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1. UVOD



Jedan od vrlo velikih ekoloskih problema danasnjice je 1 zagadivanje okoliSa farmaceuticima,
koji se iz godine u godinu sve viSe proizvode za razno razne namjene, a od toga se 2/3
farmaceutika koristi u veterinarske svrhe i to u vidu promotora rasta, antibiotika i
antiparazitika.

U okolisu zavrSavaju iz industrijskih postrojenja: zbog neadekvatne obradbe otpadnih voda i
iz zivotinjskih farmi, putem Zzivotinjskih izlucevina koje rasprSivanjem gnojiva po

poljoprivrednim povrSinama u konac¢nici zavrsavaju u vodotocima (slika 1.).
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Slika 1. Izvori zagadivanja okoliSa farmaceuticima

Da bi se navedeni farmaceutici odredili u okoliSu, dakle bilo u vodama, sedimentu ili tlu,
koriste se u 90% slucajeva kromatografske metode - plinska, ionska, no od svega najcesca je
tekucinska kromatografija sa razdjelnim ili adsorpcijskim mehanizmom separacije. Pri cemu
se sve kromatografske tehnike sastoje od pokretne faze, nepokretne faze i ispitivanog spoja.

Cilj navedene metode je optimirati obzirom na izbor nepokretne faze. Na trzi$tu postoji niz
proizvodaca nepokretne faze - HPLC kolona (Agilent, Merck, Shimadzu, Varian, Waters) i
svaki od njih tvrdi da je upravo njihov proizvod rjeSenje nasih problema. U ovom radu ¢e se
ispitati kolone navedenih proizvodaca uz definiranje nekih vrlo bitnih kromatografskih
parametara s obzirom na veterinarske farmaceutike. Ispituju se i farmaceutici koji imaju
Siroku proizvodnju i uporabu i u Hrvatskoj i u svijetu, a to su fluorokinolonski antibiotik

ciprofloksacin, antiparazitik febantel, sulfonamidni antibiotik i njegov sinergist trimetoprim.

[1]



2. OPCI DIO



2.1. KROMATOGRAFIJA

Kromatografiju je izumio ruski botani¢ar Tswett pocetkom 20. stolje¢a. Primijenio je
kromatografsku tehniku za odjeljivanje otopine biljnih pigmenata klorofila i ksantofila
prolaskom kroz staklenu kolonu napunjenu usitnjenim Ca-karbonatom. Odjeljeni sastojci vide
se na koloni kao obojene vrpce po kojima je ta tehnika dobila ime (gr¢. chroma = boja).
Kromatografske metode sluze za odjeljivanje, identifikaciju 1 kvantitativno odredivanje
kemijskih sastojaka u slozenim smjesama. Svim kromatografskim tehnikama zajednicko je
postojanje nepokretne (stacionarne) i pokretne (mobilne) faze. Plinovita ili tekuc¢a pokretnu
faza nosi komponente uzorka kroz stacionarnu fazu, a odjeljivanje se temelji na razlikama u
brzini kretanja komponenti kroz stacionarnu fazu.

Nepokretna faza se mora odabrati tako da zadrzavanje molekula u njoj bude selektivno,
odnosno da razli¢iti sastojci smjese budu uz nju razliito dugo vezani, §to uzrokuje
razdvajanje smjese.

Kromatografske tehnike je uobic¢ajeno nazivati prema sastavu pokretne faze pa govorimo o

plinskoj i teku¢inskoj kromatografiji te o fluidnoj kromatografiji u superkriticnim uvjetima.



2.1.1. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA [1-2]

U tekucinskoj kromatografiji pokretna faza je kapljevina, a nepokretnu fazu mogu Ciniti

razli€iti sorbensi. Izbor pogodnog otapala, odnosno smjese otapala, provodi se s obzirom na

sposobnost otapala da stvaraju vodikove veze (odjeljivanje hidrofilnih, odnosno hidrofobnih

spojeva). Otapala moraju biti kromatografski ¢ista, Sta znaci da ne smiju sadrZavati necistoce

koje mogu smetati kromatografskom odredivanju.

Moze se podijeliti na:

- adsorpcijsku kromatografiju pri kojoj je nepokretna faza adsorbens

- razdijelnu kromatografiju pri kojoj je nepokretna faza kapljevina nanesena na ¢vrsti inertni
nosac.

Tekucinska kromatografija visoke ucinkovitosti (HPLC-DAD) uglavnom se koristi za

neionske 1 tesko hlapive spojeve, kao Sto su 1 navedeni ispitivani veterinarski farmaceutici.

Kod tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti kao detektori koriste se detektori s nizom

dioda (DAD), fluorescentni detektor (FLD), UV-VIS detektor te sve viSe maseni detektori

(MS) (slika 2.). Maseni detektori omogucavaju identifikaciju i detekciju, ali i odredivanje

farmaceutika u vrlo niskim koncentracijama u ppb, pa i manjim. Svi laboratoriji nemaju

pristup tako sofisticiranim i vrlo skupim detektorima, ve¢ se uglavnom koriste detektori poput

detektora s nizom dioda, pri cemu Se mjeri apsorbancija analita.

Da bi se postiglo §to ucinkovitija kromatografska separacija analita, osobito analita u

tragovima Cesto se mijenja pokretna faza, no u ovom radu se mijenjala nepokretna faza koja

se nalazi u koloni. Kolona je srce kromatografskog sustava jer se upravo u njoj odvija sam

proces kromatografije.

Slika 2. Shematski prikaz osnovnog uredaja za tekuc¢insku kromatografiju visoke
djelotvornosti: a - kontrola udjela komponenti pokretne faze; b — pumpa; ¢ - uredaj za
uno$enje uzorka; d - kolona; f - detektor (DAD, FLD, UV/VIS, MS)



Uz pretpostavku da je pokretna faza konstantnog sastava 1 brzine, ucinkovitost
kromatografskog stupca ovisi o duljini stupca, promjeru ¢estica punjenja i radnom tlaku.

Na odjeljivanje pri tekuc¢inskoj kromatografiji utjeCe temperatura, posebice kad je rije¢ o
otopinama male molekulske mase. PoviSena temperatura poboljSava difuznost uzorka i
reducira viskoznost pokretne faze, pa se time poboljSavaju kineticki parametri. S poviSenjem
temperature mijenja se i selektivnost stupca. Maksimalna dopustena temperatura pri
tekuc¢inskoj kromatografiji je niza je oko 20 °C od temperature vreliSta pokretne faze.
Umjesto temperature bolje je programirati protok, ¢ime se poboljSava razdvajanje i smanjuje
vrijeme zadrZavanja.

Prema kromatografskom sastavu pri tekuéinskoj kromatografiji je mogucéa upotreba
normalnih i obratnih faza.

Kromatografija normalnih faza pretpostavlja da je nepokretna faza polarna (silikagel, te
neutralni aluminijev oksid), a pokretna faza nepolarna (organska otapala). Odjeljivanje smjese
spojeva ovisi o interakciji polarnog analita s polarnom nepokretnom fazom. Nepolarni spojevi
bez polarnh funkcionanih skupina slabo reagiraju s nepokretnom fazom.

U kromatografiji obratnih faza, pri kojoj je nepokretna faza nepolarna (modificirani silikagel),
a pokretna faza polarna (smjesa vode i polarnog organskog otapala), mehanizam razdvajanja
temelji se na hidrofobnosti analita.

Cimbenici koji utje¢u na kromatografski proces i Sirenje kromatografske zone su energijska
barijera, veli¢ina i geometrijski oblik zrna sorbensa koji tvori nepokretnu fazu, temperatura
sustava, brzina pokretne faze, priroda veze i koli¢ina ispitivanog spoja.

Kromatografska zona se iri proporcionalno duljini putovanja ili vremena. Sirenje povrsine
zone pokazuje ucinkovitost kromatografske separacije. Oznacuje se ili kao broj teoretskih

tavana n ili kao visina tavana H (Slika 3).
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Slika 3. Karakteristi¢na svojstva kromatografske krivulje

Uzroci Sirenja kromatografske vrpce jesu otpor prijenosu mase u obje faze, brzina protoka

kroz nepokretnu fazu, uzduzna difuzija te nasumicna sorpcija 1 desorpcija molekula tijekom

kromatografskog procesa.

Kao $to je ve¢ spomenuto, kromatografski sustav ¢ine ispitivani uzorak, te pokretna i

nepokretna faza. O njihovom optimalnom izboru ovisi ucinkovitost kromatografskog

razdvajanja.



2.1.1.1. NEPOKRETNA FAZA

Nepokretna faza je ¢vrsta tvar ili kapljevina na inertnom nosacu. S obzirom na kemijsku
strukturu i polarnost, sorbensi se dijele na:
- polarne anorganske sorbense (hidrofilni-silikagel, Al,O3 i Mg-silikat)
- nepolarne anorganske sorbense (aktivni ugljen i grafit)
- polarne vezane faze (aminopropil, cijanopropil, diol)
- nepolarne vezane faze (alkani, Cg i Cyg ugljikovodici)
- polarne organske sorbense (celuloza, hitin, poliamid).
Izbor nepokretne faze ovisi o prirodi ispitivanog spoja, prirodi ravnoteze kromatografskog
procesa i vrsti veze koja nastaje izmedu ispitivanog spoja i kromatografske podloge.
Opcenito je poznato da se kao najcesce upotrebljavana nepokretna faza koristi silikagel opce
formule SiO,'H,0, a strukturno predstavlja nepravilnu prostornu reSetku SiO4- tetraedara
(Slika 4.a). Na povrsini silikagela nalaze se siloksan i silanolne skupine, te voda vezana
vodikovom vezom na silanolne skupine i kapilarno vezana voda (Slika 4.b).

a) b)

MNa povriimi silikagela nalaze se:
a) siloksan skupine

I ]
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b} silanolne skupine

— S5{{OH)— O —S5i(OH)—

¢) voda vezana vodikovom vezonr
E na silanolne skupine,
e-Sl_0-0 J-OH d) kapilamo vezana voda.

Slika 4. a) Struktura silikagela i b) skupine vezane na silikagel

Modificirane silikagelne podloge ili sorbensi podrazumijevaju zamjenu hidroksilnih skupina
silikagela polarnim funkcionalnim skupinama kao §to su cijano ili diolna skupina, te
nepolarnim lancima ugljikovodika, pri ¢emu svojstva nepokretne tako modificirane faze ovise
o vrsti i duljini vezanih lanaca ugljikovodika, pokrivenosti povrSine vezanom skupinom, vrsti
intermolekulskih interakcija organskog otapala te o funkcionalnim skupinama na povrSini

adsorbensa (Slika 5.).
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Slika 5. Shematski prikaz modificiranih silikagelnih podloga

Kod karakterizacije kolone bitno je poznavati njenu duljinu, unutarnji promjer i veli¢inu
zrnaca jer sve to utjece na Sirenje kromatografskih krivulja odnosno na separaciju.

Od sedamdesetih godina proslog stoljec¢a pa sve do danas proizvedeno je niz modifikacija
sorbensa, osobito na bazi silikagela, pri ¢emu se mijenjala duljina kolona, njihov unutarnji
promjer, a najvise se nastojalo smanjiti veli¢inu Cestica sorbensa - nekada od 100 mikronskih
pa do danas$njih sorbensa sa ¢esticama manjim od 2 mikrona. Doduse, kolone koje se koriste
za preparativnu kromatografiju i dalje se izraduju sa zrncima od oko 10 mikrona, no
analiticke kolone se izraduju sa sve manjim i manjim zrncima, jer to omogucava bolju

separaciju ispitivanih sastojaka uzorku (slika 6.).
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Slika 6. Konstrucija kolone te prikaz kolona za preparativnu i analitiCku kromatografiju




Separacija uzorka je ucinkovitija ako kolona ma vise efektivnih tavana, a broj tavana se

povecava smanjenjem veli¢ine Cestica samog punila (tablica 1.). [1]

Tablica 1. Povijesni razvoj povecanja separacijske u¢inkovitosti HPLC kolona

Zoding prinvacania Weliding Sestica Mominalna veliting  Braoj tavana (M) F 5 cm
1869, CI 100pm 170
1973. )}‘}} STHM (poput oprie) 350
19735, i 10pm 2 000
1985, @ Spm 4 000
1992, - 3,5um 7 500
2003 . 1,8 pm 12 000

Danas postoji na svjetskom trzistu na desetke razlic¢itih proizvodaca kolona za kromatografiju
visoke ucinkovitosti, no unato¢ tome cijene kolona nisu niske, cesto puta kromatograficari su
prinudeni izabirati kolone prema literaturnim podatcima, obzirom na prikazana svojstva
sorbensa od strane proizvodaca, te ih primijeniti na svoj analit/analite, naravno poznavajuci
dobro i fizikalno-kemijska svojstva analita.

Iako danas postoji niz programa koji olakSavaju izbor kolona obzirom na analit koji
ispitujemo, ti programi su vrlo skupi i ¢esto nedostizni.

U ovom radu za ispitivane farmaceutike ispituje se dvanaest kolona od Sest razli¢itih
proizvodaca, razli¢itih dimenzija, a izbor ¢e se temeljiti na eksperimentalno dobivenim
podatcima.

Od svih navedenih kolona koje su koristene tijekom ispitivanja, dimenzije kolona se kre¢u od
50 do 150 mm, promjer od 2 do 4,6 mm i veli¢ina zrnaca punila od 2,6 do 5 um.

Punila sorbensa su od vrlo polarnih HILIC kolona od Agilenta i Watersa, preko nepolarnih
C18 sorbensa od Mercka, Phenomenexa i Variana pa do Merckove CN kolone koja moze biti

polarnog i nepolarnog karaktera ovisno o sastavu pokretne faze.

-10-



Slika 7. Kolona Phenomenex, Synergi 4u Fusion-RP 80 A

HILIC o

Slika 8. Kolona Agilent, Zorbax HILIC PLUS

Slika 9. Kolona Varian, Polaris 5u C18-A

-11 -



2.1.1.2. KROMATOGRAFSKI PARAMETRI [3]

Za svaki analit na svakoj koloni ocitavani su karakteristicni parametri kromatografske

krivulje. Kao kvalitativne parametre za pojedini analit, prate se vrijeme zadrzavanja, tg i

apsorpcijski spektri, a kao kvantitativni parametre povrsina i visina kromatografske krivulje te

bazna S$irina.

PARAMETRI

Tablica 2. Karakteristi¢ni kromatografski parametri

JEDINICA

SIMBOLI

Kirkland et.al. [4]

ASTME E -19
[5]

KROMATOGRAFSKI

[5]

Vrijeme zadrzavanja

t'm

S to t
nezadrzanog spoja
Vrijeme zadrzavanja S tr tr tmes
Prilagodeno vrijeme , ,
. . S tthR_tO tthR_tm ts,:tm+'s_tm
zadrZavanja
Bazna Sirina S w \ W
_ t t s
Faktor zadrZavanja - K = E K = a k=Tm
k t, £ ty
Faktor razdvajanja - k_: == TR -
o= "1 tRj_ r=% r= rs
Razlutivanie t}}; - tj.h g —Llp t;rlus B t;n+3
Ziuciv - _— P TE—— _—
! Re=2(Wi+Wwz) |R=2(Ya+)z)| Ro=p( Wi+ w, )
Broj teoretskih ) (tR)z (j_R)z (tmﬂ):
tavana N=16 \w n=16 V1 n=16 \ W
. . . v & r ., a b
Broj efektivnih ) (z_R) (;_R) ( i )
tavana Nes =16 \W Nes = 16 \Ja Ner = 16 \Wp
Duljina kolone cm L L L
Visina t cm L L L
isina tavana H=TW H=n H=n
Visina efektivnog L L L
cm
tavana Hef = Naf Hef = nElf Hef =n gf
Linearna brzina 4 L L L
cms - o =
pokretne faze u=te 0= Im 0= Im
Pad tlaka u koloni bar
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Vrijeme zadrzavanja nezadrZzanog spoja (o) je volumen zadrzavanja sastojaka uzorka Cije
su molekule ve¢ od najvecih pora Cestica gela. One Ce prve eluirati s kolone 1 odgovarajuce
vrijeme zadrZavanja je to.

Vrijeme zadrZavanja ({r) je vrijeme zadrzavanja sastojaka uzorka ¢ije su molekule manje od
navecih pora Cestica gela, ali su vece od najmanjih pora.

Prilagodeno vrijeme zadrZavanja (tr') je ukupno vrijeme zadrzavanja umanjeno za vrijeme
zadrZavanja nezadrZanog sastojka.

Sirina kromatografske krivulje (w) je vrijeme zadrzavanja paralelno s osnovicom. Ako
osnovica nije paralelna s osi koja predstavlja vrijeme, tada se Sirina krivulje crta paralelno s
tom osi.

Faktor zadrzavanja (K) je omjer vremena koje sastojak provede u nepokretnoj fazi i
vremena koje provede u pokretnoj fazi. On izrazava koliko duze sastojak putuje kroz kolonu
zbog zadrZavanja u nepokretnoj fazi nego $to bi putovao brzinom pokretne faze.

Faktor razdvajanja (a) je vrijednost relativnog zadrzavanja izraCunatog za dvije susjedne
kromatografske krivulje.

Razlu¢ivanje kromatografskih krivulja (R;) izrazeno je pomocu prosjeka Sirina njihovih
osnovica (trz > tr) .

Broj tavana (N) je broj koji oznacava djelotvornost kolone, a izraCunava se pomoc¢u gore
navedene jednadzbe.

Broj efektivnih tavana (Nef) je broj koji oznacava djelotvornost kolone, a izraCunava se
pomocu prilagodenih vremena zadrzavanja.

Visina tavana (H) je duljina kolone podijeljena s brojem tavana.

Linearna brzina pokretne faze (u) se izracunava dijeljenjem duljine kolone (L) S vremenom

zadrzavanja spoja koji kroz kolonu prolazi bez zadrzavanja (tm).

-13-



3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Kemikalije koje su koriStene tijekom provodenja eksperimenta te Cistoca i proizvodac

kemikalija su prikazani u tablici 3.

Tablica 3. Popis koriStenih kemikalija

NAZIV MOLEKULSKA CISTOCA
FORMULA
metanol CH3;OH HPLC
mravlja kiselina HCOOH p.a.
acetonitril CH;CN HPLC

Za pripravu otopina koriStena je dvostruko deionizirana voda. [1]

3.1.2. Farmaceutici

Fizakalno-kemijska svojstva farmaceutika koriStenih u ovom radu su prikazana u tablici 4.

-15-



FARMACEUTIK

IME PO IUPAC-u

Tablica 4. Fizikalno-kemijska svojstva ispitivanih farmaceutika

GRUPA

FARMACEUTIKA

MOLEKULARNA

STRUKTURA

CAS BROJ

MOLARNA

MASA

PROIZVOPAC

KONSTANTE

1-ciklopropill-6-fluoro-4-okso-7-

Log Kqw = 0,28
Sw=3e + 0,04 mg/L

Ciprofloksacin Antibiotik F coon
P piperazin-1-il-kinolin-3- ) ) th PLIVA
[C17H15N303F] karboksilna kiselina (fluorkinolonski) . A 85721-33-1 331.35 93.6 % Log K, =- 0,004
Koc =0,9919 L/kg
Febantel N-[-[2,3-bis-(metoksikarbonil)- Q o’c:’ Log Kow = 1,53
. L . . . HN )LO/CHJ B
(mikronizirani) gvanido]-5-(feniltio)-fenil]-2- Antihelmntik S—Q*N%H Veterina S, =76,92 mg/LLog
CootoNiOGS] metoksiacetamid (antiparazitik) @ y {o 58306-30-2 446,48 > 999 Koo = 1,4468
‘oH, Koc = 27,98 L/kg
N-[-[2,3-bis-(metoksikarbonil)- cH, Log Ky = 0,89
Sulfametoksazol gvanido]-5-(feniltio)-fenil]-2- Antibiotik o, 0 f/OH Slgma Sy = 3942 mg/L
metoksiacetamid P Sy N _
[C10H11N303S] (sulfonamidni) ) N/©/ N 793-46-6 253 28 > 999 Log Ko = 1,5356
‘ Koc = 34,33 L/kg
Dimetill [2-[2-(2-
metoksiacetamido)-4- Sinergist NH, Log Kow = 0,91
Trimetoprim (feniltio)fenil]limidokarbanil] sulfonamidnih U\QEOCH Veterina Sw = 2334 mg/L
[C14H1gN405] dikarbamat 4-amino-N-(5- H,NT N . OCH, | o 20.c 290,32 > 999 Log Ko = 1,8955

metilizoksazol-3-il)
benzenesulfonamid

antibiotika

Ko = 78,61 L/kg




3.1.3. Pokretna faza koristena u kromatografskom sustavu
Kao pokretna faza koristena je 0,01% mravlja kiselina u MIliQ vodi (A*) 1 0,01% mravlja
kiselina u acetonitrilu (B**). Gradijent protoka pokretne faze se mijenjao tijekom

kromatografskog procesa (tablica 5.) uz protok od 0,5 mL/min.

Tablica 5. Gradijent pokretne faze

t/ min o ’ B** ‘

0 100 0
2,30 92 8
6,00 90 10
11,00 70 30
15,00 40 60
18,20 5 95
28,00 5 95
28,06 100 0
30,00 100 0
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3.1.4. Nepokretne faze (kolone) koristene u kromatografskom sustavu

HPLC kolone koje su koriStene u ovom radu su prikazane u tablici 6.

Tablica 6. HPLC kolone na kojima su provedena ispitivanja

PROIZVODAC

VRSTA
SORBENSA

DIMENZIJE KOLONE

(L x ID mm; v¢é pm)*

AGILENT (Agl)

Zorbax HILIC PLUS

100 x 2,1 mm; 3,5 um

MERCK (Mk2) Purospher Star RP-18e 125 x 2,0 mm; 5,0 pm
MERCK (Mk1) Licrospher 100 CN 125 x 4,0 mm; 5,0 um
PHENOMENEX (Phl) | Synergi 4u Fusion-RP 80 A 150 x 4,6 mm; 4,0 um
PHENOMENEX (Ph2) | Synergi 4u Fusion-RP 80 A 150 x 2,0 mm; 4,0 pm
PHENOMENEX (Ph3) Kinetex 2,6 u C18 100 A 150 x 3,0 mm; 2,6 um

SHIMADZU (Sh1)

Patfinder AS C18

150 x 4,6 mm; 5,0 pm

VARIAN (Va2)

Omnispher 3 C18

100 x 4,6 mm; 3,0 um

VARIAN (Va3)

Omnispher 5 C18

100 x 4,6 mm; 5,0 um

VARIAN (Val)

Microsorb-MV 100-5 C18

150 x 4,6 mm; 4,0 pm

VARIAN (Vad)

Polaris 5u C18-A

50 x 2,0 mm; 5,0 um

WATERS (Wtl)

XBridge HILIC

150 x 4,6 mm; 3,5 pm

* L = duljina kolone u mm, ID = unutarnji promjer u mm; v¢ = veli¢ina ¢estica u um
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3.2. INSTRUMENT

Tekucinska koratografija visoke djelotvornosti izvedena je na Varian ProStar 500 (Walnut
Creek, California, USA) sustavu koji se sastoji od ProStar 410 uredaja za automatsko
dodavanje uzorka, ProStar 230 tercijarne pumpe, ProStar 330 detektora s nizom dioda (DAD),
I termostatirane komore za kromatografsku kolonu (slika 10.). Za obradu kromatograma

koristio se Varianov rac¢unalni program STAR 5.2 koji upravlja radom cijelog sustava,

prikupljanjem i obradom podataka.

Slika 10. Uredaj za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti (Varian ProStar 500)

koristen u laboratorijskom radu

Snimanje kromatograma provodilo se pri valnim duljinama od 254 i 280 nm. Volumen
injektiranih pojedinacnih uzoraka farmaceutika i njihove smjese je 30 pL. Svaki uzorak

injektiran je tri puta nakon ¢ega je kolona isprana propustanjem acetonitrila.
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3.3. METODA RADA

3.3.1. Priprava standardnih otopina farmaceutika

Odvage svakog farmaceutika na analitickoj vagi:

m (ciprofloksacin) = 0,0100 g

m(febantel) = 0,0101 g

m (sulfametoksazol) = 0,0100 g

m (trimetoprim) = 0,0101 g

Standardna otopina smjese farmaceutika: ciprofloksacina, febantela, sulfametoksazola i
trimetoprima pripremljena je otapanjem tocno poznate mase svakog farmaceutika u metanolu
HPLC Cdistoce tako da su dobivene sljede¢e masene koncentracije:

v (ciprofloksacin) = 20 mg/L

vy (febantel) = 12 mg/L

vy (sulfametoksazol) = 15 mg/L

vy (trimetoprim) = 30 mg/L
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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Danas postoje razli¢iti programi koji omogucavaju laksi odabir nepokretne faze za pojedini

analit.

Column Manager Cardfile =[5]x]

Fie Edt View Records Window Help _18]

"
Acme LC Inc. AcmeSil ODS-2 5 um 250 mm x 4.6 mm

Onlyto be used for. Viiaminanatyis |
Do not use with- Buffer Salts

pH Restrictions:
Storage Location
Storage Solvents: ACN / Water 70:30
Golumn Gare Group:
Valiation Test

Last Use/ Inj./Press: [LFIEF:] 4127 2123

Condition / Status: [TENTETT] Available

Solventin Column: Methanol / water {30/20) | [F

View Use | Valid. | Return *IKI 'I.I-I
[care [ Testinglarctive vertory[ Fiter [ Exit |
[l

] 4]Recod]i [or 1

‘Actual salvents lef in calumn after last analysis. | I 1 ] R

Slika 11. Programi

Medutim, za takve programe treba poznavati fizikalno-kemijska svojstva nepokretne faze
odnosno kolona koje su uglavnom patenti pojedinih proizvodaa i mnogi parametri nisu
dostupni. Ukoliko se Zele pripremiti kolone sli¢nih specifikacija razli¢itih proizvodaca, tada
se takvi programi uglavnom ne mogu primjeniti. U tom slucaju, najbolja metoda je
usporedivanje eksperimentalnim putem, a to zna¢i snimanje kromatograma i njihova obrada

obzirom na ispitivane analite.

Dakle, da bi se uopée mogla izabrati odgovaraju¢a kolona, moraju se snimiti kromatogrami i
ocitati karakteristicni parametri kromatografske krivulje za svaki analit na svakoj koloni.
Snimanje kromatograma provodilo se pri valnim duljinama od 254 i 280 nm jer na 254 nm
apsorbiraju i otapala, Sto utjece na baznu liniju. Bazna linija je puno losija na 254 nego na 280
nm. Na 280 nm ciprofloksacin ima puno veéi odziv nego na 254 nm, febantel na 254 nm, dok

trimetoprim i sulfametoksazol imaju podjednak odziv na obje valne duljine.

Kolone istih dimenzija 1 priblizno istih veli¢ina Cestica sorbensa kao Sto su Xbridge HILIC
(Waters), Microsorb-MV (Varian), Patfinder (Shimadzu), te Sinergy Fusion (Phenomenex)
kolone, ukazuju da se kromatogrami znacajno razlikuju zbog razli¢itih fizikalno-kemijskih
svojstava sorbensa, odnosno razli¢itog nac¢ina priprave od proizvodaca do proizvodaca.
Primjerice kod Xbridge HILIC kolone nije doslo do separacije pa je sve pomaknuto na
pocetak kromatograma.

Dobiveni kromatogrami su prikazani u tablici 7.
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Tablica 7. Dobiveni kromatogrami snimani na 254 i 280 nm

Kolona

Valna duljina, nm

Zorbax HILIC PLUS,

100 x 2,1 mm; 3,5 pm

Purospher Star RP-18e,

S M e I N
125 x 2,0 mm; 5,0 pm s - - " - —
Licrospher 100 CN, ;;J{ - J\ }L
P __JL’LJLJL __L e : :; — "lA - _Jlk—
125 x 4,0 mm; 5,0 pm - - - - d

Synergi 4u Fusion-RP 80 A,

150 x 4,6 mm; 4,0 pm

-
IEEREEN]
I
|

Synergi 4u Fusion-RP 80 A,

150 x 2,0 mm; 4,0 pm

]

Kinetex 2,6 u C18 100 A,

150 x 3,0 mm; 2,6 pm

an

Patfinder AS C18,

150 x 4,6 mm; 5,0 pm

Omnispher 3 C18, - =
| OV S | | U Y —
100 x 4,6 mm; 3,0 pm . — - - s -
Omnispher 5 C18, - - M
Gl = |
100 x 4,6 mm; 5,0 pm - - o — - = p—
Microsorb-MV 100-5 C18, - = J\
- I o ML ! : l«_,L —»J l
150 x 4,6 mm; 4,0 pm - s - B " =
Polaris 5u C18-A, = =
! I% \__I\,M_A_-i_ ' .:i \__A\_J\\ J_;
50 x 2,0 mm; 5,0 pm o . — - . —
XBridge HILIC .

150 x 4,6 mm; 3,5pm

ur

Eaow BEEE
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Obzirom da se vrijeme zadrzavanja tijekom eksperimenata mijenjalo od kolone do kolone,
bilo je nuzno usporedivati apsorpcijske spektre ispitivanih analita dobivenih eksperimentom
sa spektrima iz baze podataka. Apsorpcijski spektri ispitivanih analita prikazani su na slikama
12.,13., 14,1 15.

FEUEEONG NS L (G
FaDroleydpmnen wshems 1o e
)| a3

by

H

i

i

H

— ~
[ — O T N
e | 8 G| Yo G e | B e e -pu | lrtwate et e [[fllvse avess wn

Slika 12. Apsorpcijski spektar iz baze podataka za trimetoprim

Slika 13. Apsorpcijski spektar iz baze podataka za ciprofloksacin
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Slika 14. Apsorpcijski spektar iz baze podataka za sulfametoksazol

—
|| 8 S et e | Bt P [fevoe awes o»

Slika 15. Apsorpcijski spektar iz baze podataka za febantel

Kao $to je ve¢ spomenuto kod parametara kromatografske krivulje, kao kvalitativni parametri
za pojedini analit prati se vrijeme zadrzavanja, tg i apsorpcijski spektri, a kao kvantitativni

parametri povrs$ina kromatografske krivulje i bazna $irina.
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Slika 16. Odredivanje razlucivanja dviju susjednih kromatografskih krivulja

Navedeni parametri koriSteni su za odredivanje Rs vrijednosti, odnosno odredivanje
razluc¢ivanja dviju susjednih kromatografskih krivulja pri ¢emu ta vrijednost treba biti $to
bliza jedinici ili jo§S bolje Sto veca od jedan, no to nije uvijek moguce, osobito kod

viSekomponentnih analiza kao §to je to u ovom slucaju (slika 16.).

R. — 2(tR1 _tRZ)
g =
Wi + W

1)

Rs vrijednosti su izra¢unate pomocu jednadnadzbe (1) koja predstavlja omjer razlike vremena
zadrzavanja izmedu dviju susjednih kromatografskih krivulja (u ovom slucaju izmedu
trimetoprima i ciprofloksacina, ciprofloksacina i sulfametoksazola te izmedu
sulfametoksazola i febantela) i zbroja $irina tih dviju kromatografskih krivulja.

Na razli¢itim valnim duljinama, analit se ne vidi na svim kolonama. Iz tablice 8. se moze
vidjeti da je najbolja separacija postignuta na Va2, a najlosija na kolonama Va3 jer su Rs
vrijednosti dosta niske. 1z tablice 9. se vidi da je do najbolje separacije doslo na koloni Va2, a

do najlosije na kolonama Wtl.
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Tablica 8. Rs vrijednosti izra¢unate za 254 nm

*NAZIV Rs vrijednosti

KOLONE TMP-CIPRO CIPRO-SMETOX | SMETOX-FEBA
Mk2 0,080337 0,179311 0,65305
Ph1 0,16863 0,424219 0,439018
Va2 0,040009 0,373105 0,845612
Va3 0,023253 0,452055 0,662425

*NAZIV

Tablica 9. Rs vrijednosti izraGunate za 280nm

R, vrijednosti

KOLONE TMP-CIPRO CIPRO-SMETOX | SMETOX-FEBA
Mk2 0,080332 0,180099 0,654479
Ph2 0,170788 0,309447 0,728711
Ph3 0,143903 0,423719 0,441635
Va2 0,039295 0,358912 0,827721
Wil 0,023315 0,377679 0,661899

*NAZIV KOLONE

Mk 2- MERCK, Purospher Star RP-18e, 125 x 2,0 mm; 5,0 um

Ph1- PHENOMENEX, Synergi 4u Fusion-RP 80 A, 150 x 4,6 mm; 4,0 um
Ph2- PHENOMENEX, Synergi 4u Fusion-RP 80 A, 150 x 2,0 mm; 4,0 um
Ph3- PHENOMENEX, Kinetex 2,6 u C18 100 A, 150 x 3,0 mm; 2,6 um
Va2- VARIAN, Omnispher 3 C18, 100 x 4,6 mm; 3,0 um

Va3- VARIAN, Omnispher 5 C18, 100 x 4,6 mm; 5,0 um

Witl- WATERS, XBridge HILIC, 150 x 4,6 mm; 3,5 pm
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EFEBA

E CTPRO
B SMETOX
u TMP
Mk1 Mk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil
Slika 17. tg vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 254 nm
25 7
Z
Q—'
20 A
EFEBA
15 A
u CIPRO
HSMETOX
10 A
mTMP
5 -
0 -
Mkl Mk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil

Slika 18. tg vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 280 nm
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S obzirom na promjenu vremena zadrzavanja od kolone do kolone, dokazivanje pojedinog

analita provodilo se putem apsorpcijskih spektara koje daje detektor sa nizom dioda.

Proucavajuci tr vrijednosti za sva Cetiri uzorka uocava se sljedece (slike 17. 1 18.):

-Vrijeme zadrZzavanja za febantel mijenja se od kolone do kolone u rasponu od priblizno 14
min za kolonu Va3 pa do priblizno 24 min za kolonu Phl $to se moze vidjeti na obje valne
duljine.

-Vrijeme zadrzavanja za ciprofloksacin kod valne duljine 254 nm mijenja se u rasponu od
priblizno 1 min za kolonu Mk1, Ph3, Val, Wtl pa do priblizno 14 min za kolonu Phli Va3, a
kod 280 nm u rasponu od priblizno 1 min za kolonu Mk1, Phl, Val, Va3 pa do 14 min za
kolonu Ph3 i Wtl.

-Vrijeme zadrzavanja za sulfametoksazol kod valne duljine 254 nm mijenja se u rasponu od
priblizno 3 min za kolonu Wtl pa do priblizno 24 min za kolonu Ph3, a kod valne duljine 280
nm mijenja se u rasponu od priblizno 3 min za kolonu Ph1 pa do priblizno 18 za kolonu Ph3.
-Vrijeme zadrZavanja za trimetoprim kod valne duljine 254 nm mijenja se u rasponu od
priblizno 1 min za kolonu Mk1, Ph3, Val pa do priblizno 14 min za kolonu Va3, a kod valne
duljine 280 nm mijenja se u rasponu od priblizno 1 min za kolonu Mk1, Phl, Val pa do
priblizno 14 min za kolonu Wt1.

Iz ovih vrijednosti za vrijeme zadrzavanja, moze se zakljuciti da se moze skratiti vrijeme

analize.
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60 -
= FEBA
= CIPRO
= SMETOX
= TMP
Mk1 Mk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil
Slika 19. wg vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 254 nm
60 -
éﬁ 50 -
EFEBA
u CIPRO
BSMETOX
s TMP

MKk1 Mk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil

Slika 20. wg vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 280 nm
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Sto je veca Sirina krivulje, loije je razluGivanje i odziv tj. manji je signal, a samim time se
povecavaju granice detekcije i kvantifikacije (slike 19. i 20.).

Raspon $irina za febantel je bio od priblizno 5 s za kolonu Va2 pa do priblizno 55 s za kolonu
Ph1 kod obje valne duljine.

Raspon $irina za ciprofloksacin kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 1 s za kolone
Mk1, Ph3, Val, Wtl pa do priblizno 20 s za kolone Ph2 i Va4, a kod valne duljine 280 nm je
bio od priblizno 1 s za kolone Mk1, Ph1, Val pa do priblizno 20 s za kolonu Ph2.

Raspon $irina za sulfametoksazol kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 5 s za kolonu
Va2 pa do priblizno 60 s za kolonu Ph3, a kod valne duljine 280 nm je bio od priblizno 1 s za
kolonu Ph1 pa do priblizno 53 s za kolonu MK1.

Raspon $irina za trimetoprim kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 1 s za kolone MK,
Ph3, Val pa do priblizno 30 s za kolonu Mk2, a kod valne duljine 280 nm je bio od priblizno
1 s za kolone Mk2, Shi, Wtl pa do priblizno 31 s za kolonu Mk1.
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m‘-’!
200
BEFEBA
150 = CIPRO
BSMETOX
100 mTMP
50
0
Mkl MKk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wtl
Slika 21. Hg vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 254 nm
500
m- 400
u FEBA
300 -
B CIFPRO
200 - = SMETOX
u TMP
100 A

Mk1 MKk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil

Slika 22. Hy vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 280 nm
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Kod HPLC-DAD kromatografije, s obzirom na Sirinu kromatografske krivulje, kao parametar
za kvantifikaciju povrsine kromatografske krivulje ne uzima se visina. Visina se mijenja od
kolone do kolone znacajnije od povrsine, ponovljivost mjerenja je manja, te se uglavnom kao
parametar za kvantifikaciju uzima povrsina (slike 21. i 22.).

Raspon visina za febantel je bio od priblizno 25 mA jedinica za kolonu Va3 do priblizno 230
mA jedinica za kolonu Va2 kod obje valne dujine.

Raspon visina za ciprofloksacin kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 1 mA jedinica
za kolone MK1, Ph3, Val, Wtl do priblizno 160 mA jedinica za kolonu Shi, a kod valne
duljine 280 nm od priblizno 1 mA za kolonu MKk1, Phl, Val, Va3 pa do priblizno 490 mA
jedinica za kolonu Shl.

Raspon visina za sulfametoksazol kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 10 mA
jedinica za kolonu Wtl do priblizno 190 mA jedinica za kolonu Va2, a kod valne duljine 280
nm od priblizno 1 mA jedinica za kolonu Phl pa do priblizno 225 mA jedinica za kolonu
Witl.

Raspon visina za trimetoprim kod valne duljine 254 nm je bio od priblizno 1 mA jedinica za
kolone Mk1, Ph3, Val pa do priblizno 225 mA jedinica za kolonu Shl, a kod valne duljine
280 nm od priblizno 1 mA jedinica za kolonu Mk2, Shl, Wtl pa do priblizno 370 mA

jedinica za kolonu Ph3.
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Slika 23. A vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 254 nm
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2500 = CIPRO
2000 BESMETOX
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1500
1000
500

Mkl Mk2 Phl Ph2 Ph3 Shl Val Va2 Va3 Va4 Wil

Slika 24. A vrijednosti za sva Cetiri uzorka na 280 nm
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Promatrajuéi vrijednosti povrsine koje se mijenjaju od kolone do kolone, za sva Cetiri uzorka
uocava se sljedece (slike 23. i 24.):

-Kod obje valne duljine, za febantel, najvec¢u povrsinu je dala kolona Phl, a najmanju kolona
Va3.

-Kod valne duljine 254 nm, za ciprofloksacin, najve¢u povrsinu je dala kolona Shl, a
najmanju su dale kolone MKk1, Ph3, Val i Wtl, a kod valne duljine 280 nm, najveéu povrsinu
je dala kolona Ph3, a najmanju su dale kolone Mk1, Phl, Val i Va3.

-Kod valne duljine 254 nm, za sulfametoksazol, najvec¢u povrSinu je dala kolona Ph3, a
najmanju kolona Wtl1, a kod valne duljine 280 nm, najvecu povrsinu je dala kolona Ph3, a
najmanju kolona Wt1.

-Kod valne duljine 254 nm, za trimetoprim, najvecu povrsinu je dala kolona Shl, a najmanju
kolona MK1, Ph3 i Val, a kod valne duljine 280 nm, najvecu povrsinu je dala kolona Ph3, a
najmanju kolona Mk2, Sh1 i Wtl.
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5. ZAKLJUCCI
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1. Rs vrijednosti su se mogle racunati samo za kolone: MERCK, Purospher Star RP-18e,
125 x 2,0 mm; 5,0um, PHENOMENEX, Synergi 4u Fusion-RP 80 A, 150 x 4,6 mm;
4,0 um, VARIAN, Omnispher C18, 100 x 4,6 mm; 3,0 um, VARIAN, Omnispher
C18, 100 x 4,6 mm; 5,0 um pri 254 nm i za kolone: MERCK, Purospher Star RP-18e,
125 x 2,0 mm; 5,0 pm, PHENOMENEX, Synergi 4u Fusion-RP 80 A, 150 x 2,0 mm;
4,0 pum, PHENOMENEX, Kinetex C18 100 A, 150 x 3,0 mm; 2,6um, VARIAN,
Omnispher 3 C18, 100 x 4,6 mm; 3,0um, WATERS, XBridge HILIC, 150 x 4,6 mm;
3,5 um pri 280 nm.

2. Merckova kolona Licrospher 100 CN, dimenzija 125 x 4,0 mm; 5,0 um i
Phenomenexova kolona Synergy 4u Fusion-RP 80 A, dimenzija 150 x 4,6mm; 4 pm

pokazuju krace vrijeme analize.

3. Najbolja kolona je Phenomenexova kolona, Synergy 4u Fusion-RP 80 A, dimenzija
150 x 4,6 mm; 4 pm.
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6. ZAHVALE
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Zahvaljujem se dr. sc. Danijeli ASperger na pruzenoj
pomoci i poticanju na rad.

Zahvaljujem se decku i roditeljima koji su bili cijelo
vrijeme uz mene i pruzili mi veliku potporu

pri izradi ovoga rada.
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., Budite radosni kad god vam se za to pruza mogucnost, i kad god za to nalazite snage u sebi,
Jer trenutci Ciste radosti vrijede i znace vise nego citavi dani i mjeseci naseg Zivota provedeni
u mutnoj igri nasih sitnih i krupnih strasti i prohtjeva. A minut Ciste radosti ostaje u nama

zauvjek, kao sjaj koji nista ne moze zamraciti. “ (Ivo Andric)
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8. SAZETAK
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Veterinarski farmaceutici podrazumijevaju vrlo Siroki spektar spojeva razlicitih fizikalno—
kemijskih svojstava. Dolaze u okolis razli¢itim putovima i potrebno ih je odrediti u okolisu, a
U tu svrhu se najcesce koriste kromatografske metode. Jedna od metoda je i tekucinska
kromatografija visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD) koja je
koriStena u ovom radu. Cilj ovog rada je izabrati najbolju nepokretnu fazu, odnosno kolonu za
kromatografsku  separaciju ispitivanih  farmaceutika  (fluorokinolonski  antibiotik
ciprofloksacin, antiparazitik febantel, sulfonamidni antibiotik sulfametoksazol i njegov
sinergist trimetoprim), koja ¢e dati najbolju separaciju i najveéi odziv signala za svaki

farmaceutik.

Na trZiStu postoji niz proizvodaca HPLC kolona razli¢itih nepokretnih faza (Agilent, Merck,
Shimadzu, Varian, Waters) 1 svaki od njih tvrdi da je njihov proizvod upravo rjeSenje
analitickih problema. U ovom radu koristene su kolone navedenih proizvodaca definiranjem
nekih bitnih kromatografskih parametara za kromatografske kolone primjenom na ispitivane

farmaceutike.

Najbolji eksperimentalni rezultati i separacija ispitivanih farmaceutika postignuta je na koloni
Synergy 4 p Fusion-RP 80 A (150 x 4,6 mm; 4 pm) iz Phenomenexa (SAD).

Kljucéne rijeci: veterinarski farmaceutici, tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
(HPLC), detektor s nizom dioda (DAD), HPLC kolone, nepokretna faza
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Veterinary pharmaceuticals include a wide range of compounds of different physico-chemical
properties. They come into the environment with different ways and need to be determined in
the environment, and for this purpose are commonly used chromatographic methods. One of
these methods is the high performance liquid chromatography with diode array detector
(HPLC-DAD), used in this experimental work. The aim of this work was to find optimal
stationary phase and HPLC column for chromatographic separation of investigated
pharmaceuticals  (fluoroquinolone antibiotic  ciprofloxacin, antiparasitic  febantel,
sulphonamide antibiotic sulfamethoxazole and his synergist trimethoprim) which will gave

the best separation and maximum signal response for each pharmaceutical.

On the market there are many manufacturers of HPLC columns with different stationary
phase (Agilent, Merck, Shimadzu, Varian, Waters) and each of them claimed that their
product is exactly the solution of analytical problems. In this work were used HPLC columns
of mentioned manufacturers, and for each column were defined important chromatographic

parameters implemented on investigated pharmaceuticals.

The best experimental results and separation of investigated pharmaceuticals are achieved on
Synergy 4u Fusion-RP 80 A column (150 x 4.6 mm, 4 pm) from Phenomenex (USA).

KeyWords: veterinary pharmaceuticals, high performance liquid chromatography (HPLC),

diode array detector (DAD), HPLC columns, stationary phase
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