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§ Sazetak vii

§ Sazetak

Lijekovi su danas zbog svakodnevne upotrebe iznimno zastupljeni u okoliSu, posebno u
otpadnim 1 rijecnim vodama. Vecina lijekova se proizvodi kao opticki Ciste tvari dok se mali
broj proizvodi kao racemi¢na smjesa. Kako bi se lijekovi mogli sintetizirati kao opticki Ciste
tvari te kvantitativno i kvalitativno odrediti njihova zastupljenost u okoliSu potrebno je razviti
analiticke metode koje mogu separirati enantiomere. Jedna od danas cesto koristenih metoda
jest kiralna tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. chiral high preformance
liquid chromatography, cHPLC). Metoda se temelji na odjeljivanju sastojaka smjese izmedu
stacionarne (nepokretne) faze, u ovom sluc¢aju malih krutih Cestica, najcesce silikagela, |
mobilne faze koja se u kolonu ubrizgava pod viskom tlakom. Za identifikaciju odijeljenih
sastojaka smjese, tj. kiralnih lijekova Kkoristi se spregnuti sustav kiralne tekuéinske

kromatografije visoke djelotvornosti i spektrometrije masa, LC-MS.
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§ 1. Uvod 1

§ 1. UVOD

Kromatografija, primarno tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), koristi se
za brzu i efikasnu separaciju i analizu kompleksnih smjesa organskih i anorganskih tvari.
Primjenjuje se u farmaciji, biokemiji, biomedicini te analizi hrane, kozmetike i uzoraka iz
okolisa. Odijeljeni sastojci smjese detektiraju se najceS¢e UV-Vis apsorpcijskom
spektrofotometrijom ili nekim drugim detektorom koji mjeri svojstvo analita ili promjenu u
svojsvu pokretne faze. Danas se $iroko primjenjuju i spregnuti sustavi, npr. vezani sustav
teku¢inska kromatografija — spektrometrija masa (engl. Liquid Chromatography - Mass
Spectrometry, LC-MS) koja igra veliku ulogu u analitici zbog brze separacije sastojaka, velike
rezolucije te identifikacije velikog broja razli¢itih spojeva, ukljucujuéi lijekove.?

Lijekovi se mogu jednostavno opisati kao kemijski spojevi koji utjeCu na organizam i
njegove procese.? Lijekovi se danas prodaju kao racemati i kao opticki Cisti enantiomeri.
Pojedine enantiomerne forme mogu imati znaCajno razli¢ita farmakodinamicka i
farmakokineti¢ka svojstva. Zbog toga je potrebno razviti metode kiralne separacije i analize
racemicnih lijekova u farmaceutskoj industriji 1 medicini kako bi se eliminirali nepozeljni
efekti pojedinih enantiomernih formi.? Klasi¢ne kromatografske metode ne mogu razlikovati
enentiomere zbog identi¢nih fizikalnih i kemijskih svojstava te su potrebne kiralne analiticke
tehnike.* Od svih kromatografskih tehnika, tekué¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
(engl. High Performance Liquid Chromatography, HPLC) je prepoznata kao brza, moéna i
efikasna tehnika za analizu i preparaciju opticki Cistih enantiomera.®

Danas se velika paznja posvecuje problemu ogromnih koli¢ina lijekova i kozmetic¢kih
produkata u okolisu. Naime, lijekovi i njihovi metaboliti na kraju zavrSavaju u kanalizaciji.
Zbog otpadnih voda dolazi do akumulacije lijekova u okolisu buduc¢i da tehnologija
proCisCavanja nije namijenjena za prociS¢avanje malih molekula prisutnih u niskoj
koncentraciji.

U ovom radu opisana je teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti te njezine
razli¢ite izvedbe i primjene. Takoder su opisani lijekovi, s naglaskom na kiralnim lijekovima i
razli¢itim djelovanjima pojedinih enantiomernih formi. Na kraju je opisana kiralna tekuc¢inska
kromatografija kao bitna metoda separacije enantiomera te primjena LC-MS metode u analizi

kiralnih lijekova u otpadnim vodama i rijekama.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kromatografija

Kromatografija je analiticka, separacijska metoda kod koje se komponente uzorka
raspodjeljuju izmedu dvije faze, pokretne (mobilne) i nepokretne (stacionarne).! Stacionarna
faza je najceSce Cvrsta tvar ili tekué¢ina naneSena na nosac, a nalazi se U koloni ili na ravnoj
plohi. Mobilna faza moze biti tekuéina, plin ili superkriti¢ni fluid, a prolazi kroz ili uzduz
nepokretne faze te sa sobom nosi sastojke smijese koji se odjeljuju.” Tijekom kromatografskog
procesa sastojci smjese raspodjeljuju se izmedu te dvije faze uz uspostavljanje ravnoteze.
Konstanta ravnoteze, u ovom slucaju razdjeljenja, za pojedini sastojak ovisi o topljivosti tog
sastojka u mobilnoj fazi (tekucini ili fluidu) te o afinitetu prema stacionarnoj fazi, sto znaci da
se komponente odjeljuju jedna od druge na temelju relativnog afiniteta prema tim fazama.
Razli¢ite metode kromatografije mogu se klasificirati na temelju agregatnog stanja pokretne
faze, procesa koji dominiraju pri odvajanju, izvedbenim tehnikama, odnosno izvodi li se
odjeljivanje na koloni ili ravnoj plohi. Postoje tri vrste kromatografija ovisno o agregatnom
stanju pokretne faze: plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography, GC), tekuéinska
kromatografija (engl. Liquid Chromatography, LC) te fluidna kromatografija pri
superkritiénim uvjetima (engl. Supercritical Fluid Chromatography, SFC).! Plinska i fluidna
kromatografija pri superkritiécnim uvjetima izvode se U koloni dok se tekucinska
kromatografija moze izvoditi u koloni i na ravnoj plohi. U plinskoj kromatografiji uzorak se u
injektoru prevodi u plinsku fazu i uvodi u kolonu.” Upravo zbog toga, plinska kromatografija
ima ograni¢enu primjenu na tvari (organske i anorganske) ¢iji je tlak para ve¢i od 10 Pa. To
pokriva otprilike 20% organskih tvari koje se mogu analizirati plinskom kromatografijom, a
da se pri tome kemijski ne promijene. Ostalih 80% moze se analizirati tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti, HPLC.!

Kromatografskim metodama tvari se mogu analizirati kvalitativno i kvantitativno.
Kvalitativna analiza temelji se na mjerenju vremena zadrzavanja sastojka (vrijeme koje prode
od nanoSenja uzorka na kolonu do detektiranja odredenog sastojka na detektoru) i
usporedbom s vremenima zadrzavanja standarda. Takva analiza je ogranicena, posebno ako se
radi o analizi slozenih smjesa. Medutim, danas se kao detektori koriste infracrveni

spektrofotometar i znatno ceSCe spektrometar masa, a takve spregnute tehnike mogu
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§ 2. Prikaz odabrane teme 3

identificirati veliki broja razlicitih tvari. Kvantitativna analiza temelji se na usporedbi visine
pika ili povrSine ispod pika odredenog sastojka s visinom (povrSinom) pika standarda.
Ukoliko su uvjeti zadovoljavaju¢i i dobro kontrolirani, oba parametra su linearno

proporcionalna koncentraciji tvari.”

2.1.1. Tekucinska kromatografija

Tekucinska kromatografija je vrsta kromatografije kod koje je mobilna faza tekucina.
Klasi¢na tekuéinska kromatografija izvodi se u staklenim kolonama promjera od 10 do 50
mm te duzine od 50 do 500 cm. Stacionarna faza sastoji se od ¢vrstih ¢estica promjera od 150
do 200 um.” Uzorak se nanosi na vrh kolone te se ispire dodatkom otapala, tj. mobilne faze.
Sastojci smjese i pokretna faza kroz kolonu putuju pod utjecajem gravitacije. Na kraju kolone
skupljaju se frakcije, otapalo (mobilna faza) se ukloni, naj¢es¢e isparavanjem, a zaostala
krutina se analizira.® Protok u najboljem slu¢aju iznosi par desetina mililitra po minuti te je
takva analiza dugotrajna.’

Sredinom 40-ih godina 20. stoljeéa razvijena je papirna kromatografija. Kolonu je u
ovom slucaju zamijenio papir, 0dnosno ravna ploha na koju je nanesena stacionarna faza.
Uzorak se nanosi na dno plocice te se ona stavlja u posudu s mobilnom fazom. Sastojci
smjese, zajedno s otapalom putuju prema gore, suprotno od smjera gravitacije zbog utjecaja
kapilarne sile. Prednost takve kromatografije u odnosu na kolonsku jest to $to je je prakti¢nija,
jeftinija, moze se viSe uzoraka razdvajati i analizirati istovremeno te je detekcija jednostavnija
(kolorimetrijska).

Kasnih 60-ih godina 20. stoljeca razvijena je nova tehnologija za izradu krutih Cestica
promjera od 5 do 10 um.” To je bilo bitno jer je protok mobilne faze povezan s veli¢inom
Cestica. Medutim upotreba tako malih Cestica zahtijeva i upotrebu visokog tlaka kako bi se
mobilna faza mogla kretati kroz kolonu.® Tehnika tekuéinska kromatografija u kojoj je
veli¢ina Cestica nepokretne faze od 5 do 10 um naziva se tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti, HPLC. Klasi¢na tekuéinska kromatografija danas se koristi u preparativne
svrhe.” Na slikama 1 i 2 prikazana je klasifikacija tekucinske kromatografije prema vrsti

stacionarne faze i na¢inu izvodenja.
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§ 2. Prikaz odabrane teme 4

Tekucina
adsorbirana na
krutinu

Tekucina-tekucina Tankolsojna

{engl. Liquid-Liquid kromatografija (engl.

Chromatography, LLC) Thin Layer
Chromatography, TLC)

Slika 1. Klasifikacija tekué¢inske kromatografije s teku¢om nepokretnom fazom.’
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Slika 2. Klasifikacija teku¢inske kromatografije s krutinom kao stacionarnom fazom. ’
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§ 2. Prikaz odabrane teme 5

2.2. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC

Tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti danas je jedna od najkorisnijih 1
najupotrebljivanijih analitickih tehnika za razdavanje sastojaka smjese.” Usporedbom s
ostalim analitickim metodama ima univerzalnu primjenu (vrlo mali broj uzoraka nije moguce
analizirati tom tehnikom), vrlo veliku preciznost (do + 0,5 %), a komercijalna dostupnost
velikog broja raznovrsnih instrumenata i kolona omoguc¢ava analizu velikog broja razlicitih
spojeva. Zbog gore navedenih razloga velika veéina laboratorija opremljena je s jednim ili
viSe instrumenata za HPLC.® HPLC se najée$¢e primjenjuje za separaciju i kvantifikaciju
pojedinih sastojaka smjese, za analizu tragova necisto¢a u Cistim tvarima te za izolaciju ¢istih

tvari za sinteticke ili identifikacijske svrhe.! Na slici 3 prikazan je tipican HPLC uredaj.

”'HH g L

e —

Slika 3. HPLC uredaj*°
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§ 2. Prikaz odabrane teme 6

Plinska kromatografija je takoder tehnika visoke djelotvornosti, medutim najveca
razlika u odnosu na HPLC jest to §to se plinskom kromatografijom mogu analizirati samo
tvari koje su lako hlapljive ili koje se mogu prevesti u plinsku fazu bez da se kemijski
promijene, dok se HPLC-om mogu analizirati tvari koji se termicki nestabilne i tesko
hlapljive.”'* Difuzijski koeficijent tvari u mobilnoj fazi je veé¢i kod GC nego kod HPLC zbog
vecée viskoznosti tekucine $to rezultira time da je ona sporija tehnika odjeljivanja. Medutim,
stlacivost mobilne faze je kod tekucinske kromatografije zanemarivo mala, dok kod plinske to
nije slucaj. To znaci da je protok mobilne faze kod tekucinske kromatografije stalan kroz
cijelu kolonu $to je izuzetno bitno za postizanje optimalnih uvjeta odjeljivanja kroz cijelu

kolonu.1

2.2.1. Instrumenti i postupak
Stacionarna faza u kolonama za HPLC sastoji se od vrlo malih Cestica, najéesce silikagela,
promjera od 3 do 10 um. Da bi se postigla zadovoljavajuca brzina, mobilna faza se mora
injektirati u kolonu pod velikim tlakom od nekoliko stotina atmosfera. Kao posljedica tih
tlakova, instrumenti za HPLC su puno sofisticiraniji, a time i skuplji od onih koji se koriste
kod drugih vrsta kromatografije.’

Osnovni dijelovi HPLC instrumenta su: rezervoar otapala, pumpa, injektor, kolona,
detektor, pisa¢ i racunalo (Slika 4). NajéeS¢e se jo$ koriste dodatna otapala, ventili,

predkolone te dodatni filteri.?

Matea Dupelj Zavr$ni rad
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Pisaé
Pumpa
=<
Rezervoar —
otapala
Injektor Racunalo
Detektor
-]
Otpad

Slika 4. Shematski prikaz osnovnih dijelova HPLC uredaja.’

Za razliku od GC gdje je mobilna faza (MP) inertna, kod HPLC se ona aktivno natjece s
stacionarnom fazom za sastojke smjese. S obzirom da do separacije dolazi izmedu tih dviju
faza, sastav mobilne faze je veoma vazan te Cesto zahtijeva smjesu teku¢ina.! Moderni HPLC
uredaj ima jedan ili viSe (najceS¢e do 4) staklenih rezervoara ili rezervoara od nehrdajuceg
celika od kojih svaki moZze primiti najmanje 500 mL otapala. ViSe rezervoara se upotrebljava
kako bi se mogla pripremiti mobilna faza koja se sastoji od smjese razli¢itih tekucina.
Volumeni pojedinih tekucina reguliraju se odgovaraju¢im ventilima. Pri izokratnom eluiranju
sastav MP ostaje isti tijekom kromatografskog procesa, dok se kod gradijentnog eluiranja
sastav MP mijenja kontinuirano ili korak po korak. To se postiZze koriStenjem ventila koji
propustaju tekuéinu pri razli¢itim brzinama.!” Kvaliteta i ¢istoéa MP je izrazito vaZna,
osobito kod tekucinske kromatografije spregnute sa spektrometrijom masa. Ftalati i druge
necisto¢e Cesto uzrokuju probleme te je mobilnu fazu prije upotrebe potrebno profiltrirati
preko filter papira od 0,2 do 0,4 pm. Problem predstavljaju i otopljeni plinovi jer oni stvaraju
mjehurice u pumpi i kapilarama te ih je potrebno ukloniti, na primjer zagrijavanjem ili

upotrebom mjehuri¢a inertnog plina netopljivog u vodi (sparing).”® Otapala koja se koriste
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§ 2. Prikaz odabrane teme 8

najcesce su: voda, vodene otopine pufera, acetonitril, tetrahidrofuran, metanol, kloroform,
heksan, metilklorid te suspenzije tekuéina koje se medusobno ne mijesaju.t

Pripremljena mobilna faza dostavlja se na pocetak kolone pomocu visokotlaéne
pumpe.! Takva pumpa mora izdrzati i generirati tlakove od 350 pa sve do 500 bara kako bi
preciznost i to¢nost protoka MP bila zadovoljavaju¢a za bilo koju odabranu brzinu. Brzine
pokretne faze su najcesce u rasponu od 0,1 mL/min do 10 mL/min. Pumpa takoder treba biti
otporna na koroziju (upotrebljavaju se razli¢ita otapala), prakti¢na za KoriStenje te ostvariti
ujednaceni pritisak bez promjena.”'! Danas se najcesce koriste dva tipa pumpi: HPLC pumpa
tipa Sprice (engl. screw-driven syringe pump) i povratna pumpa (engl. reciprocating pump).
Prvi tip proizvodi ujednaceni protok koji je dobro kontroliran, medutim ima mali kapacitet
(250 mL) i nije pogodan kada se moraju mijenjati otapala. Drugi tip se ¢e$¢e upotrebljava, a
sastoji se od malog cilindra koji se puni i prazni pomocu klipa. Zbog takvog mehanizma
pumpanja dolazi do pojave pulsa koji se mora prigusiti. Prednost takve pumpe su veliki
tlakovi, moguénost gradijentnog eluiranja i konstantni protok. U upotrebi su i pneumatske
pumpe koje koriste komprimirani plin za postizanje velikog tlaka. One su jeftine, jednostavne,
ograni¢enog kapaciteta, a protok ovisi o viskoznosti MP te nisu pogodne za gradijentno
eluiranje.’

Ubrizgivac, tj. injektor (injektorski ventil) sluzi za uvodenje uzorka u kolonu.
Najcesce koristena metoda ubrizgavanja temelji Se na petljama za uzorak (engl. sampling
loops). Petlje su Cesto sastavni dio uredaja za tekucinsku kromatografiju, promjenljivog su
volumena pa je moguce mijenjati veli¢inu uzorka od 5 do 500 pL. Dok se petlje puni
uzorkom, MP se pumpa kroz drugi otvor. Kada se taj otvor otvori prema petlji s uzorkom,
uzorak se ispere s petlje mobilnom fazom i uvede u kolonu. Uobicajeni ubrizgani volumen
iznosi od 1 do 100 pL.»" Sam uzorak se najéeS¢e priprema tako da se 10 pg uzorka otopi u
prikladnom otapalu tako da masena koncentracija iznosi od 0,1 do 100 mg/mL.!

Kolone za HPLC (Slika 5) se najceS¢e rade od nehrdajuceg celika, iako se
upotrebljavaju i staklene kolone (kada se radi pri nizim tlakovima). Naj¢esc¢e su duge od 10
do 30 cm, promjera od 4 do 10 mm. Kolona je napunjena s malim, sfernim Cesticama veli¢ine
od 5 do 10 um. Te su cestice najéeS¢e porozna silika koja se dobiva aglomeracijom
submikronskih silika Cestica pod uvjetima u kojima nastaju vec¢e uniformne Cestice Zeljene
veli¢ine (Slika 6).”° Svaka &estica ima pore, najéesée veli¢ine 10 nm. U unutrasnjosti svake

pore nalazi se stacionarna faza (ukoliko se radi o razdjelnoj kromatografiji, Slika 7).°
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§ 2. Prikaz odabrane teme 9

Razlucivanje kolone se poboljsava sa smanjenjem veliine Cestica. Danas najmanja veli¢ina
Cestica iznosi 2 pum. Smanjenje veli¢ine Cestica Uvjetuje primjenu jos viseg tlaka kako bi
brzina pokretne faze ostala ista. Ta tehnika zove se tekuéinska kromatografija ultra visoke
djelotvornosti (engl. ultrahigh preformance liquid chromatography, UHPLC), a predstavlja
limit danasnje tehnologije.*

Danas su u upotrebi i mikrokolone koje su duge od 3 do 7,5 cm, promjera od 1 do 4,6
mm i Cestice velic¢ine od 3 do 5 um. Takve kolone koriste minimalno otapala $to je jako bitno
jer su visoko ¢ista otapala skupa za upotrebu i odlaganje.” Kolone koje su duge od 30 do 50
mm se koriste u bioanalizi. Najnovija tehnologija jest izrada mikro i nano kapilara veli¢ine od
0,05 do 0,5 mm koje se spoje zajedno u kolonu. Takve kolone imaju izrazito veliku efikasnost
te se Cesto koriste kod LC-MS metoda pri analizi proteina i biologkih molekula.? Cesto se
ispred analiticke kolone stavlja predkolona, zastitna kolona (engl. guard column) koja uklanja

necistoce iz otapala te tako produzuje vijek trajanja analiticke kolone.”

Slika 5. Kolona za HPLC??
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Pora

Subcestica

Cestica

Slika 6. Cestica kojom se puni kolona za tekué¢insku kromatografiju. Ona se sastoji od

subcestica izmedu kojih se nalaze pore.®

Mobilna faza

Cestica

Slika 7. Shema unutrasnjosti kolone za tekuéinsku kromatografiju.®
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Detektor mjeri neko fizicko svojstvo sastojaka smjese koji su se odijelili na koloni i prevodi
ga u elektricni signal. Odziv detektora moze biti proporcionalan koncentraciji sastojka ili
moze biti osjetljiv na maseni protok.2 Detektor mora imati veliku osjetljivost i predvidljiv
odgovor, mora biti neosjetljiv na promjene temperature, ne smije pridonositi pojavi dodatnih
pikova na kromatogramu, mora biti jednostavan za koristenje i mora davati odgovor koji se
povecava linearno s koli¢inom tvari. Trenutano ne postoji niti jedan detektor koji bi
zadovoljio sve gore navedene uvjete. Kod HPLC-a detektor se smjesta odmah iza kolone kako
bi se smanjilo Sirenje pika. Eluat (mobilna faza zajedno sa sastojkom smjese) se dovodi u
detektorsku ¢eliju, a nakon detekcije mobilna faza se odvodi u otpad.® Najéesée koriSteni
detektori su oni koji se temelje na apsorpciji vidljivog i ultraljubicastog zracenja. To su
fotometri i spektrofotometri.” Koriste se zato jer puno organskih spojeva apsorbira u podrucju
od 190 do 700 nm. Tvari koje ne apsorbiraju zraéenje mogu se prikladnom reakcijom prevesti
u kromofore i analizirati teku¢inskom kromatografijom uz UV/Vis detektor. U upotrebi su tri
vrste UV/VIS detektora. Prvi je najjednostavniji, radi na samo jednoj valnoj duljini od 254 ili
280 nm, jer puno organskih molekula apsorbira u tom podruc¢ju. Sljedeci tip detektora moze
snimati pri odabranim valnim duljinama dok tre¢i tip detektora, fotodiodni detektor
istovremeno snima spektar pri svim valnim duljinama. Cesto se Koristi i detektor koji mjeri
promjenu indeksa loma otapala zbog prisutnosti analita. To je univerzalni detektor §to znaci
da reagira na skoro sve analite. Koriste se jo$ i detektori koji se temelje na fluorescenciji,

provodnosti, lomu svijetlosti, opti¢koj aktivnosti, fotoionizaciji i tako dalje.’

2.2.2. Adsorpcijska kromatografija

Adsorpcijska kromatografija je najstarija metoda tekucéinske kromatografije. Tako se zove
zato §to se separacija temelji na razli¢itoj adsorpciji sastojaka na stacionarnu fazu. Stacionarna
faza je polarna te je najeSée napravljena od silikagela ili aloksa (aluminijevog oksida).
Silikagel se preferira jer ima veéi kapacitet i veci raspon upotrebljivih formi.>” Mobilna faza
je nepolarna ili slabo polarna te se najceS¢e sastoji od nizih alkana pomijesanih s
kloroformom ili izopropanolom. U pravilu se polarnije molekule ja¢e adsorbiraju na
stacionarnu fazu te se time eluiraju iz kolone nakon nepolarnih molekula.” S obzirom da se ta
vrsta kromatografije u pocCetku najvise koristila dobila je ime kromatografija normalnih faza,
u kojoj je nepokretna faza polarnija od pokretne. Danas se najcesc¢e koristi za separaciju

nepolarnih, u vodi netopljivih spojeva s molarnim masama manjim od 5000. Prednost ove

Matea Dupelj Zavr$ni rad



§ 2. Prikaz odabrane teme 12

kromatografije jest to $to Se mogu separirati izomeri iz njihove smjese. Usprkos tome, ona se

danas ne upotrebljava ¢esto.l’

2.2.3. Razdjelna kromatografija i kromatografija obrnutih faza

Razdjelna kromatografija je najupotrebljivanija od svih vrsta tekucinskih kromatografija
visoke djelotvornosti. Ona se moze podijeliti na specificne metode obzirom na agregatna
stanja pojedinih faza: tekucina-tekuc¢ina (engl. liquid-liquid chromatograpy, LLC) i tekuéina-
vezana faza (engl. liquid-bonden phase chromatography, BPC) u kojoj selektivna tukuéina
vezana na kruti nosa¢.! U pocetku se koristila isklju¢ivo LLC tehnika kod koje se selektivna
teku¢ina adsorbirana na kruti nosa¢. Medutim, u toj kromatografiji selektivna tekucina
podlozna je fizi¢kim i kemijskim promjenama, odnosno uklanja se sa nosaca djelovanjem
mobilne faze te se ne moze provoditi gradijentno eluiranje. Zato se danas najvise upotrebjava
tehnika BPC kod koje je stacionarna faza kovalentno vezana na kruti nosac, a time i puno
stabilnija.l’” Kruti nosa¢ je najceS¢e silikagel na koji su vezane razne funkcionalne skupine
poput amino i cijano skupine te alkili (metil, oktanil, oktadekanil) ili fenili.

Danas se u oko tri ¢etvrtine svih odjeljivanja HPLC-om Koristi BPC sa nepolarnom
stacionarnom fazom i polarnom mobilnom fazom. Takav tip kromatografije naziva se
kromatografija obrnutih faza (engl. reversed-phase chromatography, RPC), odnosno
kromatografija u kojoj je stacionarna faza manje polarna od mobilne faze. Stacionarna faza je
najcesce ugljikohidrat ili modificiran nepolaran silikagel, dok se kao mobilna faza koristi
voda, metanol, tetrahidrofuran ili njihova smjesa. Interakcije izmedu analita i mobilne faze su
najvaznije kod ove metode jer su puno jace nego Van der Waalsove interakcije izmedu analita
I stacionarne faze. Polarne molekule slabije se zadrzavaju na nepokretnoj fazi od nepolarnih te
prve eluiraju iz smjese.l® Prednost ove metode jest to $to je efikasnija od drugih te su
dostupne kolone razli¢itih dimenzija, veli¢ina Cestica, vrsta stacionarnih faza itd. Takoder
otapala koja se koriste su manje zapaljiva i toksi¢na i viSe kompatibilna s UV detekcijom
ispod 230 nm.° Njezina primjena je raznolika poput analize antibiotka, proteina, lipida,
aditiva, antioksidansa, sulfaktanata, umjetnih boja, pesticida, droga, otrova, alkohola, Zu¢nih

soli, urina i tako dalje.”
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2.2.4. lonsko-izmjenjivacka kromatografija (IEC)

Stacionarna faza u  ionsko-izmjenjivackoj  kromatografiji  (engl.  ion-exchange
chromatography, IEC) je sintetski modificirana smola, u vodi netopljiv polimer velike
molekulske mase. Polimer je naj¢e$ée polistiren-divinilbenzen dok se rjede koristi silikagel.
Na takve polimere kemijski se vezu nabijene funkcionalne skupine. Za analizu aniona koriste
se anionski izmjenjivaci koji na smoli imaju vezane kationske funkcionalne skupine, najéesce
amin (primarni za jaku bazu, a sekundarni i tercijarni za slabu). Za analizu kationa koriste se
kationski izmjenjivaci koji na smoli imaju vezane negativno nabijene funkcionalne skupine,
sulfonsku kiselinu za jaku kiseline i karboksilne kiseline za slabu kiselinu.>” Odjeljivanje se
temelji na izmjeni iona iz uzorka (mobilne faze) s ionima vezanim na stacionarnu fazu.
Ovisno o naboju i ja¢ini vezanja na stacionarnu fazu ovisi retencijsko vrijeme pojedinog
iona.” loni koji se jako vezu zadnji se eluiraju iz kolone promjenom ionske jakosti ili pH
mobilne faze. Ovakav tip kromatografije najcesée se upotrebljava za odjeljivanje anorganskih
iona, topljivih organskih kiselina i baza malih molekulskih masa te ionskih kelata i

organometlanih spojeva.®

2.2.5. Kromatografija iskljucenjem po velicini (SEC)

Kromatografija isklju¢enjem po veli¢ini (engl. size-exclusion chromatography, SEC) je
metoda tekuéinske kromatografije u kojoj se sastojci smjese odjeljuju na temelju razlike u
veli¢ini. Stacionarna faza je porozni silikagel ili neki drugi polimer poput poliakrilamida ili
dekstrana. Tipi¢ne veli¢ine pora variraju od 6 do 100 nm, ovisno o stacionarnoj fazi i u nekim
slu¢ajevima koncentraciji koriStenog polimera. Ako se razdvajaju analiti topljivi u vodi
metoda se naziva filtracija na gelu. Gel-propusnom kroatografijom analiziraju se spojevi slabo
topljivi u vodi. Molekule koje su prevelike da bi usle u pore najkraée putuju kroz kolonu i
prve izlaze s kolone. S druge strane, manje molekule ulaze u pore, duze putuju i kasnije izlaze
s kolone, odnosno odgovarajué¢i kromatografski pikovi se kasnije pojavljuju u kromatogramu.
Osim za odjeljivanje tvari, ova tehnika se koristi i za odredivanje molekulske mase tvari.
Mjerenjem vremena zadrZavanja standarada konstruira se bazdarni dijagram (ovisnost
molekulske mase standarada o vremenu zadrzavanja) te Se iz njega ocita vrijednost

molekulske mase uzorka.l”’
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2.3. Lijekovi

Lijek je prema definiciji iz Zakona o lijekovima svaka tvar ili kombinacija tvari sa svojstvima
lijecenja ili sprjeCavanja bolesti kod ljudi ili svaka tvar ili kombinacija tvari koja se moze
upotrijebiti ili primijeniti na ljudima u svrhu obnavljanja, ispravljanja ili prilagodbe
fizioloskih funkcija farmakoloskim, imunoloskim ili metabolickim djelovanjem ili za
postavljanje medicinske dijagnoze. Lijekovi mogu biti ljudskog podrijetla (proizvodi iz ljuske
krvi), zZivotinjskog podrijetla (mikroorganizmi, toksini, dijelovi organa), biljnog podrijetla

(dijelovi biljaka, ekstrakti) te kemijskog podrijetla (sintetski ili prirodni kemijski spojevi).t?

2.3.1. Kiralni lijekovi

Izomeri su molekule koje imaju istu molekulsku formulu, ali razli¢ito povezane atome
(konstitucijski) ili razli¢it razmjestaj atoma u prostoru (stereoizomeri). Stereoizomeri se dalje
dijele na konfiguracijske i konformacijske. U konfiguracijske spadaju kiralni lijekovi. Kiralna
molekula ima asimetri¢ni atom (kiralni centar), naj¢esce ugljik iako mozZe biti sumpor, fosfor 1
dusik, koji na sebe ima vezane razli¢ite supstituente.®>'* Ona nema unutarnju ravninu simetrije
te se ne moze preklopiti sa svojom zrcalnom slikom.'® Takve molekule imaju vise moguéih
razmjestaja atoma u prostoru koji se medusobno ne mogu preklopiti (Slika 8). Dijastereomeri
su stereoizomeri koji imaju vise kiralnih centara te oni nisu medusobno zrcalni. S druge strane
enantiomeri su stereoizomeri koji jesu zrcalni. Enantiomeri imaju jednaka fizikalna i kemijska
svojstva, osim u reakciji s kiralnim molekulama. Jedino po ¢emu se razlikuju jest smjer
zakretanja ravnine polarizirane svijetlosti, ali ne i iznos.®!* Opti¢ka aktivnost utvrduje se
pomocu polarimetra ili cirkularnog dikroizma. Prostorni raspored se najéeSce odreduje

nuklearnom magentskom rezonancom ili difrakcijom X-zraka.®

W w

.-ll'llx x”'.

Y Y

Slika 8. Kiralna molekula s dva razli¢ita prostorna rasporeda atoma koji se medusobno ne

mogu preklopiti. Sva Setiri supstituenta su razli¢ita.®
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Bioloski sustavi su takoder kiralni sustavi, oni raspoznaju dva enantiomera kao dvije razlicite
tvari. Svi proteini, enzimi, nukleozidi i ugljikohidrati su kiralne molekule. Sekundarne
strukture proteina ukljuuju desnu zavojnicu. Takoder je i konfiguracija DNA desha
zavojnica. Medutim, bioloske molekule za razliku od sintetskih kiralnih tvari koje su najcesce
racemat (udio oba enantiomera je jednak), najcesce sadrze samo jednu enantiomernu formu.
Na primjer, sve aminokiseline su L-izomeri, a svi $eceri su u D-formi. Upravo zbog tog
svojstva bioloskog sustava da se ponaSa kao kiralni selektor racemi¢ne smjese, zasebni
enantiomeri naj¢esée poprimaju drugacija biokemijska i fizicko-kemijska svojstva, §to znaci
da bioloski sustav drugacije metabolizira svaki pojedina¢ni enantiomer, odnosno razli¢iti
enantiomeri imaju razli¢ite farmakoloske aktivnosti.®** Na primjer, jedna enantiomerna forma
moze imati terapeutske ucinke, dok druga moZze imati toksi¢an ucinak. Vecina lijekova spada
u kiralne molekule te njihove enantiomerne forme drugacije reagiraju s kiralnim molekulama
koje se nalaze u zivim sustavima. Svaki enantiomer se prema tome razlikuje po svojim
farmakoloskim, farmokinetickim, metaboli¢kim, toksi¢nim, imunolo$kim svojstvima.®

Na Slici 9 prikazano je kako se enantiomeri odredenog lijeka vezu za receptor. Enantiomer 1
uspjeSno se veze na receptor jer se postize prostorna 1 katalitiCka komplementarnost.
Enantiomer 2 ne mozZe ostvariti uspjeSnu interakciju zato Sto se nikako ne mozZe postici

prostorna komplementarnost bez obzira kako se molekula enantiomera rotira u prostoru .34

Enantiomer 1 Kompleks enantiomer
1 - receptor (uspjesno)

Enantiomer 2

Kompleks enantiomer 2 -
receptor (neuspjesno)

Slika 9. Prikaz dva enantiomera iste tvari u reakciji s istim receptorom.4
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Devedesetih godina 20. stolje¢a pocela se obracati pozornost na takvu prirodu bioloskih
sustava i lijekova te na potencijalnu toksi¢nost pojedinog enantiomera. Zbog toga su se
trebale razviti odgovaraju¢e metode analize i provesti studije toksi¢nosti pojedinih
enantiomera i njihov utjecaj na bioloske sustave. Zbog moguceg Stetnog djelovanja pojedinog
enantiomera smanjena je proizvodnja i opcenito sinteza lijekova kao racemicnih smjesa.
Danas u komercijalnoj upotrebi dominiraju akiralni lijekovi ili lijekovi koji su proizvedeni u
samo jednoj enantiomernoj formi.** Problem upotrebe kiralnih lijekova jest to $to opticki isti
enantiomer u in vivo sustavu djelovanjem enzima moze podlije¢i racemizaciji pa nastaje
racemi¢na smjesa koja moze biti toksi¢na.® Jo§ uvijek se za neke bolesti koriste racemi¢ne
smjese lijekova zato §to je ucinkovitost racemata jednaka ili veca nego kod zasebnog
enantiomera.'® Danas se kiralni lijekovi sintetiziraju i proizvode na dva nac¢ina. Prvi je
takozvani ,,chiral switch® (promjena kiralnosti), a drugi nacin je de novo sinteza opticki Cistih
enantiomera. Prvi nacin podrazumijeva proizvodnju opticki ¢istog enantiomera iz vec
poznatog racemi¢nog lijeka ili smjese dijastereomera po ¢emu je ta metoda i dobila ime. Za
drugu metodu, tj. za razvoj novih lijekova u opticki Cistoj formi koriste se tri nacina. Prvi je
upotreba prirodnih tvari koje su same po sebi optic¢ki Ciste, drugi je da se upotrebljava
stereoselektivna sinteza, a tre¢i nacin je da se sintetizira racemi¢na smjesa koja se onda
razdvoji postupkom koji se naziva kiralna rezolucija.'® Upravo zbog dana$njih nacina

proizvodnje lijekova je bilo potrebno razviti tehnike odjeljivanja enantiomera.

2.4. Kiralna rezolucija

Kiralna rezolucija (kiralna separacija) je postupak koji se koristi za razdvajanje dva
enantiomera iz racemicne smjese u farmaceutskoj industriji i klinickoj analizi. Danas u
industriji postoje dva glavna pristupa kiralne rezolucije: klasiéne metode i moderna
tehnologija. Od klasi¢nih metoda najvise se koristi metoda separacije pomo¢i dijastereomerne
soli. Metoda se bazira na reakciji racemi¢ne smjese s opticki ¢istom tvari. Tako nastaju dva
dijasteromera koja imaju razlicita fizikalna i kemijska svojstva te se lako mogu separirati
nekom pogodnom analitickom metodom medu kojima je i akiralna tekuc¢inska kromatografija.
U praksi se jo$ koristi i enzimatska ili kineticka rezolucija kod koje se separacija postize
bioloSkim procesima kod kojih se jedna enantiomerna forma uniStava. Od modernih metoda

najces¢e se koristi kiralna teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (¢cHPLC).2
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2.4.1. Kiralna tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (CHPLC)

Prvotno su se za odjeljivanje enantiomera koristile plinska kromatografija, papirna
kromatografija, kapilarna elektoforeza, tekucinska kromatografija 1 elektrokineticka
kromatografija. Medutim, enantioselektivna (kiralna) tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti pokazala se kao najbolja te se danas najviSe primjenjuje. Prednost cHPLC-a
jest to Sto je brza, visoko efikasna i selektivna, mocna te se moze Koristiti 1 za preparaciju i
analizu kiralnih lijekova.®

U kiralnoj tekucinskoj kromatografiji postoje dvije tehnike izvodenja: indirektna i
direktna. Indirektna ukljucuje kemijsku pretvorbu enantiomera pomocu opticki cistog
kiralnog reagensa za pretvorbu (engl. chiral derivatization reagent, CDR) pri ¢emu nastaju
dva dijastereomera koji se mogu razdvojiti klasi¢nom kromatografijom obrnutih faza.31®
Uspjesnost ove metode ovisi o dostupnosti stabilnih 1 opticki Cisttih CDR-ova te 0 prisutnosti
prikladnih funkcionalnih grupa na enantiomeru kako bi se enantiomer i reagens mogli
kovalentno vezati.* Ova metoda rijetko se koristi u industriji, medutim ¢esto se Kkoristi U
analizama zbog velike osjetljivosti ili u slucajevima kada ne postoje odgovarajuci kiralne
stacionarne faze.*

U direktnoj metodi koristi se Kiralni selektora u kiralnoj stacionarnoj fazi (engl. chrial
stationary phase, CSP) ili u mobilnoj fazi (engl. chiral mobil phase additives, CMPA).2
Direktna metoda bazira se na stvaranju prijelaznog dijastereomernog kompleksa, a ne
kovalentnog kompleksa kao kod indirektne metode.# Svi selektori imaju kiralne povrsine s
kojima enantiomeri reagiraju te nastaju prijelazni kompleksi ¢ije energije ovise o enantiomeru
(razlika izmedu energija moZe iznositi malih 0,025 kJ/mol'®). Takav mehanizam
prepoznavanja je poznat pod nazivom kljuc-brava. Energije se razlikuju zato Sto svaka
enantiomerna forma drugacije pase u strukturu kiralnog selektora. Posljedi¢no, dva
enantiomera se mogu odvojiti jer imaju drugacije vrijeme eluiranja s kolone. Osim razlike u
interakcijama na vrijeme eluiranja utjeCe i sastav mobilne faze (pH, ionska jakost. polarnost),
duzina i veli¢ina kolone te temperatura.® U tablici 1 sumirane su prednosti i nedostatci

indirektne i direktne kiralne kromatografije.
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Tablica 1. Prednosti i nedostatci indirektne i direktne metode cHPLC-a3>:16

Metoda Prednosti Nedostatci
Indirektna (CDR) - jeftinija od ostalih - dugo vrijeme analize koja
- koriste se klasi¢ne kolone ukljucuje pripremu i

(GC, kromatografija s kasniju analizu dobivenih
normalnim i obrnutim dijastereomera
fazama) i uvjeti kao kod - neprikladnost jer je
obi¢nog HPLC-a pa je potrebno iz dijastereomera
fleksibilnija dobiti opticki ¢isti

- postoji puno CDR-ova koji ~ enantiomer

su jeftiniji nego reagensi - moze do¢i do racemizacije
kod direktne metode koristenog CDR-a,

- razli€iti stupnjevi odnosno pogresnih rezultati
selektivnosti se postizu - treba paziti na opticku

¢istoc¢u koristentih CDR-ova

Direktna S kiralnom - postoji puno komercijalno - komercijalno dostupne

stacionarnom fazom (CSP) dostupnih kolona kolone su skupe
- lako za izvodenje - u nekim slucajevima
- predvidljiv mehanizam koriStena kolona moze
nastanka prijelaznog odvojiti samo par
kompleksa enantiomera

- ne nastaje dijastereomer iz - tesko je odabrati pogodan

kojeg treba izolirati Cisti CSP
enantiomer
Direktna s CMPA-om - koriste se jeftinije kolone - CMPA-ovi su ¢esto skupi
- postoji puno CMPA-ova - komplicirano izvodenje
- postizu se razli€iti - nepogodno za preparativne
stupnjevi selektivnosti svrhe jer se CMPA mora

- ne nastaje dijastereomer iz ukloniti iz eluata
kojeg treba izolirati Cisti

enantiomer
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2.4.2. HPLC s kiralnom stacionarnom fazom
HPLC s kiralnom stacionarnom fazom danas se ¢esto upotrebljava u farmaceutskoj industriji
te se vrlo efikasno koristi u analiticke i preparativne svrhe.® Danas je ta metoda dosta
razvijena i sofisticirana tako da se mogu odvojiti stereoizomeri s vise kiralnih centara, za
razliku od prije kada je bilo moguée razdvojiti stereoizomere samo s jednim Kkiralnim
centrom.>!®> Takoder je mogudée istovremeno odjeljivanje vise kiralnih molekula i njihovih
metabolita, sintetickih necisto¢a i produkata razgradnje. Kiralne molekule koje se odjeljuju
mogu biti velikog raspona molekulskim masa, mogu imati razli¢ite funkcionalne skupine i
razli¢ite vrste kiralnih centara. Koriste se kiralne stacionarne faze za HPLC-CSP normalnih i
obrnutih fazama. Kromatografija normalnih faza bolja je za preparativne svrhe kada je analit
slabo topljiv ili nestabilan u vodenim otopinama. U kromatografiji obrnutih faza skraceno je
vrijeme analize, postizu se ostriji pikovi i bolji omjer signala i Suma te dolazi do bolje
imitacije stereoselektivne interakcije izmedu lijeka i receptora. Ovakva kromatografija je
takoder vise kompatibilna s LC-MS analizom.*®

Srce HPLC-CPS je kolona punjena s kiralnom stacionarnom fazom koja se sastoji od
kiralnog selektora i inertnog nosa¢a na koji se selektor kovalentno veze.>®. Sedamdesetih
godina 20. stoljeca prva CSP kolona je sadrzavala poliakrilamid. Takva stacionarna faza
uspjesno je koriStena za separaciju enantiomera lijekova. Osamdesetih godina 20. stoljeca
pripravljene su komercijalno dostupne CSP kolona u kojima je stacionarna faza bila ¢etkastog
oblika.> Danas su komercijalno dostupne razli¢ite CSP kolone.® Zapravo se svaka kiralna tvar
moze koristiti kao Kiralni selektor kod HPLC-a, ako nekovalentno i enantioselektivno reagira
s kiralnom molekulom. Najcesc¢e se koriste ciklodekstrini, polisaharidi (celuloza, amiloza),
proteini, makrocikli¢ki antibiotici, kruna eteri te CSP tipa &etke (Tablica 2). 3> U upotrebi su i
ionske vrste, kiralne ionske tekucine te prirodne tvari.> Za CSP baziranu na polisaharidima se
smatra da je najbolja jer je gotovo univerzalna. Moze reagirati s jako puno analita te je
kompatibilna s raznim mobilnim fazama. Danas se najCeS¢e koristi novi tip polisaharida,

fenilkarbamati koji imaju i elektron-doniraju¢u i elektron-odvlageéu skupinu.®
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Tablica 2. Najéesée koristene komercijalno dostupne kiralne stacionarne faze®

Struktura

Tip CSP-a

Tip Cetke

Ciklo-

dekstrini

Polisaharidi

Protein-

bazirani

Karakteristike

Kiralna separacija
se temelji na
principu

"interakcija tri

tocke”

Hidroksilne
skupine u Supljini
rade vodikove veze
s polarnim

grupama analita

Enantiomeri grade
vodikove veze s

karbamatom

Proteini imaju puno
kiralnih centara te
se vezu S
enantiomerima

preko hidrofobnih,
elektrostatskih

interakcija i

vodikovih veza

Analiti  koji  se

odjeljuju

Kiseline, amini,
alkoholi, esteri,
amidi,  sulfoksidi,
alkaloidi,  ciklicki
ketoni

Aminokiseline,
alkoholi,

amidi, kruna eteri,

amini,

policikli¢ki
aromatski

ugljikohidrati,

laktoni

Kiseline,
aminokiseline,
amini, alkoholi,
amidi, esteri,
sulfoksidi, laktami,
laktoni, ciklicki
ketoni

Kiseline, amini,
alkoholi, amidi,

sulfoksidi, cikli¢ki i
aromatski lijekovi,
nestereoidni

protuupalni lijekovi,

peptidi
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Tip CSP-a  Karakteristike Struktura Analiti  koji
separiraju
Makro- Sadrze puno Kiseline,

ciklicki kiralnih centara i aminokiseline,
antibiotici Supljina  u koje
analit ulazi i veze sulfoksidi,

se aminoalkoholi

Krunaeteri  Tvore inkluzijske Aminokiseline,

komplekse amini, alkoholi,
kruna eteri,
policiklicki
aromatski

ugljikohidrati

Makrocikli¢ki antibiotici poceli su se Koristiti kao kiralni selektori sredinom 90-ih godina 20.
stoljeca te su danas postali najées¢e koriSteni kiralni selektori.>*” Takvi selektori imaju veliki
broj stereogenih centara i funkcionalnih skupina (aromatske, hidroksilne, amini, karboksilne,
amidi itd.) koje ostvaruju viSestruke interakcije s kiralnim molekulama.>!” Struktura im
ukljucuje okosnicu oblika koSare koja se sastoji od tri ili Cetiri fuzionirana makrociklicka
prstena. Interakcije koje se ostvaruju s enantiomerima su vodikove veze, m — m interakcije,
inkluzijsko kompleksiranje, dipolne interakcije, stericke interakcije te ionske interakcije.
Makrociklicki glikopeptidni antibiotici mogu se koristiti i u kromatografiji normalnih i
obrnutih faza.l” Danas se naj¢eS¢e upotrebljavaju antibiotici rifamicin B i SV, avoparcin,
teikoplanin, ristocetin A i vankomicin.®

Niti jedna kiralna stacionarna faza se ne smatra univerzalnom pa je potrebno odabrati
pravu kolonu za zadanu analizu $to je u vecinu slucajeva teSko. Odabir se naj¢esée bazira na
empirijskim podatcima i iskustvu. Medutim poznavanje i razumijevanje mehanizma po kojem

selektor razlikuje pojedine enantiomerne forme moze uvelike pomo¢i pri odabiru.® Danas se
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intermolekularne interakcije izmedu kiralnog selektora i enantiomera mogu izracunati
pomoc¢u kvantne mehanike, molekularne mehanike ili molekularne dinamike. Molekularno
modeliranje je prakti¢ni alat za procjenu kompleksnih interakcija koje se dogadaju kada se
analit kre¢e kroz kolonu te nam omogucava detaljne informacije o tome kako se
kromatografija dogada. Zbog toga se mogu predvidjeti rezultati pojedine kromatografske
metode pa je puno lakse odluciti koja je stacionarna faza najbolja za danu analizu.®

Inertni nosa¢ je takoder bitan za ucinkovitost HPLC-CSP-a analize. Komercijalno
dostupne kolone najcesc¢e sadrzavaju porozne Cestice silikagela iako se koriste i druge
organske i anorganske tvari te monolitski silikagel (brza separacija enantiomera). Primjenjuju
se kolone razli¢itih veli¢ina. Promjer kolone varira od par desetaka mikrometra do par
desetaka centimetra. KoriStenje manjih kolona ima znacajne prednosti koje uklju¢uju manje
troSenje stacionarne i mobilne faze koja sa sobom povlaci i manje ekoloske probleme pri
zbrinjavanju otpada, a potrebna je i manja koli¢ina uzorka. Njihovom upotrebom postize se

krace vrijeme analize i dobivaju ostriji pikovi.*®

2.5. Analiza farmaceutika u otpadnim vodama pomoc¢u LC-MS/MS

Nakon konzumacije vecina lijekova (ljudskih i veterinarskih) i njihovih metabolita zavrsi u
otpadnim vodama gdje se mogu zadrzati i do godinu dana.'*'” Sudbine lijekova su tada
razli¢ite: mogu se razgraditi pod djelovanjem mikroorganizama poput aspirina; mogu iz vode
zavrs$iti u tlu gdje utjeCu na pH i sastav tla ili mogu zavrsiti u rijekama, morima i oceanima

gdje utjeu na morski zivot.1®

2.5.1. Prikupljanje i priprema uzoraka

Cilj analize opisane u radu Dolores Camacho-Mufioz bio je odrediti i kvantificirati 16
veterinarskih i ljudskih kiralnih lijekova u okolisu (proc¢iséene i neprociséene otpadne vode i
rijeke). Ciljani lijekovi odabrani su na temelju velike upotrebe te moguénosti kiralne inverzije
tijekom bioloskih procesa. Uzorci voda skupljeni su u rujnu 2015. godine u jugozapadnoj
Engleskoj te cuvani u polietilenskim bocama na temperaturi od 4 °C 1 analizirani odmah po
dolasku u laboratorij. Lijekovi su izolirani iz uzoraka pomocu ekstrakcije na ¢vrstoj fazi.t” To
je jednostavna i Cesto koriStena metoda za prociS¢avanje i ukoncetriravanje uzoraka. Princip

djelovanja je slican kao i kod tekucinske kromatografije. Odjeljivanje se temelji na razdiobi
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komponenti uzorka izmedu krute (ekstrakcijske) faze i tekuce faze.'® Za ove analize koristene
su Visiprep SPE Vacuum Manifold i Oasis HLB-MAX patrone. Kolone su isprane s
metanolom i metanolom s dodanom 2%-tnom mravljom kiselinom. Dobiveni eluati su spojeni

i upareni do suhog.t’

2.5.2. Analiza

Pripremljeni uzorci analizirani se pomocu kiralne tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti s obrnutim fazama spregnute s tandemnom spektrometrijom masa kao
detektorom. Mobilna faza sastojala se od 70% vodene otopine amonijeva acetata
koncentracije 10 x 102 mol Lt (pH = 7) i 30% metanola. Kao kiralni selektor koristen je
makrocikli¢ki glikopeptidni antibiotik, teikoplanin. Teikoplanin se Cesto koristi jer ulazi u
interakcije s velikim brojem analita te ima veliku sposobnost razlikovanja pojedinih
enantiomernih formi $to ga Cini idealnim za LC-MS metode. Njegova struktura (Slika 10)
ukljucuje heptapeptidni aglikon, sedam aromatskih prstena i tri Se¢erna dijela. Ukupno ima 23
kiralna centra koji okruzuju cetiri Supljine te sadrZi karboksilne skupine i amine. Zbog te
specifiéne strukture on je idealan za separaciju aminokiselina, karboksilnih kiselina, fenola,

malih peptida, aromata 1 ciklickih aromata te alifatskih amina.
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Slika 10. Strukturna formula teikoplanina®®

Trostruki kvadrupolni spektrometar masa (QqQ) koristi se za kvantifikaciju kiralnih lijekova.
U spektrometru masa nastaju ioni analita u plinskoj fazi koji se odvajaju na temelju njihovih
omjera mase i naboja, m/z. Spektar masa prikazuje ovisnost relativne zastupljenosti
(intenziteta) pojedinih iona o omjeru m/z. Vezanim sustavom LC-MS postize se izvrsna
selektivnost $to je jako bitno za ovakav tip analize. Prvi korak u spektrometriji masa je
ionizacija uzorka. Postoje razne tehnike ionizacije poput kemijske ionizacije, termorasprsenja,
ionizacije elektronima ili poljem i tako dalje. U ovoj analizi upotrijebljena je ionizacija pri
atmosferskom tlaku, to¢nije elektororasprienje.® Takva ionizacija ukljutuje nebulizaciju

teku¢ine u aerosol koji se sastoji od visoko nabijenih kapljica.?’

Ionizacija zapocinje
primjenom elekticnog polja, u ovoj analizi napon na kapilari iznosio je 3 kV u pozitivnom

na¢inu snimanja (ESI+), odnosno 1,7 KV u negativnom nacinu rada (ESI-).1"?°
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2.5.3. Rezultati

Prethodno opisanom metodom razdvojene su enantiomerne forme 9 od 16 trazenih kiralnih
lijekova. Dobiveni kromatogrami prikazani su na slici 11. Djelomi¢no odjeljivanje je
postignuto za karboksiibuprofen, kloramfenikol, 2-hidroksiibuprofen, ibuprofen, ifosfamid,
infoprofen, ketoprofen, naproksen i prazikvantel. Samo jedna pik je uocen za aminoreks,
cefaleksin, 3-N-dekloroetilfosfamid, dihidroketoproden, 10,11-dihidro,10-
hidroksikarbamazepin, 2-fenilpropionsku kiselinu i tetramisol S$to ukazuje da kiralna

rezolucija za te spojeve nije postignuta pod navedenim uvjetima.t’
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Slika 11. Kromatogrami 16 kiralnih lijekova dobiveni LC-MS/MS metodom.’

Kvanitativni podatci za neprocis¢ene i prociséene otpadne vode te rijeke prikazani su na slici

12. Ibuprofen se prodaje kao racemi¢na smjesa, ali se u neproc¢is¢éenim vodama pojavljuje

samo S-(+)- enantiomer Sto znaci da R-(-)- enantiomer podlijeze kiralnoj inverziji tijekom

metabolizma.l’
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Tablica 3. Koncentracije lijekova (srednje vrijednosti + standardna devijacija) u nepro¢isé¢enoj

| pro¢is¢enoj otpadnoj vodi te rijekama. MDL (engl. method detection limit), granica detekcija

metode; MQL (engl. method quantification limit), granica kvantifikacije metode.’

R/S () Aminoreks
Karboksi-ibuprofen E1
Karboksi-ibuprofen E2
6R,7R,2R-cefaleksin +
7R, 7R,2S-ceflakesin
1R,2R-(-)-kloramfenikol

1S,2S-(-)-kloramfenikol
1R,2R-(-)-kloramfenikol
baza

R/S ()-3-N-
dekloroetillifosfamid
(+)-griseofulvin

R/S ()-10,11-dihidro-10-
hidroksikarbamazepin

R/S (£)-
dihidroksiketoprofen
S-(+)-0O-
desmetilnaproksen
1R,2S-(-)-florfenikol
2-hidroksiibuprofen E1
2-hidroksiibuprofen E2
S-(+)-ibuprofen

Prociséena voda

(ngI*) (n=3)
<MDL
0,35+0,01
0,07 0,01
<MDL

<MDL

<MDL
<MDL

<MDL

<MDL

<MQL

<MDL

0,23 +£0,05

<MDL

0,178 £ 0,001

0,056 £ 0,002
0,35+0,09

Neprociséena voda

(ng1") (n=3)
<MDL
<MDL
<MDL
<MDL

<MDL

<MDL
<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL
<MDL

Rijeke (ng1?)

(n=3)
<MDL
<MDL
<MDL
<MDL

<MDL

<MDL
<MDL

<MDL

<MDL

<MQL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL

<MDL
<MDL
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ProciSéena voda  Neprodiséena voda Rijeke (ug1?)

(ngl?) (n=3) (ng1*) (n=3) (n=3)
R-(-)-ibuprofen <MDL <MDL <MDL
Ifosfamid E1 <MDL <MDL <MDL
Ifosfamid E2 <MDL <MDL <MDL
Indoprofen E1 <MDL <MDL <MDL
Indoprofen E2 <MDL <MDL <MDL
S-(+)-ketoprofen <MDL <MDL <MDL
R-(-)-ketoprofen <MDL <MDL <MDL
S-(+)-naproksen 0,37 £0,05 <MDL <MDL
R-(-)-naproksen <MDI <MDL <MDL
R/S (¥)-2-fenilpropionska  <MQL <MDL <MDL
kiselina
Prazikvantel E1 <MDL <MDL <MDL
Prazikvantel E2 <MDL <MDL <MDL
R/S (¥)-tetramisol <MDL <MDL <MDL
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