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SAZETAK

Ovaj rad pruza teorijski uvid u bioloski aktivne tvari ibuprofen i karbendazim, te nacin
njihovog dospijevanja u okolis. Takoder, opisani su osnovni principi kromatografskih

tehnika s naglaskom na UHPLC-DAD-MS/MS te razvoj instrumentalne metode.

Kao otapalo za pripravu standardnih otopina ibuprofena i karbendazima odabran je
metanol. Eksperimentalno je odabrana kolona te sastav pokretne faze za tekucinsku
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umjeravanja, granica dokazivanja i odredivanja, toc¢nosti, preciznosti, prikladnosti

sustava, robusnosti i stabilnosti otopine analita.

Naposljetku, na temelju dobivenih rezultata, donesen je zakljucak o prikladnosti metode

za koriStenje pri analizi realnih uzoraka.
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ABSTRACT

This paper provides a theoretical insight into the biologically active substances ibuprofen
and carbendazim and how they enter the environment. Additionally, the basic principles
of the chromatography techniques in particular UHPLC-DAD-MS/MS are described, as

well as the development of the instrumental method.

To prepare standard solutions of ibuprofen and carbendazim, methanol was selected as a
solvent. The column and the composition of the mobile phase for the liquid
chromatograph were selected experimentally. Additionally, the flow, mobile phase
gradient, column temperature and injection volume were optimized too. On the triple
quadrupole mass spectrometer, the m/z values of precursor ions and product ions,
characteristic transitions for each analyte, and the corresponding collision energy values
were determined. Inert gas pressure that enables the dissociation of the molecular ions as
well as other mass spectrometry parameters were optimized too. The method was
validated by determining specificity, the linear part of the calibration curve, limits of
detection and quantification, accuracy, precision, system suitability, robustness, and

analyte solution stability.

Finally, based on the obtained results, a conclusion about the suitability of the method for

use in real samples analysis was made.
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UvVOD

Ibuprofen je farmakoloski aktivna tvar s protuupalnim djelovanjem, lako dostupna
javnosti, Sto rezultira njenom znacajnom upotrebom. Koristi se za lijeCenje ljudi i
zivotinja, odnosno u medicini i veterini. Sli¢no tomu, karbendazim je takoder aktivna tvar
iz skupine pesticida fungicidnog djelovanja na Sirok spektar gljivicnih nametnika. Ima
minimalan utjecaj na ljudski i zivotinjski organizam te zahvaljuju¢i tome primjenu
pronalazi u suzbijanju i eliminaciji gljivicnih parazita na plodovima biljaka i samim

biljkama.

Tekucinska kromatografija koristi se za odjeljivanje komponenti iz smjese, a za
kvalitativno i1 kvantitativno dokazivanje spregnuta je sa spektrometrijom masa koju
odlikuje vrlo visoka osjetljivost i moguénost identifikacije raznih analita. Detekcija
molekula odvija se na temelju omjera mase i naboja (m/z) iona koji nastaju iz spomenute
Cestice. Detektor s nizom dioda ukomponiran u tekuéinski kromatograf omogucuje

dodatnu potvrdu pri identifikaciji analita.

Razvoj metode za odijeljivanje, kvalitativno 1 kvantitativno dokazivanje tvari
teku¢inskom kromatografijom spregnutom s tandemskom spektrometrijom masa
zahtijeva optimizaciju parametara na uredaju te naposljetku vrednovanje metode
ispitivanjem otopina s poznatom koli¢inom tvari. Vrednovanjem se dobije informacija o

prikladnosti metode za upotrebu u analizi realnih uzoraka.

Zbog ucestale uporabe ibuprofen i karbendazim lako dospijevaju u vodeni okoliS. Stoga
je u ovom radu razvijena i vrednovana metoda za njihovo odijeljivanje iz smjese te

kvalitativno 1 kvantitativno dokazivanje pomo¢u UHPLC-DAD-MS/MS tehnike.



1. OPCIDIO

1.1. TIbuprofen

Ibuprofen (slika 1) je bioloski aktivna tvar iz skupine nesteroidnih protuupalnih lijekova
(engl. Nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID) 1 podskupine derivata propanske

kiseline.!

OH

Slika 1. Struktura ibuprofena.

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) na listu
esencijalnih lijekova svrstala ga je 2010. godine.”> Kao i ostali NSAID, na ljudski i
zivotinjski organizam djeluju protuupalno, analgeticki i antipireticki. Prikladan je za
oralno 1 intravenozno koriStenje te se brzo distribuira u tijelu zbog gotovo stopostotnog
vezanja za albumin krvne plazme.’ Djelovanje ove skupine lijekova temelji se na
inhibiciji enzima ciklooksigenaza (COX), koji su odgovorni za katalizu prve reakcije od
niza kemijskih reakcija sinteze prostaglandina iz arahidonske kiseline. Ibuprofen je
neselektivan prema ciklooksigenazama, odnosno djeluje jednako na obje vrste — COX-1
1 COX-2. COX-1, osim $to kao i COX-2 djeluje na mjestu upale, sudjeluje i u stvaranju

zastitnog sloja zelu¢ane sluznice.!

Ibuprofen je jedan od poznatijih lijekova u svijetu te se koristi u medicini, odnosno za
lijecenje ljudi i u veterini za lijeCenje Zivotinja. Takoder je vrlo lako dostupan §iroj
populaciji jer za njegovu nabavu nije potreban lije¢nicki recept. Nakon oralne
konzumacije dolazi do metabolicke razgradnje ove bioloski aktivne tvari, pri ¢emu se

dio izlu¢i u izvornom, konjugiranom ili hidroksiliranom obliku.?

Zbog Siroko rasprostranjene uporabe lako dospijeva u vodeni okolis, kao produkt
metabolicke razgradnje pri ¢emu se dio derivata ibuprofena vrati u izvorno stanje ili se

transformira u neki toksi¢ni oblik. Drugi nac¢in dospijevanja u okoli$, opcenito, pa tako 1



u vodeni okoli§ je nesavjesnim odlaganjem proizvoda kojima je istekao rok trajanja od
strane samog korisnika ili, u nepovoljnijem sluéaju, od farmaceutskih tvrtki.> Vrijeme

polu-Zivota ibuprofena u vodama uz prisutnost bakterija je oko 20 dana.*

1.2. Karbendazim

Karbendazim (slika 2) je aktivna tvar iz skupine pesticida s fungicidnim djelovanjem.
Zahvaljujuéi benzimidazolnom prstenu u strukturi ubraja se u skupinu benzimidazolnih

fungicida.’

=T
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Slika 2. Struktura karbendazima.

Djeluje na Sirok spektar gljivicnih nametnika te se koristi za tretiranje ratarskih usjeva,
voca, povrc¢a, ukrasnog i1 ljekovitog bilja prije Zetve ili branja, ali 1 za tretiranje plodova
nakon branja. Osim fungicidnog djelovanja na biljke, kod ljudi 1 miSeva moZe imati

antikancerogeno djelovanje.®

Uporaba pesticida u svijetu na godiSnjoj razini doseze vrijednost od 2 milijuna tona, od
Sega 45 % pripada Europi.® Stoga je Svjetska zdravstvena organizacija ispitala toksi¢no
djelovanje karbendazima na ljudski i Zivotinjski organizam te ga na temelju toga uvrstila

u skupinu pesticida s malom vjerojatno$éu akutne opasnosti.’

Tretiranjem poljoprivrednih povrSina karbendazim se Siri u okoliSu, a zalijevanjem i
oborinskim vodama vrlo lako protje¢e u vodeni okoli$ (rijeke, mora, jezera, podzemne
vode 1 sl.). Prema Organizaciji za hranu 1 poljoprivredu (engl. Food and Agriculture
Organization, FAO) vrijeme polu-zivota u tlhu mu je 6 — 12 mjeseci, dok se u vodi polovica

pocetne koncentracije raspadne za 2 — 25 dana.®



1.3. Fizikalna i kemijska svojstva ibuprofena i karbendazima

U tablici 1 prikazani su IUPAC nazivi ibuprofena i karbendazima, njihove molekulske

formule te fizikalna i kemijska svojstva ovih dvaju spojeva.

Tablica 1. Fizikalna i kemijska svojstva ibuprofena’ i karbendazima'®.

IBUPROFEN KARBENDAZIM
[UPAC naziv 2-[4-(2-met11prop11)fen11]- metll-N-('lH-benznnldazol-
-propanska kiselina -2-il)karbamat
Molekulsk
orerus a Ci3Hi302 CoHoN30O2
formula
Molarna masa 206,28 191,19
[g/mol]
Topljivost u vodi
[mg/L] na 25 °C pri 21 8
pH7
Topljivost u etanolu
[mg/mL] na 25 °C 60 0,3
pKa 4,45 4,29
Temperatura 76 %
talista [°C]
Temperatura
vrelista [°C] 157 )

*karbendazim ne prelazi iz ¢vrstog agregatnog stanja u tekuce, ve¢ se pri temperaturi od

300 °C raspada



1.4. Kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda odjeljivanja komponenti smjese na temelju njihove
raspodjele izmedu pokretne i nepokretne faze.!! Ruski botani¢ar i kemi¢ar Mihail S. Cvet
prvi je put opisao u svom radu 1906. godine kada je razdvajao biljni pigment klorofil na
pojedinacne sastavnice. Usku cijev napunio je c¢vrstim kalcijevim karbonatom
(nepokretna faza), zatim na vrh postavio klorofil i na to dolijevao tekuci eter (pokretna
faza) koji je otapao klorofil i omogu¢io protjecanje pigmenta kroz punjenje.'? Iako na
pocetku kromatografija nije dobila pozornost ostalih znanstvenika, s vremenom je
dozivjela ubrzan razvoj te danas podrazumijeva analiticku instrumentalnu tehniku koja

se izvodi na uredaju — kromatografu.!!

Uzevsi u obzir razne faktore postoji nekoliko vrsta podjele kromatografije, a jedna od njih

je na temelju agregatnog stanja pokretne faze. Prema tome moze biti:

o plinska kromatografija — pokretna faza je inertni plin, a uzorak se prevodi u plinovito

stanje nakon injektiranja i prije prolaska kroz kolonu;

o tekucinska kromatografija — pokretna faza je u teku¢em agregatnom stanju, a uzorak

je krutina topljiva u pokretnoj fazi ili tekué¢ina koja se s njom mijesa;'!

o kromatografija pri superkritiénim uvjetima — pokretna faza je superkriti¢ni fluid,
najvecu primjenu ima CO> ¢ija kriti€na tocka je pri temperaturi 31 °C 1 tlaku 72,9

atm.!3

Sljedeca podjela temelji se na obliku nepokretne faze i ostvarivanja kontakta s pokretnom

fazom, pa se razlikuju:

o kolonska kromatografija — nepokretna faza je u obliku stupca (Cvet ju je opisao u

svom eksperimentu);

o ploSna kromatografija — nepokretna faza je kromatografski papir ili sloj sorbensa

nanesen na ¢vrstu plo¢icu od inertnog materijala.!!
Obzirom na ravnotezu izmedu pokretne 1 nepokretne faze, kromatografija se dijeli na:

o razdjelnu kromatografiju — ravnoteza se uspostavlja izmedu dviju tekuéina ili izmedu
tekucine 1 plina, buduéi da je nepokretna faza tekuc¢ina nanesena na inertni ¢vrsti

nosac, a pokretna moze biti tekucina ili plin (slika 3.a);



o adsorpcijska kromatografija — nepokretna faza je ¢vrsta tvar, dok je pokretna tekuca
ili plinovita, stoga ravnoteza se uspostavlja izmedu cvrste i tekuce ili plinovite tvari

(slika 3.b);

o afinitetna kromatografija — na povrsini krute nepokretne faze nalaze se funkcijske
skupine te se razdvajanje temelji na ostvarivanju nekovalentnih interakcija analita s

tim skupinama;

o kromatografija isklju¢enjem — pore u nepokretnoj fazi imaju odredene dimenzije pa
se razdvajanje odvija na osnovu razlike u molekulskoj masi 1 volumenu molekula

analita (slika 3.c);

o kromatografija ionskom izmjenom — kao i kod afinitetne kromatografije na
nepokretnoj fazi nalaze se funkcijske skupine, ovog puta elektrostatski nabijene.

Shodno tome razdvajanje se zasniva na ostvarivanju elektrostatskih interakcija s

analitom (slika 3.d).!"1?

a) b)

Slika 3. Prikaz Cestice nepokretne faze za: a) razdjelnu kromatografiju, b) adsorpcijsku
kromatografiju, c) kromatografiju isklju¢enjem 1 d) kromatografiju ionskom

izmjenom.'?

U slucaju kada na nepokretnoj fazi nema funkcijskih skupina ili ona ne djeluje kao
molekulsko sito (razdjelna 1 adsorpcijska kromatografija) razdvajanje pociva na razlici u
polarnosti pokretne i nepokretne faze. Analit ¢e favorizirati onu fazu s kojom ima sli¢niju

polarnost. Prema tome razlikuju se:
o kromatografija normalnih faza — nepokretna faza je polarnija od pokretne faze;

o kromatografija obrnutih faza — nepokretna faza je manje polarna u odnosu na

pokretnu. >4



1.4.1. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

Teku¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High Performance
Liquid Chromatography, UHPLC) predstavlja naprednu instrumentalnu tehniku koja se
razvila kako bi se unaprijedile radne karakteristike standardne fizikalne metode
teku¢inske kromatografije. Ideja na kojoj pociva razvoj ove tehnike je smanjenje
promjera Cestica punjenja kolone do oko 2 um, ¢ime se povecava dodirna povrSina,
odnosno moguénost interakcija s komponentama smjese te rezultira boljim razdvajanjem.
Budu¢i da smanjenje Cestica proporcionalno utjece i na brzinu protoka pokretne faze, da
bi ona protjecala optimalnom brzinom kroz kolonu, potrebno je primijeniti poviseni

tlak.!

Kolone za UHPLC uredaje mogu biti punjene trima vrstama Cestica: Cesticama koje su
cijelim volumenom porozne, ¢esticama ¢iji volumen je u cijelosti neporozan te onima s
neporoznom jezgrom i poroznim omotaem (engl. core-shell nanoparticles). Potpuno
porozne Cestice po kemijskoj strukturi su silicijev dioksid, metalni oksidi ili neki polimer.
Takve kolone su specificne po tome $to mogu izdrzati tlak do 1300 bara. Medutim najveéu
primjenu imaju Cestice Cija jezgra je neporozna, a omota¢ porozan (slika 4). Kolone
punjene ovom vrstom cestica, za razliku od onih punjenih potpuno poroznim esticama,
mogu podnijeti nesto manje tlakove — 600 ili 1000 bara. Bez obzira na to njihova primjena
je velika jer omogucavaju dobre performanse odvajanja. Nasuprot njima, potpuno
neporozne ¢estice nisu pronasle svoje mjesto u ovoj tehnici zbog male dodirne povrsine
$to dovodi do ograni¢enog vezanja komponenti smjese velike molekulske mase.'® Idu¢i
cilj u razvoju tekucinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti, odnosno kolona za
njenu primjenu, je njihov §to manji unutarnji promjer (nekoliko milimetara) kako bi se
toplina oslobodena prolazom mobilne faze, nastala zbog velikog otpora protjecanju, $to

lakse prenijela u okolinu i punjenje termostatiralo na zadanu temperaturu. '

Slika 4. Presjek core-shell Gestice.!’



Na osnovi prethodno navedenog izradeni su uredaji za UHPLC koji ukljucuju spremnik
za mobilnu fazu, pumpu, uzorkivaé, kolonu, detektor i racunalni program za obradu

podataka i konstruiranje grafickog prikaza — kromatograma (slika 5).

=R
uzorkivad

spremnik za
mobilnu fazu

pumpa

kolona

krOmatogram @ | -
J
L N N J

otpad

Slika 5. Shematski prikaz uredaja za tekuc¢insku kromatografiju ultravisoke

djelotvornosti.'8

Moderni kromatografi sadrZavaju Cetiri boce s pokretnim fazama, tj. otapalima (slika 6),
medutim moguce je koristiti i viSe od Cetiri otapala na nacin da se u jednoj boci pomijesaju
dva ili viSe otapala, ¢ime se omogucuje razvoj metode s vrlo visokim performansama
razdvajanja. Takoder moguce je podesiti izokratni protok §to znaci da protjece samo jedno
otapalo ili viSe otapala sa stalnim omjerom. S druge strane je gradijentni protok gdje dvije

ili viSe komponenti pokretne faze, koje se najéesce razlikuju po polarnosti, tijekom

9

trajanja mjerenja protjec¢u u razli¢itim, zadanim, omjerima.’

Slika 6. Boce s pokretnim fazama/otapalima.



Nadalje, pumpe za UHPLC instrument odlikuje generiranje vrlo visokog tlaka koji ¢e
omoguciti protok od 0,1 do 10 mL/min. Isto tako moraju osigurati kontinuiran protok bez
odstupanja vecih od 0,5 % od zadanog. Nakon §to se uspostavi protok pokretne faze
moguce je injektirati uzorak, pri cemu se on nastavlja kretati u struji ve¢ spomenute faze.
Za uzorkovanje i injektiranje uzorka zaduZen je automatski uzorkivac (slika 7) te moze
uzorkovati od 1 do 100 puL uzorka. Bodice sa uzorcima su smjeStene u postolju
predvidenom za njih, odnosno u prostoru kojem je moguce pomocu racunalnog programa

podesiti temperaturu.'®

Slika 7. Postolje s boCicama 1 sustav za automatsko uzorkovanje.

Potom uzorak i pokretna faza prolaze kroz kolonu. Obi¢no, za ovu namjenu, koriste se
kolone duzine 10 — 15 cm 1 promjera 3 — 5 mm te se nalaze u dijelu uredaja
termostatiranom na zadanu temperaturu (slika 8). Nerijetko prije kolone nalazi se kraca
pretkolona, ¢ija svrha je uklanjanje necistoca iz tekuce faze, da se izbjegne oneciS¢enje
skupljih, glavnih kolona, a time i njihova ¢e$¢a zamjena. Nakon toga pokretna faza odnosi
komponente razdijeljene smjese do detektora, a na racunalu se dobiju graficki i numericki
podaci. Eluat naposlijetku odlazi u otpad, ukoliko se ne radi o preparativnoj

kromatografiji kada se komponente skupljaju u posude predvidene za to."’

Slika 8. Kolona u termostatiranom prostoru.



1.4.2. Detektori

Kromatografska istrazivanja, osim razdvajanja komponenti smjese, Cesto zahtijevaju

njihovo kvalitativno i kvantitativno dokazivanje, Sto omogucuje detektor. Detektor moze

biti integralni dio uredaja za kromatografiju ili zaseban uredaj povezan (spregnut) s

kromatografom. Dobre detektore odlikuje: visoka osjetljivost (10> do 10® g analita po

sekundi), jednostavnost upotrebe, brzi odziv, linearan raspon za nekoliko redova veli¢ine

i dobra ponovljivost.?

Slijedom navedenog detektori se dijele ovisno o tehnici na kojoj se temelji njihov rad, a

neki od vaznijih za UHPLC su:

o

detektori apsorpcije ultraljubicastog i vidljivog dijela elektromagnetskog zracenja
(engl. Ultraviolet and Visible emissions, UV-Vis) — koncentracija analita je
proporcionalna koli¢ini apsorbirane svjetlosti, odnosno ta vrijednost se pretvara u

analiticki signal; razlikuju se tri vrste ovih detektora, ovisno mjere li pri fiksnoj ili

detektori fluorescencije — tvari koje fluoresciraju, izloZzene UV-Vis zrafenju, emitiraju

svjetlost vecih valnih duljina, Sto se detektira i pretvara u signal;

elektrokemijski detektori — na elektrodama analiti s redoks svojstvima se oksidiraju
ili reduciraju, odnosno uzrokuju promjene u vrijednostima struje $to se pretvara u

analiticki signal;

detektori indeksa loma — signal se dobiva na temelju razlike u vrijednostima indeksa

loma same pokretne faze i one u kojoj je prisutan analit;*!

detektor rasprSenja svjetlosti isparavanjem (engl. Evaporative Light Scattering, ELS)
— eluat se inertnim plinom rasprsi u fini sprej, potom se zagrije do temperature koja
osigurava isparavanje mobilne faze te se poSalje snop svjetlosti ¢ije rasprSenje na

Cesticama analita se detektira i prevodi u analiticki signal; %!

spektrometrija masa — o ovom detektoru vise u odlomku 1.5.
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Cesto koristen je detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector, DAD) i
spektrometar masa. Rad DAD-a zasniva se na mjerenju apsorpcije UV-Vis svjetlosti,
odnosno na spektrofotometriji. U svezi s time naziv duguje nizu od 512 ili 1024 dioda(e),
ovisno o modelu i proizvodacu, koje mjere intenzitet svjetlosti nakon prolaska kroz
uzorak. Dakle moze se mjeriti intenzitet svjetlosti viSe odredenih valnih duljina, kao i
cijelog spektra, u isto vrijeme, Sto detektori iz ove skupine koji mjere pri fiksnoj ili
promjenjivoj valnoj duljini ne mogu. Osim toga detektorima koji mjere pri promjenjivim
valnim duljinama svjetlost emitirana iz lampe prvo odlazi na difrakcijsku resetku, zatim
se zadana valna duljina filtrira i potom prolazi kroz proto¢nu ¢eliju, odnosno uzorak, dok
u sluc¢aju DAD-a svjetlost emitirana iz lampe prolazi kroz uzorak, a zatim se rasprSuje na

difrakcijskoj reSetki i1 naposljetku intenzitet se svjetlosti detektira na nizu dioda

(slika 9).'®

niz dioda

prolaz

difrakcijska

resetka

lampa proto¢na celija

Slika 9. Shematski prikaz detektora s nizom dioda u UV podrucju elekromagnetskog

zradenja.'8
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1.4.3. Kromatogram

Informacije dobivene na detektoru racunalnim se programom prevode u informaciju
razumljivu analitiCaru — kromatogram (slika 10), drugim rijecima to je graficki prikaz
ovisnosti koli¢ine tvari, iskazane u odredenoj mjernoj veli¢ini, o vremenu ili volumenu
eluiranja. Podaci dobiveni u kromatogramu omogucuju identifikaciju komponente
eluirane s kolone. Osim identifikacije komponenti iz kromatograma je takoder moguce

dobiti informaciju i o koli¢ini prisutnog analita, na temelju povrsine ispod krivulje.!!

; tr
." i * ]
© | |
[ I H
= —
@ : e Wiz h
g |
2 112h
g t ¥
e} | W N
injektiranje nezadrzani kamponenta A komponenta B
uzorka sasiojak
| | | -
vrjeme ———*
Ty t ty

Slika 10. Primjer kromatograma za uzorak s dvije komponente 1 kromatografski

parametri.!!
Iz kromatograma moguce je ocitati vrijednosti za:

o zadrZano vrijeme (fm) — vrijeme koje je potrebno nezadrzanoj komponenti (pokretna
faza) za prolazak kroz kolonu;

o ukupno vrijeme zadrZavanja () — vrijeme proteklo od injektiranja uzorka u kolonu
do maksimalnog odziva komponente;

o prilagodeno vrijeme zadrzavanja (') — ukupno vrijeme zadrzavanja pojedine
komponente umanjeno za zadrzano vrijeme, tj. vrijeme koje je komponenta provela
vezana za nepokretnu fazu;

o visina kromatografske krivulje (%);

o Sirina kromatografske krivulje (w) 1 Sirina kromatografske krivulje na polovici visine
(wip).!!
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Za dobivanje $to vjerodostojnijih rezultata bitno je da se signali za dvije ili viSe
komponenata ne preklapaju, stoga je to jedan od ciljeva pri razvoju metode. Mjera koja
opisuje uspjeSnost odjeljivanja naziva se razlucCivanje (Rs) te je za neometanu

kvantitativnu analizu bitno da ta vrijednost bude veca od 1,5 (slika 11).

JednadZzba kojom se racuna vrijednost razlucivanja je:

R = 2-{(tr)g — (tr)a}

S
WA+WB

A je krace zadrzana komponenta, a B duze zadrzana komponenta.

Prema tome, razluivanje se moze poboljSati povecavanjem razlike u vremenu
zadrzavanja ili smanjivanjem $irine kromatografskih krivulja, Sto se postize smanjenjem

koncentracije analita.!!

RS:1 RS=1,5 RS=2

R

Slika 11. Osnovni prikaz kromatografskih krivulja s razli¢itim vrijednostima

razlu¢ivanja.?
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1.5. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry, MS) je analiticka tehnika za proucavanje
atomskih masa atoma ili molekulske mase molekula te njihovih fragmenata.?? Odlikuje
se vrlo visokom osjetljivoscu, kao 1 vrlo niskim granicama odredivanja i dokazivanja,
brzinom i moguénoséu uporabe za razli¢ita ispitivanja.* Osnovu za razvoj spektrometrije
masa postavio je engleski fiziCar Joseph J. Thomson kada je 1987. godine svojim
instrumentom, ¢iji rad se temeljio na odbijanju katodnih zraka, mjerio omjer naboja i
mase (e/m) osnovne Cestice — elektrona. Dvije godine kasnije, uz pomo¢ suradnika E.
Everetta Evansa razvio je instrument za istovremeno mjerenje e/m 1 naboja (e) Sto je
omogucilo mjerenje mase elektrona. Nakon toga je Thomson uz pomo¢ suradnika
Francisa W. Astona razvio instrument u kojem su se elektricnim praznjenjem plina
stvarali ioni, koji su prolazili kroz paralelna elektricna i magnetska polja. Putanja iona je

bila paraboli¢na, a na kraju su detektirani na fotografskoj plo¢i.?®

Danas se uredaj za spektrometriju masa naziva spektrometar masa. Osnovni dijelovi
uredaja su sustav za uvodenje uzorka, ionizator, analizator masa, detektor i racunalo za
obradu podataka zabiljezenih na detektoru (slika 12). U ionizatoru analiti se pretvaraju u
elektrostatski nabijene Cestice, odnosno ione, budu¢i da se u analizatoru masa ubrzavaju
1 odvajaju na temelju omjera mase i naboja (engl. mass-to-charge ratio, m/z). Nakon §to
se u analizatoru masa ioni razdvoje, odlaze do detektora gdje se biljeZi broj nabijenih
Cestica odredenog m/z. S ciljem izbjegavanja interakcija iona i1 komponenti zraka,

analizator masa, detektor i neki ionizatori moraju se nalaziti u uvjetima visokog

vakuuma.>>-*
Svi Odabrani
1001 10ni
sustav za analizator spektar
uvodenje » ionizator > » detektor » P
masa masa
uzorka
Vakuum

Slika 12. Shematski prikaz spektrometra masa.

14



Obradom podataka s detektora, na racunalu se ispisuje graficki prikaz — spektar masa,
kojem je na apscisi omjer mase i naboja Cestice, a na ordinati relativni intenzitet tih Cestica
(slika 13). Svaka molekula pri odredenim uvjetima ima specifi¢no cijepanje na razlicite
ione, Sto omogucuje njenu kvantifikaciju. Najvisi signal na spektru predstavlja ion kojeg
se najvise stvorilo pri ionizaciji molekule te se on zove osnovni signal, dok se koli¢ina
ostalih komponenata racuna na temelju visine signala te komponente u odnosu na osnovni
signal. Nadalje, odziv na najvecoj vrijednosti m/z naziva se molekulski signal jer pripada
ionu molekule, odnosno onom koji se nije pocijepao. Uzevsi u obzir nacin ionizacije, iz

vrijednosti m/z molekulskog signala moze se izraCunati molekulsku masu analizirane
molekule.?*?

100

80
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40

1 molekulski signal
20

osnovni signal

relativni intenzitet

0 . | ' l L | ...1.|_ | : —
0 50 100 150
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Slika 13. Osnovni prikaz spektra masa.*?

U proslosti se koristila spektrometrija masa niske rezolucije spregnuta s kromatografijom
u svrhu dokazivanja poznate molekule. Zahtjevi eksperimenata poceli su ukljucivati
identifikaciju nepoznatih molekula, $to dovodi do razvoja spektrometrije masa visoke
rezolucije. Ova vrsta spektrometrije masa moze razlikovati i stvarati zasebne signale za
ione ¢ija je razlika u molekulskim masama 0,0001 Da ili u nekim sluc¢ajevima 1 manja.

Glavna komponenta spektrometra masa zasluzna za visoku rezoluciju je pravilan izbor
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1.5.1. Vrste ionizatora

Cesto se kromatografske tehnike, pa tako i UHPLC sparuju sa spektrometrijom masa s
namjerom kvalitativnog 1 kvantitativnog dokazivanja analita. Medutim postoji nekoliko
razlika izmedu uvjeta rada tekucinskog kromatografa i spektrometra masa. Kako je ve¢
navedeno, UHPLC radi pod uvjetima poviSenog tlaka i s teku¢im, nehlapljivim uzorcima,
dok MS zahtijeva analite u plinovitom agregatnom stanju i uvjete visokog vakuuma.
Nacin na koji se te razlike nadilaze je izbor prikladnog ionizatora.?* Izbor ionizatora ovisi
o fizikalnim i kemijskim svojstvima analita, kao Sto je agregatno stanje, toplinska
stabilnost te molekulska masa.?® Vrste ionizacije kompatibilne s tekuéinskom
kromatografijom su: ionizacija elektrorasprSenjem, kemijska ionizacija pri atmosferskom
tlaku (engl. Atmospheric Pressure Chemical lonisation, APCI), fotoionizacija pri
atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure Photoionization, APPI), induktivno
spregnuta plazma (engl. Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-MS) i
maticom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija (engl. Matrix Assisted Laser

Desorption/lonization, MALDI).?

Osnovna podjela je na snaznu i slabu ionizaciju. Pri snaznoj ionizaciji (engl. hard
ionization) visoka potencijalna energija se prenosi na analit, $to rezultira cijepanjem na
veliki broj fragmenata. Ovim na¢inom dobiju se informacije o molekulskoj strukturi i
prisutnosti funkcijskih skupina u molekuli. Slaba ionizacija (engl. soft ionization) prenosi
nizu energiju na molekule te dolazi do slabijeg cijepanja. Na ovaj nacin dobije se podatak

o molekulskoj formuli spoja.?®

Ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization, ESI)

Ionizatori ¢iji se rad temelji na ionizaciji elektrorasprSenjem zahtijevaju nastanak
molekulskih iona prije dolaska u taj dio uredaja (slika 14). Stoga se u pokretnu fazu
kromatografije dodaju modifikatori (organske kiseline ili soli i anorganske soli) u malim
koli¢inama. Primjerice, kada je modifikator kiselina mogu nastati pozitivni ioni

protoniranjem molekule (M + H") ili negativni (M — H") deprotoniranjem molekule.*
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Pokretna faza s analitom iz tekudinskog kromatografa zajedno s inertnim plinom za
stvaranje fine maglice ulazi u ionizator kroz kapilaru. Na izlazu iz kapilare pod utjecajem
razlike u naponu s grijanom komorom za prskanje i pomoc¢nog plina za stvaranje fine
maglice nastaje fini aerosol. U tom dijelu kapljice se razlazu na manje, a zatim zbog
odbojnih sila nabijene Cestice oslobadaju se u pojedina¢ne ione u plinovitom agregatnom
stanju. Zbog elektrostatskog privlacenja ulaze u staklenu kapilaru i odlaze u podrucje
vakuuma. Ponovna razlika u naboju konusnog dijela i le¢e uzrokuje ubrzanje iona, pri
gemu se oni sudaraju i potencijalno cijepaju na manje fragmente. Sto je ta razlika manja
stvorit ¢e se manje fragmenata i obrnuto. Nakon toga ioni se le¢ama usmjeravaju na

analizator masa.?

analizator masa
staklena kapilara

lede

\
[l b

0o? = 7

kapilara T I

inertni plin ~ vakuum

vakuum

Slika 14. Shematski prikaz ionizacije elektrorasprsenjem.?’
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1.5.2. Vrste analizatora masa

Analizatori masa, ione nastale u ionizatoru razdvajaju na temelju m/z, pri ¢emu se
primjenjuju magnetsko polje i/ili elektri¢no polje. Na temelju kombiniranja i1 koriStenja
tih polja se razlikuju analizatori. Pet znacajki se promatra za odredivanje radnih
karakteristika analizatora mase: raspon mase (unutar kojeg analizator razdvaja ione),
brzina razdvajanja, prijenos (omjer broja iona koji dodu do detektora i onih koji udu u
analizator mase), to¢nost mase (razlika izmedu teoretskog i izmjerenog m/z) i razlu¢ivanje
(sposobnost da analizator razdvoji dva iona s malom razlikom m/z). ViSe analizatora mase

moze se povezati u niz, s ciljem poveéanja moguénosti eksperimenta.?*

Cetveropolni analizator (engl. Quadrupole, Q)

Cetveropolni analizator masa trenutno je jedan od najpopularnijih u uporabi, a Gesto se
koriste u tandemu dva ovakva analizatora ili u kombinaciji s analizatorom vremena leta.
Promatra se kao filter mase zbog sposobnosti razlikovanja i filtriranja iona razlicitih m/z.
Sastoji se od cetiri, medusobno povezane, cilindricne Sipke (slika 15). Kombinacijom
potencijala izmjeni¢ne struje i radio frekvencijskog potencijala ioni odredenog m/z imaju
stabilnu putanju, a ostali udaraju u Sipku. Jakost ovih potencijala je promjenjiva te se na

taj nacin odvajaju ioni i dobije se spektar masa za uzorak ili analit.*

Cetveropol _» putanja iona

Slika 15. Shematski prikaz ¢etveropolnog analizatora masa.*°
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Trostruki ¢etveropolni analizator (engl. Triple Quadrupoles, QqQ)

Trostruki ¢etveropolni analizator masa tvore, kako mu samo ime kaze, tri ¢etveropola u
nizu (slika 16). Povezivanjem ovih analizatora masa u niz povecane su mogucnosti
pracenja nastajanja i cijepanja iona te je povecana specifi¢nost metoda. Prema tome, u
prvi ¢etveropol ulaze ioni nastali u ionizatoru, tzv. ioni prekursori ili roditeljski ioni te se
razdvajaju 1 propustaju ioni s vrijednostima m/z zadanim u ra¢unalnom programu. Nakon
toga odlaze u drugi Cetveropol, odnosno kolizijsku ¢eliju gdje se odvija disocijacija
izazvana sudarom (engl. Collision Induced Dissociation, CID), utjecajem
radiofrekventnog napona i dotoka inertnog plina, na fragmente, drugim rije¢ima ione
produkte ili ione kéeri. Potom novonastali ioni odlaze u trec¢i cetveropol, gdje se kao u
prvom odvajaju na temelju m/z i odabrani putuju do detektora. Budu¢i da se u ovom
analizatoru masa odvajanje na temelju m/z odvija dva puta, tehnika se naziva tandemska
spektrometrija masa (MS/MS).*!

2. Cetveropol (Q,/q)
ionizator 1. &etveropol (Q,) kolizijska ¢elija 3. &etveropol (Q5) detektor

) )

1 T 1

j )

Slika 16. Shemtski prikaz trostrukog etveropolnog analizatora masa.*°

NajkoriSteniji nacin razdvajanja i detektiranja iona je pracenjem odabranih reakcija
fragmentacije (engl. Selected Reaction Monitoring, SRM). SRM/MRM nacinom
kvantificiraju se analiti iz smjese, na na¢in da prvi cetveropol propusta vrijednost m/z iona
prekursora, dok tre¢i propusta samo vrijednosti omjera mase 1 naboja, ali iona produkta.
Osim ovog nacina koriste se analiza iona produkta (engl. Product ion scan), analiza iona
prekursora (engl. Precursor ion scan) i analiza neutralnog gubitka (engl. Neutral loss

scan).>
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1.6. Vrednovanje metode

Nakon razvoja analiticke metode za dobivanje trazenih podataka, potrebno je vrednovati
tu metodu. Vrednovanje (validacija) je proces dokazivanja prikladnosti metode za
namjeravanu uporabu, odnosno dobivanje dokumentiranih dokaza koji pruzaju visok

stupanj sigurnosti da ée odredena metoda dosljedno dati toéne rezultate ispitivanja.?

Prvo je potrebno napraviti mjerenja za otopine Sirokog raspona koli¢ina analita u uzorku
(nekoliko redova velic¢ina) i odrediti linearno dinamic¢ko podrucje (LDP), odnosno raspon
nezavisnih mjernih veli¢ina na kojima je krivulja linearna. Nakon toga odrede se Cetiri
vrijednosti koncentracija pri kojima se ispituju parametri za definiranje valjanosti metode:
1. vrijednost (engl. Low Limit Of Quantitation, LLOQ) — najniza iz LDP-a;

2. vrijednost (engl. Low Quality Control, LQC) — tri puta ve¢a od LLOQ;

3. vrijednost (engl. Medium Quality Control, MQC) — nalazi se u rasponu 30 — 50 % od
najvise vrijednosti koja pripada LDP;

4. vrijednost (engl. High Quality Control, HQC) — iznad 75 % od najvise vrijednosti iz
LDP.*

Medunarodna konferencija o harmonizaciji (engl. International Conference on
Harmonization, ICH) propisala je kriterije koje metoda treba ispuniti 1 koje pri validaciji

treba ispitati:>**

o Specificnost (engl. Specificity) — sposobnost nedvosmislenog mjerenja analita u

prisustvu drugih komponenti;

......

koli¢ine analita za koji je dokazano da metoda ima dostatnu razinu linearnosti,

preciznosti 1 to¢nosti;

o Linearnost (engl. Linearity) — sposobnost metode da se u odredenom rasponu dobije

signal izravno proporcionalan koli¢ini analita u uzorku;

o Granica dokazivanja (GD, engl. Limit of Detection) — najniZa koli¢ina analita koja se

moze detektirati, ali nije moguce odredivanje tocne vrijednosti;

o Granica odredivanja (GO, engl. Limit of Quantitation) — najniza koli¢ina analita koja

se moze kvantitativno odrediti uz prihvatljivu preciznost i tonost;
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o Tocnost (engl. Accuracy) — izrazava blizinu slaganja stvarne i izmjerene vrijednosti;

o Preciznost (engl. Precision) — izrazava blizinu slaganja rezultata dobivenih nizom
mjerenja uzoraka pripremljenih na isti nacin. MoZze se promatrati kao ponovljivost,

srednja preciznost i obnovljivost:

o Ponovljivost (engl. Repeatability) — promatra se kao preciznost pri istim

radnim uvjetima u kratkom vremenskom intervalu;

o Srednja preciznost (engl. Intermediate precision) — izrazava odstupanja unutar

jednog laboratorija, ukoliko se mjeri razli¢itim danima, drugom opremom,
novi analiti¢ar 1 sli¢no;
o Obnovljivost (engl. Reproducibility) — odreduje preciznost izmedu razli¢itih

laboratorija;

o Robusnost (engl. Robustness) — svojstvo metode da ostane nepromijenjena pri malim
namjernim promjenama parametara, $to omogucuje njenu pouzdanost prilikom

normalne uporabe;

o Stabilnost (engl. Stability) — izrazava promjenu koli¢ine analita u standardnoj otopini
1 otopinama za mjerenje tijekom odredenog vremenskog perioda, te za razli¢ite uvjete

pri kojima je pohranjen uzorak u tom vremenskom intervalu;

o Prikladnost sustava (engl. System Suitability) — uzastopna mjerenja iste otopine

prikazuju raspon pogreske sustava i metode, bez utjecaja analiticara.
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2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Koristene kemikalije

U tablici 2 prikazani su podaci o koriStenim standardima za razvoj metode kojom c¢e se

odredivati analiti ibuprofen i karbendazim.

Tablica 2. Popis koriStenih standarda

Naziv Cistoca Proizvodac

SIGMA ALDRICH

o
Tbuprofen >98,0 % (Saint Louis, USA)

SIGMA ALDRICH

5 0
Karbendazim 298,0% (PESTANAL®, Saint Louis, USA)

Tablica 3 sadrzi podatke o otapalima i modifikatorima koji su koriSteni za pripravu

otopina standarda te kao mobilna faza u UHPLC uredaju.

Tablica 3. Popis koriStenih otapala 1 kemikalija

Naziv Cistota Proizvoda¢
Metanol >99,9 % Honeywell (Njemacka)
Acetonitril >99,9 % Honeywell (Njemacka)
Octena kiselina 99,0 % Grammol (Hrvatska)
Mravlja kiselina >99,0 % VWR Chemicals
Amonijev acetat >98,0 % Merck (Njemacka)

Osim otapala prikazanih u tablici 3 koriStena je 1 voda proc¢iS¢ena u uredaju za tu namjenu,

do razine Cistoce prikladne za UHPLC-MS/MS ureda;.
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2.2. KoriStena oprema

Oprema koristena za izradu eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada je:

o analiticka vaga (slika 17.a) — AT261 DeltaRange (Mettler Toledo, Columbus, Ohio,
SAD);

o pipete (slika 17.b)— Tacta (Sartorius, Gottingen, Njemacka);

o uredaj za proc¢is¢avanje vode (slika 17.c) — Purelab Flex 3 (18.2 MQ, UV 185/254
nm, TOC <5 ppb, Tip 1, Elga, Pariz, Francuska);

o ultrazvucéna kupelj (slika 17.d) — JP-010, (Digital Pro, Kina);

o kolona 1 (slika 17.¢) — ZORBAX Eclipse XDB-C18, 100 mm x 3,0 mm, veli¢ina
Cestica 3,5 um (Agilent Technologies, SAD);

o kolona 2 (slika 17.f) — Accucore™ C8, 50 mm x 2,1 mm, veli¢ina &estica 2,6 pm

(Thermo Fisher Scientific, SAD);

o kolona 3 (slika 17.g) — Accucore™ C18, 150 mm x 2,1 mm, veli¢ina &estica 2,6 um

(Thermo Fisher Scientific, Litva);

o tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti (slika 17.h) — UltiMate 3000RS
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD);

o pumpa sa Spricom (slika 17.h) — F100T2 (Chemyx, Stafford, Teksas, SAD);

o spektrometar masa s trostrukim cetveropolom (slika 17.h) — TSQ Quantis (Thermo

Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD).

Za upravljanje UHPLC-DAD-MS/MS uredajem 1 analizu dobivenih podataka koriSten je
racunalni program Chromeleon (Chromeleon 7.2.10., ThermoScientific, Waltham,
Massachusetts, SAD). Uz ovaj program za obradu podataka dobivenih s ciljem

vrednovanja metode koristen je Microsoft Excel.
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Slika 17. KoriStena oprema za izradu eksperimentalnog dijela ovog diplomskog rada.
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2.3. Priprema otopina

2.3.1. Odabir otapala

Standardi ibuprofena i karbendazima nalaze se u krutom agregatnom stanju, stoga ih je
potrebno otopiti za mjerenja koja slijede. Obzirom da su oba analita organske molekule
ocekivano je da ¢e se slabije otapati u vodi, a bolje u organskim otapalima (kako je
prikazano u tablici 1). Najucestalije organsko otapalo koje ima dobra svojstva otapanja
polarnih i nepolarnih molekula te se vrlo dobro mijeSa s vodom 1 ostalim organskim
otapalima je metanol.*® Buduéi da molekule ibuprofena i karbendazima u svojoj strukturi

sadrze polarni i nepolarni dio, metanol je odabran kao pogodno otapalo.

2.3.2. Standardne otopine

Nakon odabira otapala slijedi priprava standardnih otopina. Za tu svrhu odvagano je
50,50 mg ibuprofena te otopljeno u 10 mL metanola. Koncentracija te standardne otopine
iznosi 5,05 mg/mL. Potom je odvagano 51,27 mg karbendazima i otopljeno u 250 mL
metanola, na ultrazvu¢noj kupelji, budu¢i je topljivost ovog spoja manja nego ibuprofena.
Novonastala otopina sadrzi 205,08 ug/mL karbendazima. Ove otopine sluZe za pripravu
razrijedenih otopina ¢ija svrha je optimizacija parametara na UHPLC 1 MS/MS dijelu

uredaja te za pripremu otopina za krivulju umjeravanja i vrednovanje metode.

2.3.3. Otopine za optimizaciju parametara spektrometra masa

Otopine za optimizaciju parametara na MS/MS dijelu uredaja pripravljene su tako da je
prvo odredeni volumen standardne otopine ibuprofena pipetom prenesen u bocicu, a
ostatak do ukupnog volumena od 5 mL dopunjen je metanolom. Tako pripravljena otopina
sadrzi 0,1 mg/mL ibuprofena. Nakon toga, na isti nacin u drugu boc€icu prenesen je
volumen standardne otopine karbendazima koji ¢e u konacnom volumenu od 5 mL

osigurati koncentraciju otopine 0,1 mg/mL tog analita.
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2.3.4. Otopine za optimizaciju UHPLC metode

Kada su optimizirani parametri na MS/MS dijelu uredaja slijedi priprava otopina za
optimizaciju na UHPLC dijelu uredaja. Kao i prethodno iz pojedinacnih standardnih
otopina analita pripravljene su razrijedenije otopine kona¢nog volumena 1 mL. Prva
otopina je sadrzavala 0,1 mg/mL ibuprofena, druga istu koncentraciju karbendazima, a u

trecoj su bila oba analita s koncentracijama od 0,05 mg/mL.

2.3.5. Otopine za krivulju umjeravanja

Izrada krivulje umjeravanja zahtjeva mjerenja na otopinama razlicitih koncentracija (slika
18). Za tu svrhu u odmjernu tikvicu od 25 mL pripravljena je pocetna otopina
koncentracije 10,00 pg/mL ibuprofena te jednake koncentracije karbendazima. Zatim su
u boc¢icama od 1,5 mL napravljene otopine koncentracije 10,00 pg/mL, 7,50 pg/mL,
5,00 pg/mL, 2,50 pg/mL, 1,00 pg/mL, 0,75 pg/mL, 0,50 pg/mL, 0,25 pg/mL10,10 pg/mL
svakog pojedinog analita, na nacin da je odredeni volumen pocetne otopine kvantitativno

prenesen pipetom, a ostatak do 1 mL dopunjen otapalom.

Nakon toga iz pocetne otopine pripravljene za izradu krivulje umjeravanja napravljena je
nova otopina koncentracije 0,1 ug/mL i volumena 5 mL. Iz te otopine na isti nac¢in kao i
otopine visih koncentracija pripravljene su otopine koje sadrze 0,100 pg/mL,

0,075 pg/mL, 0,050 pg/mL, 0,025 pg/mL 1 0,010 pg/mL ibuprofena i istu koncentraciju

karbendazima.

"

Slika 18. Otopine za krivulju umjeravanja (oznake: MIX — otopina ibuprofena i

karbendazima, broj¢ana vrijednost — koncentracija svakog pojedinog analita u

otopini i ppm — pg/mL)
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2.3.6. Otopine za vrednovanje metode

Na kraju potrebno je vrednovati razvijenu metodu. Za to su potrebne 4 otopine Cije
koncentracije su utvrdene nakon izrade konac¢ne krivulje umjeravanja. Prvo, od
standardne otopine ibuprofena, napravljena je nova otopina u odmjernoj tikvici od 10 mL,
masene koncentracije 199,98 pg/mL. Potom od te otopine i standardne otopine
karbendazima koncentracije 205,08 pg/mL u odmjernoj tikvici od 10 mL pripravljena je
otopina koja sadrzi 1 ug/mL oba analita u konacnom volumenu 10 mL. Nakon toga
napravljene su razrjedenije otopine koncentracija 0,01 pg/mL (LLOQ), 0,03 pg/mL
(LQC), 0,30 pg/mL (MQC) 1 0,80 pg/mL (HQC) te ukupnog volumena 1 mL.

2.4. Optimizacija parametara spektrometra masa

Optimizacija parametara spektrometra masa zahtijeva mjerenja samo na MS/MS dijelu
uredaja, stoga se u Spricu prvo postavi otopina karbendazima pripravljena na nacin opisan
u odlomku 2.3.3., a brzina protoka od 0,05 mL/min iz $price te 0,35 mL/min iz spremnika
mobilnih faza zada se na raunalu u programu Cromeleon. Iz jedne boce ide odabrano
otapalo — metanol, a iz druge voda s modifikatorom mravljom ili octenom kiselinom.
Prvo se postavi jedno mjerenje na negativnom nacinu rada, a zatim na pozitivnom nacinu
rada. Kada se odabere optimalan nacin rada slijedi mjerenje s vrijednostima tlakova
argona koji ¢e izazvati disocijacije izazvane sudarom (engl. Collision-Induced

Dissociation, CID) od 0,5, 1,5 1 3,0 mTorr.

Potom se u S$pricu postavlja otopina ibuprofena pripravljena na nacin opisan u istom
odlomku kao i za karbendazim te se ispituje fragmentacija molekule pri pozitivnom i
negativnom nacinu rada. Zbog loSijih rezultata nego kod karbendazima u otopinu su
dodani organski modifikatori te je protok postavljen na nacin da otopina samo sa Sprice

ide u MS/MS. Kada je odabran nacin rada, odabrane su vrijednosti ostalih parametara.
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2.5. Optimizacija UHPLC metode

Otopine pojedinacnih analita pripremljene na nacin opisan u odlomku 2.3.4. postavljene
su u postolje za bocice te je pokrenuto mjerenje na raCunalnom programu. Cilj mjerenja
ovih otopina jest vidjeti postoji li signal na kromatogramu te dobiti UV-Vis spektar i

provjeriti slaganje s optimiziranim parametrima na spektrometru masa.

Nakon toga postavljena je otopina koja sadrzava ibuprofen i karbendazim te se analiziraju
rezultati mjerenja s razliitim pokretnim fazama, protocima, gradijentima, kolonama,
temperaturama kolone i volumenima injektiranja u svrhu razvoja metode sa $to boljim

performansama razdvajanja i $to ve¢im odzivom na detektorima.
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3. REZULTATI I RASPRAVA

3.1. Optimizacija parametara spektrometra masa

Nakon $to su pripravljene otopine i postavljene na mjerenje kako je opisano u odlomku
2.4. uslijedila je analiza rezultata te izbor vrijednosti parametara s ciljem Sto

vjerodostojnijeg kvalitativnog 1 kvantitativnog dokazivanja analita na spektrometru masa.

3.1.1. Pozitivan ili negativan nacin rada

Spektri masa za ione prekursore u negativnom i pozitivnom nacinu rada, odnosno ako se
propustaju i detektiraju samo negativno nabijeni ioni (deprotonirani) u prvom slucaju i
pozitivno nabijeni ioni (protonirani) u drugom, usporeduju se s ciljem pronalaska nac¢ina
na koji ¢e nastati viSe molekulskih iona. Za ibuprofen odabran je negativan nacin rada jer
je relativni intenzitet molekulskog iona (m/z = 205) veéi nego pri pozitivhom nacinu rada
(m/z = 207), prema tome veca koli¢ina molekulskih iona ¢e biti raspoloziva za specificne

disocijacije te omoguciti razvoj preciznije metode (slika 19).

Precursor lon Spectrum Precursor lon Spectrum
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Slika 19. Spektar masa iona prekursora ibuprofena za negativan (lijevo) 1 pozitivan

(desno) nacin rada.

Imaju¢i to na umu, za karbendazim je odabran pozitivan nacin rada budu¢i da pri

negativnom nacinu rada nema signala za molekulski ion (m/z = 190). Naime, na
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odabranom nacinu rada molekulski signal (m/z = 192) je najzastupljeniji, tocnije receno

ion nastao iz molekule poprili¢no je stabilan (slika 20).

Precursor lon Spectrum Precursor lon Spectrum
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Slika 20. Spektar masa iona prekursora karbendazima za pozitivan (lijevo) i negativan

(desno) nacin rada.

3.1.2. Tlak plina za disocijaciju izazvanu sudarom

Krivulje disocijacije molekulskog iona karbendazima nastale mjerenjem pri razli¢itim
tlakovima inertnog plina argona prikazuju najslabiju fragmentaciju pri 0,5 mTorr. S druge
strane pri 1,5 1 3,0 mTorr relativni intenziteti novonastalih iona vrlo je slian, a energije
sraza su jednake (slika 21). U sljede¢em odlomku objaSnjeno je za §to, osim optimizacije

tlaka plina, sluze ove krivulje.

Breakdown Curve of lon 192,213 m/z at 0.5 mTom (+) Breakdown Curve of lon 192,213 m/z at 1.5 mTom (+) Breakdown Curve of lon 192.163 m/z at 3 mTorr (+)
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Slika 21. Prikaz krivulja disocijacije karbendazima pri tlaku redom 0,5 mTorr,

1,5 mTorr 1 3,0 mTorr.

Kako je prikazano u prethodnom odlomku, molekulskog iona ibuprofena nastaje znatno

manje nego karbendazima pri odabranom nacinu rada, uz to ibuprofen se cijepa samo na
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jedan fragment znacajnog udjela, Sto je prikazano na krivulji disocijacije (slika 22).
Buduéi da je koli¢ina fragmenata zadovoljavajuca, nije se mjerilo s tlakovima 0,5 1 3,0
mTorr, ve¢ je 1,5 mTorr, pri kojem je optimiziran nacin rada, smatran optimalnim.
Karbendazim takoder pokazuje dobru fragmentaciju pri tom tlaku, stoga za daljnja
mjerenja i razvoj metode razdvajanja i kvantifikacije ibuprofena i karbendazima koristena
je vrijednost tlaka od 1,5 mTorr.

Breakdown Curve of lon 205.063 miz at 1.5 mTorr (-)
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Slika 22. Prikaz krivulje disocijacije ibuprofena pri tlaku 1,5 mTorr.

3.1.3. Prijelazi ion prekursor — ion produkt

Svaki analit karakterizira disocijacija iona prekursora (molekulskog iona) na jedan ili vise
iona produkata (slika 23). Prema tome disocijacija se odvija pod posebnim uvjetima,
odnosno osim karakteristicne vrijednosti tlaka inertnog plina specifican je 1 napon

kolizijske celije, tzv. energija sraza, stoga je 1 taj parametar optimiziran.
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Slika 23. Spektar masa za ione produkte ibuprofena (lijevo) i karbendazima (desno).
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Proucavanjem spektara masa iona produkata ¢iji prekursori su molekulski ion ibuprofena
1 karbendazima odabrane su m/z fragmenata, a na krivuljama iz prethodnog odlomka
oCitane su vrijednosti energija sraza te su u tablici 4 prikazane vrijednosti odabranih
parametara koje ¢e se detektirati SRM nacdinom tijekom optimiziranja parametara na
UHPLC dijelu uredaja i u kona¢noj metodi. Najvise zastupljen fragment predstavlja
kvantitativni prijelaz, a onaj s manjom zastupljeno$éu potvrdni prijelaz. Spektar masa

ibuprofena prikazuje da ibuprofen disocira samo na jedan ion §to je spomenuto u proslom

odlomku te se podudara s pregledanom litaraturom, stoga nema potvrdnog prijelaza.’”
Tablica 4. Kvantitativni i potvrdni prijelaz za ibuprofen i karbendazim.
IBUPROFEN KARBENDAZIM
e m/z 205 — 161 192 — 160
Kvantitativni
prijelaz Energija sraza 6V 17V
Potvrdni m/z - 192 — 132
prijelaz Energija sraza - 29V

Ibuprofen je prema strukturi karboksilna kiselina, odnosno graden je od benzenskog
prstena s alkilnim supstituentom u para-poloZaju u odnosu na karboksilnu skupinu.
Prema tome pretpostavlja se da otpustanjem vodika iz -COOH skupine nastaje molekuski
ion, a cijepanje se odvija izmedu ugljikovog atoma karboksilne skupine i sljedeceg s

kojim je vezan zbog vece polarnosti u odnosu na ostale C—C veze u molekuli (slika 24).

ion prekursor (m/z = 205) ion produkt (m/z =161)

Slika 24. Ibuprofen — strukture iona prekursora i iona produkta.
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Karbendazim sadrzi aromatski benzimidazolni prsten koji se zbog svoje stabilnosti vrlo
tesko disocira, medutim na njega je supstituiran lanac sa¢injen od ugljikovih, dusikovih i
kisikovih atoma. Zbog njihove razlike u elektronegativnosti sadrzi polarne veze koje se

pri specificnim uvjetima cijepaju (slika 25).

1on prekursor (m/z=192)
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Slika 25. Karbendazim — strukture iona prekursora i iona produkata.

3.1.4. Ostali parametri

Uz spomenute parametre optimizirani su: radiofrekventni (RF) napon fokusirajuce lece,
napon na kapilari (engl. Spray Voltage), protok plina za stvaranje fine maglice (engl.
Sheath Gas), protok pomo¢nog plina za stvaranje fine maglice (engl. Auxiliary Gas),
protok plina za poboljSavanje stvaranja fine maglice (engl. Sweep Gas), temperatura
kapilare za prijenos iona (engl. lon Transfer Tube Temperature) 1 temperatrura plina za
stvaranje fine maglice (engl. Vaporizer Temperature); koji takoder pridonose preciznosti
metode na spektrometru masa. Za svaki parametar dobivena je krivulja iz koje se ocitala
vrijednost na kojoj nastaje najviSe iona te su za neke parametre uskladene. U tablici 5
prikazani su svi parametri spektrometra masa, a u prilozima 1 — 5 prikazane su krivulje iz

kojih su odredeni pojedini parametri.
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Tablica 5. Optimizirani parametri spektrometra masa.

Parametar

IBUPROFEN

KARBENDAZIM

Nacin rada

Negativan

Pozitivan

Napon fokusirajuce lece (V)

47,0

68,0

Napon na kapilari (V)

4900

4490

Plin za stvaranje fine maglice (Arb.*)

21,3

Pomoc¢ni plin za stvaranje fine maglice
(Arb.)

1,2

Plin za poboljSavanje stvaranja fine
maglice (Arb.)

3,3

Tlak plina za disocijaciju izazvanu
sudarom (mTorr)

1,5

Temperatura kapilare za prijenos iona
°C)

325

Temperatura plina za stvaranje fine
maglice (°C)

350

*Arb. — proizvoljne (arbitrarne) jedinice
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3.2. Identifikacija analita na DAD detektoru

DAD detektor mjeri apsorbanciju analita u UV-Vis podrucju elektromagnetskog zracenja,
te na temelju tih vrijednost prikaze se spektar, tocnije reCeno svaka molekula ima
specifi¢ne vrijednosti valnih duljina svjetlosti koju apsorbira. Na taj na¢in moguce je, uz
preciznije podatke sa spektrometra masa, dobiti podatke koji su dodatna potvrda za
identifikaciju analita. Pomocu racunalnog programa postavljeno je snimanje na valnim
duljinama 190 — 600 nm, a apsorpcija se mjerila otopinama pripravljenim za optimizaciju

UHPLC dijela uredaja.

Prema dostupnoj literaturi ibuprofen apsorbira na 197 nm i 222 nm.>® Spektar dobiven
mjerenjem standarda ibuprofena prikazuje maksimume apsorpcijskih vrpci na 199,54 nm

1222,55 nm (slika 26) $to potvrduje da se radi upravo o toj molekuli.
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Slika 26. Ibuprofen — kromatogram i UV-Vis apsorpcijski spektar.
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Isti postupak ponovljen je za karbendazim, koji prema literaturi u protoniranom obliku
maksimume apsorpcijskih vrpci postize na 224, 274 i 281 nm.** Usporedbom tih
vrijednosti s eksperimentalnim vrijednostima gdje su maksimumi dobiveni na 196,82 nm,
222,83 nm i 281,67 nm, te slabo vidljivi vrh na vrijednosti oko 274 nm (slika 27), moze

se zakljuciti da je ispitivani analit uistinu karbendazim.
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Slika 27. Karbendazim — kromatogram 1 UV-Vis apsorpcijski spektar.
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3.3. Optimizacija UHPLC metode

Nakon odabira parametara na spektrometru masa karakteristicnih za ibuprofen 1
karbendazim i prouc¢enog UV-Vis spektra za oba analita moze se razvijati kromatografska

metoda koja ¢e omoguciti odijeljivanje ovih analita iz smjese.

3.3.1. Odabir otapala i modifikatora pokretne faze

Budu¢i da uredaj radi na principu kromatografije obrnutih faza, pokretna faza mora biti
polarnija u odnosu na nepokretnu. Sve tri raspolozive kolone su nepolarne, stoga je prvi
korak pronaci omjer polarnog otapala — vode i manje polarnog metanola ili acetonitrila
koji ¢e se koristiti. Takoder, bitno je pronaci pogodan modifikator jer je spektrometar

masa opremljen ESI ionizatorom.

Modifikatori su spojevi koji se dodaju u pokretnu fazu ili uzorak kako bi se poboljsalo
odvajanje, detekcija ili ionizacija analita. Oni mogu znacajno utjecati na osjetljivost
metode, odnosno na sposobnost odredivanja male koncentracije analita. To se odvija na
nekoliko nacina: promjena polariteta pokretne faze Sto utjeCe na interakciju izmedu
analita 1 nepokretne faze, a time na separaciju 1 povecanje osjetljivosti; formiranje adukta
reakcijom analita i modifikatora §to moZe povecati stabilnost i olakSati ionizaciju analita;
umanjivanje supresije ionizacije od strane matrice (matriksa) kada postoje komponente
matrice koje ometaju ionizaciju analita; i poboljSanje ionizacije posebice u ESI izvoru na
nacin, opCenito, da kiseli modifikatori protoniraju bazne analite ili da bazni modifikatori
deprotoniraju kisele. Najces¢i modifikatori su: kiseli — mravlja kiselina, octena kiselina,
trifluorooctena kiselina; bazni — amonijak, amonijev format, trietilamin. Odabir
odgovaraju¢eg modifikatora se vrSi u ovisnosti od prirodi analita (polarnost,
kiselost/baznost, veli¢ina), vrsti tehnike (HPLC, LC-MS), vrsti detektora (UV/Vis, MS),
matrica uzorka, 1 slicno. Modifikatori su vazni prilikom optimizacije metode s obzirom
da mogu znacajno povecati osjetljivost metode i separaciju te ionizaciju analita. Kako
njihov utjecaj moze biti slozen i ovisi o mnogo karakteristika, njihov paZzljiv odabir i

optimizacija kljuéni su za postizanje najboljih rezultata.*!*?
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Pokretna faza u kromatografiji obrnutih faza najcesce je sastavljena od vode kao polarnog
otapala, acetonitrila kao nepolarnog i/ili metanola kao manje nepolarnog otapala uz
dodatak modifikatora. Uloga acetonitrila i metanola je poboljSanje otapanja pojedinih
analita, promjena polarnosti i stvaranja povoljnog gradijenta pokretne faze $to utjeCe na
retenciju i separaciju analita. Isto tako ova dva otapala utjecu i na: talk u koloni —
kombinacija vode i acetonitrila opéenito pokazuje nizi tlak u koloni $to utjece na njenu
trajnost; apsorpcija prilikom koristenja UV detektora za acetonitril je znac¢ajno niza na
kra¢im valnim duljinama; acetonitril pokazuje jacu eluaciju tj. kra¢e vrijeme mjerenja;
selektivnost kod razlu¢ivanja — odabir otapala ovisi o prirodi analita; utjecaj na promjenu
redoslijeda eluacije; talozenje soli pufera — znacajno se manje dogada prilikom koristenja
metanola. Optimalni uvjeti 1 omjeri te dodaci pokretnoj fazi se na kraju utvrduju

eksperimentalno u smislu §to bolje osjetljivosti odnosno intenziteta signala.*?
U tablici 6 prikazane su koriStene kombinacije otapala i modifikatora.

Tablica 6. Popis kombinacije otapala i modifikatora.

Otapalo A Modifikator Otapalo B Modifikator
voda - metanol -
voda - acetonitril -
voda 0,1 % mravlje kiseline metanol -
voda 0,1 % mravlje kiseline acetonitril -
voda 0,05 % octene kiseline i metanol i
20 mM CH3COONH4
voda 0,05 % octene kiseline 1 acetonitril i
20 mM CH3COONH4
voda 0,1 % octene kiseline metanol -
voda 0,1 % octene kiseline acetonitril -
voda 0,05 % octene Kkiseline metanol -
voda 0,05 % octene kiseline metanol 0,05 % octene kiseline
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Analizom rezultata mjerenja s otapalima bez modifikatora, te ukoliko je modifikator
mravlja kiselina, karbendazim ima povoljan odziv, dok je ibuprofen tesko uocljiv na
kromatogramu. Nakon toga ispituje se kombinacija u kojoj pokretnu fazu sacinjava
vodena otopina s navedenom koli¢inom pufera (octena kiselina i amonijevog acetata) te
metanol ili acetonitril, Sto takoder nepovoljno utjece na signal ibupofena. Zbog toga se te
kombinacije odbacuju te se testira octena kiselina, volumnog udjela 0,1 %, u ulozi
modifikatora u vodi, pri ¢emu su primijeceni bolji rezultati. Nakon toga, koli¢ina
modifikatora smanjuje se na 0,05 %. Najbolji signali zapaZeni su kombinacijom vode s
0,05 % octene kiseline i metanola. Bolji signal dobiven koriStenjem metanola se moze
objasniti slabom polarnos¢u analita te moguénoSéu stvaranja vodikovih veza sa
spomenutim otapalom, dok nizi postotak octene kiseline doprinosi boljoj ionizaciji

ibuprofena u negativnom nacinu i karbendazima u pozitivnom nacinu rada.

Tijekom prethodnih mjerenja brzina protoka pokretne faze bila je 0,4 mL/min i bio je
postavljen promjenjivi omjer otapala, tzv. gradijent, tijekom mjerenja. Uz taj gradijent

ispitano ih je jo§ nekoliko, a izabran je optimalan te je prikazan u tablici 7 i na slici 28.

Tablica 7. [zabrani gradijent otapala.

Vrijeme (min) Otapalo A (%) Otapalo B (%)
0 100 0
1 60 40
2 50 50
3 30 70
6 0 100
12 100 0
15 100 0

%A
%B
%C

mlfmin |-

ouoo

[ %D
b, gol=—Fiowinimi]

Slika 28. Graficki prikaz gradijenta otapala.
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3.3.2. Odabir kolone

Nakon odabira otapala i modifikatora pokretne faze uslijedio je izbor kolone. U tablici 8

nalaze se dimenzije i vrste isprobanih kolona.

Tablica 8. Podaci o kori$tenim kolonama.

Naziv Dimenzije kolone Pvron.q or Vrste Cestica
cestica
Agilent™ Zorbax
Eclipse XDB-C18 100 mm % 3,0 mm 3,5 um C18, potpuno porozne
Thermo Scientific™ C8, neporozna jezgra

Accucore™ C8 50 mm x 2,1 mm 2,6 um

Thermo Scientific™ 150 mm x 2,1 2.6 um C18, neporozna jezgra
Accucore™ C18 mm O porozan omotac

porozan omotac

Prva kolona navedena u tablici sadrzi potpuno porozne cestice sa C18 alkilnim lancima
za razliku od druge dvije koje sadrze Cestice sa neporoznom jezgrom i poroznim
omotatem jedna s C8, a druga s Cl18 alkilnim lancima. Analizom kromatograma
dobivenih mjerenjem na sve tri kolone najbolje razlu¢ivanje i odziv zapazeni su kada je
koriStena C18 kolona s neporoznom jezgrom i1 poroznim omota¢em. Ova kolona ima jace
hidrofobne interakcije u usporedbi s kolonom jednakih vrsta estica s C8 lancima, te je
za posljedicu postignuto jednoliko eluiranje pri povoljnom omjeru otapala, §to je dovelo
do uzeg, simetri¢nijeg i viSeg signala za ibuprofen. Usporedbom odabrane kolone s
kolonom koja sadrzi alkilne lance jednakih duljina (C18), ali sa potpuno poroznim
Cesticama takoder je dobiven bolji signal u slucaju odabrane kolone. Takav rezultat se
moze objasniti ¢injenicom da ova kolona ima Cestice manjeg promjera §to povoljno utjece
na ucinkovitost, a osim toga ¢estice sa neporoznom jezgrom omogucuju brzi prijenos
mase ¢ime se postize koncentriranje analita u manjem volumenu pokretne faze Sto za
rezultat daje uzi 1 visi (povoljniji) signal. Kako dulji alkilni lanci osiguravaju hidrofobniju
atmosferu i stvaraju jace interakcije s manje polarnim analitima, karbendazim se zadrzava
krace vrijeme na koloni u odnosu na ibuprofen te je postignuto izvrsno razdvajanje ova

dva analita.
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3.3.3. Optimizacija temperature kolone

U racunalnom programu moguce je podesiti temperaturu kolone, prema tome isprobane
su vrijednosti od 20 °C, 40 °C, 50 °C 1 60 °C, a pri 30 °C izvedena su prethodna mjerenja.
Kromatogrami dobiveni mjerenjem pri navedenim temperaturama i snimani Full Scan
na¢inom na spektrometru masa prikazuju samo signal za karbendazim, a signal za
ibuprofen je vidljiv kada se dodatno poveca taj dio kromatograma, buduc¢i da je odziv

znatno manji nego za karbendazim.

Usporedbom kromatograma vrlo lako uocljivo je da se najveéi signal za karbendazim (i
ibuprofen) dobije kada je temperatura kolone 40 °C (slika 29), stoga se ta temperatura
koristila u daljnjim mjerenjima.

7 1-0ptimizacija #171 MIX_10 ppm_20 TiC TIC
7 2- Oplimizacija #172 MIX_10 ppm_30 Tic Tic
% 3 - Optimizacija #173 HIX_10 ppm_s0 TIC TIC
7 4 - Optimizacija #174 WIX_10 ppm_50 Tic TIC

ool

2267

count:

2.0e7

1.8e7
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1.4e7 o

1.2e7

1.0e7

r T T T T T T T T T T T T T T 1
435 450 475 5.00 525 5.50 575 6.00 625 .50 675 700 725 7.50 775 785

Slika 29. Kromatogrami dobiveni mjerenjem pri temperaturama kolone 20 °C, 30 °C,

40 °C, 50 °C i 60 °C.

3.3.4. Optimizacija volumena injektiranja

Volumen injektiranog uzorka za prethodna mjerenja bio je 5 pL. Nakon §to su svi
parametri optimizirani isprobana je promjena i ovog parametra. Prema tome, uz
spomenuti volumen injektirani su jo§ volumeni od 1, 3, 10 i 20 pL. Kako je ve¢

spomenuto, cilj metode je Sto veci odziv, medutim bitno je da krivulja bude simetri¢na,
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jer je asimetri¢nost pokazatelj prevelike koli¢ine analita u pokretnoj fazi. Kromatogrami
dobiveni Full Scan na¢inom snimanja prikazuju samo odziv za karbendazim, S§to je

objasnjeno u odlomku 3.3.3.

Promatraju¢i kromatograme moze se zakljuciti da je najve¢i odziv i simetri¢na krivulja
dobivena kada je injektirani volumen uzorka 5 pL (slika 30). Iako su signali za volumene
injektiranja 10 pL 1 20 pL visi, uslijed prevelike koli¢ine analita unesenog u kolonu doslo
je do pojave poremecaja na prednjem dijelu kromatografske krivulje, tzv. pruzanje (engl.

Peak Fronting)."!

% 1- Optimizacija #165 MIX_10 ppm_1 TiC TIC
] 2 - Optimizacija #166 MIX_10 ppm_3 TIC TIC
& 2 - Optimizacija #167 MIX_10 ppm_5 TICTIC
% 4 - Optimizacija #168 MIX_10 ppm_10 TICTIC
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Slika 30. Kromatogrami dobiveni mjerenjem ako se injektira 1 pL, 3 pL, 5 uL, 10 pL 1
20 pL.

3.3.5. Vrijeme zadrzavanja

Prethodnim mjerenjima na spektrometru masa bilo je zadano snimanje svih iona na prvom
1 treCem Cetveropolu (Full Scan), zatim je na kromatogramu odabrana krivulja kojoj su
se proucavali UV-Vis spektri i spektri masa te je zaklju¢eno o kojem analitu je rijec.
Nakon toga odabran je vremenski raspon svake krivulje unutar kojeg je definirano
pracenje disocijacije molekulskih iona na odabrane fragmente (SRM) opisane u odlomku
3.1. Kromatogrami dobiveni na ovaj nain odraZavaju koli¢inu traZzenog analita, bez

popratnih necisto¢a. Iz takvog kromatograma (slika 31), kada su izabrane sve
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komponente UHPLC uredaja i optimizirani svi parametri, moze se odrediti to¢no vrijeme
zadrzavanja (,,retencijsko vrijeme®). Ovaj element jos je jedan faktor koji ¢e se, uz sve

ve¢ spomenute, uzimati u obzir pri analizi rezultata mjerenja realnog uzorka.

Moze se zamijetiti da je vrijeme zadrzavanja ibuprofena 7,53 min, dok je za karbendazim

4,53 min.

1.6¢6 - F Calibration curve 2 #11 1.0 ppm MSQuantitation
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Slika 31. Kromatogram dobiven SRM na¢inom snimanja na spektrometru masa 1

spektri masa iona nastalih iz molekulskih iona ibuprofena i karbendazima.

Takoder, uocljiv je manji odziv za ibuprofen u odnosu na karbendazim, iako je injektirana
jednaka koliCina oba analita. Razlog tome je nastajanje velikog broja fragmenata ¢iji m/z
je 161 u isto vrijeme kada nastaju molekulski ioni ibuprofena. Stoga pri SRM nacinu
snimanja, kada se propustaju samo molekulski ioni analita, bude manja koli¢ina iona

prekursora ibuprofena nego karbendazima.
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3.4. Vrednovanje metode

Parametri koji odreduju prikladnost metode ispitani su i usporedeni s propisanim ICH
smjernicama.’ Prema tim smjernicama vrijednosti za to¢nost, preciznost, robusnost i
prikladnost sustava trebaju se nalaziti u rasponu + 20 % za LLOQ te £ 15 % za LQC,
MQC i HQC otopine.* Mjerenja su izvedena na otopinama pripravljenim na nacin opisan

u odlomku 2.3.6.

3.4.1. Specifi¢nost

Metoda je razvijena na tekucinskom kromatografu ultravisoke djelotvornosti
opremljenom detektorom s nizom dioda (DAD) te spregnutim s tandemskim
spektrometrom masa (MS/MS) ¢iji analizator masa je trostruki ¢etveropolni analizator
(QqQ). Spektrometar masa omogucuje izolaciju molekulskog iona pojedinog analita na
prvom cetveropolu (Q1), cijepanje u kolizijskoj ¢eliji (q) pod odredenim uvjetima te
naposlijetku na tre¢em cetveropolu (Qsz) izolaciju odredenih iona fragmenata. Za
promatrane analite u tablici 4 prikazani su karakteristi¢ni prijelazi. Osim toga, na DAD
detektoru omoguceno je pracenje UV-Vis apsorpcijskih spektara, §to je vidljivo na
slikama 26 1 27 te je nakon optimizacije svih parametara odredeno vrijeme zadrzavanja
za ibuprofen 7,53 min, a za karbendazim 4,53 min. Svi ovi parametri pridonose visokoj
specificnosti razvijene metode za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje ibuprofena i

karbendazima.

3.4.2. Raspon i linearnost

Raspon, odnosno linearnost ispitana je mjerenjem otopina pripravljenih kako je opisano
u odlomku 2.3.5. te su rezultati analizirani. Odstupanje od linearnosti izraZzeno je
korelacijskim faktorom — R*. Zahtjevi analiticke kemije za metode kvantitativnog
dokazivanja analita zahtijevaju korelacijski faktor jednak ili ve¢i od 0,999 te je potrebno
da na linearnom dijelu krivulja ukljucuje 5 ili vide to¢aka.’>*> Analiziraju¢i dobivene
podatke za ibuprofen, vrijednost R? iznosi 0,9994, a 9 to¢aka koje ispunjavaju taj uvjet

nalaze se u rasponu 0,01 — 1,00 pg/mL (slika 32). U jednakom rasponu i karbendazim

44



ima 9 to¢aka za koje je vrijednost R* jednaka 0,9989, §to se smatra prihvatljivim, buduéi

da zaokruzivanjem na tri decimale iznosi 0,999 (slika 33).

Tablica 9. Koncentracije pojedinih analita 1 povr$ina ispod krivulje kromatograma.

IBUPROFEN KARBENDAZIM
Koncentracija (ng/mL) Povrsina Povrsina
0,010 120 877
0,025 280 3403
0,050 585 6135
0,075 926 12825
0,100 1234 17316
0,250 3224 36679
0,500 6065 82705
0,750 9615 127498
1,000 12474 165752
Ibuprofen
15000 T
13500 +
. y = 12571x - 19,072
12000 | R2 = 0,9994
10500 —+
< 9000 +
R 3
27500 T
2 I
A< 6000 T
4500 +
3000 +
1500 +
0

Koncentracija [ug/mL]

000 010 020 03 040 050 o060 070 080 090 1,00

Slika 32. Graficki prikaz ovisnosti povrSine ispod krivulje o koncentraciji

ibuprofena u linearnom podrucju krivulje umjeravanja.
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Karbendazim

200000 T
180000 1 y = 168040x - 1177,8
160000 + R*=0,9983

140000 -
120000 -

mna

>

100000 I
80000 1
60000 1
40000 1

Povrs

20000 -

0,00 0,10 020 030 040 050 o060 o070 080 090 1,00
Koncentracija [ug/mL]

Slika 33. Graficki prikaz ovisnosti povrSine ispod krivulje o koncentraciji

karbendazima u linearnom podrucju krivulje umjeravanja.

3.43. Granice dokazivanja i odredivanja

Prema propisima za koncentraciju koja se smatra granicom dokazivanja omjer signala i
Suma (S/N) mora biti 3, dok za granicu odredivanja mora biti 10. Imaju¢i to na umu
pripravljeno je 5 otopina koncentracije 0,01 pg/mL (najniZza koncentracija iz raspona) te
su mjereni signali. Iz vrijednosti tih signala dobivena je srednja vrijednost
eksperimentalne koncentracije 0,018 pg/mL za ibuprofen, a 0,017 pg/mL za karbendazim.
Srednja vrijednost S/N za ibuprofen pri toj koncentraciji je 24, a za karbendazim 26.

Koristeci te podatke izracunate su GD 1 GO te prikazane u tablici 10.
Primjer izracuna granice odredivanja za ibuprofen:

0,018 ug/mL~24} 0,018+5 .3
GD=——mbL —

mL
GD (ug/mL) ~3 24

GD =0,0023 pg/mL

GD =2,3 ng/mL

46



Tablica 10. Granice dokazivanja i odredivanja za oba analita.

IBUPROFEN KARBENDAZIM
Granica dokazivanja (ng/mL) 2,3 2,0
Granica odredivanja (ng/mL) 7,8 6,6

3.4.4. Tocnost

Tocnost metode ispitana je pripravom otopina koncentracija koje pripadaju linearnom

dijelu krivulje umjeravanja, mjerenjem te preracunavanjem dobivenih signala u

eksperimentalne koncentracije preko jednadzbe pravca. Odstupanje od teorijske

koncentracije izrazeno je kao relativna pogreska u %, sto je prikazano u tablici 11.

Tablica 11. To¢nost metode.

IBUPROFEN KARBENDAZIM
Tf;;'/rl:gl)c' El(‘:[g’/iil;c Pogreska (%) El((lsllg)/l:l(il;c Pogreska (%)

0,010 0,011 10,00 0,012 20,00
0,025 0,024 -4,00 0,027 8,00

0,050 0,048 -4,00 0,044 -12,00
0,075 0,075 0,00 0,083 10,67
0,100 0,100 0,00 0,110 10,00
0,250 0,258 3,20 0,225 -10,00
0,500 0,484 -3,20 0,499 -0,20
0,750 0,766 2,13 0,766 2,13

1,000 0,994 -0,60 0,993 -0,70

Prema prikazanim rezultatima pogreske u rasponu od -4 do 10 % za ibuprofen te od -10

do 20 % za karbendazim ukazuju na optimalnu to¢nost razvijene metode za kvalitatitvno

1 kvantitativno dokazivanje ibuprofena i karbendazima.
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3.4.5. Preciznost — ponovljivost i srednja preciznost

Ponovljivost je odredena mjerenjem 5 otopina pripravljenih istog dana i od strane istog
analitiara za svaku teorijsku koncentraciju od 0,010 ug/mL, 0,030 pg/mL, 0,300 pg/mL
1 0,800 pg/mL. Nakon mjerenja preko jednadzbe pravca linearnog dijela dobivene su
eksperimentalne vrijednosti koncentracija te je odredena relativna standardna devijacija

(RSD) prikazana u tablici 12.

Tablica 12. Ponovljivost.

IBUPROFEN
Srednja eksp.
konc. (ng/mL) 0,018 0,045 0,426 1,078
RSD (%) 2,98 2,01 3,31 2,15
KARBENDAZIM
Srednja eksp.
konc. (ng/mL) 0,017 0,046 0,363 0,899

Vrijednosti RSD nalaze se ispod 4 %, osim za otopinu najmanje koncentracije
karbendazima. Prema tome moZe se zakljuciti da su razrjedenja glavne otopine pri
pripravi otopina za mjerenja napravljena precizno te na uredaju ne postoje znatne
pogreske tijekom mjerenja. Razlika srednjih eksperimentalnih koncentracija od teoretskih
moze ukazivati na greSku pri pripravi otopine od 1 pg/mL ili ponavljanje iste greske

prilikom priprave otopina manjih koncentracija.

Vrijednosti RSD za odredivanje srednje preciznosti dobivene su pripravom i mjerenjem
otopina teorijskih koncentracija 0,010 pg/mL, 0,030 pg/mL, 0,300 ug/mL 1 0,800 pg/mL
tijekom Cetiri uzastopna dana. Drugi nacin je promjena analiticara koji pripravlja otopine

1 mjeri na uredaju. Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 13 1 tablici 14.
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Tablica 13. Srednja preciznost — 4 dana.

IBUPROFEN
Srednja eksp.
konc. (ug/mL) 0,011 0,030 0,281 0,711
KARBENDAZIM
Srednja eksp.
kone. (ug/mL) 0,016 0,040 0,341 0,814
RSD (%) 3,17 3,77 8,06 9,35

Analizom rezultata relativne standardne devijacije vidljivo je da se rezultati nalaze unutar
10 % odstupanja, §to znaci da su otopine pripravljene optimalnom preciznoscu te da se

rezultati mjerenja na istom uredaju tijekom nekoliko dana znacajno ne razlikuju.

Tablica 14. Srednja preciznost — dva analiticara.

IBUPROFEN

Srednja eksp.

kone. (ug/mL) 0,011 0,032 0,305 0,727
RSD (%) 12,86 2,24 1,63 331

KARBENDAZIM

Srednja eksp.

konc. (ug/mL) 0,015 0,039 0,304 0,725
RSD (%) 9,43 0,00 0,23 3,22

Niske vrijednosti RSD, osim za najmanje koncentracije ibuprofena i karbendazima,

ukazuju da su oba analitiara pripravila otopine 1 mjerila slicnom preciznoscu.

3.4.6. Prikladnost sustava

Prikladnost sustava ispitana je uzastopnim injektiranjem otopine koncentracije
0,30 pg/mL ibuprofena i isto toliko karbendazima, odnosno mjerenjem iste otopine pet

puta. Dobiveni signali preraunati su u koncentracije, a zatim je izracunata RSD. Za
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ibuprofen ta vrijednost je iznosila 2,20 %, dok je za karbendazim 2,75 %. Stoga mozemo
zakljuciti da osim analitiCareve pogreske tijekom priprave otopine i na samom uredaju

postoji malo odstupanje tijekom mjerenja.

3.4.7. Robusnost

Robusnost metode ispitana je mjerenjem otopina ¢ije su teorijske koncentracije jednake
onim za odredivanje preciznosti. Stvorene su dvije nove metode, jedna u kojoj je
temperatura kolone 20 % manja od odabranih 40 °C, a druga s 20 % ve¢om temperaturom,
tj. 32 °C 1 48 °C. Odstupanja su iskazana relativnom standardnom devijacijom, §to je
vidljivo u tablici 15. Takoder, na isti naCin ispitana je promjena temperature kolone za 5

°C, tj. pri 35 °C 1 45 °C, sto je prikazano u tablici 16.

Tablica 15. Robusnost — promjena temperature kolone za § °C.

IBUPROFEN

Temperatura kolone (°C) Eksperimentalna koncentracija (pg/mL)
32 0,009 0,020 0,196 0,499
40 0,010 0,026 0,246 0,684
48 0,008 0,019 0,202 0,497
RSD (%) 11,11 17,47 12,72 19,18

KARBENDAZIM

Temperatura kolone (°C) Eksperimentalna koncentracija (pg/mL)
32 0,016 0,034 0,292 0,617
40 0,015 0,042 0,337 0,839
48 0,018 0,033 0,259 0,619
RSD (%) 9,35 13,58 13,32 18,45
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Tablica 16. Robusnost — promjena temperature kolone za 5 °C.

IBUPROFEN

Temperatura kolone (°C) Eksperimentalna koncentracija (ng/mL)
35 0,011 0,025 0,252 0,665
40 0,010 0,026 0,246 0,684
45 0,011 0,025 0,248 0,662
RSD (%) 5,41 2,28 1,23 1,78

KARBENDAZIM

Temperatura kolone (°C) Eksperimentalna koncentracija (ng/mL)
35 0,021 0,041 0,338 0,840
40 0,015 0,042 0,337 0,839
45 0,016 0,041 0,340 0,839
RSD (%) 16,66 1,40 0,45 0,07

Usporedbom RSD kada je promjena temperature + 8 °C i £ 5 °C vidljivo je da prilikom
promjene od 5 °C dolazi do znatno manjih oscilacija koncentracija. Stoga, moze se
zakljuciti da je metoda vrlo robusna za promjene temperature od 5 °C, iako se RSD za

vece oscilacije ( 8 °C) takoder nalazi unutar dopustenih granica varijacije.

3.4.8. Stabilnost

Stabilnost ibuprofena 1 karbendazima ispitana je pripravljanjem pocetne otopine u kojoj
je koncentracija svakog analita 1 pg/mL, a razrjedenja i mjerenja su napravljena isti dan.
Pocetna otopina se Cuvala u zamrzivacu te su nakon tri i sedam dana ponovo pripravljene

razrijedene otopine. Rezultati mjerenja prikazani su u tablici 17.
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Tablica 17. Stabilnost otopine ibuprofena i karbendazima.

IBUPROFEN

Eksperimentalna koncentracija (ng/mL)
Dan 1 0,010 0,032 0,306 0,765
Dan 3 0,011 0,025 0,257 0,726
(Ol/z)eigacll'f“gii . i 21,88 16,01 5,10
Dan 7 0,011 0,024 0,246 0,628
(Ol/zfif‘f'f“gﬁa i 25,00 19,61 17,91

KARBENDAZIM

Eksperimentalna koncentracija (ug/mL)
Dan 1 0,016 0,039 0,368 0,888
Dan 3 0,015 0,032 0,348 0,865
(ol/if%rda(llﬁiia 6,25 17,95 5,43 2,59
Dan 7 0,012 0,027 0,211 0,622
&fiﬁf“gﬁa 33,33 30,77 42,66 29,95

Srednja vrijednost smanjenja koncentracije za ibuprofen nakon tri dana je 14,33 %, a
nakon sedam dana 20,84 %. Koncentracija karbendazima nakon tri dana prosje¢no se
smanji 8,06 %, a nakon sedam dana 34,18 %. Ove vrijednosti nisu zanemarive, pa ih treba

uzeti u obzir prilikom analize realnih uzoraka ukoliko se analiti nalaze otopljeni u uzorku.
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4.

ZAKLJUCAK

Analizom rezultata mjerenja moze se zakljuciti sljedece:

©)

Uspjesno je razvijena metoda za odijeljivanje ibuprofena i karbendazima, te njihovo
kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje na uredaju za tekuéinsku kromatografiju

ultravisoke djelotvornosti spregnutu sa spektrometrijom masa.
Otapalo u kojem se dobro otapaju standardi ibuprofena i karbendazima je metanol.

Za razdvajanje analita na kromatografu odabrana je Accucore™ CI18 kolona s
punjenjem promjera Cestica 2,6 um, pokretna faza je voda s 0,05 % volumnog udjela
octene kiseline te metanol. Pokretna faza protjece brzinom od 0,4 mL/min, zadanim
gradijentom. Najoptimalnija temperatura kolone je 40 °C, a volumen injektiranja

uzorka 5 pL.

Vrijednosti 199,54 nm 1 222,55 nm apsorpcijskih maksimuma na UV-Vis spektru
ukazuju na ibuprofen, a 196,82 nm, 222,83 nm, 281,67 nm te 274 nm karakteristi¢ni

su za karbendazim.

Na spektrometru masa kvantitativni 1 potvrdni prijelazi (m/z) za karbendazim su
redom: 192 — 160 1 192 — 132, a ibuprofen posjeduje samo jedan, kvantitativni
prijelaz: 205 — 161. Ibuprofen je sniman pri negativnom nacinu rada, a karbendazim

pri pozitivnom.

Raspon koncentracija unutar kojih se uocava linearnost krivulje umjeravanja je za oba
analita 0,010 pg/mL — 1,000 pg/mL, pri ¢emu je R*> za ibuprofen 0,9994; a za
karbendazim 0,9989. Granice dokazivanja za ibuprofen i karbendazim su redom:
0,0023 pg/mL 1 0,0020 pg/mL, a granice odredivanja su: 0,0078 pg/mL 1
0,0066 pg/mL, Sto ukazuje na neometanu kvantifikaciju ovih analita koriStenjem

jednadzbe pravca linearnog dinamickog podrugja.

Vrijeme zadrzavanja ibuprofena je 7,53 min, a karbendazima 4,53 min, dok je
konacno trajanje mjerenja 15 min kako bi se osiguralo ispiranje kolone od eventualnih

zaostataka analita.
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o Ostali parametri ispitani vrednovanjem metode: to¢nost, ponovljivost, srednja
preciznost, prikladnost sustava i robusnost pokazuju prihvatljive, ve¢inom vrlo male
vrijednosti odstupanja od zadanih ili srednjih. Prema tome moze se zakljuciti da je

metoda prikladna za ispitivanje realnih uzoraka.

o Stabilnost iskazuje znacajne postotke razgradnje analita u razdoblju od 7 dana, stoga

to treba uzeti u obzir ukoliko je uzorak otopina ibuprofena i karbendazima.

o U konacnici moze se zakljuciti da je razvijena metoda vrlo specificna zbog
optimiziranih parametara koji su karakteristi¢ni svakom pojedinom analitu 1 izvrsnog

razluCivanja.

54



5. POPIS KRATICA I SIMBOLA

NSAID — nesteroidni protuupalni lijek (engl. Nonsteroidal anti-inflammatory drug)
WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization)

COX — ciklooksigenaza (engl. ciclooxigenasa)

FAO — Organizacija za hranu i poljoprivredu (engl. Food and Agriculture Organization)

IUPAC — Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju (engl. International Union of

Pure and Applied Chemistry)

UHPLC - tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-High
Performance Liquid Chromatography)

UV-Vis — ultraljubicasti i vidljivi dio elektromagnetskog zracenja (engl. Ultraviolet and

Visible emissions)

ELS — rasprSenje svjetlosti isparavanjem (engl. Evaporative Light Scattering)
DAD - detektor s nizom dioda (engl. Diode Array Detector)

MS — spektrometrija masa (engl. Mass Spectrometry)

ESI — ionizacija elektrorasprSenjem (engl. Electrospray lonization)

APCI — kemijska ionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure

Chemical Ilonisation)

APPI — fotoionizacija pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric Pressure

Photoionization)

ICP-MS - induktivno spregnuta plazma (engl. Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry)

MALDI — maticom potpomognuta laserska desorpcija/ionizacija (engl. Matrix Assisted

Laser Desorption/lonization)
Q — Cetveropolni analizator (engl. Quadrupole)
QqQ — trostruki ¢etveropolni analizator (engl. Triple Quadrupoes)

CID — disocijacija izazvana sudarom (engl. Collision Induced Dissociation)
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MS/MS — tandemska spektrometrija masa (engl. Tandem Mass Spectrometry)

SRM - pracéenje odabranih reakcija fragmentacije (engl. Selected Reaction Monitoring)
LDP — linearno dinamicko podrucje (engl. Linear Dynamic Range)

LLOQ — donja granica kvantifikacije (engl. Low Limit Of Quantitation)

LQC — kontrola kvalitete na niskoj koncentraciji (engl. Low Quality Control)

MQC - kontrola kvalitete na srednjoj koncentraciji (engl. Medium Quality Control)
HQC — kontrola kvalitete na visokoj koncentraciji (engl. High Quality Control)

ICH — Medunarodna konferencija o harmonizaciji (engl. International Conference on

Harmonization)
GD - granica dokazivanja (engl. Limit of Detection)
GO — granica odredivanja (engl. Limit of Quantitation)

UHPLC-MS/MS - tekuéinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti vezana s
tandemskom spektrometrijom masa (engl. Ultra-High Performance Liquid

Chromatography- Tandem Mass Spectrometry)

RSD — relativna standardna devijacija (engl. Relative Standard Deviation)
pKa — konstanta disocijacije kiseline

fm - zadrZano vrijeme

t: —ukupno vrijeme zadrZavanja

t' —prilagodeno vrijeme zadrzavanja

h — visina kromatografske krivulje

w — Sirina kromatografske krivulje; w1, — Sirina kromatografske krivulje na polovici
visine

Rs — razlucivanje

m/z — omjer mase 1 naboja (engl. mass-to-charge ratio)

R*— korelacijskim faktorom

S/N — omjer signala 1 Suma (engl. Signal to Noise Ratio)
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7. PRILOZI

Prilog 1. Radiofrekventni napon fokusirajuce le¢e (ibuprofen — lijevo i karbendazim —

desno).

Optimizing RF Lens of lon 205.000 in Q1MS (-)
Optimal Value: 47 V; Optimal Intensity: 3.02E+006

Optimizing RF Lens of lon 192.000 in Q1MS (+)
Optimal Value: 68 V; Optimal Intensity: 2.79E+008
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Prilog 2. Napon na kapilari (ibuprofen — lijevo i karbendazim — desno).

Optimizing Spray Voltage for lon 205.000 in Q1MS (-)
Optimal Spray Voltage = 5000
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Prilog 3. Plin za stvaranje fine maglice (ibuprofen — lijevo i karbendazim — desno).

Optimizing Sheath Gas for lon 205.000 in Q1MS (-)
Optimal Sheath Gas = 1.611
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Optimizing Spray Voltage for lon 192.000 in Q1MS (+)
Optimal Spray Voltage = 4490.909
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Optimizing Sheath Gas for lon 192.000 in Q1MS (+)
Optimal Sheath Gas = 60
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Prilog 4. Pomo¢ni plin za stvaranje fine maglice (ibuprofen — lijevo i karbendazim —

desno).

Optimizing Auxilary Gas for lon 205.000 in Q1MS (-)  Optimizing Auxilary Gas for lon 192.000 in Q1MS (+)

Optimal Auxiliary Gas = 10.569 Optimal Auxiliary Gas = 1.22
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Prilog 5. Plin za poboljSavanje stvaranja fine maglice (ibuprofen — lijevo i karbendazim

— desno).
Optimizing Sweep Gas for lon 205.000 in Q1MS (-) Optimizing Sweep Gas for lon 192.000 in Q1IMS (+)
Optimal Sweep Gas = 7.755 Optimal Sweep Gas = 3.265
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