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§ SAZETAK

U danasnje vrijeme velika pozornost se posvecuje identifikaciji onec¢is¢enja lijekova i to ve¢ u
ranim fazama istrazivanja i razvoja. Poznavanje strukture oneci$¢enja je od velike vaznosti jer
moze pojasniti njihovo podrijetlo, svojstva, katabolicke puteve i razgradne mehanizme §to
moze olaksati kontrolu procesa sinteze lijeka, objasniti nuspojave nekog lijeka te dati uvid u
genotoksi¢nost. OneciS¢enja mogu nastati tijekom procesa proizvodnje lijekova, a dijele se na
organska i anorganska te otapalo koje zaostaje u reakcijskoj smjesi nakon $to je reakcija
sinteze lijeka zavrSena. Organska i anorganska oneciS$¢enja mogu biti razni reagensi,
nusprodukti, meduprodukti, katalizatori, ligandi, anorganske soli i metali.

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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§1. UVOD

Identifikacija i1 strukturna karakterizacija onecis¢enja lijekova te utvrdivanje njihovih
svojstava iznimno je vazan korak u procesu proizvodnje farmaceutskog proizvoda.
Onecisc¢enja prisutna u lijekovima predstavljaju i sigurnosni rizik s obzirom da takve tvari
mogu uzrokovati mutacije, biti kancerogena ili uzrokovati razne nuspojave u ljudskom
organizmu. Kako bi se mogao ispitati utjecaj oneciS¢enja na stanice i metabolicke puteve,
analizirani sastojak prvo je potrebno izolirati i identificirati.*

Moguce je analizirati razne vrste uzoraka: biljne ekstrakte, metabolite iz urina, krvne
plazme, zuci, itd. U analizi metabolita iz urina, krvne plazme i zu¢i potrebna je priprema
uzoraka koja je kod analize metabolita iz urina relativno jednostavna i zahtjeva centrifugiranje
i filtraciju. Zatim je potrebno ukoncentrirati uzorak pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi i
eluirati ga u kromatografsku kolonu. Medutim, priprema uzoraka iz zuci je nesto zahtjevnija
zbog visoke koncentracije zu¢nih soli i stani¢nih komponenti. %

Klasican pristup identifikaciji one¢is¢enja ukljucuje odjeljivanje od glavne djelatne tvari i
ukoncentriravanje oneciséenja, §to se moze posti¢i brojnim kromatografskim metodama.
Odijeljeno oneciscenje se zatim detektira najcesée pomocu detektora temeljenog na apsorpciji
ultraljubi¢astom i vidljivom podrucju spektra (UV-Vis), fluorescenciji ili nekom drugom
svojstvu. Upotrebljavaju se i detektori koji mjere indeks loma, rasprSenje svjetlosti, opticku
aktivnost, fotoionizaciju, elektri¢nu provodnost ili razliku potencijala izmedu 2 elektrode. Za
identifikaciju i strukturnu karakterizaciju analita u otopini Cesto se koriste spektroskopske
metode. Strukturna analiza spektroskopijom nuklearne magnetske rezonancije (NMR)
ukljucuje asignaciju signala na temelju kemijskih pomaka, integrala, multipletnosti i konstanti
sprezanja u jedno- i viSedimenzijskim spektrima.? Medutim, strukturu nekog analita nije
uvijek moguce odrediti samo upotrebom spektroskopije NMR pa se za dobivanje cjelovitih
podataka o strukturi Cesto koriste 1 druge metode, poput spektrometrije masa i vibracijske
spektroskopije.>*

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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§ 2. SPREGNUTI SUSTAV LC-NMR

2.1. Tekudinska kromatografija

Tekucéinska kromatografija je jedna od kromatografskih metoda za odjeljivanje smjese analita.
Odvajanje se temelji na razli¢itoj raspodjeli komponenata izmedu pokretne (mobilne) i
nepokretne (stacionarne) faze u kromatografskoj koloni. Vrijeme zadrzavanja odredene
kompor;ente moze dati informaciju 0 relativnoj polarnosti i topljivosti pojedine komponente
smjese.

Kako bi se povecala uc¢inkovitost i brzina kromatografskog odjeljivanja, sve cesce se
koristi tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti ili HPLC (engl. high performance
liquid chromatography), koja se izvodi pri visokom tlaku, do 400 bar, koji se postize
upotrebom tla¢nih pumpi. Koriste se kratke kolone duljina 3-7 cm i promjera 1-4,6 cm koje se
pune poroznim ¢esticama veli¢ine 3-10 um, a veli¢ina Cestica moze varirati ovisno o potrebi.
Kao porozni materijal najéesé¢e se koriste silika-gel, aluminijev oksid i sinteticka smola
polistiren-divinil benzen. Cesto se primjenjuje gradijentno eluiranje u kojem se kao mobilna
faza koriste 2 ili viSe otapala razliCitih polarnosti koji se propustaju u kromatografsku kolonu
pomocu ventila. Omjer otapala koji ¢e se koristiti u odredenom trenutku kromatografskog
odjeljivanja  moze se automatizirati. Upotrebom tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti skracuje se vrijeme kromatografskog odjeljivanja pa je tako i koli¢ina otapala
potrebnog za eluiranje manja, a analiza isplativija i ekoloki prihvatljivija.*

2.1.1. UV-Vis detektori

Izlazak pojedine komponente iz kromatografske kolone nakon odjeljivanja detektira se
naj¢esée pomoc¢u UV-Vis detektora. Kao rezultat dobiva se kromatogram koji prikazuje
ovisnost odziva detektora, npr. apsorbancije, o vremenu. Iz dobivenih spektara moguce je
dobiti strukturne informacije o pojedinom analitu, a njihovom usporedbom sa spektrima iz
baza podataka moze se pretpostaviti o kojem analitu je rije¢. Upotrebljavaju se detektori koji
mjere apsorbaciju pri odredenoj valnoj duljini ili DAD-detektori (engl. diode array detectors)
koji mogu snimiti spektar u §irem podrugju valnih duljina.*”

2.2. Eksperimentalna izvedba

Postoji nekoliko nacina izvedbe spregnutog sustava LC-NMR:

tehnika kontinuiranog protoka

tehnika zaustavljenog protoka,

tehnika skladistenja pikova u kapilarnim petljama,
tehnika skladistenja pikova na krutom nosacu.

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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2.2.1. Tehnika kontinuiranog protoka

U tehnici kontinuiranog protoka kromatografska kolona je direktno spregnuta sa
spektrometrom NMR i ne dolazi do zaustavljanja protoka analita, tj. spektri se snimaju
paralelno s kromatografskim odjeljivanjem. Analit se u proto¢noj ¢eliji NMR-a zadrzava vrlo
kratko, sto rezultira niskim omjerom signala i Suma. Omjer signala i Suma moguce je povecati
usporavanjem eluiranja, $to s druge strane moze smanjiti ucinkovitost odjeljivanja
komponenti smjese na kromatografskoj koloni. Stoga je brzinu protoka je potrebno prilagoditi
osjetljivosti sustava i optimalnim uvjetima kromatografskog odjeljivanja. Nadalje,
kromatografsku kolonu i spektrometar NMR potrebno je postaviti Sto blize kako bi se
smanjilo Sirenje pikova tijekom njihovog prijenosa s kromatografske kolone u sondu NMR.
Ova tehnika zahtjeva veliku koncentraciju analita i pogodna je za snimanje jednodimenzijskih
'H i °F NMR-spektara.

2.2.2. Tehnika zaustavljenog protoka

Ako se koristi tehnika zaustavljenog protoka, kromatografsko odjeljivanje se automatski
zaustavlja kada analit napuni proto¢nu celiju spektrometra NMR, §to omogucuje stati¢ne
uvjete za akviziciju spektara. Nakon snimanja spektara, kromatografsko odjeljivanje se
nastavlja uz prethodnu brzinu protoka. U slucaju izvedbe tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti protok se zaustavlja na HPLC pumpi, a tijekom snimanja spektara NMR
potrebno je odrzavati konstantan tlak na kromatografskoj koloni. Postoje 2 izvedbe tehnike
zaustavljenog protoka: tehnika u kojoj se protok zaustavlja pomocu ventila i tehnika u kojoj
se pikovi skladi$te u kapilarnim petljama.

Ako se protok zaustavlja pomocu ventila, potrebno je odrediti vrijeme odgode, odnosno,
vrijeme potrebno za prijenos analita iz kromatografske kolone do sonde NMR. Vrijeme
odgode ovisi o brzini protoka, promjeru i duljini kapilare kojom se analit prenosi iz
kromatografske kolone u sondu NMR. Nakon kalibracije vremena odgode pomocu ra¢unala
moze Se podesiti automatsko zaustavljanje protoka. Ovakakav postupak se, zatim, ponavlja za
ostale komponente smjese. Medutim, prevelik broj zaustavljanja protoka moze poremetiti
odjeljivanje smjese, a komponente prisutne u velikoj koncentraciji mogu onecistiti sondu
NMR.

Odredene frakcije analita moguce je skladistiti i u kapilarnim petljama. Ovakav postupak
se moze automatizirati pomocu ra¢unala pa je snimanje spektara neovisno o kromatografskom
odjeljivanju. Vazan preduvjet za primjenu ove tehnike je stabilnost analiziranih komponenti.

Navedene metode pogodne su za odjeljivanje slozenih smjesa u kojima su pojedine
kompcinzeenge prisutne u maloj koncentraciji, a omogucuju snimanje dvodimenzijskih spektara
NMR.7™

2.2.3. Nedostaci spregnutog sustava LC-NMR

Spregnuti sustav LC-NMR poceo se upotrebljavati u analizi jo§ prije 30 godina. Medutim,
znanstvenici su se susreli s brojnim problemima kao $to su neosjetljivost detektora NMR.
Tako je koli¢ina uzorka potrebna za analizu obi¢no vec¢a od 100 pg, dok je za kromatografsko
odjeljivanje potrebno manje od 100 ug. Nadalje, veliki problem je Sirenje pikova prilikom
njihova prijenosa iz kromatografske kolone u protocnu ¢eliju NMR i razrjedenje uzorka
prilikom ulaska u NMR cijev¢icu. Navedene pojave mogu se sprijeCiti Sprezanjem s
ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi o ¢emu ¢e vise rijeci biti u idu¢em poglavlju. U analizi odredene

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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smjese spregnutim sustavom LC-NMR se mogu koristiti otapala bilo koje polarnosti ovisno o
topljivosti i polarnosti analita.

Zatim, veliki problem u analizi LC-NMR je upotreba skupih deuteriraih otapala. Kada se
analit s kolone otopi u deuteriranom otapalu, moguce je da sadrzi vodu ili zaostali eluens koji
¢e prekriti signale analita pa se zbog toga koriste tehnike supresije signala kao §to su WET,
WATERGATE ili prezasi¢enje (NOESY-tip). 2>

2.3. Spregnuti sustav LC-SPE-NMR

Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. solid phase extraction, SPE) je jedna od najkoriStenijih
metoda analize spregnutim sustavom LC-NMR. Cvrstu fazu &ine kratke kromatografske
kolone napunjene stacionarnom fazom koje se postavljaju izmedu kromatografske kolone i
proto¢ne celije NMR. Nakon kromatografskog odjeljivanja, analit otopljen u organskom
otapalu se razrjeduje s malo vode i zatim ekstrahira na ¢vrstu fazu, a moguce je i viSestruko
ekstrahiranje istog analita na istu fazu kako bi se ukoncentrirao uzorak, tj. kako bi se izolirala
Sto veca koli¢ina analita. Nakon ekstrahiranja analita na ¢vrstu fazu, visak otapala moze se
ukloniti susenjem tekuc¢im dusikom ili uparavanjem, a analit se otapa u deuteriranom otapalu i
prenosi u protocnu ¢eliju NMR.

Kao c¢vrsta stacionarna faza mogu se koristiti Cestice silikagela derivatizirane nepolarnim
alifatskim C-2, C-8, C-18 skupinama, Cestice aluminijevog oksida pri razli¢itim vrijednostima
pH, magnezijev silikat, smola ili porozni materijal kao Sto je ugljen. lzmedu analita i
stacionarne faze moraju se ostvariti $to jace hidrofobne interakcije kako bi se izolirala §to
veca koli¢ina analita pogodna za snimanje spektara NMR. Nedostatak upotrebe poroznog
materijala kao ¢vrste faze je moguénost katalize reakcije u kojima nastaju slobodni radikali,
Sto moze destabilizirati pojedine analite.

Spregnuti sustav LC-SPE-NMR pokazuje mnogo prednosti, npr. ukoncentriravanjem
uzorka poveca se omjera signala i Suma, §to smanjuje vrijeme snimanja spektara NMR, a
dolazi i do suzavanja pikova prilikom njihova prijenosa iz kromatografske kolone u proto¢nu
¢eliju NMR (slika 1). Pri kromatografskom odjeljivanju uz ekstrakciju na ¢vrstoj fazi moguca
je primjena nedeuteriranih otapala koja su puno jeftinija od deuteriranih. Buduéi da je
ekstrakciju na ¢vrstoj fazi moguce izvesti u bilo kojem otapalu pogodnom za kromatografsku
analizu, za odjeljivanje smjese analita mogu se primjeniti razli¢ite kromatografske tehnike
kao §to su tehnika obrnutih faza, ionsko-izmijenjivatka kromatografija i gel-filtracija.?>®1%**

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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a)

Nn

HPLC Prijenos pikova kroz kapilaru > NMR

b)

HPLC SPE NMR

SLIKA 1. Shematski prikaz prijenosa pikova u spregnutim sustavima: a) LC-NMR,
b) LC-SPE-NMR.

2.4. Sprezanje sa sprektrometrijom masa

Spregnuti sustav LC-NMR c¢esto nije dovoljan za identifikaciju svih komponenti prisutnih u
smjesi i zato se taj sustav moze spregnuti sa spektrometrijom masa. Na taj na¢in mogu se
dobiti vrijednosti molarnih masa pojedinih komponenti i njihovih fragmenata, §to moze
znatno olaks$ati analizu. Nadalje, neke funkcijske skupine ne pokazuju signale u spektrima
NMR, a ponekad se mogu identificirati na temelju fragmenata u spektrima MS.

Tekucinska kromatografija se sa spektrometrima NMR i MS moZe spregnuti na 2 nacina:
serijski i paralelno. Najcesce se koristi paralelni na¢in povezivanja kod kojeg se protok (F)
dijeli u omjeru F(NMR):F(MS)=20:1. Takav omjer koristi se zbog puno vece osjetljivosti
spektrometra MS kao detektora. Pritom se spektri NMR i MS snimaju istodobno. Na slici 2
shematski je prikazan paralelan naéin povezivanja tekucinskog kromatografa (LC) sa
spektrometrima NMR i MS.

Kod serijskog nacina povezivanja protok odlazi u proto¢nu ¢eliju NMR na analizu. Zatim
dolazi do djelitelja koji 5% analita usmjerava u spektrometar MS, a ostatak u otpad. Budu¢i
da upotrebom deuteriranih otapala dolazi do izmjene protona s deuterijem iz molekula otapala
zbog Cega se moze dobiti pogreSna molarna masa, analit je nakon NMR analize moguce
reprotonirati. Na slici 3 shematski je prikazan serijski nadin povezivanja tekucinskog
kromatografa (LC) sa spektrometrima NMR i MS.

Smjestanje kromatografske kolone i spektrometra MS u blizinu magneta NMR s vrlo
jakim magnetnim poljem je dugi niz godina bio veliki problem. Ova poteskoca uspjes$no je
rijeSena primjenom modernih, zasti¢enih (engl. shielded) magneta, gdje se uredaji LC, MS i
NMR mogu postaviti na udaljenosti i do 1 m. 23610

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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otapala NMR.
1] 2
LC pumpa LC kolona UV detektor djelitelj protoka
MS

SLIKA 2. Prikaz paralelnog povezivanja suatava LC-NMR-MS.

otapala

otpad

| LC pumpa |—| LC kolona |— UV detektor NMR

djelitelj protoka

MS

SLIKA 3. Prikaz serijskog povezivanja sustava LC-NMR-MS.

2.5.  Krio-tehnologija

Zadnjih nekoliko godina sve ces¢e je u upotrebi tehnologija hladenja sondi, odnosno,
radiofrekvencijskih zavojnica, pomocu teku¢eg dusika ili helija do temperature od 20 K pri
¢emu dolazi do znacajnog smanjenja toplinskog Suma i povecanja omjera signala i Suma 3—4
puta. Osim toga, smanjuje se vrijeme snimanja spektara NMR $to je posebno znacajno kod

detekcije slabije zastupljenih jezgara, poput **C i °*N. Nadalje, potrebna je znatno manga
koli¢ina uzorka, $to je pogodno za analizu smjesa dobivenih iz prirodnih izvora.

8
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§ 3. IDENTIFIKACIJA PRODUKATA REAKCIJE
KARBOHIDRAZIDA I SALICILALDEHIDA
POMOCU SPREGNUTOG SUSTAVA LC-DAD-
SPE-NMR

Karbohidrazid je organski spoj koji pripada u skupinu karbazida i dobiva se reakcijom
ugljicne kiseline i hidrazina. Reakcijom karbohidrazida i odredenog aldehida ili ketona dobiva
se smjesa aromatskih imina, derivata karbohidazida. Reakcija sinteze derivata karbazida i
strukture reaktanata i produkata prikazani su na slici 4.

0
NH,
7
HN
H
o +
HN
\ HO
NH,

\")

SLIKA 4. Reakcija kondenzacije karbohidrazida i salicilaldehida, I-karbohidrazid,
I1-salicilaldehid, I11-(saliciliden)karbohidrazid, I'\V-bis(saliciliden)karbohidrazid."*

Uoceno je da su derivati karbohidrazida bioloski spojevi s antivirusnim, antifungalnim,
antimalari¢nim i citotoski¢nim djelovanjem pa imaju i potencijalnu farmaceutsku primjenu.
Nadalje, mogu djelovati kao ligandi i stabilizirati metalne ione u razli¢itim oksidacijskim
stanjima.

3.1. Sinteza

0,6 g karbohidrazida otopljeno je u 40 mL metanola. Zatim je dodano 0,71 mL salicilaldehida
i nekoliko kapi piperidina. Reakcijska smjesa zagrijana je do 55 "C i mijesana 40 min uz
refluksiranje pri ¢emu je doslo do taloZenja bijelog kristalini¢nog produkta. Produkt je
otfiltriran, ispran s malom koli¢inom metanola i posusen na zraku.
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3.2. Eksperimentalna izvedba sustava LC-DAD-SPE-NMR

U kromatografskoj analizi koristen je sustav HPLC u koji je bilo uneseno 25 pL uzorka uz
brzinu protoka od 1,0 mL/min, a kao mobilna faza koristena je smjesa acetonitrila i fosfatnog
pufera (pH=7) pri temperaturi od 298 K. Vrijeme kromatografskog odjeljivanja iznosilo je 10
min. Nakon kromatografske kolone postavljen je DAD-detektor pomocu kojeg su detektirani
pikovi pojedinih komponenti.

Nakon kromatografskog odjeljivanja i detektiranja pikova, odijeljene komponente su
ukoncentrirane pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi kako bi se pove¢ao omjer signala i Suma u
spektrima NMR. lzvodilo se jednostruko i visestruko ekstrahiranje uzoraka na nepolarnu
¢vrstu fazu (C-18 i C-8). Kako bi se pojedina komponenta §to bolje ekstrahirala na ¢vrstu
fazu, brzina protoka povecana je na 3,0 mL/min. Zatim je ¢vrsta faza susena teku¢im dusikom
59 min, a pojedine komponente su eluirane s 336 uL deuteriranog acetonitrila u cijevéice
NMR promjera 3 mm.

Spektri NMR snimljeni su na spektrometru frekvencije 400 MHz uz Prodigy krio-sondu.
Za snimanje spektara *H NMR bilo je potrebno jednostruko ekstrahiranje produkata na SPE
nosac, dok je za snimanje dvodimenzijskih (COSY, HSQC i HMBC) spektara, bilo potrebno
viSestruko ekstrahiranje produkata na &vrsti nosa&. Spektri *H NMR snimljeni su uz NOESY-
tip sekvencu za supresiju signala otapala.

3.3. Rezultati

Identifikacija 1 karakterizacija reaktanata i produkata izvedena je na 2 nacina. Prvo su
izolirani i prociS¢eni pojedini reaktanti i produkti. 25uL smjese reaktanata i produkata
podvrgnuto je kromatografskom odjeljivanju i ekstrakciji na ¢vrstoj fazi. Kao rezultat dobiven
je kromatogram prikazan na slici 5a. Na kraju su identificirane pojedine reakcijske
komponente. Nakon toga su direktno iz reakcijske mjese uzeti alikvoti od 20 puL na pocetku
reakcije i nakon 3, 5, 10 i 40 min. Alikvoti su zatim otopljeni u 480 uL acetonitrila i
podvrgnuti kromatografskoj analizi. Na slici 5b prikazan je dobiveni kromatogram alikvota
uzetog 5 min nakon pocetka reakcije. 1z dobivenih kromatograma moze se zapaziti kako
vremena zadrzavanja dva nastala produkta iznose 2,6 min, odnosno, 59 min. Iz
kromatograma moze Se uociti i napredak reakcije buduci da pikovi reaktanata postaju sve
manji kako se reakcija blizi kraju, a pikovi produkata sve ve¢i. Na slici 4b moguce je uociti
dva dodatna pika za koje nije poznato kojim spojevima pripadaju jer se nisu mogli ekstrahirati
na nosac¢ SPE.

Na slici 6 prikazan je spektar *H NMR produkta IV uz poetnu masu od 1,95 pg, a na slici
7 prikazan je spektar COSY produkta 1V uz pocetnu masu od 24 pg. Dobiveni spektri su
usporedeni s ve¢ snimljenim spektrima iz baze podataka i na taj nacin je potvrdena struktura
produkata.**
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SLIKA 5. Kromatogram: a) standardne reakcijske smjese, b) alikvota reakcijske smjese
uzetog 5 minuta nakon pocetka reakcije.14

Ana-Marija Lulié Zavr$ni rad



§3. Primjena

Jwﬂmm S

‘ T T T I T T T ‘ T T T T |

b)
c) :_
MMMJ\WMMMMMM -
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 [ppm]

SLIKA 6. Uvecani dio spektra "H NMR produkta IV : a) standardne reakcijske smijese,
b) alikvota reakcijske smjese uzetog nakon 5 min (broj snimaka 64; trajanje 6 min) i
c) alikvota reakcijske smjese uzetog nakon 5 min (broj snimaka 128; trajanje 12 min).**
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SLIKA 7. Uvec¢ani dio spektra COSY produkta IV izoliranog iz reakcijske smjese (broj
snimakals; trajanje 1h i 16 min)."
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§ 4. IDENTIFIKACIJA METABOLITA
PARACETAMOLA 1Z LJUDSKOG URINA

M. Spraul i suradnici su 2005.godine pomocu spregnutog sustava LC-SPE-NMR-MS
izolirali i identificirali nepoznati metabolit paracetamola niske koncentracije iz ljudskog urina.

4.1. Eksperimentalna izvedba sustava LC-SPE-NMR-MS

Uzorak urina uzet je od zdrave muske osobe 4 sata nakon konzumacije 1 g paracetamola,
skladisten pri temperaturi od -38 ‘C do analize i unesen u kromatografsku kolonu bez
prethodne pripreme. U kromatografskom odjeljivanju koristen je sustav HPLC uz brzinu
protoka od 0,2 mL/min pri temperaturi 10 °C kako bi se poboljsalo odjeljivanje nepoznatog
metabolita. Kao mobilna faza koristena su 2 otapala, smjesa vode i mravlje kiseline te
acetonitril. Pikovi su detektirani UV-Vis detektorom pri valnoj duljini od 254 nm.

Nakon kromatografskog odjeljivanja i detekcije pikova, protok analita je podijeljen i 5%
volumena usmjereno je u spektrometar MS s kvadrupolnom stupicom za ione kao
analizatorom mase i uz ionizaciju elektrorasprSenjem, a 95% analita usmjereno je na nosac
SPE. Za ekstrakciju SPE koristena su nedeuterirana otapala kako bi se izbjegla izmjena
protona iz -OH, -NH, -NH, skupina i deuterija iz D,O. Nakon ekstrahiranja uzorka, nosac je
osuSen tekué¢im dusikom radi uklanjanja viska otapala, a potom je analit otopljen u
deuteriranom acetonitrilu.

Analit otopljen u 50 uL deuteriranog acetonitrila eluiran je u cijev¢ice NMR promjera 3
mm i zatim su snimljeni spektri *"H NMR na spektrometru frekvencije 500 MHz. Koristile su
se tehnike supresije signala vode i acetonitrila.

Nakon analize SPE-NMR pikovi su usmjereni na analizu u spektrometar MS visokog
razlu¢ivanja s analizatorom masa ionsko-ciklotronske rezonancije uz Fourierovu
transformaciju, kako bi se odredila to¢na masa nepoznatog analita.

Potom je nepoznati metabolit ponovno podvrgnut kromatografskom odjeljivanju i
trostrukoj ekstrakciji na nosa¢ SPE uz suSenje pomocu tekuceg dusika i otapanju u 150 pL
deuteriranog acetonitrila kako bi se mogao snimiti spektar NOESY. Uzorak je eluiran u
cijevcicu NMR promjera 3mm, a spektar NOESY je snimljen na spektrometru frekvencije
600 MHz.

4.2. Rezultati

Kromatografskim odjeljivanjem metabolita paracetamola u ljudskom urinu metodom HPLC
dobiven je kromatogram prikazan na slici 8. Na temelju kromatograma moze Se uociti da
nakon 4 sata od konzumacije 1 g paracetamola ukupna koli¢ina paracetamola nije do kraja
metabolizirana. Na temelju analize spektrometrom MS tijekom optimizacije kromatografskog
odjeljivanja dobivena je molarna masa nepoznatog metabolita, odnosno, omjer m/z=358 ¢ija
se molarna masa razlikuje za 30 od molarne mase glukoronida Sto je prikazano na slici 9.
Budu¢i da je u analizi koriStena deuterirana voda, u obzir je uzeta i izmjena protona s
deuterijem zbog Cega se nije mogla odrediti tocna molarna masa nepoznatog analita u ovom
trenutku.  Ustanovljen je i  broj izmijenjenih  protona  koji  iznosi 5.

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad



§4. Primjena 21

Glukuronid
Sulfat
Paracetamol
Nepoznati metabolit
Indoksil sulfat

Konjugat N-acetil cisteina
Hipuri¢na kiselina

NoabkowhE

%

Y,

SLIKA 8. Kromatogram metabolita paracetamola u ljudskom urinu, snimljen pri valnoj
duljini od 254 nm."
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SLIKA 9. Spektar MS dobiven za vrijeme optimizacije kromatografije: a) glukoronida
(metabolit paracetamola) u D,0, b) nepoznatog metabolita paracetamola u D,0.*

m/z

Budu¢i da se u spektrometru MS s analizatorom mase ionsko-ciklotronske rezonancije uz
Fourierovu transformaciju nisu Koristila deuterirana otapala, odredena je to¢na molarna masa
nepoznatog metabolita iz omjera mase i naboja koji iznosi 356,0991 i predloZena je

molekulska formula C15N19NOg . Navedeni spoj je glukoronidni eter 3-metoksi-paracetamola.
Dobiveni spektri MS prikazani su na slici 10.
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SLIKA 10. Spektar MS dobiven pomocu spektrometra S ionskom stupicom uz Fourierovu
transformaciju: a) glukoronida, b) nepoznatog metabolita paracetamola.™

Spektri '"H NMR nepoznatog metabolita snimljeni nakon jednostrukog i trostrukog
ekstrahiranja na nosa¢ SPE prikazani su na slici 11. 1z dobivenih rezultata vidljivo je da se

viSestrukim ekstrahiranjem uzorka znatno smanjuje broj snimaka potrebnog za dobivanje
kvalitetnog spektra NMR.

Na slici 12 prikazan je spektar NOESY analiziranog uzorka.
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Slika 11. Spektri ‘H NMR nepoznatog metabolita paracetamola nakon: a) jednostrukog
ekstrahiranja uzorka na nosa¢ SPE (broj snimaka 1024), b) trostrukog ekstrahiranja uzorka na
nosa¢ SPE (broj snimaka 128).

Ana-Marija Lulié Zavr$ni rad
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Slika 12. Spektar NOESY nepoznatog metabolita."

4.3. Mehanizam nastajanja glukurodnidnog etera 3-metoksi-paracetamola

Na slici 13 prikazan je predlozeni mehanizam nastajanja identificiranog metabolita.
Paracetamol se prvo hidroksilira na polozaju 3 aromatskog prstena, a zatim enzim O-metil-
transferaza (COMT) katalizira prijenos metilne skupine sa S-adenozil-metionina na skupinu
-OH na polozaju 3 aromatskog prstena. Hidroksilna skupina na polozaju 4 aromatskog prstena
zatim podlijeze konjugaciji pri ¢emu kao produkt nastaje glukoronidni eter 3-metoksi-
paracetamola.’

Glukuronska kiselina
~

OH o ((H‘

4
5 3 . 0

Hidroksilacija Met|lacua 5 glukuronidacija

6 2 —_— —_— - ) )

) 2 (CoMT) ]

O 0 0 ' .0 '
Paracetamol Glukuronidni eter 3-metoksi-
N-(4-hidroksifenil)acetamid paracetamola

Slika 13. Predlozeni mehanizam nastajanja glukurodnidnog etera 3-metoksi-paracetamola.’
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§ 5. IDENTIFIKACIJA ONECISCENJA AKARBOZE
POMOCU SPREGNUTIH SUSTAVA LC-NMR |
LC-MS

Akarboza je ugljikohidrat koji se koristi u lije¢enju dijabetesa tipa 2, a fermentacijom ga
proizvode bakterije Actinomycetales. Na slici 14 prikazana je struktura akarboze. Akarboza
inhibira enzim a—glikozidazu koji hidroliticki cijepa a(1->4) glikozidnu vezu ugljikohidrata
koji se zatim razgraduju do glukoze. Kako bi se postigla §to veca Cistoca lijeka, potrebno je
identificirati 3 glavna oneciS¢enja akarboze: A, B i C. Pretpostavlja se da udjeli onecis¢enja A
i B iznose 0,6% i 0,7%, dok oneciséenje C nije prisutno u kona¢nom produktu.*®

HO CH; HO HO
@ OH OH OH OH
HO N (@) O
oH H OH OH OH
Slika 14. Struktura akarboze.

5.1. Priprema uzoraka

Za identifikaciju onec¢is¢enja A i B spregnutim sustavom LC-NMR pripremljene su vodene
otopine akarboze masene koncentracije 10 mg/mL.

Kako bi se identificiralo onec¢is¢enje C koje je prisutno u maloj koncentraciji pripremljena
je otopina akarboze volumena V=3000 mL otapanjem 300 g akarboze u destiliranoj vodi.
Otopina je propustena kroz kromatografsku kolonu ispunjenom kationskim izmjenjivaéem uz
brzinu protoka od 5,5 mL/min. Zatim je propuseno 1000 mL destilirane vode. Dobivena
frakcija od sveukupno 4000 mL potom je analizirana na koloni HPLC, a nakon propustanja
vodene otopine akarboze kroz kolonu propusteno je 7000 mL vodene otopine klorovodic¢ne
kiseline koncentracije y=0,5 g/L. Analizirane su frakcije volumena 500 mL koje sadrze
oneciscenje C.

5.2. Eksperimentalna izvedba

U kromatografsku kolonu uneseno je 10 uL uzoraka uz brzinu protoka 1,5 mL/min, a kao
mobilna faza koristena je smjesa od 71% acetonitrila i 29% vode ¢iji je pH odrzavan pri 6,6
pomocu fosfatnog pufera. Fosfatni pufer pripremljen je otapanjem 350 mg natrijeva
hidrogenfosfata i 600 mg kalijeva dihidrogenfosfata u 1000 mL destilirane vode.
Kromatografsko odjeljivanje trajalo je 30 min. Nakon kromatografske kolone postavljen je
DAD-detektor koji je mjerio apsorbanciju pri valnoj duljini od 210 nm.

Za snimanje spektara MS spregnutim sustavom LC-MS i LC-MS/MS koristen je

spektometar MS s analizatorom mase vremena leta i uz ionizaciju elektrorasprSenjem.

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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Spektri NMR snimljeni su tehnikom zaustavljenog protoka. Nakon kromatografskog
odjeljivanja, 25 pL uzorka eluirano je u cijev¢ice NMR promjera 5 mm, a kao mobilna faza
koristena je smjesa od 71% acentonitrila i 29% deuterirane vode uz brzinu protoka od 1,5
mL/min. Snimljeni su *H NMR i dvodimenzijski spektri (COSY, TOCSY, HMQC i HMBC)
uz NOESY dvostruko prezasi¢enje za supresiju signala acetonitrila i vode.

5.3. Rezultati i identifikacija oneciS¢enja

Oneciscenje A identificirano je na temelju prethodno snimljenih kromatograma i dobivenih
spektara *H NMR kao amilostatin, §to je dodatno potvrdeno spektrima MS i ES-MS/MS.
Dobiveni spektri *H NMR prikazani su na slici 15.

) 1 ’ E h{-\_ E; /

I\ I
b i g e "l-v‘a‘r'.‘-'dr*f\w.“-rfﬂ LA O W

5.8 5.6 5:4 5.2 5.0 4.3 4.6 [ppm]

Slika 15. Spektri NMR snimljeni na spektrometru NMR frekvencije 500 MHz tehnikom
zaustavljenog protoka : a) oneci$¢enja A, b) onecis¢enja C, ¢) akarboze u deuteriranoj vodi.
* oznadeni pik odgovara one&iséenju iz kromatografske kolone.®

Onecis¢enje B identificirano je na temelju kromatograma akarboze i onecisCenja B te
spektara MS. Iz kromatograma koji je prikazan na slici 16a moze se zakljuciti da su akarboza
i onecis¢enje B strukturno vrlo sliéni. Zbog strukturne slicnosti onecis¢enja B i akarboze
potrebno je optimirati kromatografsko odjeljivanje kako ne bi doslo do njihovog zajednickog
eluiranja. 1z spektara MS dobiven je omjer mase i naboja koji je isti i za oneci§¢enje B i za
akarbozu. Struktura oneciS¢enja B prikazana je na slici 16b. Moze se uociti kako se akarboza
I onecis¢enje B razlikuju u polozaju -CH,OH skupine na prvom D-glukopiranoznom prstenu i
glikozidnoj vezi koja je kod onecis¢enja B formirana na polozaju 3. Zbog slabog
kromatografskog odjeljivanja, dobiveni spektri NMR sadrze pikove oba spoja. Unato¢ tome,
onecis¢enje B je uspjesno identificirano.
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Slika 16. a) Kromatogram akarboze i one¢iséenja B, b) struktura oneciiéenja B.'®

Kako bi se identificiralo onec¢is¢enje C, nakon kromatografskog odjeljivanja snimljen je
spektar *H NMR tog one¢is¢enja (slika 15b) i usporeden sa spektrima akarboze i one¢is¢enja
A prikazanima na slici 15. Na temelju dobivenih podataka moze se zakljuéiti kako je
onecisc¢enje C strukturno sli¢no akarbozi. 1z spektara MS dobiven je omjer naboja i mase koji
iznosi 792,6. Njegovom usporedbom s molarnom masom akarboze koja iznosi 646,6,
zakljuceno je da je oneciS¢enje C pentasaharid i predlozena je molekulska formula
C31Hs54NO9,. Potpuna struktura oneciS¢enja C odredena je analizom spektara NMR. Na
temelju spektra 'H NMR prikazanog na slici 15b potvrdeno je da je onetis¢enje C
pentasaharid zbog prisutnosti dodatnog signala u dijelu spektra koji prikazuje anomerni
ugljikov atom koji nije prisutan u spektrima akarboze i oneciséenja A, te da su prisutne dvije
deoksiglukopiranozne jedinice. Dodatne strukturne informacije odredene su na temelju
spektara LC-TOCSY, COSY, HMQC, HMBC. Na slici 17 prikazana je struktura onec¢is¢enja
C.
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Slika 17. Struktura one¢is¢enja C.*°
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§ 6. IDENTIFIKACIJA METABOLITA
2-TOLFENAMICNE KISELINE SPREGNUTIM
SUSTAVIMA SPE-NMR I LC-NMR

Tolfenamicna kiselina je nesteroidni protuupalni lijek koji pripada u skupinu derivata
antranili¢ne kiseline. Koristi se za lije¢enje migrena, a inhibira enzim ciklooksigenazu koji
katalizira izlu¢ivanje prostaglandina. Posljedica inhibicije ciklooksigenaze je ublazavanje
simptoma upale i bolova. Na slici 18 prikazana je struktura tolfenamic¢ne kiseline.

Metabolicki put tolfenamicne kiseline i metaboliti prikazani su na slici 19, a spregnutim
sustavom LC-SPE-NMR identificirani su metaboliti tolfenami¢ne kiseline 1-5 iz ljudskog
urina. Smatra se da navedeni metaboliti stvaraju derivate glukuronske kiseline metabolizmom

tolfenamicne kiseline.!’
H @)
H CHs;
N\©/C|

Slika 18. Struktura tolfenami¢ne kiseline.
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Slika 19. Metabolicki put tolfenamicne kiseline.'’
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6.1. Priprema uzoraka

Uzorak urina uzet je od odrasle osobe 4-6 sati nakon konzumacije 300 mg tolfenamicne
kiseline. Kolona SPE napunjena je s 500 mg silikagela derivatiziranih nepolarnim alifatskim
C-18 skupinama i aktivirana propustanjem 5 mL metanola, pa 5 mL destilirane vode
zakiseljene s 5 uL mravlje kiseline. Uzorku urina dodano je 10 uL koncentrirane mravlje
kiseline koji je, zatim, propustan kroz kolonu SPE. Provedeno je gradijentno eluiranje, a kao
eluens koristene su smjese metanola i vode niskog pH u omjerima 20:80, 40:60, 60:40 i
100:0. Eluens je iz skupljenih frakcija uklonjen uparavanjem, a suvisak vode susenjem
teku¢im dusikom. Uzorak je na kraju otopljen u deuteriranom metanolu (CD3;0D).

6.2. Eksperimentalna izvedba

Snimljeni su jedno- i dvodimenzijski spektri NMR sakupljenih frakcija propustanih kroz
kolonu SPE na spektrometru frekvencije 400 MHz kako bi se poboljsali signali aromatskih
dijelova metabolita.

Nakon snimanja spektara NMR pojedinih frakcija dobivenih propustanjem uzorka urina
kroz kolonu SPE, metaboliti tolfenamic¢ne kiseline kromatografski su odijeljeni tehnikom
obrnutih faza. Kao mobilna faza koriStena je smjesa metanola, acetonitrila i fosforne kiseline
koncentracije 15 mol/dm*® u omjeru 28:33:39 uz brzinu protoka od 1 ml/min. Nakon
kromatografske kolone postavljen je UV-Vis detektor koji je mjerio apsorbanciju pri valnoj
duljini od 280 nm.

Nakon kromatografskog odjeljivanja snimljeni su spektri NMR na spektrometru
frekvencije 800 MHz. Spektri 'H NMR snimljeni su metodom zaustavljenog protoka uz
pulsni slijed NOE-SYPRESANT za supresiju signala otapala. Slijed NOE-SYPRESANT je
jednodimenzionalna inacica tehnike NOESY za supresiju signala, a koristeno je trostruko
prezasi¢enje za supresiju signala vode, metanola i acetonitrila.

6.3. Rezultati i identifikacija metabolita

Na slici 20 prikazani su spektri *H NMR dobiveni nakon propustanja uzorka urina kroz
kolonu SPE uz mobilnu fazu s udjelima metanola 100%, 60% i 40%. Uz tolfenami¢nu
kiselinu bili su prisutni i metaboliti koji su konjugirani s glukuronskom kiselinom. Frakcija u
kojoj je kao mobilna faza bio prisutan samo metanol (slika 20a) sadrzi samo jedan metabolit,
T (struktura je prikazana na slici 19) koji je identificiran kao glukuronidni ester tolfenamic¢ne
kiseline. U frakciji s udjelom metanola 60% bila su prisutna 3 metabolita konjugirana s
glukuronskom kiselinom. Metabolit 3 identificiran je na temelju singleta pri 10,47 ppm $to
odgovara aldehidnoj skupini na polozaju 2' tolfenamiéne kiseline. Preostala 2 metabolita
identificirana su kao fenolni (4) i hidroksilirani metabolit (1). Kako bi se potvrdila struktura ta
3 metabolita, bila je potrebna daljna separacija i analiza frakcije pomocu spregnutog sustava
LC-NMR. U frakciji s udjelom metanola 40% bili su prisutni hidroksilirani (1) i hidroksilirani
fenolni metabolit (4).

Analizom frakcije sa 60%-tnim udjelom metanola u mobilnoj fazi pomocéu spregnutog
sustava LC-NMR dobiven je kromatogram na temelju kojeg je potvrdena prisutnost
metabolita 1, 2, 4 i 5. Na temelju dobivenog spektra *H NMR i asignacije signala potvrdene
su strukture metabolita, a spektar je prikazan na slici 21.%

Ana-Marija Luli¢ Zavr$ni rad
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Slika 20. Spektri *H NMR snimljeni na spektrometru NMR frekvencije 400 MHz frakcija
dobivenih propustanjem uzorka urina kroz kolonu SPE s udjelom metanola: a) 100%, b) 60%,

c) 40%.
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Slika 21. *H NMR spektar frakcije u kojoj udio metanola u mobilnoj fazi iznosi 60%."
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§ 7. ZAKLJUCAK

Spregnuti sustav LC-NMR pokazao se kao vrlo uc¢inkovita tehnika za analizu i identifikaciju
komponenata slozenih smjesa prisutnih u niskim koncentracijama, metabolita iz ljudskog
urina, zuci i biljnih ekstrakata. S obzirom na ogranicenja sustava LC-NMR u smislu slabe
osjetljivosti, najcesce se spreze i ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (SPE) u cjeloviti sustav LC-SPE-
NMR. Na temelju navedenih podataka i primjera pokazano je kako ovaj sustav moze biti
koristan i za pracenje reakcija on-line i identifikaciju produkata i necistoc¢a, $to je od klju¢ne
vaznosti u razvoju i istrazivanju farmaceutskih proizvoda. Da bi se analiza mogla provesti
uspjesno, potrebno je optimirati uvjete kromatografskog odjeljivanja, skladiStenja uzorka na
sustavu SPE i snimanja spektara NMR. Bolja osjetljivost analize LC-SPE-NMR postize se
viSestrukim ekstrahiranjem i skladistenjem pikova na kolonama sustava SPE, koristenjem
sonde s krio-tehnologijom i spektrometra NMR s jac¢im magnetskim poljem te duzim
vremenom snimanja spektara. Kako bi se dobile sto potpunije informacije o identitetu,
strukturi 1 koli¢ini komponenata u slozenoj smjesi, spregnuti sustav LC-SPE-NMR moze se
dodatno spregnuti sa spektrometrijom masa.
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