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Zadatak zavrS$nog rada

e Razvoj analiticke metode za kvalitativno odredivanje glutationa koriStenjem

tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti spregnutom s detektorom s nizom
dioda



SAZETAK

Glutation (GSH) je intracelularni antioksidans. Tripeptid je glutamata, cisteina i glicina.
Poznat pod kemijskim nazivom kao y-glutamilcisteinilglicin. Naziv po IUPAC-u: (2S)-
2-amino-4-[[(1R)-[(karboksimetil) karbamoil]-2-sulfaniletil] karbamoil] butanoi¢na
kiselina. Glutation ima razne fizioloSke funkcije medu kojima je najistaknutija njegova
antioksidacijska uloga zastite stanice od slobodnih radikala i reaktivnih kisikovih vrsta,
zbog Cega je prisutan u skoro svim stanicama. Ovaj rad opisuje razvoj metode za
kvalitativno odredivanje glutationa pomocu tekucinske kromatografije visoke

djelotvornosti spregnute s detektorom s nizom dioda.



SUMMARY

Glutathione(GSH) is a intracellular antioxidant, tripeptide of glutamate, cisteine, and
gycine, chemically known as y-glutamilcisteinilglicin. Its IUPAC name: (2S) -2-amino-
4-[[(1R)-[(carboxymethyl) carbamoyl]-2-sulfanylethyl] carbamoyl] butanoic acid.
Glutathione has diverse physiological functions, the most prominent one being his
antioxidant role in protecting the cell against free radicals and reactive oxygen species,
hence is present within almost every cell. This paper describes the development of a
method for qualitative determination of glutathione via high performance liquid

chromatography coupled with a diode array detector.
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UvOD

Glutation

Glutation(GSH) je unutarstani¢ni tiol, tripeptid glutamata, cisteina i glicina, poznat pod
imenom (L-y-glutamil-L-cisteinilglicin). Molekulska formula spoja je C10H17N3OsS, a
molarna masa mu je 307,32 g mol™. Naziv mu po IUPAC nomenklaturi glasi {(2S)-2-
amino-5-[(2R)-1-(karboksimetilamino)-1-okso-3-sulfanilpropan-2-ilJamino}-5-

oksopentanoi¢na kiselina. Pri standardnim uvjetima je u krutom stanju, a temperatura

taliSta mu iznosi 195°C.!

Slika 1.2 Glutation

Prisutan je u svim tkivima gdje stiti stanicu od oksidacijskog djelovanja slobodnih
radikala i reaktivnih kisikovih vrsta. Konjugira se sa ksenobioticima i endobioticima u
detoksifikacijskim reakcijama, $to pridodaje njegovoj vaznosti kao detoksifikacijskog

sredstva.®



Sinteza

Za sintezu glutationa potrebne su dovoljne koli¢ine glutamata, cisteina i glicina koje
unosimo prehranom. Cistein se moze sintetizirati iz metionina, druge aminokiseline koja
takoder sadrzi sumporov atom, i serina, koji izlazi iz reakcijskog slijeda kao homoserin

(serin sa dodatnom metilenskom skupinom).*

$—CHa s
CHz ATP PP, P, ’C‘J CH NH,—CH—COOH
CHy M 2, sam - - CHz + CH;
NH;—CH—COOH > NH, —CH—COOH OH
Metionin CHs Homocistein Serin
Adenozin Cistationin
sintaza H0
SH Cistationin |
| R
CHy liaza C,:H2 $—CH;,
. .
Homoserin + NH, —CH—COOH i \ = g:z é NH;
Cistein 3 H‘/ H-0 2—CIOOH
Cistationin

Slika 2.° Sinteza cisteina iz metionina

Sinteza glutationa odvija se u citosolu stanica. Prvo se L-glutamat kondenzira s L-
cisteinom u y-L-glutamil-L-cistein. Reakciju katalizira glutamat cistein ligaza uz
prisutstvo ATP-a. Zatim se glutation sintetazom fosforilira y-glutamilcistein dajuéi
enzimski vezani y-glutamilcisteinilfosfat, koji se nakon supstituiranja fosfatne skupine s
glicinom odvaja s enzima kao glutation. Mehanizmom povratne sprege sprijecena je

prekomjerna proizvodnja glutationa.*
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Slika 3.5 Sinteza GSH

Glutation moze postojati u dva oblika, reduciranom (GSH) i oksidiranom (GSSG). Sadrzi
sulfhidrilnu skupinu koja dolazi od aminokiseline cisteina, ¢iji atom sumpora je
nuklofilan i napadat ¢e konjugirane elektrofilne akceptore. Unutar stanice ¢e reducirati
proteinske disulfidne veze do cisteina, reducirati reaktivne kisikove vrste i slobodne
radikale, pri ¢emu prelazi u svoj oksidirani oblik glutation disulfida (GSSG). U veéoj
mjeri se nalazi u reduciranoj formi pogodnoj za gasenje oksidacijskih pozara, jer ga iz
oksidiranog u reducirani oblik prevodi glutation reduktaza, koja je eksprimiranija za
vrijeme oksidacijskog stresa.*

Glutation reduktaza je flavoproteinski enzim kojemu NADPH sluzi kao izvor elektrona,
kojim je opskrbljen pentoza fosfatnim putom.” Glutation peroksidaza katalizira reakciju
oksidacije glutationa. Na slici 4. supstrat glutation peroksidaze je uz GSH vodikov
peroksid, no mogu biti i organski peroksidi posto je glutation peroksidaza opéenit naziv
za enzimsku obitelj s peroksidaznom aktivnos¢u.® Enzimu je potreban selenij da bi bio

funkcionalan, zbog ¢ega moramo unositi u organizam hranu bogatu selenijem.® Izvori su



biljnog i Zivotinjskog podrijetla, a to su tuna, svinjetina, piletina, banane, mango, papaja,
gambori, gljive i ostalo.!® Omjer koli¢ina GSH naspram GSSG unutar stanice esto se

koristi kao mjera stani¢ne toksi¢nosti. U veéini stanica 0dnos je veéi od 500.4

H,0 Y GSSG —-\\/-— NADPH

Glutation Glutation
peroksidaza reduktaza

-H_.D,——/\\— e N NADP

Slika 4.GSH-GSSG

Osim $to gasi oksidacijske pozare u stanici, glutation se moze konjugirati s toksinima,
¢ine¢i ih polarnijima. Na taj nacin sudjeluje u njihovom uklanjanju iz organizma.
Glutation S-transferaze (GST) su enzimi koji kataliziraju reakcije konjugacije glutationa
s elektrofilnim ksenobioticima i endobioticima s ciljem da ih prevedu u oblik topiviji u
vodi. Pi, mi i alfa GST su izoenzimi, klase glutation transferaza koji se dodatno
eksprimiraju kod razvoja tumora i bolesti.* Neki supstrati izravno stupaju u reakciju dok
je neke potrebno prethodno transformirati u elektrofilne metabolite. Shematski prikaz

konjugacije glutationa je prikazan naslici 5 .
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Slika 5.1 Shema konjugacije glutationa sa ksenobioticima

Najvise GST-a ima u citosolu hepatocita, gdje se i odvijaju biotransformacije
ksenobiotika. U ostalim tkivima su prisutni u manjim koli¢inama. Konjugacijom GSH sa
potencijalno toksi¢nim ksenobioticima izbjegava se njihovo vezanje na proteine, DNA
ili RNA $to bi uzrokovalo znatna o$tecenja stanice.* Pi klasa GST-a su prekomjerno
eksprimirani kod odredenih stanica raka, sugerirajuci da ti tumori mogu biti ciljani sa
predlijekovima koji se aktiviraju s eksprimiranim enzimom. To zna¢i da bi Glutation S-
transferaza pi mogla imati primjenu u antitumorskoj terapiji'?. Slika 6. prikazuje
konjugaciju glutationa sa JS-K(O?-(2,4-dinitrofenil)-1-[(4-etoksikarbonil)piperazin-1-
illdiazen-1-on-1,2-diolat) koji se koristi kao kemoterapeutik. Navedeni spoj donor je
dusikovog(Il)oksida, koji sluzi kao medijator raznih bioloskih procesa. Neuroprijenosnik

je za kojeg istrazivanja pokazuju da moZe promovirati ili suzbiti razvoj tumora.'3

(o}
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@

N\.Nlé
| NO,
N\o
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GSH NO;
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A~
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k/"“
NO,
GS
NO,
DNP-SG

Slika 6.1* Prikaz nukleofilnog napada glutationa na JS-K, oslobadaju¢i NO

Visoka citosolna koncentracija GSH u specifi¢énim tkivima omogucava im da sluze kao
biomarkeri za lokalizaciju i prac¢enje razvoja ozljeda karakteristicnih stanica. Tako je za
hepatocite sa visokom koncentracijom aGST i1 serumskim aGST otkriveno da su

indikatori ozljede jetre kod transplantacije.’®



Glutation igra ulogu u eliminaciji Stetnih metaboli¢kih nusproizvoda kada se uzimaju
analgetici i antipiretici kao $to je paracetamol. Parecetamol je spoj koji u velikim dozama
moze uzrokovati oSteCenje jetre i bubrega. N-hidroksilacija paracetamola enzimima
citokroma P450 rezultira proizvodnjom N-acetil-p-benzokinona. Spoj se veze na proteine
U organima, rezultiraju¢i promjenom njihove funkcije. Redukcijom N-acetil-p-
benzokinona s oksidiranim glutationom vraca se u paracetamol. Konjugacija glutationa
moze vratiti aromati¢nost reaktivnom metabolitu, tj. dodatkom glutationa na dvostruku
vezu. Krajnji rezultat ove kemijske reakcije je merkapturna kiselina, koja se eliminira iz
tijela urinom. U slucaju trovanja paracetamolom koli¢ine glutationa u stanici su

snizene.1®

paracetamol H
NY
Y
HO

N-hidroksilacija
potpomognuta
s enzimima

citokrom p

]
NAPQI N GSH konjugacija 5
LIT — 00T
——
(@)
(@) < l o

HO
GSH

Toksi¢na reakcija s proteinima

ili nukleinskim kiselinama

Slika 6.17 Uloga glutationa u metabolizmu paracetamola

Poremecaji
Prema istraZivanjima, poremecaji u metabolizmu glutationa (GSH) povezani su s nizom
bolesti, uklju¢ujuéi ocne bolesti, dijabetes, kardiovaskularne bolesti, cisticnu fibrozu,

astmu, kroni¢nu opstruktivnu pluénu bolest i neurodegenerativne poremecaje poput



Alzheimerove i Parkinsonove bolesti . Pacijenti s HIV-om s niskim razinama glutationa

imaju poveéan rizik od bolesti povezanih s disfunkcijom imunoloskog sustava.'®

Kromatografija

Kromatografija je analiticka tehnika odvajanja tvari na temelju njihove razli¢ite

raspodjele izmedu pokretne ili mobilne i nepokretne ili stacionarne faze.

Kromatografske tehnike mozemo odijeliti na temelju viSe parametara, a postoje 3 podjele.

Podjela s obzirom na agregatno stanje pokretne faze:

% Plinska kromatografija — pokretna faza je inertni plin npr.Ar, He, N2 a
nepokretna faza je nehlapljiva tekuéina nanesena s unutarnje strane kolone ili
adsorbirana na kruti nosac¢ koji je nanesen s unutarnje strane kolone

% Tekuéinska kromatografija — pokretna faza je tekucina male viskoznosti, a
nepokretna faza je u obliku finih €estica odredenih dimenzija i kemijskih svojstava
koje ispunjavaju kolonu

% Fluidna kromatografija pri superkriti¢cnim uvjetima — pokretna faza je gusti

plin(npr. CO2) pri uvjetima iznad svoje kriticne temperature i tlaka
Podjela s obzirom na nacin ostvarivanja kontakta izmedu pokretne 1 nepokretne faze:

% Kolonska kromatografija — nepokretna faza nalazi se u koloni tj. uskoj cijevi
kroz koju prolazi pokretna faza uz pomo¢ gravitacije ili tlaka
% Plosna kromatografija — nepokretna faza je kromatografski papir, a pokretna

faza je tekuca. Dijele se na papirnu ploSnu i tankoslojnu kromatografiju

Podjela s obzirom na prirodu ravnoteze izmedu pokretne 1 nepokretne faze:



% Razdjelna kromatografija — Pokretna faza moze biti plin ili tekucina.
Nepokretna faza je tekuc¢ina adsorbirana na Cvrsti inertni nosac, uspostavlja se
ravnoteza izmedu dva fluida

% Adsorpcijska kromatografija — nepokretna faza je u ¢vrstom stanju, pokretna
faza je plin ili tekucina. Ravnoteza se uspostavlja izmedu fluida i povrSine
nepokretne faze

% Afinitetna kromatografija — sli¢na adsorpcijskoj, na krutoj nepokretnoj fazi
nalaze se razli¢ite funkcijske skupine s definiranim prostornim rasporedom

% Kromatografija isklju¢enjem — nepokretna faza je molekulsko sito, materijal s
porama definiranih dimenzija, a pokretna plin ili tekucina. Odjeljivanje je
temeljeno na razlici molekulskih masa i volumenu

% Kromatografija ionskom izmjenom — nepokretna faza je najcesc¢eionska smola,

a pokretna je tekuc¢ina. Odjeljivanje je temeljeno reakcijama ionske izmjene

Visokodjelotvorna tekuéinska kromatografija (HPLC)
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Slika 7.1° Shema HPLC uredaja

Obzirom na prijasSnje podjele kromatografije HPLC bi spadao pod tekuc¢insku, kolonsku
i razdjelnu kromatografiju. Osnovni dijelovi uredaja su prikazani na slici 7, a to su

rezervoar za otapala pokretne faze, pumpa, injektor uzorka, kolona za odjeljivanje i



detektor. Otapala moraju biti visoke Cistoce, oslobodene Cestica i plinova. Prilikom
mijenjanja otapala provodi se otklanjanje plinova i suspendiranih ¢estica pod vakuumom.
Pumpe sluze za potiskivanje smjese otapala za mobilnu fazu pod visokim tlakom
(max15Mpa) i odredenim protokom Kroz stupac do kolone(0,1-1mL/min).%°

Sprica unosi uzorak u sustav za injektiranje(petlju), koji je pod tlakom. Preko njega se
unosi uzorak u tok pokretne faze do kolone tako da prebacivanjem ventila struja otopine
pokupi uzorak. Prije kolone bi bilo pozeljno postaviti predkolonu, ¢ija bi uloga bila da
produlji vijek trajanja kolone.

PUNIJENJE

INJEKTIRANJE

= UKOLONU

/.
&= |
1\_,/ ™ 1zpumpe 1\_ = zpumpe

OTPAD OTPAD

_- UKOLONU

|

Slika 8.2 Petlja

Kolonai ¢estice kojima je punjena su strogo definiranih dimenzija, pomocu kojih se moze
procijeniti djelotvornost odvajanja u koloni. Cestice su najéesé¢e od silikagela koji je
presvucen sa teku¢om nepokretnom fazom. Zbog finoce raspodjele Cestica u koloni ima
mnogo mjesta za medudjelovanje spojeva. Iz tog razloga protok otopine mora biti
dovoljno visok kako bi otopina prosla kroz kolonu a ne ju za¢epila. Komponente uzorka
se odjeljuju temeljem razli¢itog afiniteta prema nepokretnoj fazi i dolaze u razlicitim
vremenima do detektora, nakon kojega odlaze do spremnika za otpad.

Detektor ima ulogu detekcije komponenti nakon $to izadu iz stupca. Detektor moze pratiti
znacajke mobilne faze pa neizravno dokazati prisustvo analita promjenom mjerenih
veli¢ina(indeks loma svjetlosti, elektri¢na vodljivost), ili mozZe direktno pratiti znacajke
analita(apsorpcija u vidljivom i ultraljubic¢astom podrucju zracenja, fluorescencija, struja

na elektrokemijskom ¢lanku).?!



Kromatografski parametri

Temperatura, pH, tlak i volumen mobilne faze su parametri koji se optimiziraju tokom

razvoja metode.

Kromatogram je graficki prikaz rezultata kromatografskog postupka, ispis je bilo koje
funkcije koncentracije analita u ovisnosti o vremenu i volumenu eluacije. Kromatogram

je koristan za kvantitativnu i kvalitativnu analizu.

lRA
= tRB
£
‘&
.g ’ ‘i
‘ A
i Vha, ha
i B
hg
/\ /" — /' ) S
WHE i WhA

vriieme

Slika 9. Shematski prikaz kromatograma uzorka sa dvije komponente
tm predstavlja nezadrzano vrijeme, tr ukupno vrijeme zadrzavanja, h je visina

kromatografske krivulje, w je Sirina kromatografske krivulje u osnovici

Polozaj kromatografske krivulje koju nazivamo pik (od engl. peak) koristi se za
identifikaciju tvari (sadrzi kvalitativnu  informaciju), a povrSina ispod pika je

proporcionalna koncentraciji komponente u uzorku (kvalitativna informacija).
Najvazniji kromatografski parametar je vrijeme zadrZavanja.

Nezadrzano vrijeme, tm (engl void time)je vrijeme potrebno komponenti mobilne faze

koja se ne zadrzava na koloni za odjeljivanje da prode kroz kolonu.

Ukupno vrijeme zadzavanja, tr (engl retention time) je karakteristicno za svaku
komponentu, a predstavlja vrijeme od injektiranja uzorka u kolonu do maksimalnog

odziva komponente.

10



Prilagodeno vrijeme zadrzavanja , t;' (engl adjusted retention time) predstavlja vrijeme
koje je komponenta provela vezana za nepokretnu fazu, a raCuna se oduzimanjem

nezadrzanog vremena od ukupnog vremena zadrzavanja.
t' =1t -t

h je visina kromatografske krivulje, a w Sirina kromatografske krivulje u osnovici.
Njihovom integracijom dobije se povrSina ispod pika i samim time koncentracija

komponente.

Faktor zadrzavanja je parametar kojim se opisuje brzina gibanja analita u koloni. govori
nam koliko je puta zadrZana komponenta bila dulje u koloni od nezadrzane komponente
mobilne faze, a predstavlja afinitet zadrzane komponente za vezivanje za nepokretnu

fazu. Sto je veéi, komponenta se dulje eluira iz kolone.

K =—

tm

Faktor odjeljivanja predstavlja omjer faktora zadrzavanja dviju komponenata u uzorku.
Komponente se mogu medusobno razdvojiti ako imaju razlicite faktore zadrzavanja. Ako
je faktor odjeljivanja veci od 1 onda mozemo reéi da su odvojene, zato komponenta sa
veéim faktorom zadrzavanja mora biti u brojniku.

k2r
o=—
k1

Uspostavljanje ravnoteze izmedu nepokretne i pokretne faze izrazava se pomocu
teorijskih tavana. Teorijski tavani su virtualni pojam koji predstavljaju broj mogucih
odjeljivanja u koloni. Sto je vie tavana to su nizi, a pikovi ée biti i uzi. Pomoéu njih se
opisuje djelotvornost kolone za odjeljivanje. Broj teorijskih tavana na istoj koloni ne mora

biti isti za razli¢ite analite.
N =2, ili N = 16X (t—r)?
H w
N je teorijski broj tavana, L duljina kolone, a H visina teorijskih tavana

Razluéivanje je stupanj odjeljivanja dva susjedna pika kromatograma. Sto je razlugivanje
veée to je odjeljivanje dvaju komponenti uspjesnije. Definirano je kao omjer razlika

zadrZavanja komponenti i prosje¢ne Sirine pika na baznoj liniji.
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S=

2(tr2 - tr1)

w1l + w2
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Materijali i metode

Metoda je razvijena po uzoru na istrazivacki ¢lanak ,,A Simple HPLC-UV Method for the
Determination of Glutathione in PC-12 Cells” od Raju N. Appala, Sridevi Chigurupati,
Raju V. V. S. S. Appala, Kesavanarayanan Krishnan Selvarajan, i Jahidul Islam

Mohammad.

Popis koriStenih kemikalija
o Reducirani L-glutation (Sigma-Aldrich, SAD)
o Ellmanov reagens, DTNB ili 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢na kiselina (Aldrich,
SAD)
o Acetonitril ili metilcijanid HPLC razreda

o

Fosforna kiselina 20mmol pKa =2,5
o Ultra ¢ista voda HPLC razreda
Metanol HPLC razreda

O

Popis koriStene opreme
o Analiticka vaga
o Mehanicke pipete
o HPLC-DAD uredaj — Ultimate 3000 (Thermo Scientific, SAD)

o Ultrazvucna kupelj

Priprema standarda

GSH koncentracije 2 mM pripremljen je vaganjem 61,5 mg GSH. Prenesen je u odmjernu
tikvicu od 100 mL koja je nadopunjena do oznake sa ultra ¢istom vodom. Zatim je
razrijeden do koncentracije 0,1 mM premjestanjem alikvota od 0,5mL prvotne otopine u

epruvetu, u koju je dodano jos§ 9,5 mL ultra Ciste vode.

0,5mM DTNB pripremljen je vaganjem 19,8mg DTNB-a koji je otopljen u 100 ml

metanola.
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Reducirani glutation je deriviran sa DTNB-om, koji je reagens za dokazivanje tiolnih

skupina. Reakcijom je glutationu na sulfhidrilnu skupinu dodan kromofor koji apsorbira

pri 280 nm.
NO,
HOOC
B NH O OH
| NO, Slelr H -
pill - V3 ;
o HOOC Ay Y\/\r/‘\ N/&U
NH, H\)’\ ot s | OH o H
0 N = > e+ 3
M N™ 0 S <
\?m | H | $ COOH
S
HS N SH R
{ Z
S g NO
COOH
NO,
Glutation . .
DTNB 2-nitro-5-merkaptobenzoi¢na Glutation dimer

Kislina NMB

Slika 10. Reakcija GSH sa DTNB

0.5mL otopine GSH pomijesali smo sa 0.5mL otopine Ellmanovog reagensa u plasticnoj
epruvetici od 2mL i stavili ju na ultrazvu¢nu kupelj da se grije 30 min na 60°C kako bi

dopustili reakciji da se odvije.

REZULTATI | RASPRAVA

Detektor

Maksimalni odziv dimera je pri valnoj duljini od 320 nm, ali smo radi uklanjanja
interferencija 1 boljeg odnosa signala i Suma odabrali mjeriti na valnoj duljini od 280 nm,
iako je pomocu detektora s nizom dioda moguce i nakon zavrSenog mjerenja dobiti

podatke o apsorpciji na bilo kojoj valnoj duljini koju diode mogu detektirati.
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Slika 11. Detektor s nizom dioda

Kolona za odjeljivanje

Oksidirani dimerni oblik glutationa je nepolarniji od reduciranog koji je dosta polarniji.
Kolona za odjeljivanje koju smo Koristili tokom mjerenja je Accucore C8, (Thermo
Fischer, SAD), koja se preporucuje za odjeljivanje analita koji su umjereno hidrofobni.

Promijer joj je 2,1 mm, a duljina 50mm. Cestice kojima je punjena su promjera 2,6pm.

Hidrofobnost

Cestice 2.5 um

Slike 12. Accucore C8 kolona — a)shema svojstava b) postavljena na HPLC

Parametri HPLC metode
Volumen injektiranja bio je 50 pL.
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Protok i gradijent mobilne faze prikazani su u tablici 1. Eluens A je fosfatni pufer, a

eluens B acetonitril. Protok smo odrzavali konstantnim od 1mL/min jer bi mijenjanjem

protoka doslo i do promjene tlaka u koloni, zbog ¢ega moze do¢i do oStecenja kolone.

Tablica 1. Protok i gradijent mobilne faze

Vrijeme —min

Protok - mL/min

% eluens A

% eluens B

0.0 1 85 15
8.0 1 60 40
9.0 1 20 80
9.1 1 85 15
9.6 1 85 15

Slika 13. Prikaz gradijenta s korisnickog sucelja. Zelena boja predstavlja udio

acetonitrila tokom mjerenja, a Zuta fosfatni pufer. Plava linija oznacava protok koji je

odrZavan konstantnim tokom cijelog mjerenja (1mL/min)

Buduc¢i da je koristena kolona napravljena za rad pri pH 2, a fosfatnom puferu je pKa 2.5,

radi zaStite kolone od prekomjernog protoniranja silikata i taloZenja soli na njemu (iako

se kolona uvijek ispire pogodnim otapalima pri kraju analize) nije pove¢an gradijent

fosfatnog pufera do 100 %. U slucaju da je povecan, 1 postepeno smanjen, moguce je da

bi NMB bio eluiran nakon nekog vremena a ne na po¢etku mjerenja skupa sa otapalom,

zbog Cega je oteZzano njegovo prepoznavanje, ali NMB nam nije od interesa u ovom radu.
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DTNB

GSH

Slika 14. Kromatogram pri 280 nm oznacen sa spojevima

Eclipse-a, a kolona rada je od Thermofischera, obje firme su iz SAD-a, i koriSteni detektor
u ¢lanku nije DAD, nego UV-VIS.

Rasprava

Cilj zavrSnog rada bio je razviti metodu za kvalitativno odredivanje glutationa uz pomo¢
visokodjelotvorne tekucinske kromatografije s DAD detektorom. Glutation je preveden u
oblik pogodan za odjeljivanje sa c8 kolonom i spektrometrijsku detekciju tako da je
deriviran sa Ellmanovim reagensom. Kod odabira mobilne faze trazio se optimalan omjer
otapala koji bi omogucio precizno i brzo odvajanje. Otapalo A je 20 mmol fosforna
kiselina, a otapalo B acetonitril. Koristene su u gradijentnom nacinu rada s pocetnim
omjerom 85/15. Ta kombinacija pokazala se kao najbolja daju¢i zadovoljavajuce
razdvajanje komponenti smjese. Pokretna faza je koriStena u obliku gradijenta koji se
povecavao do 80% acetonitrila. (Slika 13.)

Metoda analize trajala je sat vremena. Ova jednostavna metoda moze posluziti kao

standardna smjernica za odredivanje GSH u bioloskim uzorcima.
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Zakljucak
Visokodjelotvorna tekuc¢inska kromatografija spregnuta s detektorom s nizom dioda
prikladna je za kvalitativno odredivanje glutationa. Ovaj rad moze posluziti kao temel;j za

izradu metode za kvalitativno odredivanje glutationa.
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