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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Prazikvantel je lijek iz skupine antihelmintika koji se koristi u lijeCenju zaraza organizmima iz
porodice metilja 1 trakavica. To je derivat pirazinoizokvinolina molekulske formule
Ci19H24N20;. f-ciklodekstrini su ciklicki ugljikohidrati sastavljeni od 7 glukopiranoznih
jedinica. Zanimljivi su, izmedu ostalog, zbog svojih kompleksiraju¢ih svojstava. Tvore
nekovalentne komplekse s raznim molekulama pri ¢emu mogu mijenjati svojstva molekule
koju vezu u svoju Supljinu. Takoder, modifikacijom same molekule f-ciklodekstrina moze se
utjecati na njena vezna svojstva. Istrazivanja su pokazala da se kompleksiranjem
prazikvantela s f-ciklodekstrinima poboljSava njegova topljivost. Povecanje topljivosti ima
veliki znacaj u medicinskoj primjeni prazikvantela buduci da ga karakterizira izrazito slaba

topljivost u vodi te je bioraspoloZivost lijeka pri oralnoj primjeni niska.

Cilj ovog rada bio je identificirati prazikvantel i komplekse prazikvantela s odabranim
B-ciklodekstrinima metodom tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High-
Performance Liquid Chromatography, HPLC) spregnute s tandemnom spektrometrijom masa
(eng. Tandem Mass Spectrometry, MS). Koristen je spektrometar masa s elektrorasprSenjem
kao metodom ionizacije (Electrospray lonization, ESI) te kombinacija kvadrupolnog (engl.
quadrupole, Q) analizatora masa i analizatora masa koji mjeri vrijeme leta (engl. Time Of
Flight, TOF). Skra¢eni naziv vezanog sustava koriste¢i internacionalno uvazene kratice je
HPLC-ESI/QTOF. Takoder, analizirani su prazikvantel te B-ciklodekstrini zasebno koristeci
samo MS/MS komponentu sustava te su gdje je bilo moguce predloZzene sheme

fragmentiranja.

Hana Rimanié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Prazikvantel

2.1.1. Fizikalna i kemijska svojstva

Prazikvantel, (RS)-2-(cikloheksillkarbonil)-1,2,3,6,7,11b-heksahidro-4H-pirazino[2,1-a]izo-
kvinolin-4-on, je derivat pirazinoizokvinolina molekulske formule Ci9H24N202 1 molarne
mase 312,4 g/mol. Izgledom je bijela kristalini¢na supstanca. Stabilan je pri standardnim

uvjetima te se tali uz raspadanje pri 136 °C. Higroskopan je, izvrsno topiv u kloroformu i

dimetilsulfoksidu, dobro topiv u etanolu te jako slabo topiv u vodi.'

o

o

Slika 1. Molekulska struktura prazikvantela.

2.1.2. FarmakoloSka svojstva i primjena prazikvantela

Prazikvantel je lijek iz skupine antiparazitskih lijekova (antihelmintika) i koristi se za
lijeCenje zaraza organizmima iz porodice metilja 1 trakavica. Narocito je djelotvoran u

tretiranju schistosomijaze, odnosno zaraze parazitom Schistosome iz porodice metilja.?

Kao lijek primjenjuje se oralno kao racemat, odnosno mjesavina R i S-enantiomera,
gdje je 1 R-enantiomer eutomer, a S-enantiomer se povezuje s nuspojavama i odgovoran je za
izrazito gorak okus lijeka.? BioraspoloZivost prazikvantela je niska zbog njegove slabe

topljivosti u vodi te se manji dio aktivne tvari apsorbira u Zelucu. Metabolizam i eliminacija

Hana Rimanié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

lijeka odvijaju se putem bubrega. Maksimalna koncentracija u serumu postize se 1 do 3 sata

nakon primjene. Vrijeme poluraspada prazikvantela u serumu iznosi od 0,8 do 1,5 sata.’

Unato¢ mnogim godinama uspjeSne primjene, toan mehanizam djelovanja
prazikvantela jo$ nije u potpunosti razjasnjen. Smatra se da se mehanizam djelovanja
prazikvantela bazira na povecanju propusnosti stani¢ne membrane parazita za ione kalcija.
Povecanje koncentracije kalcijevih iona u sarkoplazmatskom retikulumu miSiénih stanica
rezultira trajnom kontrakcijom miSiéa, odnosno paralizom.* Takoder, eksperimentalno se
pokazalo da prazikvantel inhibira unos nukleozida adenozina tako Sto se veZe na adenozinske
receptore. Taj efekt mogucée doprinosi ukupnom terapeutskom ucinku prazikvantela buduci da

metilji nemaju sposobnost de novo sinteze purina.’

2.2. P-ciklodekstrini
2.2.1. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini (CD) su ciklicki oligosaharidi sastavljeni od molekula glukoze povezanih a-1,4
glikozidnim vezama. Mogu sadrzavati do 32 monomerne glukozne jedinice, a najzastupljeniji
1 komercijalno najprimjenjeniji su ciklodekstrini sa 6 (a-ciklodekstrini), 7 (f-ciklodekstrini) 1
8 glukoznih jedinica (y-ciklodekstrini).® Netoksi¢ni su i relativno se lako sintetiziraju iz
skroba. Prvi korak je toplinska razgradnja ili razgradnja posredovana enzimom a-amilaza.
Zatim, dodatkom enzima ciklodekstrin-glikoziltransferaze (CGTaze) nastaje mjesavina a, f, i

y-ciklodekstrina. Omjer u kojem ée oni nastati ovisi o tipu CGTaze koja se koristi.’

 C

uf

o - ciklodekstrin B - ciklodekstrin v - ciklodekstrin

Slika 2. Struktura i dimenzije prirodnih ciklodekstrina (o, B 17y ciklodekstrini).®

Hana Rimani¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Sekundarne hidroksilne skupine u molekuli CD protezu se oko Sireg otvora, a primarne oko
uskog otvora molekule (Slika 2)® te je vanjski dio ciklodekstrina hidrofilan dok mu je
unutrasnjost hidrofobna. Stoga su navedeni spojevi atraktivni kao molekule domaéina za
hidrofobne spojeve. Zbog navedenih svojstava primjenjuju se u farmaceutskoj industriji gdje
se koriste za poboljSanje topljivosti i bioraspolozivosti aktivnih farmaceutskih tvari s kojima
stvaraju inkluzijske komplekse. f-ciklodekstrini se takoder primjenjuju u kiralnim kolonama
za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (engl. High-Performance Liquid

Chromatography, HPLC).?

2.2.2. B-ciklodekstrini

p-ciklodekstrini su uz a-CD 1 y-CD atraktivni za primjenu u farmaceutskoj industriji 1
proizvodnji hrane zbog svoje netoksicnosti 1 sposobnosti da modificiraju svojstva molekule
koju kompleksiraju. Modifikacijom hidroksilnih skupina ciklodekstrina moZe se utjecati na
njihova vezna svojstva. Najéesée modifikacije su O-metilacija i acetilacija.® Takoder se
primjenjuju 1 hidroksipropil te sulfobutileter derivati S-ciklodekstrina. U ovom radu ispitana
su vezna svojstva f-ciklodekstrina (B-CD), sulfobutileter-f-ciklodekstrina (SBE-B-CD), 2-
hidroksipropil f-ciklodekstrina (HP-B-CD) te nasumicno metiliranog f-ciklodekstrina (RM-f-
CD).

2.2.3. Kompleksi prazikvantela s odabranim B-ciklodekstrinima

Kao §to je ve¢ reCeno, f-ciklodekstrini tvore inkluzijske komplekse s raznim molekulama.
Upravo su f-ciklodekstrini zbog veli¢ine svoje hidrofobne Supljine pogodni za “prihvacanje”
manjih molekula s aromatskim prstenom u svojoj strukturi kao Sto su mnogi farmaceutski
aktivni spojevi.” Takoder, modifikacije na p-ciklodekstrinima poput metilacije ili
hidroksipropilacije utjecu na samo kompleksiranje. Do sada je provedeno nekoliko razli¢itih
istrazivanja u kojima su pripravljeni 1 identificirani kompleksi prazikvantela sa f-

ciklodekstrinima te su im ispitana farmakoloska svojstva .

2.2.3.1.  Priprava i identifikacija kompleksa

U istrazivanju koje se bavilo biofarmaceutskom karakterizacijom kompleksa i kokristala

prazikvantela, kompleksi prazikvantela s p—ciklodekstrinom (f-CD), 2-hidroksipropil-f-
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§ 2. Literaturni pregled 5

ciklodekstrinom (HP-$-CD), natrijevom soli sulfobutileter-f-ciklodekstrinom (SBE-4-CD) te
nasumi¢no metiliranim f—ciklodekstrinom (RM-$-CD) pripravljeni su u ¢vrstom stanju suhim
mljevenjem.? Takoder su pripravljeni kokristali prazikvantela s odabranim organskim
kiselinama mljevenjem uz dodatak otapala. Mehanokemijske metode omogucuju pripravu
raznih kompleksa i kokristala u krutom stanju bez upotrebe otapala (suho mljevenje) ili uz
dodatak minimalne kataliticke koli¢ine otapala (mljevenje uz dodatak otapala). Pripravljeni
kompleksi su nakon toga identificirani razli¢itim tehnikama: diferencijalnom skeniraju¢om
kalorimetrijom (engl. Differential Scanning Calorimetry, DSC) 1 Rentgenskom difrakcijom na
prahu (engl. X-Ray Powder Diffraction, XRPD) te vibracijskom spektroskopijom, konkretno
Fourier-transformiranom spektroskopijom u infracrvenom podrucju (engl. Fourier-transform
Infrared Spectroscopy, FTIR). Ispitana je topljivosti u biorelevantnom mediju i uocena je
poboljsana topljivost svih pripravljenih kompleksa u odnosu na sam prazikvantel u
simuliranom gastrickom (pH 1,2) te intestinalnom mediju (pH 6,8). Vece povecanje
topljivosti zabiljezeno je za kompleks prazikvantela sa p-ciklodekstrinima u odnosu na
kokristale s organskim kiselinama. Najbolju topljivost imali su kompleksi prazikvantela sa f-
CD, HP-4-CD, RM-4-CD te nesto slabiju topljivost kompleksi sa SBE-4-CD.?

Drugo istrazivanje bavilo se pripravom kompleksa prazikvantela s f-CD-om u otopini
1 u Cvrstom stanju, te utjecajem dodatka hidroksipropil metil-celuloze (HPMC) na
ucinkovitost kompleksiranja i topljivost kompleksa. Kompleksi su pripravljeni metodom
liofilizacije te metodom gnjecCenja (engl. kneading). U metodi gnjecenja koriStena je otopina
etanol:voda u omjeru 2:1. Nastanak kompleksa u obje metode provjeren je pomocu
Rentgenske difrakcije na prahu (XRPD), Fourier-transformiranom spektroskopijom u
infracrvenom podrucju te skenirajuom elektronskom mikroskopijom (SEM). Analiza
topljivosti pokazala je da dodatak hidroksipropil metil-celuloze 1 nastanak tercijarnog
kompleksa povecava topljivost samog kompleksa. Kompleks je takoder analiziran ratunalnim
metodama. Metodom molekularnog modeliranja, odnosno pretrazivanjem plohe potencijalne
energije u odabranom otapalu odredene su najstabilnije konformacije kompleksa (slika 3).
Stehiometrijski omjer lijek:ciklodekstrin 1:1 odreden je pomocu krivulja topljivosti te je

potvrden i ra¢unalnom analizom. '°
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Slika 3. Najstabilnija konformacija kompleksa prazikvantela s f—ciklodekstrinom dobivena

konformacijskom analizom. Strelicom je oznaéen polozaj vodikove veze. '

2.3. Vezani sustav

2.3.1. Tekucinska kromatografija

Kromatografija obuhvaca sve analiticke metode pri kojoj se sastojci smjese razdvajaju na
temelju njihove razliCite raspodijele izmedu dviju faza od kojih je jedna mobilna, a druga
stacionarna. Mobilna, odnosno pokretna faza moze biti teku¢ina i u tom slucaju govorimo o
tekuc¢inskoj kromatografiji ili plin te tada govorimo o plinskoj kromatografiji. Razvijena je i
fluidna kromatografija pri superkritiénim uvjetima i u tom slu¢aju mobilna faza je fluid.
Teku¢inska kromatografija koristi se za odijeljivanje termicki nestabilnih spojeva i
spojeva koje se ne mogu prevesti u plinovito stanje bez razgradnje. Prikladna je za analizu
Sirokog spektra spojeva male i velike molekulske mase: proteina, lijekova, aminokiselina,
bioloski aktivnih molekula, lipida, polimera, nukleinskih kiselina, anorganskih spojeva.
Mobilna faza je otapalo ili smjesa otapala u kojima je analit dobro topiv i ne smije se mijeSati
sa stacionarnom fazom. S obzirom na instrumentaciju i1 nacin izvedbe, tekuéinsku

kromatografiju mozemo podijeliti na kolonsku, gdje su uzorak kre¢e kroz kolonu u kojoj se

Hana Rimani¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 7

nalazi stacionarna faza, i plosnu gdje se uzorak kre¢e po ¢vrstoj podlozi na koju je nanesena
stacionarna faza.

Prema mehanizmu separacije tekudinsko-kromatografske tehnike dijelimo na
adsorpcijsku kromatografiju, razdjelnu kromatografiju, kromatografiju isklju¢enjem, ionsko-

izmjenjivacku kromatografiju i afinitetnu kromatografiju.'!

2.3.1.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid
Chromatography, HPLC) je kromatografska metoda koja se najSire primjenjuje. To je vrsta
kolonske kromatografije u kojoj se uzorak otopljen u mobilnoj fazi propusta kroz kolonu pod
visokim tlakom uz pomo¢ visokotlatne pumpe. Sustav za unasSanje uzorka se sastoji od
premosnog injektora s petljom koji omogucuje injektiranje uzorka u kolonu pri visokom tlaku
1 bez prekidanja protoka mobilne faze. Otapala koja se koriste kao mobilna faza moraju biti
visoke cistoce. Otopljeni plinovi koji mogu zaostati u otapalima uklanjaju se pomocu
otplinjac¢a. Kolone za HPLC napravljene su od nehrdaju¢eg celika te su ispunjene Cesticama
stacionarne faze promjera nekoliko um. Ispred glavne kolone nalazi se pretkolona ¢ija je
funkcija zaStita glavne kolone i posljedicno bolje razdvajanje u koloni (slika 4). Detektori u
tekuc¢inskim kromatografima su najceS¢e apsorpcijski ili fluorimetrijski. Apsorpcijski
detektori baziraju se na mjerenju apsorpcije ultra-ljubiastog (UV) i vidljivog (VIS) svjetla u
detektora no primjenjivi su samo ako analit fluorescira ili ako se prethodno prevede u

fluoresciraju¢i derivat.'!
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Slika 4. Shema teku¢inskog kromatografa visoke djelotvornosti.'? (1) Boce s otapalima, (2)
otplinja¢ za mobilnu fazu, (3) gradijentni ventil, (4) komora za mijeSanje, (5) visokotlacna
pumpa (6) ventil za unos uzorka (7) petlja za injektiranje uzorka, (8) pretkolona, (9) kolona,

(10) detektor, (11) racunalo za obradu podataka, (12) boca za sakupljanje frakcija.

Vrijeme zadrzavanja analita na koloni, #z je vrijeme od injektiranja uzorka do detekcije analita
otopljenog u mobilnoj fazi. Vrijeme zadrZzavanja ovisno je o sastavu mobilne i1 stacionarne
faze kao 1 o prirodi samog spoja i njegovoj raspodjeli izmedu dviju faza. Takoder je ovisno o
temperaturi i tlaku u koloni.'® Molekule razli¢ite polarnosti ée se na razli¢it na¢in raspodjeliti
medu fazama. Ako je mobilna faza polarna tada ¢e se spojevi najvece polarnosti najkrace
zadrzavati na koloni 1 obrnuto. Standardna teku¢inska kromatografija podrazumjeva da je
stacionarna faza polarna, a mobilna nepolarna, dok metode u kojima je mobilna faza polarna,
a stacionarna nepolarna se ubrajaju u tekuc¢insku kromatografiju obrnutih faza (engl. Reverse-
Phase High Performance Liquid Chromatography, RP-HPLC). Ispiranje uzorka sa kolone
naziva se eluiranje. Eluiranje moze biti izokratno, sto znaci da je sastav mobilne faze stalan
tijekom ispranja te gradijentno, pri ¢emu se sastav mobilne faze mijenja tijekom ispiranja
najcesce stupnjevitim povecavanjem udjela jednog od sastojka mobilne faze. Gradijentnim
eluiranjem dobiva se bolje odjeljivanje sastojaka na koloni, odnosno bolje su razluceni pikovi

u kromatogramu.!!
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2.3.2. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je jedna od najSire primjenjivanih analitickih tehnika pomocu koje
odredujemo elementni sastav tvari, strukturu anorganskih, organskih i bioloskih molekula te
kvalitativni 1 kvantitativni sastav smjesa. Jedna je od glavnih analitickih tehnika u
farmaceutskoj industriji, u granama znanosti kao §to su proteomika i genomika, a takoder je

vazna 1 u medicinskoj dijagnostici.

2.3.2.1. Spektrometar masa

Spektrometar masa sastoji se od ionskog izvora, analizatora masa i detektora (slika 5).

Uzorak Spektar masa

Analizator :
- = () = —

N
Visoki vakuum, 10— 108 torra

Intenzitet, |

m/z

i

Slika 5. Osnovne komponente spektrometra masa. !>

Molekule analita se u ionskom izvoru ioniziraju nekom od ionizacijskih metoda, nastali ioni u
plinskoj fazi dolaze do analizatora masa gdje se odjeljuju na temelju omjera mase i naboja
odnosno m/z 1 detektiraju na detektoru te prevode u mjerljivi signal koji graficki prikazujemo
kao spektar masa. Na spektru masa se odgovaraju¢im vrijednostima m/z pripisuje pripadajuci
intenzitet koji oznacava relativnu zastupljenost iona. Najintenzivniji signal nazivamo bazni
signal 1 njegov intenzitet se nominalno proglasava vrijedno$¢u jedan odnosno relativnoj
zastupljenosti od 100 posto. Intenzitet ostalih signala se preracunava u odnosu na intenzitet
baznog signala. Bazni signal moZe odgovarati molekulskom ionu ili fragmentnom ionu ovisno
o jacini fragmentacije u ionskom izvoru. Iza svakog signala molekulskog iona ili fragmenta
nalaze se izotopni signali zbog prisustva teZih izotopa jednog ili viSe elemenata. Signali
znacajnog intenziteta pri nizim vrijednostima m/z najceS¢e su signali iona fragmenata nastalih

prilikom ionizacije.'*!

Hana Rimanié Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 10

2.3.2.2.  lonski izvori

Postoje razli¢ite metode ionizacije. U nekim metodama dolazi do prijenosa velike koli¢ine
unutarnje energije na molekule analita §to uzrokuje njihovu jaku fragmentaciju (jaki ionski
izvori), dok se u drugim prenosi manja koliina energije pa je fragmentacija mala ili u
potpunosti izostaje (blagi ionski izvori). Koja ¢e se metoda ionizacije primijeniti ovisi i 0
fizikalnim i kemijskim svojstvima analita.'*

Za analizu hlapljivih 1 termicki stabilnih uzoraka najceS¢e se koristi ionizacija
elektronima gdje ioni nastaju direktno sudarima s elektronima ili kemijska ionizacija gdje se
molekule analita ioniziraju posredno koriStenjem plina reagensa. Prednost kemijske ionizacije
je slaba fragmentacija te uglavnom nastajanje samo molekulskog iona dok je kod ionizacije
elektronima fragmentacija izraZena te ¢e u spektru biti vidljivi signali fragmentnih iona.

Za analizu otopina ili teku¢ih uzoraka koriste se ionizacija termorasprsenjem,
elektrorasprsenjem te kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku. Ogranicavajuc¢i faktor za
primjenu ionizacije termorasprSenjem je cCinjenica da ioni nastaju izmjenom naboja s
dodanom soli §to omogucuje analizu samo polarnih spojeva u polarnim otapalima. Ionizacija
elektrorasprsenjem je blagi nacin ionizacije koji omogucuje analizu malih i velikih molekula,
kompleksnih spojeva, nenabijenih i ionskih spojeva. Ta je metoda koristena u ovom radu i o
njoj ¢e se nesto vise reci u nastavku.

Za analizu krutina primjenjuju se desorpcijske metode. Neke od njih su ionizacija
brzim atomima (engl. Fast Atom Bombardment, FAB), ionizacija sekundarnim ionima (engl.
Secondary-Ion Mass Spectrometry, SIMS), desorpcija laserom te matricom potpomognuta
ionizacija uz desorpciju laserskim zraCenjem, (engl. Matrix Assisted Laser Desorption
lonization, MALDI). Tehnika MALDI je vrlo popularna zbog toga Sto omogucuje analizu
bioloskih makromolekula poput proteina, peptida, ugljikohidrata, lipida i sintetskih polimera.
U navedenim metodama potrebna je primjena krute (desorpcija poljem ili laserom) ili tekuce
matrice (bombardiranje brzim atomima). Djelovanjem fotona ili visokoenergetskih Cestica

ioni analita desorbiraju s povrsine matrice.'*
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2.3.2.2.1. lonizacija elektrorasprsenjem

Ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray Ionization, ESI) spada u blage izvore
ionizacije $to znaci da se na analit u procesu ionizacije ne prenosi velika koli¢ina energije te
je fragmentacija minimalna. Uzorak se ionizira direktno iz otopine $to omogucuje direktno
povezivanje tekucinske kromatografije i spektrometrije masa. Zbog svih tih svojstava ovaj
nain ionizacije omogucuje analizu makromolekula kao Sto su Seceri, peptidi i1 proteini te
takoder nabijenih ili ionskih spojeva i nekovalentnih kompleksa.

Proces ionizacije elektrorasprSenjem odvija se na slijede¢i nain: otopina s analitom
uvodi se u metalnu kapilaru na koju se primjenjuje jako elektri¢no polje (2-3 kV) pri cemu
dolazi do odvajanja pozitivnog i negativnog naboja u otopini. Kada je kapilara prikljuena na
pozitivan kraj izvora napona, pozitivno nabijeni ioni putuju prema katodi i nakupljaju se na
povrsini tekuc¢ine. Pri kriticnoj jakosti elektricnog polja nastaje tzv. Taylorov stozac u kojem
se proizvode pozitivno nabijene kapljice koje sadrze ione analita. Prikljuc¢ivanjem kapilare na
negativan kraj izvora napona proizvesti ¢e se negativno nabijene kapljice. Grijanjem otapalo
postupno isparava te se veliCina kapljica smanjuje dok naboj ostaje konstantan. Kada se sila
elektrostatskog odbijanja izjedna¢i sa povrSinskom napeto$¢u, kazemo da je postignuta
Rayleighova granica stabilnosti i kapljice se podijele. To dijeljenje nazivamo Coloumbovo
dijeljenje. Kapljice se dalje dijele nekoliko puta istim mehanizmom. Dijeljenje kapljica je
nesimetricno, pri ¢emu nastaju velike kapljice koje sadrze nezeljene sparene ione analita te
manje iz kojih ¢e na kraju nastati ioni u plinskoj fazi (Slika 6). Smatra se da ioni malih
molekula isparavaju iz kapljica 1 prije nego se one podijele, dok ioni velikih molekula mase
ve¢e od 3300 Da nastaju isparavanjem posljednje molekule otapala iz kapljica nastalih

sukcesivnim dijeljenjem.'*
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Molekule analita Isparavanje Coloumbovo Nastajanje iona u
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Slika 6. Mehanizam ionizacije elektrorasprsenjem. '®

2.3.2.3.  Analizatori masa

Analizatori masa odijeljuju ione nastale ionizacijom na temelju omjera njihovog naboja i
mase tj. m/z. Analizatore masa karakterizira (i) gornja granica masa, tj. najveca vrijednost m/z
koja se moze izmyjeriti, (ii) razluCivanje, odnosno sposobnost razluivanja iona s malom
razlikom u masi te (iii) tocnost mase koja predstavlja razliku izmedu izmjerene i teoretske
vrijednosti m/z. Separacija iona u dosad razvijenima analizatorima masa temelji se na
razli¢itim principima tako da razlikujemo: analizator masa s magnetskim sektorom,
kvadrupol, ionsku stupicu, Fourier-transformiranu ionsko-ciklotronsku rezonanciju,
elektrostatsku stupicu, analizator masa koji mjeri vrijeme leta (TOF), te orbitrap. Kvadrupolni
1 sektorski analizatori masa sukcesivno propustaju ione tako oni odredenog m/z dolaze na
detektor u odredeno vrijeme. Ostali istovremeno analiziraju sve ione.!* Analizatori masa se
medusobno mogu kombinirati. Kombinacijom najboljih svojstva odredenih analizatora
dobivamo bolje uvjete za tandemnu spektrometriju masa. U ovom radu koriStena je tehnika u
kojoj se kombiniraju kvadrupol i TOF s reflektronom te ¢e se o njima re¢i neSto vise u

nastavku. 413
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2.3.2.3.1.  Kvadrupolni analizator masa

Kvadrupolni analizator masa sastoji se od Cetiri paralelno postavljene cilindri¢ne elektrode.
Ione razdvaja na temelju stabilnosti njihove putanje kroz osciliraju¢a elektri¢na polja koja se
primjenjuju na elektrode. Elektrode su u paru spojene na izvor istosmjernog i izmjeni¢nog
potencijala. Vrijednost primjenjenih potencijala se tokom odijeljivanja iona povecava dok
njithov omjer ostaje konstantan. Polaritet elektroda se mijenja te se na taj nafin ioni prvo
fokusiraju u horizontalnoj ravnini, a zatim u vertikalnoj $to za posljedicu ima slozeno gibanje
iona. Ioni koji u takvom polju imaju nestabilnu putanju udarat ¢e u elektrode 1 tako se
neutralizirati, dok ¢e do detektora pro¢i samo ioni sa stabilnom putanjom (slika 7). Tako
kvadrupol djeluje kao filtar masa koji ¢e pri odredenim vrijednostima primjenjivanih napona
propustati ione samo odabranog omjera m/z. Maseni spektrometar s kvadrupolom kao
analizatorom masa je Cesto upotrebljavan zbog pristupacne cijene i velike brzine snimanja

spektara dok mu je nedostatak slabo razlu¢ivanje.'*!®

DETEKTOR
_—F"_F-'_F*

MEREZOMANTNI [OM]
[ne detektirajuse)

Slika 7. Shematski prikaz kvadrupolnog analizatora masa.!”

Razvijena je 1 tehnika tandemne spektrometrije masa gdje se koriste tri uzastopno povezana
kvadrupola. Prvi i tre¢i kvadrupol funkcioniraju kao klasi¢ni kvadrupol dok je sredisnji
kvadrupol kolizijska ¢elija u kojem ioni podlijezu sudarima s molekulama inertnog plina,

najcesce dusika, te fragmentiraju, a nastali fragmenti se odijeljuju u tre¢em kvadrupolu.
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2.3.2.3.2.  Analizator masa koji mjeri vrijeme leta

Analizator masa koji mjeri vrijeme leta, TOF, ione odjeljuje na temelju vremena koje je
potrebno da predu put od izvora do detektora. Na izlazu iz ionskog izvora ioni se ubrzavaju
primjenom elektricnog potencijala V' te ioni mase m 1 naboja z imaju vrijednost kineticke
energije prema izrazu (1). Vrijeme potrebno za prolazak udaljenosti / od izvora do detektora

jednako je omjeru udaljenosti / 1 brzine kretanja iona (2).

Ek=m2v = 2V )
l

= — 2

t==_ (2)

t= mi* 3

. |z2Ve ®3)

Iz izraza (3) vidimo da je vrijeme leta direktno proporcionalno korijenu omjera m/z, uzevsi u
obzir da su udaljenost od izvora do detektora te napon konstante instrumenta, a e je
univerzalna konstanta i oznacava naboj elektrona. Takoder vidljivo je da se kod iona velikih
masa razlika u vremenu dolaska do detektora progresivno smanjuje. To je jedan od uzroka
zbog kojeg ovaj analizator masa ima slabo razlu¢ivanje. Takoder, distribucija kineticke
energije medu ionima istog omjera m/z nije uvijek jednaka pa ¢e ioni istog omjera m/z imati
razli¢ito vrijeme dolaska do detektora. Da bi se ta pogreska umanjila razvijeni su uredaji s
ionskim zrcalom odnosno reflektronom. Reflektron se sastoji od niza prstenastih elektroda na
koje se primjenjuje elektri¢ni potencijal i tako se stvara elektricno polje koje ione zakrece 1
usmjerava prema detektoru. Ioni s veCom kinetiCkom energijom uci ¢e dublje u ionsko zrcalo
te ¢e na detektor sti¢i u isto vrijeme kao ioni istog omjera m/z ali manje kineticke energije
(slika 8). TOF se najces¢e kombinira s pulsnim tehnikama ionizacije jer je za sam princip

odjeljivanja po vremenu leta iona potrebno da svi ioni kreéu u isto vrijeme. '
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Slika 8. Shema masenog analizatora TOF sa reflektronom.'®

2.3.2.4. Tandemna spektrometrija masa uz kvadrupol i analizator masa koji mjeri
vrijeme leta - Q/TOF
Masene analizatore mozemo kombinirati kako bi se iskoristile njihove prednosti 1 umanjili
potencijalni nedostaci poput niskog razlu¢ivanja, male brzine i to¢nosti. Takvi hibridni uredaji
mogu imati kombinaciju istih analizatora poput ve¢ opisanog trostrukog kvadrupola ili na
primjer linearnog TOF-a sa TOF-reflektronom, a mogu biti 1 kombinacija razliCitih
analizatora masa. Tandemni sustav koji se koristio u ovom radu sastoji se od kvadrupolnog
filtera masa, heksapolne kolizijske ¢elije te analizatora masa koji mjeri vrijeme leta. Takav

sustav skrac¢eno se naziva Q/TOF( engl. Quadrupole/Time of Flight).
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Slika 9. Shema masenog spektrometra Agilent 6540 Q/TOF koji se sastoji od kvadrupola,

kolizijske ¢elija i analizatora masa koji mjeri vrijeme leta.!®

2.3.2.5. Detektori

Detektori imaju zadatak da ione koji su odijeljeni u analizatoru masa zabiljeze 1 prevedu u
mjerljivi signal. Komercijalno se najceSce koriste detektori koji pojacavaju signal poput
elektronskog multiplikatora i fotomultiplikatora'®. Instrument kori§ten u ovom radu za
detektor ima fotomultiplikator sa scintilatorom ispred kojeg se nalazi mikrokanalna plocica
(Microchannel Plate, MCP).

Mikrokanalna plocica je izradena od izrazito otpornog materijala i debljine je oko 2
mm te je ispunjena pravilno rasporedenim medusobno paralelnim mikrokanali¢ima koji se
protezu od jedne do druge strane plocCice. Kroz plo€icu se primjenjuje jako elektri¢no polje te
tako svaki kanali¢ djeluje kao dinodni elektronski multiplikator. Kanali¢i su pod malim kutem
Sto osigurava da ¢e ion udariti u njega i tako izazvati emisiju elektrona. Elektroni dolaze na
scintilator koji ¢e apsorbirati elektrone 1 emitirati fotone. Fotoni zatim dolaze do
fotomultiplikatorske cijevi gdje se udaranjem u fotokatodu po principu fotoelektricnog efekta

prevode ponovno u elektrone i1 zatim umnazaju pomocu niza dioda. Funkcija mikrokanalne
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ploc¢ice u ovakvom detektoru je dodatna elektri¢na izolacija povrSine detektora i cijevi TOF-a

od signala koji dolaze od iona koji stizu na detektor i dalje se elektroni¢ki obraduju.?%!142!

2.3.3. Tekucinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa

Tekucinske i plinske kromatografe moguce je direktno povezati sa spektrometrom masa.
Instrumenti se povezuju pomoc¢u meduspojeva (engl. interface). Vrsta meduspoja ovisi o vrsti
kromatografije, specifikacijama kolone te protoku mobilne faze. Maseni spektrometar tada
ima funkciju detektora te omogucuje nedvojbenu identifikaciju analita.

Glavni problem u povezivanju tekucinske kromatografije sa spektrometrijom masa je
odrzavanje potrebnog visokog vakuuma u spektrometru masa. Visoki vakuum je
kompromitiran uvodenjem tekuce faze relativno velikog protoka. Da vakuum ne bi bio
narusen razvijeni su meduspojevi koji reguliraju uvodenje tekuce faze u maseni spektrometar
te uklanjaju suvisak otapala prije uvodenja analita u ionski izvor. Kada kao metodu ionizacije
koristimo elektrorasprSenje povezivanje je relativno jednostavno. Preduvjet je malen protok
mobilne faze od 1 do 10 uL/min. U tom slucaju uzorak se pri atmosferskom tlaku uvodi u
ionski izvor kroz iglu od nehrdajuceg celika na koju se primjenjuje visoki napon. Na izlazu iz
kapilare nastaju nabijene kapljice molekula analita 1 otapala iz kojih naposlijeku nastaju ioni
analita prema ve¢ opisanom mehanizmu ionizacije elektrorasprSenjem. Kod vecih protoka
mobilne faze, do 2 mL/min koristi se ionsko rasprSenje. Pri toj ionizaciji koristi se

kombinacija elektrorasprsenja i pneumatske nebulizacije.'*

Hana Rimanié Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 18

§ 3.

3.1.

EKSPERIMANTALNI DIO

KoriStene kemikalije i instrumenti

3.1.1. Koristene kemikalije

U eksperimentalnom radu koriSteno je vise kemikalija:

Prazikvantel, kratica PZQ, Genera d.d., Hrvatska

B—ciklodekstrin, kratica 3-CD, proizvodaca CycloLab
2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, kratica HP-B-CD, CycloLab

Natrijeva sol sulfobutileter-p-ciklodekstrin, kratica SBE-B-CD, CycloLab

Kompleks prazikvantel-B-ciklodekstrin, kratica PZQ-B-CD (pripravljen u Zavodu za
analiticku kemiju)

Kompleks prazikvantel sulfobutileter-B-ciklodekstrin, kratica PZQ-SBE-B-CD
(pripravljen u Zavodu za analiti¢ku kemiju)

Kompleks prazikvantel 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin, skraceno PZQ-HP-B-CD
(pripravljen u Zavodu za analiti¢ku kemiju)

Kompleks prazikvantel-metil-B-ciklodekstrin, kratica PZQ-RM-B-CD (pripravljen u
Zavodu za analiticku kemiju)

Acetonitril, p.a. 1L, Kemika

Mravlja kiselina, 98%, 1L, Kemika

Natrij klorid, Kemika

3.1.2. Instrumentacija

Za analizu je koriSten vezani sustav koji se sastoji od Agilent 1290 infinity UHPLC uredaja za

tekuc¢insku kromatografiju ultravisoke i visoke djelotvornosti te Agilent 6550 iFunnel Q-TOF

masenog spektrometra. Za tekucéinsku kromatografiju koristena je kolona UPLC BEH CI18

proizvodaca Waters s promjerom 2,1 mm, duljine 100 mm te ¢esticama promjera 1,7 pm.

Maseni spektrometar Agilent 6550 iFunnel Q-TOF kao metodu ionizacije koristi

ionizaciju elektrorasprSenjem. Tandemni sustav sastoji se od kvadrupolnog filtera masa,
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heksapolne kolizijske ¢elije te masenog analizatora koji mjeri vrijeme leta s reflektronom. U
eksperimentalnom radu je takoder koriStena analitiCka vaga AX205 DeltaRange proizvodaca

Mettler Toledo.

3.2. Priprava uzoraka

3.2.1. Priprava ishodnih otopina

Prvi korak eksperimentalnog dijela rada bila je priprava ishodnih otopina analiziranih spojeva
1 kompleksa. Otopine su pripravljene u sustavu otapala acetonitril (kratica ACN)/(voda, 0,1%
mravlja kiselina) u omjeru 1:1.

Ishodna otopina prazikvantela je pripravljena otapanjem 1 mg prazikvantela u 10 mL
acetonitrila te je dodano 10 mL vode s 0,1% mravlje kiseline. Masena koncentracija ishodne
otopine iznosila je 50 pg/mL.

Ishodne otopine ciklodekstrina pripravljene su tako da bi bile molarno priblizno
ekvivalentne ishodnoj otopini prazikvantela pa je otopljeno po 3,63 mg B-ciklodekstrina, 4,13
mg SBE-B-CD te 3,81 mg HP-B-CD u 20 mL istog sastava otapala kao za prazikvantel.

Ishodne otopine kompleksa pripravljenih mljevenjem priredene su otapanjem 1 mg
kompleksa u 20 mL sustava acetonitril:voda u omjeru 1:1. Masena koncentracija pripravljenih

ishodnih otopina iznosila je 50 pg/mL.

3.2.2. Priprava uzoraka za LC-MS/MS i MS/MS analizu

Za LC-MS/MS analizu ishodne su otopine pomijeSane tako da konacan molarni omjer
prazikvantel:ciklodekstrin iznosi 1:1, 5:1, 1:5 te 1:10. Otpipetirano je po 20 pL svake od
pripravljenih otopina u staklene bocice za HPLC te nadopunjeno otopinom ACN:voda u
omjeru 6:4 do 1 mL.

Otopine prethodno pripravljenih kompleksa u ¢vrstom stanju priredene su tako da je
automatskom pipetom otpipetirano po 20 pL svake od otopine kompleksa u boc¢ice za HPLC

te nadopunjeno s otopinom ACN:voda 6:4 do 1 mL.
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Za MS/MS analizu pripravljene su otopine prazikvantela, svih KkoriStenih
ciklodekstrina te otopine kompleksa pripravljenih mljevenjem. Otopine prazikvantela su
pripravljene na isti na¢in kao u prethodnoj analizi samo $to je u ovom slucaju razrjedenje bilo
1000 puta u odnosu na ishodnu otopinu te je u bocicu za MS otpipetirano po 1 pL svake od
otopina te nadopunjeno s otopinom ACN:voda 6:4 do 1 mL.

Pripravljene su i zasebne otopine svih ciklodekstrina s dodatkom NaCl u molarnim
omjerima CD:NaCl 1:2 1 1:10. Otopine su pripravljene tako da je pomijeSana otopina NaCl u
sustavu otapala acetonitril/(voda 0,1% mravlja kiselina) u omjeru 1:1 s ishodnim otopinama

ciklodekstrina.

3.3. LC-MS/MS i MS/MS analiza

3.3.1. LC-MS/MS analiza

Temperatura kromatografske kolone prilikom odjeljivanja iznosila je 60 °C. Mobilna faza A
bio je Cisti acetonitril, dok je faza B bila voda s 0,01 % mravlje kiseline. Udio pojedinih faza
se tijekom ispiranja s kolone mijenjao prema rasporedu navedenom u tablici 1. Vrijeme

trajanja svake od kromatografskih analiza bilo je 22 minute.

Tablica 1. Udio pojedine mobilne faze i protok tijekom kromatografskog odjeljivanja

(mobilna faza A — acetonitril, mobilna faza B — voda s 0,01% mravlje kiseline).

udio mobilne udio mobilne protok
vrijeme / min
faze A (%) faze B (%) (mL / min)
0,00 95 5 0,4
5,00 20 80 0,4
20,00 20 80 0,4
20,01 95 5 0,4
22,00 95 5 0,4
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Za MS/MS analizu koristeno je elektrorasprSenje kao ionski izvor. Postavke u ionskom izvoru

bile su sljedece:

Napon na kapilari: 3500 V

Temperatura plina za suSenje (dusik): 200 °C

Protok plina za susenje: 13,9 L/min

Temperatura pomocnog plina (engl. Sheath gas): 350 °C
Protok pomo¢nog plina: 11 L/min

Tlak u nebulizatoru : 35 psig

Spektri su snimani 1u pozitivnom i u negativnom nac¢inu rada.

3.3.2. MS/MS analiza

Za MS/MS analizu postavke su ostale iste, no nije koriStena kromatografska kolona. Ovim

nac¢inom analizirani su uzorci ¢ija je priprava opisana u odjeljku 3.2.2. te su spektri snimljeni

u pozitivhom 1

negativnom nacinu rada. Uzorci ciklodekstrina s dodatkom iona Na®

pripravljeni su po uzoru na istrazivanje u kojem se proucavala fragmentacija B-ciklodekstrina

u pozitivnom naéinu rada dodatkom Na'. Naime, dodatkom Na" nastao je molekulski ion [B-

CD Na]" te fragmentni ioni, odnosno oligomeri glukoze koji su vezali ione natrija.?
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

4.1. Rezultati LC-MS/MS analize

U eksperimentalnom dijelu rada su LC-MS/MS metodom analizirane otopine prazikvantela,
svih odabranih B-ciklodekstrina, smjese otopina pripravljene direktnim mijeSanjem otopina
prazikvantela i1 p-ciklodekstrina (B-CD), sulfobutileter-f-ciklodekstrina (SBE-B-CD) te 2-
hidroksipropil p-ciklodekstrina (HP-B-CD) u razli€itim molarnim omjerima te otopina
prethodno pripravljenih kompleksnih spojeva prazikvantela s B-ciklodekstrinom 1 razli¢ito
supstituiranim B-ciklodekstrinima. U spektrima masa snimljenima u pozitivhom 1 negativnom
nacinu ionizacije ocekivali su se signali molekulskih iona prazikvantela, kompleksnih iona te

supstituiranih B-ciklodekstrina pri vrijednostima m/z navedenima u tablici 2.

Tablica 2. Molekulske mase prazikvantela, ciklodekstrina te kompleksnih spojeva i o¢ekivane
vrijednosti m/z u pozitivnom (+) 1 negativhom (-) nadinu ionizacije. Molarne mase
supstituiranih ciklodekstrina su izracunate koriste¢i prosjecni koeficijent supstitucije (DS)

naveden od proizvodaca.

Molekulsk
Ime spoja O;a:as ?  Molekulskiion  Molekulski ion

/7 (+ /7 (-

(g/mol) m/z (t) m/e ()
prazikvantel 312,4 313,1911 311,1760
B-ciklodekstrin 1135,0 1135,3770 1133,3625

natrijeva sol

sulfobutileter-- 2163,3 2163,6770 2161,6625

ciklodekstrin
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hidroksipropil-f3-

ciklodekstrin 1396,45 1396,827 1394,8125
kompleks
PZQ-B-CD 14474 1448,1911 1446,1760
kompleks
PZQ-SBE-B-CD 2475,7 2476,4911 2474.4760
kompleks
PZQ-HP-B-CD 1708,85 1709,6411 1707,6260
kompleks
PZQ-RM-B-CD 1615,4 1616,1911 1614,1760

Rezultati LC-MS/MS analize smjesa otopina prazikvantela i1 ciklodekstrina u razli¢itim
molarnim omjerima te otopina pripravljenih otapanjem prethodno izoliranih kompleksa u
¢vrstom stanju prikazani su pomocu kromatograma ukupne ionske struje (engl. Total Ion
Current). U nastavku rada takav kromatogram oznacavat ¢e se kao TIC kromatogram. U TIC
kromatogramu na osi y nanosi se intenzitet iona, a na osi x vrijeme. Ovakav prikaz Cesto se
koristi kada je spektrometrija masa spregnuta s kromatografijom. U tom slu€aju na osi x su
retencijska vremena kao u klasicnom kromatogramu. Na TIC kromatogramu intenzitet
predstavlja sumu intenziteta svih detektiranih iona u odredenom vremenu. Intenzivni pikovi
na TIC kromatogramu indiciraju veliku koncentraciju iona nastalih u ionskom izvoru.

Prvo su snimljeni spektri uzoraka prazikvantela, te smjese otopina prazikvantela i
ciklodekstrina pripravljenih mijeSanjem ishodnih otopina u molarnim omjerima PZQ:
ciklodekstrin 1:1 i1 1:5. Isti uzorci snimljeni su nakon stajanja na 5 °C cca 72 h, te svjeze

pripravljeni uzorci u istim omjerima, uzorci pripravljeni mijeSanjem ishodnih otopina u
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molarnim omjeru PZQ:ciklodekstrin 1:10, wuzorci pripravljeni otapanjem prethodno

pripravljenih kompleksa u ¢vrstom stanju te takoder otopine samih ciklodekstrina.

10 2 |= TIC Scan preaikvantal MO0
114

[=1-F
oE4
o7
[=1-F
=18
o044
034
0z
o1 4

01 4

0 04 D5 DE 1 12 14 15 13 I ZT 24 25 Z5 3 32 34 35 35 4 42 44 45 45 5 52 54 56 5% 6 G2 64 65 65 7 72 74 75 73

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 10. TIC kromatogram otopine prazikvantela.

Vidljiv relativno intenzivan pik pri & = 4,4 min koji odgovara retencijskom vremenu

prazikvantela.

x102 |+ TIC Scan 001.d

102 |+ TIC Scan 002.d

i 2 ¥ 4 5 € 7 & 9§ W N 12 1B ™ 1 1% 17 & 18 20 A
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)
Slika 11. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela 1 -ciklodekstrina (kromatogram a)

te smjese otopina PZQ 1 hidroksipropil-B-ciklodekstrina (kromatogram b) pripravljenih

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:ciklodekstrin 1:5 (prvo snimanje).
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Slika 12. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i B-ciklodekstrina (kromatogram a)

te smjese otopina PZQ 1 sulfobutileter-p-ciklodekstrina (kromatogram b) pripravljenih

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:ciklodekstrin 1:1 (prvo snimanje).
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Slika 13. Preklopljeni TIC kromatogrami svih smjesa otopina PZQ i CD u molarnim

omjerima PZQ:ciklodekstrin 1:1 1 1:5, najdonja linija predstavlja idealan kromatogram

otopine prazikvantela (preklopljeni TIC kromatogrami iz slika 11,12 1 D1).

U svim kromatogramima moZzZe se uociti pik pri fr = 4,4 min koji odgovara molekuli
prazikvantela. Takoder je vidljiv intenzivan pik pri cca tr = 11,5 min u kromatogramu smjese
otopina PZQ 1 B-CD pripravljene mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:5

(prvo snimanje).

Hana Rimani¢ Diplomski rad




§ 4. Rezultati i rasprava 26

x102 |+ TIC Scan 015.d
4112 7 2

x102 +TIC Scan 020.d

14 = ™" ‘
b) os AT e,
i / T e fratteriy A

06 ~ et e i e B b e S AP e PP R by sl niheieiie

\ o P !
04- AN

ra

024

i 2 3 4 5 ¢ 7 & 9 1 1 12 13 W B ® 17 18 B 20 A

Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 14. TIC kromatogrami otopina kompleksa prazikvantela s RM-B-CD (kromatogram a) te
kompleksa sa SBE-B-CD (kromatogram b) pripravljenim otapanjem prethodno izoliranih

kompleksa u ¢vrstom stanju.
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Slika 15. TIC kromatogrami otopina kompleksa prazikvantela s B-CD (kromatogram a) te

kompleksa sa HP-B-CD (kromatogram b) pripravljenim otapanjem prethodno izoliranih

kompleksa u ¢vrstom stanju.
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%10 2 |+ TIC Scan022.d

i 2 31 4 s & 7 & § 10 11 1z 13 14 15 & 17 18 15 30 21
Counts (%) vs. Acquisition Time (min)

Slika 16. Preklopljeni TIC kromatogrami svih uzoraka snimljenih u drugoj LC-MS/MS
analizi (preklopljeni TIC kromatogrami iz slika 14, 15, D3 —D11).

U kromatogramima otopina prazikvantela i svih smjesa otopina prazikvantela i ciklodekstrina
u razli¢itim molarnim omjerima te otopina pripravljenih otapanjem prethodno izoliranih
kompleksa u ¢vrstom stanju vidljiv je intenzivan pik pri &R = 4,4 minute koji odgovara
retencijskom vremenu prazikvantela te pik pri cca 5,5 — 6,0 min (slike 9 — 16, D1 — DI11).
Analizom masenih spektara tvari s viemenom zadrzavanja od 4,4 min potvrdeno je da se pri
fr = 4,4 min nalazi prazikvantel dok maseni spektri tvari s vremenom zadrzavanja pri fr = cca
5,5 min kod svih uzoraka ne sadrze signale koji bi odgovarali masama molekulskih iona
analiziranih ciklodekstrina niti kompleksnih iona, ve¢ sadrze signale koji odgovaraju cesto
prisutnom oneciS¢enju u kromatografskom sustavu, najvjerojatnije deterdzentu. Takoder, u
kromatogramu smjese otopina prazikvantela i [B-ciklodekstrina pripravljene mijeSanjem
otopina u molarnom omjeru PZQ/B-CD 1:5 vidljiv je intenzivan pik pri pri 11,5 min (slika
11). Analizom spektra masa tvari s vremenom zadrzavanja fr = 11,5 min snimljenih u
pozitivnom nadinu ionizacije utvrdeno je da ne sadrzi signale koji bi odgovarali masi
molekulskog iona B-ciklodekstrina pri m/z 1135,3770 niti iona kompleksa PZQ-B-CD pri m/z
1448,1911 (slika 17).
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Slika 17. MS spektar tvari s retencijskim vremenom #r = cca 11,5 min

(iz kromatograma smjese otopina PZQ 1 B-CD u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:5).

Analizom MS/MS spektra otopine prazikvantela (signal pri fr = 4,4 min) vidljiv je bazni
signal pri vrijednosti m/z 313,19126 koji odgovara masi jednostruko nabijenog molekulskog
iona prazikvantela [PZQ+H] " (slika 18). Takoder je vidljiv intenzivan signal pri vrijednosti
m/z 203,11863 koji je proucavajuci literaturu asigniran jednostruko nabijenom fragmetnom

ionu (tablica 3). Signali pri m/z 625,37460 1 922,00980 pripadaju unutarnjem standardu mase.
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Slika 18. MS/MS spektar tvari s retencijskim vremenom, #r = 4,4 min u uzorku otopine

prazikvantela.

Intenzivan signal pri vrijednosti m/z 313,19126 odgovara molekulskom ionu [PZQ-+H] .
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Tablica 3. Znacajni signali u MS/MS spektru otopine prazikvantela pri /z = 4,4 min i njihove

strukture.

(m/z) struktura iona
313,19126 [PZQ+H] "
203,19126 HN

N
+OH,

4.2. Rezultati MS/MS analize
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Slika 19. Spektri masa otopina: prazikvantela (a), B-ciklodekstrina (b), hidroksipropil-p-

ciklodekstrina (c) i sulfobutileter-p-ciklodekstrina (d) snimljeni u negativnom nacinu rada.
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U spektru masa otopine prazikvantela snimljenom u negativnom nacinu rada (slika 19a)
moze se uociti signal pri vrijednosti m/z 311,16878 koji je pipisan jednostruko negativno
nabijenom molekulskom ionu prazikvantela. Spektri svih ciklodekstrina (slike 19b,c,d i
20b,c,d) snimljeni u pozitivnom i u negativnom nacinu rada ne sadrze signale pri
vrijednostima m/z karakteristicnim molekulskim ionima niti fragmentnim ionima
ciklodekstrina (slike D14 i D15). Isto vrijedi i za spektre otopina pripravljenih otapanjem
kompleksa u ¢vrstom stanju te spektre otopina ciklodekstrina s dodatkom Na® gdje su se u
spektrima snimljenima u pozitivnom nacinu rada oc¢ekivali signali adukata ciklodekstrina s
Na' (slike 21, D12 i D13). Ovakvi rezultati upucuju na to da se molekule ciklodekstrina nisu

ionizirale.
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Slika 20. Spektri masa otopina: prazikvantela (a), B-ciklodekstrina (b), hidroksipropil-p-

ciklodekstrina (c) i sulfobutileter-p-ciklodekstrina (d) snimljeni u pozitivnom nac¢inu rada.
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Slika 21. Spektri masa otopina ciklodekstrina s dodatkom Na" iona; otopina SBE-B-CD/Na" u
molarnom omjeru 1:10 (a), otopina SBE-B-CD:Na" u omjeru 1:2 (b), otopina HP-B-CD/Na” u

omjeru 1:10 (¢) i otopina HP-B-CD:Na" u omjeru 1:2 (d), snimljeni u pozitivnom naé¢inu rada.

4.3. Rasprava

Postavlja se pitanje koji su razlozi da se ni u jednom od provedenih eksperimenata nisu
uspjeSno izolirali ni identificirali kompleksi prazikvantela s ciklodekstrinima. U
kromatogramima smjesa otopina prazikvantela 1 B-ciklodekstrina nisu pronadeni pikovi koji
bi odgovarali kompleksnim spojevima prazikvantela s B-ciklodekstrinima $to upucuje na
pretpostavku da se metodom direktnog mijeSanja otopina ovakvi kompleksi ne mogu
pripraviti. Kromatogrami otopina pripravljenih otapanjem prethodno pripravljenih i izoliranih
kompleksa u ¢vrstom stanju dali su gotovo identi¢ne negativne rezultate. MS/MS analizom
takoder nisu nadeni signali koji bi odgovarali kompleksima pa se moze zakljuciti da

kromatografska separacija nije odgovorna za raspad kompleksa ukoliko je on i postojao u

Hana Rimanié Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava 32

otopini. U slucaju da je sam nekovalentni kompleks i1 "prezivio" u otopini, ja¢ina napona u
ionskom izvoru moguce da je bila previsoka da bi se oCuvale nekovalentne interakcije. Na
takav zaklju¢ak upucuje izostanak literature u kojoj su opisani spektri masa kompleksa

prazikvantela i ciklodekstrina u otopini.

Nadalje, MS/MS spektri otopina samih ciklodekstrina te otopina ciklodekstrina s
dodatkom natrijevih iona nisu dali oc¢ekivane rezultate s obzirom na proucavanu literaturu.
MS/MS analiza otopina ciklodekstrina s dodatkom Na" iona napravljena je po uzoru na ve¢
spomenuti rad gdje se proucavala fragmentacija supstituiranih 1 nesupstituiranih J3-
ciklodekstrina ESI-MS metodom.??> U tom istrazivanju kao otapalo koristena je samo voda te

su se uvjeti snimanja spektara nesto razlikovali.

Takoder valja uzeti u obzir 1 ostale ¢imbenike koji su mogli uzrokovati izostanak
signala B-ciklodekstrina kao §to su hlapljivost 1 polarnost molekule analita te pH otapala.
Primjeceno je i da ekvimolarne otopine razli¢itih spojeva pri istim uvjetima ionizacije daju
vrlo razli¢it odgovor u vidu intenziteta i uspjeSnosti same ionizacije. Studija koja se bavila
utjecajem pH otopine, uvjeta ionizacije, utjecaja samog instrumenta koriStenog u ESI-MS
analizi na intenzitet signala 1 u¢inkovitost ionizacije pokazala je da je intenzitet signala pri pH
= 7 1 pH = 3 pozitivno koreliran s bazicnos¢u i polarnosti molekule. Nepolarne hlapljivije
molekule su dale znatno jaCe intenzitete pri nizem pH. Analizirano je 56 organskih spojeva
uklju¢uju¢i aromatske amine i piridine. Takoder, zanimljiv je rezultat koji pokazuje da

ponasanje analita znatno varira pri upotrebi razli¢itih uredaja za ESI-MS analizu. >
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§ 5. ZAKLJUCAK

Detaljnom masenospektrometrijskom analizom utvrdeno je da u kromatogramima
uzoraka nisu pronadeni pikovi koji bi odgovarali kompleksnim spojevima prazikvantela s -
ciklodekstrinima, odnosno razli¢ito supstituiranim B-ciklodekstrinima. Uzimajuci u obzir da
su spomenuti kompleksi u ¢vrstom stanju identificirani drugim tehnikama, izostanak signala u
spektrima masa otopine kompleksa te smjesa otopina prazikvantela i B-ciklodekstrina moze
biti uvjetovan iz viSe razloga: nestabilnost kompleksa u otopini, nenastajanje kompleksa
direktnim mjeSanjem otopina prazikvantela 1 ciklodekstrina, nepogodnost sastava
kromatografske kolone i mobilne faze za ovakvu separaciju, utjecaj odabranih otapala na

nastajanje i stabilnost samog kompleksa, nestabilnost kompleksa u plinskoj fazi.

U daljnjem pokusaju identifikacije kompleksnih spojeva prazikvantela s [3-
ciklodekstrinima tehnikom spektrometrije masa mogla bi se razmotriti neka druga tehnika
ionizacije, kao naprimjer matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim

zracenjem, tj. MALDI buducdi da je prikladna za analizu uzoraka u ¢vrstom stanju.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

ACN - acetonitril

S-CD — S (beta)-ciklodekstrin

ESI — Electrospray lonization, ionizacija elektrorasprSenjem

HP-B-CD — 2-hidroksipropil-pB-Ciklodekstrin

HPLC - High-Performance Liquid Chromatography, tekulinska kromatografija visoke
djelotvornosti

LC - Liquid Chromatography, teku¢inska kromatografija

MCP — Microchannel Plate, mikrokanalna ploCica

MS — Mass Spectrometry, spektrometrija masa

PZQ — Praziquantel, prazikvantel

PZQ-B-CD Kompleks prazikvantel-f-ciklodekstrin

PZQ-HP-B-CD — kompleks prazikvantel 2-hidroksipropil-B-ciklodekstrin

PZQ-SBE-B-CD — kompleks prazikvantel sulfobutileter-p-ciklodekstrin

PZQ-RM-B-CD — kompleks prazikvantel-metil-B-ciklodekstrin

RM-B-CD — Randomly methylated p-cyclodextrin, nasumic¢no metilirani f-ciklodekstrin
SBE-B-CD — natrijeva sol sulfobutileter-p-ciklodekstrin

TOF — Time Of Flight, analizator masa koji mjeri vrijeme leta

UPLC — Ultra-Performance Liquid Chromatography, tekucinska kromatografija ultra visoke
djelotvornosti

Q - Quadrupole, kvadrupol
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Slika D1. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i sulfobutileter-p-ciklodekstrina
pripravljene mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:SBE-B-CD 1:5 (kromatogram a), te
smjese otopina prazikvantela i hidroksipropil-B-ciklodekstrina pripravljene mijeSanjem

otopina u molarnom omjeru PZQ:HP-B-CD 1:1 (b).
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Slika D2. Preklopljeni TIC kromatogrami svih smjesa otopina prazikvantela i ciklodekstrina

pripravljenih mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:ciklodekstrin 1:1 1 1:5.
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Slika D3. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i HP-B-CD pripravljenih
mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:HP-B-CD 1:1. Spektri su snimljeni 72h nakon
priprave uzoraka (kromatogram a) te odmah nakon priprave (ponovno pripravljeni uzorak)

(kromatogram b).

x102 |+ TIC Scan 007.d

I b | ,
P e

x102 +TIC Scan 008.d
i i ,

YL e

fl M s
08+ fe e s e . .
e ! FUUPHpRP S S Y

i 2 3 4 & & 7 & 9 W M 1 13 W 15 1® 17 8 19 2 A
Counts (%) vs. Acquisition Time (min})

Slika D4. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i B-CD pripravljenih mijeSanjem
otopina u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:1. Spektri su snimljeni 72h nakon priprave uzoraka

(kromatogram a) te odmah nakon priprave (ponovno pripravljeni uzorak) ( kromatogram b).
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Slika DS. TIC kromatogrami smjesa otopina prazikvantela i SBE-B-CD pripravljenih

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:SBE-B-CD 1:1. Uzorci su snimljeni 72h nakon

priprave (kromatogram a), te odmah nakon priprave (ponovno pripravljeni uzorak)

(kromatogram b).
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Slika D6. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela 1 hidroksipropil-B-ciklodekstrina

pripravljene mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:/HP-B-CD 1:5 (kromatogram a), te

smjese otopina PZQ 1 sulfobutileter-f-ciklodekstrina pripravljene mijeSanjem otopina u

molarnom omjeru PZQ:SBE-B-CD 1:5 (kromatogram b).
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Slika D7. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i SBE-B-CD pripravljene

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:SBE-B-CD 1:1 (kromatogram a) te smjese
otopna PZQ 1 SBE-B-CD pripravljene mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:SBE-f3-
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Slika D8. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i B-ciklodekstrinoa pripravljene

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:5 (kromatogram a, snimljen odmah
nakon priprave), te smjese otopina PZQ 1 hidroksipropil-B-ciklodekstrina pripravljene

nakon priprave).

mijesanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:HP-B-CD 1:5 (kromatogram b, snimljen 72h
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Slika D9. TIC kromatogrami smjesa otopina prazikvantela 1 hidroksipropil-B-ciklodekstrina
pripravljenih mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:HP-B-CD 1:5 (kromatogram a), te

1:10 (kromatogram b).
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Slika D10. TIC kromatogrami smjese otopina prazikvantela i sulfobutileter-p-ciklodekstrina
pripravljene mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:SBE-B-CD 1:5 (kromatogram a,
snimljen 72h nakon priprave), te smjese otopina PZQ 1 B-ciklodekstrina pripravljene
mijesanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:10 (kromatogram b, snimljen odmah

nakon priprave).
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Slika D11. TIC kromatogrami smjesa otopina prazikvantela 1 B-ciklodekstrina pripravljenih

mijeSanjem otopina u molarnom omjeru PZQ:B-CD 1:5 (kromatogram a), te 1:10
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Slika D12. Spektri masa otopina ciklodekstrina s dodatkom Na* iona; otopina B-CD:Na" u
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Slika D13 . Spektri masa otopina hidroksipropil-ciklodekstrina s dodatkom Na*™ u molarnom
omjeru: HP-B-CD:Na* 1:10 ( spektara) i HP- B-CD: Na* 1:2 (b) snimljeni u negativnom

nacinu rada.

103 - Scan (rt: 0.112-0.195 min, € scans) 005.d
1

09 146.96561

311.16889

%104 - Scan (1t 0.113-0.178 min, 5 scans) 006.d
359 oagpefs

b) 2 966.00188

15 311.16912

0 171 PR 1
X103 - Scan (rt 0.108-0.208 min, 7 scans) 007.d

<)

7 scans) 008.4
925

d)

8
7
3
5
4
3
2
1
0
X103 - Scan (it 0.102-0.202 min,
8 ; o
7
6
5
4
3
2
1
[

A ===

100 200 300 400 500 600 700 200 %00 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600 1700 1800 1800 2000 2100 2200 2300 2400 2500 2600 2700 2800 2900 3000 3100

Counts vs. Mass-to-Charge (m/2)
Slika D14 . Spektri masa otopina pripravljenih otapanjem prethodno izoliranih kompleksa:
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Slika D15. Spektri masa otopina pripravljenih otapanjem prethodno izoliranih kompleksa:
PZQ-B-CD (a), PZQ-HP-B-CD (b), PZQ-SBE-B-CD (c) i PZQ-RM-B-CD (d) snimljeni u

pozitivnom nacinu rada.
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Biokemija 1 Analiticka kemija, Prirodoslovno-matematicki fakultet,
SveuciliSte u Zagrebu, Zagreb

Sveucilisni preddiplomski studij molekularne biologije. Prirodoslovno-
matematicki fakultet, Sveuciliste u Zagrebu, Zagreb

Gimnazija Juraj Barakovi¢, Zadar

Osnovna Skola Kruno Krsti¢, Zadar

Sudjelovanja na znanstvenim skupovima

1. F. Grgi¢,

H. Rimani¢, M. Pocrni¢, D. Kontrec, A. Budimir, N. Galic,

Kompleksiranja lantanoida aroilhidrazonima izvedenim iz nikotinohidrazida:

spektrofotometrijsko odredivanje, Knjiga sazetaka XXVI hrvatskog skupa kemicara

1 kemijskih inZenjera / Nives Gali¢, Marko Rogosi¢, (ur.), Zagreb: Hrvatsko drustvo

kemijskih inzenjera i tehnologa, 2019. str. 80-80
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