H ( ) ) (1+Kp)
u Aol (kg)?

Primjer: vremena zadrzavanja spojeva A i B iznose 16,40 i 17,63 minute na koloni duljine 30 cm.

Nezadrzavana supstanca prolazi kroz kolonu za 1,30 minuta. Sirina pika u bazi za A iznosi 1,11, min

a za B 1,21 min. IzraCunaijte: (a) razluCivanje kolone, (b) prosjec€ni broj tavana, (c) visinu tavana, (d)

duljinu kolone potrebnu za postizanje razlu€ivanja od 1,5 te (e) vrijeme potrebno za eluaciju sastojka

B na duzoj koloni.




2 [(tryg - (tr)Al
Wy + Wpg =

(@) Rg= R, = 2(17.63 — 16.40)/(1.11 + 1.21) = 1.06

\? Y
\? N = m(M) =3493 and N= m(] 'm) 3397
(b) N:16<WR> N 111 1.21

N, = (3493 + 3397)2 = 3445 = 3.4 X 1(Y

(c) H=LIN=3003445 = 8.7 X 1077 cm

(d) k'io se ne mijenjajus povecanjem N iL

o ‘-r*’ﬁ_-’(::r— l)( kg ) . (R WN, (indeksi 1 i 2 odnose se na
e RS R ANE 3 (R): VN, kracu i dulju kolonu)

1.06 _ V3445

1.5 VN,

% 2 o -y
N, = 3445 (11_{; _sox 1 L =NH=69X10 87X 10" = 60 cm

L]




16 R H ( o ) (1+Kg)’

U
(th (R (17.63) _ (1.06)

(el (RO () (1.5)
(fe)y =35 min

Za poboljsano razlucCivanje potrebno je udvostruciti vrijeme odjeljivanjal!




Tehnike optimizacije rada kolone

Smanjenje visine tavana: postize se smanjenjem dimenzija zrna punila, promjera kolone,
debljine tekuceg sloja u LC, te snizenjem temperature kolone u GC.

Povecanje faktora kapaciteta k’y moze se posti¢i promjenom temperature, kao i promjenom
sastava otapala [male promjene u omjeru MeOH/H,O pretvaraju nezadovoljavaju¢e kromatograme

(A'i B) u kromatograme s dobro odijeljenim pikovima (C i D); optimalan je kromatogram (C) jer je
odjeljivanje postignuto u minimalnom vremenuy,

A B

TO% methanol/
30% water

GO0% methanol/
40% water o
509 methanol/
o L& y o -
50% water 40% methanol/
| 60% water

4 4

/ Inject
| Inject

] Inject

P o

1 ) i)
Retention time, min




o poboljsSano razdjeljivanje smjese aromatskih ugljikovodika postize se povecanjem udjela H,O u
smjesi H,O/CH;CN

a  50/50 H,0:CH,CN | € 60/40 H,0:CH,CN '
0 1 2 3 mn4 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
b 55/45 H,0:CH,CN d 65/35 H,0:CH,CN
o 1 2 3 4 &smng 0 2 4 6 8 10 12 14 16

« povecéanje koeficijenta selektivhosti o uz istovremeno zadrzavanje faktora kapaciteta Kk’

izmedu 1 i 10 moze se postiéi: (i) promjenom sastava MF, (ii) mijenjanjem temperature kolone,

(iii) mijenjanjem sastava SF te (iv) primjenom posebnih kemijskih reakcija kojima se u SF

ugraduju spojevi koji kompleksiraju sa sastojcima uzorka,



Op¢éi problemi eluiranja
« 1. primjer:
a) pikovi sastojaka 5 i 6 pojavljuju se nakon dosta vremena i ne mogu se identificirati jer su presiroki,
b) ukupno vrileme eluacije je bolje nego na kromatogramima (a) i (c), ali je razdvajanje pikova 1-4
nezadovoljavajuce,
c) podesSeni uvjeti optimalni su za sastojke 3 i 4, dok za preostale sastojke nisu zadovoljavajuci

* rjeSenje: na pocCetku eluacije podesiti uvjete

pod (a), nakon eluacije sastojaka 1 i 2
3 4 o : :
5 & primijeniti uvjete s kromatograma (c) i

— —""—  razdvojiti 3 i 4, te pod istim uvjetima dovrsiti

12
1,2 At (b) I
56 Ispiranje s kolone
« u LC se promjene k' postizu mijenjanjem
_J
2 4

Solute signal

sastava MF tokom eluacije — gradijentna
(c)

1
eluacija ili programiranje otapala,

6 * u GC optimalni se uvjeti postizu poviSenjem

5
AVAGEE temperature — temperaturno programiranje.

— Time ————»




« 2. primjer:

(a) le (b} 1112

detector response
detector response

| 3
7 L M_

0 5 1I0 15 20 0 10 20 30 40 S0 60 70
time (min) time (min)

u uvjetima primijenjenima pod (a) uspjeSno su, unutar 15 minuta,

komponentne 1 i 2 su nerazdvojene!,

(c) 1 ”

detector response

. .

1 I I I L]

0 5 10 15 20
time (min)

razdvojene komponente 3 i 4,

promjenom uvjeta [kromatogram (b)] sve Cetiri komponente su razdvojene, ali retencijsko

vrijeme je predugo,

rjeSenje: uz pocCetne kromatografske uvjete (b) razdvojiti komponente 1 i 2, a potom smanijiti

koeficijente kapaciteta povecCanjem eluacijske mocCi otapala cCime se omogucava razdvajanje

komponenti 3 i 4 u kracem retencijskom vremenu [kromatogram (c)],



Primjena kromatografije

1) Kvalitativna analiza: na temelju oCitanog vremena zadrzZavanja, a u usporedbi sa standardom
moguce je utvrditi prisutnost ili odsutnost nekog sastojka u smjesi poznatog sastava,
* uobiCajeno se kromatografske tehnike kombiniraju s nekom drugom tehnikom vece
identifikacijske sposobnosti u cilju Sto preciznijeg utvrdivanja sastava smjese (GC-MS,
HPLC-MS, GC-IR, ...)

* doping kontrola (prisutnost steroida u urinu)

Athlete A Athlete B

Solvent peak

Solvent peak
Steroid peak




2)

kvantitativha analiza: temelji se na usporedbi visine ili povrSine analiziranog pika s visinom ili
povrSinom pika standarda,

analize koje se temelje na visini pika: visina pika je duljina okomice povu¢ene od maksimuma pika
do osnovne crte pika; izraCunata koliCina sastojaka u uzorku je toCna pod uvjetom da nije doSlo do
promjene Sirine pika u vremenu potrebnom za dobivanje kromatograma uzorka i standarda,

analize koje se temelje na povrsini pika: u modernim uredajima povrSina se mijeri elektronickim

integratorima,

- bazdarenje primjenom standarda: pripravi se niz standardnih bazdarnih otopina koje su po
sastavu slicne ispitivanom uzorku; standardnim se otopinama snime kromatogrami, a visine
pikova ili njihove povrSine prikazu se u ovisnosti 0 koncentraciji = dobiveni pravac predstavlja
temelj za kvantitativhu analizu ispitivanih uzoraka,

> metoda unutrasnjeg standarda: u standardnu otopinu i uzorak dodaje se pazljivo izvagana
koli€ina unutrasnjeg standarda; analiticki parametar dobiva se omjerom povrsine (visine) pika
analiziranog sastojka i povrSine (visine) pika unutrasnjeg standarda. Pik unutrasnjeg standarda
mora biti dobro odijeljen od pikova ostalih sastojaka i mora se nalaziti u blizini pika

analiziranog sastojka.



« Primjer: prikazani su kromatogrami pet standarda poznatih koncentracija analita (Cyngita = 0,2 - 1 mg/ml) i
jednog uzorka nepoznate koncentracije analita. Svi standardi i uzorak sadrze istu koncentraciju unutarnjeg

standarda koja iznosi 2,5 mg/mi:

*
*
*
unutarnji standard = * * *
*
*
*
analit
standard 1 j\ standard 2 standard 3 standard 4 standard 5 sample
standard 1 standard 2 standard 3 standard 4 standard 5 uzorak
0 peak height (mm) =-1.3 +45.5C, {b) 1.2 peak height ratio = -0.003 + 1.01C, peak heights (mm)
40- & 1.0 [standard] (mg/mL) internal standard analte peak height ratio
£
£ o 084 0.20 35 7 0.20
~ 30+ =
£ ©
S % 0.6 0.40 41 16 0.29
L] | A g
x 20+ 2 0.60 44 27 0.61
g % 044
= g 0.80 43 39 0.81
7 0.2
1.00 41 41 1.00
0+ { Q-
T T R T T T T T T T T T T sample 39 21 0.54
00 02 04 06 08 1.0 1.2 0.0 0.2 04 06 08 1.0 1.2
concentration of analyte (mg/mL) concentration of analyte (mg/mL)

* (a) kalibracijski pravac i jednadzba pravca dobiveni bez primjene unutarnjeg standarda; iz visine pika analita iz
uzorka dobiva se njegova koncentracija = 0,49 mg/ml,
 (b) kalibracijski pravac i jednadzba pravca dobiveni uvrStavanjem podataka internog standarda; iz omjera visina

pikova analita i unutarnjeg standarda izraCunava se koncentracija analita u uzorku = 0,54 mg/ml.



TLC u prehrambenoj tehnologiji, biotehnologiji i nutricionizmu

1. Pet bioaktivnih spojeva izolirano je iz Gospine trave (Hypericum perforatum) primjenom TLC, a njihova je

strukturna karakterizacija provedena LC-MS analizom,

A B C
solvent
3 . .
= 1solation
é . ' cotton
5 4 Sews filter —
o !
= ; _ compound
‘g elution
a

2
O

X10°|- Product lon:2 (13.55 min) (301 -> **) Hypericum0002.d
151

37 179

1- 83 | | 163

229245 273 ‘
D o T  — '.'.,.'.'.‘.l.,‘.‘ I

'''''

50 70 90 110 130 150 170 190 210 230 250 270 290 310
Counts vs. Mass-to-Charge (m / z)

LC-MS/MS spectrum of compound ¢ - quercetin

Irena M. Choma and Wioleta Jesionek, TLC-Direct Bioautography as a High Throughput Method for Detection of Antimicrobials in Plants, Chromatography
2015, 2, 225-238.



2. Plijesan prisutna u sto¢noj hrani moze

: , : Mycotoxin
dovesti do pojave aflatoksina,
kancerogenih tvari, u mlijeku, mesu i
jajima’ Aﬂalﬂx|n E.'
Aflatoxin Bz
Aflatoxin G,

Aflatoxin G,
http://www.fao.org/docrep/X5036E/x5036
EOj.htm

Benzene : acetonitrile (98 : 2}
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3. TLC-analiza sastava lipida s povrSine koze (SSL, skin surface lipid, Stite koZu od vanjskih utjecaja) ljudi i

primata
Homo sapiens + Non-human primates
Saturated paraffins
Squalene Cholesterol esters
Cholesterol esters
Cholesterol esters Wax monoesters

Wax monoesters Wax diesters

Oxidation end products Oxidation end products
Triglycerides Triglycerides

Free fatty acids Free fatty acids
Diglycerides cholesterol Diglycerides cholesterol

Diglycerides monoglycerides
Polar lipids

Diglycerides monoglycerides
Polar lipids

Man
Gorilla
Pongo (U
Pan
Hylobates
Macaca mulatta k.

Chiara De Luca and Giuseppe Valacchi, Surface Lipids as Multifunctional Mediators of Skin Responses to Environmental Stimuli, Mediators of Inflammation,
vol. 2010, Article ID 321494, 11 pages, 2010. doi:10.1155/2010/321494



UVA 12 hr UVA 48 hr UVB 12 hr UVB 48 hr

AZijci

4. TLC-analiza integralnih lipida iz kose

Azijaca, Afrikanaca i Europljana

Europljani

ukazuje na morfoloSke promjene
uslijed izlaganja UV-zrakama,

« utvrdeno je da se u kosi Azijaca

Afrikanci

nalazi viSe lipida = UV-zrake viSe
oSteCuju  kosu  Afrikanaca |
Europljana; lipidi u kosi Azijaca

djelotvorno stite od UV-zraka,

Jae Hong Ji et al, The Ethnic Differences of

the Damage of Hair and Integral Hair Lipid

after Ultra Violet Radiation, Ann Dermatol.

2013, 25. 54-60 S #11#12 #13 #14 #15 S #21#22 #23 #24 #25 S #31 #32#33 #34 #35
Y ' \ J \ [\ /

Azijci Europljani Afrikanci




5. Prirodne arome od velikog su znaCaja u industriji 6. TLC u forenzici: prisutnost narkotika u

aroma i mirisa, uzorku izuzetom na mjestu zloCina
* izolirani su mikrobni sojevi koji proizvode vanilin indicirana je rezultatima tankoslojne
biokonverzijom izoeugenola; soj B2 koji je proizveo kromatografije.

najviSe vanilina identificiran je kao Bacillus subtilis sp.

Isoeugenol
Vanillin

(]

-

£
2 o
S 12 3 45 s 58
c2 e cE 2o
N i} 2® 23 32 cg
vanilin — standard kontrola bez bakterija 28 25 2% =9
X0 XTI !g e J TR

E. Shimoni et al, Isolation of a Bacillus sp. capable of transforming isoeugenol to IOWA DIVISION OF CRIMINAL INVESTIGATION

vanillin, Journal of Biotechnology 78 (2000) 1.
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Plinska kromatografija
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Plinsko-tekuéinska kromatografija (GLC): najprimjenjivanija tehnika za odjeljivanje i kvantitativho
odredivanje hlapljivih spojeva (u plinovitoj fazi),

sastojci smjese se, nakon otapanja, prevode u plinovito stanje (rasplinu se) i raspodjeljuju
izmedu SF i MF,

SF je kruti adsorbens (GSC, gas-solid chromatography) ili tekuéina (GLC, gas-liquid chromatography)
vezana za €évrsti nosa€ adsorpcijom ili kemijskom vezom,

MF je kemijski inertni plin (carrier gas, plin nositelj, ne reagira s molekulama analita); njegova je
funkcija transportirati analit kroz zagrijanu kolonu,

brzinu prolaska analita kroz kolonu odreduje omjer njegove raspodjele izmedu plinovite MF i

Imobilizirane SF,

@ Less volatile
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\ . g
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0 o :
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Two-component More volatile column wall
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Faktori koji utjeCu na djelotvornost odjeljivanja plinskom kromatografijom:

o

hlapljivost analita: hlapljivije komponente (komponente nizih temperatura vreliSta) gibaju se
brze kroz kolonu u odnosu na manje hlapljive komponente,

polarnost analita i kolone: svi sastojci u smjesi gibaju se sporije kroz polarniju kolonu; pri tom
polarniji sastojci u smjesi putuju sporije; najpolarniji sastojak giba se najsporije,

temperatura kolone: pove€anjem temperature povecava se brzina gibanja svih komponenti u
uzorku,

brzina protoka plina nositelja: pove¢anjem protoka plina nositelja ubrzava se putovanje svih
komponenti kroz kolonu,

duljina kolone: dulje kolone zahtijevaju dulje vrijeme eluacije; omogucavaju bolje razdjeljivanje.



» Prednosti plinske kromatografije:
o zahtijeva vrlo male koli€ine uzorka (ul ili ug),
- uc€inkovito razdjeljivanje smjese,
o preciznost,
o o0sjetljivost (detekcija organskih spojeva ve¢ pri vrlo niskim koncentracijama),
- Jjednostavnaizvedba instrumenta,
o brzaanaliza,
- visoka djelotvornost (N ~ 1,3 x 109),
o jeftina metoda,
o uglavnom nedestruktivna analiza,

o moguénost on-line sprezanja sa spektroskopskim instrumentima (GC-MS),

* nedostaci:
o ogranicena na hlapljive uzorke s temperaturama vrelista nizim od 500 °C,
- temperatura kolone ograni¢ena na ~ 380 °C,
- nepogodna za termolabilne uzorke,
o uzorci moraju biti topljivi i ne smiju reagirati s kolonom,

o zahtijeva spektroskopsku identifikaciju (MS) pika.



Nacela GLC

« Osnovna nacela kromatografije vrijede i za GC.

plin nositel|

detektor

i

t (min)



http://www.youtube.com/watch?v=q0pM-k0SvOQ

Uredaji za GLC
 Princip rada - organski se spojevi razdvajaju na temelju razliite raspodjele izmedu MF i SF:
o rasplinuti uzorak injektira se u kromatografsku kolonu,
o uzorak se giba kroz kolonu nosen plinom nositeljem (MF),

- komponente iz uzorka, nakon izlaska iz kolone, detektiraju se pikovima na kromatogramu.
« Sastoje se iz nekoliko glavnih komponenti: injektora (za unoSenje uzorka), kolone, detektora i
termostata (koji sprje€ava pregrijavanje kolone),

) i . Carrier Injector Detector
« MF koja prenosi uzorak kroz kolonu naziva se gas

plin nositelj, a reguliranjem njegovog tlaka omogu- Il:
Column

Cava se reproducibilnost vremena zadrzavanja,

Flow/
. . . . pressure
« analiza zapoc€inje unosom male koli¢ine uzorka control Data
, . . . .. .. . system
(tekuéeg ili plinovitog) u injektor koji raspline 2
uzorak i mijesa ga s MF na pocetku kolone
postavljene u termostatirani prostor; na kraju =~
kolone MF s odijeljenim analitom prolazi kroz - T
d etektor /hqmd Stationary Phase
s polarnost SF mora odgovarati polarnosti
sastojaka u uzorku, te u tom sluéaju redoslijed ", f. 0
.. .. . . 1—! 4—)
eluacije ovisi o vreliStu sastojaka, High Affiity Analyte Low Affinity Analyte




1) Plin nositelj (MF): mora biti kemijski inertan (He, Ar, N, ili H,), a izbor ovisi o detektoru:

N, jeftin, vrlo inertan, nezapaljiv dugotrajno i slabije razdjeljivanje
He vrlo inertan, kompatibilan s ve¢inom detektora, nezapaljiv,
dobro razdjeljivanje
) - :
H, jeftin, brzo razdieljivanje reaktivan (adicija na dvostruku vezu!),

sa zrakom tvori eksplozivnu smjesu

N, carrier
10 cm/s
R=0.87
Q
2]
c
g
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2
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Regulacija protoka plina nositelja

Na dovod plina nositelja postavljaju se regulatori tlaka, ventili i mjeraci protoka,

regulatorima tlaka regulira se brzina protoka MF; brzina protoka moze se izmjeriti jednostavnim
mjeracem protoka s mjehuriCem sapunice (na putu plina nositelja stvori se mjehuri¢ sapunice;
vrijeme tokom kojeg se mjehuri¢ pomakne izmedu dviju oznaka u bireti preraCuna se u brzinu

protoka).

inlet tube




2) Sustav za ustrcavanje (injektiranje) uzorka
 Mala koli€ina tekuc¢eg uzorka mikrolitarskom se Strcaljikom unese kroz membranu (septum) u
zagrijani dio uredaja smjeSten na vrhu kolone; temperatura mora biti bar 50 °C viSa od vreliSta

najmanje hlapljivog sastojka ¢ime se osigurava trenutacno isparavanje uzorka.

«—— Syringeless <
Injector

- Injection
Port

Your Sample .

Volatiles

Carrier Gas
Flow

Capillary Column

Sarmple, dillution solvent
and matrix modifier



3) Kolone

3.1. Punjene kolone (Packed column)
|zradene su od staklenih, metalnih ili teflonskih cijevi,

napunjene su sitnozrnatim punilom ili ¢vrstim nosacem

na koji je nanesen tanki sloj stacionarne tekuce faze,

cvrsti nosa€ u punjenoj koloni nosi teku¢u SF koja je
nanesena tako da osigura Sto vecu dodirnu povrsinu s
MF; izraduje se iz posebno obradene prirodne
dijatomejske zemlje,

savijene su u svitke promjera ~ 15 cm da bi se mogle
postaviti u termostatirani prostor kromatografa,
djelotvornost kolone pove¢ava se sa smanjenjem

promjera zrna punila.

Packed column

(



3.2. Kapilarne kolone (Open tubular column)

» Unutarnja stijenka kapilare presvucena je, izravno ili preko tankog sloja

poroznog ¢vrstog nosaca, tankim slojem tekuce SF,

_ - o o _ _ Sta_tiopary Solid support coated
* izraduju se iz stakla (stijenka staklene cijevi nagrizena je jakom kiselinom figuin Wit iquad

phase stationary phase

kako bi se dobila gruba povrSina na koju ¢e se SF jaCe vezati), Celika,

aluminija, bakra i plastike,

* WCOT (kapilarne kolone s oblozenom stijenkom, wall-coated open

tubular): cijevi s unutraSnjom stijenkom presvu¢enom tankim slojem SF,

* FSWC (kapilarne kolone izvu€ene iz kvarca, fused-silica wall-coated:

GC COLUMN

izvlaCe se iz posebno prociS¢enog kvarca, njihove su stijenke puno uze od

Stationary Phase
s i

stijenki staklenih kapilara; vanjska stijenka je presvuCena zastitnim
Fused Silica

poliamidnim slojem; odlikuju se cvrstocom, fleksibilnoS¢u i manjom

TSN Polyimide Coating

reaktivnoS¢u prema sastojcima uzorka,

* SCOT (kapilarne kolone oblozene nosacem, support-coated open tubular): mikropunjene kolone Cije su

unutrasnje stijenke presvucene dijatomejskom zemljom na koju je nanesena SF,

* “megabore” kolone: odnedavno na trzistu, kapilarne kolone promjera 530 um; djelotvornije od punjenih

kolona.



Vrsta kolone

FSWC WCOT SCOT punjena
Duljina (m) 10 - 1000 10 - 1000 10 - 100 1-6
Unutarnji promjer (mm) 0.1-0.3 0.25-0.75 0.5 2—-4
Efikasnost (broj tavana/ m) 2000 - 4000 1000 - 4000 600 - 1200 | 500 - 1000
Koli¢ina uzorka (ng) 10 -75 10 - 108 10 - 103 10 - 1068
Tlak nizak nizak nizak Visok
Brzina brzo brzo brzo sporo
Inertnost najveca dobra prosjecna slaba




smanjenjem unutarnjeg promjerai produljenjem kolone postize se bolje razdjeljivanje,

3
3
1
4
1
1. 1,3-Dichlorobenzene 4
2. 1,4-Dichlorobenzene
2 3. sec-Butylbenzene
\ IJ 4. 1,2-Dichlorobenzene
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usporedba kapilarnih i punjenih kolona:

KAPILARNA KOLONA v potrebno manje uzorka,

AROCLOR ® 1260 v bolje odjeljivanje,
SPUT30TO 1

isoTHERMAL @ 217 v viS§e pikova,

- lﬂ S S— v brza analiza
0 minutes so

PUNJENA KOLONA
slabije odjeljivanje,

ARDCHLOR ® 1280 : : vilso s .
ISOTHEFMAL © 210° G . manje pikova, Siri pikovi,
1500 THEQRETICAL

PLATES dulja retencijska vremena,

niza cijena

minutas
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4) Termostatiranje kolone

Kolona je smjeStena u termostatiranom prostoru kromatografa radi odrzavanja temperature u
granicama nekoliko desetinki stupnja, a u cilju postizanja preciznosti,
pri izotermnom programiranju termostata, temperatura kolone je konstantna tokom cijelog

procesa odjeljivanja; optimalna temperatura bliska je prosjeCnom vreliStu uzorka,

INe=

eluiraju (njihove se vrpce znatno prosiruju), Time
Lowy Isothermal Temperature

ako se za uzorke Sirokog raspona vrelista koristi niska

temperatura, dobro odjeljivanje postize se za frakcije

Signal

nizeg vreliSta dok se frakcije viseg vreliSta sporije

ako je temperatura kolone bliska vreliStu frakcije s

!_—A*\

)

High Isothermal Temperature

dok se frakcije nizeg vrelista eluiraju bez separacije,

Signal

najvisim vrelistem, ta se frakcija izdvaja kao ostar pik, Ng
pri  programiranom  termostatiranju  kolone, M

Time

temperatura se povisuje kontinuirano ili skokovito
kako napreduje separacija; ova je metoda pogodna za

smjese Ciji sastojci imaju Sirok raspon temperatura

vreliSta; odjeljivanje sastojaka nizeg vreliSta zapocinje
pri nizoj temperaturi, a S porastom temperature h A h

odjeljuju se manje hlapljivi sastojci. Time

Programmed Temperature

Signal




Isothermal
100°C

Gradient
50°C - 250°C 8°C/min




5) Detektori

« Smijesteni na kraju kolone, pokazuju . . Display
Injector Detector

brz odziv na male promjene | ‘ NJ

koncentracije sastojaka tokom IJJ il 5 __.—>_ S UL

0

njihovog eluiranja iz kolone, ¢ ) “}’C |
f olumn

» konvertiraju detektirane promjene u

I
elektricni signal koji se ispisuje kao ,

kromatogram, Carrier Gas Oven

» svojstvaidealnog detektora:
o 0sjetljivost kao preduvjet za visoku rezoluciju signala svih komponenti u smjesi (108 do 10*° g
analita/s),
o primjenjivost do minimalno 400 °C,
o odgovor neovisan o protoku,

o he unisStava analizirani uzorak.



5.1. Detektor toplinske vodljivosti [(katarometar), engl. Thermal Conductivity Detector, TCD]

Jedan od najranije koriStenih detektora u GC,

mjeri promjene u toplinskoj provodljivosti plina nositelja u ovisnosti 0 sastavu ispitivane
smjese,

sastoji se iz izvora topline (tanke platinaste ili zlatne zice) Cija temperatura ovisi o termalnoj
provodljivosti okolnih plinova te dvaju detektora od kojih se jedan koristi kao referentni za plin
nositelj, dok drugi prati promjene toplinske vodljivosti do kojih dolazi tokom eluacije analita (tokom
eluacije dolazi do promjene u sastavu MF Cime se mijenja i toplinska vodljivost; posljedicno

dolazi do promjene otpora zice proporcionalno koncentraciji analita u plinu nositelju),

The TCD is a nondestructive, When the carrier gas is contaminated by
concentration sensing detector. A sample A | the cooling effect of the
heated filament is cooled by the flow of gas changes. The difference in cooling
carriergas. @ is used to generate the detector signal.
5 @& A
@ ‘e
g . . = ‘
o
Ll @ || A @
@ @A

4
(



» prolaskom plina preko izvora topline (zice) dolazi do apsorpcije topline te se Zica hladi,
« plin nositelj s rasplinutim uzorkom prolazi kroz jednu cCeliju (lijevo), dok plin nositelj bez uzorka prolazi

kroz referentnu Celiju (desno),
Sensors

. Heated metal block
Sensor filament

Reference filament

Carrier gas from column I T Reference flow of carrier gas

o 00
AL %0

« prolaskom plina nositelja preko zice gubitak topline je konstantan, dok gubitak topline izazvan
prolaskom plina nositelja s rasplinutim uzorkom ovisi o0 sastavu uzorka,

« razlika u koli€ini izgubljenje topline za plin nositelj i plin nositelj s uzorkom odgovara izmjerenom
signalu,

 prednosti: jednostavna uporaba, Siroka primjenjivost odn. univerzalnost (organski i
anorganski uzorci), ne unistava analizirani uzorak,

 nedostaci: slaba osjetljivost u odnosu na druge detektore, spor protok i ovisnost o

koncentraciji uzorka.



5.2. Plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame lonization Detector, FID)

NajSira uporaba u odnosu na ostale detektore,

uzorak se, nakon izlaska iz kolone, mijeSa sa smjesom zraka i vodika i zapali pri ¢emu dolazi

do pirolize (kemijske razgradnje) uzorka,

Sample Detection by
Flame lonization
lon Flow A
- REEERI:
. : I 1) 1l _.3:| |
; : ; ! I
(@ D:! E 50
'._'. "."-'-.I'-., -'_,.-'I-".-" I} H:.'dl"l:lgﬂl'i Detectar
N AL Flame

Capillary Column

veCina C-atoma (izuzev onih u karboksilnim 1 karbonilnim skupinama) sagorijevanjem stvaraju
radikale CH- iz kojih nastaju CHO* ioni i elektroni,
elektroni se skupljaju na sabirnoj elektrodi, a njihova se struja, proporcionalna broju C-atoma u

plamenu, mjeri ampermetrom,

prednosti: primjenjiv je za brojne organske spojeve zahvaljujuéi velikoj osjetljivosti,
odzivu, malom Sumu, te jednostavnoj izvedbi i rukovaniju,

nedostaci: uniStava uzorak.



5.3. Detektor apsorpcije elektrona

Plin nositel] prolazi preko radioaktivnog izvora koji emitira elektrone; emitirani elektroni ioniziraju plin
nositel] koji oslobada elektrone, a nastali elektronski snop privlia€i anoda €ime se generira struja,

ako u plinu nositelju nema organskih spojeva, izmedu elektroda se pojaviljuje stalna struja kao
posljedica ionizacije,

organski spojevi prisutni u plinu nositelju “hvataju” elektrone (npr. molekule s halogenim atomom koji
ima 7 elektrona u vanjskoj ljusci ili organske molekule s elektronegativnim funkcijskim skupinama),

Sto rezultira redukcijom struje izmedu sabirne anode i katode,

anode (+)

carrier
gas out

carrier
gas in

— N —

cathode (-) p-emitter

prednosti: visoka selektivnost i osjetljivost prema organskim molekulama s elektronegativnim
funkcijskim skupinama, pogodan za odredivanje kloriranih pesticida,
nedostaci: ne moze se primijenjivati za detekciju amina, alkohola i ugljikovodika, potencijalno

Stetan (radioaktivan).
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6) Tekucée stacionarne faze u GLC

« Tekucéa SF vezana je ili adsorbirana na povrsini kapilarne kolone ili na Inert Solid Support ~_|

c¢vrstom nosacu unutar punjene kolone, 'O
_Sm_lionmy Phase O
« pozeljna svojstva tekuéih SF: e L

The liguids can be

o niska hlapljivost (vrelisSte teku¢ine moralo bi biti barem changed depending
on the mixture being
100 °C vise od radne temperature kolone), tested.

- termalna stabilnost,

- kemijskainertnost, ﬁ
- faktor kapaciteta i1 diferencijalna brzina gibanja za
Mohil_e _F’Imse
sastojak koji se odjeljuje mora biti u pogodnom podruéju, Gas Chﬂef;;a;l';g;;mp'e

GLC je uspjeSna samo ako izabrana SF daje razliCite omjere raspodjele za razliCite analizirane sastojke,

preveliki omjeri raspodjele su nepovoljni jer se troSi previSe vremena za analizu, a uz premale omjere

raspodjele ne dolazi do potpunog odjeljivanja sastojaka,

optimalno vrileme zadrzavanja u koloni podrazumijeva da analizirani sastojci pokazuju odredeni stupanj

sli€nosti (topljivosti) sa SF po principu ,sli¢no otapa sli¢no”,

polarnost SF mora odgovarati polarnosti sastojaka uzoraka, te u tom slu€aju redoslijed eluacije ovisi 0

vreliStu sastojaka,

polarne SF sadrze —CN, —CO i —OH i poliesterske skupine, a polarni spojevi su eteri, ketoni i aldehidi,

nepolarne SF su bazirane na ugljikovodicima i dialkil-siloksanima, a nepolarni spojevi su zasi¢eni ugljikovodici.



* ovisnost retencijskih vremena spojeva razliCite polarnosti o polarnosti SF: polarniji sastojci smjese (3, 6 1 9) jaCe
se vezu za polarnu SF usljed ¢ega se produljuje njihovo vrijeme zadrzavanja na koloni (desni kromatogram);

polarni se sastojci smjese brze eluiraju s kolone s nepolarnom SF-:

bl i - :
228 ' H
(a) N
Boiling
Solvent Compound point (°C)
1 | Acetone 56
] 2]| Pentane 36
Propanol 97
] e |_4 | Methyl ethyl ketone 80
& 5 5]| Hexane 69
S '1 4 L&l| Butanol 117
= ‘ - 7 | 3-Pentanone 102
g ) I g 1 8|| Heptane 98
3 'l }4 3 4 epta
g 7 2 Pentanol 138
| . 7 10}/ Octane 126
9
"y A } !
\ 6 4
—Ju L JU k L _A
| | | | | | | | |
2 B 6 2 4 6 8 10 12 14 16 {
Time (min) Time (min)
POLAR
NONPOLAR

alkanes (nonpolar) are better separated on the nonpolar column
— depending on boiling point

+ alcohols (polar) are more retained on the polar st. phase




* SF koje se najcesSce koriste u GLC

atructure Polarity Temperature range
-
TO—35i ﬂ—ﬂli—— =0 Nonpolar —60° to 360°C
CHs x = (L03 Nonpolar =60° o 360°C
' x =10.35 Intermediate polanty 0° to 300°C
x = (1L65 Intermediate polarity S0° 1o 370°C
e - T = =] X
{Daphenyl) (dimethyl), _ , polysiloxane
{(I:HEJJCH—‘ [ (l:'HJ
—?i J \- U—Sli Intermediate polarity —207 1o 280°C
(Cyanopropylphenyliy
idimethylly g, polysiloxane
-FCH,CH l—ﬂ}" Strongly polar 407 1o 250°C
Carbowax
{polvethylene glycol)
':'-'-l:Hz:'jEN—‘ |V ((FH:]'.%CN
—5i O—351
| | Strongly polar 0° 10 275°C
(CH2):CN - CeHs

( Biscyanopropylly -

(cyanopropylphenylly, , polysiloxans



Nepozeljna adsorpcija analita na nosacC:. tokom plinsko-

kromatografske analize polarni

polarizabilni

sastojci

adsorbiraju se na povrsini ¢vrstog nosaca uzrokujuci javljanje

nepravilnih pikova; za adsorpciju su odgovorne silanske

skupine na povrsini dijatomejskog silikata koje jako privliaCe

polarne organske molekule i nastoje ih zadrzati adsorpcijom,

OH

OH OH OH

O O O
\S'i/ \S‘i/ \S‘i/ \S‘i/

| | |

hidrolizirana povrsina silikata

cvrsti se nosaC moze deaktivirati silanizacijom s dimetilklorsilanom; ispiranjem s MeOH klorid se

zamijeni s metoksi-skupinom

CH,

CH,

CH,

H | P :
—Si—OH + CI—Si—C] ——> —Si—0O0—S1—C(l]
N | R |

CH,

CH,OH
[ A

e |CH3 )
O—Sli—OCH3
. o




7) Primjena plinsko-tekuéinske kromatografije

Dvostruka funkcija: odjeljivanje sastojaka smjese i kvalitativna identifikacija,

GLC, u odnosu na veéinu spektroskopskih metoda, prilicno je ograniCena u smislu kvalitativhe
analize (koristi se za odredivanje neCisto¢a u organskim spojevima - oneciS¢enja se pojavljuju
kao dodatni pikovi),

taj se nedostatak nastoji previadati kombiniranjem GLC s IR, NMR ili MS (spregnute metode).

3. Injector
1. Gas supply AE
GC | _
MS 8. Interface Separative ‘ Sample inlet
11. Control electronics Detector Technique || J
m N\ 000000
ere ' HP =5 Detetnztlor
alaln s - amplifier
9. Detector 8. Mass analyser 7. lon source
ooo
Pump | 10. Vacuum system L ol

2. Pneumatic controls



« GCO (sprega plinske kromatografije i olfaktometrije, gas chromatography-olfactometry): analitiCka
metoda koja uz standardni detektor koristi i ljudski nos kao detektor; kombinacija instrumentalne i

senzorske analize,

aroma detection of single aroma compounds
sample and their odor characters

Sensory description

--------- - buttery L 8%

Sniffing malty |
port : WP

. I> florasl M

Electronic signal

-

MS #”

@,
KAy




tentativna identifikacija nepoznatih spojeva:

Mixture of known compounds
= , . crance cane
S 1.6 min =R Decane
a Hexane
o
GC Retenuon Time on Carbowax-20 (min)
'y
b
- Unknown compound may be Hexane
% 1.6 min=RT
& 6 min=

: - : —>
Retention Time on Carbowax-20 (min)

kotinin (COT), metabolit nikotina, koristi se kao
biomarker za izloZzenost pasivnih pusaca

duhanskom dimu,

800000 CcOoT Smoker

- THOC
400000 -

Relative Intensity

a0 40 50 60 70 80
Nﬂr‘lﬁl‘l‘lﬂkﬂl“
300000

200000-
100000 l l

Relative Intensity

30 40 50 60 70 80
Retention Time (min)

Allena J. Ji et al, A New Gas Chromatography—Mass
Spectrometry Method for Simultaneous Determination of
Total and Free trans-3’-Hydroxycotinine and Cotinine in the
Urine of Subjects Receiving Transdermal Nicotine, Clinical
Chemistry 1999, 45, 85-91.



« GC-analiza hlapivih spojeva u gradskom zraku

Peak
label

Detector response

Boiling point Peak Boiling point
Name Mass ("C}) label Name Mass ("C)
Ethane 300694 —88.6 13 Isopentane 721498 30
Ethylene 28.0536 —103.7 14  n-Pentane 721498 36.1
Propane 44 (962 —42.06 15 trans-2-Pentene 70.134 37
Propylene 42.0804 —47.4 16 3-Methyl-1-Butene  70.134 20
Isobutane 58123 —11.7 17 1-Pentene 70134 30
n-Butane 58.123 —0.45 18 cis-2-Pentene 70134 37
Acetylene 26.0378 —28.1 (sublimes) 19  22-Dimethylbutane 86.1766 49.7
trans-2-Butene  56.1072 0.88 20 2-Methylpentane 86.1766 62
1-Butene 561072 —6.1 21 2.3-Dimethylbutane 86.1766 58
Isobutene 56.1072 —6.9 22 Isoprene 68.1182 M
cis-2-Butene 56.1072 3.7 23 4-Methyl-1-Pentene  84.1608 54
Cyclopentane  70.134 49 24 2-Methyl-1-Pentene  84.1608 62
13
5 \
|
l 4 23
| ? 14 22
2
| < | T . ‘ 20,21 f
10 |
16 | 124
| 3 112 L 1517 ol 2
il I 1 e 1N 'JIE". b
—_— et Iw.l"\,..l"‘*- —'l — _ |I -\.Ii-‘,l — ..u'...“-."l'ﬁ-. 1I"-'-_ _.-"_-'-J""J'— AL - 7
' T ' T ' T ' T
10 20 30 40

Time (min)



Primjena plinske kromatografije u analizi hrane

4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500

Number of Papers in PubMed

1000
500 -

GC HPLC GC HPLC
1969-1979 1980-1990
Years

GC HPLC
1991-2001

S. J. Lehotay, Application of gas chromatography in food analysis, Trends in analytical chemistry 2002, 21, 686.

aromalflavor
0 vitamins
Scarbohydrates
lipids

Hamino acids

® jrradiation

@ packaging

H nitrosamines
Oadditives

H toxins

Bdrugs

Blenv. contaminants

M pesticides
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Kromatogram visokofruktoznog sirupa

Kromatogram soka od

visokofruktoznim sirupom

jabuke s dodanim

N. H. Low et al, Identification of Hydrolyzed Inulin Syrup and High-

Fructose Corn Syrup in

Apple Juice by Capillary Gas

Chromatography, Journal of AOAC Intenational 2001, 84, 486.



« prema direktivama EU neke tvari arome
biljnog podrijetla podlijezu ograniCenjima
zbog moguce toksiCnosti (estragol, safrol

eugenol-metil-eter),

2,5
5
> - —
3 -
2,0 - g H
i , H
I £
— & =
g
154 |2 S
. < i |
7
H
1,0 - s
s LI . -
15,0 16,0 17.0 18,0 19,0 20,0 21,0 220 23,0

Fig. 3. Gas-<chromatogram (GC-FID) of the standard solutions.

Time (minutes)

F. Siano et al, Determination of estragole, safrole and eugenol methyl ether in

food products, Food Chemistry 2003, 81, 469.

T
[=]
=
20,0 1
} G—-Eslmgola 16,55
150 - ‘
2 34ﬂethylphenllammm (1.5.) 15,46
10,0 I
|
|
|
| |
5,0 ’ |
|
-
U | |I L]"j ” ll " |] ‘ ﬁh} 22,03
) “Ll'll_u_ﬁ_w e ‘ ..l“ AN “_J]J M A ’,1,\_,}_.\.“ "'L ot
0,0 T T ! L
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 250 601
Time (minutes)
Fig. 4. Gas-chromatogram (GC-FID) of a “Pesto™ sauce SDE extract.
]
S |
20,0 |
|
15,0 |
10,0 A
3-methylphenylacetate {1.5.) 15,46
|
50 - ‘ !
I
‘ ! l ] | | ﬁol» 1908 | |
Al -l Il el
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Fig. 5. Gas-chromatogram (GC-FID) of a “Vienna™ sausage SDE extract.

Time (minutes)



« zamjenom masnoc¢a sa sezamovim uljem utjeCe se na okus i kvalitetu keksa,

« masno-kiselinski profil keksa s 50% sezamovog ulja je poboljSan; 2,4 puta smanjen je udio

palmitinske kiseline i 5,9 puta povecan je udio esencijalnih masnih kiselina,

A mvi 9

20 - h /
. L o 12 laurinska kiselina,
° q = . . - -
B ﬁ - o 14 miristinska kiselina,
S 10+ A ]

o 16’ palmitinska kliselina,
5 J - 16.1’ palmitoleinska kiselina,
. S o S e o 18 stearinska kiselian,
Y e - .
keksi pripravljeni s margarinom _ o
o 18.1° oleinska kiselina,
B

15 4 o 18.2" linoleinska kiselina
> 10 4
o
o
=
o
> 4

z [—]
0 - -—
0 s 10 1%
keksi u kojima je margarin zamijenjen sezamovim uljem

M. Sowmya et al, Effect of replacement of fat with sesame oil and additives on rheological, microstructural, quality characteristics and fatty acid profile of

cakes, Food Hydrocolloids 2009, 23, 1827.



* Prenosivi plinski kromatograf (mini GC):

o koristi zrak kao plin nositelj,
o brzaanaliza,

o jednostavno koristenje,

- analiza alkohola, aldehida, aromatskih ugljikovodika, karboksilnih kiselina, ketona, estera, etera i
nitrila.




INFRACRVENA SPEKTROSKOPIJA
(1. seminar)



" Polozaj  apsorcijskih  maksimuma

vezanih atoma

= Jaca veza i vezanih

manja  masa

apsorpcije, odn. signal je pomaknut u vise polje

C—C, C—0, C—N 1300 — 800 cm™*

C=(C, C=0,C=N, N=0 1900 — 1500 cm'?

C=(C, C=N 2300 — 2000 cm™?

C—H, O—H, N—H 3800 — 2700 cm™?

odreden je jakoSéu veza i

atoma  uzrokuju  visu

Mmasom

frekvenciju

} podrucje otiska prsta

, podrucje funkcijskih
skupina
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