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SAZETAK

KARAKTERIZACIA INKLUZIJSKIH KOMPLEKSA CINARIZINA | ODABRANIH
CIKLODEKSTRINA SPEKTROMETRIJOM MASA VISOKOG RAZLUCIVANJA

Suzana Inkret

Cinarizin je piperazinski derivat koji djeluje kao antihistaminik. Uglavhom se koristi za
lijecenje posljedica Meniereove bolesti (endolimfaticni hidrops) i nekih drugih poremecaja
vestibularnog sustava srednjeg uha, ali i za prevenciju i lijeCenje kinetoza. Budu¢i da je slabo
topljiv u vodi, cinarizin se prema biofarmaceutskom sustavu klasifikacije djelatnih tvari
svrstava u lijekove skupine II. Ve¢ je ranije utvrdeno da se topljivost i bioraspolozivost
cinarzina moze poboljsati kompleksiranjem s ciklodekstrinima, no inkluzijski kompleksi
cinarizina s ciklodekstrinima koristenjem spektrometrije masa do sada nisu proucavani. U
sklopu ovog diplomskog rada spektrometrijom masa je detaljno prouc¢eno kompleksiranje
cinarizina prirodnim p-ciklodekstrinom kao i njegovim hidroksipropiliranim sintetskim
derivatom, 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom. Stabilnost izoliranih odabranih iona
kompleksa cinarizina i ciklodekstrina u plinskoj fazi procijenjena je na temelju rezultata
eksperimenata tandemne spektrometrije masa koji su provedeni tehnikom kolizijom izazvane
disocijacije. Predlozene su odgovaraju¢e sheme fragmentiranja te su konstruirani grafovi
ovisnosti relativne zastupljenosti iona kompleksa o primijenjenom kolizijskom potencijalu.
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CHARACTERIZATION OF INCLUSION COMPLEXES OF CINNARIZINE WITH
SELECTED CYCLODEXTRINS BY HIGH-RESOLUTION MASS SPECTROMETRY

Suzana Inkret

Cinnarizine is a piperazine derivative with antihistaminic properties. It is widely used for the
treatment of Meniere’s disease (endolymphatic hydrops) and a variety of other vestibular
disorders but for prevention and treatment of kinetosis as well. Due to its poor aqueous
solubility, cinnarizine is categorized as a class Il compound according to the
Biopharmaceutical Classification System. Earlier studies have shown that its solubility and
bioavailability can be improved by complexation with cyclodextrins but inclusion complexes
of cinnarizine with cyclodextrins have not yet been characterized by mass spectrometry. The
complexation of cinnarizine by natural B-cyclodextrin and its hydroxypropylated derivative,
2-hydroxypropyl-B-cyclodextrin was extensively studied by mass spectrometry in this thesis.
The stability of selected complex ions in the gas phase was estimated by means of tandem
mass spectrometry analysis which was performed by collision-induced dissociation technique.
Corresponding fragmentation schemes were suggested and collision-energy breakdown
curves were constructed as well.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Lijekovi su uglavnom male, hidrofobne molekule, ¢esto specifi¢no sintetizirane kako bi
djelovale na svoje ciljno mjesto, no problem moze stvarati njihova slaba topljivost koja je
posljedica hidrofobnosti. Slaba topljivost rezultira primjenom velikih doza lijeka $to ¢esto
uzrokuje nespecifi¢ne interakcije molekula lijeka s drugim molekulama sto moze dovesti do
nuspojava. DanaSnja istrazivanja usmjerena SU prema povecanju topljivosti slabo topljivih
lijekova u svrhu povecanja njihove bioraspolozivosti te smanjenja nuspojava uzrokovanih
velikim koli¢inama lijeka unesenim u organizam. U posljednje se vrijeme u sklopu strategija
povecéanja topljivosti takvih lijekova primjenjuju ciklodekstrini kao bitne pomocéne tvari jer
hidrofobne molekule s njima mogu tvoriti inkluzijske komplekse umetanjem dijela ili cijele
molekule lijeka u Supljinu koju svojom karakteristi¢nom strukturom oblikuje ciklodekstrin.
Uklapanjem hidrofobne molekule unutar Supljine ciklodekstrina, poboljsavaju su njena
fizikalna i kemijska svojstva poput intrinzi¢ne topljivosti $to je zasluga hidrofilnog karaktera
vanjskog dijela molekule ciklodekstrina.?

U ovom radu proucavane su interakcije cinarizina s prirodnim f-ciklodekstrinom (B-
CD) te s jednim njegovim derivatom, odnosno 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrinom (HPBCD)
koristenjem spektrometrije masa visokog razluc¢ivanja. Kako supstitucija hidroksilnih skupina
ciklodekstrina dovodi do povecanja topljivosti samog B-CD jer se ometa nastajanje
intramolekulske mreze vodikovih veza (koja uzrokuje smanjenu topljivost)> u svrhu
opseznijeg proucavanja interakcija izmedu cinarizina i CD odabran je i navedeni derivat. S
obzirom da su interakcije lijeka i ciklodekstrina nekovalentne prirode, potrebno je prilikom
karakterizacije inkluzijskih kompleksa spektrometrijom masa Kkoristiti blage tehnike ionizacije
kako bi se inkluzijski kompleks koji nastaje u otopini odrzao i u plinskoj fazi. U tu svrhu
koriStena je ionizacija elektrorasprSenjem koja se provodi pri uvjetima atmosferskog tlaka.
Kao analizator mase koristen je hibridni sustav analizatora masa, odnosno kvadrupolni

analizator masa s analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta.
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§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Cinarizin

Cinarizin (1-trans-cinamil-4-difenilmetilpiperazin) je hidrofobna molekula koja se Siroko
koristi zbog antialergijskog djelovanja, inhibiranja djelovanja serotonina i dopamina te
blokiranja aktivnosti kalcijevih kanala. Uglavnom se primjenjuje se za tretiranje mucnina i
vrtoglavica, odnosno za tretiranje razli¢itih poremecaja vestibularnog sustava srednjeg uha.
Cesto se koristi za lije¢enje posljedica Menierove bolesti (endolimfatiéni hidrops) te
prevencije i lijeenja kinetoza.>* S obzirom na hidrofobnu strukturu (slika 1), cinarizin je
slabo topljiv u vodi §to posljedi¢no vodi do njegove smanjene bioraspolozivosti. S druge
strane, vrlo lako prolazi kroz bioloske membrane radi svoje lipofilnosti na koju ukazuje
logaritamska vrijednost koeficijenta razdjeljivanja oktanol/voda koja iznosi logKew = 5,8.
Prema biofarmaceutskom sustavu Kklasifikacije djelatnih tvari (engl. biopharmaceutical

classification system, BCS) svrstava se u klasu Il, koja ukljucuje slabo topljive, ali dobro

N/_\N
_ __/
ke

Slika 1. Strukturna formula 1-trans-cinamil-4-difenilmetilpiperazina

permeabilne lijekove.

Cinarizin je slabo topljiv u 96 %-tnom etanolu, dok je jako dobro topljiv u diklormetanu.
Osim slabe topljivosti u vodi, cinarizin je fotodegradabilan pa ga je potrebno cuvati od
utjecaja svjetla. Buduci da je cinarizin lipofilan, lako prelazi krvno-mozdanu barijeru te potice
protok krvi u mozgu zbog ega je jako dobar kandidat za lijedenje mozdanih bolesti.?

Topljivosti cinarizina je pH ovisna (tablica 1), a zbog blago bazi¢ne prirode cinarizin se ne

Suzana Inkret Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

otapa pri visim pH S$to rezultira nepotpunom apsorpcijom lijeka unutar gastrointestinalnog
sustava. Zbog pH ovisne topljivosti, na bioraspolozivost cinarizina utjece i razina kiselosti
zeluc¢anog soka. Ukoliko Zelucani sok osobe koja se tretira cinarizinom ima nisku razinu
kiselosti (pH oko 6) primijenjena doza cinarizina nece biti u potpunosti otopljena. S druge
strane, ako je razina kiselosti zelu¢anog soka visoka (pH oko 1,2), primijenjena doza ¢ée se
bolje otapati $to ¢e dovesti do potpune apsorpcije, a samim time i do izostanka mogucih

nuspojava koje su uzrokovane nepotpunim otapanjem.*

Tablica 1. Topljivost cinarizina u ovisnosti o pH-vrijednosti vodene otopine®

pH-vrijednost | Topljivost (37 °C) / mg mL™*

2,0 0,29
5,0 0,017
6,5 0,002

Zbog navedenih svojstava cinarizina potrebno je dizajnirati nove strategije prilikom
osmisljavanja novih farmaceutskih formulacija cinarizina koje ¢e nadvladati probleme niske
topljivosti pri uvjetima visSih pH te ograniene bioraspolozivosti. U tom su se pogledu
ciklodekstrini istaknuli kao pogodne pomocéne tvari koje bi se mogli iskoristiti unutar novih
farmaceutskih formulacija u svrhu povecanja topljivosti cinarizina. Ustanovljeno je da se
topljivost cinarizina u inkluzijskom kompleksu s B-ciklodekstrinom povecava 30 puta u

odnosu na intrinzi¢nu topljivost samog lijeka.*

2.1.1. Biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnih tvari

Biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnih tvari je sustav prema kojem se djelatne tvari
dijele u klase s obzirom na njihovu topljivost i intestinalnu permeabilnost. Prvi put je
predlozen 1995. godine u sklopu istraZivanja Amidona i suradnika te je kasnije prihvacen od
strane nekoliko regulatornih tijela poput Europske agencije za lijekove (engl. The European
Medicines Agency, EMA), Americke agencije za hranu i lijekove (engl. The United States
Food and Drug Administration, USFDA) i Svjetske zdravstvene organizacije (World Health
Organization, WHO). Djelatne tvari se prema BCS sustavu dijele u cetiri klase. U prvu se
svrstavaju dobro topljive i dobro permeabilne, u drugu slabo topljive i dobro permeabilne, u
trecu dobro topljive i slabo permeabilne, a u cetvrtu klasu slabo topljive i slabo permeabilne

Suzana Inkret Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

djelatne tvari. Dobro permeabilnim lijekovima se smatraju oni kod kojih 85 % ukupno
primijenjene doze biva apsorbirano (ili u usporedbi s referentnom intravenoznom dozom).
Dobro topljivim se smatraju oni lijekovi kod kojih se najve¢a primjenjiva doza lijeka moze
otopiti u < 250 mL vodenog medija u rasponu pH-vrijednosti od 1,0 do 6,8 pri temperaturi od
37 £ 1 °C. Ukoliko se > 85 % primijenjene doze nekog lijeka otapa unutar 30 minuta, tada se
taj moZe reéi da se taj lijek brzo oslobada.’

Podjela na Cetiri odvojene klase zapravo predstavlja Cetiri razli¢ita o¢ekivanja in-
vitro/in-vivo korelacija koje se temelje na brzini oslobadanja neke djelatne tvari. Pomocu
ovog matematickog modela moguce je predvidjeti in-vivo farmakokineticke ucinke nekog
lijeka na temelju in-vitro odredivanja permeabilnosti i topljivosti lijeka. Na temelju ovih
korelacija lijekove prve klase (prema BCS-u) s trenutnim oslobadanjem se izuzima od obveze
provodenja in-vivo studija bioekvivalentnosti (engl. biowaiver) budu¢i da zadovoljavaju
kriterije dobre topljivost, dobre permeabilnosti i brzog oslobadanja. Uvodenje ovog nac¢ina
klasificiranja djelatnih tvari dovelo je do znacajnih unapredenja u farmaceutskoj industriji, a
posebice u sluéaju istrazivanja in-vivo farmakokinetickih u¢inaka te na¢ina dostave na ciljna
mjesta za djelatne tvari klase 11.>°

Budu¢i da oko 40 % komercijalno dostupnih lijekova te ¢ak 90 % novih lijekova koji
su u fazi razvoja pokazuju lipofilne karakteristike i slabu topljivost u vodenim otopinama,
nove strategije za povecanje njihove topljivosti se u posljednje vrijeme sve viSe istrazuju i
osmisljavaju. Neke od glavnih strategija za povecanje topljivosti lijekova ukljuc¢uju pH
modifikacije te prevodenje lijekova u soli, upotrebu kootapala i povrSinski aktivnih tvari,
prevodenje u amorfne forme te tvorbu Cvrstih disperzija i kokristala, uklapanje u polimerne

micele, inkluziju u ciklodekstrine te neke druge strategije.’

2.2. Ciklodekstrini

Ciklodekstrini  (CD) ¢ine skupinu ciklickih molekula gradenih od razliitog broja
glukopiranoznih jedinica povezanih o—1,4 glikozidnom vezom. Medu prirodne ciklodekstrine
ubrajamo: a-CD (6 glukopiranoznih jedinica), B-CD (7 glukopiranoznih jedinica) i y-CD (8
glukopiranoznih jedinica). Struktura prirodnih ciklodekstrina je prikazana na slici 2. S
obzirom da su glukopiranozni prstenovi Sestero¢lani prstenovi, oni se nalaze u konformaciji
stolca, pa ukupna konformacija ciklodekstrina nalikuje stoScu s krnjim vrhom.

Glukopiranozne jedinice omeduju sredi$nju ciklodekstrinsku Supljinu koja je razlicitih
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§ 2. Literaturni pregled 5

dimenzija ovisno o broju glukopiranoznih jedinica, pa tako a-CD ima najmanju Supljinu od tri
navedena, a y-CD ima najvecu. Ciklodekstrini ¢iju strukturu ¢ini veéi broj glukopiranoznih
jedinica (9 ili vise glukopiranoznih jedinica) su takoder izolirani i okarakterizirani razli¢itim
tehnikama, no njihova primjena je ograni¢ena zbog problema s niskim iskoriStenjem i
procis¢avanjem prilikom sinteze, a u nekim sluc¢ajevima dolazi do uruSavanja tipi¢ne
konformacije pa tako i srediSnja Supljina takvih CD ima manje dimenzije u odnosu na

prirodne CD §to posljedi¢no utjede na sposobnost kompleksiranja.®*

Slika 2. Strukture i dimenzije prirodnih ciklodekstrina (o-, p- i y-ciklodekstrin)*®

Suzana Inkret Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 6

Prirodni ciklodekstrini skloni su hidrolizi pri niskim pH-vrijednostima prilikom koje dolazi do
otvaranja prstena i nastanka razlicitih linearnih oligosaharida. Stabilni su u bazi¢nim uvjetima,
obzirom da imaju vrijednost pK, u rasponu od 12,1 do 13,5 (ovisno o polozaju hidroksilnih
skupina). Raspored funkcionalnih skupina u strukturi ciklodekstrina je takav da je vanjska
strana cjelokupne strukture hidrofilna zbog ¢ega je molekula topljiva u vodi, a sredi$nja

supljina je hidrofobnog karaktera $to pogoduje inkluziji hidrofobnih molekula gosta.**

primarne —OH skupine

SN~
= HO —
sekundarne —OH skupine

Slika 3. Raspored primarnih i sekundarnih hidroksilnih skupina u strukturi ciklodekstrina.?

Kako je struktura krnjeg stoSca rigidna i nije moguca rotacija oko a-(1,4) glikozidne veze,
primarne i sekundarne hidroksilne skupine ciklodekstrina se nalaze na vanjskoj strani
strukture na suprotnim obodima stosca. Takav raspored hidroksilnih skupina pogoduje dobroj
topljivosti u vodenim otopinama, no prirodni ciklodekstrini imaju ograni¢enu topljivost zbog
tvorenja intramolekulske mreze vodikovih veza koja cjelokupnu strukturu molekule ¢ini
stabilnijom. Sekundarne hidroksilne skupine, to¢nije hidroksilne skupine na susjednim
ugljikovim atomima svake glukopiranozne podjedinice (C2-OH i C3-OH), na Sirem obodu
krnjeg stoSca medusobno tvore vodikove veze. U slucaju B-CD nastaje tzv. potpuni pojas
intramolekulskih vodikovih veza, ¢ime se ometa nastajanje vodikovih veza s okolnim
molekulama vode, a s§to za posljedicu ima smanjenu topljivost u vodenim otopinama.
Molekularnim modeliranjem je utvrdeno kako su molekule vode pravilno i gusto rasporedene
oko otopljene molekule B-CD na temelju ¢ega je zakljueno da te molekule vode imaju
nepovoljnu entalpiju i malu entropiju, a rezultat toga je smanjena topljivost 3-CD u odnosu na
ostala dva prirodna CD. S druge strane, sekundarne hidroksilne skupine a-CD tvore nepotpuni

pojas intramolekulskih vodikovih veza, zbog ¢ega postoje dostupne hidroksilne skupine za
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nastajanje vodikovih veza s okolnim molekulama vode. Posljedi¢no je B-CD slabije topljiv od
a-CD unato¢ tome §to a-CD posjeduje manji broj hidroksilnih skupina u odnosu na B-CD.
Nadalje, y-CD nema koplanarnu strukturu poput B-CD S$to ga takoder ¢ini bolje topljivim od
B-CD.S’”

Derivatizacijom prirodnih ciklodekstrina pozitivno se utjece na njihovu intrinzi¢nu
topljivost, a samim time se postize povecan solubilizacijski potencijal te kompleksacijski
kapacitet. Primarne i sekundarne hidroksilne skupine prirodnih ciklodekstrina moguce je
supstituirati raznim funkcionalnim skupinama poput metilnih, hidroksipropilnih, sulfoalkil
eterskih itd. Supstitucijom hidroksilnih skupina, ciklodekstrini se prevode iz pravilne kristalne
forme u amorfnu formu, a rezultiraju¢i produkt je smjesa izomera ciklodekstrina s razlic¢itim
stupnjem supstitucije pri ¢emu stupanj supstitucije oznacava prosjecan broj supstituenata po
jednoj molekuli ciklodekstrina. U takvoj smjesi sekundarne hidroksilne skupine nisu
orijentirane povoljno ili nisu dostupne za tvorenje intramolekulskih vodikovih veza, zbog
¢ega su slobodne za vezanje okolnih molekula vode putem intermolekulskih vodikovih veza.
Nasumi¢nom supstitucijom prirodnih ciklodekstrina njihova se topljivost u vodi povecava oko
100 puta, no ovisno o skupini kojom se CD derivatizira, moze doé¢i i do mnogo veceg
poboljSanja u intrinzi¢noj topljivosti. Osim povecanja topljivosti, nasumicna supstitucija
utjeCe i na dimenzije srediSnje Supljine CD. Hidroksipropilacija hidroksilne skupine na
polozaju C2-O dovodi do rasirenije konfiguracije CD, dok supstitucija na C6-O polozaju do
smanjenja koli¢ine vode unutar sredi$nje Supljine. Osim toga, primijeceno je da metilirani i
hidroksialkilirani derivati CD smanjuju povrSinsku napetost vodenog medija proporcionalno
stupnju supstitucije, dok polarne ionske funkcionalne skupine (npr. u slucaju alkilsulfoniranih

derivata) ne pokazuju utjecaj na povrsinsku napetost vodenog medija."***

Tablica 2. Usporedba svojstava B-ciklodekstrina i hidroksipropil--ciklodekstrina®*

Svojstvo B-ciklodesktrin | hidroksipropil-p-ciklodekstrin
broj glukopiranoznih jedinica 7 7
stupanj supstitucije 0 2,8-10,5
topljivost u vodi / mg mL ™" (25 °C) 1,85 >1200
promjer centralne Supljine / nm 0,60 — 0,65 0,60
povrsinska napetost / mN m - 71 548 -575
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2.2.1. Toksikologija i farkamkokinetika ciklodekstrina

Budu¢i da se ciklodekstrini proucavaju u svrhu kompleksacije 1 poboljSanja svojstava slabo
topljivih lijekova, vazno je navesti njihove toksikoloske ucinke na Covjekov organizam.
Ciklodekstrini su otporni na djelovanje f-amilaza koje hidroliziraju Skrob, no primijeceno je
da ih a-amilaze (prisutne u slini i u soku gusterace) sporo razgraduju. Utvrdeno je da nakon
oralne administracije ciklodekstrina, spomenute amilaze najbrze razgraduju y-CD, koji se u
potpunosti razgradi u gastrointestinalnom traktu, dok se a-CD i B-CD razgrade u debelom
crijevu pod utjecajem prisutnih bakterija. Opéenito se slobodni CD mnogo brze razgraduju u
odnosu na CD koji tvore inkluzijske komplekse.'® Nakon parenteralne administracije,
glavnina primijenjene doze ciklodekstrina (> 90 %) izlucuje se u intaktnom obliku putem
urina, dok ostatak prolazi metabolizam jetre i zuéi te se izluCuje na taj naéin. Vrijeme
potrebno da se 90 % primijenjene koli¢ine izluéi iz organizma iznosi oko 6 sati, dok se 99,9
% ukupne doze izlu¢i unutar 24 sata, Sto govori da ne dolazi do bioakumulacije CD u
ljudskom organizmu, ¢ak ni u sludaju primjene velikih doza.’

Ciklodekstrini su hidrofilne molekule niskih vrijednosti koeficijenta razdjeljivanja
oktanol/voda (Kow) koje posjeduju velik broj donora i akceptora vodikovih veza, a to ukazuje
kako nemaju sklonost permeacije kroz bioloske membrane pasivnom difuzijom ili putem
membranskih transportera. Iz navedenog se zakljuCuje kako je bioraspolozivost CD vrlo
niska, a sami CD su netoksi¢ni nakon oralne administracije. Danas su prirodni ciklodekstrini i
neki njihovi hidrofilni derivati odobreni kao pomoéne tvari u farmaceutskim proizvodima od
strane USFDA i EMA.® Osim toga, prirodni se CD koriste kao aditivi u hrani, a USFDA ih je
uvrstila na popis tvari kojima je dodijeljen GRAS status (engl. generally recognized as

safe).>t

2.3. Inkluzijski kompleksi

Prirodni ciklodekstrini i njihovi derivati mogu tvoriti inkluzijske kompleksa sa Sirokim
rasponom tekucih, krutih i plinovitih spojeva. Nastajanje kompleksa ovisi o veli¢ini molekule
gosta te o veli¢ini Supljine koju tvori ciklodekstrin, odnosno o kompatibilnosti njihovih
dimenzija. Do nastajanja kompleksa dolazi jer lipofilna Supljina ciklodekstrina tvori
mikrookolinu u koju se nepolarna molekula ili dio molekule pogodne veli¢ine moze uklopiti
(slika 4). Prilikom inkluzije molekule gosta u Supljinu ciklodekstrina ne dolazi do cijepanja
postojecih ili nastajanja novih kovalentnih veza jer su interakcije molekule gosta i CD

nekovalentne prirode.*
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Inkluzijski kompleks:

Lijek iklodekstri
ve Ciklodekstrin lijek-ciklodekstrin

Slika 4. Tvorba inkluzijskog kompleksa lijeka i ciklodekstrina u omjeru 1:1

Na tvorbu inkluzijskih kompleksa utjece nekoliko faktora od kojih je jedan steri¢ki, odnosno
kompatibilnost dimenzija molekule gosta s dimenzijama sredi$nje Supljine ciklodekstrina.
Drugi faktor koji utjeCe na tvorbu kompleksa c¢ine termodinamicke interakcije izmedu
razli¢itih komponenti sustava (molekule ciklodekstrina, molekula gosta, molekule otapala),
odnosno vazno je da ukupan proces nastajanja kompleksa ima povoljan energijski u¢inak koji
privla¢i molekulu gosta u Supljinu ciklodekstrina. Nekoliko je bitnih procesa koji zajedno
pomi¢u ravnotezu k nastanku inkluzijskih kompleksa. Prilikom nastajanja inkluzijskih
kompleksa dolazi do istiskivanja polarnih molekula vode iz nepolarne sredi$nje Supljine CD
te se takve nepovoljne interakcije zamjenjuju povoljnim hidrofobnim interakcijama izmedu
molekule gosta i Supljine ciklodekstrina. Osim toga, uklapanje molekule gosta u Supljinu CD
rezultira smanjivanjem odbojnih interakcija izmedu hidrofobnih molekula gosta i vodene
okoline.®** Prilikom nastanka kompleksa poveéava se broj vodikovih veza u vodenoj okolini
kao rezultat ve¢ spomenutog istiskivanja molekula vode iz sredi$nje Supljine CD. Navedene
molekule vode, prije izlaska iz Supljine CD, ne grade vodikove veze, no njihov potencijal za
formiranje istih je velik, §to ih Cini energijski (entalpijski) bogatima. Na taj nacin se
istiskivanjem molekula vode iz Supljine CD energija sustava smanjuje. Sve navedene
interakcije utje¢u na nastajanje inkluzijskih kompleksa, no glavna pokretacka sila koja vodi
cjelokupan proces je zamjena nepovoljnih interakcija vode i hidrofobne Supljine CD s
povoljnim interakcijama hidrofobne molekule gosta i hidrofobne $upljine CD.**

Obzirom da su interakcije izmedu molekule gosta i ciklodekstrina nevezne, inkluzijski
kompleks nije konacna i trajna vrsta koja nastaje, ve¢ postoji dinamicka ravnoteza izmedu
kompleksa i slobodnih komponenti.** Prilikom inkluzije molekule gosta unutar Supljine CD,

brzo dolazi do uspostave pocetne ravnoteze. Molekula gosta zatim prolazi kroz ponekad
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dugotrajnije konformacijske promjene kako bi se maksimalno iskoristile slabe van der
Waalsove interakcije zbog ¢ega se konacna ravnoteza ne uspostavlja odmah. Disocijacija je,
kao 1 uspostava inicijalne ravnoteze, brz proces do kojeg dolazi prilikom velikog razrjedenja
otopine (povecavanje broja molekula vode u okolini) u kojoj se nalazi kompleks.**

Kompleksiranje lijekova ciklodekstrinima provodi se za poboljsanje mnogih svojstava
lijekova kao §to su topljivost, 10§ miris, neprijatan okus, toksi¢nost, osjetljivost na svjetlo i
hlapljivost itd.2** Poznato je da se nastajanjem inkluzijskih kompleksa s ciklodekstrinima
moze povecati brzinu otapanja lijekova 1 sama bioraspolozivost istih, Sto je u danasnje
vrijeme vazna stavka prilikom dizajna i istrazivanja farmaceutskih formulacija slabo topljivih
lijekova.'®

Istrazivanja inkluzijskih kompleksa pokazala su kako B-CD i njegovi derivati imaju
najpogodnije dimenzije sredinje $upljine za tvorbu inkluzijskih kompleksa.™* Ciklodekstrini
od najveceg interesa za farmaceutsku industriju jesu hidroksipropilirani derivati - i y-CD,
nasumi¢no metilirani derivat $-CD, natrijeva sol sulfobutileterskog derivata B-CD te tzv.
razgranati ciklodekstrini poput maltozil B-CD."* U sklopu ovog diplomskog rada za detaljno
prouc¢avanje kompleksiranja cinarizina odabran je upravo B-CD zajedno sa svojim

hidroksipropiliranim derivatom.

2.3.1. Karakterizacija inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina u ¢vrstom stanju i otopini

Kao §to je vec i ranije reCeno inkluzijski kompleksi lijekova i ciklodekstrina postali su vazan
predmet istraZzivanja prilikom osmiSljavanja strategija za unapredenje nekih nepozeljnih
svojstava lijekova. Kako bi se u potpunosti razumio potencijal takvih kompleksa vazno ih je
pravilno okarakterizirati te istraziti interakcije izmedu molekule lijeka i ciklodekstrina. Za
potpunu karakterizaciju inkluzijskih kompleksa potrebno ih je analizirati koristenjem veceg
broja analitickih tehnika ¢iji objedinjeni rezultati mogu dati bolji uvid u svojstva i interakcije
unutar takvih kompleksa. Obzirom da je danas poznat cijeli niz sintetskih derivata prirodnih
ciklodekstrina, prilikom biranja najprikladnijeg ciklodekstrina za kompleksaciju nije moguce
isprva to¢no odrediti koji ¢e najbolje odgovarati molekuli gosta kao domacin. Iz tog je razloga
prilikom analize kompleksa prvi korak utvrdivanje nastajanje kompleksa. U tu svrhu moze se
koristiti mnogo razlicitih tehnika kao $to su spektroskopske, elektroanaliti¢ke ili separacijske
tehnike. Analiza svakom od tehnika ovisi direktno o prirodi uzorka, odnosno o proucavanoj

molekuli lijeka i ciklodekstrina tako da ne postoji univerzalna tehnika za izucavanje ovakvih
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sustava, no svakako valja napomenuti kako rezultati dobiveni tehnikama poput spektroskopije
nuklearne magnetske rezonancije (engl. nuclear magnetic resonance spectroscopy, NMR)
mogu posluziti kao definitivan dokaz inkluzije lijeka u ciklodekstrinsku Supljinu, dok rezultati
dobiveni nekim drugim tehnikama mogu posluziti kao dodatna nadopuna takvim analizama.®

Razliciti efekti povezani s nastankom kompleksa ovise o0 njegovoj stabilnosti tako da
je vazna stavka odredivanje konstante stabilnosti inkluzijskin kompleksa. Citav niz
spektroskopskih metoda moze posluziti u tu svrhu, a neke od njih su UV-Vis spektroskopija,
cirkularni dikroizam (engl. circular dichroism spectroscopy), fluorescentna spektroskopija te
spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije koja je prilikom analize inkluzijskih
kompleksa najkorisnija i najpotpunija tehnika. Ta tehnika omogucéuje odredivanje konstanti
stabilnosti, ali osim toga razjasnjava strukturu inkluzijskog kompleksa te daje informacije o
orijentaciji molekule gosta, dok ostale spektroskopske tehnike strukturne informacije daju
samo indirektno. Osim spektroskopskih tehnika, za analizu inkluzijskih kompleksa u otopini
koriste se i separacijske tehnike poput tekuc¢inske kromatografije visoke djelotvornosti (engl.
high-performance liquid chromatography, HPLC) i kapilarne elektroforeze (engl. capillary
electrophoresis, CE). Analize inkluzijskih kompleksa separacijskim tehnikama mogu dati
reproducibilne vrijednosti konstanti stabilnosti, no kao ni ve¢ spomenute spektroskopske
tehnike ne daju direktne strukturne informacije, a uz to zahtijevaju velike koli¢ine i ponekad
dugotrajnu pripremu uzoraka, ali i strogu kontrolu eksperimentalnih uvjeta. Uz prethodno
nabrojane tehnike relativno Cesto se prilikom karakterizacije inkluzijskih kompleksa u otopini
koristi ¢itav niz elektroanalitickih tehnika, a u posljednje vrijeme i izotermalna titracijska
kalorimetrija (engl. isothermal titration calorimetry, ITC).?

Inkluzijski kompleksi osim u otopini mogu nastati i u ¢vrstoj fazi, no potvrda
nastajanja takvog kompleksa u otopini ne zna¢i nuzno i njegovo postojanje u ¢vrstoj fazi.
Priprema inkluzijskih kompleksa u ¢vrstoj fazi znatno se razlikuje u odnosu na pripremu u
otopini te ne postoji idealan naéin pripreme Cvrstih kompleksa, ve¢ je potrebno tehniku
prilagoditi pojedinom kompleksu. Nacin pripreme ¢vrstog inkluzijskog kompleksa u velikoj
mjeri utjeCe na njegova svojstva zbog cega je izuzetno vazno dobiveni produkt pravilno
okarakterizirati. Metode priprave inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina u ¢vrstom stanju
ugrubo mozemo podijeliti na metode u ¢vrstom stanju, metode u polucvrstom stanju te na
metode u otopini, a zakljucak o idealnoj metodi priprave se moze donijeti tek nakon prikladne

karakterizacije za to predvidenim analitickim tehnikama. Nadalje, analiticke tehnike za
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karakterizaciju inkluzijskih kompleksa u ¢&vrstom stanju mozemo podijeliti na:
termoanaliticke tehnike, spektroskopske tehnike, tehnike temeljene na difrakciji rendgenskog
zraCenja te pretraznu elektronsku mikroskopiju (engl. scanning electron microscopy, SEM).
Za potpunu karakterizaciju inkluzijskih kompleksa u ¢vrstom stanju iste je nuzno analizirati
kombiniranjem nekoliko analitickih tehnika, a rezultate objediniti i zajednicki interpretirati.
Osnovne informacije o inkluzijskom kompleksu u ¢vrstoj fazi daju termoanaliticke tehnike, a
to se posebice odnosi na razlikovnu pretraznu kalorimetriju (engl. differential scanning
calorimetry, DSC) koja moze potvrditi uklapanje molekule lijeka unutar Supljine
ciklodekstrina te se Cesto svrstava u fundamentalne tehnike za izucCavanje inkluzijskih
kompleksa ciklodekstrina. Za potvrdu te lakSu interpretaciju rezultata dobivenih ovom
tehnikom c¢esto se s njom u kombinaciji koriste druge dvije termoanalitic¢ke tehnike,
termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis, TGA) i temperaturno ovisna
mikroskopija (engl. hot-stage microscopy, HSM).*®

Tehnike difrakcije rendgenskog zracenja na polikristalnom uzorku (engl. powder X-
Ray diffraction, PXRD) te na jedini¢cnom kristalu (engl. single crystal X-ray diffraction,
SCXRD) se uz DSC takoder smatraju fundamentalnim tehnikama za izucavanje inkluzijskih
kompleksa u ¢vrstom stanju. Usporedbom difraktograma pojedina¢nih komponenti, njihovih
fizickih smjesa te uzorka pretpostavljenog inkluzijskog kompleksa, moguce je potvrditi
nastajanje inkluzijskog kompleksa u ¢vrstoj fazi. Spektroskopske tehnike poput infracrvene
spektroskopije s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform infrared
spectroscopy, FTIR) kao i tehnike prigusene totalne refleksije (engl. attenuated total
reflectance, ATR) su Cesto koriStene tehnike za upotpunjavanje podataka dobivenih termo-
analitickim tehnikama te tehnikama difrakcije rendgenskog zracenja. Pomoc¢u navedenih
tehnika moguce je identificirati karakteristicne vibracijske vrpce kod kojih je doslo do
odredenih promjena uslijed interakcije pojedinih dijelova molekula gosta i domacina u
inkluzijskom kompleksu, no samostalno, ove spektroskopske metode ne mogu jednoznacno

dokazati inkluziju molekule lijeka u ciklodekstrinsku Supljinu u &vrstoj fazi.™

2.3.2. Karakterizacija inkluzijskih kompleksa ciklodekstrina spektrometrijom masa
Inkluzijski kompleksi se u teoriji mogu okarakterizirati koristenjem bilo koje tehnike kojom je
moguce pratiti promjene u fizikalno-kemijskim svojstvima koje prate proces inkluzije

molekule lijeka u ciklodekstrinsku Supljinu. Promatranjem promjena u svojstvima kao $to su
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promjene u topljivosti, pK, vrijednostima, fluorescentnoj emisiji, reaktivnosti itd. moguce je
odrediti konstante stabilnosti nastalih kompleksa, no mali broj tehnika moze dati strukturne
informacije o nastalom nekovalentnom kompleksu. Tehnike koje mogu ponuditi takve
informacije, kao $to je ranije navedeno, su NMR spektroskopija, difrakcija rendgenskog
zraCenja, FTIR spektroskopija, no te tehnike ne daju podatke o molekularnoj masi i
stehiometriji vezanja kompleksa. Upravo se zbog tog razloga spektrometrija masa (engl. mass
spectrometry, MS) uz koristenje blagih nacina ionizacije istice kao prikladna tehnika za
proucavanje inkluzijskih komplekasa. MS ima nekoliko prednosti u usporedbi s ostalim ve¢
nabrojanim analitiCkim tehnikama, kao $to je primjerice mnogo bolja osjetljivost i brzina
analize te moguénost detekcije visemolekulskih kompleksa, odnosno kompleksa gradenih od
tri ili vise molekula. Zbog toga se MS moze koristiti za analizu slabo topljivih kompleksa
vigih redova.'®

Razvojem blagih tehnika ionizacije MS je postala vrlo vazna tehnika za
karakterizaciju inkluzijskin kompleksa. Blage tehnike ionizacije poput ionizacije
elektrorasprsenjem (engl. electrospray ionization, ESI) i matricom potpomognute ionizacije
uz desorpciju laserskim zracenjem (engl. matrix assisted laser desorption ionization, MALDI)
omogucuju prijenos iona inkluzijskog kompleksa iz ¢vrste ili tekuée u plinsku fazu bez
disocijacije kompleksa te se iz takvih spektara masa moze odrediti stehiometrija kompleksa.
Osim toga, tandemni spektri masa mogu dati informaciju o rasporedu i polozaju nekovalentno
vezanih komponenti unutar kompleksa te je primjenom razli¢itih vrijednosti kolizijskih
energija moguée odrediti energiju vezanja inkluzijskog kompleksa.'®

Prilikom koriStenja spektrometrije masa za karakterizaciju vazno je pravilno
interpretirati rezultate obzirom da MS moze dati laZzno pozitivan ili lazno negativan rezultat o
nastanku kompleksa. Prilikom prijenosa iona iz tekuce u plinsku fazu moze do¢i do nastajanja
ili disocijacije inkluzijskog kompleksa, ali isto tako moze do¢i do nastajanja nespecifi¢nih
adukta. Polarne interakcije poput elektrostatskih interakcija i vodikovih veza su opcenito
slabije u tekuc¢oj u odnosu na plinsku fazu pa je tako neke klastere iona, koji inace nisu
primije¢eni u otopini, moguce detektirati u plinskoj fazi. Takoder, budu¢i da su nepolarne
interakcije dosta slabije u plinskoj fazi moguce je da postojanje nekih kompleksa nece biti
detektirano u plinskoj fazi, iako su oni ranije potvrdeni u otopini nekim drugim tehnikama.
Nespecifi¢ni adukti razli¢itih aminokiselina s alifatskim bo¢nim ograncima i ciklodekstrina

nastali uslijed jacanja dipol-dipol interakcija i vodikovih veza zbog njihove elektrostatske

Suzana Inkret Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 14

prirode u plinskoj fazi su ve¢ ranije opisani. Potvrda o nastanku kompleksa moze se dobiti
strategijom usporedbe MS spektra molekule gosta i CD s MS spektrom molekule gosta i
odgovarajuceg linearnog oligosaharida (kao $to je primjerice maltoheksoza). Ukoliko je u
takvim spektrima masa relativna zastupljenost iona kompleksa molekule gosta s CD jednaka
relativnoj zastupljenosti kompleksnog iona molekule gosta s linearnim oligosaharidom to je
dokaz nespecificnog kompleksiranja. S druge strane, ukoliko je relativna zastupljenost
kompleksnog iona CD s molekulom gosta veta u odnosu na relativnhu zastupljenost
kompleksnog iona molekule gosta s linearnim oligosaharidom, to je dokaz da zaista dolazi do
inkluzije molekule gosta u ciklodekstrinsku Supljinu. Jo§ jedan nacin razlikovanja inkluzijskih
kompleksa od nespecificnih adukta jest putem konstruiranja grafova ovisnosti relativne
zastupljenosti iona kompleksa o primijenjenoj kolizijskog energiji (engl. breakdown curves)

pomocu kojih je moguée usporediti energije nekovalentnih vezanja.*®

2.4. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka tehnika kojom se kvalitativno i kvantitativno odreduju
ionizirane molekule ili fragmenti molekula na temelju njihovog omjera mase i naboja (m/z).
Omjer mase i naboja je bezdimenzijska veli¢ina jer je z definiran kao nabojni broj, a m kao
maseni broj. S obzirom da spektrometrija masa moze razluéiti dva izotopa, potrebno je
definirati mase koje se koriste u spektrometriji masa. Razlikuju se tri vrste masa: to¢na
(monoizotopna), nominalna i prosje¢na. Za to¢nu masu se uzima to¢na atomska masa
najzastupljenijeg izotopa, Sto u sluc¢aju vodika iznosi 1,007825 u, dok nominalna masa vodika
iznosi 1 u (zaokruzena na cijeli broj). Nadalje prosjeéna masa se definira kao relativna
atomska masa iz periodnog sustava gdje su ukljuCene zastupljenosti drugih izotopa zbog cega
je prosje¢na masa vodika 1,00797 u. Kori$tena mjerna jedinica je unificirana atomska jedinica

mase koja je jednaka 1/12 mase *C nuklida:
1u=1Da=1,665402 10 kg

Osim atomske jedinice mase, ¢esto Se Koristi Dalton (Da) kao mjerna jedinica za masu koja
po vrijednosti odgovara ranije navedenoj atomskoj jedinici mase.

Rezultat analize spektrometrijom masa je spektar masa koji je graficki (ili tabli¢ni)
prikaz ovisnosti intenziteta signala pojedinih iona o njihovom omjeru mase i naboja (m/z).

Najintenzivniji signal odgovara osnovnom signalu, odnosno baznom signalu, kojem se
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pridruzuje relativna zastupljenost od 100 %, dok svi ostali imaju manje relativne
zastupljenosti koje se izraZzavaju u odnosu na bazni signal. Obi¢no osnovni signal odgovara
molekulskom ionu, no ovisno o nacinu ionizacije i analitu, moze odgovarati i nekom
fragmentnom ionu. Signal molekulskog iona nalazi se pri najve¢im vrijednostima m/z te se pri
vec¢im vrijednostima m/z mogu naci samo izotopni signali molekulskog iona. Takvi signali su
posljedica prisutnosti tezih izotopa sastavnih elemenata analizirane molekule te je zbog
njihove manje zastupljenosti u prirodi, relativni intenzitet izotopnih signala manji u odnosu na
relativni intenzitet molekulskog iona. Primjerice, ako u molekuli postoji jedan atom ugljika, u
spektru mase ée osim molekulskog iona M™ biti vidljiv i manji signal molekulskog iona
uvecan za 1 Da zbog prisutnosti izotopa ugljika *3C. Relativni intenzitet signala iona (M+1)*
Ge iznositi 1,1 % intenziteta signala M* jer relativna zastupljenost izotopa ugljika =*C u
odnosu na *2C iznosi 1,1 %. Osim tih signala, u spektru masa se nalaze i signali iona
fragmenata koji nastaju disocijacijom molekule na dijelove zbog velike energije prisutne u
ionskom izvoru. Spektar mase se prikazuje graficki i tablicno, pri ¢emu se u tablicnom
prikazu mogu lak3e ii¢itati toéne mase i intenziteti dobivenih signala.”*®

Spektrometar masa je instrument koji ima nekoliko osnovnih dijelova: sustav za
uvodenje uzorka, izvor za ionizaciju molekula analita, analizator masa te detektor (slika 5).
Analizator masa i detektor uvijek se nalaze u uvjetima visokog vakuuma kako bi se sprijecile
kolizije iona i molekula, dok ionizacijski izvor nije nuzno pod visokim vakuumom §to ovisi o
tehnici ionizacije. Sustav za uvodenje uzorka moze biti direktan, preko preciznih $prica te
pumpi koje lagano ubrizgavaju uzorak bez remeéenja vakuuma, no spektrometar masa se
takoder moze vezati 1 s razliCitih kromatografskim sustavima koji tada sluze za uvodenje
uzoraka u instrument. Ovisno o uzorku te nacinu ionizacije istog odabire se sustav za

- 17,18
uvodenje uzorka.

SVI ODABRANI
TONI [ONI
Sustav za Tonski Spekt
uvodenje [T :;i)rl — Analizator — | Detektor H— Eleas; '
uzorka Hasa
VAKUUM ( 105 — 10) tora*

*1 Tor =1 mmHg = 1,333 mbar = 133,3 Pa
Slika 5. Shematski prikaz osnovnih dijelova spektrometra masa
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2.4.1. lonski izvori

Ionski izvori sluze za ionizaciju molekula analita te njihovo prevodenje u plinsku fazu.
Ionizacija predstavlja pocetni korak u analizi spektrometrijom masa te postoje razlicite
tehnike koje se dijele obzirom na koli¢inu prenesene unutarnje energije tijekom procesa
ionizacije te obzirom na fizicko-kemijska svojstva analita. loni u ionskom izvoru obi¢no
nastaju izbijanjem elektrona, protoniranjem, deprotoniranjem ili prijenosom nabijene vrste iz
kondenzirane u plinsku fazu. Jedna od osnovnih tehnika ionizacije je ionizacija elektronima
(engl. electron ionization, EIl) koja se primjenjuje na hlapljive i termicki stabilne uzorke koji
se bombardiraju brzim elektronima. Tijekom kolizija molekula analita i brzih elektrona dolazi
do prijenosa velikih koli¢ina energije, zbog ¢ega molekule analita fragmentiraju pa se ova
tehnika smatra grubim nacinom ionizacije. S druge strane postoje blage tehnike ionizacije kao
Sto su kemijska ionizacija (engl. chemical ionization, CI), matricom potpomognuta ionizacija
uz desorpciju laserskim zracenjem, ionizacija elektrorasprSenjem te kemijska ionizacija pri
atmosferskom tlaku (engl. atmospheric pressure chemical ionization, APCI). Osim podjele
ionskih izvora prema koli¢ini prenesene energije tijekom ionizacije, ionizacijske tehnike se
dijele i prema agregacijskom stanju uzorka kojeg se ionizira i prema kemijskim svojstvima
analita od interesa. Tako se za hlapljive i termicki stabilne spojeve koristi ve¢ ranije
spomenuta ionizacija elektronima te kemijska ionizacija jer te dvije tehnike mogu ionizirati
samo plinovite uzorke. Nadalje, za nehlapljive spojeve poput tetrasaharida ili nukleinskih
kiselina koristi se desorpcijska kemijska ionizacija (engl. desorption chemical ionization,
DSI), dok se za polarne spojeve koristi ionizacija brzim atomima (engl. fast atom
bombardment, FAB) i spektrometrija masa sekundarnih iona (engl. secondary ion mass
spectrometry, SIMS) ako masa analita nije ve¢a od 10 000 Da. Za spojeve mase vece od 10
000 Da koristi se desorpcija plazmom (engl. plasma desorption, PD) te MALDI Kkoji ju je

danas uvelike zamijenio. Nadalje, za tekuce uzorke se koristi ionizacija termoraspr§enjem

(engl. thermospray ionization, TSP) te ESI ili APCI pri ¢emu navedene tri tehnike
omogucavaju direktno spajanje tekucinskog kromatografa i spektrometra masa sto je vrlo
korisno.'"*®

lonizacija elektrorasprsenjem

ElektrorasprSenje je blagi na¢in ionizacije pri atmosferskom tlaku kojim se generirani ioni

prevode iz tekuce faze u plinsku fazu. Generira jednostruko te viSestruko nabijene ione, zbog
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cega ova ionizacijska tehnika Cini spektrometriju masa pogodnom i za analizu velikih
molekula. Osim za ionizaciju velikih molekula analita kao §to su proteini, nukleinske kiseline,
polimeri, primjenjuje se i na manje polarne molekule i metalne komplekse. lonski izvor
omogucava direktno dovodenje uzorka iz tekuéinskog kromatografa jer se nalazi pod
atmosferskim tlakom te je moguce KkoriStenje gotovo svih otapala. Budué¢i da se
elektrorasprsenjem molekule ne mogu ionizirati, ovaj ionski izvor zapravo i nije ionski izvor
u pravom smislu, ve¢ samo nacin prevodenja postojec¢ih iona iz kondenzirane u plinsku fazu.
Nenabijene molekule dobivaju naboj na nacin da se postojeca nabijena vrsta U otopini, poput
vodikovih, natrijevih, kalijevih ili amonijevih iona, veze na njih te tako nastali ioni prelaze u
plinsku fazu. Pozitivno nabijene ione moze tvoriti gotovo svaka molekula, dok je za
negativno nabijene potrebno da molekula ima elektronegativne elemente ili kisele
skupine."®

Prilikom ionizacije elektrorasprSenjem uzorak se uvodi u metalnu kapilaru, pri ¢emu

! U samom ionskom izvoru

je protok otopine uzorka mali, obi¢no izmedu 1 i 10 pL min~
nastaje jako elektri¢no polje zbog primjene razlike potencijala od 2 do 4 kV na kapilaru i
protuelektrodu koja je udaljena 0,3 — 2 cm od kapilare. Nastaje elektricno polje ¢ija je jacina
reda veliine 10° V m™ te ovisno o polaritetu, mogu se dobiti pozitivno ili negativno nabijeni
ioni. Prikljuéivanjem na pozitivan kraj izvora napona, pozitivni ioni iz otopine se nakupljaju
na vrhu same Kkapilare tvoreci tzv. Taylorov stozac pri kriticnoj jakosti polja. S obzirom da se
kapljice s pozitivnim nabojem nalaze na vrhu nastalog stosca, dolazi do odvajanja kapljica
koje dalje putuju prema protuelektrodi, odnosno prema uzlazu u analizator masa. Na vrhu
kapilare se koaksijalno dodaje plin slabog protoka koji ograni¢ava disperziju nastalih kapljica
u prostoru. Pocetne kapljice su velike i nose mnogo naboja, a njihova veli¢ina ovisi o protoku
otopine i svojstvima otapala. lzlaskom iz kapilare, kapljice se uvode u odjeljak s plinom za
susenje koji je obi¢no grijani inertni plin poput dusika. Osim uporabe grijanog plina, moguce
je i provodenje kapljica kroz grijanu kapilaru kako bi doslo do uklanjanja otapala. Grijanjem
otapalo pocinje isparavati te dolazi do Coulombovog dijeljenja kapljica uslijed prevelikog
elektrostatskog odbijanja naboja u manjem volumenu otopine, odnosno nadvladava se
povrsinska napetost otopine koja ¢ini kapljice. Zbog velike koli¢ine naboja i jakog elektri¢nog
polja, kapljice se dijele asimetri¢no, tako da jedna sadrZzi sve nusprodukte sparenih iona
elektrolita, a druga, koja je ujedno i manja, ione analita koji iz nje prelaze u plinsku fazu.

Kako prelazak iona iz kapljice u plinsku fazu nije potpuno jasan, postoje dva modela prema
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kojima se taj proces tumaci. Smatra se da ioni velikih molekula (primjerice proteina) nastaju
dijeljenjem kapljice sve dok u njoj ne ostane jedan ion koji prelazi u plinsku fazu
isparavanjem zadnje molekule otapala $to opisuje tzv. model ostatka naboja (engl. charge

residue model, CRM). S druge strane ioni malih molekula, prema drugom modelu, nastaju

isparavanjem iona iz kapljice prije nego dode do dijeljenja kapljice kako govori tzv. model
17,18

isparavanja naboja (engl. ion evaporation model, IEM).

Analizator masa

Oksidactja

TWONNEIT

?

Izvor visokog I_@_g
nanona e—
— e Elektroni

Slika 6. Shematski prikaz ionizacije elektrorasprienjem®’

ElektrorasprSenjem se generiraju jednostruko i viSestruko nabijeni ioni §to spektar masa ¢ini
dosta kompliciranijim od spektra koji prikazuje samo jednostruko nabijene ione. U nekim
slu¢ajevima povoljno je generirati viSestruko nabijene ione jer mogu povecati osjetljivost
detektora te omoguditi analizu molekula velikih masa pomocu analizatora masa S manjim
mjernim podru¢jem vrijednosti m/z. Visestruko nabijeni ioni obi¢no nastaju viSestrukim
protoniranjem molekula analita ili vezanjem drugih iona prisutnih u otopini §to je moguce kod
molekula &ija struktura posjeduje vise ionizabilnih mjesta.'®

Budué¢i da ESI radi pri atmosferskom tlaku, spajanje ionskog izvora s ostalim
dijelovima spektrometra masa koji se nalaze pod visokim vakuumom je bitno provesti na
pravilan nacin. Protok iona od izvora do analizatora masa, koji ne remeti visoki vakuum
(odnosno nizak tlak) analizatora masa, postize se uvodenjem sustava diferencijalnog

pumpanja. Takvim se sustavom ionski izvor odvaja od analizatora masa pomocu nekoliko
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odjeljaka koji su medusobno povezani leCama s malim otvorima za prolaz iona. U svakom
takvom odjeljku postupno se smanjuje tlak, gledano od ionskog izvora prema analizatoru
masa, kako prijelaz iz podruc¢ja atmosferskog tlaka u podruéje visokog vakuuma ne bi bio
prenagao.®®

ElektrorasprSenje je pogodno za proucavanje nekovalentnih interakcija, Sto je u
konacnici i omogucilo izradu ovog diplomskog rada u kojem su se analizirali inkluzijski

kompleksi odabranih ciklodekstrina i cinarizina.

2.4.2. Analizatori masa

Analizatori masa sluze za odjeljivanje iona koji su generirani u ionskom izvoru prema
njihovoj vrijednosti m/z. Svi analizatori masa u tu svrhu koriste staticno ili dinami¢no
elektricno polje te magnetsko polje u kombinacijama ili zasebno te je upravo razlika medu
analizatorima nacin koristenja navedenih polja u svrhu odjeljivanja iona obzirom na m/z.
Analizatore masa mozemo podijeliti u dvije skupine, a ta podjela se temelji na transmisiji iona
u vremenu. U prvu skupinu spadaju analizatori masa koji u jedinici vremena propustaju samo
ione usko odredenog m/z kakvi su analizatori masa s magnetskim sektorom te kvadrupolni
analizator masa (engl. quadrupole, Q). Analizatori masa koji spadaju u drugu skupinu mogu
simultano propustati ione razli¢itog omjera m/z te su takvi analizatori masa koji mjere vrijeme
leta (engl. time of flight, TOF), ionske stupice (engl. ion trap, IT), elektrostatske stupice (engl.
orbitrap) i analizatori masa ionsko ciklotronske rezonancije. U svrhu unapredenja analize,
koriste se kombinacije jednakih ili razli¢itih analizatora masa (hibridni instrumenti) ¢ime se
omogucava provodenje eksperimenata tandemne spektrometrije masa. Jedan od primjera
hibridnih instrumenata je Q-TOF koji ima vezan kvadrupolni i analizator masa koji mjeri

vrijeme leta.*®

Analizator masa koji mjeri vrijeme leta

Analizator masa koji mjeri vrijeme leta, kao $to mu i samo ime govori, mjeri vrijeme koje je
potrebno ionu da dode do detektora. Razvio se nakon pojave pulsnih tehnika ionizacije (poput
laserske desorpcije te desorpcije poljem i plazmom) kao analizator masa za analizu iona koji u
pulsevima dolaze iz ionskog izvora. U teoriji ima neograni¢en mjerni raspon m/z, no u praksi

mozZe analizirati ione mase do 350 000 Da.
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Nakon generiranja iona u ionskom izvoru oni ulaze u cijev analizatora masa koji ih ubrzava
potencijalom od minimalno 20 kV. Ubrzani ioni prevaljuju put poznate duljine pri ¢emu na
njih ne djeluje vise nikakav potencijal tako da se gibaju odredenom brzinom prema detektoru
na suprotnom kraju cijevi. Primjenom pocetnog potencijala, kojim se ioni ubrzavaju, svaki
ion dobiva podjednaku kineticku energiju tako da brzina putovanja do detektora ovisi o
njihovoj masi. Buduc¢i da ovaj analizator mjeri vrijeme leta, vazno je da svi ioni krenu prema
detektoru u istom trenutku, a zbog toga je TOF prikladan za koristenje u sklopu instrumenata
s pulsnim tehnikama ionizacije. Ukoliko se pak u instrumentu nalazi ionski izvor koji
kontinuirano generira ione (poput ESI), ioni se tada ekstrahiraju u pulsevima. Vrijeme
potrebno da pojedini ion dode do detektora je proporcionalno korijenu omjera masenog broja i
nabojnog broja pa ¢e ioni veée vrijednosti m/z putovati duze od iona manje vrijednosti

m/z.1718

iorllski izvor detektor
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Slika 7. Shematski prikaz analize iona u linearnom analizatoru masa koji mjeri vrijeme leta

pri demu U oznacava podetni napon kojim se ioni ubrzavaju prema detektoru®’

Glavna mana analizatora masa koji mjeri vrijeme leta je slabo razlucivanje koje je uzrokovano
¢injenicom da ioni jednakog omjera m/z dobivaju razli¢ite koli¢ine kineticke energije
primjenom pocetnog potencijala. Radi nejednake distribucije kineticke energije, na detektoru
dolazi do prekrivanja vremenskog intervala dolaska iona jednakih m/z, a razliite energije, s
ionima razli¢itog m/z. U svrhu unapredenja razlucivanja u analizator masa koji mjeri vrijeme
leta se uvodi reflektron, odnosno ionsko zrcalo. loni se u takvom, poboljsanom analizatoru

masa, ubrzavaju i usmjeravaju prema ionskom zrcalu koje ih odbija prema detektoru.
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Razlucivanje je poboljsano jer ion koji posjeduje veéu koli¢inu kineticke energije dublje
prodire u ionsko zrcalo u odnosu na ion jednake vrijednosti m/z koji posjeduje manju koli¢inu
kineticke energije. Na taj se nacin postize da ioni jednake vrijednosti m/z, neovisno o pocetnoj
koli¢ini kineticke energije, jednako dugo putuju od ionskog izvora do detektora te ne dolazi

do prekrivanja s ionima razligite vrijednosti m/z.*"*?

1onTkl izvor ionsko zrcalo

mom (L
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Slika 8. Shematski prikaz analize iona analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta s ionskim
zrcalom. Eyin oznacava kineticku energiju, U oznacava pocetni napon kojim se ubrzavaju ioni,

a U, napon koji se primjenjuje u ionskom zrcalu

Osim koristenjem ionskog zrcala, razlu¢ivanje je mogucée poboljsati i odgodenom pulsnom
ekstrakcijom iona. Prilikom izlaska iz ionskog izvora ioni se u prostoru odjeljuju prema
energiji bez primjene elektri¢énog polja, a nakon toga se primjenom ekstrakcijskog pulsa ioni
jednakih vrijednosti m/z izjednacavaju prema koli¢ini kineticke energije koju posjeduju, ¢ime

se postize njihov istovremeni dolazak na detektor.*"®

Kvadrupolni analizator masa

Kvadrupolni analizator masa je jedan od najceS¢e koriStenih analizatora masa te je prvi
analizator masa uvrSten u neki komercijalni instrument. U samim za¢ecima kvadrupoli su
mogli mjeriti tek uske raspone vrijednosti m/z, a uz to su imali i slabu mo¢ razlucivanja, no
napretkom tehnologije unaprijedeni su i kvadrupolni analizatori masa koji danas mogu mjeriti
vrijednosti m/z i iznad 2000 s vrlo dobrom mo¢i razlu¢ivanja. Kvadrupolni analizatori masa se
danas koriste zbog pristupacne cijene, kompaktnosti te jer ne zahtijevaju upotrebu velikih

napona za ubrzavanje iona. Osim toga, omogucavaju brzo snimanje spektara masa zbog
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jednostavnosti nacina rada koji se temelji na jednostavnim promjenama -elektri¢nog
potencijala. Radi navedenih svojstava, kvadrupolni analizator masa se najcesc¢e koristi u
vezanim sustavima poput LC-MS-a.*

Kvadrupoli se sastoje od 4 cilindri¢ne ili hiperboli¢ne elektrode paralelno sloZene u
smjeru z-osi, dok raspored elektroda u x-y ravnini ¢ini obliku kvadrata (slika 9 i 10).
Odvajanje iona se temelji na primjeni istosmjernog te izmjeni¢nog napona na elektrode kako

bi, pri odredenim uvjetima, analizator propustio samo ione uskog raspona vrijednosti m/z."*8

detektor
y

ion sa stabilnom
putanjom

ioni s nestabilnim putanjama

6 e ¥ jonizacijski izvor

Slika 9. Shematski prikaz kvadrupolnog analizatora masa'’

loni koji dolaze iz ionskog izvora se ubrzavaju naponom od 5 do 15 V nakon Cega se
usmjeravaju prema kvadrupolnom analizatoru masa. Nasuprotne elektrode se drze na jednakoj
vrijednosti potencijala, koji ima izmjeni¢nu i istosmjernu komponentu, a ukupan se potencijal

moze oznaciti kao:
+®0 = + (U + V coswt),

pri ¢emu U oznacava istosmjernu komponentu napona, V izmjeni¢nu komponentu napona, @
frekvenciju izmjeni¢ne komponente napona, a t vrijeme. Primjenom promjenjivog
istosmjernog i izmjeni¢nog potencijala na elektrode, nastaje oscilirajuce elektricno polje koje
omogucava prolazak iona odredenog raspona m/z. Promjenjiv potencijal znac¢i promjenu
iznosa komponenti napona te njihova predznaka na nadin da njihov omjer ostaje isti.

Promjene iznosa komponenti napona su periodi¢ne §to rezultira promjenom predznaka
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elektri¢ne sile u vremenu, a to znaci kako ¢e se u jednom smjeru privlacenje i odbijanje iona
naizmjence mijenjati usporedno promjeni predznaka elektricne sile. Kako bi ion doSao do
detektora, potrebno mu je osigurati stabilnu putanju duz z-osi, odnosno u smjeru ionizacijskog
izvora duz elektroda analizatora masa prema detektoru uz ograni¢ene amplitude njegovih
oscilacija u x-z i y-z ravninama, kako ne bi doslo do neutralizacije iona na elektrodama. Hoce
li se ion neutralizirati na stijenkama elektroda ili imati stabilnu putanju ovisi 0 njegovoj
vrijednosti m/z, odnosno jaéini primijenjenog izmjeni¢nog napona te omjeru U i V. loni
odredene vrijednosti m/z stabilne putanje, pri to¢no odredenoj vrijednosti U i V te frekvenciji
 osciliraju unutar vrijednosti 2rp koja definira udaljenost izmedu dvije elektrode (slika
10) 1718

N

a\Aa)

N/
//(\ \\ —(U+V cos ot)

X

/

+(U+V cos mt)

Slika 10. Shematski prikaz popre¢nog presjeka kvadrupolnog analizatora masa te nacin
spajanja na naponski izvor. U oznacava istosmjerni napon, V izmjeni¢ni napon, w frekvenciju

izmjeni¢nog polja, a ro udaljenost sredista kvadrupolnog analizatora masa od elektrode®’

Budu¢i da se predznak primijenjenog napona na elektrode mijenja periodi¢no, dobiva se
slozeno gibanje iona. Uzimamo za primjer gibanje pozitivnih iona. Primjerice, ako su gornja i
donja elektroda isprva pozitivno nabijene, dobiva se fokusiranje iona u horizontalnoj ravnini,
nakon Cega se promjenom polariteta ovih elektroda dobiva fokusiranje iona u vertikalnoj
ravnini. Takvom promjenom polariteta se osigurava da samo ioni sa stabilnom putanjom
prolaze kroz analizator mase te dolaze do detektora.'”*®

Kako ioni razli¢ite mase drugacije odgovaraju na promjenu pojedine komponente

primijenjenog potencijala, gibanje iona manjih, odnosno vecih vrijednosti m/z odredeno je

jednom od komponenti potencijala. Gibanje iona male vrijednosti m/z odredeno je
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izmjeni¢nim potencijalom jer oni brze reagiraju na njegovu promjenu, dok je gibanje iona
velikih vrijednosti m/z odredeno istosmjernim potencijalom. Kombinacijom obiju komponenti
potencijala postize se stabilna putanja za ione uskog raspona vrijednosti m/z koji mogu proci

kroz kvadrupolni analizator masa do detektora.*"*8

Hibridni kvadrupolni analizator masa - analizator masa koji mjeri vrijeme leta (QO-TOF)

Q-TOF je analizator masa koji se razvio 80-ih godina proslog stoljeca, no tek je kasnije u 90-
im godinama, ugradnjom u komercijalne spektrometre masa, postao vazan analizator masa za
analizu s vrlo niskim detekcijskim granicama. Q-TOF je hibridni analizator masa sastavljen
od dva kvadrupolna analizatora masa i analizatora masa koji mjeri vrijeme leta u seriji pa
mozemo reéi da zapravo posjeduje QqTOF konfiguraciju. Kao takav pogodan je za koristenje
prilikom provodenja eksperimenata tandemne spektrometrije masa, ali i snimanja
jednostavnih spektara masa pune ionske struje kod kojih cilj nije fragmentacija molekula

analita.*®

REFLEKTRON

PUT LETA IONA

! |
| |
DOVOD UZORKA | |
| |
[ ] ] KVADRUPOL-- MASENT FILTAR (Q1) <OLIZUSKIPLIN |
| |
’ | | |
— —— L ] |l ¥ ‘
. )
| — | — | | — S
R
1 | S
EKSTRAKCIJA IONA
IONSKI IZVOR KOLIZUSKA CELUA (Q2) UPULSEVIMA DETEKTOR IONA

Slika 11. Shematski prikaz Q-TOF hibridnog analizatora masa (kvadrupolni analizator masa -

analizator masa koji mjeri vrijeme leta)*®

Prvi kvadrupolni analizator masa (Q1) se prilikom tandemne spektrometrije masa koristi kao

filtar masa, odnosno za odabir iona zeljenog m/z koji ¢e biti podvrgnut fragmentaciji u
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kolizijskoj ¢eliji (). Prilikom takvog nacina rada primjenjuje se kombinacija istosmjernog i
izmjeni¢nog napona na elektrode kvadrupola (kako je vec i prethodno objasnjeno) kako bi se
izolirao Zeljeni ion. U ovom slucaju kazemo da prvi kvadrupol djeluje kao filtar masa. Osim
ovakvog nacina rada, na Q1 i q se moZe primjenjivati samo odreden iznos izmjeni¢nog
napona. Rezultat toga je fokusiranje iona kroz kvadrupolne analizatore masa prema idu¢em
analizatoru, odnosno onom koji mjeri vrijeme leta kako bi se dobio spektar masa
nefragmentiranih roditeljskih, odnosno iona prekursora iz kojeg se moze is€itati njihova to¢na
masa (snimanje pune ionske struje).'®*°

Drugi kvadrupolni analizator masa prilikom snimanja tandemnih spektara masa sluzi
kao kolizijska ¢elija, kako je vec i objasnjeno te zapravo nema funkciju analizatora masa. U
nekim instrumentima (kao $to je i u slu¢aju Agilent 6550 iFunnel Q-TOF instrumenta) drugi
kvadrupolni analizator masa je zamijenjen heksapolom, no princip rada ostaje jednak. U q se
lateralno uvodi kolizijski plin, obi¢no inertni plin poput dusika ili argona koji sudaranjem s
izoliranim Zzeljenim ionom dovodi do Kkolizijom inducirane disocijacije iona (engl.
collision—induced dissociation, CID) ili kolizijom aktivirane disocijacije iona (engl.
collision—activated dissociation, CAD). Fragmenti nastali na taj nacin dalje se analiziraju
analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta. Kolizijska celija, takoder kao i Q1, moze biti u
radiofrekventnom nacinu rada primjenom samo izmjeni¢nog napona V na elektrode
kvadrupola te se tako postize fokusiranje iona prema idu¢em analizatoru masa prilikom
snimanja jednostavnih spektara mase, kako je veéi i ranije navedeno.'®*

Treéi analizator masa u seriji je analizator masa koji mjeri vrijeme leta pri ¢emu on
sluzi kao analizator masa kojim se biljeze to¢ne mase prekursorskih ili fragmentnih iona,
0visno o primijenjenom nacinu rada instrumenta. Princip rada mu se ne razlikuje od onog koji
je opisan u prethodnom poglavlju ovog rada.*®

Q-TOF je hibridni analizator masa koji se ¢esto ugraduje u spektrometre masa visokog
razlu¢ivanja. Kombinira veliku efikasnost fragmentacije kvadrupolnog analizatora masa te

veliku brzinu 1 visoku rezoluciju analizatora masa koji mjeri vrijeme leta zbog ¢ega je jako

prigodan za komercijalnu uporabu.*®
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2.4.3. Detektori
Kao zadnju, ali neizostavnu komponentu spektrometra masa moramo spomenuti detektore.
Svrha im je detekcija iona koji dolaze iz analizatora masa te generiranje elektri¢énog signala
koji je proporcionalan zastupljenosti iona. Postoji nekoliko vrsta detektora, no detekcija se
uvijek temelji na jednom od triju fizikalnih svojstava iona, a to su brzina, naboj ili masa.®

U prvim spektrometrima masa kao detektori su se koristile su fotografske plo¢e zbog
mogucnosti detekcije vise razli¢itih masa simultano. S druge strane, postoje detektori koji u
jedinici vremena mogu detektirati samo odredenu masu. Nadalje, kako je broj iona koji dolaze
do detektora u jedinici vremena mali, potrebno je kod nekih detektora pojacati signal kako bi
se dobio spektar masa kojeg je lakse interpretirati.'®

Dvije najcesce koristene vrste detektora su elektronski multiplikatori i elektro-opticki
ionski detektori. U elektronskom multiplikatoru se ioni koji dolaze s analizatora masa
ubrzavaju do visokih brzina radi bolje efikasnosti detekcije. Ubrzanje se postize drzanjem
elektrode zvane pretvorbena dinoda, na potencijalu od 3 kV do 30 kV suprotnog naboja u
odnosu na naboj dolaznih iona. Udaranjem pozitivnih ili negativnih iona u navedenu dinodu
dolazi do emisije razli¢itih sekundarnih Cestica kao §to su elektroni te negativno ili pozitivno
nabijeni ioni. Prilikom analize pozitivnih iona, dolazi do udara istih u negativnu dinodu te do
izbijanja elektrona ili negativnih iona koji se potom ubrzavaju i usmjeruju prema sljedecoj
dinodi. Kako se proces emisije i ubrzavanja elektrona ponavlja, na kraju se kaskadno dobiva
snop elektrona koji se pretvara u elektricni signal. Elektronski multiplikator moze se
dizajnirati u diskretnoj i kontinuiranoj verziji, pri ¢emu se pojmovi diskretno i kontinuirano
odnose na potencijal na dinodi. Diskretna izvedba ima niz dinoda u seriji, gdje svaka iduca
ima niZi negativni potencijal u odnosu na prethodnu. U takvoj izvedbi prilikom svakog udara
u sljede¢u dinodu u nizu emitira se vise elektrona. S druge strane postoje i kontinuirani
elektronski multiplikatori koji su konstruirani u obliku zaobljene cijevi, pri ¢emu se krajevi
cijevi drze na razli¢itom potencijalu tako da se generira elektri¢no polje koje sve viSe ubrzava
elektrone koji su nastali u obliku sekundarnih Cestica kao posljedica udara iona u dinode koje
se nalaze na pocetku cijevi. Svakim udarom takvih elektrona o stijenke cijevi multiplikatora
kaskadno se generira jo$ elektrona, a njihova struja se biljezi na kraju cijevi na metalnoj
anodi.”®

Elektro-opticke ionske detektore Cine dvije dinode, scintilator ili fosforescentni zaslon

I fotomultiplikator. Prilikom udara iona u dinodu, dolazi do emisije sekundarnih elektrona
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koji se ubrzavaju prema fosforescentnom zaslonu te se tako prevode u fotone. Fotoni se
detektiraju fotomultiplikatorom nakon ¢ega se dobiva mjerljivi signal. U odnosu na

elektronske multiplikatore ovi detektori imaju dulji vijek trajanja te sli¢nu osjetljivost.'®

2.5. Tandemna spektrometrija masa

Tandemna spektrometrija masa (MS/MS, MS") oznagava viSestruko analiziranje iona
generiranih pomocu ionskih izvora, a moze se provoditi u vremenu ili u prostoru. Takva
spektrometrija masa ima nekoliko upotreba. Mogucée je analizirati ion produkta, provesti
analizu iona prekursora za fragment odredenog m/z ili analizirati ion prekursor za odredeni
fragment nakon gubitka neutralne molekule. Tandemna spektrometrija masa moze biti
viSestruka, odnosno moguce je viSe puta fragmentirati pojedine ione, a ukupna analiza nosi
naziv ovisno o broju provedenih fragmentacija. MS/MS ili MS? oznacava eksperiment uz
primijenjenu jednu fragmentaciju, no moguce je provesti i MS®, MS* pa sve do MS"
eksperimenata. Opéenito eksponent u eksperimentu MS" oznadava generaciju iona koji

nastaje prema fragmentacijskoj shemi:
mf > mj > mf-> mf->md

pri ¢emu je m," prekursor iona ms* i prva generacija produkta iona ms®, druga generacija
produkta iona m," te tre¢a generacija produkta iona m;*. MS" eksperimenti se najéesée koriste
za dobivanje fragmenata pojedinih iona, no moguce je i tijekom ovakvih eksperimenata uvesti
u sustav i neku neutralnu molekulu koja ¢e reagirati s ionom od interesa i dati produkt vece
mase."’

Fragmentacija iona moZe biti spontana ili izazvana kolizijom s neutralnim plinom (He,
N, Ar). Spontana disocijacija dogada se u slu¢aju metastabilnih iona koji su dovoljno stabilni
da izadu nedisocirani iz ionskog izvora, ali dovoljno nestabilni kako bi doslo do fragmentacije
tijekom analize. Metastabilni ioni imaju vijek Zivota izmedu 107° i 107 s te malu unutarnju
energiju, tek dovoljno veliku kako ne bi doslo do disocijacije u samom ionskom izvoru te ih
nastaje jako malo. S druge strane, ioni koji imaju nesto dulji Zivotni vijek (10°° s) u odnosu na
metastabilne ione, ne disociraju spontano, ve¢ je njihovu fragmentaciju potrebno inducirati
kolizijom. Namjernom kolizijom iona s inertnim plinom moguée je provoditi kolizijom

induciranu disocijaciju, odnosno kolizijom aktiviranu disocijaciju. Disociranjem pojedinog
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iona moguce je podrobnije analizirati strukture iona malih unutarnjih energija dobivenih
blagim nacinima ionizacije kao §to je elektrorasprienje.”’

Proces disocijacije iona se odvija u dva koraka. U prvom dolazi do nastanka
pobudenog iona pri ¢emu je njegova pocetna unutarnja energija uvec¢ana za primljenu energiju
tijekom kolizije. U drugom koraku pobudena vrsta fragmentira i nastaju ioni fragmenata.
Koli¢ina predane energije pri CID eksperimentima razlikuje se ovisno o analizatoru masa u
kojem se fragmentacija provodi. U slucaju kvadrupolnog analizatora masa, energija predana
kolizijom iznosi do oko 100 eV (niskoenergetske kolizije) te se kao plin koji se uvodi u
kolizijsku c¢eliju najéesce koristi Np, Ar ili Xe. U slucaju koriStenja analizatora mase koji
mjeri vrijeme leta ta energija iznosi do nekoliko keV (visokoenergetske kolizije), a plin koji

se tipi¢no koristi je He.!

2.5.1. Tandemna spektrometrija masa u vremenu i prostoru
Tandemna spektrometrija masa se provodi ovisno o instrumentnim postavkama, odnosno
ovisno o upotrijebljenim analizatorima masa pa razlikujemo tandemnu spektrometriju masa u
vremenu i tandemnu spektrometriju masa u prostoru.'®

Prilikom provodenja eksperimenata tandemne spektrometrije masa u vremenu (engl.
tandem mass spectrometry in time) koristi se jedan analizator masa, obi¢no linearna
kvadrupolna ionska stupica (engl. linear quadrupole ion trap, LIT), trodimenzijska ionska
stupica (QIT) ili pak elektrostatska stupica. Razli¢iti koraci ovakvog eksperimenta, poput
odabira pocetnog iona, aktivacije ili disocijacije te analize iona produkata provode se u istom
prostoru, ali sekvencijalno u vremenu. Prednost ovakvih instrumenata je mogucnost
provodenja MS" eksperimenata visih redova jer nije potrebno dodavanje viSe analizatora
masa, tako da je teoretski mogucée provesti i Ms® eksperiment koriste¢i tandemnu
spektrometriju masa u vremenu.®

Tandemna spektrometrija masa u prostoru (engl. tandem mass spectrometry in space)
podrazumijeva Koristenje viSe analizatora masa, pri ¢emu svaki sluzi za jedan korak u
eksperimentu. Za MS/MS eksperiment su potrebna najmanje dva analizatora masa. Postoji
vise razli¢itih izvedbi ovakvih spektrometara masa, a najces¢i je onaj s tri serijski povezana
kvadrupola (QgQ) kod kojeg prvi sluzi za odabir Zeljenog iona, nakon ¢ega ion ulazi u drugi
analizator masa gdje dolazi do kolizije s inertnim plinom radi fragmentacije. Drugi analizator

masa se iz toga razloga naziva kolizijskom celijom. Treéi analizator masa ima svrhu obi¢nog
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analizatora masa, odnosno odvaja i analizira dobivene ione obzirom na njihovu vrijednost
m/z. Uz veé spomenuti trostruki kvadrupol moguce je vezati dva analizatora masa koji mjere
vrijeme leta (TOF/TOF) ili pak kvadrupolni analizator masa i analizator masa koji mjeri
vrijeme leta (QqTOF).™

2.6. Reakcije fragmentacije
Reakcije fragmentacije su Cesto koriSten alat prilikom analize nepoznatih spojeva
spektrometrijom masa. U svrhu olaksanja analize takvih spojeva, oformljene su baze podataka
koje sadrze spektre masa fragmentiranih molekula, no u tim baza postoje podaci koji se
odnose samo na spektre dobivene ionizacijom elektronima. Analite je moguce identificirati
usporedbom dobivenog spektra masa s onim u bazi podataka, no uvjeti snimanja spektara
masa moraju biti jednaki, odnosno tehnika ionizacije analita mora biti jednaka. Spektri masa
koji su dobiveni ionizacijom elektronima pohranjeni su u baze jer daju kvalitetne podatke
obzirom da je ta ionizacijska tehnika vrlo reproducibilna. Ostale tehnike ionizacije, u odnosu
na ionizaciju elektronima, usko ovise 0 pojedinom instrumentu te ne daju jednake spektre
masa koristenjem viSe razlicitih instrumenata.'®

Postoje¢e baze podataka koje sadrze spektre masa za fragmentirane molekule su
NIST/EPA/NIH (engl. National Institute of Standards and Technology, NIST; Enivironmental
Protection Agency, EPA; National Institutes of Health, NIH), Wiley-ev registar podataka
spektara masa (engl. Wiley Registry of Mass Spectral Data) i The Eight-Peak Index of Mass
Spectra koja pripada Kraljevskom kemijskom drustvu (engl. The Royal Society of Chemistry,
RSC). Od triju navedenih Wileyev registar podataka spektara masa je najveca baza
podataka.'®

Prilikom analize spektrometrijom masa susreCemo se s nenabijenim molekulama,
ionima s parnim brojem elektrona koji su ucestali 1 u klasi¢noj kemiji, no isto tako se
susreCemo s ionima s neparnim brojem elektrona, odnosno s ionima radikalima. lonizacija
molekule analita elektronima je brz proces koji traje oko 10*® s. Sudarom brzog elektrona s
molekulom dolazi do nastanka nabijene vrste M, odnosno kationskog radikala, zbog

izbijanja elektrona iz molekule M:

M+ e - Mt + 2e”
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Takav kationski radikal sadrzi neparan broj elektrona (engl. odd-electron ion, OE™).
Molekula prilikom sudara s brzim elektronom prima odredenu koli¢inu energije, koja je ¢esto
vecéa od koli¢ine potrebne za ionizaciju, buduci da se elektroni ubrzavaju naponom od 70 V
nakon ¢ega moze do¢i do fragmentacije molekule, no ne nuzno. Nakon primitka energije
elektrona, unutarnja energija molekule se statisticki raspodjeljuje na stupnjeve slobode:
vibracijsku energiju, translacijsku energiju i rotacijsku energiju i tek pretvorbom u vibracijsku
energiju moze do¢i do fragmentacije molekule.™®

Prilikom ionizacije molekula elektrorasprSenjem, nastaju ioni s parnim brojem
elektrona (engl. even-electron ion, EE") jer su to obi¢no protonirane vrste [M+H]",
deprotonirane vrste [M—H] ™ te ioni adukta poput [M+NH,]*, [M+Na]* te [M+K]*.*®

Prilikom interpretacije spektara te za razlikovanje iona s neparnim i parnim brojem
elektrona vazno je dusikovo pravilo. Ono se temelji na zakonu pariteta mase i zakonu pariteta
elektrona za gradevne jedinice organskih molekula, kojim se smatraju atomi C, O, N, H, S, P
te atomi halogenih elemenata. Svakom atomu koji gradi organske molekule paritet mase
jednak je paritetu valentnih elektrona, osim duSikovom atomu. Primjerice, nominalna masa
najzastupljenijeg ugljikovog izotopa je 12 u, dok je broj njegovih valentnih elektrona jednak 4
Sto govori kako su njegovi pariteti mase i valentnih elektrona jednaki jer su oba broja parna. S
druge strane, nominalna masa dusikovog atoma iznosi 14 u, a posjeduje 5 valentnih elektrona.
Tako ¢e ion s neparnim brojem elektrona (OE™) koji u svojoj strukturi posjeduje neparan broj
dusikovih atoma imati i neparnu vrijednost m/z, dok ée onaj s parnim brojem elektrona (EE")
koji takoder posjeduje neparan broj dusikovih atom imati parnu vrijednost m/z. Drugi nacin
interpretacije dusikovog pravila govori da ¢e ion s parnim masenim brojem i s parnim brojem

(ili bez) dusikovih atoma imati neparan broj elektrona te biti kationski radikal (OE™).'8

2.6.1. Fragmentacija iona s neparnim brojem elektrona (OE™)
Oznake i terminologija za reakcije fragmentacije iona s neparnim brojem elektrona (OE™) i
iona s parnim brojem elektrona (EE") dane su prema McLafferty-u te se u daljnjem tekstu
diplomskog rada koriste kao univerzalne.

Kod tzv. kationskih radikala naboj je delokaliziran preko cijele molekule, iako se
prilikom skiciranja fragmentacije predstavlja da je naboj lokaliziran na jednom mjestu.

Prilikom nastajanja takvog kationa dolazi do otpustanja elektrona s atoma koji ima najnizu
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ionizacijsku energiju u molekuli zbog ¢ega se i u svrhu shematskog prikaza nastali naboj
prikazuje na tom mjestu.'®

Do reakcije cijepanja inicirane mjestom pozitivnog naboja dolazi zbog nedostatka
negativnog naboja, odnosno elektrona zbog Cega tako izazvana fragmentacija ukljucuje
privlacenje elektronskog para. Cijepanjem kationa dolazi do promjene mjesta naboja jer je
proces heteroliti¢ki. S druge strane reakciju cijepanja iniciranu radikalskim mjestom molekule
uzrokuje sklonost kationskog radikala prema sparivanju elektrona pri ¢emu se veza cijepa
homoliti¢ki, elektron se donira kako bi nastala nova veza, a mjesto gdje se nalazi nespareni

elektron se mijenja.*®

Direktna disocijacija (o)

Izbijanjem elektrona direktno iz ¢ —veze dolazi do direktne disocijacije, odnosno nastanka

dvaju fragmenata od kojih je jedan radikal, a drugi kation:

Izlaskom elektrona iz veze dolazi do kompeticije dva dijela molekule za taj elektron. Elektron
ostaje kao dio fragmenta molekule koji ima vecu ionizacijsku energiju, tako da drugi fragment
zadrZava pozitivan naboj te se on promatra s obzirom da se spektrometrijom masa uocavaju

samo nabijene vrste.™®

Cijepanje veze uz heteroatom (i)

Cijepanje veze uz heteroatom obi¢no je izazvano lokalizacijom naboja na heteroatomu koji

privlaci elektronski par:
- [,?+ r ] "
R—CH,~Y—R’ —— R—CH," + Y—R’

Takvo cijepanje se naziva induciranim te se moze promatrati kao direktna disocijacija veze uz
asistenciju privlaéenja elektrona od strane heteroatoma. Takvo privlacenje je posljedica

razlike u elektronegativnosti, ali do istoga dolazi tek nakon ionizacije. Ovisno o ionizacijskoj
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energiji fragmenta s heteroatomom i onog bez heteroatoma moze do¢i i do retencije naboja na
heteroatomu. Takva fragmentacija smatra se posebnim slucajem direktne disocijacije te se

prikazuje kao niZe navedena jednadZba pri demu Y oznadava heteroatom.?

R—CH,~Y—R’ —>= R—CH, + y—p’

Cijepanje alfa veze (o)

Cijepanje alfa veze u odnosu na radikalsko mjesto uzrokovano je samim radikalskim
mjestom, pri ¢emu dolazi do prijenosa nesparenog elektrona iz radikala tako da dode do

nastajanja veze sa susjednim atomom nakon homoliti¢kog cijepanja druge veze tog atoma:

7 o

RCH,“Y-R - R + CH,=Y—R’
S obzirom da se radi o cijepanju veze na nacin da se jedan elektron prenosi na jedan fragment,
taj prijenos se oznacava polovi¢nom strelicom. Prilikom fragmentacija nekih iona postoji
moguénost nekoliko kompetitivnih cijepanja a veza, pri ¢emu prednost ima cijepanje alfa
veze kod kojeg se gubi radikal s najvecom energijom ionizacije. S druge strane, ako postoji
moguénost gubitka radikala na nekoliko alkilnih lanaca, gubi ga najduzi takav lanac.'®
Nadalje, prilikom cijepanja o veze moze do¢i i do migracije naboja, odnosno do
retencije radikala ukoliko R™ ima nizu ionizacijsku energiju u odnosu na CH,=Y"-R, pa ¢ée

produkti cijepanja o veze biti drugaciji:

R—CH,~Y—R’ —% R + CH,~ YR’

Ovakav nacin cijepanja smatra se posebnim sluajem direktne disocijacije, zbog Cega stoji

oznaka 6.*

Fragmentacija kationskih radikala uz pregradnju

Pregradnja iona prilikom fragmentacije je vrlo Cesta te postoji mnogo razli¢itih nacina na koji
se neki ion moze pregraditi, od kojih svi nisu do kraja objasnjeni, a to interpretaciju spektara
masa moze znatno otezati. Jedan nacin pregradnje je vrlo dobro objasnjen te se naziva

McLafferty-jev nacin pregradnje, prilikom kojeg dolazi do prijenosa vodikovog atoma na
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mjesto kationskog radikala uz Sestero¢lani prsten kao meduprodukt. Nakon pregradnje ion
ostaje kationski radikal, no mjesto radikala je udaljeno od mjesta naboja zbog Cega se takav
ion naziva distonskim kationskim radikalom. Takvoj pregradnji dalje slijedi fragmentacija
inducirana ili mjestom naboja ili mjestom radikala te u oba slucaja kao produkt fragmentacije
nastaje neutralna molekula i novi kationski radikal. Ako novonastali kationski radikal nema

dusikovih atoma, imati ée parni maseni broj tako da je lako prepoznatljiv u spektru masa.™®

2.6.2. Fragmentacija iona s parnim brojem elektrona (EE")
loni s parnim brojem elektrona obi¢no nastaju blagim tehnikama ionizacije kao S$to su
MALDI, TSP, CI, APCI, FAB i ESI, dok ranije navedeni ioni s neparnim brojem elektrona
(OE™) nastaju ionizacijom elektronima. Takve vrste najéesée nastaju protoniranjem, pri éemu
nastaje [M+H]", ili oduzimanjem protona, gdje nastaje [M—H] . EE" su ugestali u klasi¢noj
kemiji i nisu specificni sSamo za MS poput kationskih radikala. Mnogo su stabilniji u odnosu
na kationske radikale, no prilikom fragmentacije takvih iona ¢es¢e dolazi do pregradnji. Kao
posljedica tih pregradnji dobivaju se kompliciraniji spektri masa koji nose manje informacija
u odnosu na spektre dobivene nakon ionizacije elektronima.'®

Veé je ranije navedeno kako prilikom i o te o cijepanja iona s neparnim brojem
elektrona (OE™) moze do¢i do nastanka iona s parnim brojem elektrona (EE™) i radikala, no
prilikom fragmentacije iona s parnim brojem elektrona (EE") u najveéem broju slucajeva (no
ne isklju¢ivo) ne postoji takav put gdje bi produkt bio kationski radikal. OE™, osim iona s
parnim brojem elektrona, daje i kationske radikale uz neutralne molekule kao produkte
fragmentacije, dok EE" prilikom fragmentacije u 95 % slucajeva daju fragmentne ione s
parnim brojem elektrona te neutralne molekule.*®

Fragmentacija kationa s parnim brojem elektrona (EE") je klasificirana prema
McLaffery-ju te se smatra univerzalnom, ali nije toliko detaljno opisana kao fragmentacija
iona s neparnim brojem elektrona (OE™). Klasifikacija se odnosi na reakcije fragmentacije
iona s parnim brojem elektrona koje podlijezu zakonu pariteta mase i postoje 4 skupine
reakcija fragmentacije koje su navedene u nastavku.'®

Prvu skupinu reakcija fragmentacije EE" ¢&ine reakcije cijepanja veze nakon koje

slijedi migracija naboja:
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H
+ .
0. — CH;—CH;" + H,O
\/‘*)\H

Druga skupina reakcija se temelji na cijepanju veze uz ciklizaciju te migraciju naboja:

$=CR

+
YO 2 /O
H — + HN=CR,
H—N H—N

Trec¢a skupina reakcija fragmentacije se sastoji od cijepanja dviju veza ciklickog iona uz

zadrzavanje naboja:

H_H .

Cetvrtu skupinu reakcija ¢ini cijepanje dviju veza uz pregradnju i zadrzavanje naboja:

H L H

]
H *0-CH; —— CH,=CH, + CH;—0_
L] H

Reakcije prve i druge skupine su naj¢esce prilikom fragmentacije iona bez uporabe kolizijske
aktivacije (CID). Reakcija prve skupine vrlo ¢esto se dogada kad je mjesto protoniranja manje
bazi¢no, dok su reakcije druge skupine gotovo jednake onima iz prve skupine, samo §to je
preferirana moguénost ciklizacije ako postoji heteroatom na povoljnom mjestu.'®

Osim reakcija fragmentacije koje podlijeZu pravilu pariteta mase, postoje i one koje ne
podlijezu tom pravilu. Fragmentacije iona s parnim brojem elektrona (EE) koje ne podlijezu
pravilu pariteta mase su mnogo rjede i teze ih je predvidjeti u odnosu na ranije opisane
fragmentacije koje su klasificirane po McLafferty-ju. Do njih dolazi kod iona s proSirenim 7
sustavima te fragmentaciju obi¢no slijedi kompleksna pregradnja iona kao u slucaju tropilij

kationa:
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CeHy "+ - -

()

C7Hy

Prilikom ovakvih reakcija fragmentacije stabilnost radikala ima vrlo vaznu ulogu.*®
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Kemikalije i materijali

» 1-trans-cinamil-4-difenilmetilpiperazin, cinarizin (CysH2sN2), Biosynth Carbosynth,
Staad, St Gallen, Svicarska

» B-ciklodekstrin, -CD (C42H70035), CycloLab, Budimpesta, Madarska

» 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin, HPBCD (C42H70-nO35 - (C3H70),) CycloLab,
Budimpesta, Madarska

» metanol, LC-MS stupanj ¢istoce, Carlo Erba Reagents, Val-de-Reuil, Francuska

» deionizirana (ultracista) voda, LC-MS stupanj ¢isto¢e, Honeywell Burdick & Jackson,
Charlotte, SAD

» mravlja kiselina, Agilent Technologies, Santa Clara, SAD

3.2. Instrumentacija
» vezani sustav tekucinska kromatografija (Agilent 1290 infinity I1) i spektrometrija
masa (Agilent 6550 iFunnel Q-TOF)

Snimanje svih spektara masa pripremljenih otopina provedeno je uz injektiranja
otopina u protok mobilne faze (engl. flow injection analysis, FIA) bez upotrebe
kromatografske kolone. Sustav za uvodenje uzorka u spektrometar masa bio je tekuéinski
kromatograf ultra visoke djelotvornosti Agilent 1290 infinity Il pri ¢emu se kao pokretna faza
koristio sustav: 0,1 % otopina mravlje kiseline u vodi (MFa) i 0,1 % otopinom mravlje
kiseline u metanolu (MFg) u omjeru MFa:MFg = 50:50 uz protok od 0,4 mL min~". Volumen
injektiranja uzorka iznosio je 5,0 pL. Iako se analiza provodila bez upotrebe kolone,
temperatura odjeljka za kolonu je podeSena na 30 °C.

Svi spektri masa snimani su u rasponu m/z 100 — 3200 pri rezoluciji od 2 GHz u
pozitivnom 1 negativnom nacinu ionizacije. PoCetni parametri ionskog izvora su podeSeni
prema preporuci proizvodaca instrumenta (tablica 3), a nakon toga su podesavani uz pracenje
zastupljenosti jednostruko protoniranog iona kompleksa cinarizina s f-CD (m/z 1503,6023)
analizom otopine molarnog omjera ncin:ng.co = 1:1, kako bi se utvrdili optimalni parametri
ionskog izvora (tablica 4) koji su kasnije koriSteni za snimanje svih spektara masa koji ¢e biti

prikazani u ovom diplomskom radu.
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Tablica 3. Pocetni parametri ionskog izvora preporuceni od strane proizvodaca instrumenta

Temperatura protocnog plina 250 °C
Protok proto¢nog plina 11 dm® min™’
Tlak rasprsivaca 25 psi
Potencijal kapilare 3500V
Potencijal mlaznice oV
Temperatura plina za desolvataciju 200 °C
Protok plina za desolvataciju 17 dm® min '
Potencijal fragmentora 50 V

Tablica 4. Optimalni parametri utvrdeni nakon optimizacije ionskog izvora koriStenjem
otopine cinarizina i B-CD u molarnom omjeru ncin:ngco = 1:1, pri koncentraciji obiju

komponenti od 4,40-10~°> mol dm™

Temperatura protocnog plina 250 °C
Protok proto¢nog plina 11 dm® min!
Tlak rasprsivaca 25 psi
Potencijal kapilare 3500V
Potencijal mlaznice 1000 V
Temperatura plina za desolvataciju 200 °C
Protok plina za desolvataciju 17 dm® min ™
Potencijal fragmentora 50 V

Eksperimenti tandemne spektrometrije masa (MS/MS) provedeni su tehnikom CID u
pozitivnom nacinu rada ionskog izvora (te u manjem broju slucajeva u negativnom nacinu
rada) na identificiranim ionima od interesa (tablica 5) pri ¢emu se kao kolizijski plin koristio

N, uz koristenje kolizijskih potencijala pri vrijednostima od 5,0 10,0, 20,0 i 40,0 V.

Tablica 5. Identificirani ioni od interesa na kojima su provedeni eksperimenti tandemne

spektrometrije masa

Analit m/z Asignacija tr / min
Cinarizin (Cin) 369,2415 [Cin+H]" 0,189
B-CD 1135,3783 [B-CD+H]* 0,092

HPBCD 1483,6248 [DS6+H]" 0,143
1503,6042 [Cin+B-CD+H]" 0,099

Kompleksi Cin+p-CD 752,3075 [Cin+B-CD+2H]* 0,099
1319,4750 | [Cin+2p-CD+2H]*" 0,099

. 1851,8526 [Cin+DS6+H]" 0,092
Kompleksi CintHPBCD 1= o 2377 | [Cin+2DS6+2H 0,092

*DS — stupanj supstitucije HPBCD (engl. degree of substitution, DS)
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Za konstruiranje breakdown krivulja MS/MS spektri su snimani na identi¢an nacin, no uz
koriStenje veceg broja vrijednosti kolizijskih potencijala uz sukcesivno povecavanje. Prilikom
snimanja MS/MS spektara za konstruiranje breakdown krivulje koja odgovara jednostruko
protoniranom ionu cinarizina koriSten je raspon kolizijskih potencijala od 0 do 26,0 V. U
slu¢aju jednostruko protoniranog iona -CD koristen je raspon kolizijskih potencijala od 0 do
30,0 V. U slucaju jednostruko protoniranog iona HPBCD DS 6 koristen je raspon kolizijskih
potencijala od 0 do 42,0 V. U slu¢aju jednostruko protoniranog iona kompleksa cinarizina s -
CD koristen je raspon kolizijskih potencijala od 0 do 52,0 V, a u slucaju jednostruko
protoniranog iona kompleksa cinarizina s HPBCD DS 6 koriSten je raspon kolizijskih
potencijala od 0 do 58,0 V.

Svi spektralni podaci obradeni su koriStenjem racunalnog programa Agilent
MassHunter Qualitative Analysis 10.0. Sheme fragmentacija koje su pretpostavljene na
temelju odgovaraju¢ih MS/MS spektara izradene Su koriStenjem raCunalnog programa
Chemdraw, a odgovarajuce breakdown krivulje koriStenjem racunalnog programa Microsoft

Excel.

3.3. Priprema ishodnih i radnih otopina
Pripremljena je ishodna otopina cinarizina u tikvici volumena 5 cm® vaganjem 5,02 mg
cinarizina te otapanjem u metanolu LC-MS stupnja ¢istoce pri ¢emu je kona¢na masena
koncentracija dobivena otopine iznosila 1,004 mg cm™. Iz ishodne otopine pripremljena je
radna otopina cinarizina masene koncentracije 100 ug cm* pipetiranjem 49,80 mm? ishodne
otopine u tikvicu volumena 5 cm® koja je nadopunjena metanolom LC-MS stupnja &istoée do
oznake.

Ishodna otopina p-ciklodekstrina pripremljena je otapanjem 50 mg u 5 cm?®
deionizirane vode ¢ime je dobivena otopina masene koncentracije 1,00 mg cm™. Ishodna
otopina hidroksipropil-B-ciklodekstrina pripremljena je otapanjem 4,99 mg spoja u 5 cm®

deionizirane vode &ime je dobivena otopina masene koncentracije 0,998 mg cm >,

3.4. Priprema mjernih otopina

Za potrebe podeSavanja parametara ionskog izvora te za provjeru utjecaja molarnog omjera
komponenti na zastupljenost kompleksa u plinskoj fazi pripremljene su otopine cinarizina s
odabranim ciklodekstrinima (ukupnog volumena 1 cm?®) u razli¢itim molarnim omjerima uz

odrzavanje koncentracije cinarizina konstantnom pri 4,40-10° mol dm™. Molarni omjeri
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cinarizina i pojedinog ciklodekstrina (ncin:ncp) U pripremljenim mjernim otopinama iznosili
su 5:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:5 u sustavu otapala metanol:voda = 1:1, pri ¢emu su koriStena otapala
LC-MS stupnja Cistoce. Otopine pojedinacnih komponenti volumena 1 cm® su takoder
pripremljene u sustavu otapala metanol:voda = 1:1. Prilikom priprave mjernih otopina
koriitena je radna otopina cinarizina u metanolu masene koncentracije 100 pg cm ° te ishodne
otopine odabranih ciklodekstrina u deioniziranoj vodi. Podrobniji opis pripreme otopina

razli¢itih molarnih omjera prikazan je u tablicama 6 i 7.

Tablica 6. Priprema mjernih otopina razli¢itih molarnih omjera cinarizina i -CD (Ncin:Ng-cp)
u sustavu otapala metanol:voda = 1:1 uz odrzavanje koncentracije cinarizina konstantnom pri

4.40-107° mol dm™3

molarni omjer | ¢ (B-CD)/ | V (cinarizin)/ | V(MeOH)/ | V(B-CD)/ | V (H0)/
Ncin:Np-co mol dm™ mm? mm? mm? mm?
5:1 8,80-10° 162,0 338,0 10,0 490,0
2:1 2,20-10° 162,0 338,0 25,0 475,0
1:1 4,40-10° 162,0 338,0 50,0 450,0
1:2 8,80-10° 162,0 338,0 100,0 400,0
1:5 2,20-10" 162,0 338,0 250,0 250,0

Tablica 7. Priprema mjernih otopina razli¢itih molarnih omjera cinarizina i HPBCD
(Ncin:NHPpcp) U sustavu otapala metanol:voda = 1:1 uz odrzavanje koncentracije cinarizina

konstantnom pri 4,40-10° mol dm®

molarni omjer c (HPBCD)/ |V (cinarizin)/ | V (MeOH)/ | V(HPBCD)/ | V (H.0)
Ncin:NHPRCD mol dm™ mm? mm? mm? / mm®
5:1 8,80-10° 162,0 338,0 12,0 488,0
2:1 2,20-10° 162,0 338,0 31,0 469,0
1:1 4,40-107 162,0 338,0 61,0 439,0
1:2 8,80-10° 162,0 338,0 123,0 377,0
1:5 2,20-107* 162,0 338,0 307,0 193,0

Budu¢i da je MS analizom navedenih otopina odluceno da ¢e se otopine cinarizina i
odabranih ciklodekstrina pripremati u molarnom omjeru 1:1, otopine identicnog molarnog
omjera, ali razli¢itih koncentracija komponenti su pripremljene u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1, kako bi se provjerilo hoce li povecavanje ili smanjivanje koncentracija
pojedina¢nih komponenti imati znacajan utjecaj na zastupljenost iona kompleksa u plinskoj

fazi. Pripremljene su otopine cinarizina i odabranih ciklodekstrina u kojima su koncentracije
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komponenti iznosile: 4,40-10°°, 8,80-10°°, 2,20-10°, 4,40-107 i 8,80-10° mol dm™. Uz njih

su pripremljene i odgovarajuce otopine pojedina¢nih komponenti. Prilikom priprave mjernih

otopina koristena je radna otopina cinarizina u metanolu masene koncentracije 100 pg cm™ te

ishodne otopine odabranih ciklodekstrina u deioniziranoj vodi. Podrobniji opis pripreme

otopina molarnog omjera 1:1, ali razli¢itih koncentracija cinarizina i odabranih ciklodekstrina

prikazan je u tablicama 81 9.

Tablica 8. Priprema otopina mjernih otopina cinarizina i f-CD u molarnom omjeru ncin:Ng-

co=1:1 pri razli¢itim koncentracijama obje komponente

c (cinarizin) / c(B-CD)/ | V(cinarizin)/ | V(MeOH)/ | V (B-CD)/ V (H.0) /
mol dm™ mol dm mm?® mm?® mm?® mm?3
440-10° 4.40-10° 16,0 484,0 5,0 495,0
8,80-10°° 8,80-10°° 32,0 468,0 10,0 490,0
2,20-107 2,20-107° 81,0 419,0 25,0 475,0
4.40-10° 4,40-107° 162,0 338,0 50,0 450,0
8,80-10°° 8,80:107 324,0 176,0 100,0 400,0

Tablica 9. Priprema otopina mjernih otopina cinarizina i HPBCD u molarnom omjeru

Ncin:Nuppep=1:1 pri razlicitim koncentracijama obje komponente

c (cinarizin)/ | ¢ (HPBCD)/ | V (cinarizin)/ | V (MeOH)/ | V(HPBCD) | V (H20)/
mol dm™ mol dm™ mm?® mm?® / mm?® mm?®
440-10° 4,40-10° 16,0 484,0 6,0 496,0
8,80-10°° 8,80-10°° 32,0 468,0 12,0 488,0
2,20-107° 2,20-107 81,0 419,0 31,0 469,0
4,40-10° 4,40-107 162,0 338,0 61,0 439,0
8,80-107° 8,80:107 324,0 176,0 123,0 377,0
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Analiza otopine cinarizina spektrometrijom masa

Spektar masa otopine cinarizina u sustavu otapala metanol:voda = 1:1 snimljen je u podrucju
vrijednosti m/z od 100 do 3200. Dobiveni spektar masa prikazan je grafi¢ki (Slika 12) i
tabli¢no (Tablica 10). U tablici se nalaze izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti
signala te njihova asignacija. Spektri su snimljeni koristenjem ionizacije elektrorasprsenjem u
pozitivnom nacinu rada, a kao analizator masa koriSten je ve¢ spomenuti hibridni kvadrupolni
analizator masa s analizatorom masa koji mjeri vrijeme leta. Najintenzivniji signal, odnosno
bazni signal u spektru masa cinarizina pripada jednostruko protoniranoj molekuli cinarizina
pri vrijednosti m/z 369,2415. Signal pri vrijednosti m/z 167,0903 koji odgovara jednostruko
nabijenom fragmentnom ionu, odnosno difenilmetilnom Kationu [CisH1;]" ima priblizno
jednak intenzitet. Moguce je da je ovaj ion posljedica fragmentacije molekule cinarizina
unutar ionskog izvora. Signal vidljiv pri vrijednosti m/z 152,0644 nije uspjesno asigniran,
iako je wuocCen 1 prilikom fragmentacije molekule -cinarizina prilikom provodenja
eksperimenata tandemne spektrometrije masa. Pretpostavlja se da bi mogao potjecati od
difenilmetilnog dijela molekule budu¢i da je ovaj signal primijeen u spektru masa
difenilmetana koji je dobiven ionizacijom elektronima, a odgovarao je kationskom radikalu
bifenilena [C12Hg] *.%° Signal jednostruko nabijenog iona pri vrijednosti m/z 773,4360 takoder
nije asigniran, iako je kasnije nakon analize tandemnom spektrometrijom masa
pretpostavljeno kako se radi o dimeru cinarizina. Isprva je ovaj signal pripisan jednostruko
protoniranom aduktu dimera cinarizina s dvije molekule vode, no naknadnom usporedbom
eksperimentalno odredenih i teorijskih to¢nih masa utvrdena je prevelika razlika u masi. Osim
navedenih intenzivnih signala, u spektru masa vidljivi su i manje intenzivni signali koji

odgovaraju ionima fragmenata molekule cinarizina.

Suzana Inkret Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 42
§ p

x107

Intenzitet

2.1

2_
1.94
1.84
1.74
1.64
1.59
1.44
1.34
1.24
1.4

‘I_
0.91
0.81
0.71
N B4
0.51
0.41
0.31
0.21
0.7

D_

3652415
[C26H2BNZ2]+H

" 167.0803

" 152, 0644

F73.4360

— 2031545
338.3422

._
—
=
[ -
-

© == 117.071

300 400 500 600 700 300 900 1000 1100 1200
m/z

=1
o
bsy
(=]

Slika 12. Spektar masa otopine cinarizina (c = 4,40-10 > mol dm™) u sustavu otapala

metanol:voda = 50 %:50 %. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Tablica 10. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS

spektra otopine cinarizina (c = 4,40-10~ mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda = 1:1.

lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Toc¢an m/z Relativan intenzitet / % Asignacija
773,4360 / 19,51 Nije asigniran
369,2415 365,2325 100,00 [CasHogN2+H]"
203,1545 203,1543 4,67 [CisH1gN2+H]"
201,1389 201,1386 3,97 [CisH17N2]”
167,0903 167,0855 91,39 [CisH1]"
152,0644 / 58,21 Nije asigniran
117,0701 117,0699 8,99 [CoHq]"
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4.1.1. MS/MS analiza odabranih iona cinarizina

Na temelju MS analize otopine cinarizina odabrani su ioni na kojima su provedeni
eksperimenti tandemne spektrometrije masa. MS/MS spektri odabranih iona snimani su u
rasponu vrijednosti m/z od 100 do 1000 jedinica. loni analizirani prilikom eksperimenata
tandemne spektrometrije masa generirani su ionizacijom elektrorasprSenjem u pozitivnom
nacinu rada.

Odabrana su dva iona za provedbu eksperimenata tandemne spektrometrije masa, a
radi se o jednostruko protoniranom molekulskom ionu cinarizina m/z vrijednosti 369,2415 te
o neidentificiranom ionu koji je uocen pri m/z vrijednosti 773,4360. Teorijski moguca
cijepanja molekule cinarizina prikazana su na slici 13. Na navedenoj slici nije prikazano
cijepanje dvostruke veze ni bezenskih prstenova jer je takva fragmentacija malo vjerojatna
obzirom na stabilnost navedenih veza. lako su MS/MS spektri koji odgovaraju jednostruko
protoniranom molekulskom ionu cinarizina pronadeni prilikom pretrage relevantnih

znanstvenih publikacija®%?, detaljna shema fragmentacije ovog spoja nije navedena.

J— -CisHaiN2
-265

s -C17H1aN2
-251

Slika 13. Teorijski moguca cijepanja molekule cinarizina te pridruzene nominalne mase
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Primjenom vise razli¢itih kolizijskih potencijala provedena je fragmentacija jednostruko
protoniranog molekulskog iona cinarizina, a spektar masa dobiven primjenom Kkolizijskog
potencijala od 10,0 V prikazan je na slici 14. Spektri masa generirani primjenom kolizijskih
potencijala u iznosu od 5,0, 20,0 i 40 V prikazani su u dodatku na slikama D1, D2 i D3. Svi
spektri masa prikazani su i u tablicnom obliku (tablica 11). Primjenom potencijala od 10,0 V
dolazi do fragmentiranja molekule cinarizina pri ¢emu se najintenzivniji signal u MS/MS
nalazi pri vrijednosti m/z od 167,0887, a odgovara difenilmetilnom kationu [Ci3H11]", dok
signal roditeljskog iona pri vrijednosti m/z 369,2331 ima manji relativni intenzitet. Signal iona
koji je uocen pri vrijednosti m/z od 201,1379 pripada fragmentnom ionu molekule cinarizina
koji zaostaje nakon fragmentacije ve¢ spomenutog difenilmetilnog dijela molekule, a njegov
relativni intenzitet je u svim MS/MS nizak. Osim navedenih signala u tandemnom spektru
masa vidljivi su i manji signali fragmentnih iona pri vrijednostima m/z 152,0616 te 117,1696
¢iji relativni intenziteti poveéanjem iznosa kolizijskog potencijala na 20,0 V, odnosno 40,0 V
raste. S druge strane relativni intenzitet roditeljskog iona pada te pri najveéem koriStenom
iznosu kolizijskog potencijala postaje zanemariv §to je vidljivo na ve¢ spomenutim MS/MS
spektrima u dodatku. Navedeni fragmentni ion pri vrijednosti m/z 152,0616 nije u potpunosti
asigniran, kao $to je ve¢ napomenuto. Nadalje signal pri vrijednosti m/z 117,0696 pripada
jednostruko nabijenom fragmentu molekule cinarizina [CoHo]™ koji nastaje cijepanjem veze
izmedu ugljika i dusika koji pripada piperazinskom prstenu, odnosno molekula cinarizina je
izgubila difenilmetilni dio te piperazinski prsten pri ¢emu je nastao navedeni jednostruko
nabijeni fragment. Odgovaraju¢a shema fragmentacije molekule cinarizina prikazana je na
slici 15.
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Slika 14. MS/MS spektar jednostruko nabijenog molekulskog iona cinarizina, [M+H]" (m/z
369,2415). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V

Tablica 11. Izmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+H]" (m/z 369,2415). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali 5,0,
10,0, 20,0 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % ] o
Asignacija signala
m/z 50V 10,0V 20,0V 40,0 V

369,2331 | 100,00 60,40 0,26 0,00 [M+H]"
201,1379 4,08 9,19 2,52 0,14 [Ci3H17N,]+
167,0887 66,59 100,00 100,00 100,00 [CisHu]
152,0616 0,50 1,03 2,63 31,91 Nije asigniran
117,0696 0,34 1,15 3,60 3,92 [CoHq]"
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Slika 15. Shema fragmentiranja jednostruko protoniranog molekulskog iona cinarizina
([M+H]", m/z=369,2415)

Nakon fragmentacije jednostruko protoniranog molekulskog iona cinarizina, proveden je
eksperiment tandemne spektrometrije masa na ionu vrijednosti m/z od 773,4360 uz koristenje
vise razli¢itih iznosa kolizijskog potencijala, a dobiveni spektri masa prikazani su tabli¢no
(tablica 12). Graficki prikaz MS/MS spektra koji je dobiven uz koristenje kolizijskog
potencijala od 10,0 V prikazan je na slici 16, dok se MS/MS spektri dobiveni koristenjem
kolizijskih potencijala od 5,0, 20,0 i 40,0 nalaze u dodatku (slike D4, D5 te D6). Vec¢ i
primjenom malog iznosa kolizijskog potencijala dolazi do fragmentacije roditeljskog iona pri
¢emu je najizrazeniji signal u spektru pri vrijednosti m/z od 369,2322 S§to odgovara
jednostruko protoniranom ionu cinarizina. Nadalje, vidljiv je signal iona pri vrijednosti m/z od

167,0852 koji odgovara ve¢ ranije opisanom fragmentnom ionu karakteristi¢cnom za cinarizin.
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Povecanjem iznosa Kolizijskog potencijala u MS/MS spektru uocava se i signal pri vrijednosti

m/z od 201,1379 koji takoder odgovara jednom od opisanih fragmentnih iona molekule

cinarizina. Obzirom da fragmentacija roditeljskog iona daje kao najzraZeniji signal

jednostruko protonirani ion cinarizina te njegove fragmente, pretpostavljeno je kako se radi o

dimeru cinarizina, no roditeljski ion primijecen pri vrijednosti m/z 773,4360 nije egzaktno

asigniran.
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Slika 16. MS/MS spektar iona m/z 773,4360. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V,

kolizijski potencijal 10,0 V

Tablica 12. Izmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektara iona

vrijednosti m/z 773,4360. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
5,0, 10,0, 20,01 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignaciia signala
m/z 50V | 100V | 20,0V | 40,0V

773,4330 | 100,00 | 21,93 0,00 0,00 Nije asigniran

369,2322 68,50 | 100,00 | 100,00 4,32 [CasHasNo+H]

201,1379 0,19 0,29 1,59 2,55 [C1sH17N,]"

167,0852 4,49 5,67 23,99 100,00 [CisHu]"
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Nakon provedbe MS/MS eksperimenata na jednostruko protoniranom molekulskom ionu
cinarizina, proveden je jo$ jedan eksperiment tandemne spektrometrije masa uz Sukcesivno
povecavanje kolizijskog potencijala u rasponu od 0 do 26,0 V. Iz dobivenih MS/MS spektara
ocitani su relativni intenziteti signala jednostruko protoniranog molekulskog iona cinarizina te
signala najzastupljenijeg fragmentnog iona pri vrijednosti m/z od 167,0887 te je iz navedenih
podataka konstruiran graf ovisnosti relativne zastupljenosti navedenih iona o primijenjenom
kolizijskom potencijalu, odnosno tzv. breakdown krivulja (slika 17). 1z breakdown krivulje
vidljivo je kako povecanjem iznosa kolizijskog potencijala dolazi do potpune fragmentacije
molekule cinarizina pri ¢emu dominantno nastaje ve¢ opisani fragment difenilmetilnog
kationa, [C13H11]". Navedeni fragment predstavlja glavni ion produkt fragmentacije molekule

cinarizina.
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Slika 17. Breakdown krivulja jednostruko protoniranog molekuskog iona cinarizina (m/z =

369,2331) i krivulja nastanka iona fragmentnog iona (m/z = 167,0887)

4.2. Analiza otopine p-ciklodekstrina spektrometrijom masa

Spektar masa otopine B-ciklodekstrina u sustavu otapala metanol:voda = 1:1 snimljen je u
rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200. Otopina B-CD analizirana je koristenjem ionizacije
elektrorasprSenjem u pozitivnom i U negativnom nacinu rada. Spektar masa snimljen

koristenjem ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu rada prikazan je graficki na
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slici 18 i tabli¢no u tablici 13, a na slici 19 prikazan je uveéani dio spektra u rasponu
vrijednosti m/z od 1130 do 1170. Kao bazni signal istiCe se signal pozitivho nabijenog
molekulskog iona koji naboj dobiva od vezanog amonijevog iona [M+NH,]" pri m/z
1152,4062. Uz bazni signal, izraZen je i signal dvostruko nabijenog molekulskog iona pri
vrijednosti m/z 587,1686 u obliku adukta s kalijem i protonom, [M+K+H]*". Nadalje, vidljivi
su signali manjih relativnih intenziteta koji odgovaraju molekulskim ionima u obliku adukta s
protonom (m/z 1135,3798), natrijem (m/z 1157,3619) i kalijem (m/z 1173,3333) te fragmentni
ioni molekule B-ciklodekstrina. Osim signala koji potje¢u od molekule B-ciklodekstrina,
vidljivi su 1 signali uobicajenih necistoéa MS spektara poput onog pri vrijednosti m/z
301,1416 koji odgovara natrijevom aduktu diizobutil ftalata, [C16H2,04+Na]" ili jednostruko
protoniranog iona ftalnog anhidrida pri, [CsH4Os+H]" pri m/z 149,0235.

x102

34
32

Z8
2.6
24

2.24

(W%}
42 H70 0351+ NH4)4

1152, 4062
-
>

(It

Intenzitet
i}

1.81
1.6
1.4
1.24

5871686

0.8
0.6
0.4
0.2

149.0235

219.0480

-
o
o
L5
o3

L 973.3249
17225603

]
1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000
m/z

200 400 600 800

pry
=
=]
=

Slika 18. Spektar masa otopine p-CD (¢ = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala

metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V
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Slika 19. Spektar masa otopine p-CD (¢ = 4,40-10 > mol dm™) u podru&ju m/z 1130,0000 —

1170,0000

Tablica 13. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS

spektra otopine p-ciklodekstrina (c = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda =

1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Tocan m/z Relativan intenzitet / % Asignacija
1219,3310 1219,3384 4,27 [M+HCOOH+K]"
1173,3333 1173,3329 8,82 [M+K]*
1157,3619 1157,3590 62,48 [M+Na]*
1152,4051 1152,4036 100,00 [M+NH,]"
1146,3705 1146,3680 7,75 [2M+Na+H]2+
1135,3783 1135,3770 39,99 [M+H]
973,3249 973,3242 2,08 [M—CgH100s+H]"
606,1426 606,1480 2,14 [M+2K]?
598,1572 598,1611 1,54 [M+K+Na]**
587,1672 587,1701 27,51 [M+K+H]2+
579,1785 579,1831 4,27 [M+Na+H]*"
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Spektar masa otopine B-ciklodekstrina dobiven koriStenjem ionizacije elektrorasprSenjem u
negativnom nacinu prikazan je graficki na slici 20 i tablicno u tablici 14. Ovako dobiven
spektar masa sadrzi nekoliko znac¢ajnih signala od kojih treba izdvojiti signal molekulskog
iona u obliku adukta s formijatnim anionom, [M+HCOO]  koji je ujedno i bazni signal ovog
MS spektra. Pored baznog signala vidljiv je i signal deprotoniranog molekulskog iona
[M-H], dok su ostali signali u spektru masa manjeg intenziteta.
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Slika 20. Spektar masa otopine p-CD (¢ = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala

metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI-, napon fragmentora 50,0 V

Tablica 14. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS
spektra otopine p-ciklodekstrina (c = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda =

1:1. lonizacija ESI-, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Tocan m/z Relativan intenzitet / % Asignacija
1179,3705 1179,3680 100,00 [M+HCOO]
1169,3381 1169,3392 10,37 [M+CI]™
1133,3603 1133,3625 25,98 [M-H]
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4.2.1. MS/MS analiza odabranih iona S-ciklodekstrina

Opcenito prihva¢enu nomenklaturu za opisivanje fragmentacije oligosaharidnih molekula
prilikom provodenja eksperimenata tandemne spektrometrije masa dali su Domon i
Costello.”® Kod oligosaharida je prilikom cijepanja glikozidne veze moguée identificirati
reducirajuci 1 nereducirajuci kraj molekule. Damon i Costello su u skladu s tim predlozili
nomenklaturu prema kojoj se fragmenti kod kojih naboj zaostaje na nereduciraju¢em kraju
nazivaju A, B i C fragmentima, a fragmenti kod kojih naboj zaostaje na reduciraju¢em kraju
nazivaju X, Y i Z fragmentima, ovisno o tome cijepa li se glikozidna veza ili dolazi do
fragmentacije prstena (slika 20). Broj u indeksu oznacava fragmentiranu glikozidnu vezu, dok

broj u eksponentu A ili X fragmenta ozna¢ava odgovarajuce cijepanje veze prstena.
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Slika 20. — a) Nomenklatura fragmentacije oligosaharida prema Domonu i Costellu, b)

mehanizam nastajanja iona fragmenata tipa Y i B
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Budu¢i da su ciklodekstrini cikli¢ke oligosaharidne molekule, reduciraju¢i i nereducirajuci
kraj molekule je nemoguée identificirati (ne postoji pocCetak ni kraj prstena). Stoga je
uobicajenu nomenklaturu koju su predlozili Domon i Costello u ovom slu¢aju nemoguce
primijeniti. Uobicajen nacin fragmentacije B-CD ukljucuje cijepanje glikozidne veze i gubitak
glukopiranoznih jedinica (162 Da), §to ¢e biti primjetno i u MS/MS spektrima koji ¢e biti
kasnije prikazani. Prema tome, jasno je kako je nemoguce identificirati je li gubitak
glukopiranozne podjedinice zapravo rezultat cijepanja koje vodi do nastanka B, C, Y ili Z
fragmenata. Trenutno joS uvijek ne postoji neka prikladna i opéenito prihvacena nomenklatura
koja bi opisivala karakteristicne fragmente koji nastaju cijepanjem ciklickih oligosaharida
poput ciklodekstrina.?

Eksperimenti tandemne spektrometrije masa provedeni su u pozitivnom i negativnom
nadinu ionizacije i to na jednostruko nabijenim molekulskim ionima: [M+H]*, [M-H] i
[M+HCOO] pri vrijednostima kolizijskih potencijala od 5,0 do 40,0 V.

Primjenom vise iznosa kolizijskog potencijala na jednostruko protonirani molekulski
ion dobiveni su tandemni spektri masa pri ¢emu je spektar masa uz koristenje kolizijskog
potencijala od 10,0 V prikazan graficki na slici 21, dok su spektri masa dobiveni primjenom
ostalih iznosa kolizijskog potencijala prikazani u dodatku (slika D7 i slika D8). Navedeni
MS/MS spektri su prikazani i u tablici 15. Fragmentacijom molekulskog iona B-ciklodekstrina
uocavaju se ioni fragmenti ¢ije se vrijednosti m/z razlikuju za 162 Da, odnosno za cjelobrojni
umnozak ove vrijednosti §to je posljedica gubitaka odredenog broja glukopiranoznih jedinica.
Bazni signal u MS/MS spektru koji je dobiven primjenom kolizijskog potencijala od 10,0 V
odgovara jednostruko protoniranom ionu B-CD, [M+H]*, dok najintenzivniji signal iona
fragmenta odgovara jednostruko nabijenom dimeru glukopiranoze. Povecanjem iznosa
kolizijskog potencijala relativni intenzitet signala navedenog fragmenta raste te postaje bazni
signal prilikom primjene kolizijskih potencijala od 20,0 i 40,0 V, dok relativni intenzitet
signala molekulskog iona opada, sto je vidljivo iz ve¢ spomenutih MS/MS spektara u
dodatku. Uz ve¢ spomenute karakteristicne fragmente koji odgovaraju gubicima od 162 Da, u
MS/MS spektrima koji su dobiveni pri viS§im iznosima kolizijskih potencijala uocavaju se ioni
pri m/z 145,0492 i 127,0388 koji odgovaraju gubicima jedne, odnosno dvije molekule vode od
iona m/z 163,0593 koji odgovara jednoj glukopiranoznoj jedinici. MS/MS eksperimenti prema

tome ukazuju kako je jednostruko nabijeni dimer glukoze kao glavni ion produkt
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fragmentacije molekulskog iona B-CD. Pretpostavljena shema fragmentacije je prikazana na

slici 22.
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Slika 21. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1135,3783). lonizacija ESI+, napon fragmentora
50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V

Tablica 15. Izmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona

[M+H]" (m/z 1135,3783). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
10,0, 20,01 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacija signala
m/z 10,0V 20,0V 40,0V

1135,3765 100,00 4,17 0,00 [M+H]"

973,3228 34,58 9,46 0,00 [1135,3765-CgH190s]”
811,2699 33,86 18,09 0,00 [973,3228—CgH100s]"
649,2177 24,03 27,81 0,54 [811,2699—C¢H100s]"
487,1650 22,52 35,54 3,43 [649,2177—CsH100s]"
325,1124 42,91 100,00 100,00 [487,1650—CsH1005]"
163,0593 10,83 29,20 50,47 [325,1124-CsH100s]"
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Slika 22. Pretpostavljena shema fragmentacije jednostruko protoniranog molekulskog iona
B-CD

Eksperimenti tandemne spektrometrije masa provedeni su i u negativnom nacinu ioniziranja
na deprotoniranom molekulskom ionu, [M-H], a MS/MS spektar dobiven primjenom
kolizijskog potencijala od 40,0 V je prikazan graficki na slici 23, dok su MS/MS spektri
dobiveni koristenjem kolizijskih potencijala od 5,0, 10,0 i 20,0 V prikazani u dodatku (slika
D9, slika D10 i slika D11). Svi MS/MS spektri su prikazani i u tablicnom obliku (tablica 16).
Unato¢ primjeni visoke vrijednosti kolizijskog potencijala bazni signal u prikazanom MS/MS
spektru je signal deprotoniranog molekulskog iona [M—H] ", dok su relativni intenziteti iona
fragmenata izuzetno niski. Signali iona fragmenata, slicno kao i u slufaju opisane
fragmentacije protoniranog molekulskog iona B-CD, se razlikuju za 162 Da, odnosno za
cjelobrojni umnozak ove vrijednosti S§to je posljedica gubitaka odredenog broja

glukopiranoznih jedinica.
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Slika 23. MS/MS spektar iona [M—H] (m/z 1133,3603). Tonizacija ESI-, napon fragmentora

50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V

Tablica 16. lzmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M-H] (m/z 1133,3603). lonizacija ESI-, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
5,0, 10,0, 20,0 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacifa signala
m/z 50V 10,0V 20,0V 40,0 V

1133,3629 100,00 100,00 100,00 100,00 [M-H]

971,3082 0,00 0,00 0,12 0,22 [1133,3629-CsH100s]
809,2563 0,00 0,00 0,28 2,22 [971,3082—CgsH1005]"
647,2046 0,00 0,00 0,00 1,22 [809,2563-CgH100s]
485,1508 0,00 0,00 0,00 1,56 [647,2046—CgH100s]
323,0980 0,00 0,00 0,18 2,35 [485,1508-CgH100s]
161,0454 0,15 0,17 0,57 5,98 [323,0980—CgH190s]

Nadalje je eksperiment tandemne spektrometrije masa proveden na molekulskom ionu u

obliku adukta s formijatnim anionom, [M+HCOO]", a MS/MS spektar dobiven primjenom

kolizijskog potencijala od 10,0 V prikazan je graficki na slici 24, dok su MS/MS spektri

dobiveni primjenom ostalih iznosa kolizijskog potencijala prikazani u dodatku (slika D12,
slika D13 i slika D14). Navedeni MS/MS spektri prikazani su i u tablicnom obliku (tablica

17). U prikazanom MS/MS spektru kao bazni signal isti¢e se signal molekulskog iona koji
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fragmentira na nacin da gubi mravlju kiselinu ostavljajuci zapravo deprotoniranu molekulu -
CD pri m/z 1133,3682. Povecavanjem kolizijskog potencijala na 40,0 V dolazi do potpunog
iS¢ezavanja molekulskog iona, a deprotonirana molekula -CD dalje fragmentira na identican
na¢in kao i ranije opisano. Provodenjem eksperimenata tandemne spektrometrije masa u
pozitivhom 1 negativnom nacinu ionizacije utvrdeno je kako molekula B-CD pokazuje vecu
stabilnost u negativhom nacinu ionizacije te je potrebno primijeniti mnogo vece vrijednosti

kolizijskih potencijala kako bi se potaknula fragmentacija molekulskog iona.

%105 ]

0.951
0.9
0.851
0.8
0.751
0.71
(.65

1179.3742

o
il

Intenzitet

0.55

1133.3682

o
il

(.45
0.4
0.35
0.34
0.25
0.24
0.15
014
0.05

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500
m/z

Slika 24. MS/MS spektar iona [M+HCOO ] (m/z 1179,3705). lonizacija ESI-, napon
fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V

Tablica 17. lzmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+HCOO] (m/z 1179,3705). lonizacija ESI-, napon fragmentora 50,0 V, Kkolizijski
potencijali 5,0, 10,0, 20,01 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacija signala
m/z 50V 10,0 V 20,0V 40,0V
1179,3742 100,00 100,00 17,77 0,00 [M+HCOO]
1133,3682 22,86 53,74 100,00 100,00 [1179,3742-HCOOH]
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Nakon provedbe MS/MS eksperimenata na jednostruko protoniranom molekulskom ionu -
CD, proveden je jo§ jedan eksperiment tandemne spektrometrije masa uz sukcesivno
povecavanje kolizijskog potencijala u rasponu od 0 do 30,0 V. Iz dobivenih MS/MS spektara
oCitani su relativni intenziteti signala jednostruko protoniranog molekulskog iona B-CD te
signala najzastupljenijeg fragmentnog iona pri vrijednosti m/z od 167,0887 te je iz navedenih
podataka konstruiran graf ovisnosti relativne zastupljenosti navedenih iona o primijenjenom
kolizijskom potencijalu, odnosno tzv. breakdown krivulja (slika 25). Eksperiment tandemne
spektrometrije masa proveden na molekulskim ionima B-CD ukazuje na dimer glukopiranoze

kao glavni produkt fragmentacije navedenog iona.
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Slika 25. Breakdown krivulja molekulskog iona B-CD (m/z = 1135,3765) i krivulja nastanka
iona produkta (m/z = 325,1124)

4.3. Analiza otopine hidroksipropil-p-ciklodekstrina spektrometrijom
masa

Spektri masa otopine hidroksipropil-p-ciklodekstrina u sustavu otapala metanol:voda = 1:1
snimljen je u rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200. Spektri masa snimljeni su koriStenjem
ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom i negativnom nacinu rada. Spektar masa dobiven
koristenjem ionizacije elektrorasprSenjem u pozitivnom nacinu prikazan je graficki na slici 26

pri ¢emu je dio spektra masa u rasponu vrijednosti m/z od 1300 do 1750 te od 680 do 890
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prikazan grafi¢ki na slici 27, odnosno na slici 28. Spektar masa je prikazan i tabli¢no (tablica
18, tablica D1 i tablica D2). Navedeni derivat 3-CD je nasumi¢no supstituirani produkt, stoga
je u spektru masa ocekivana prisutnost signala molekulskih iona koji su supstituirani
razli¢itim brojem hidroksipropilnih funkcionalnih skupina. NajizraZeniji signal molekulskog
iona odnosi se na ion ciklodekstrina sa sedam hidroksipropilnih supstituenata u obliku adukta
s natrijem, [DS7+Na]’, pri ¢éemu DS oznaCuje stupanj supstitucije odnosno broj
hidroksipropilnih supstituenata. Bazni signal u spektru masa ima vrijednost m/z od 301,1410
jedinica, no taj signal je posljedica prisutnosti diizobutil ftalata u obliku adukta s natrijem,
[C16H2204+Na]", kako je veé i ranije spomenuto. U spektru masa vidljiv je niz signala
molekulskih iona ciklodekstrina razlic¢itih stupnjeva supstitucije u obliku adukata s vrstama
poput Na’, K*, NH;" i H*, od kojih najveéi relativni intenzitet imaju oni sa stupnjem
suspstitucije od 6 do 8. Relativni intenziteti signala molekulskih iona sa stupnjem
suspstitucije od 3, 4, 5, 9 1 10 su puno nizi u odnosu na signale ranije navedenih molekulskih
iona. Nadalje, u spektru masa primjetno je kako su ioni adukata s natrijem izrazeniji od iona
adukata s amonijakom ili pak jednostruko protoniranih iona. Osim jednostruko nabijenih
molekulskih iona prisutni su i signali dvostruko nabijenih molekulskih iona. Najizrazeniji
signali dvostruko nabijenih molekulskih iona takoder pripadaju molekulama sa stupnjem
supstitucije od 6 do 8, a neki od njih su [DS6+H+K]", [DS7+H+K]" te [DS7+2Na]".

Spektar masa nasumi¢no supstituiranog hidroksipropilnog derivata B-ciklodekstrina,
osim molekulskih iona sadrzi i klastere, odnosno agregate veceg broja molekula HPBCD koji
su jednako ili razli¢ito supstituirani. Kao primjer mozemo navesti signal jednog takvog
klastera koji ima vrijednost m/z od 1592,6736 te odgovara ionu aduktu koji sadrzi jednu
molekulu CD sa sedam hidroksipropilnih supstituenata i jednu s osam supstituenata te dva
iona natrija koja daju dvostruko nabijen ion [DS7+DS8+2Na]**.

Nadalje, u spektru masa vidljivi su fragmenti koji nastaju gubitkom glukoznih
podjedinica. Fragment pri vrijednosti m/z od 1101,4798 odgovara ionu koji sadrzi lanac od
pet glukopiranoznih jedinica s pet hidroksipropilnih supstituenata pri ¢emu proton daje naboj
ionu, [DS5-2CeH100s+H]". Fragment pri vrijednosti m/z od 1043,4381 odgovara identi¢noj
vrsti, ali s Getiri hidroksipropilna supstituenta, [DS4-2CgH100s+H]". Osim navedenih, izrazen
je i signal fragmenta pri vrijednosti m/z od 1159,5209 jedinica koji sadrzi lanac od pet
glukopiranoznih podjedinica sa Sest hidroksipropilnih supstituenata pri ¢emu proton daje

naboj ionu, [DS6-2Ce¢H10s+H*. U sludaju sva tri spomenuta fragmentna iona
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pretpostavljeno je da su fragmenti Y tipa, iako je moguce i da nastaju u obliku B tipa pri
¢emu naboj viSe ne bi potjecao od protona.

Na temelju svega navedenog, ali i na temelju izgleda grafickih prikaza MS spektara na
slici 26, a posebice na slikama 27 i 28 moze se =zakljuéiti kako su MS spektri
hidroksipropiliranog derivata B-CD dobiveni u pozitivnom nacinu ionizacije veoma
kompleksni. U spektru prevladavaju dvije skupine signala, tj. signali koji potjecu od
dvostruko nabijenih te signali koji potjecu od jednostruko nabijenih iona. Osim signala
molekulskih iona razli¢ito supstituiranin molekula B-CD, u spektrima su prisutni i signali

klastera ovih vrsta kao i fragmentni ioni §to dodatno otezava analizu.
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Slika 26. Spektar masa otopine HPBCD (c = 4,40-10 > mol dm) u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V
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Slika 27. Spektar masa otopine HPBCD (c = 4,40-10 > mol dm ) u podru&ju m/z 1300 — 1750
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Slika 28. Spektar masa otopine HPBCD (c = 4,40-10 > mol dm™) u podrugju m/z 680 — 890
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Tablica 18. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala jednostruko nabijenih iona iz MS spektra otopine

HPBCD (c = 4,40-10 > mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 VV

[M+H]* [M+NH,]"* [M+Na]*
I\/:colekulska Izmjeren Totan m/z Rel;)int. / Izmjeren Totan m/z Rel.oint. / Izmjeren Totan m/z Rel.oint. /
ormula: m/z Y0 m/z %0 m/z %0
Cs1HggO33, DS 3 | 1309,4998 | 1309,5026 1,43 1326,5269 | 1326,5292 3,80 1331,4825 | 1331,4846 2,11
Cs4Ho4O39, DS 4 | 1367,5419 | 1367,5445 3,57 1384,5696 | 1384,5710 9,40 1389,5251 | 1389,5264 5,76
Cs7H100040, DS 5 | 1425,5838 | 1428,5864 7,67 14426122 | 1442,6129 19,60 14475684 | 1447,5683 15,75
CeoH106041, DS 6 | 1483,6248 | 1483,6282 13,93 1500,6548 | 1500,6548 35,54 1505,6113 | 1505,6102 35,31
Ce3H112042, DS 7 | 1541,6639 | 1541,6701 15,09 1558,6964 | 1558,6966 38,54 1563,6524 | 1563,6520 | 46,72
CesH118043, DS 8 | 1599,7031 | 1599,7120 7,44 1616,7368 | 1616,7385 20,75 1621,6936 | 1621,6939 29,81
CeoH124044, DS 9 | 1657,7424 | 1657,7538 1,99 1674,7764 | 1674,7804 5,80 1679,7336 | 1679,7358 12,00
C72H13004s, DS 10 / 1715,7957 / 1732,8156 | 1732,8222 1,18 1737,7723 | 1737,7776 2,96

*DS — stupanj supstitucije HPBCD (engl. degree of substitution, DS)
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Spektar masa otopine hidroksipropil-p-ciklodekstrina u identi¢nom sustavu otapala snimljen
je takoder i ionizacijom elektroraspsenjem u negativnom nacinu te je prikazan graficki na slici
29 te tabli¢no u tablici 19. Ovaj spektar masa jednostavniji je u odnosu na spektar masa Kkoji
je snimljen u pozitivnom nacinu rada na ¢iju smo kompleksnost ve¢ ranije ukazali. Bazni
signal spektra masa odgovara molekulskom ionu sa sedam hidroksipropilnih supstituenata u
obliku adukta s formijatnim anionom, [M+HCOO] . Osim toga, izrazeni su i signali
molekulskih iona sa Sest, odnosno osam hidroksipropilnih supstituenata u obliku identi¢nog
adukta. Nadalje, spektar masa sadrzi signale molekulskih iona sa stupnjem supstitucije 4, 5, 9,
10 u obliku adukata s formijatnim anionom, no relativni intenziteti tih molekulskih iona su
manji u odnosu na ranije navedene. Na temelju spektara masa dobivenih u pozitivnom i
negativnom nacinu ionizacije elektrorasprSenjem moguce je zakljuciti kako je prosjecan
stupanj supstitucije molekule ciklodekstrina hidroksipropilnim funkcionalnim skupinama

priblizno jednak sedam.
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Slika 29. Spektar masa otopine HPBCD (¢ = 4,40-10 > mol dm™) u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI-, napon fragmentora 50,0 V
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Tablica 19. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS
spektra otopine HPBCD (¢ = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda = 1:1.

lonizacija ESI—, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Tocan m/z Relativan intenzitet / % | Asignacija signala
1411,5328 1411,5354 17,09 [DS4+HCOO]
1423,5685 1423,5718 9,74 [DS5-H]
1469,5746 1469,5773 42,33 [DS5+HCOO]
1527,6171 1527,6192 82,34 [DS6+HCOO]
1585,6591 1585,6610 100,00 [DS7+HCOO]
1643,6998 1643,7029 60,58 [DS8+HCOO]
1701,7465 1701,7448 19,64 [DS9+HCOO]
1759,7825 1759,7866 4,12 [DS10+HCOO]

*DS — stupanj supstitucije HPBCD (engl. degree of substitution, DS)

4.3.1. MS/MS analiza odabranih iona hidroksipropil-s-ciklodekstrina

Eksperimenti tandemne spektrometrije masa provedeni su na jednostruko nabijenim
molekulskim ionima hidroksipropil-s-ciklodekstrina, [DS6+H]" i [DS6+HCOQ] ", primjenom
vrijednosti kolizijskih potencijala od 10,0 do 40,0 V. Tandemni spektri masa snimljeni su u
rasponu vrijednosti m/z od 100 od 3200. Teorijska cijepanja veza unutar hidroksipropil-4-
ciklodekstrina ukljuuju cijepanja glikozidne veze izmedu glukopiranoznih podjedinica te
cijepanja veza unutar glukopiranoznih prstenova te veza izmedu glukopiranoznih jedinica i
hidroksipropilnog supstituenta (—CsHgO, 58 Da). Tandemni spektar masa snimljen u
pozitivnom nacinu ionizacije elektroraspr§enjem uz primjenu kolizijskog potencijala od 20,0
V prikazan je grafi¢ki na slici 30 i tabli¢no u tablici 20. Navedeni spektar masa sadrzi niz
fragmenata izmedu kojih se u velikom broju slucajeva uocavaju uniformne razlike u m/z
vrijednostima, a koje se posljedica cijepanja supstituiranih (CgH1606, —220 Da), odnosno
nesupstituiranih  glukopiranoznih jedinica (CgH100s, —162 Da). Relativni intenzitet
molekulskog iona smanjuje se povecanjem iznosa kolizijskog potencijala $to je vidljivo nakon
usporedbe s tandemnim spektrom masa koji je dobiven primjenom kolizijskog potencijala od
10,0 V (slika D15) gdje bazni signal pripada molekulskom ionu [DS6+H]". U tandemnom
spektru masa prikazanom na slici 30. navedeni ion nije najizraZeniji, ve¢ je najizraZeniji
signal dvostruko supstituirane molekule glukopiranoze s vezanim protonom koji daje
jednostruki naboj pri vrijednosti m/z od 279,1429. Osim navedenog velik relativni intenzitet
ima ion pri vrijednosti m/z od 441,1952 koji odgovara dvostruko supstituiranom dimeru

glukoze s protonom koji daje naboj ionu.
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Slika 30. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1483,6248); M=HPBCD DS6. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V

uhe i .

Nakon provedbe MS/MS eksperimenata na jednostruko protoniranom molekulskom ionu,
[DS6+H]", proveden je jos jedan eksperiment tandemne spektrometrije masa uz sukcesivno
povecavanje kolizijskog potencijala u rasponu od 0 do 42,0 V. Iz dobivenih MS/MS spektara
ocitani su relativni intenziteti signala jednostruko protoniranog molekulskog iona te je iz
navedenih podataka konstruiran graf ovisnosti relativne zastupljenosti navedenog iona o
primijenjenom kolizijskom potencijalu, odnosno tzv. breakdown krivulja (slika 31). lon koji
nastaje fragmentiranjem ima vrijednost m/z od 279,1429 te odgovara dvostruko supstituiranoj
jedinici glukopiranoze. Povecanjem iznosa kolizijskog potencijala dolazi do daljnje
fragmentacije tog iona produkta, primjerice na nacin da se uz jedan hidroksipropilni
supstituent eliminira jedna molekula vode c¢ime nastaje jednostruko nabijeni ion pri

vrijednosti m/z od 203,0903.
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Tablica 20. l1zmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+H]" (m/z 1483,6248); M=HPBCD DS6. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V,

kolizijski potencijali 5,0, 10,0, 20,0 i 40,0 V

[M+H]"

Molekulska formula:

Izmjeren m/z

Relativni intenzitet / %

10,00V | 20,00V | 40,00V
CeoH106041, [M+H]" 1483,6185 100,00 37,69 1,14
[M+H]"—C3HsO 1425,5843 3,68 10,87 0,13
[M+H]"~CgH100s 1321,5704 4,64 9,55 /
[M+H]"—CgH1606 1263,5313 9,08 19,67 0,17
[M+H]"-CgH1606—C3HeO 1205,4896 9,25 21,63 0,18
[M+H]"—CoH1606—CgH1005 1101,4767 7,08 22,76 0,12
[M+H]*—(2-CoH1506) 1043,4362 11,63 50,65 0,58
[M+H]"—(2-CoH1606)—C3HsO 985,3949 4,05 23,78 0,51
[M+H]"—(2-CoH1606)~CsH100s 881,3828 6,08 36,32 1,21
[M+H]"™—(3-CoH1606) 823,3418 7,34 44,70 2,22
[M+H]"—(3-CoH1606)-C3HgO 765,2991 3,63 31,39 1,61
[M+H]"—(2-:CgH1606)—(2-:CsH100s) 719,3312 2,42 22,71 1,58
[M+H]"~(3-CgH1606)-CsH100s 661,2902 6,02 53,18 5,14
[M+H]*—(4-CoH1506) 603,2482 4,77 56,93 10,02
[M+H]"—(3-CgH1606)—(2-CH100s) 499,2376 5,53 36,99 9,40
[M+H]"—(4-CoH1606)~CsH100s 441,1952 7,97 78,00 32,83
[M+H]"™—(5-CoH1606) 383,1536 3,52 36,15 25,14
[M+H]"—(4-CgH1606)—(2-CeH100s) 279,1429 11,78 100,00 74,52
[CoH1606+H]" 221,1009 7,00 61,53 50,83
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Slika 31. Breakdown krivulja molekulskog iona hidroksipropil-p-ciklodekstrina sa Sest
hidroksipropilnih supstituenata (m/z = 1483,6185)
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Eksperimentima tandemne spektrometrije masa u negativnom nacinu ionizacije analiziran je
molekulski ion u obliku adukta s formijatnim anionom, [DS6+HCOO]", a MS/MS spektar
dobiven primjenom kolizijskog potencijala od 10,0 V prikazan je graficki na slici 32, dok su
spektri masa dobiveni koriStenjem kolizijskih potencijala u iznosima od 20,0 V i 40,0 V
prikazani u dodatku (slika D17 i slika D18). Spektar masa sadrzi dva signala pri ¢emu bazni
signal odgovara navedenom molekulskom ionu, [DS6+HCOO] pri vrijednosti m/z od
1527,6205 jedinica. Upola manji relativni intenzitet ima deprotonirani molekulski ion
[DS6-H] pri vrijednosti m/z od 1481,6160 koji nastaje nakon cijepanja mravlje Kiseline.
Poveéanjem iznosa kolizijskog potencijala povecava se relativni intenzitet deprotoniranog
molekulskog iona te u MS/MS spektru dobivenom koristenjem kolizijskog potencijala od 20,0
V navedeni ion ima bazni signal. S druge strane, relativni intenzitet molekulskog iona u
obliku adukta s formijatnim anionom opada te u spektru masa dobivenom uz koriStenje

kolizijskog potencijala od 40,0 V potpuno izostaje.
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Slika 32. MS/MS spektar iona [M+HCOQ] (m/z 1527,6171); M=HPBCD DS6. lonizacija
ESI-, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V
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Obzirom na dobivene MS/MS spektre moguce je zakljuciti kako ne dolazi do svih cijepanja
veza koja su teorijski moguca, veé¢ samo nekih. Produkti fragmentacije molekule
hidroksipropil-p-ciklodekstrina prikazani su na slici 33. Fragmentacija molekule ide
postepeno, odnosno gubitkom po jedne molekule glukoze ili jedne hidroksipropilne skupine.
lako molekula fragmentira gotovo do molekule glukoze, dvostruko supstituirana glukoza
predstavlja najstabilniji produkt fragmentacije obzirom da je relativni intenzitet navedenog

signala najveci.

[CooH 106041 TH]
m/z 1483,6185

/,
0@. 6_90
> 7
3 220 Da !
| y
-162 D Hg701.]"
[C57H101040]' — [Cs1Hg O55]" [/(:5435705;]()
m/z 14255843 m/z 1263,5313 m/z 1321,5704
-220 Da
-220 Da -220 Da
y Y
[CagHgsO034]" [CyaH75059] [CasHg Oz0]"
m/z 1205,4896 m/z 1043,4362 m/z 1101,4767
-220 Da -220 Da 2220 Da
y y
[C39Hg6044]" [C33Hs3043] [C36Hg5024]"
m/z 985,3949 m/z 823,3418 m/z 881,3828
3
o
-220 Da -220 Da N -220 Da
y
[C30Hs5302]" [Co4Hg30,7] [C30Hs5010]' [C27H49015]"
m/= 7652991 m/z 603,2482 m/z 7193312 m/z 661,2902
-220 Da -220 Da -220 Da
[C1sHp70p ] [Co1H300,5] [C15H330,5]"
m/z 383,1536 m/z 4992376 miz 441,1952
-162 Da 220 Da 220 Da
[CoH1706]" [C12H2;07] [CoHy704]"
m/z 221,1009 m/z 279,1429 m/z221,1009

Slika 33. Pojednostavljena shema fragmentacije jednostruko protoniranog molekulskog iona
HPBCD
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4.4. Analiza otopine cinarizina i p-ciklodekstrina spektrometrijom masa
Spektrometrijom masa analizirana je otopina inkluzijskog kompleksa u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1, a spektri masa snimljeni su u rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200.
Prilikom snimanja koriStena je ionizacija elektrorasprSenjem, pri ¢emu su generirani samo
pozitivno nabijeni ioni (ESI+). Spektar masa prikazan je graficki na slici 34, ali 1 tabli¢no u
tablici 21. U spektru masa najizrazeniji siganali potje¢u od molekulskog iona cinarizina te
njegovih fragmentnih iona zbog Cega je od navedenog spektra masa oduzet spektar masa
cinarizina te je dobiveni spektar prikazan na slici 35. Iako je signal koji potje¢e od prisutnosti
kompleksa cinarizina i f-CD vidljiv pri m/z 1503,6042, oduzimanjem spektra masa cinarizina
(slika 35), a naknadno i spektra masa f-CD (slika 36) dobiven je spektar masa u kojemu se
mnogo jasnije vide signali koji su se mogli pripisati kompleksima koji nastaju interakcijama
lijeka i ciklodekstrina.
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Slika 34. Spektar masa otopine cinarizina s $-CD (c = 4,40-10"> mol dm™) u sustavu otapala

metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V
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Slika 35. Spektar masa otopine cinarizina s p-CD (c = 4,40-10° mol dm™) u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1 nakon oduzimanja spektra masa cinarizina. lonizacija ESI+, napon

fragmentora 50,0 V

U kona¢nom spektru masa, nakon oduzimanja pojedinacnih spektara masa cinarizina i f-
ciklodekstrina, najizrazeniji je signal protoniranog molekulskog iona koji se sastoji od jedne
molekule B-ciklodekstrina i jedne molekule cinarizina, [CzsH2sN2+CaH7O3s+H]" $to
potvrduje postojanje kompleksa u plinskoj fazi. Naravno, navedena vrijednost m/z ni na koji
nac¢in ne moze davati potvrdu inkluzije molekule cinarizina u ciklodekstrinsku Supljinu.
Nadalje, u spektru masa vidljiv je i dvostruko nabijeni, odnosno dvostruko protonirani
molekulski ion pri vrijednosti m/z od 752,3073 jedinica. Osim toga, nakon oduzimanja
pojedinacnih spektara u MS spektru je vidljiv signal iona koji odgovara molekuli (-
ciklodekstrina s vezanim fragmentom cinarizina pri m/z od 1337,5109. Navedeni fragment
cinarizina nastaje nakon cijepanja C—N veze uslijed ¢ega molekula cinarizina gubi svoj
difenilmetilni dio. Ipak, relativni intenzitet navedenog iona u MS spektru prije oduzimanja
pojedinacénih spektara je izuzetno nizak. U spektru masa je osim molekulskih iona kompleksa
vidljiv ion pri vrijednosti m/z od 1319,4900 jedinica koji odgovara klasteru gradenom od
kompleksa cinarizina s B-CD i jedne molekule B-CD ili kompleksa cinarizina s B-CD u

omjeru 1:2.

Suzana Inkret Diplomski rad



§ 4. Rezultati i rasprava

71

%103
2.6
24

22

Intenzitet

0.8
06
04

0.2

223.0637

E297.0454

L 1654770

F

L

7523073
CBE HOE N2 0O35]+2H)+2

369.2371
(I

- 447.2915

68 H98 N2 035]+H)+

1503.6045

(It

3418

BE——1337.5108

L
o
=)

_k

F1395.9533

"

F1898.6564
2270.7449

M3
=-F
(=]

. . |
00 600 800

.

1000 1200 1400
m/z

1600

1800 2000 2200 2400 2600

Slika 36. Spektar masa otopine cinarizina s B-CD (c = 4,40x10~° mol dm™) u sustavu otapala

metanol:voda = 1:1 nakon oduzimanja pojedinacnih spektara masa cinarizina i 3-CD.

lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Tablica 21. I1zmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS

spektra otopine cinarizina (c = 4,40-10°> mol dm) i B-ciklodekstrina (¢ = 4,40-10 mol dm™)

u sustavu otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Tocan m/z Relativan Asignacija signala
intenzitet / %

1503,6042 1503,6023 1,02 [C42H7QO35'|'C26H28N2‘|'H]+
1319,4900 1319,4849 0,13 [(2-C4oH70035)+CasHogNo+2H]"
1157,3612 1157,3575 3,65 [C42H70035+Na]”
1152,4058 1152,4021 5,26 [C4oH70035+N H4]+
1135,3793 1135,3756 3,45 [CaoH70035+H]"
752,3075 752,3048 0,07 [C42H7oo35+C26H28N2+2H]2+
587,1681 587,1704 1,40 [C42H70035+K+H]2+
579,1788 579,1834 0,23 [CsoH70ss+Na+H]*
369,2402 369,2325 100,00 [CasH2eNo+H]"
201,1388 201,1392 3,32 [C1aH17No]”
167,0896 167,0849 90,50 [CisHu]”
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4.4.1. MS/MS analiza odabranih iona kompleksa cinarizina i p-ciklodekstrina

Tandemni spektri masa snimljeni su za nekoliko odabranih iona kompleksa B-ciklodekstrina i
cinarizina u rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200 jedinica uz primjenu kolizijskih
potencijala u iznosima od 5,0 do 40,0 V. Teorijska cijepanja veza tijekom provedbe MS/MS
eksperimenata ukljucuju disocijaciju kompleksa cinarizina i B-ciklodekstrina te fragmentaciju
obiju molekula kako je navedeno u ranijim poglavljima. Za eksperiment tandemne
spektrometrije masa izabrani su jednostruko i dvostruko nabijeni molekulski ioni kompleksa
cinarizina i f-CD u omjeru 1:1, [C42H70035+C26H23N2+H]+ i [C42H70035+C25H23N2+2H]2+ te
ion pri vrijednosti m/z 1319,4900 koji moze pripadati kompleksu cinarizina i B-CD u omjeru
1:2 ili pak klasteru koji je graden od kompleksa cinarizina i B-CD u omjeru 1:1 i jedne
molekule B-CD. Tandemni spektar masa molekulskog iona pri vrijednosti m/z od 1503,6045
dobiven primjenom kolizijskog potencijala od 20,0 V prikazan je graficki na slici 37, dok su
spektri masa dobiveni uz primjenu kolizijskog potencijala od 5,0, 10,0 i 40,0 V prikazani u
dodatku (slika D19, slika D20, slika D21). Tandemni spektri masa dobiveni primjenom svih
iznosa kolizijskog potencijala prikazani su i tabli¢no (tablica 22). U tandemnom spektru masa
jednostruko nabijenog molekulskog iona kompleksa izraZzena su dva signala, od koji je jedan
molekulski ion kompleksa, a drugi jednostruko protonirani molekulski ion cinarizina. Osim
navedenih iona, u spektru masa u vidljivi i signali fragmenata molekule cinarizina poput
signala pri m/z 167,0847 koji pripada difenilmetilnom kationu [Ci3H11]". Daljnjim
povecavanjem iznosa kolizijskog potencijala dolazi do smanjivanja intenziteta roditeljskog
iona pri m/z 1503,5971 koji pri primjeni potencijala od 40,0 V u potpunosti i§¢ezava, dok
relativni intenzitet jednostruko protoniranog iona cinarizina raste, odnosno dolazi do daljnje
disocijacije kompleksa pri ¢emu se naboj zadrzava na molekuli cinarizina. Pretpostavljena

shema fragmentacije iona kompleksnog spoja je predstavljena na slici 38.
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Slika 37. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1503,6045); M=CIN+B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V

Tablica 22. 1zmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[Ca2H70035+CasHosN2+H]" (m/z 1503,6045). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V,
kolizijski potencijali 5,0, 10,0, 20,0 i 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacifa signala
m/z 50V 10,0V 20,0V 40,0V
1503,5971 100,00 100,00 96,84 1,53 [M+H]"
369,2308 11,95 29,03 100,00 100,00 [CasHogNo+H]"
167,0847 0,18 4,04 10,86 24,67 [CisHi]+
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Slika 38. Pretpostavljena shema fragmentacije jednostruko nabijenog iona kompleksa

cinarizina i p-ciklodekstrina, [C42H79O035+CasH2gN2+H]"

Pomoc¢u rezultata MS/MS analize navedenog iona uz sukcesivno povecanje kolizijskog
potencijala u rasponu od 0 do 52,0 V konstruirana je breakdown krivulja molekulskog iona
kompleksa cinarizina i B-ciklodekstrina (slika 39). Osim breakdown krivulje prikazana je i
krivulja nastanka iona produkta, odnosno molekulskog iona cinarizina koji predstavlja glavni
produkt ove fragmentacije. Obzirom da fragmentacijom molekulskog iona kompleksa dolazi
do povecanja relativnog intenziteta signala molekulskog iona cinarizina, moguce je zakljuciti
kako kompleks cinarizina i [B-ciklodekstrina nastaje, no nije mogucée dobiti dodatne
informacije, odnosno nastaje li inkluzijski kompleks ili je kompleks rezultat nespecifi¢nog

vezanja navedenih dviju molekula.
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Slika 39. Breakdown krivulja molekulskog iona kompleksa cinarizina i B-ciklodekstrina
(m/z = 1503,5971) i krivulja nastanka iona produkta (m/z = 369,2308)

Eksperiment tandemne spektrometrije masa proveden je i na dvostruko nabijenom
molekulskom ionu, [C42H70035+C25H28N2+2H]2+, koji je u MS spektru uoCen pri m/z
752,3075. Tandemni spektar masa dobiven primjenom kolizijskog potencijala u iznosu od 5,0
V je graficki prikazan na slici 40, dok su spektri masa dobiveni primjenom kolizijskog
potencijala u iznosu od 10,0 V, 20,0 V i 40,0 V prikazani u dodatku (slika D22, slika D23,
slika D24) i tablicno u tablici 23. Bazni signal pripada jednostruko nabijenom
difenilmetilnom fragmentu cinarizina, [C13H11]". Ve¢ pri ovako niskom iznosu kolizijskog
potencijala intenzitet iona prekursora jako opada. U spektru masa uoc¢ava se i signal molekule
B-CD pri m/z 1135,3735, ali i signali karakteristi¢nih fragmenata ove molekule koji su vec¢
ranije opisani u ovom diplomskom radu (m/z 973,3191, 811,2690, 649,2199, 487,1626 i
325,1109). Signal koji je primije¢en pri vrijednosti m/z od 1337,5179 je svakako
signal nastaje prilikom fragmentacije kompleksa na nacin da se gubi difenilmetilni dio
cinarizina dok karakteristicni fragment cinarizina (slican onomu koji je opisan prilikom
fragmentacije jednostruko protoniranog iona cinarizina, a uoc¢en pri m/z 201,1379) ostaje u
kompleksu s B-CD. Pretpostavljena shema fragmentacije prikazana je na slici 41. Oc¢ekivano
je da ¢e dvostruko protonirani molekulski ion kompleksa fragmentirati pri nizim

vrijednostima kolizijskih potencijala u odnosu na istovjetni jednostruko protonirani ion, no
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ono $to nije u potpunosti jasno je Cinjenica da se uocavaju razliciti fragmenti. lako signal koji

je primijecen pri vrijednosti m/z 1337,5179 ne moze jednoznacno potvrditi inkluziju molekule

cinarizina u ciklodekstrinsku Supljinu, on svakako ide u prilog takvoj pretpostavci.
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Slika 40. MS/MS spektar iona [M+2H]*" (m/z 752,3075); M=CIN+B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V

Tablica 23. l1zmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[Ca2H70035+CosH2sN+2H]?* (m/z 752,3075). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V,
kolizijski potencijali 5,0, 10,0, 20,0 i 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacifa signala
m/z 50V 10,0 V 20,0 V 40,0 V

1337,5179 28,81 26,36 1,48 / [752,3036-Ci3H11]"
1135,3735 5,56 0,79 0,11 / [CuoH70035+H]"
973,3191 1,48 0,73 / / [1135,3735-CsH1005]"
811,2690 1,65 1,22 0,12 / [973,3191-C¢H100s] "
752,3036 6,73 2,71 2,92 1,80 [M+2H]*
649,2199 1,18 1,55 0,16 / [811,2690—C¢H100s]"
487,1626 1,32 2,41 0,71 / [649,2199—C¢H;005]"
369,2306 25,50 19,39 10,61 0,83 [CosHagNo+H]
325,1109 1,32 7,57 4,84 1,11 [487,1626—CcH100s]"
203,1533 8,78 20,84 88,92 48,49 [C13H1gNo+H]
167,0849 100,00 100,00 100,00 100,00 [CisHu]"
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Slika 41. Shema fragmentacije dvostruko nabijenog iona kompleksa cinarizina i -
ciklodekstrina, [C42H70035+C26H28N2+2H]2+
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Tandemnom spektrometrijom masa analiziran je i ion pri vrijednosti m/z od 1319,4900
jedinica koji odgovara klasteru gradenom od kompleksa cinarizina s f-CD i jedne molekule -
CD ili kompleksa cinarizina s dvije molekule B-CD. Tandemni spektar masa dobiven uz
primjenu kolizijskog potencijala od 5,0 V prikazan je grafic¢ki na slici 42, dok su spektri masa
dobiveni uz primjenu kolizijskih potencijala od 10,0, 20,0 i 40,0 V prikazani u dodatku (slike
D25, D26 i D27). Tandemni spektri masa dobiveni uz primjenu svih iznosa kolizijskog
potecijala prikazani su i tabli¢no (tablica 24). Najizrazeniji signal u MS/MS spektru pripada
jednostruko protoniranom molekulskom ionu cinarizina, dok relativni intenzitet iona
prekursora ve¢ pri malom iznosu kolizijskog potencijala pada u odnosu na bazni signal.
Nadalje, vidljiv je signal pri vrijednosti m/z od 2270,7400 koji odgovara jednostruko
nabijenom ionu gradenom od dvije molekule B-CD. Prisutnost Kklastera dvije molekule (-
ciklodekstrina upucuje na to da samo jedna molekula B-CD interagira s cinarizinom. Spektar
masa takoder sadrzi signal kompleksa gradenog od jedne molekule B-ciklodekstrina i jedne
molekule cinarizina (m/z 1503,5970). Osim toga u spektru masa vidljiv je signal molekulskog
iona B-CD i signal njegovog najstabilnijeg fragmenta pri m/z 325,1120 te karakteristi¢ni

signal difenilmetilnog kationa koji potjece od cinarizina pri m/z 167,0855.
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Slika 42. MS/MS spektar iona [M+2H]?* (m/z 1319,4900); M=CIN+2B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Tablica 24. Izmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+2H]*" (m/z 1319,9908). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
5,0, 10,0, 20,01 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacija signala
m/z 50V 100V 20,0V 40,0V

2269,7384 10,27 9,71 2,61 / [(2:C42H70035)+H]"
1503,5970 1,27 1,18 2,21 0,26 [CegHogO35No+H]"
1319,9908 55,38 3,48 1,31 0,35 [M+2H]2+
1135,3702 2,18 2,62 4,72 2,15 [C42H70035+H]"
369,2315 100,00 100,00 100,00 100,00 [CasHogNo+H]"
325,1120 1,47 1,04 5,09 68,91 [C12H20010+H]+
167,0855 3,52 3,07 10,61 75,52 [CisHu]"

Koristenjem rezultata dobivenih nakon provedbe MS/MS eksperimenata na navedenom ionu

uz sukcesivno povecanje kolizijskog potencijala u rasponu od 0 do 20,0 V konstruirana je

breakdown krivulja iona klastera te krivulja nastanka glavnog produkta fragmentacije.

Navedene krivulje prikazane su na slici 43. Glavni produkt fragmentacije je jednostruko

protonirani molekulski ion cinarizina pri vrijednosti m/z od 369,2315.
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Slika 43. Breakdown krivulja iona klastera (m/z = 1319,9908) i krivulja nastanka iona
produkta (m/z = 369,2315)
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4.5. Analiza otopine inkluzijskog kompleksa cinarizina i hidroksipropil-§-
ciklodekstrina spektrometrijom masa

Spektri masa otopine cinarizina 1 hidroksipropil-B-ciklodekstrina u sustavu otapala
metanol:voda = 1:1 snimljeni su u rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200. Spektri masa
dobiveni su kori$tenjem ionizacije elektroraspSenjem u pozitivnom nacinu rada. Spektar masa
prikazan je graficki na slici 44 i tabli¢no u tablici 25, pri ¢emu su u tablici prikazani samo oni
ioni koji potjecu od kompleksa cinarizina i hidroksipropil-p-ciklodekstrina. U spektru masa
bazni signal pripada jednostruko protoniranoj molekuli cinarizina zbog Cega je od spektra
masa oduzet spektar masa cinarizina zbog lakseg pregleda, a prikazan je graficki na slici 45.
U dobivenom spektru masa slabo su vidljivi ioni koji pripadaju kompleksu jer signali s
najveéim intenzitetom pripadaju molekuli hidroksipropil-p-ciklodekstrina tako da je od
navedenog spektra masa dodatno oduzet i spektar masa HPBCD te je rezultirajuéi spektar

masa prikazan na slici 46.
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Slika 44. Spektar masa otopine cinarizina s HPBCD (c = 4,40-10"° mol dm™) u sustavu

otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V
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Slika 45. Spektar masa otopine cinarizina s HPBCD (c = 4,40-10° mol dm™) u sustavu
otapala metanol:voda = 1:1 nakon oduzimanja spektra masa cinarizina. lonizacija ESI+,

napon fragmentora 50,0 V

U spektru masa koji je prikazan na slici 46. ¢ak i nakon oduzimanja pojedina¢nih spektara
cinarizina i HPBCD bazni signal pripada molekulskom ionu Sesterostruko supstituiranog
HPBCD (DS 6), [CeoH10604+H]". Osim navedenog iona vidljivi su vrlo izrazeni signali ostalih
molekulskih iona HPBCD razli¢itih stupnjeva supstitucije. Signal molekulskog iona
kompleksa cinarizina i Sesterostruko supstituiranog HPBCD, [DS6+CasHasNo+H]", ima maniji
relativni intenzitet u odnosu na navedene ione te se nalazi pri vrijednosti m/z od 1851,8504,
no on je najintenzivniji signal koji potje¢e od nekog kompleksnog spoja cinarizina i HPCD.
Radi bolje preglednosti spektar masa u rasponu vrijednosti m/z od 1600 do 2000 prikazan je
na slici 47. U spektru masa prisutni su i signali kompleksa cinarizina s HPBCD kod kojih je
broj supstituenata na ciklodekstrinu u rasponu od 4 do 8, no njihovi relativni intenziteti su
manji u odnosu na ranije navedeni molekulski ion kompleksa pri vrijednosti m/z 1851,8504.
Nadalje, u MS spektru su prisutni signali iona klastera koji su gradeni od kompleksa
cinarizina s HPBCD i jedne molekule HPBCD. Takoder, ovi signali mogu pripadati i
kompleksima cinarizina i HPBCD u omjeru 1:2, slicno kao sto je bilo u slucaju otopina

cinarizina s B-CD. Jedan takav signal se nalazi pri vrijednosti m/z od 1754,7957, a taj ion
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graden je od molekule HPBCD sa sedam hidroksipropilnih supstituenata, molekule HPBCD s
osam hidroksipropilnih supstituenata te molekule cinarizina, [DS7+DS8+CasHasNo+2H]?".
Nadalje, vidljiv je signal pri vrijednosti m/z od 1696,7531 koji pripada ionu gradenom od 2
molekule HPBCD (DS7+DS6) i molekule cinarizina. U spektru masa vidljivi su i signali iona
koji su gradeni od jedne molekule cinarizina i dvije molekule HPBCD istih stupnjeva
supstituiranosti (6 do 7). Ukoliko promotrimo relativne intenzitete tih signala, moze se
primjetiti kako su signali koji pripadaju ionima koji sadrze dvije molekule HPBCD jednakih
stupnjeva supstitucije imaju veéi intenzitet u odnosu ione koji su gradeni od razlicito
supstituiranih HPBCD molekula.
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Slika 46. Spektar masa otopine cinarizina s HPBCD (c = 4,40-10"° mol dm™) u sustavu
otapala metanol:voda = 1:1 nakon oduzimanja pojedinac¢nih spektara masa cinarizina i

HPBCD. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V
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Slika 47. Spektar masa otopine cinarizina s HPBCD (c = 4,40-10"° mol dm™) u podru&ju m/z

1600 — 2000

Tablica 25. Izmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala iz MS
spektra otopine cinarizina (c = 4,40-10> mol dm™) i HPBCD (c = 4,40-10° mol dm™) u

sustavu otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V

Izmjeren m/z Tocan m/z Relativan Asignacija signala
intenzitet / %

1667,7377 1667,7409 0,05 [2DS6+C26H25No+2H] ™
1696,7531 1696,7622 0,04 [DS7+DS6+CosH2gNo+2H]*
1725,7798 1725,7827 0,03 [2DS7+CosH2sNo+2H]*
1735,7747 1735,7697 0,06 [DS4+CosH2sNo+H]"
1754,7957 1754,8037 0,02 [DS7+DS8+C6H2N,+2H]?
1763,3166 1763,3169 0,01 [DS7+DS8+CosH2gNo+NH,+H]**
1765,7965 1765,7946 0,01 [DS7+DS8+CosH2sNo+Na+H] ™
1793,8115 1793,8116 0,10 [DS5+CosH2sNo+H]"
1851,8526 1851,8535 0,13 [DS6+Co6HogNo+H]”
1909,8940 1909,8953 0,10 [DS7+Co6HogNo+H]"
1967,9341 1967,9372 0,04 [DS8+Co6HgNo+H]"

*DS — stupanj supstitucije HPBCD (engl. degree of substitution, DS)
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4.5.1. MS/MS analiza odabranih iona kompleksa cinarizina i hidroksipropil-s-ciklodekstrina
Eksperimenti tandemne spektrometrije masa provedeni su na nekoliko odabranih iona
kompleksa cinarizina i hidroksipropil-p-ciklodekstrina. Tandemni spektri masa snimljeni su u
rasponu vrijednosti m/z od 100 do 3200 te primjenom kolizijskih potencijala u rasponu
vrijednosti od 5,0 do 40,0 V. Tandemni spektar masa molekulskog iona kompleksa gradenog
od cinarizina i Sesterostruko supstituiranog HPBCD dobiven uz primjenu kolizijskog
potencijala od 20,0 V prikazan je na slici 48, dok su MS/MS spektri dobiveni uz primjenu
kolizijskog potencijala od 5,0, 10,0 i 40,0 V prikazani u dodatku (slika D28, slika D29, slika
D30). Spektri masa dobiveni uz primjenu svih navedenih iznosa kolizijskog potencijala
prikazani su i tabli¢no (tablica 26). U MS/MS spektru prikazanom na slici 48 bazni signal
pripada molekulskom ionu kompleksa, [DS6+CasH2sNo+H]". Osim navedenog, vrlo je izrazen
signal molekulskog iona cinarizina, [CasH2sN2+H]", a uz njega i signal karakteristi¢nog
fragmenta cinarizina tj. difenilmetilnog kationa, [Ci3Hi:]*. Nadalje, vidljivi su i signali s
manjim relativnim intenzitetom koji odgovaraju fragmentnim ionima HPBCD te fragmentima
kompleksa. Tako primjerice dolazi do gubitka jedne hidroksipropilne skupine HPBCD unutar
kompleksa pri ¢emu nastaje ion (m/z 1793,8411) koji je graden od molekule cinarizina i
HPBCD s 5 hidroksipropilnih skupina, [DS5+C6H2sN2+H]". Signali uoéeni pri m/z 661,2721
I 603,2449 pripadaju fragmentima HPBCD koji su ve¢ ranije opisani u poglavlju koje se
odnosi na MS/MS analizu odabranih iona HPBCD. lon pri vrijednosti m/z 661,2721 nastaje
nakon gubitka tri supstituirane (3-220 Da) i jedne nesupstituirane jedinice glukopiranoze (162
Da), dok ion pri vrijednosti m/z 603,2449 nastaje nakon gubitka Cetiri supstituirane jedinice.
U spektru je prisutan i signal iona fragmenta koji predstavlja najstabilniji produkt
fragmentacije  HPPCD, [CioH207+H]" (m/z 279,1426). Obzirom da fragmentacijom
roditeljskog iona kao glavni produkt nastaje molekulski ion cinarizina moguce je zakljuciti
kako cinarizin tvori kompleks sa Sesterostruko supstituiranim HPBCD koji pod utjecajem
kolizijskog potencijala disocira, no nije moguce odrediti radi li se o inkluzijskom kompleksu.

Pretpostavljena shema fragmentiranja navedenog iona prikazana je na slici 49.
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Slika 49. Pretpostavljena shema fragmentacije jednostruko nabijenog iona kompleksa

cinarizina i Sesterostruko supstituiranog HPBCD, [DSG+C26H28N2+H]+
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Slika 48. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1851,8526); M=CIN+HPBCD DS 6. lonizacija
ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V

Tablica 26. 1zmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+H]" (m/z 1851,8526). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
5,0, 10,0, 20,0 40,0 V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacifa signala
m/z 50V 10,0V 20,0V 40,0 V

1851,8453 100,00 100,00 100,00 11,64 [M+H]"
1793,8411 / 1,14 1,54 / [M+H]"-C3Hs0O
1447,5337 / 2,38 2,17 2,49 Nije asigniran
661,2721 / / 1,05 / [Co7H4g01+H]"
603,2449 / / 1,03 / [CQ4H42017‘|'H]Jr
369,2324 12,47 19,82 43,90 100,00 [CasHogNo+H]"
279,1426 2,19 / 2,04 / [C12H2,07+H]"
167,0845 11,23 3,18 15,72 16,54 [CisHu]"
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Pomocu rezultata MS/MS analize navedenog iona uz sukcesivno povecanje kolizijskog
potencijala u rasponu od 0 do 58,0 V konstruirana je breakdown krivulja molekulskog iona
kompleksa cinarizina i Sesterostruko supstituirane molekule HPBCD te krivulja nastanka
glavnog produkta fragmentacije, odnosno jednostruko protoniranog molekulskog iona

cinarizina. Navedene krivulje prikazane su na slici 50.
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Slika 50. Breakdown krivulja molekulskog iona kompleksa cinarizina i Sesterostruko
supstituiranog hidroksipropil-p-ciklodekstrina (m/z = 1851,8453) te krivulja nastanka

molekulskog iona cinarizina (m/z = 369,2324)

Ukoliko usporedimo izgled breakdown krivulje iona kompleksa cinarizina i Sesterostruko
supstituiranog HPBCD i analogne breakdown krivulje iona kompleksa cinarizina i B-CD
mozemo pokusati izvesti zakljucak o stabilnostima iona kompleksa s obzirom na primijenjeni
kolizijski potencijal. Relativni intenzitet signala iona kompleksa CIN+f3-CD doseze vrijednost
od 50 % pri primjeni kolizijskog potencijala od =~ 25,0 V (slika 39), dok relativni intenzitet
signala iona kompleksa CIN+HPBCD DS6 vrijednost od 50 % doseze pri primjeni kolizijskog
potencijala u vrijednosti izmedu 30,0 i 40,0 V (slika 50). Iz navedenog je jasno kako ion
kompleksa CIN+B-CD disocira pri nizim vrijednostima kolizijskog potencijala u odnosu na
ion kompleksa CIN+HPBCD, a prema ¢emu se moze zakljuciti kako cinarizin gradi stabilniji

kompleks s odabranim sintetskim derivatom B-CD u odnosu na kompleks s prirodnim 3-CD.

Suzana Inkret Diplomski rad



4. Rezultati i rasprava 88
§ p

Eksperiment tandemne spektrometrije masa proveden je i na ionu pri m/z 1667,7377 za Koji
smo ve¢ naglasili da moze pripadati klasteru kompleksa cinarizina s HPBCD i jedne molekule
HPBCD ili pak kompleksu cinarizina i HPBCD u omjeru 1:2. MS/MS spektar dobiven
primjenom kolizijskog potencijala od 5,0 V prikazan je na slici 51, dok su MS/MS spektri
dobiveni primjenom kolizijskih potencijala u iznosu od 10,0, 20,0 i 40,0 V prikazani u
dodatku (slika D31, slika D32 i slika D33). Tandemni spektri masa prikazani su i tabli¢éno
(tablica 27). Najizrazeniji signal, odnosno bazni signal odgovara roditeljskom ionu izabranom
za fragmentaciju, [2CeoH106041+CasH2sN2+2H]**, no vrlo je izrazen i signal molekulskog iona
cinarizina koji predstavlja glavni produkt fragmentacije. Osim ova dva navedena signala,
primjetan je i signal klastera dvije molekule Sesterostruko supstituiranog HPBCD pri m/z
2966,2445 $to je istovjetno rezultatima tandemne spektrometrije masa koja je provedena na
jonu m/z 1319,9908 u sklopu analize kompleksa cinarizina s B-CD. Prisutnost signala
navedenog iona u MS/MS spektru upucuje na to da samo jedna od molekula HPBCD

interagira s molekulom cinarizina.
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Slika 51. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 1667,7377); M=CIN+2HPBCD DS 6.

lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Tablica 27. lzmjerene vrijednosti m/z te relativni intenziteti signala iz MS/MS spektra iona
[M+2H]*" (m/z 1667,7377). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijali
5,0,10,0,20,0i 40,0V

Izmjeren Relativan intenzitet / % Asignacija signala
m/z 50V 10,0 V 20,0V 40,0V
2966,2445 5,70 6,02 1,70 0,20 [2CsoH106041+H]"
1667,7355 77,54 31,10 3,47 0,97 [2C60H106041+C26H23N2+2H]2+
369,2314 66,58 100,00 100,00 100,00 [CasHogNo+H]”
167,0850 | 3,85 2,80 3,38 30,27 [CisHu]’

Eksperimenti tandemne spektrometrije masa uz sukcesivno povecavanje kolizijskog
potencijala u rasponu od 0 do 27,0 V provedeni su na navedenom ionu. KoriStenjem podataka
dobivenih eksperimentima tandemne spektrometrije masa konstruirana je breakdown krivulja
iona klastera te krivulja nastanka produkta fragmentacije, odnosno jednostruko protoniranog
molekulskog iona cinarizina. Navedene krivulje prikazane su na slici 52.

Usporedbom izgleda breakdown krivulje navedenog iona klastera i analogne
breakdown krivulje iona klastera kojeg ¢ini kompleks CIN+B-CD i molekula f-CD mozemo
procijeniti i usporediti njihovu stabilnost. Relativni intenzitet signala iona klastera koji
ukljucuje B-CD doseze vrijednost od 50 % pri primjeni kolizijskog potencijala od = 5,0 V
(slika 43), dok relativni intenzitet signala iona klastera koji ukljucuje njegov sintetski derivat
vrijednost od 50 % doseze pri primjeni kolizijskog potencijala od ~ 7,0 V (slika 52). Iz
navedenog se moze zakljuciti kako ion klastera koji gradi B-CD disocira pri nizim

vrijednostima kolizijskog potencijala u odnosu na stabilniji ion klastera koji gradi HPBCD.
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Slika 52. Breakdown krivulja iona klastera (m/z = 1667,7355) i krivulja nastanka iona

produkta (m/z = 369,2314)
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§ 5. ZAKLJUCAK

Spektrometrijom masa visokog razluc¢ivanja uz ionizaciju elektrorasprSenjem analizirane su
otopine pojedina¢nih komponenti: cinarizina, p-ciklodekstrina i hidroksipropil-p-
ciklodekstrina te smjese otopina cinarizina i nabrojanih ciklodekstrina. Cilj diplomskog rada
bio je potvrda postojanja kompleksa cinarizina i odabranih ciklodekstrina u plinskoj fazi.

U spektrima masa otopina pojedina¢nih komponenti koji su dobiveni ionizacijom u
pozitivnom nacinu rada uoéeni su signali jednostruko protoniranih molekulskih iona te u
slucaju spektara masa otopina ciklodekstrina signali jednostruko i dvostruko nabijenih
adukata s Na’, K" i NH,". U spektrima masa otopina ciklodekstrina koji su dobiveni
ionizacijom u negativnom nacinu rada uoceni su signali jednostruko deprotoniranih
molekulskih iona te intenzivni signali adukata s formijatnim anionom koji su posljedica
prisutnosti mravlje kiseline u koriStenoj mobilnoj fazi. U spektrima masa smjesa otopina
cinarizina i B-CD koji su dobiveni pozitivnim nacinom ionizacije uoceni su signali
jednostruko (m/z 1503,6042) i dvostruko protoniranih iona (m/z 752,3075) koji su upucivali
na postojanje kompleksa u omjeru 1:1 u plinskoj fazi. Uocen je i signal koji je prema omjeru
mase i naboja (m/z 1319,4900) odgovarao kompleksu u omjeru 1:2 za koji je nakon MS/MS
analize pretpostavljeno da je zapravo klaster kompleksa cinarizina i f-CD u omjeru 1:1 te
jedne molekule CD. U spektrima masa smjesa otopina cinarizina i HPBCD uoceni su signali
kompleksa koje su tvorili cinarizin i molekule CD razli¢itog stupnja supstituiranosti u omjeru
1:1 od koji su najintenzivniji bili oni kod kojih je molekula CD bila supstituirana s 5 (m/z
1793,8115), 6 (m/z 1851,8526) te 7 hidroksipropilnih skupina (m/z 1909,8940). U spektrima
masa smjesa otopina cinarizina i odabranin CD koji su dobiveni negativnim nac¢inom
1onizacije nisu uoceni signali koji bi se mogli asignirati kompleksima.

Analizom tandemnom spektrometrijom masa pokusalo se dobiti vise informacije o
nadinu vezanja cinarizina i CD, ali i procijeniti te usporediti stabilnost kompleksa cinarizina s
odabranim CD u plinskoj fazi. U MS/MS spektrima jednostruko protoniranih iona kompleksa
cinarizina s B-CD te s HPBCD najintenzivniji signal pripisan je jednostruko protoniranom
molekulskom ionu cinarizina iz ¢ega je zakljuCeno kako kompleks disocira pod utjecajem
kolizijskog potencijala. Na temelju izgleda breakdown krivulja koje su konstruirane

koriStenjem MS/MS rezultata ovih jednostruko protoniranih iona kompleksa zakljueno je
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kako cinarizin s HPBCD tvori ne$to stabilniji kompleks u odnosu na kompleks s f-CD u
plinskoj fazi. Prilikom MS/MS analize dvostruko protoniranog iona kompleksa cinarizina s f3-
CD uocen je signal pri m/z 1337,5179 koji upucuje, no ne potvrduje inkluziju molekule
cinarizina u ciklodekstrinsku Supljinu. Naime, ovaj signal posljedica je fragmentacije
molekule cinarizina (i gubitka difenilmetilnog dijela) pri ¢emu zaostali dio molekule
cinarizina ostaje vezan za 3-CD.

Kako bi se nedvojbeno potvrdila inkluzija molekule cinarizina u ciklodekstrinsku
Supljinu na koju spomenuti rezultat upucuje, analiza smjesi otopina cinarizina i ciklodekstrina
NMR spektroskopijom svakako bi bila sljedeéi logican korak u sklopu karakterizacije ovih
kompleksa, budu¢i da se spomenuta tehnika jo§ uvijek smatra najkompletnijom i
najkorisnijom za izuCavanje interakcija ciklodekstrina i molekula gosta. Analiza NMR
spektroskopijom omogucila bi uvid u strukturu kompleksa u otopini, a na temelju rezultata bi
se dobile specificne informacije o orijentaciji molekule cinarizina u Supljini CD te bi bilo
moguce provjeriti korelaciju s rezultatima MS i MS/MS analize u plinskoj fazi koji su

predstavljeni u sklopu ovog diplomskog rada.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

APCI — kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. atmospheric pressure chemical
ionization)

ATR — tehnike prigusene totalne refleksije (engl. attenuated total reflectance)

BCS - biofarmaceutski sustav klasifikacije djelatnin tvari (engl. biopharmaceutical
classification system)

CAD - kolizijom aktivirana disocijacija iona (engl. collision—activated dissociation)

CE — kapilarna elektroforeza (engl. cappilary electrophoresis)

Cl — kemijska ionizacija (engl. chemical ionization)

CID — kolizijom inducirana disocijacija iona (engl. collision—induced dissociation)

CRM — model ostatka naboja (engl. charge residue model)

DSC - razlikovna pretrazna kalorimatrija (engl. differential scanning calorimetry)

DSI — desorpcijska kemijska ionizacija (engl. desorption chemical ionization)

EE" —ioni s parnim brojem elektrona (engl. even-electron ion)

El — ionizacija elektronima (engl. electron ionization)

EMA — Europska agencija za lijekove (engl. The European Medicines Agency)

ESI — ionizacija elektrorasprSenjem (engl. electrospray ionisation)

FAB — ionizacija brzim atomima (engl. fast atom bombardment)

FTIR — infracrvena spektroskopija s Fourierovom transformacijom (engl. Fourier transform
infrared spectroscopy)

GRAS - engl. generally recognized as safe

HPLC - tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. high-performance liquid
chromatography)

HPBCD — 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin

HSM — temperaturno ovisna mikroskopija (engl. hot-stage microscopy)

IEM — model isparavanja naboja (engl. ion evaporation model)

ITC — izotermalna titracijska kalorimetrija (engl. isothermal titration calorimetry)

LC-MS — vezani sustav tekuc¢inska kromatografija — spektrometrija masa

MALDI — matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zrac¢enjem (engl. matrix

assisted laser desoption ionization)
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MS — spektrometrija masa, spektar masa

MS/MS — eksperimenti tandemne spektrometrije masa, tandemni spektri masa

NMR - spektroskopija nuklearne magnetske rezonancije (engl. nuclear magnetic resonance
spectroscopy)

OE™ — ioni s neparnim brojem elektrona (engl. odd-electron ion)

PD — desorpcija plazmom (engl. plasma desorption)

PXRD - difrakcija rendgenskog zracenja na polikristalnom uzorku (engl. powder X-Ray
diffraction)

Q — kvadrupolni analizator masa (engl. quadrupole)

Q-TOF — hibridni instrument koji ima vezan kvadrupolni i analizator masa koji mjeri vrijeme
leta

SCXRD - difrakcija rendgenskog zracenja na jedini¢nom kristalu (engl. single crystal X-ray
diffraction)

SEM — pretrazna elektronska mikroskopija (engl. scanning electron microscopy)

SIMS - spektrometrija masa sekundarnih iona (engl. secondary ion mass spectrometry)

TGA — termogravimetrijska analiza (engl. thermogravimetric analysis)

TOF — analizator masa koji mjeri vrijeme leta (engl. time of flight)

TSP — ionizacija termorasprSenjem (engl. thermospray ionization)

USFDA — Americka agencija za hranu i lijekove (engl. The United States Food and Drug
Administration)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (World Health Organization)

B-CD — B-ciklodekstrin
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Slika D1. MS/MS spektar jednostruko nabijenog molekulskog iona cinarizina, [M+H]" (m/z
369,2415). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D2. MS/MS spektar jednostruko nabijenog molekulskog iona cinarizina, [M+H]" (m/z

369,2415). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D3. MS/MS spektar jednostruko nabijenog molekulskog iona cinarizina, [M+H]" (m/z

369,2415). lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D4. MS/MS spektar iona m/z 773,4360. lonizacija ES1+, napon fragmentora 50,0 V,
kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D5. MS/MS spektar iona m/z 773,4360. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V,
kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D6. MS/MS spektar iona m/z 773,4360. lonizacija ES1+, napon fragmentora 50,0 V,

kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D7. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1135,3783). lonizacija ESI+, napon fragmentora

50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D8. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1135,3783). lonizacija ESI+, napon fragmentora
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Slika D9. MS/MS spektar iona [M-H] (m/z 1133,3603). lonizacija ESI—, napon fragmentora

50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D10. MS/MS spektar iona [M—H] (m/z 1133,3603). lonizacija ESI—, napon fragmentora
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Slika D11. MS/MS spektar iona [M-H] (m/z 1133,3603). lonizacija ESI-, napon fragmentora

50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D12. MS/MS spektar iona [M+HCOO | (m/z 1179,3705). lonizacija ESI-, napon
fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D13. MS/MS spektar iona [M+HCOQO ] (m/z 1179,3705). lonizacija ESI-, napon
fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D14. MS/MS spektar iona [M+HCOQO ] (m/z 1179,3705). lonizacija ESI-, napon
fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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§ 8. Dodatak xxii
Tablica D1. Izmjerene i tocne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala dvostruko nabijenih iona iz MS spektra otopine

HPBCD (c = 4,40-10~> mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 VV

[M+2H]" [M+2NH,4]" [M+2Na]"
Molekulska Izmjeren Tocan Rel. int. / Izmjeren Tocan Rel. int./ Izmjeren Tocan Rel. int. /
formula: m/z m/z % m/z m/z % m/z m/z %
Cs4H94039, DS 4 / 684,2759 / 701,3036 | 701,3024 2,50 706,2580 | 706,2578 3,50

Cs7H100040, DS 5 713,2976 | 713,2968 511 730,3245 | 730,3234 5,73 735,2796 | 735,2788 9,81

CeoH106041, DS 6 742,3187 | 742,3178 15,47 759,3456 | 759,3443 10,44 764,3007 | 764,2997 21,00

Ce3H112042, DS 7 771,3391 | 771,3387 21,17 788,3663 | 788,3652 12,33 793,3220 | 793,3206 39,87

Ce6H118043, DS 8 800,3594 | 800,3596 19,52 817,3875 | 817,3862 5,90 822,3427 | 822,3416 24,79

CeoH124044, DS 9 829,3797 | 829,3806 9,73 / 846,4071 / 851,3631 | 851,3625 12,66

Tablica D2. 1zmjerene i to¢ne vrijednosti m/z, relativni intenziteti te asignacija signala ostalih dvostruko nabijenih iona iz MS spektra

otopine HPBCD (c = 4,40-10~> mol dm™) u sustavu otapala metanol:voda = 1:1. lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 VV

[M+H+NH,]" [M+H+Na]" [M+H+K]"
Molekulska Izmjeren Totarn m/z Rel. int. / Izmjeren Tocan Rel. int./ Izmjeren Tocan Rel. int./
formula: m/z % m/z m/z % m/z m/z %
Cs1HggO3s, DS 3 / 663,7682 / 666,2422 | 666,2459 0,77 674,2292 | 674,2329 2,01
Cs4Hg4O39, DS 4 692,7899 | 692,7892 2,64 695,2646 | 695,2669 2,69 703,2503 | 703,2538 6,14
Cs7H100040, DS 5 721,8112 | 721,8101 8,24 724,2863 | 724,2878 8,69 732,2716 | 732,2748 16,12

CeoH106041, DS 6 750,8326 | 750,8310 18,32 753,3078 | 753,3087 18,45 761,2930 | 761,2957 30,38

Ce3H11204, DS 7 779,8536 | 779,8520 24,53 782,3283 | 782,3297 27,07 790,3139 | 790,3166 35,26

Ce6H118043, DS 8 808,8745 | 808,8729 19,10 811,3505 | 811,3506 20,39 819,3345 | 819,3376 22,36

CeoH124044, DS 9 837,8947 | 837,8938 8,70 840,3709 | 840,3715 13,34 848,3536 | 848,3585 8,23

C7H130045, DS 10 | 866,9147 | 866,9148 2,57 869,3901 | 869,3925 3,14 877,3726 | 877,3794 2,35
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Slika D15. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1483,6248); M=HPBCD DS6. lonizacija ESI+,

napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V

x105
1.34

143.0699

09

0.8

0.7

Intenzitet

06

05

0.34

113.0593

0.2

9.0491

L

]

L
==

Iy

203.0909

2211013

2431212

2791432

4411948

[l
=1

337.1853

=1
=]
L
=
L

499.2371
603.2477

od
L

—————
-

i

— 1447.5618

D; mﬂ I

100

200

930 1000 1100 1200 1300

<L 719.3281
= }-823.3413

Q-

L.
0

600 70 80

(=20 3

300 400
m/z

1400

Slika D16. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1483,6248); M=HPBCD DS6. lonizacija ESI+,

napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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§ 8. Dodatak XXiv
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Slika D17. MS/MS spektar iona [M+HCOQ] (m/z 1527,6171); M=HPBCD DS6. lonizacija
ESI-, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D18. MS/MS spektar iona [M+HCOQ] (m/z 1527,6171); M=HPBCD DS6. lonizacija
ESI-, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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§ 8. Dodatak XXV
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Slika D19. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1503,6045); M=CIN+p-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D20. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1503,6045); M=CIN+B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V
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Slika D21. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1503,6045); M=CIN+p-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D22. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 752,3075); M=CIN+B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V
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§ 8. Dodatak XXVil
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Slika D23. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 752,3075); M=CIN+B-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D24. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 752,3075); M=CIN+f-CD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D25. MS/MS spektar iona [M+2H]?* (m/z 1319,4900); M=CIN+2BCD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V
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Slika D26. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 1319,4900); M=CIN+2BCD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D27. MS/MS spektar iona [M+2H]?* (m/z 1319,4900); M=CIN+2BCD. lonizacija ESI+,
napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D28. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1851,8526); M=CIN+HPBCD DS 6. lonizacija
ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 5,0 V
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Slika D29. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1851,8526); M=CIN+HPBCD DS 6. lonizacija
ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V

Intenzitet
+ 1851.8477

369.2305

167. 0884
1447 5845
L 15060322

—

gf
= i_-_-‘IE"r'I]'.d-'IAJ

2000

X104

1.94
1.84
1.74
164
154
144
134
124
114

3682315

Intenzitet

091
081
071
0.61
0.51
0.41
0.31
0.21
0.7

167.0852
1851.8456

10353757
1447 5570

—

(=]
—

1200 1400 1600 1800 2000

]
=1
[=13 |

200 400 600 800
m/z

Slika D30. MS/MS spektar iona [M+H]" (m/z 1851,8526); M=CIN+HPBCD DS 6. lonizacija
ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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Slika D31. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 1667,7377); M=CIN+2HPBCD DS 6.
lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 10,0 V
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Slika D32. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 1667,7377); M=CIN+2HPBCD DS 6.
lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 20,0 V
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Slika D33. MS/MS spektar iona [M+2H]** (m/z 1667,7377); M=CIN+2HPBCD DS 6.
lonizacija ESI+, napon fragmentora 50,0 V, kolizijski potencijal 40,0 V
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