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1. UVOD



1. Uvod

U lijeku, osim djelatne tvari, mogu se nalaziti mazongiS¢enja i razgradni produkti.
Zakonska regulativa zahtjeva od farmaceutske imgisdetaljno poznavanje o&iécenja
prisutnih u djelatnoj tvari te u gotovom lijeku. &@iscenja i razgradne tvari su nezeljene
komponente koje uz djelathu tvar nastaju u procpsnizvodnje lijeka ili njegovom
razgradnjom. Zbog njihove prisutnosti primjenainkovitost lijeka moze biti smanjena, te
mogu biti genotoksna, kancerogena i mutagena. Zbog toga je jako vadrediti i
identificirati prisutnost on@sScenja, kvantificirati ih 1 odrediti njihovu kemijskstrukturu.
Razvojem moderne anatikie instrumentacije razvile su se selektivne i ¢jgjetmetode koje
specifitno odgovaraju na zahtjeve farmaceutske regulative.

Entakapon je organska molekula, koja inhibira enkatehol-O-metiltransferazu i na
taj na&in omogutuje prelazak levodope u mozak. Koristi se zadijge Parkinsonove bolesti
u kombinaciji s karbidopom i levodopom. Za atilu@nje i kvantificiranje entakapona i
njegovih razgradnih produkata koristi se t@kska kromatografija visoke djelotvornosti.
MoZe se koristiti sama ili spregnuta s masenomtspeletrijom?®>

U ovom radu razvijena je metoda za alivanje entakapona i njegovih razgradnih
produkata u farmaceutskoj otopini. Tékaskom kromatografijom ultravisoke djelotvornosti
uz masenu spektrometriju odemni su razgradni produkti nastali forsiranom radgjam
entakapona u luzini, kiselini i vodikovom perokside u netretiranom uzorku. Ranalni
program DryLab r&una matematku funkciju svakog pika i pred@da njihov polozaj u
drugim uvjetima. Mogée je dobiti informacije o temperaturi  kolone,
pH-vrijednosti, vremenskom gradijentu i¢sld. Na taj n&in dobili su se podaci o temperaturi
kolone i vremenskom gradijentu pri kojima je odvggapikova oné&sScenja i razgradnih
produkata entakapona bilo najbolje. Uz idealne tevjezeta je joS jedna temperatura kao
potvrda metode. Pri istim uvjetima snimljen je i-2B-MS te MS/MS, na osnovu kojeg je
dobiven spektar masa. Prema dobivenim masama ptayfjiene su mode strukture

razgradnih produkata nastalih forsiranom razgradnjajihova fragmentacija.
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2. Literaturni pregled

2.1. Entakapon

Entakapon je aktivha farmaceutska tvar koja seskauni kombinaciji s drugim lijekovima za
lijecenje Parkinsonove bolesti. U svojoj strukturi sadd atoma ugljika, a molekulska masa
mu iznosi 305,29 Da (Slika 1).

Organska je molekula koja posjeduje inhibitorskoelajanje na enzim
katehol-O-metiltransferazuCQOMT ), a klasificiran je kao selektivan i reverzibilarhibitor.
Navedeni enzim nalazi se u metabkdim putu druge aktivhe farmaceutske tvari, levodope
(LD). Inhibirajui ovaj enzim, entakapon omogye prelazak_-D-a u mozak. Entakapon se
koristi samo u kombinaciji ED-om, blokira njenu razgradnju prije ulaska u mokala taj
natin produzava djelovanje levodop@. To dovodi do povéanja bioraspoloZivosti i
koncentracije.D-a koja dostize u mozak.

Entakapon inhibira enzil@OMT pretezno u perifernim tkivima, a njegova aktivnost
dokazana je klikim studijama. Na temelju tih istraZivanja dopustés njegova upotreba u
lijecenju Parkinsonove bolesti. Entakapon reducira réogst razvoja motokkih
komplikacija. Ipak, ima ogradenu uporabu zbog utjecaja na jetru. Entakapon Ze wa

proteine plazme, uglavnom na albumin, te se brzmbatizira®>*

L
HO C\C /C\N /CHzCH3
C|>N C|)H2CH3
HO

NO,

Slika 1. Struktura entakapona
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2.2. Parkinsonova bolest i lij&enje

Pakinsonova bolest je kra@mi neurodegenerativni poreda. Simptomi karakterisini za
ovaj poremeéaj su problemi u motatkom sustavu pkgeni podrhtavanjem u stanju mirovanja,
miSi¢na rigidnost, akinezija, bradikinezija te gubitaksturalnih refleksa. Prema ovim
specifenim simptomima mogte je razlikovati Parkinsonovu bolest odslh parkinsonizma
Parkinsonova bolest uje na pokretljivost i kontrolu skeletnog néiSog sustava. Drugi je
nage&i progresivni porem@&j koji pogaa priblizno 1 do 2 % populacije u dobi iznad 50
godina. Uzrok ove bolesti je degeneracija neuram@achina, Sto uzrokuju smanjenje razine
dopamina u srediSnjem Z@anom sustavu, a to dovodi do neravnoteZe u néttmm sustavu.

Lijecenje Parkinsonove bolesti finje s terapijom lijekova, uz kirurSke zahvate i
fizicko lijecenje?® Terapija lijekovima za cilj ima povrat razine dogamu mozak. Na taj
nain se poboljSava motaka kontrola, te smanjuju simptomi bolesti. Kao zana za
dopamin, njegov prekursaD je najinkovitiji lijek za lijecenje ove bolesti. Istrazivanja su
pokazala smanjenje simptoma u prvih 5 do 10 godadeon pdetka terapijeLD-om. Ipak,
nakon odréenoga vremen&D se ne moZe pohranjivati u zavrSecima dopaminefgeni
Zivaca. Takder, teorijski je mogée dalLD ima neurotoksina svojstva, budu da ima
potencijal stvaranja slobodnih radikala kao i ne#lingih Stetnih metabolita. Tako nastali
radikali imaju sposobnost naruSavanja preostalfpadonergeninih neurona, te na taj &ia
ubrzavaju razvoj Parkinsonove bolesti.

lako je mogde da prijg@e krvno-mozdanu granicu te takodgodo srediSnjeg zéanog
sustava, tek 1%D-a to i uspije. To se doda zbog izrazito brzog metaboliznh® -a, koji
ima dva enzimska puta. U jednom enzimskom putueduidj enzim dopadekarboksilaza
(DDC),a u drugom v spomenutiCOMT . COMT prevodiLD u 3-O-metildopa, &DC u
vrstu dopamina koja ne moze pélj&rvno-mozdanu granicu.

Kako bi se poboljSala cinkovitost ovog lijeka, potrebni su inhibitori kojbi
sprjetavali metaboliku razgradnjlLD-a. Tako je z&bDC nage&i inhibitor karbidopa CD),
a zaCOMT entakapon. Kako bi se dobila dobra dinkovita terapeutska doza bilo je
potrebno n& odgovarajiée kvantifikacijske omjere ova tri lijeka zajednbD se moze
odrediti sam ili zajedno $D-om metodama elektrokemije, kapilarne elektroforéze
tekwinske kromatografije visoke djelotvornosti uz deigk masenom spektrometrijom
(HPLC-MS)2348
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(b)

Slika 2. Struktura:(a) levodopa, (b) karbidopa

Koktel lijekova koristen za ligenje Parkinsonove bolesti sastavljen od levodoashi#ope,
entakapona i moge joS nekih drugi aktivnih farmaceutskih tvari (AR) zahtjevan je za

analizu buddi da svaka od ovih komponenti sa sobom nosi i defre néistoce.”

2.3. Tekwinska kromatografija

Kromatografija je analitka metoda odjeljivanja sastojaka ispitivanog uzoria temelju
njihovih razlgitih putovanja kroz kromatografsku kolonu. Sustakojem se sastojci odjeljuju
sastoji se od pokretne i nepokretne faze. Da poséiglo odjeljivanje, raztiti sastojci smjese
moraju imati razliit afinitet prema nepokretnoj fazi. Take se molekule koje imaju tie
afinitet prema nepokretnoj fazvrsce na nju vezati te eluirati sporije s kromatografkklone
od molekula s manjim afinitetom prema nepokretaaj.f

Prema obliku kromatografske podloge, kromatografja moze podijeliti na
kromatografiju na stupcu i ploSnu kromatografijuefa fizEkom stanju pokretne faze,
kromatografija se moze podijeliti na tekousku kromatografiju (pokretna faza je téka),
plinsku kromatografiju (pokretna faza je plin) ioknatografiju pri superkri¢gnim uvjetima
(pokretna faza je tekina iznad svoje kritine temperature i tlakd).

Tekutinska kromatografija moze se podijeliti s obzirom polarnost nepokretne faze
na kromatografiju normalnih i obrnutih faza. Kromwgtafija normalnih faza sadrzi polarnu
nepokretnu fazu i nepolarnu pokretnu fazu, aldnatografije obrnutih faza pokretna faza
je polarnija od nepokretne faze.

Prema mehanizmu odvajanja kromatografija se dijeuadsorpcijsku, razdjelnu,

afinitetnu, izmjenjivaku kromatografiju i kromatografiju iskljienjem. (Tablica 15°
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Tablica 1. Podjela tekinske kromatografije s obzirom na prirodu ravnotzhesiu pokretne

i nepokretne faze.

Vrsta tekuéinskekromatografije Princip odvajanja

Nepokretna faza je adsobrens, dok je pokretna faza

Adsorpcijska kromatografija tekuina ili plin

Nepokretna faza je tekima naneSena rarsti inertni

Razdjelna kromatografija nos@

Nepokretnavrsta faza sadrzi na povrSini raie

funkcijske skupine s definiranim prostornim

Afinitetna kromatografija rasporedom, te prilikom prolaska pokretne faze ziola

do specifénih interakcija izméu analita u pokretnoj
fazi i liganda iz nepokretne faze

Temelji se na raalitom afinitetu sastojaka u smjesi

lonsko-izmjenjiva¢ka kromatografija ) AN
prema ionskoj izmjeni

Nepokretna faza je materijal koji posjeduje pokato
Kromatografija isklju ¢enjem definiranih dimenzija, sa slabo izrazenim
adsorpcijskim svojstvima

Prilikom odretivanja ne€istoca i razgradnje farmaceutika, produkti koji pritomstanu mogu
biti jako polarni, te se mogu analizirati tehnikaekwinske kromatografije temeljene na
hidrofilinim interakcijama (englHydrophilic interaction liquid chromatographyILIC). U
ovoj tehnici nepokretna faza je polarna, pokretazafse sastoji od organskog otapala ili

smjese organskih otapaf8.

2.3.1. Tekwinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekuwinska kromatografija visoke djelotvornosti (engHigh performance liquid
chromatography HPLC) je vrsta kolonske tekinske kromatografije. Razliku od ainie
tekwiinske kromatografijedini primjena tlaka zbog kojeg pokretna faza brzelgumi kroz
kolonu. Upravo zbog uporabe viSih tlakova, ova rdat@ahtjeva slozeniju opremu (Slika

3) .11,12
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Racunalo za obradu podataka

Detektor Otpad

Slika 3. Dijelovi HPLC kromatograta

U sustavu mogu biti jedan ili viSe spremnika pokeetaze koji sluze za skladiStenje otapala
iz kojega crpka kontinuirano va odreeni volumen odréenog otapala. Iznde spremnika i
crpke su cje¥ice kojima su one povezane. Crpka sadrzi filtai kpyjecava mogd unos
cestica i on&sSéenja u crpku. Konstantan protok pokretne faze sasusomogudava upravo
crpka, koja radi pri jako visokim tlakovima. Pogtajvije vrste crpki: crpka s konstantnim
tlakom i crpka s konstantnim protokom. Crpke s kansim protokom omogavaju
kontrolirano mijeSanje ukoliko se koristi kombinacdva ili viSe otapala. Protok moze biti
izokratan (sastav pokretne faze je stalan) ili geathn (ukoliko se tijekom analiziranja
mijenja sastav pokretne faze).

Automatski uzorkiva sluzi za automatizirano unoSenje uzorka u pokrédzu prije
njenog ulaska u kolonu. Iz bBioa za uzorke unosi se ¢ odreeni volumen zadan
programom. Kolona je n&&e uska metalna cijev u kojoj se nalazi nepokretaza.f
Dimenzije kolone, duljina i unutarnji promjeri, modpiti razlicite. Duljina kolone moze biti
od 100 mm do 250 mm, a promjer kolone od 2 mm @an™® U koloni se nalaze materijali
koji se sastoje od sitnikestica,cime se povéava povrSina nepokretne faze. Analizirana tvar
ili smjesa tvari prolazi kroz kolonu pod visokinaklbm. U mobilnu fazu unosi se jako mali
volumen uzorka, te se zbog spegith kemijskih interakcija, sastava pokretne i nepthke
faze i prirode analizirane tvari komponente smyagdicito zadrzavaju na koloni.

Na detektoru se mjere promjene svojstava analitpolkretne faze. Nage se kao
detektori koriste UV/VIS spektrofotometar, fluoritag elektrokemijski detektor ili maseni
spektrometar. Svaki detektor je spe@h i razlikuju se u radu jedan od drugog, ali ssjud
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signal koji je proporcionalan nekom odemom svojstvu analita. Ranalom se upravlja
HPLC sustavom, mogu se mijenjati i kontrolirati @bkni parametri, a prikupljeni podaci

mogu se dodatno ohtizati.****

2.3.2. Kromatografski parametri

Kromatogram je grafki prikaz ovisnosti odziva detektora o vremenwolumenu. Polozaj
kromatografske krivulje ili pika koristi se za kitativhu, a visina odnosno povrSina pika za
kvantitativnu analiz\d.

Vrijeme zadrzavanja tg) je karakteristino za pojedinu tvar, a predstavlja vrijeme u
kojem se tvar eluira sa stupca. Vrijeme kojedprod trenutka kad je tvar unesena u kolonu,
ali se ne veze za nepokretnu fazu, te do trenutikaanodrdivanja je vrijeme zadrZavanja
nezadrzane komponentt;). Razlika izmédu vremena zadrzavanja i vremena zadrZavanja
nezadrzavanog sastojki'] zove se prilagdeno vrijeme zadrzavanja. Sirina pika moZe se
mijeriti pri osnovici kromatografske krivulj ili pri polovini visine w;,.*

Za uspjesSnu analizu vrlo je vazno dobro réxianje susjednih pikova. Razivanje
kromatografske kolone,Rs vrijednost, predstavlja omjer dvostruke razlike memna
zadrZzavanja izmii dvaju susjednih pikova i sumu njihovih Sirina shovici (1). Sto je ova
vrijednost véa, to je bolje razltivanje.

Ry= — (1)

N (wi+ws)

Na kromatografsko razéivanje mogu utjecati faktori zadrzavan|g,(odjeljivanja @)
i broj teorijskih tavana ). Faktor zadrzavanja predstavlja omjer vremena lsgstojak
provede u nepokretnoj fazi i vremena koje provedpolretnoj fazi (2). Na njega ute

polarnost otapala. Odjeljivanje uzorka je dobrolikicoje vrijednost faktor& izmeiu 1 i 20°

=Bt @)
tm
Faktor odjeljivanja je omjer faktora zadrzavanjajdvsastojaka ispitivanog uzorka.
Predstavlja mjeru relativnog zadrZzavanja odjeljilasastojaka. Na njega uige priroda
otapala, pH vrijednost pokretne faze te priroda okegtne faze. Najvazniji je izbor
nepokretne faze jer ona jako wgena odjeljivanje sastojaka. Do odjeljivanja neadojedino

u slwaju kada jex = 18
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Prolazak uzorka kroz kolonu moze dovesti do Siremjace, te na d&inkovitost
odjeljivanja. Prema kla&noj teoriji, kolona se moze podijeliti na odemi broj odsjéaka koji
imaju svoj visinu (englHeight equivalent to a theoretical platelETP) Za odjeljivanje
uzoraka potrebno je imati dovoljno odsjka u kojima se uspostavlja ravnoteza razdiobe
analita izmdu nepokretne i pokretne faze. Manja visina atkgéa vei broj teorijskih tavana
ukazuju na bolje odjeljivanje sastojakaBroj teorijskih tavana odden je izrazom (3):

tR

N=16-2& @3)

w

Tijekom cijelog kromatografskog procesa sastojcjesim su u dinarmdkoj ravnotezi
izmediu dviju faza, koja se naruSava zbog gibanja pokrémze. Zbog difundiranja molekula
odjeljivanih sastojaka u pore kolonskoga punilaadoldo Sirenja vrpci, a koje se moze
smanijiti koriStenjentestica manjeg promjera, te po potrebi promjenomediia kolone.
Trenutno se najvise koriste kolone kojima je pramigstica punila od 1,7 do 1,8 |firKako
se smanjuje promjeafestica punila, smanjuje se i visina od&ge u koloni, a sve to doprinosi
boljem razlgivanju. Zbog koriStenja jako malikestica, potrebno je koristiti ve tlakove, te
se stoga razvila tekinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti @én ultra-high
performance liquid chromatographWHPLC). U toj tehnici koriste se tlakovi izihe 1200
bara i 1400 baréime se smanjuje vrijeme analize, te omaga bolje razldivanje.

Za dobro odjeljivanje vazan je i dobar izbor pogbdstapala od kojilke se sastojati
pokretna faz&>*°Prilikom izbora otapala bitna je polarnost otap&aveanjem polarnosti
poveava se jakost otapala pri kromatografiji normalfalza, dok se kod kromatografije
obrnutih faza pow&njem polarnosti smanjufé.

Kao pokretna faza n&<e se koristi voda u kombinaciji s joS nekim orgamsk
otapalom (naje&e metanol ili acetonitril). JoS jedan bitan paraangt pH-vrijednost, koja se
moze podesiti dodatkom kiseline u pokretnu fazu. ibase postiglo dobro raalivanje
kromatografskih vrpci, pH-vrijednost pokretne fazeba biti dvije pH jedince oko Ky
vrijednosti analitd®
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2.4. Spektrometrija masa

Spektrometrija masaVS) je analittka instrumentna tehnika kojom se analiziraju moleku
na temelju omjera njihove mase i naboja. ldmestalog koristi se za detekciju, identifikaciju
i kvantifikaciju malih farmaceutskih molekula i hgvih degradacijskih produkata i
metabolita. Obzirom na osjetljivost tom metodom mi®yje analizirati male volumene
uzoraka (manje od 10 uL).

Moze se povezati s tekimskom kromatografijom, kapilarnom zonskom
elektroforezom i mikréipovima. Na ovaj nén dobivaju su kontinuirane vezane tehnike
(engl. on-line) u kojima se prilikom analize gubi malo uzorka, g8 vremenski manje
zahtjevne. Zbog metodoloskih ogr&mja mogu se koristiti i diskontinuirane metodeg{en
off-line), a neke od njih su nanosprej-MS i MALDI-MS (endllatrix assisted laser
desorption/ionization MALDI). LC-MS/MS je spregnuti vezani sustav teékuske
kromatografije i tandemne spektrometrije masa lajiogwava analizu iona uz bolju
fragmentaciju ili odvajanje. Prema dobivenim spek#r masa moze se odrediti struktura

analiziranog iona’

2.4.1. Dijelovi spektrometra masa

Spektrometar masa sastoji se od tri dijela: ionskegra, analizatora masa i detektora (Slika
4).

ionski analizator - spektar
m

vakuum

Slika 4. Shematski prikaz spektrometra masa

U ionskom izvoru dolazi do ionizacije molekula. &0 o Kkol€ini energije koja se
primjenjuje u procesu ionizacije i 0 svojstvima iaamolekule se mogu razito ionizirati'®
Za ionizaciju molekula u plinovitom stanju koristie ionizacija elektronima, kemijska

ionizaciju i ionizacija u polju. Pri ionizaciji dié&ronima dolazi do sudara izuahe molekula

9
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uzorka i elektrona pricemu nastaje veliki broj fragmenata, te u spektrusanaignal
molekulskog iona moze izostati. Za razliku od i@uipe elektronima, kemijska ionizacija
koristi plin reagens za ionizaciju molekula uzorRavo se ionizira plin reagens ionizacijom
elektronima, koji zatim ionizira uzorak reakcijarkajim mogu nastati pozitivno i negativno
nabijeni ioni. Pri kemijskoj ionizaciji u spektruasa jasno se vidi signal molekulskog iona.
lonizacija poljem koristi snagu elekinog polja ¢ime dolazi do izbijanja elektrona iz
molekule uzorka. Tom metodom nastaju kationskikaldi

Tehnike koje se koriste za ionizaciju uzorak&/tstom stanju su MALDI ili maticom
potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskintemgem, te ionizacija bombardiranjem
sekundarnim ionima (engbkecondary ion mass spectromet§IMS). U prvoj navedenoj
metodi, MALDI, koristi se otopina malih organskilolekula (matrice). Laserom se osvijetli
matrica s uzorkom, ali tek nakon Sto otapalo isfamergija lasera se apsorbira matricom, te
time dolazi do desorpcije i ionizacije analita. Kiodizacije SIMS nastaju ioni analita nakon
bombardiranja povrSine uzorka snopom ionac¢rfalijoj je metoda bombardiranjem brzim
atomima (englfast atom bombardmeRAB) u kojoj se uzorci otope u nehlapljivoj matri
najee glicerolu*®*

Za vezani sustav tekinska kromatografija i spektrometrija masa (LC-Miha je
ionizacija uzoraka direktno iz otopine. Koriste t&hnike pri atmosferskom tlaku poput
termorasprsenja (englhermospray TSP), elektrorasprSenja (en@llectrospray ionization
ESI), kemijske ionizacije pri atmosferskom tlakunge Atmosferic pressure chemical
ionization APCI) i ionizacije fotonima pri atmosferskom tlaKengl. Atmosferic pressure
photoionization APPI). loni se uvode u analizator masa smjeStemakuumu kako bi
nesmetano proSli od izvora do detektora. Bitndgesu otvori za prolaz iona dovoljno veliki
zbog prolaska Sto ¢eg broja iona, ali ne previSe zbog odrzavanja valauw analizatoru
masa.

Jedna od najvaznijih tehnika ionizacije u vezanaumsta/u LC-MS je ionizacija
elektrorasprsenjem jer se moze primijeniti na paanepolarne i ter@ki nestabilne spojeve.
Na metalnu kapilaru kroz koju prolazi otopina s laom primjenjuje se elekiho polje.
Djelovanjem elektrinog polja dolazi do odvajanja pozitivhog i negatigmaboja u otopini.
Kapilara se moze prikliti na pozitivan kraj izvora napona, @emu pozitivho nabijeni ioni
putuju prema katodi gdje se akumulirdjuNedostatak ove tehnike je utjecaj matrice na
ionizaciju analita. Sastojci matrice ili eluensaguautjecati na isparavanje otapala, Sto moze

izravno utjecati na prelazak analita u plinovitarge

10
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Da ne bi doSlo do prelaska analita u plinovito jgtamzorak se najprije pétsti,
razrijedi ili se poboljSava kromatografsko razianje. Moze se koristiti metoda umjeravanja
gdje standardna otopina ne sadrzi arafit:®

Analizatori masa imaju svrhu razdvajanja nastalifaiu vakuumu na temelju njihovih
omjera mase i naboja. Najvazniji su analizator miagf mjeri vrijeme leta (engltime
offlight, TOF) i kvadrupolni analizator masa, a u posljedmajijeme razvio se orbitalni
analizator masa s ionskom klopkom. Analizator mkaga mjeri vrijeme leta razdvaja ione
iste energije, ali raalitih vrijednosti odnosa mase i naboja/g) budwi da putuju razlitim
brzinama. P&etno ubrzanje za sve ione je isto, ali sé&mja razdvajati kad u cijevi ne djeluje
nikakvo elektréno polje. loni s v&im omjerom mase i nabojan(? putuju sporije od onih s
manjim omjeromm/z Masa se rana iz mjerenja vremena u kojem ioniddood izvora do
detektora. Kvadrupolni analizator masa sastoji de€atiri elektrode, gdje su dvije suprotne
pozitivno nabijene, a preostale dvije negativno ijeak. Na elektrode se primjenjuje
kombinacija izmjeninog i radiofrekventnog potencijala. loni s otkaom vrijedno&u m/z
koji se gibaju stabilnom putanjom u oscilirégun elektrénom polju, odvajaju se od ostalih i
dolaze na detektor. Orbitalni analizator masa sskom klopkom je jedan od novijih
analizatora masa. Koristi elektrostatsku klopku surlerovom transformacijom za
odijeljivanje i detekciju iona. Kvadrupolni analtea mogu se spojiti u seriju.

Detektor je zadnji dio masenog spektrometra. Uanjglgze ioni nakon Sto pio kroz
analizator i detektiraju se na osnovi mase, nathopazine. Kako jako mali broj prde kroz
analizator, potrebno je pdiati signale koje daje detektor. Najpoznatiji deteksu Faradayev

cilindar, fotografska plea, te multiplikatori elektron&’?*

2.5. Primjena UHPLC-TOF-MS-a u analizi farmaceutika

Pri analizi farmaceutika najéeproblem u identifikaciji i kvantifikaciji predstdjaju njihove
koncentracije u uzorcima koje mogu biti niske. Uth rse u uzorcima nalaze i maog
necistoce, te produkti razgradnje iz bitkih procesa koji mogu utjecati na aktivnost tvari.
Ukoliko dade do razgradnje getne molekule farmaceutika, smanjuje se njena kuresja.
Dolazi do cijepanja pgetne molekule Sto rezultira promjenu u molekulskmsi. 1z tih
razloga vazno je odrediti i okarakteriziraticigtoce i razgradne produkfé.

UHPLC-MS metoda se koristi za odreanje farmaceutika i njegovih otigcenja i

razgradnih produkata zbog brzine i efikasnosti gaha. Za razliku od standardnog HPLC-a,

11
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UHPLC posjeduje bolju optimizaciju pokretnih fazaelektivnost kolone. Uz to 5to se ovom
tehnikom smanjuje promje€estica s 5 um na 2 um, péewa se osjetljivost i rezolucija za 10
do 1000 puta. TOF maseni spektrometar moze odrexditiu masu molekule uz pogresku
maniju od 2 mD&>%%2’

Opcenito utvdivanje struktura, kako samih farmaceutika takoilhayih razgradnih
produkata se moze jako dobro pésthavedenom UHPLC-TOF-MS metodom. Dobro
razvienom UHPLC metodom, jasno se mogu odjelitimponente koje se onda na
spektrometru masa mogu detektirati. Detekcija seenpmsiti fragmentacijom péetnog iona
i usporedbom s dobivenim fragmentnim ionima, teediganjem t@&ne mase koja zapravo
daje molekulsku formu razgradnog produkta. Za aoalfarmaceutika Kkoristi se i
dvodimenzijska tektinska kromatografija uz masenu spektrometriju (ZDMS) koja je
jako vazna prilikom odvajanja kompleksnih uzoraReednosti su kratka i brza separacija, te

bolje detekcijske granic®.

2.6. DryLab metoda

Prilikom razvoja HPLC ili UHPLC metode koriste sli¢ite kolone, vrste otapala, te dodaci
pufera u pokretne faze. Potrebno je podeSavati jeidnost mobilne faze, Sto produzava
vrijeme razvijanja efikasne metode. Kako bi se al@zanalize, poboljSale efikasnosti, te
dobilo vise specifinin podataka o metodama, razvili su se brojni soff/ Jedan od njih je
DryLab® (Molnar Institute, Berlin, Njenska)® koji se koristi od 1986. godine. To je
racunalni program koji se koristi za eksperimentalnadeliranje. Na temelju njega mogu se
predvidjeti kromatografska ponaSanja na jednoj keginoj fazi, tako Sto su se prije toga
definirali parametri poput r&ma eluiranja, pH-vrijednosti i protoka pokretnezda
temperature, trajanja eluiranja i ostalo. Ovaj paoy smanjuje vrijeme potrebno za
optimizaciju metode u nekim rutinskim primjenamauza informacije o promjenama faktora
(temperatura-Tg, vremenski gradijent-tg, pH-vrijest) prilikom kromatografskih analiza.

Mogu se vidjeti koje promjene uije na kvalitetu metode. Préavaju se retencijska
vremena komponenti u uzorku i prate se promjene kaptaju prilikom mijenjanja odtenih
parametara (temperature, pH-vrijednosti, vremensjkadijenta) >

U program se unesu prethodno dobivena retencijskmena i povrSine signala
komponenti uzorka iz getnih eksperimenata UHPLC analize. Na osnovu pregpamnja

povrSine signala komponenti, softver automatskippr@aje i prati pikove. Prepoznavanje

12
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pikova je dobro ukoliko je p®tni volumen uzorka bio konstantan tijekom anall2koliko

se primijeti promjena povrSine magu je da u sustavu imamo preklapanje pikova. Na
pogresSke u programu mogu utjecati signalirsi povrsSine, veliki broj komponenti, te neke
promjene u retencijskom vremenu.

Parametri koji se n&¢&e ugadaju u softveru su temperatura, vrijeme i pH-vrijesin
pokretne faze. Rezultat mijenjanja navedenih patarage trodimenzijski prikaz ovisnosti
jednog parametra o druga dva. S obzirom na br@mpeatara koji se zeli modificirati dobiju se
graficki prikazi u funkciji jednog parametra, 1D (kiitia vrijednost parametra na y-osi), dva
parametra, 2D (kritha vrijednost parametra predstavljena povrSinonoeaigjite boje na
dvodimenzionalnu grafu), ili tri parametra, 3D, gdje dobije kockaija povrSina predstavlja
kriticnu vrijednost parametra (Slika 5).

Slika 5. Grafeki prikaz 1D, 2D i 3D kriténih rezolucijd®

Crvena boja predstavlja mjesta gdje je dosSlo dmwaljhvajwteg odvajanja, dok su plavom
bojom ozné&ena mjesta gdje postoje neka preklapanja ili gdjepsjavljuju neki drugi

problemi tijekom analiz&*
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3.1. Opis polaznog materijala

Polazni materijali su sintetizirani i dobiveni bgmwethodnog prés¢avanja. Strukture

entakapona i ostalih 9 okiscenja nalaze se u tablici 2.

Tablica 2. Popis ptnih uzoraka i njihove strukture

Oznaka uzorka Kratica Struktura Proizvo da¢
o)
. o
vanilin * N, TAPI Pliva Hrvatska
OH
(0] CH
etilvanilin * N0 TAPI Pliva Hrvatska
OH
O\CH
VV/D16/18 * ’ TAPI Pliva Hrvatska
7
NO,  CHy
(0]
OH
HO = )
VV/D16/24 Eu.Ph. Imp F N TAPI Pliva Hrvatskal
OH
NO,
(o)
H3C/\0 = oft
VV/D16/28 Eu.Ph. Imp B L TAPI Pliva Hrvatskal
OH
NO,
(0]
H3c\/\o = OH
VV/D16/29 Eu.Ph. Imp | N TAPI Pliva Hrvatskal
OH
NO,
(o)
O\CH
VV/D16/34 Eu.Ph. Imp G : TAPI Pliva Hrvatskal
OH
NO,
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Oznaka uzorka Kratica Struktura Proizvo da¢
o
O~ _~CHs
VV/D16/35 * TAPI Pliva Hrvatskal
OH
NO,
NC / OH
Entacapone Z-izomer| Eu.Ph. Imp A Hac/\N o OH TAPI Pliva Hrvatskal

HO.

Entacapone ENT | TAPI Pliva Hrvatskal

NO,

* nema podataka

3.2. Priprava otopina za UHPLC analizu

Za UHPLC analizu pripravljeno je 10 otopina. Ppjeprave otopina, pripremljen je pufer i
diluent. Pripremljeno je 2 L 10 mmol L pufera, pH-vrijednosti 2,1. Odvagano je 2,7218 g
KH,PQO, i do oznake nadopunjeno MiliQ (endlltrapurewate) vodom. pH-vrijednost se
korigirala s HPQO,. Pufer se koristio kao pokretna faza A, dok je rptka faza B bio
acetonitril (ACN). Popis koriStenih kemikalija naiae u tablici 3.

Za pripravu diluenta u volumenu od 1 L koristioAs@N i MiliQ voda u omjeru 1:1.
Pripremljene su otopine o¥i&tenja masene koncentracije 0,01 mg miOdvagano je po
1 mg svakog od 9 otig¢enja na analitkoj vagi MettlerToledo UMX2 otopljeno u 5 mL
diluenta. Za otapanje je bilo potrebno mijeSativioateks mijeSalici i koristiti ultrazwinu
kupelj. ZaENT odvagano je 25 mg i otopljeno u 25 mL diluenta. oo se za otapanje
koristila vorteks mijeSalica i ultraz¥na kupelj. Uzorci su zatim uzorkovani u vijale i
postavljeni u UHPLC. Pripremljena je i otopina kggasadrzavala 25 mgNT, te po 1 mL
alikvota iz prethodno pripremljenih otopina ¢i#enja, te do oznake je nadopunjeno
diluentom. Tako pripremljena otopina je sadrzava % svakog oréScenja u odnosu na
ENT.

15
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3.3. Priprava otopina za forsiranu razgradnju

Za forsiranu razgradnj&ENT koristio se 1 mol I* HCI, 1 mol L* NaOH i 30 % HO..
Pripravljena je otopina 1 mol't HCI iz koncentrirane otopine HCI. Otpipetiran jelwmen
od 8,3 mL i dodan u 100 mL vode.

Pripremljena je otopina NaOH koncentracije 1 mot. [Odvagano je 4 g NaOH i
otopljeno u 100 mL vode. Zatim su se pripremaleiot® za reakcije forsirane razgradnje. U
prvoj tikvici je otopljeno 25 mg ENT u 25 mL dilueni ona je sluzila kao provjera.

U drugoj tikvici od 25 mL, odvagano je 25 nigNT, dodano 3 mL diluenta i 1mL
prethodno pripremljene otopine HCI koncentracijen@l L™ . Tikvica se ostavila 4 sata na
sobnoj temperaturi za odvijanje reakcije. Nakomath slodan je 1 mL NaOH koncentracije
1 mol L i do oznake nadopunjeno s diluentom. Wajeikvici od 25 mL odvagano je 25 mg
ENT, dodano 3 mL diluenta i NaOH koncentracije 1 mof, lte ostavljeno na sobnoj
temperaturi 4 sata. Nakon toga dodan je 1 mL HGickatracije 1 mol ' i tikvica se
nadopunila diluentom do oznake.

U cetvrtoj tikvici od 25 mL odvagano je 25 nigNT, dodano 3 mL diluentai 1 mL
30 % HO,. Ostavljeno je na sobnoj temperaturi na 4 satg dovijanja reakcije i nakon toga
je dodan diluent do oznake na tikvici. Sve pripjemlotopine su zatim postavljene na
UHPLC, te su kasnije koriStene za 2D-LC-MS analizu.

Tablica 3. Popis koriStenih kemikalija

Naziv Proizvoda¢ CAS broj* Rok valjanosti
KH PO, Sigma 101031156 *x
H3PO, J. T. Baker 7664-38-2 2017-12
ACN (UHPLC) J. T. Baker 75-05-8 2018-11
HCI Kemika 7647-01-0 *x
NaOH Kemika 1310-73-2 2020-11
H,0, 30% Merck 46424798 512 2018-02

*CAS broj — jedinstveni identifikacijski broj kensike tvari

**nema podataka
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3.4. Uvjeti mjerenja UHPLC analize

Prethodno pripravljeni uzorci su uzorkovani u \gjal postavljeni na UHPLC instrument,
Agilent UHPLC 1290 Infinitys binarnom pumpom i s detektorom s nizom dioda HRA

Parametri mjerenja i instrumenta navedeni su udala od 4 do 9.

Tablica 4. Parametri prvog eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje | WATERS Acquity CSH C18; 100-2,1mm; 1,7 pum
Pufer 10 mmol L* KH,PQ, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme / min % eluens A % eluens B
0,00 90 10
10 10 90
Gradijent
12 10 90
12,01 70 30
15 70 30
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 30 °C
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Tablica 5. Parametri drugog eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje

WATERS Acquity CSH C18; 100-2,imm; 1,7 pm

Pufer 10 mmol L* KH,PO, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme / min % eluens A % eluens B
0,00 90 10
Gradijent %0 10 %0
32 10 90
32,01 70 30
35 70 30
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 30°C

Tablica 6. Parametri téeg eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje

WATERS Acquity CSH C18; 100-2,1mm; 1,7 pum

Pufer 10 mmol L* KH,PO, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme / min % eluens A % eluens B
0,00 90 10
Gradijent 10 10 %
12 10 90
12,01 70 30
15 70 30
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 65 °C




3. Eksperimentalni pregled

Tablica 7. Paramettietvrtog eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje | WATERS Acquity CSH C18; 100-2,1mm; 1,7 um
Pufer 10 mmol L* KH,PQ, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme / min % eluens A % eluens B
0,00 90 10
15 70 30
Gradijent
30 10 90
32 10 90
32,01 70 30
35 70 30
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 65 °C

Tablica 8. Parametri petog eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje | WATERS AcquityCSH C18; 100-2,1 nm; 1,7 um
Pufer 10 mmol L' KH,PQ, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme/min % eluens A % eluens B
0,00 95 15
Gradijent 23 10 90
23,01 95 5
25 95 5
Vrijeme stabilizacije 2 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 42 °C

19



3. Eksperimentalni pregled

Tablica 9. Parametri Sestog eksperimenta za UHPLC

Kolona i pakiranje | WATERS Acquity CSH C18; 100-2,1mm; 1,7 um

Pufer 10 mmol L* KH,PQ, pH 2,1
Eluens A pufer
Eluens B ACN
Vrijeme / min % eluens A % eluens B
0,00 83 17
8,2 40 60
Gradijent
10 40 60
10,01 83 17
13 83 17
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL min*
Detektor 210 (nm)
Temperatura kolone 45 °C

3.5. DryLab metoda

Za DryLab metodu koristili su se uvjeti postavljea UHPLC-u. Temperature kolone 30 °C i

65 °C, a vrijeme trajanja je iznosilo 30 i 10 mmautProtok pokretne faze iznosio je

0,4 mL mir', a volumen zadrzavanja 0,5 mL. Analizom rezulBtglLab metode dobiveni su

parametri s kojima se ponovilo snimanje UHPLC-amperatura kolone iznosila je 45 °C s

vremenom trajanja 8,2 minute. Kao provjera uzeslgdei uvjeti, temperatura kolone 42 °C

s vremenskim gradijentom 23 minute. Zatim je prered2D-LC-MS analiza, a rezultati su

prikazani u poglavlju 4. Postavljeni parametri zalae u tablici 10.

Tablica 10. Parametri kolone i instrumenta

DULJINA (cm) 10
UNUTARNJI PROMJER (cm) 0,21
VELI CINA CESTICA (um) 1,7
BRZINA PROTOKA (mL min %) 0,4
VOLUMEN INJEKTIRANJA (uL) 10
VOLUMEN ZADRZAVANJA (mL) 0,50
VALNA DULJINA (nm) 254
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3. Eksperimentalni pregled

3.6. Uvjeti mjerenja 2D-LC-MS analize

Za snimanje 2D-LC-MS-a koriSten ggilent UHPLC 1290 Infinitys binarnom pumpom i
kolonom ZORBAX BONUS RR,1:50 mm, 1,8 um, uz detektor s nizom dioda (DAD) i
Agilent Technologies 6550 iFunnel QTOFLC-MBokretna faza B je ACN posebno
pripravljen za ovu metodu. Pokretna faza A bildgko hlapivi pufer koji je pogodan za
ionizaciju u MS-u, 10 mmol 1! amonijev formijat koji je vé& bio pripremljen. U tablici 11. se
nalaze podaci o koriStenim kemikalijama. Postavlgi uvjeti dobiveni iz DryLab analize.
Temperatura kolone iznosila je 45 °C, a vrijemeram@ 8,2 minute. Ukupno vrijeme analize
iznosilo je 13 minuta. Protok je postavljen na®i4 min™. Postavljeno je pet uzoraka, slijepa
proba koja sadrzava samo diluent (ACKCH, te ostale 4 otopine prethodno pripremljene za
forsiranu razgradnju. Snimljeni spektri su usdere sa spektrom diluenta. Pikovi koji se ne
pojavljuju u diluentu su izdvojeni, a njihova masatencijsko vrijeme zabiljezeno.

Na ionima s odabranim omjerima m/z provedeni suN¥SEksperimenti. Provela se

razgradnja pri razlitim energijama sudara (10, 20 i 30 eV). Dobivesiultati nalaze se u

poglavlju Rezultdt4.3.

Tablica 11. Popis kemikalija koriStenih za 2D-IMS analizu

Naziv Proizvodaé CAS broj Rok valjanosti
ACN )
(ULC/MS-CCISFC) a2 B 75-05-8 2018-11
NH4HCO; Bisolve B.V. 540-69-2 2018-08
HCOOH 99% )
(ULC/MS-CCISFC) sl B 64-18-6 2018-02
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4. Rezultati i rasprava

4.1. Rezultati UHPLC analize

Za odvajanje dobivenih otigcenja koristili su se né&g&i parametri za kolonu i vrijeme
trajanja analize. Provela su 8etiri eksperimenta, gdje se mijenjala temperatwne i
vrijeme trajanja analize. Na slikama od 6 do 9 gméni su kromatogrami gdje su u uzorku
otopine nalaze svih 9 o&iécenja zajedno €£NT. Kromatogrami pojedinmih uzoraka
prikazani su u poglaviju 8. Dobiveni rezultati skariSteni za postavljanje 2D modela u
DryLab softveru.
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4. Rezultati i rasprava
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4. Rezultati i rasprava

4.2. Rezultati DryLab analize

Rezultati dobiveni UHPLC analizom su koriSteni zsstavljanje DryLab analize. Dobiven je
2D graf iz kojeg proizlaze optimalni teorijski utijea najbolje razdvajanje s obzirom na
vrijeme eksperimenta i temperaturu kolone. Uvjetivedenaetiri eksperimenta nalaze se u

tablici 12, a dobiveni rezultati na slikama od hlldt.

Tablica 12. Uvjetietiri eksperimenta (temperatura i gradijent)

tG, min tG, min
tG 10 30

T1(C°) T, (C°)
T 30 65

6636k, 9381),

0.0 25 vrijeme / min 50

Slika 11. Kromatogram prvog eksperimenta za DryLab (Tg 30 i tg 10)
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Slika 12. Kromatogram drugog eksperimenta za DryLab (Tg 30 i tg 30)
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4. Rezultati i rasprava
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Slika 13. Kromatogram treceg eksperimenta za DryLab (Tg 65 i tg 10)
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Slika 14. Kromatogram cetvrtog eksperimenta za DryLab (Tg 65 i tg 30)

Podaci su uneseni u program na temelju kojih $godgraficki prikaz s temperaturom
i gradijentom u kojima bi odvajanje bilo najboljerema rezultatima DryLab-a (Slika 15.)
snimljen je joS jedan kromatogram s istim paramwerkolone kao i u prvom eksperimentu.
Temperatura kolone iznosila je 45 °C, a vremensadigent 8,2 minute. Dobiveni (idealni)
kromatogram u DryLabu prikazan je na slici 16.kasperimentalni na slici 17.

Osim ovih uvjeta, uzorci su snimljeni na tempetiakolone 42 °C s vremenskim
gradijentom 23 minute. Ovi uvjeti su postavljenbk@arovjera za prve postaviljene uvjete, a

kromatogrami su prikazani u poglavlju 8.
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4. Rezultati i rasprava

Slika 15. Graficki prikaz rezultata dobivenog DryLab metodom
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4. Rezultati i rasprava

4.3. Rezultati forsirane razgradnje

Za forsiranu razgradnju uzorci su ispitani na istimetima dobivenim DryLab metodom za
UHPLC analizu. Forsirana razgradnja provedena jgotaoj temperaturi u trajanju od 4 sata,
u otopinama 30% ¥D,, HCI koncentracije 1 mol £, NaOH koncentracije 1 mol'Li jedna

bez dodataka. Kromatogrami pojedindn uzoraka nalaze se u poglavlju 8.
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4. Rezultati i rasprava

4.4. Rezultati 2D-LC-MS

Na temelju dobivenih rezultata snimao se 2D-LC-M8stavljeni su uvjeti kao i za UHPLC.
2D-LC-MS sustav sluzi za identifikaciju nepoznatprodukata dobivenih forsiranom
razgradnjom. Postavljena je ista kolona kao i pmethodnog mjerenja, te se koristila metoda
dobivena DryLab analizom. Temperatura kolone izritisi°C, a vremenski gradijent 8,2
minute s ukupnim trajanjem 13 minuta.

Snimala su se tri uzorka u kojima se provela fararrazgradnja i jedan u kojem se
nalazila koncentracija 0,1 mg mLENT-a u diluentu. Najvise fragmenata zabiljeZeno je pri
razgradnji s NaOH, dok u 4, nije doSlo do razgradnje. Na osnovu masa fragmaenat

pretpostavljene su strukture razgradnih produkatakapona koje se nalaze u tablici 13.
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4. Rezultati i rasprava

Tablica 13. Nastali razgradni produkti i njihoveugture

Ime razgradnog Kemijska formula Masa Struktura
produkta
o]
\ +
RP1 CiH1iN,O5* 231,08 N&
vE Il
N
OH
o) o)
i
v AN o
RP2 CyoH1N:O6" 268,06 ° ™
HO' o NH,
OH
[e)
| OH
A o~
RP3 CioHaoNsOs" 286,31 ¢ H
. NHs
OH
ﬁ [e)
AN AN PN
RP4 CuHN,O5 293,11 ° D k
O
OH
RP5 CyH1N:O;" 312,08
RP6 CuHi N0, 338,29
RP7 CiHaN,Og" 433,21
RPS CoiHaN,Og" 435,22




4. Rezultati i rasprava

Tablica 14. Razgradni produkti i njihovi ionski graenti nakon analize MS/MS-om

Rﬁéggﬁﬁfﬁ' tamin | POCETNI ION m/z | ENERGIJA SUDARA eV PR(')OD'I'J'KTI
RP1 2,8 231 10 130, 102
RP2 47 268 10 167,139 i 100
RP3 2,2 286 10 210, 157 i 114
RP4 4.9 293 10 220,152 i 141
RP5 13 312 10 294, 266 i 221
RP6 41 338 10 265,221 128
RP7 3,6 433 10 360, 332 | 207
RP8 43 435 10 362, 334 | 20

U tablici 14. navedene su mase nastalih fragmeN&aeni spektri nalaze se u dodatku. Na
temelju struktura razgradnih produk&®T-a i masa nastalih fragmenata pretpostavljen je

natin razgradnje.
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Slika 23. Fragmentacija razgradnog produRR2
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4. Rezultati i rasprava
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4. Rezultati i rasprava
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4. Rezultati i rasprava

Slika 29. Fragmentacija razgradnog produki8
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4. Rezultati i rasprava

4.5. Rasprava rezultata UHPLC analize

Uvjeti iz prvacetiri eksperimenta (poglavlje 3.4.), koja su podtukao model za DryLab
analizu, su n&p&i uvjeti koriSteni za odvajanje pikova u UHPLC amalBitno je postaviti
jednu kratku metodu i jednu dugu, kao i analizu pisokoj i niskoj temperaturi.
Kombinacijom ovacetiri uvjeta mogu se dobiti razlta odvajanja pikova. Pri niZoj
temperaturi i na duzem i na kratkom gradijentu gaive je bilo bolje od odvajanja pri viSoj
temperaturi.

Kada je temperatura kolone postavljena na 65 °Cba gradijenta dolazi do
preklapanja razgradnih produkata. Zbog toga je fitvebno kreirati model idealnih uvjeta u
programu DryLab. Nakon unoSenja podataka iz getai eksperimenta dobiven je gréi
prikaz iz kojeg su se izvukli podaci za snimanje Rli€-a. Bitno je da metoda bude
ponovljiva, ekonontina i jednostavna. Zbog toga se uzimaju nize tenyoer&ao i maniji
vremenski gradijent. U literaturi je prafeno nekoliko istrazivanja koji su opisali razvoj
UHPLC metode za oddene aktivhe farmaceutske tvari. U ovom radu kangtemperatura
je 45 °C i vrijeme od 8,2 minute, dok je u litenatkoriStena temperatura 40 °C s vremenskim

gradijentom od 5 minut¥.

4.6. Rasprava rezultata dobivenih forsiranom razgrdnjom i 2D-LC-MS

Za forsiranu razgradnj&NT-a koristile su se vodene otopine 30 %04, 1 mol L* HCI i
1 mol L NaOH, te se pripremila posebna razgradgjd]-a u diluentu. Najjga razgradnja
bila je u NaOH, dok je u ostalim bila pribliznoasteENT Z/izomer pojavio se u svetiri
reakcije i karakterizira se kao glavni razgradmidukt u sintezi entakapona.

Na 2D-LC-MS-u snimali su se uzorci pripremljeni foasiranu razgradnju. Dobiveni
su spektri masa iz kojih su seitale mase fragmenata. U@ nije doSlo do razgradnje. U
HClI-u bilo je manje nastalih fragmenata, za razlkliNaOH gdje s&NT najviSe razgradio.
Izdvojili su se nastali fragmenti s odemnim vrijednostimam/zi zatim su snimani MS/MS
metodom. Upisane su njihove mase i retencijska grem Na izdvojene fragmente se
djelovalo energijom sudara u jakosti od 10, 20 i 0 Jedino je na 10 eV bilo jasno
fragmentiranje, dok je pri ¥em energijama doSlo do potpunog raspada i prevgl&oma
instrumenta. Na osnovu masa i fragmentacije prépds su se mase razgradnih produkata,
te njihova mogta fragmentacija.
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4. Rezultati i rasprava

RazgradnjaENT-a, fragmentacija i pretpostavljanje struktur@eme su po uzoru na rad
objavljen na jednoj drugoj aktivnoj tvari, nepafend> Razvijala se UHPLC metoda za
odralivanje razgradnih produkata pri radlim uvjetima stresa. Pretpostavljene su strukture

na osnovu masenih spektara i njihovo m@giragmentiranje.

37



5. ZAKLJU CAK



5. Zakljwak

Cilj ovog rada bio je razviti brzu, jednostavnuanovljivu metodu za oddivanje aktivhe
farmaceutske tvari, entakapona i njegovih razgid@anodukata. Za odvajanje i kvantitativho
odretivanje razgradnih tvari i entakapona koristila skutinska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (DAD). tavrdu rezultata koristen je sustav 2D-
LC-MS.

DryLab ra&unalni program sluzio je za optimizaciju kromatdgkeh uvjeta,
koriStenjem poetnacetiri eksperimenta. Analizom rezultata dobila seageratura 45 °C i
vrijeme analize od 8,2 minute, s ukupnim vremenmjahja metode od 13 minuta. Dobiveni
parametri su sluzili za daljnju analizu za forsuraazgradnju i analizu 2D-LC-MS-om.

Forsirana razgradnja djelatne tvari provela seiungdija, HCI-u, NaOH i HO,.
Analizom UHPLC rezultata uvidjelo se da se nég/eazgradnja odvija u luzini. Kao glavno
ongis¢enje u svim medijima je entakapon Z/izomer. UspmeSu detektirani pikovi
razgradnih produkata, na osnovu prethodne anallZBLIC-om postavljene na nove uvjete
dobivene DryLab-om.

Na 2D-LC-MS-u se se zatim snimali uzorci za forgwarazgradnju. Dobiveni su
maseni spektri razgradnih produkata. Izdvojili s @kovi s véim masama i njihova
retencijska vremena i snimljeni su MS/MS spektmeEijom sudara u jakosti od 10 eV
djelovalo se na izdvojene produkte koji su se fragtnali. Na osnovu fragmentacije i masa
nastalin fragmenta pretpostavijene su strukturegreagnih produkata kao i odia
fragmentacije tih produkata.

Razvijena je brza i dinkovita UHPLC metoda, s visokom osjetljivosi kratim
trajanjem analize za odvajanje razgradnih produkatae&iis¢enja u djelatnoj tvarENT.
Takader su se odredili razgradni produkti te su pregpdgne njihove strukture na osnovu
fragmentacije. Takder je pretpostavljen @ fragmentacije razgradnih produkata u HCI-u i
NaOH.
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7. POPIS OZNAKA, KRATICA
SIMBOLA



7. Popis kratica, oznaka i simbola

OZNAKA NAZIV
2D-LC dvodimenzijska tektinska kromatografija
v} faktor odjeljivanja
ACN acetonitril
API aktivna farmaceutska tvar
APCI kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku
APPI ionizacija fotonima pri atmosferskom tlaku
CD karbidopa
COMT katehol-O—metiltransferaza
DDC dopa dekraboksilaza
DAD detektor s nizom dioda
ENT entakapon
ESI ionizacija elektrorasprsenjem
FAB bomardiranje brzim atomima
HCI kloridna kiselina
HETP visina
HILIC tekweinska kromatografija s hidrofilinim interakcijama
HPLC tekwtinska kromatografija visoke djelotvornosti
HPLC-MS tekwtinska kromatografuas\gzﬁtli r?]Jeetlr(ithL\Jlomosu spregnuz masenu
H.0; vodikov peroksid
H3PO, fosforna kiselina
k faktor zadrzavanja
KH PO, Kalijev dihidrogen-fosfat
LC-MS/MS tekutinska kromatografija uz tadnedmnu masenu spektrgmet
LD levodopa
LSIMS ionizacija sekundarnim desorbiranim ionima
MALDI matricom potpomognuta ionizacija uz desorpcijuriglgen zr&enjem
N broj odsj€aka u kromatografskoj koloni
NaOH natrijev hidroksid
Rs razlwivanje
RT sobna temperatura (engl. room temperature)
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7. Popis kratica, oznaka i simbola

OZNAKA NAZIV
SIMS lonizacija bomardiranjem iona
tm vrijeme zadrzavanja nezadrzavanog sastojka
TOF analizator koji mjeri vrijeme leta
tr vrijeme zadrzavanja
TSP toplinske ionizacije rasprSenjem
UHPLC tekuwtinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti
UVIVIS ultraljubicasto-vidljiva spekroskopija
w Sirina osnovice kromatografske krivulje
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Slika 75. Kromatogram ENT pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 76. Kromatogram etilvanilina pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 77. Kromatogram vanilina pri uvjetima Tg 45 i tg 8,2
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Slika 78. Kromatogram VV/D16/18 pri uvjetima Tg 45 i tg 8,2
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Slika 79. Kromatogram VV/D16/24 pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 80. Kromatogram VV/D16/28 pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 81. Kromatogram VV/D16/29 pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 82. Kromatogram VV/D16/34 pri uvjetima Tg 45 1 tg 8,2
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Slika 83. Kromatogram VV/D16/35 pri uvjetima Tg 45 i tg 8,2
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Slika 84. Kromatogram ENT Z/izomera pri uvjetima Tg 45 i tg 8,2

8.1.6. Kromatogrami pojedinatnih uzoraka pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 85. Kromatogram slijepe probe pri uvjetima Tg 42 1 tg 23
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Slika 86. Kromatogram ENT pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 87. Kromatogram etilvanilina pri uvjetima Tg 42 1 tg 23
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Slika 88. Kromatogram vanilina pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 89. Kromatogram VV/D16/18 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 90. Kromatogram VV/D16/24 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 91. Kromatogram VV/D16/28 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 92. Kromatogram VV/D16/29 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 93. Kromatogram VV/D16/34 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 94. Kromatogram VV/D16/35 pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 95. Kromatogram ENT Z/izomera pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 97. Kromatogram forsirane razgradnje ENT u 30% H,O, pri uvjetima Tg 42 i tg 23
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Slika 102. MS/MS spektar RP1 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 103. MS/MS spektar RP2 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 104. MS/MS spektar RP3 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 105. MS/MS spektar RP4 pri energiji sudara jakosti 10 eV

XLIV



8. Dodatak

x10 4 Cpd 1: 1.336: +ESI Product lon (rt: 1.336-1.412 min, 2 scans) Frag=175.0V CID@10.0 (312.16208
266.16551
7
6-
5 4
4-
3 4
2
11
0 L | | .

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600
Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Slika 106. MS/MS spektar RP5 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 107. MS/MS spektar RP6 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 108. MS/MS spektar RP7 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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Slika 109. MS/MS spektar RP8 pri energiji sudara jakosti 10 eV
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