Univerzitet u Beogradu

Farmaceutski fakultet

Marko M. Jovanovic¢

Teorijska i hemometrijska analiza
retencionih mehanizama odabranih
lekova u tecnoj hromatografiji
hidrofilnih interakcija

doktorska disertacija

Beograd, 2015



University of Belgrade

Faculty of Pharmacy

Marko M. Jovanovic¢

Theoretical and chemometrical analysis
of the retention mechanisms of selected
drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography

Doctoral Dissertation

Belgrade, 2015



Univerzitet u Beogradu

Farmaceutski fakultet

Mentor

Dr Biljana Stojanovi¢, docent
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet
Katedra za analitiku lekova

Clanovi komisije

Dr Mirjana Medenica, redovni profesor
Univerzitet u Beogradu — Farmaceutski fakultet
Katedra za fizicku hemiju i instrumentalne metode

Dr Miroslav Sober, redovni profesor
Univerzitet u Sarajevu — Farmaceutski fakultet
Katedra za farmaceutsku analitiku

Datum odbrane

Beograd,




Doktorska disertacija uradena je na Katedri za analitiku lekova Farmaceutskog
fakulteta Univerziteta u Beogradu i predstavlja deo istrazivanja u okviru
nauchoistrazivackog Projekta broj 172052 (rukovodilac: prof. dr Mirjana Medenica —
Farmaceutski fakultet u Beogradu) koje finansira Ministarstvo prosvete, nauke i

tehnoloskog razvoja Republike Srbije.

Veliku zahvalnost dugujem svom mentoru doc. dr Biljani Janci¢ Stojanovi¢ na
profesionalnoj podrsci, kao i na bezgranicnom poverenju i pruzanju slobode prilikom

izrade ove doktorske disertacije.

Zahvaljujem se svojim dragim profesorima, prof. dr Mirjani Medenici i prof. dr Darku
Ivanovicu, koji su sa mnom nesebicno delili svoje radno i zivotno iskustvo, ¢ime su

znacajno doprineli mom, kako profesionalnom, tako i licnom razvoju.

Svojoj koleginici i prijateljici Tijani Raki¢ Kosti¢ neizmerno se zahvaljujem na
bezuslovnoj kolegijalnosti i pomodi koju mi je pruzila prilikom resavanja naizgled

neresivih istrazivackih problema.

Zeleo bih da se zahvalim i ostalim koleginicama sa naucnoistrazivackog Projekta broj
172052 koje su svojom posvecenoscu i rezultatima ucinili da se osecam kao deo

kolektiva koji postize visoke ciljeve.

Prijatnu radnu atmosferu u kojoj je nastajala ova disertacija dugujem i svim ostalim

koleginicama i kolegama sa Katedre za analitiku lekova.

| za kraj, iz sveg srca se zahvaljujem svojoj porodici i prijateljima koji su s radosc¢u
proslavljali moje uspehe i uvek strpljivo ostajali pored mene kao podrska u teskim

trenucima.

Ovu doktorsku disertaciju posvecujem svojim roditeljima.



Teorijska i hemometrijska analiza retencionih mehanizama odabranih lekova u

te¢noj hromatografiji hidrofilnih interakcija

Rezime

Retenciono ponasanje i retencioni mehanizmi lekova razli¢itih kiselo—baznih osobina na
polarnim 1 umereno polarnim stacionarnim fazama detaljno su ispitani pomocu
teorijskih i eksperimentalnih modela u te€noj hromatografiji hidrofilnih interakcija (eng.
Hydrophilic Interaction Liquid Chromatography — HILIC). Teorijskim modelima
prevashodno je omogucéeno razjasnjavanje retencionih mehanizama u ispitivanim HILIC
sistemima, dok su eksperimentalni modeli bili od znacaja u analizi retencionog
ponaSanja u zavisnosti od veceg broja ispitivanih faktora i kvantifikaciji faktorskih

uticaja, kao i njihovih interakcija.

Literaturni podaci pokazali su da je do sada najvec¢i broj analiza u HILIC sistemima
izveden u silika kolonama, pri ¢emu su najéeSce bile razdvajane bazne supstance zbog
svog velikog afiniteta prema ovom tipu stacionarnih faza. U ovom delu disertacije,
primenom hemometrijskog pristupa, ispitano je retenciono ponaSanje kiselih i
amfoternih farmaceutski aktivnih supstanci na primeru model smese p—laktamskih
antibiotika u silika koloni. Kvantifikacija faktorskih uticaja omogucena je gradenjem
eksperimentalnih modela u formi polinoma drugog reda, a faktorske interakcije graficki
su prikazane u vidu trodimenzionih povrSina odgovora. Verifikacija dobijenih modela
uradena je poredenjem simuliranih i1 eksperimentalno dobijenih hromatograma u

proizvoljno odabranim tackama eksperimentalnog prostora.

Separacioni mehanizam u HILIC sistemima izuzetno je sloZen i do sada nedovoljno
prouCen. Smatra se da mogu biti ukljuceni procesi raspodele, adsorpcije i/ili jonske
izmene, a da relativan udeo svakog od njih zavisi od tri grupe faktora: strukturnih
karakteristika analita, sastava mobilne faze i vrste kolone. Zato su u nastavku
istraZzivanja ispitani retencioni mehanizmi i retenciono ponaSanje baznih analita na
primeru model smese odabranih farmaceutski aktivnih supstanci u dve silika, dve cijano

i jednoj diolnoj stacionarnoj fazi koris¢enjem teorijskih i eksperimentalnih retencionih



modela. Fitovanjem retencionih podataka u katjonsko—izmenjivacke retencione modele
kvantifikovan je doprinos procesa katjonske izmene u ukupnom HILIC retencionom
mehanizmu ovih analita, dok je udeo procesa raspodele i adsorpcije ispitan na osnovu
kreiranih particionih i adsorpcionih retencionih modela. Posto su cijano i diolne kolone
umereno polarnog karaktera moze se, pored HILIC retencionog mehanizma pri
odredenim sastavima mobilne faze, ocekivati i prisustvo RP retencionog mehanizma. Iz
tog razloga istrazen je Sirok opseg odnosa vodenog i organskog udela u mobilnoj fazi, a
koris¢enjem prikupljenih retencionih podataka uspostavljeni su odgovaraju¢i dvojni
HILIC/RP modeli, koji su omoguc¢ili odredivanje tacke prelaza izmedu dva retenciona
mehanizma za svaki od analita. Analiza retencionog ponaSanja ispitivane smese analita
u Betasil Silica koloni, kao i kvantifikacija faktorskih uticaja omogucena je gradenjem
eksperimentalnin  modela primenom Boks—Benken dizajna. Statisticki znacajne

faktorske interakcije predstavljene su graficki u vidu trodimenzionih povrSina odgovora.

U nastavku istrazivanja ispitani su retencioni mehanizmi i retenciono ponasanje kiselih i
neutralnih analita na primeru model smeSe farmceutski aktivnih supstanci sa amidskom
I sulfonamidskom funkcionalnom grupom u amino koloni, koris¢enjem teorijskih i
eksperimentalnih retencionih modela. UzevS§i u obzir prirodu kiselih analita 1
karakteristike povr§ine amino kolone ocekivalo se prisustvo procesa anjonske izmene u
njihovom retencionom mehanizmu. U ovoj disertaciji prvi put je predlozen matematicki
opis procesa anjonske izmene u nekom HILIC sistemu, a na osnovu kreiranih modela
procenjen je doprinos ovog procesa retencionom mehanizmu. Zbog umereno polarnih
karakteristika amino kolone uspostavljeni su i dvojni HILIC/RP modeli na oshovu kojih
su odredeni sastavi mobilne faze pri kojima dolazi do prelaza izmedu dva retenciona
mehanizma. Nakon toga, svaki od regiona modelovan je zasebno particionim i
adsorpcionim retencionim modelima koji su posluzili za procenu udela procesa
raspodele i adsorpcije. Konac¢no, u cilju procene uticaja vecéeg broja faktora mobilne
faze kreirani su eksperimentalni modeli primenom Boks—Benken dizajna. Kompletan
uvid u retenciono ponaSanje ispitivanih analita u amino koloni ilustrovan je

trodimenzionim povr$inama odgovora.



U zavrS$noj fazi disertacije detaljno su ispitani retencioni mehanizmi i retenciono
ponasanje neutralnih analita na primeru model smeSe joheksola i njegovih srodnih
supstanci u dve silika i dve diolne stacionarne faze. Kako na tri od Cetiri odabrane
kolone linearni particioni i adsorpcioni teorijski modeli nisu obezbedili zadovoljavajucu
aproksimaciju retencionih  podataka, pristupilo se modelovanju nelinearnim
(kvadratnim) particionim i meSovitim adsorpciono—particionim modelima. Na osnovu
njih izvedeni su zakljucci o doprinosu procesa raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC
retencionom mehanizmu ovih analita. Jedan od ciljeva ovog dela istrazivanja bio je i
gradenje eksperimentalnih modela koji omogucavaju istovremenu procenu uticaja tri
kvantitativna faktora mobilne faze i jednog kvalitativnog fakora (tip kolone) na
retenciono ponaSanje analita. Kao dizajn koji omogucéava istovremenu procenu
kvantitativnih i kvalitativnih faktora primenjen je D-optimalni dizajn. Na osnovu
dobijenih matematickih modela uradena je optimizacija razdvajanja komponenti smese.
Kao parametar separacije odabran je faktor selektivnosti kritiCnog para smeSe, a
njegovim direktnim modelovanjem dobijeni su neadekvatni modeli. Zato se pristupilo
indirektnom modelovanju ovog odgovora, a kona¢ni optimalni uslovi identifikovani su
tzv. pristupom pretrage ¢vorova mreze. Na kraju je predlozena HILIC metoda validirana

za analizu joheksola i njegovih srodnih supstanci u rastvorima za intravensku primenu.

Holisti¢ki pristup analizi hromatografskog sistema, opisan u ovoj disertaciji, omogucio
je prosirivanje izvedenih zakljuc¢aka 1 na HILIC sisteme koji jo$ nisu ispitani. Na taj
nacin, ne samo da je dat znaCajan naucni doprinos teorijskim razmatranjima HILIC
sistema, nego je izgradena i osnova koja ¢e omoguciti da se pojednostavi planiranje

buducih istrazivanja u HILIC hromatografiji.

Kljuéne reci: tecna hromatografija hidrofilnih interakcija, retenciono ponasanje,
retencioni mehanizmi, teorijski modeli, eksperimentalni modeli, hemometrija,

eksperimentalni dizajn, optimizacija
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Theoretical and chemometrical analysis of the retention mechanisms of selected
drugs in hydrophilic interaction liquid chromatography

Abstract

The assessment of the retention behavior and retention mechanisms of drugs with
different acido—basic properties on various polar and moderately polar stationary phases
was carried out with the aid of theoretical and empirical models in hydrophilic
interaction liquid chromatography (HILIC). Theoretical models primarily enabled the
elucidation of the retention mechanisms in the examined HILIC systems, whereas
empirical models were useful in the analysis of the retention behavior as a function of
several examined factors and in the quantification of factor influences, as well as their

interactions.

Literature survey has shown that the greatest number of separations in HILIC mode was
performed on bare silica columns. Since basic analytes have high affinity towards this
type of stationary phases, they were most commonly analyzed on bare silica columns. In
this part of dissertation the retention behavior of acidic and amphoteric analytes on the
example of a model mixture of p—lactam antibiotics on bare silica column utilizing
chemometric approach was investigated. Quantification of factor influences was
enabled through the creation of empirical models in the form of second-order
polynomial and factor interactions were graphically represented as 3D response surface
plots. Verification of the created models was conducted by comparing simulated and

experimentally obtained chromatograms at random points of experimental space.

Separation mechanism in HILIC systems is complex and insufficiently investigated so
far. It is believed that it involves partition, adsorption and/or ion—exchange processes,
and that the dominance of each process depends on three groups of factors: structural
characteristics of the analytes, mobile phase composition and column type. Thus, further
on, the retention mechanisms and retention behavior of basic analytes on the example of
a model mixture of selected basic drugs on two bare silica, two cyano and one diol

stationary phase using theoretical and empirical retention models were assessed. By



fitting the retention data in cation—exchange models the involvement of cation—
exchange process in the overall HILIC retention mechanism was quantified. On the
other hand, the contribution of partition and adsorption process was estimated on the
basis of partition and adsorption retention models. Due to the fact that cyano and diol
columns are moderately polar, apart from HILIC retention mechanism, the presence of
RP retention mechanism on these types of columns can be expected. Consequently,
broad range of the ratios between water and organic solvent in the mobile phase was
examined and the acquired retention data was utilized for the establishment of dual
HILIC/RP models. These models enabled the determination of the transition point
between the two mechanisms for each analyte. The analysis of the retention behavior of
the investigated drug mixture on Betasil Silica column, as well as the quantification of
factor influences were facilitated through the creation of empirical models applying
Box—Behnken design. Statistically significant factor interactions were graphically
shown as 3D response surface plots.

Further on, the retention mechanisms and retention behavior of acidic and neutral
analytes on the example of a model mixture of drugs containing amidic and
sulfonamidic functional group on amino column utilizing theoretical and empirical
models were examined. Taking into account the nature of the acidic analytes and the
properties of the surface of amino column, the presence of anion—exchange process was
expected in their retention mechanism. In this dissertation the mathematical description
of anion—exchange process in HILIC system was proposed for the first time. Due to
moderately polar properties of amino column, dual HILIC/RP models were built as
well. On their basis the transition points between the two mechanisms were calculated.
Next, each region was modeled separately and the contributions of the partition and
adsorption processes were determined. Finally, in order to estimate the impact of several
mobile phase factors, the empirical models employing Box—Behnken design were
established. Complete insight into retention behavior of the examined analytes was

illustrated with 3D response surface plots.

In the final part of the dissertation the retention mechanisms and retention behavior of

neutral analytes on the example of a model mixture of iohexol and its related substances



on two bare silica and two diol columns were thoroughly analyzed. Since on three out of
four columns linear partition and adsorption theoretical models did not provide
satisfactory approximation of the retention data, the modeling with nonlinear (quadratic)
partition and mixed adsorption—partition models was attempted. On the basis of the
obtained models the conclusions regarding the partition and adsorption contribution to
the overall HILIC retention mechanism were drawn. One of the goals of this part of the
research was also the creation of the empirical models that will enable the estimation of
the effects of three quantitative mobile phase factors and one qualitative factor (column
type) simultaneously on analytes’ retention behavior. For that purpose D-optimal
design was applied. On the basis of the obtained mathematical models the optimization
of the separation of the components of the mixture was carried out. As the separation
criterion selectivity factor of a critical peak pair was selected. However, direct modeling
of this response yielded inadequate models. Therefore, indirect modeling of selectivity
factor was performed. Final optimal conditions were identified using grid point search
approach. In the end, the suggested HILIC method was subjected to validation for the
analysis of iohexol and its related substances in the solutions for intravenous

administration.

Holistic approach to the analysis of a chromatographic system described in this
dissertation enabled the expanding of the conclusions to HILIC systems that were not
investigated yet. Therefore, not only do these investigations render the significant
scientific contribution to HILIC chromatography, but they also help setting up the basis

that will simplify the planning of a research in this type of chromatography in the future.

Key words: hydrophilic interaction liquid chromatography, retention behavior,
retention mechanisms, theoretical models, empirical models, chemometrics,

experimental design, optimization
Research area: Pharmaceutical chemistry
Specific research area: Drug analysis
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1. TECNA HROMATOGRAFIJA HIDROFILNIH INTERAKCIJA

Tecna hromatografija hidrofilnih interakcija (eng. Hydrophilic Interaction Liquid
Chromatography — HILIC) je alternativni tip hromatografije, u proslosti poznat pod
nazivom ,Vodena normalno—fazna te¢na hromatografija“. Tada se ovaj tip
hromatografije najceS¢e koristio za analizu polarnih makromolekula, poput peptida,
proteina i polisaharida [1]. Alpert i saradnici prvi put su upotrebili naziv te¢na
hromatografija hidrofilnih interakcija i od tog momenta ovaj pojam, a posebno akronim
HILIC, prihvacen je u upotrebi [2]. Danas, HILIC prolazi kroz novi period renesanse.
Naime, od 2003. godine broj nau¢nih publikacija na ovu temu u zna¢ajnom je porastu
(slika 1). Do ovoga je delimi¢no doslo kao posledica novih primena HILIC metode, a
posebno u analizi razlicitih tipova sloZenih uzoraka, kao i usled tendencije unapredenja

teorijske osnove ovog tipa hromatografije [3].
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Slika 1. Broj publikacija na godi$njem nivou vezanih za HILIC u poslednjih 20 godina



1.1. PROBLEMI U ANALIZI VEOMA POLARNIH FARMACEUTSKI AKTIVNIH
SUPSTANCI U TECNOJ HROMATOGRAFILJI

Kada se kaze da je HILIC alternativni tip hromatografije, misli se na to da predstavlja
veoma korisnu alternativu reversno—faznoj te¢noj hromatografiji pod visokim pritiskom
(eng. Reversed—Phase High Performance Liquid Chromatography — RP—HPLC), danas
najSire primenjivanoj metodi u farmaceutskoj analizi. Ako se uzme u obzir Cinjenica da
je najveéi procenat farmaceutski aktivnih supstanci nepolarnog karaktera, onda je
sasvim logi¢no da ¢e takvi analiti ispoljiti zadovoljavajuéi afinitet prema nepolarnim

stacionarnim fazama, kakve se koriste u reversno—faznim sistemima.

Znatno manji, ali nikako zanemarljivi, procenat farmaceutski aktivnih supstanci je
polarnog karaktera. Takvi analiti pokazuju izuzetno slab afinitet prema stacionarnim
fazama reversno—faznih sistema, stoga se eluiraju u tzv. ,mrtvoj* zapremini kolone.
Drugim re¢ima, njihovo razdvajanje i analiza nisu izvodljivi. S druge strane, u
normalno—faznoj te¢noj hromatografiji pod visokim pritiskom (eng. Normal-Phase
High Performance Liquid Chromatography — NP—HPLC), u kojoj se koriste polarne
stacionarne faze, analiza polarnih farmaceutski aktivnih supstanci takode je otezana.
Naime, polarne supstance imaju veliki afinitet prema polarnim stacionarnim fazama
normalno—faznih sistema, te se za njih snazno vezuju. Mobilne faze, koje predstavljaju
smese organskih rastvaraca, su nepolarne i nemaju dovoljnu mo¢ da eluiraju takve
supstance sa povrSine stacionarne faze. Dodatno, polarne supstance slabo su rastvorljive
u nepolarnim rastvaracima, poput heksana koji se veoma cesto koristi u NP-HPLC.
Organski rastvaraci koji se koriste u ovom tipu hromatografije su toksi¢ni i veoma
nepovoljno uti¢u na zivotnu sredinu. Takode, NP-HPLC metoda ne moze biti
kombinovana sa masenom spektrometrijom (eng. Mass Spectrometry — MS), jer heksan
onemogucéava Proces jonizacije potreban u masenim detektorima sa elektrosprej

jonizacijom (eng. Electrospray lonization Mass Spectrometry — ESI-MS) [1].

Problem slabog zadrzavanja veoma polarnih molekula u RP—HPLC sistemima nastaje
usled ostvarivanja polarnih interakcija (vodoni¢nih veza, dipol-dipol interakcija, i dr)

izmedu analita i polarne mobilne faze, koja predstavlja smeSu vode i polarnog



organskog rastvaraca (najcesce acetonitrila ili metanola). Nasuprot tome, zbog odsustva
polarnih grupa na povrsini stacionarne faze, polarne supstance bivaju eluirane sa kolone
odmah nakon njihovog kontakta s mobilnom fazom. Velika polarnost ovih analita moze
poticati od funkcionalnih grupa koje pod odgovaraju¢im uslovima mogu da jonizuju i/ili
od polarnih grupa koje mogu da grade dipol—dipol interakcije, vodoni¢ne veze i druge
tipove polarnih interakcija [4].

U situaciji kada su naclektrisane grupe razlog slabog zadrZzavanja supstanci u RP—HPLC
sistemima, Cesto se pribegava slede¢im nacinima za otklanjanje ovakvog problema:
jonoizmenjivacka hromatografija (eng. lon—Exchange Chromatography — IEC) ili
dodatak jon—par reagenasa u mobilnu fazu (npr. trifluorosircetne kiseline ili natrijum-
heptansulfonata). Iako se IEC moze koristiti u analizi gotovo svih tipova naelektrisanih
analita, jon—par ragensi su ipak u neSto Siroj upotrebi, jer su znatno jeftiniji i
omogucavaju bolju efikasnost hromatografskog razdvajanja [1]. Njihovi osnovni
nedostaci su: smanjenje intenziteta ESI-MS signala, znacajno skraéenje ,,zivotnog

veka“ kolone i dugacko vreme kondicioniranja kolone [5].

.....

supstance koje ne sadrze funkcionalne grupe koje mogu jonizovati. Tradicionalni
pristup reSavanju ovog problema je upotreba agenasa za derivatizaciju u cilju
prevodenja datih analita u nepolarne molekule [6]. Medutim, u pojedinim slucajevima
ovakva strategija moze imati brojne nedostatke: hemijska reakcija derivatizacije analita
s velikim brojem polarnih grupa pored Zeljenog proizvoda, daje i sporedne proizvode;
reakcija nije kvantitativna; u slu¢aju analita sli¢ne strukture, razdvajanje derivata moze

biti neadekvatno; proces derivatizacije neretko je vrlo zametan; itd. [1].



1.2. PREDNOSTI TECNE HROMATOGRAFIJE HIDROFILNIH INTERAKCIJA U ANALIZI
VEOMA POLARNIH FARMACEUTSKI AKTIVNIH SUPSTANCI

Primenom te¢ne hromatografije hidrofilnih interakcija prevazilaze se brojni problemi
prilikom hromatografske analize molekula polarnih karakteristika. Jedan od
najznacajnijih razloga jeste ¢injenica da ova metoda nosi karakteristike tri postojeca tipa
hromatografije [3]: NP-HPLC, RP-HPLC i IEC (slika 2). Razdvajanja u HILIC
sistemima odvijaju se na polarnim i umereno polarnim stacionarnim fazama, $to je
takode slucaj i sa NP-HPLC sistemima. Mobilne faze u HILIC sistemima sastoje se od
smese vode (ili vodenog rastvora pufera) i organskog rastvaraca (najéesée acetonitril i
metanol). Tip organskog rastvaraca, vodeno—organski karakter mobilne faze, tip i
raspon koncentracija pufera dodatog u vodenoj fazi su osobine po kojima su mobilne
faze, koje se koriste u HILIC sistemima, slicne onima u RP—HPLC sistemima. Jedina
razlika je u odnosu izmedu vodenog i organskog udela mobilne faze. U HILIC
sistemima sadrzaj organskog rastvaraca u mobilnoj fazi gotovo da je uvek veéi od 60 %,
dok je u reversno—faznim sistemima ovaj sadrzaj uglavnom znatno manji. U HILIC
sistemima moguce je razdvajati i naelektrisane analite, tj. one koji se nalaze u

jonizovanom obliku, §to je inace osnovna karakteristika IEC [3].

IEC

>

analiti

HILIC

kolone mobilne faze
NP- RP-
HPLC HPLC

Slika 2. Sli¢nost HILIC sistema i drugih tipova hromatografije



Uz osvrt na probleme u analizi veoma polarnih analita u hromatografskim sistemima
pomenutih u prethodnom poglavlju, HILIC je nasao veoma znacajnu primenu u analizi
kako naelektrisanih, tako i nenaelektrisanih polarnih analita bez potrebe za koris¢enjem
jon—par ragenasa ili derivatizacije. Oprema koja je neophodna za izvodenje HILIC
separacija ne ukljucuje nista drugo osim stacionarnih faza, rastvaraca i reagenasa Koji se

inace koriste u normalno—faznim i reversno—faznim hromatografskim sistemima [1].

Zbog veceg procenta organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi i posledi¢no njenog manjeg
viskoziteta u poredenju sa RP—HPLC, HILIC metoda pokazuje bolju mo¢ razdvajanja,
kao i moguénost izvodenja separacija pod nizim pritiscima. Redosled eluiranja
komponenti u HILIC sistemima je prema rastucoj polarnosti, $to je obrnuto od
redosleda eluiranja u reversno—faznim sistemima [7]. Ova ortogonalnost izmedu HILIC
I RP—HPLC sistema predstavlja osnovu za izvodenje spregnutih separacija. Primer za
0Vvo predstavlja priprema uzorka polarnih analita metodom ¢vrsto tene ekstrakcije (eng.
Solid Phase Extraction — SPE) na nepolarnim sorbensima, nakon ¢ega se dobijeni eluat
direktno moze analizirati u HILIC sistemu. Ovakav pristup omogucava uStedu vremena
i sprecava gubitke uzorka [1]. Takode, moguce je izvrsiti i spregu dva hromatografska
sistema. Naime, ¢este su kombinacije HILIC i RP—HPLC sistema u cilju izvodenja 2D

......

analita u sirokom rasponu polarnosti [3].

Jo§ jedan od razloga za porast primenjivost ove metode je i njena kompatibilnost s
masenim detektorom. Naime, usled velikog sadrzaja organskog rastvaraca u mobilnoj
fazi, u procesu elektrosprej jonizacije dolazi do brzog i lakog isparavanja uzorka. Na

ovaj nacin postize se Cak i desetostruko povecéanje osetljivosti signala, u poredenju sa
RP-HPLC [3].



1.3. RETENCIONI MEHANIZMI U TECNOJ HROMATOGRAFIJI HIDROFILNIH
INTERAKCIJA

U poslednjih nekoliko godina uloZzeno je mnogo napora u teorijsko razjasSnjavanje
retencionih mehanizama razdvajanja u HILIC sistemima. Zahvaljujudi tome, u literaturi
se moze naci znacajan broj radova na tu temu. Ipak, najvece istrazivacke grupe u ovoj
oblasti jo§ uvek se nisu usaglasile niti oko dominantnog procesa u retencionom
mehanizmu, niti oko teorijske osnove koja bi mogla da opiSe i predvidi ove procese [8,

9.

Retencioni mehanizam u HILIC sistemima prvobitno je predlozio Alpert [2]. Ovaj
mehanizam podrazumevao je prvobitnu adsorpciju vodenog dela mobilne faze na
povrsinu polarne stacionarne faze i Stvaranja tankog nepokretnog vodenog sloja na
njenoj povrsini, nakon ¢ega se analit raspodeljuje izmedu tog vodenog sloja i ostatka

mobilne faze. Mehanizam raspodele ilustrovan je na slici 3.
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Slika 3. Alpertov predlozeni mehanizam raspodele u HILIC sistemu [2]



Medutim, danas se u literaturi moze naci i veliki broj dokaza koji sa velikom sigurnoséu
ukazuju 1 na prisustvo procesa direktne adsorpcije analita na povrSinu stacionarne faze,
kao i procesa jonske izmene naelektrisanih analita sa povrSinski naelektrisanim grupama
stacionarne faze u HILIC retencionom mehanizmu. Na taj na¢in doslo se do zakljucka
da brojne interakcije mogu igrati vaznu ulogu prilikom hromatografskog razdvajanja u
ovom tipu hromatografije: vodoni¢ne veze, elektrostaticke interakcije, dipol-dipol

interakcije, a ponekad ¢ak i hidrofobne interakcije [3].

1.4. FAKTORI KOJI UTICU NA RETENCIONO PONASANJE ANALITA U TECNOJ
HROMATOGRAFIJI HIDROFILNIH INTERAKCIJA

Zbog izuzetno slozenog retencionog mehanizma, veliki broj faktora uti¢e na relativan
udeo zastupljenosti procesa raspodele, adsorpcije i/ili jonske izmene, a samim tim i na
retenciono ponasanje razlicitih tipova analita u HILIC sistemima [7]. Ovi faktori mogu
biti grubo podeljeni u tri grupe: tip stacionarne faze, sastav mobilne faze i karakteristike
analita. Temperatura kolone takode utie na retenciono ponaSanje analita u HILIC
sistemima [10], ali je stepen tog uticaja u poredenju sa prethodno navedenim grupama

faktora izuzetno mali. 1z tog razloga nije detaljnije obradivan u daljem tekstu.

1.4.1. StacioNARNE FAZE U HILIC siISTEMIMA

Prvobitne separacije u HILIC sistemima prvenstveno su se sprovodile na silikagel
kolonama i aminopropil modifikacijama silikagel kolona. Broj razlic¢itih tipova polarnih
grupa kojima su modifikovane povrsine silikagel kolona vremenom je rastao i tako su u
upotrebu usle, pored pomenutih, i amidne, cijano, diolne, polietilenglikolne,
polisukcinimidne, ciklodekstrinske, polipeptidne, cviterjonske i druge kolone. Ova veza
se najcesce uspostavlja preko kratkih alkil lanaca. Na ovaj nac¢in dobijene su umereno
polarne stacionarne faze i prvobitno su bile namenjene za hromatografiju reversnih faza
uz koris¢enje mobilnih faza s velikim sadrzajem vode. Medutim, za mnoge od njih
ustanovljeno je da se s podjednakom efikasnos¢u ove kolone mogu koristiti i u HILIC
sistemima uz koriS¢enje mobilnih faza s velikim procentom organskog rastvaraca.

Vremenom se otiSlo i dalje, u smislu prilagodavanja karakteristika ovih kolona za



primenu samo u HILIC sistemima, ali i u smislu modifikacije povrsine silikagel kolona
novim grupama. Vezane grupe na povrsini silike ¢esto mogu obrazovati polimernu
mrezu razliGite debljine u koju se moze inkorporirati vodeni sloj, ¢ime se favorizuje
proces raspodele. Hemijski modifikovane stacionarne faze ne mogu se smatrati
elektroneutralnim, pa ¢ak ni u situacijama kada se derivatizuju neutralnim grupama.

Naime, one na svojim povrSinama uvek sadrze rezidualne silanolne podlozne jonizaciji

[7].

U poslednjih nekoliko godina veliki broj kiselih, baznih, neutralnih i amfoternih analita
razdvajan je na nekim od ovih stacionarnih faza u HILIC sistemima. Kako se na
razli¢itim tipovima kolona postize razliito retenciono ponasanje, kao i selektivnost
razli¢itih polarnih analita, tako je odabirom adekvatne kolone moguée znatno skratiti

postavljanje odgovaraju¢e HILIC metode.

Silikagel kolone

Na povrsini silikagel kolona (u daljem tekstu silika) prisutne su slobodne silanolne
grupe. Njihova struktura prikazana je na slici 4. S obzirom da je vodeni deo mobilne
faze u bliskom kontaktu s povr$inom silike, pri pH vrednostima mobilne faze vi$im od
4,0 ili 50 dolazi do disocijacije silanolnih grupa (pKa =~ 4,0) [11] i formiranja
negativnog naelektrisanja na njenoj povrsini. Time dolazi i do favorizovanja procesa
jonske izmene. U skladu s tim, pozitivho naelektrisana polarna jedinjenja, usled
elektrostatickog privlacenja, pokazuju povecano zadrzavanje. Negativno naelektrisana
polarna jedinjenja, usled elektrostatickog odbijanja, pokazuju smanjeno zadrzavanje u
koloni. Iz ovoga sledi da silika kolone imaju veci afinitet za bazna jedinjenja, nego za

kisela [3].

Naravno, treba napomenuti i da kolone istog tipa, a od razli¢itih proizvodaca pokazuju
znacajne razlike u zadrzavanju analita, efikasnosti razdvajanja i obliku pikova, a $to je
posledica kvaliteta silike i tehnoloskog procesa proizvodnje. Zbog velike reaktivnosti,
glavni nedostatak silika kolona jeste pojava nesimetri¢nih pikova, pa ¢ak i ireverzibilne

adsorpcije analita na povrSini stacionarne faze. PovrSinski porozne silika kolone,



dobijene koris¢enjem tehnologije fuzionisanih jezgara (eng. Fused—Core Technology),
dizajnirane su tako da obezbede izvodenje brzih separacija i prevazilazenje problema

ireverzibilne adsorpcije analita [7].
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Slika 4. Silikagel stacionarna faza

Diolne modifikacije silikagel kolona

Diolne modifikacije silike sadrze neutralne hidrofilne 2,3-dihidroksipropil ligande na
svojoj povrsini (slika 5). Diolne stacionarne faze nasle su znacajnu primenu u HILIC
sistemima zbog prisustva polarnih dihidroksilnih grupa na svojoj povrsini, koje su
odgovorne za gradenje vodoni¢nih veza. U tom smislu, ovaj tip kolona slican je
nederivatizovanim silikagel kolonama. Medutim, za razliku od silanolnih grupa na
povrsini nederivatizovanih silika stacionarnih faza, hidroksilne grupe na povrsini
diolnih stacionarnih faza ne mogu da jonizuju, tako da je kod ovih kolona prevaziden
problem ireverzibilne adsorpcije analita. Zbog svoje dvojne prirode, usled prisustva
nepolarnog propil lanca i polarne diolne grupe, u ovom tipu kolona moguce je razdvajati
analite meSovitim HILIC/RP retencionim mehanizmom. U kiseloj sredini dolazi do
postepenog ,otkidanja*“ grupa sa diolnih stacionarnih faza i gubitka njihovih
karakteristika [7].
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Slika 5. Diolna modifikacija silikagel stacionarne faze
Unakrsno povezane diolne stacionarne faze (slika 6) dobijene su unakrsnim
povezivanjem diolnih grupa preko etarskih mostova, pri ¢emu je formiran polimerni sloj
na povrsini silike. U poredenju sa konvencionalnim diolnim silikama, ovakve

stacionarne faze izrazito su stabilne na reakcije hidrolize, favorizuju hidrofobne

interakcije, daju bolju simetriju pikova, kao i veée vrednosti faktora rezolucije [12].

&

Slika 6. Unakrsno povezana diolna modifikacija silikagel stacionarne faze

Cijanopropil modifikacije silikagel kolona

Za razilku od NP hromatografije, gde je upotreba cijanopropil kolona Siroko
rasprostranjena, njihova primena u HILIC separacijama je do sada prilicno ograni¢ena
[10]. Struktura cijanopropil stacionarnih faza (slika 7) podrazumeva prisustvo cijano
grupa vezanih preko propil lanaca za povrsinu silike. Cijano grupe nemaju sposobnost
gradenja vodoni¢nih veza, §to ih Cini slabo polarnim. Kao posledica toga, javlja se slabo
zadrzavanje polarnih analita na ovakvom tipu stacionarnih faza, pa je uspesSnost

izvodenja separacija na cijanopropil kolonama zabelezena samo u nekim slucajevima

[7].
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Slika 7. Cijanopropil modifikacija silikagel stacionarne faze

Aminopropil modifikacije silikagel kolona

Hemijski modifikovane silika kolone koje na svojoj povrSini imaju primarne amino
grupe (slika 8) su najstariji tip amino stacionarnih faza koje se i dalje koriste za
razdvajanje npr. Secera, aminokiselina, peptida, karboksilnih kiselina i nukleotida u
HILIC sistemima. Aminopropil silike pokazuju afinitet i prema polarnim farmaceutski
aktivnim supstancama s kiselim osobinama zbog svoje pozitivno naelektrisane povrsine
u rasponu pH mobilnih faza koje se koriste u HILIC separacijama. Smatra se da proces

jonske izmene znacajno doprinosi ukupnom retencionom mehanizmu kiselih analita [7].

‘/\/\NHz

Slika 8. Aminopropil modifikacija silikagel stacionarne faze

Problemi do kojih dolazi prilikom razdvajanja u ovim kolonama su neophodno dugacko
vreme kondicioniranja kolona, asimetri¢ni pikovi, ireverzibilna adsorpcija analita i
”otkidanje” grupa s povrSine kolona. Takode, primarne amino grupe su reaktivne (npr.
formiranje Sifovih baza sa aldehidima), $to moZe dovesti do poteskoca prilikom

razdvajanja Secera [7].

Ostali tipovi hemijski modifikovanih slikagel kolona

Amidne modifikacije silika kolona dobijaju se vezivanjem karbamoil ili amidne
funkcionalne grupe za povrsinu silikagela preko kratkog alkil lanca. Za razliku od
nederivatizovanih silika kolona, kod amidnih kolona se izuzetno retko javlja problem

ireverzibilne adsorpcije analita, zbog ¢ega su one stabilne u toku dugog vremenskog
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perioda. Ovaj tip stacionarnih faza najsire je upotrebljavan prilikom razdvajanja peptida
u HILIC sistemima [7].

Ciklodekstrinske silika kolone najceS¢e se dobijaju imobilizacijom odgovarajuceg
ciklodekstrina na povrsini silike. Vreme zadrzavanja komponenata u ovakvim
sistemima poveCava se S povecCanjem broja monosaharidnih jedinica u strukturi
ciklodekstrina, $to se pre dovodi u vezu sa interakcijom s vodenim slojem
adsorbovanim na povr$ini stacionarne faze, nego sa penetracijom analita u Supljinu
zarubljene kupe molekula ciklodekstrina. Ovaj tip kolona nasao je primenu u analizi

monosaharida i oligosaharida do 8 monosaharidnih jedinica u HILIC sistemima [7].

Cviterjonske stacionarne faze nedavno su pocele da se primenjuju u HILIC sistemima.
Prva sintetisana stacionarna faza ovog tipa je sulfoalkilbetainska stacionarna faza ¢iji se
aktivni sloj sastoji od jako kisele sulfonske kiseline i jako bazne kvaternerne amonijum
grupe koje su razdvojene kratkim alkil lancem. PoSto se dve suprotno naelektrisane
grupe nalaze u molskom odnosu 1:1, na povrSini sulfoalkilbetainske kolone nalazi se
veoma slabo ukupno negativno naelektrisanje. To je posledica vece udaljenosti
sulfonske grupe od povrSine silikagela u odnosu na kvaternernu amonijum grupu.
Smatra se da povrSinske grupe snazno adsorbuju vodu na povrsinu kolone, §to doprinosi

dominaciji procesa raspodele u retencionom mehanizmu [7].

Do sada su sintetisani i brojni drugi tipovi hemijski modifikovanih slika kolona, s ciljem
da se omoguci izvodenje HILIC separacija odabranih analita. Naime, prema strukturnim
osobinama tih analita podeSavane su i karakteristike povrSine stacionarne faze. Kao

rezultat toga, optimalno razdvajanje smese postizano je za najkrace vreme [7, 12].
1.4.2. MoBILNE FAZE U HILIC sISTEMIMA

Mobilne faze u HILIC sistemima predstavljaju smeSe vode i organskog rastvaraca. U
vodeni deo mobilne faze ¢esto se dodaje neka so u odredenoj koncentraciji, nakon cega

se pH vrednost vodene faze podesava odgovaraju¢om kiselinom. Moze se identifikovati

veliki broj faktora mobilne faze koji bi potencijalno mogao da utiCe na retenciono
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ponasanje i razdvajanje analita: tip i sadrzaj organskog rastvarac¢a u mobilnoj fazi, tip i

koncentracija soli u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze.

Uticaj organskog rastvaraca

Kao §to je ve¢ ranije reéeno, mobilne faze u HILIC sistemima sadrze preko 60 %
organskog rastvara¢a i manje od 40 % vode, odnosno vodenog rastvora pufera.
Medutim, adekvatno razdvajanje analita najeS¢e se postize tek pri sadrzajima
organskog rastvaraca ve¢im od 80 %. Kako su vodoni¢ne veze u velikoj meri ukljucene
u HILIC retencioni mehanizam, tako je odabir odgovaraju¢eg organskog rastvaraca
jedan od klju¢nih koraka za postizanje adekvatnog razdvajanja komponenti. Organski
rastvara¢i koji mogu uéi u sastav mobilnih faza dele se na polarne proti¢ne (npr.
metanol, etanol, izopropanol) i aproticne (npr. acetonitril, tetrahidrofuran). Polarni
proti¢ni rastvara¢i mogu biti i donori i akceptori vodoni¢nih veza, dok aproti¢ni
rastvaraci mogu biti samo akceptori vodoni¢nih veza. Usled velikog potencijala da
grade vodoni¢ne veze, polarni protiéni rastvara¢i takmi¢e se s molekulima vode za
povrsinu stacionarne faze. Na taj nacin naruSava Se integritet vodenog sloja cineci
povrsinu stacionarne faze znatno hidrofobnijom, $to dovodi do brzog eluiranja analita.
Ovo nije slucaj sa aproti¢nim rastvara¢ima [10]. Dakle, kako raste polarnost organskog
rastvaraca, a time i sposobnost uc¢estvovanja u proton—donorskim i proton—akceptorskim
interakcijama, tako raste i njegova eluaciona mo¢ (acetonitril < tetrahidrofuran < 2-
propanol < etanol < metanol) [7]. Kada je u pitanju uticaj sadrzaja organskog rastvaraca,
opste pravilo u HILIC sistemima jeste da se, s povecanjem sadrzaja organskog
rastvaraca, a time i smanjenjem polarnosti mobilne faze, produzava zadrzavanje

polarnih analita [11].

Od navedenih rastvaraca acetonitril je najpogodni i najéesce koriscen rastvara¢ u HILIC
postupcima razdvajanja jer, u poredenju sa ostalima, jedini omogucava postizanje
odgovaraju¢eg zadrzavanja analita u koloni i simetricnog oblika pikova. Najslabije
osobine pokazuje metanol koji je najpolarniji od pomenutih rastvaraca i u tom smislu je

.....

stacionarne faze, smatra se idealnim organskim rastvaracem za HILIC, tako da su se
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dosadasnji brojni napori da se on zameni manje toksi¢nim rastvaraéem zavrsili

neuspehom [7].

Uticaj soli

Dodatak soli u mobilne faze namenjene HILIC separacijama gotovo da je neizbezan.
Kada se naclektrisani analiti razdvajaju na povrSinski naelektrisanim stacionarnim
fazama (silika, amino, ali i na ostalim elektroneutralnim stacionarnim fazama zbog
rezidualnih silanolnih grupa), soli se dodaju u cilju kontrole elektrostatickih interakcija
[11]. Najcesce do sada koris¢ene soli bile su amonijum-acetat i amonijum-formijat,
mada se u literaturi mogu sresti i amonijum-citrat i amonijum-bikarbonat. Uticaj
koncentracije soli na retenciono ponaSanje analita moZze biti razlicit, a prevashodno
zavisi od naelektrisanja povrSine stacionarne faze i naelektrisanja analita. Mogu se

izdvojiti tri izolovana slucaja:

1) elektrostati¢ko privlacenje,
2) elektrostati¢ko odbijanje,

3) odsustvo elektrostati¢ke interakcije.

U slucajevima kada su povrSina stacionarne faze 1 analit suprotno naelektrisani (npr.
bazni analiti na silika koloni, kiseli analiti na amino koloni, itd), u retencioni
mehanizam ukljuceno je elektrostatiCko privlacenje ili proces jonske izmene [3, 7].
Naelektrisani joni dodatog pufera takmice se sa analitom za vezivanje za suprotno
naelektrisanu povrSinu stacionarne faze. Na taj nacin, povecanje koncentracije dodate

soli u mobilnu fazu skracuje zadrzavanje analita u ovakvom tipu HILIC sistema.

U obrnutom slucaju, kada povrSina stacionarne faze i analit nose isto naelektrisanje
(npr. bazni analiti na amino koloni, kiseli analiti na silika koloni, itd), na povrsini
kolone zastupljen je proces elektrostatickog odbijanja (eng. Electrostatic Repulsion
Hydrophilic Interaction Chromatography — ERLIC) [13]. Naelektrisani joni dodatog

pufera neutraliSu naelektrisanje na povrSini stacionarne faze i time smanjuju
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elektrostaticko odbijanje s molekulima analita. Zbog toga, povecanje koncentracije soli

u mobilnoj fazi produzava njihovo zadrzavanje.

Prilikom razdvajanja neutralnih analita u HILIC sistemima, elektrostaticka interakcija
nije ukljucena u retencioni mehanizam. Medutim, dodatak soli u ovakvim slu¢ajevima
ipak uti¢e na produzeno zadrzavanje neutralnih analita. Postoje dve teorije koje
objaSnjavaju ovaj fenomen. Prva se zasniva na efektu isoljavanja (eng. Salting—out
effect) [7] koji podrazumeva da povecana koncentracija soli u mobilnoj fazi pospesuje
gradenje vodoni¢nih veza izmedu analita i povrSinskih grupa stacionarne faze. Prema
drugoj teoriji, promena koncentracije dodate soli uti¢e na debljinu vodenog sloja
adsorbovanog na povr$inu stacionarne faze, Sto posebno dolazi do izrazaja u mobilnim
fazama s velikim sadrzajem organskog rastvaraca [3, 11, 12]. Naime, povecanje

koncentracije soli u mobilnoj fazi dovodi do poveéanja debljine tog sloja i obratno.

Najcéedée koriséene koncentracije soli u HILIC sistemima su u rasponu od 5 mmol L*
do 100 mmol L™, izrazeno na ukupnu mobilnu fazu. U cilju dobijanja bolje
reproduktivnosti rezultata i oblika pikova, preporucuje se da koncentracija pufera u
HILIC sistemima nikad ne bude manja od 5 mmol L. Kada je elektrostaticka
interakcija uklju¢ena u retencioni mehanizam, koncentracija pufera mora biti znatno
veca [11].

Uticaj pH

Primarni efekat promene pH vrednosti mobilne faze odrazava se na oblik u kojem c¢e
analit s prisutnim jonizacionim centrom u strukturi biti zastupljen. Najces¢e se pH
podeSava na taj nacin da analiti budu prisutni u jonizovanom obliku, jer im se na taj
nac¢in povecava hidrofilnost, a samim tim i produzava zadrzavanje u HILIC sistemima
[11]. Medutim, ono S§to je joS bitnije je da pH bude takav da analiti postoje samo u
jednom obliku (jonizovanom ili nejonizovanom) da bi se izbegla pojava Sirenja,

nepravilnog oblika ili cepanja pikova [3].
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Najveci broj HILIC separacija izvodi se u pH opsegu 3,0 — 8,0 a najcesce kiseline
kojima se podesava pH su mravlja i sirCetna kiselina usled njihove kompatibilnosti sa
MS detektorom [11]. Veliki broj kolona s povrsinskim naeclektrisanjem otporan je na
varijacije pH u opsegu 3,0-8,0 (npr. amino, cviterjonske i dr). Medutim, izuzetak su
nederivatizovane silika kolone. Naime, pri pH vrednostima ve¢im od 4,0-5,0 silanolne
grupe podlezu jonizaciji, formirajuci negativno naelektrisanje na svojoj povrsini. Sli¢na
pojava deSava se i sa hemijski modifikovanim silika kolonama, mada u manjem
stepenu, usled prisustva rezidualnih silanolnih grupa. Kao posledica toga, povecanje pH
vrednosti mobilne faze dovodi do drasti¢énog povecanja zadrzavanja baznih komponenti

u slika kolonama [3, 12].

1.4.3. STRUKTURNE 0SOBINE ANALITA U HILIC siISTEMIMA

U HILIC sistemima vazi opste pravilo da se zadrzavanje supstanci u koloni povecava s
poveéanjem polarnosti analita [7]. lako ne postoji univerzalna definicija polarnosti,
sasvim je ocigledno da razlicite interakcije doprinose ukupnom polarnom karakteru
analita: dipol-dipol, proton—-donor, proton—akceptor, n—n elektronske i elektrostati¢ke
interakcije. Strategija odnosa kvantitativne strukture i retencionog ponasanja (eng.
Quantitative Structure—Retention Relationships — QSRR), uspesno su iskoris¢eni da
kvantitativno opisu strukturne doprinose zadrzavanju analita, prvobitno u RP [14], a
kasnije i u HILIC sistemima [15]. Najsire primenjivani tip QSRR modela su odnosi
linearne solvatacione energije (eng. Linear Solvation Energy Relationships — LSER)
[16]. Ovaj pristup pretpostavlja postojanje linearne zavisnosti izmedu retencionog
faktora 1 strukturnih molekulskih deskriptora koji opisuju razlicite karakteristike koje
utiCu na zadrZavanje analita u koloni. Na taj nacin, obezbeduje se kompletan uvid u

procese ukljucene u retencioni mehanizam odgovaraju¢eg HILIC sistema.
1.5. PRIMENA TECNE HROMATOGRAFIJE HIDROFILNIH INTERAKCIJA
Jo$ u proslosti primecen je potencijal HILIC metode u analizi polarnih molekula velike

molekulske mase, poput peptida, polisaharida i proteina, stoga je njena primena u

glikomici i proteomici poznata ve¢ dvadesetak godina [1]. Primarna prednost HILIC
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metode danas, u odnosu na ostale, jeste mogucnost analize polarnih molekula male
molekulske mase, kakvi su neke farmaceutski aktivne supstance. Zbog toga je njen
prakti¢ni znacaj u farmaceutskoj analizi sve veci. U prilog tome govori i Cinjenica da je
u poslednjih 10 godina broj razvijenih HILIC metoda, namenjen za analizu brojnih

farmaceutski aktivnih supstanci, u zna¢ajnom porastu [17].

Pored farmaceutski aktivnih supstanci, brojni drugi tipovi polarnih molekula mogu biti
analizirani u HILIC sistemima. Do sada, to je bio slu¢aj sa nukleozidima, nukleotidima,
aminokiselinama,  peptidima, proteinima, = monosaharidima,  oligosaharidima,
polisaharidima, alkaloidima, glukozinolatima, saponinima, fosforilisanim ugljenim
hidratima, metabolitima, nekim neorganskim jonima, itd. Dakle, pored farmaceutske
analize, HILIC metoda pokazuje izuzetan potencijal i u slede¢im oblastima: medicini,
poljoprivredi, hemiji hrane, toksikologiji, bioanalitici, farmakokinetici, istrazivanju i

razvoju novog leka, proteomici, glikomici, metabolomici, itd [18, 19].

Znacajno je imati u vidu i ¢injenicu da je najveci broj metabolita polarnog karaktera. S
druge strane, moguénost sprege HILIC sistema sa masenim detektorom obezbeduje
veliku osetljivost ove metode uz moguénost odredivanja veoma malih koncentracija
analita. Stoga se HILIC sve viSe koristi za pracenje metabolita, ali i samih polarnih
farmaceutski aktivnih supstanci u bioloskom materijalu. Dodatni motiv za ovakvu vrstu

primene jeste i jednostavna priprema uzorka bioloskog materijala [17].
Moguénost sprege HILIC sistema sa razli¢itim tipovima detektora, poput ultravioletnog

(UV), diode array (DAD), fluorescentnog, refraktometrijskog, masenog i dr, dodatno

prosiruje spektar primene ove metode.
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2. TEORIJSKI MODELI U HROMATOGRAFIJI | 1 NJIHOVA PRIMENA U
TECNOJ HROMATOGRAFIJI HIDROFILNIH INTERAKCIJA

Teorijski modeli u hromatografiji zasnovani su na termodinamickim konceptima.
Njihov cilj je da precizno opiSu separacioni proces definiSu¢i mehanizme. Medutim,
usled nedostatka teorijskog znanja o molekulskim parametrima inkorporiranim u
modele, nisu se pokazali korisnim u praktichom smislu, tj. prilikkom razvoja
hromatografskih metoda [20]. Usled slozenog retencionog mehanizma, ni
fundamentalna osnova HILIC hromatografije, kao ni retencioni mehanizmi, jo§ uvek
nisu sasvim rasvetljeni. Stoga se brojni pokusaji da se ovo postigne, uz koris¢enje
prethodno ustanovljenih teorijskin modela karakteristicnih za druge tipove
hromatografije, mogu pronaci u literaturi. U opstem slucaju, teorijski modeli mogu biti

od Kkoristi u:

1) produbljivanju znanja o retencionim mehanizmima,
2) predvidanju retencionog ponasanja,
3) kvantifikaciji uticaja pojedinacnih faktora mobilne faze na retenciono ponasanje

i stepena separacije analita.

U ovom poglavlju bi¢e predstavljeni teorijski modeli koji opisuju normalno—faznu,
reversno—faznu i jonoizmenjivacku hromatografiju, ukljucujuci i njihovu fundamentalnu
osnovu. Takode, bi¢e opisani i nacini na koje su dati modeli izmenjeni u cilju njihovog

prilagodavanja HILIC sistemima.

2.1. PARTICIONI RETENCIONI MODEL

Postoje brojni teorijski modeli koji opisuju retencioni mehanizam u RP-HPLC
sistemima. Jedan od opste prihvacenih modela jeste particioni model, odnosno model
koji podrazumeva raspodelu molekula analita izmedu mobilne i stacionarne faze usled
razli¢itih tipova molekulskih interakcija koje nastaju izmedu njih. Proces raspodele

prikazan je naslici 9 i odvija se u tri stupnja [20]:
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1) formiranje ,,8upljina® u stacionarnoj fazi,
2) transfer molekula analita iz mobilne faze u ,,Supljine®,
3) zatvaranje Supljina unutar mobilne faze koje su nastale usled transfera molekula

analita.

sloj organskog rastvaraca
adsorbovan na povriini
nepolame stacioname faze

molekuli analita
rastvoreni u sloju
nepolarog rastvaraca

__——— preostali deo
mobilne faze

nepolama
stacionamna faza

Slika 9. llustrovani prikaz procesa raspodele u RP—HPLC sistemima

Mobilnu fazu u RP—HPLC sistemimu ¢ini smesa vode i nekog organskog rastvaraca i
ona je kao takva polarnija od nepolarne stacionarne faze (najces¢e Cs i Cig). Kao
posledica velike kohezione energije vode, kao i njene sposobnosti da gradi vodoni¢ne
veze, polarniji analiti se brze eluiraju od manje polarnih. S druge strane, s povecanjem
sadrzaja organskog rastvaraca u mobilnoj fazi, usled smanjivanja njene polarnosti,
povecava se njena eluaciona moc. Particioni model predlaze kvadratnu zavisnost
izmedu logaritma retencionog faktora i sastava mobilne faze u Sirokom opsegu odnosa

organskog i vodenog dela mobilne faze [21, 22]:

log k = log ko + a @ +b @? 1)
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gde je k retencioni faktor analita, ko ekstrapolisani retencioni faktor analita pri
hipotetickoj mobilnoj fazi koju ¢ini samo voda, ¢ zapreminska frakcija organskog
rastvaraca u mobilnoj fazi, dok su a i b regresioni koeficijenti dobijeni fitovanjem

eksperimentalnih podataka u polinom drugog reda.

U dovoljno uskom opsegu odnosa organskog i vodenog dela mobilne faze, kvadratna

zavisnost moze Se aproksimirati linearnom funkcijom i to na slede¢i nacin:

logk =log ko—m ¢ @)

gde je m nagib prave dobijen fitovanjem eksperimentalnih podataka u linearni model.

Nagib m linearnog modela cesto je u literaturi oznaavan kao S—vrednost i
upotrebljavan kao mera eluacione moéi organskog rastvarata. Naime, ranije se
pretpostavljalo da promene u sastavu mobilne faze ne uti¢u na samu stacionarnu fazu,
Sto bi dovelo do toga da je dobijena S—vrednost linearnog modela proporcionalna
promeni slobodne energije transfera analita iz vodene u organsku fazu i ne zavisi od
osobina stacionarne faze. Medutim, dokazano je da su S—vrednosti sliéne samo za
analite male molekulske mase, a u svim ostalim slucajevima ove vrednosti variraju u
zavisnosti od strukture analita. Naime, S—vrednosti imaju tendenciju da se povecavaju
pri povecanju molekulske mase i smanjenju polarnosti analita. Kao posledica toga, S—
vrednost moze se smatrati samo semikvantitativnim deskriptorom eluacione moci

rastvaraca [20].

Ako se uzme u obzir Cinjenica da je zadrZavanje analita u HILIC sistemima
proporcionalno njihovoj polarnosti, a obrnuto proporcionalno polarnosti mobilne faze
(suprotno RP sistemima), kao 1 da mobilnu fazu takode ¢ini smesa organskog rastvaraca
i vode (odnosno vodenog rastvora pufera), prethodno izvedeni kvadratni i linearni
model mogu se primeniti u identi¢cnom obliku i u HILIC hromatografiji. Jedino, u tom
sluaju ¢ predstavlja zapreminsku frakciju vode (ili vodenog rastvora pufera) u

mobilnoj fazi, dok ko predstavlja ekstrapolisani retencioni faktor analita pri hipotetickoj
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mobilnoj fazi koju ¢ini Cist organski rastvara¢. U slucaju dobrog fitovanja retencionih

podataka u jednacinu (2) dobijaju se linearni log k/¢ grafici [23].

2.2. ADSORPCIONI (KOMPETITIVNI) RETENCIONI MODEL

Adsorpcioni (kompetitivni) model, u literaturi jo§ poznat i pod nazivom Snajder—
Socevinski (eng. Snyder — Soczewinski) model, utemeljen je na principima te¢no—¢vrste
hromatografije (eng. Liquid — Solid Chromatography). Ovaj model uspesno je
primenjen na NP-HPLC sisteme, u kojima se smatra da je u retencionom mehanizmu
dominantan proces lokalizovane adsorpcije [7, 20]. Adsorpcioni model pretpostavlja da
je Citava povrSina stacionarne faze prekrivena monoslojem kojeg sacinjavaju molekuli
analita i mobilne faze. Tokom procesa hromatografskog razdvajanja, koncentracija
analita je veoma mala, dok se u adsorbovanom monosloju uglavnom nalaze molekuli
mobilne faze. Da bi se odredena zapremina analita zadrzala na povrSini stacionarne
faze, mora s nje biti uklonjena ekvivalentna zapremina mobilne faze. Eluiranje analita s
kolone odvija se suprotnim redosledom. Prema tome, ovaj proces je povratan i moze biti

predstavljen na sledeéi nacin:

Xm+nSs <> Xs+nSp (3)
gde X predstavlja molekule analita, S molekule rastvaraca, s i m u indeksu oznacavaju
molekule na povrSini stacionarne, odnosno u mobilnoj fazi, dok n predstavlja broj

molekula rastvarata koje zamenjuje jedan molekul analita [20]. Proces adsorpcije

prikazan je na slici 10.
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Slika 10. llustrovani prikaz procesa adsorpcije u NP-HPLC sistemima

Mobilnu fazu u NP-HPLC sistemu ¢ini smesSa nepolarnog i polarnog organskog
rastvaraca i manje je polarna od polarnih i umereno polarnih stacionarnih faza (silika,
diolne, amino, cijano i dr) na kojima se najéesc¢e izvodi proces razdvajanja. Uzevsi u
obzir pretpostavke da je povrSina stacionarne faze energetski homogena i da se
interakcije izmedu molekula analita i mobilne faze potpuno ponistavaju novonastalim
interakcijama izmedu molekula analita i stacionarne faze, linearna zavisnost izmedu
logaritma retencionog faktora i logaritma sastava mobilne faze moze biti uspostavljena,

i to na slede¢i nacin [24, 25]:

log k = log ko — (As/n) log N (4)

ili u jednostavnijem obliku:

log k =log ko—m log ¢ (5)

gde je k retencioni faktor analita, ko ekstrapolisani retencioni faktor analita pri

hipotetickoj mobilnoj fazi koju ¢ini ¢ist polarni organski rastvara¢, As poprecni presek
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molekula analita, n popre¢ni presek molekula polarnog organskog rastvarac¢a, N molska
frakcija polarnog organskog rastvaraca, m regresioni koeficijent koji karakterise broj
molekula rastvarac¢a koji zamenjuju jedan molekul adsorbovanog analita na povrsini

stacionarne faze, a ¢ zapreminska frakcija polarnog organskog rastvaraca.

Jedina razlika izmedu NP-HPLC sistema i HILIC sistema jeste Sto je polarni organski
rastvara¢ u mobilnoj fazi zamenjen vodom. Samim tim, ako se primeni prethodno
izvedeni linearni model u HILIC hromatografiji, ¢ postaje zapreminska frakcija vode
(ili vodenog rastvora pufera), dok ko postaje ekstrapolisani retencioni faktor analita pri
hipotetickoj mobilnoj fazi koju ¢ini samo voda (ili vodeni rastvor pufera). U sluc¢aju
dobrog fitovanja retencionih podataka u jednacinu (5) dobijaju se linearni log k/log ¢

grafici [7].

Proces adsorpcije analita u HILIC hromatografiji moze biti uzrokovan [3]:

1. elektrostatickim interakcijama,

2. hemijskim (vodoni¢ne veze) i fizickim (dipol—dipol, jon—dipol i dr) interakcijama.

U slucaju da su obe grupe interakcija zastupljene u HILIC retencionom mehanizmu, nije
moguce jednac¢inama (4) i (5) razgraniciti koji je pravi uzrok adsorpcije. S obzirom da
¢e u nastavku biti razmatrani jonoizmenjivacki retencioni modeli, koji kvantifikuju
doprinos procesa jonske izmene u celokupnom HILIC retencionom mehanizmu, da ne
bi doslo do pogresnih tumacenja mehanizama, pojam adsorpcija bic¢e ras€lanjen na dva

pojma:
1) adsorpcija u Sirem smislu (obuhvata sve tipove interakcija),

2) adsorpcija u uzem smislu (obuhvata hemijske i fizicke interakcije uz odsustvo

jonske komponente).

23



2.3. Dvoint HILIC/RP RETENCIONI MODEL

Na hemijski modifikovanim polarnim slikagel stacionarnim fazama, na kojima su preko
kratkih alkil lanaca vezane polarne grupe, Cesto je zastupljen dvojni HILIC/RP
retencioni mehanizam. Naime, analiti ucestvuju istovremeno U solvofobnim
interakcijama s kratkim alkil nizovima i u polarnim interakcijama s polarnim hemijski
vezanim grupama, kao i rezidualnim silanolnim grupama na povrSini ovih tipova
stacionarnih faza [7]. Ako se uzme u obzir ¢injenica da osnovnu razliku izmedu NP i RP
hromatografije Cini relativan odnos polarnosti izmedu stacionarne i mobilne faze,
ispitivanjem Sirokog opsega odnosa vodenog i organskog dela u mobilnoj fazi moguce
je odrediti doprinos RP i HILIC retencionih mehanizama ukupnom zadrzavanju analita
u hromatografskoj koloni [26]. U prisustvu dvojnog HILIC/RP retencionog mehanizma
zavisnost izmedu logaritma retencionog faktora i zapreminske frakcije vodenog dela
mobilne faze je u obliku latini¢nog slova ,,U“, pri ¢emu sastav mobilne faze Koji
odgovara minimumu date funkcije predstavlja prelaz izmedu RP i HILIC mehanizma.
To konkretno zna¢i da u mobilnim fazama u kojima je veliki sadrzaj vode, RP
retencioni mehanizam preovladuje usled dominacije solvofobnih interakcija u odnosu
na polarne interakcije. Kako se sadrzaj organskog rastvarata povecava, tako se
zadrzavanje analita skracuje, dok se ne dostigne minimum, kada se ostvaruje prelaz iz
RP u HILIC retencioni mehanizam. Nakon toga, daljim povecavanjem sadrzaja
organskog rastvarac¢a, polarne interakcije postepeno nadvladavaju solvofobne, odnosno
HILIC retencioni mehanizam postaje sve dominantniji. Kao posledica toga, zadrzavanje
analita se sve viSe produzava. Veliki broj analita pokazuje izuzetno slabo zadrZavanje

na prelazu izmedu dva retenciona mehanizma [23, 27].

Uz pretpostavku da HILIC i RP retencioni mehanizmi aditivno doprinose energiji
retencije na polarnim hemijski modifikovanim polarnim slikagel stacionarnim fazama,
dvojni HILIC/RP retencioni mehanizam moze biti predstavljen na slede¢i naéin [28,

29]:

logk = wilogk:+ w2 logk: (6)
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gde su: w1 i w2 relativni udeli doprinosa RP, odnosno HILIC mehanizma ukupnoj
energiji retencije, 1 zavise od sastava mobilne faze, polarnosti analita i tipa stacionarne
faze; k ukupni retencioni faktor analita; ki i ko retencioni faktori analita koji poti¢u od

RP, odnosno HILIC retencionog mehanizma.

Kombinovanjem ove jednacine s jednac¢inama (2) i (5) u cilju dobijanja kvantitativne
zavisnosti izmedu retencionog faktora i sastava mobilne faze u Sirokom opsegu odnosa

organskog i vodenog dela mobilne faze dobija se sledeéi izraz [30]:

logk=a+mi @—mzlog ¢ (7

gde je: ¢ zapreminska frakcija vode (ili vodenog rastvora pufera) u mobilnoj fazi; my
regresioni koeficijent koji karakteriSe uticaj sadrzaja vode u mobilnoj fazi na doprinos
RP retencionog mehanizma celokupnom procesu razdvajanja; mz regresioni koeficijent
koji karakteriSe uticaj sadrzaja vode u mobilnoj fazi na doprinos HILIC retencionog

mehanizma celokupnom procesu razdvajanja; a empirijska konstanta.

Jednacina (7) omogucava ne samo predvidanje retencionog ponasanja analita u §irokom
opsegu sastava mobilne faze, nego i izraCunavanje ¢min, 0dnosno sastava mobilne faze
pri kojoj dolazi do prelaza iz RP u HILIC retencioni mehanizam. Naime, koriste¢i
regresione koeficijente m1 i my eksperimentalno dobijenog dvojnog HILIC/RP
retencionog modela odgovarajuceg analita na odredenoj koloni, moguce je izracunati

minimum date funkcije, i to na sledec¢i nacin [30]:

@min = M2/ (2,301 my) (8)
2.4. MESOVITI ADSORPCIONO-PARTICIONI RETENCIONI MODEL
Veoma je Cest slucaj da se ispitivanjem uticaja razlic¢itih odnosa vodenog i organskog
dela mobilne faze na retencione faktore razlicitih analita na razli¢itim kolonama

dobijaju nelinearne log k/¢ i log k/log ¢ zavisnosti. Dakle, u takvim slu¢ajevima ni

jednacina (2) ni jednacina (5) ne mogu adekvatno opisati dati sistem. Za reSavanje ovog
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problema Liang (eng. Liang) i saradnici predlozili su jednac¢inu (7), odnosno onu koja je
kreirana u cilju opisivanja dvojnog HILIC/RP retencionog modela [31]. Naime, kako
ova jednacina sadrzi i linearan i logaritamski ¢lan, smatra se da ona predstavlja sintezu
adsorpcionog i particionog retencionog modela. Ideja za koris¢enje ovakvog modela
proistekla je iz pretpostavke da se debljina vodenog sloja na povrsini polarnih
stacionarnih faza u HILIC sistemima menja u zavisnosti od odnosa vodenog i organskog
dela mobilne faze, pa se u skladu s tim menja i doprinos procesa raspodele i adsorpcije

ukupnom HILIC retencionom mehanizmu.

2.5. JONOIZMENJIVACKI RETENCIONI MODEL

Jonoizmenjivacki retencioni modeli opisuju retenciono ponasanje analita u jonizovanom
obliku na povrsinski naelektrisanim stacionarnim fazama. Ovakav tip hromatografije
naziva se jonoizmenjivacka hromatografija. Glavni retencioni mehanizam u ovom tipu
hromatografije jeste ostvarivanje elektrostatiCke interakcije izmedu odgovarajuceg
analita i naelektrisanih grupa na povrSini stacionarne faze. Elektrostaticka interakcija
moze biti privlaéna ili odbojna, u zavisnosti od naelektrisanja analita i povrsine
stacionarne faze. Kako se kiseli, bazni i amfoterni analiti mogu analizirati na velikom
broju polarnih stacionarnih faza s povrsinskim naelektrisanjem, procesi katjonske ili
anjonske izmene Cesto su deo ukupnog HILIC retencionog mehanizma [1, 32]. Ovi

procesi graficki su prikazani na slici 11.

Katjonska izmena Anjonska izmena

Slika 11. Ilustrovani prikaz katjonske i anjonske izmene u jonoizmenjivackoj

hromatografiji
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Temelji retencionog mehanizma katjonske izmene baznih analita na silikagel kolonama
pod tzv. ,pseudoreversno—faznim uslovima® postavljeni su jo§ pre Cetvrt veka [33].
Prema njima, pod analiziranim uslovima, bazni analiti nalaze se u svojoj katjonskoj
formi, dok su povrsinske silanolne grupe silika kolone u svojoj anjonskoj formi. U
mobilnu fazu dodaje se i odgovarajuca so, koja u rastvoru daje suprotno naelektrisan jon
u odnosu na povrsinu stacionarne faze. Sa ovim jonima, molekuli analita ucestvuju u

procesu katjonske izmene. Ovaj proces moze biti prikazan na slede¢i nacin:
BH" + SiIOM* — SiOBH" + M* 9)

gde SiO™ predstavlja naelektrisane silanolne grupe na povrSini stacionarne faze, BH*

jonizovani oblik baznog analita, dok je M* suprotno naelektrisani jon.

Konstanta ravnoteze procesa katjonske izmene, Kix, dobija se na slede¢i nacin:

_[SiO BH 1IM 1]
[BH "][SIO M™] (10)

Koncentracija jonizovanog oblika analita BH* zavisi od pH vrednosti mobilne faze.
BH* — B+H* (12)

Stoga, jednacina za izraGunavanje konstante disocijacije, Ka, glasi:

_[BIH']
[BH ']

K

a

(12)

Ako se uzme u obzir ¢injenica da samo jonizovani oblik analita BH™ stupa u interakciju
S povrsinom negativno naelektrisane stacionarne faze, koeficijent distribucije izmedu

stacionarne i mobilne faze, Dix, moze se izvesti na slede¢i nadin:
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_[Si0O BH ']

ix

~[BH "]+[B]
Preuredivanjem jednacine (12) dobija se:

K.[BH "]

[B] =
[H7]

Preuredivanjem jednacine (10) dobija se:

[BH "]

Zamenom ¢lana [B] iz jednacine (14) s jednacinu (13) dobija se:

_[Si0 BH "][M ]
K, [SiO M*

]

[SiO BH ']  [SiO BH ']

S
H

]

Zamenom ¢lana [BH'] iz jednacine (15) u jednacinu (16) dobija se:

i K
[BH "](1+-—%)
H

D - [SIO BH "]
" [Si0O BH *][M*] K,
a+—
K, [SIO M™] [H"]
Sredivanjem jednacine (17) dobija se:
_K,[Si0O M1 1
(M] 1+
[H']

(13)

(14)

(15)

(16)

(17)

(18)
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Posto je koeficijent distribucije Dix direktno proporcionalan retencionom faktoru
odgovarajuceg analita, jedna¢inom (18) kompletno je opisan proces katjonske izmene,
odnosno dolazi se do zakljucka da je retencioni faktor analita obrnuto proporcionalan
koncentraciji dodatog suprotno naelektrisanog jona [33]. Ova zavisnost predstavljena je

jednacinom (19):

k=m (U[C]) +a (19)

gde je k retencioni faktor ispitivanog analita, [C] koncentracija dodate soli, m nagib
prave dobijen fitovanjem eksperimentalnih podataka u linearni model, a a odsecak. U
sluéaju da je u retencionom mehanizmu isklju¢ivo prisutan proces katjonske izmene,
zavisnost retencionog faktora od inverzne vrednosti koncentracije suprotno
naelektrisanog jona (odnosno dodate soli) bi¢e prava linija, pri ¢emu ¢e njen odseCak
prolaziti kroz koordinatni pocetak, a njen nagib bi¢e proporcionalan konstanti ravnoteze
jonske izmene 1 broju dostupnih jonizovanih mesta na povrSini stacionarne faze (Sto
zavisi od pH vrednosti mobilne faze i pKa vrednosti funkcionalnih grupa na povrsini
stacionarne faze). Kao $to je ve¢ pomenuto u poglavlju 2.2, proces jonske izmene moze
se podvesti pod mehanizam adsorpcije, posto podrazumeva direktnu interakciju analita 1
povrsine stacionarne faze. Prisustvo nekog dodatnog procesa u retencionom mehanizmu
(npr. raspodele ili adsorpcije u uzem smislu) uslovljavace odsecak na ordinati, odnosno

vrednost k prikazane jednacinom (19).

Jednacina (19) takode moze biti prikazana kao klasi¢na zavisnost logaritma retencionog
faktora analita od logaritma koncentracije dodate soli karakteristicne za

jonoizmenjiva¢ku hromatografiju [34]:

logk=-slog [C] +a (20)

gde je k retencioni faktor ispitivanog analita, [C] koncentracija dodate soli, a odsecak,
dok je s koeficijent koji zavisi od naelektrisanja analita i suprotno naelektrisanog jona.
Ovaj koeficijent predstavlja odnos naelektrisanja analita i suprotno naelektrisanog jona

prisutnog u mobilnoj fazi. Stoga, poveéanje naclektrisanja suprotno naelektrisanog jona
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u mobilnoj fazi dovodi do smanjenog zadrzavanja analita, dok smanjenje koncentracije
ovog jona dovodi do suprotnog efekta [20]. U sluc¢aju da analit i suprotno naelektrisani
jon imaju jedini¢no naelektrisanje, nagib zavisnosti logaritma retencionog faktora datog
analita i logaritma koncentracije suprotno naelektrisanog jona trebalo bi da bude 1. U

suprotonom, u retencioni mehanizam ukljuceni su dodatni procesi.

Jednacine (19) i (20) mogu biti primenjene analogno i na proces anjonske izmene, s
obzirom da su, i u tom slucaju, povrsina stacionarne faze i analiti suprotno naelektrisani.
Medutim, u dosadasnjoj literaturi proces anjonske izmene u HILIC sistemima nije

matematic¢ki formulisan.
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3. HEMOMETRIJSKI PRISTUP TECNOJ HROMATOGRAFIJI
HIDROFILNIH INTERAKCIJA

Hemometrijski pristup tecnoj hromatografiji omogucava gradenje empirijskih
(eksperimentalnih) modela. Njihova znac¢ajna prednost u odnosu na teorijske modele je
Sto uzimaju u obzir istovremeni uticaj veceg broja faktora na ispitivani odgovor sistema.
U osnovi hemometrijskog pristupa nalazi se metodologija eksperimentalnog dizajna
(eng. Design of Experiments — DoE). Ona podrazumeva izvodenje minimalnog broja
eksperimenata na sistemati¢an i pazljivo isplaniran nacin, §to omogucava dobijanje
maksimalnog broja korisnih informacija vezanih za ispitivani sistem, kao i znacajnu

ustedu reagenasa i vremena neophodnog za izvodenje eksperimenata [35].

lako do sada u literaturi nema velikog broja radova u kojima je hemometrijski pristup
primenjen u HILIC sistemima, nesumnjivo je da bi on mogao znacajno da doprinese
unapredenju ove hromatografske tehnike [8]. Ako se pode od cinjenice da HILIC
sisteme karakteriSe slozen retencioni mehanizam, onda bi potencijalno veliki broj
faktora mogao uticati na retenciono ponasanje i stepen separacije odgovarajucih analita.
Upravo se eksperimentalni modeli, kreirani uz pomo¢ metodologije eksperimentalnog
dizajna, namec¢u kao potencijalno resenje za kompletan opis ovako slozenih sistema.

Znacaj eksperimentalnih modela ogleda se u tome §to oni omogucavaju [36]:

1) ispitivanje uticaja veceg broja faktora i njihovih interakcija na ispitivani odgovor
sistema,

2) predvidanje retencionog ponaSanja analita u OKviru ispitanog eksperimentalnog
prostora,

3) konstruisanje povrSine odgovora sistema Sto olakSava vizuelni prikaz retencionog
ponasanja,

4) optimizaciju hromatografskog razdvajanja smeSa 1 razvoj odgovarajuce
hromatografske metode,

5) dobijanje kvalitativnih podataka koji mogu posredno dovesti do dodatnih zakljuc¢aka
vezanih za retencione mehanizme, ali u tom smislu nisu pouzdani kao teorijski

modeli.
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3.1. ODABIR ISPITIVANIH FAKTORA I NJIHOVIH NIVOA

Prvi korak u gradenju eksperimentalnih modela u hromatografskim sistemima je odabir
ispitivanih faktora. Faktori mogu biti podeljeni u tri grupe: instrumentalni (protok
mobilne faze, talasna duzina detekcije, tip kolone, dimenzije kolone), fizicki (pritisak,
temperatura kolone) i hemijski (tip i koncentracija pufera, tip i sadrzaj organskog
rastvaraca u mobilnoj fazi, pH vrednost mobilne faze) [37]. Navedeni hemijski faktori,
tip kolone, a u pojedinim slucajevima i temperatura kolone nemaju predvidiv uticaj na
retenciono ponasanje i razdvajanje analiziranih komponenti u HILIC sistemima. Neki
od ovih faktora mogu se ispostaviti kao znacajni za konkretan hromatografski sistem, pa
primena hemometrijskog pristupa moze biti od izuzetne koristi u kvantifikaciji tih
uticaja, kao i prilikom razvoja odgovaraju¢e HILIC metode. Kada su u pitanju faktori,
poput brzine protoka mobilne faze, pritiska i talasne duzine detekcije, oni uglavnom
imaju predvidiv uticaj na prethodno pomenute odgovore, stoga se oni retko kada

ispituju.

Mada, koliko god da se primenom hemometrijskog pristupa znacajno smanjuje broj
neophodnih eksperimenata, broj potencijalno znacajnih faktora za odgovarajuci
hromatografski sistem i dalje je veliki. Kako bi se broj eksperimenata sveo na
najrazumniji moguci, potrebno je da se izvrsi adekvatna selekcija ispitivanih faktora.
Ovo podrazumeva izvodenje preliminarnih ispitivanja u kojima Se nakon odredenog
broja izvedenih eksperimenata identifikuju potencijalno znacajni faktori. Takode, ovo je
moguce posti¢i i primenom skrining dizajna, poput punog faktorskog, frakcionog
faktorskog ili Plaket-Burmanovog (eng. Plackett—Burman) dizajna. Na ovaj nacin se, Uz

izvodenje malog broja eksperimenata, mogu identifikovati statisticki znacajni faktori

[8].

Kada je u pitanju izbor nivoa prethodno odabranih faktora, od velikog je znacaja
iskustvo analiticara. Pozeljno je da odabrani opseg vrednosti odgovarajuceg faktora
bude adekvatne Sirine. Preuski intervali bi mogli dovesti do situacije da promena datog
faktora ne dovodi do znacajnije promene odgovora sistema koji se prati. Samim tim

sprovodenje celokupnog procesa nece omoguciti izvodenje znacajnijih zakljucaka, a
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reagensi i vreme bi¢e neracionalno utroSeni. Kako se najveéi broj zavisnosti u
hromatografiji aproksimira jednostavnijim funkcijama (linearnim i kvadratnim),
presiroki intervali faktora mogli bi dovesti do sloZenijih tipova zavisnosti ispitivanih
odgovora od odabranih faktora. U takvim situacijama, s linearnom i kvadratnom
funkcijom ne bi se postigla neophodna aproksimacija, §to bi se ustanovilo kroz
statisticku analizu dobijenih eksperimentalnih modela. Odabir odgovarajuce Sirine
opsega ispitivanih faktora je jedan od kriti¢nih koraka u metodologiji eksperimentalnog
dizajna, stoga, bilo da su odabrani preuski ili preSiroki opsezi ispitivanih faktora,
neophodno je ponoviti celokupnu eksperimentalnu proceduru nakon $to je izvrSena

njihova korekcija [38].

Posto je u HILIC sistemima sadrZaj organskog rastvaraca u mobilnoj fazi obi¢no faktor
koji ispoljava najveci uticaj na retenciono ponasanje analita, posebno se mora voditi
racuna o definisanju raspona ispitivanih vrednosti ovog faktora. Naime, ¢ak naizgled i
uski intervali ovog faktora mogu se ispostaviti na kraju kao presiroki. Zbog toga je
neophodno pazljivo i detaljno izvesti preliminarna ispitivanja i na taj na¢in obezbediti
dovoljno eksperimentalnih podataka na osnovu kojih ¢e biti moguce pravilno definisati

opseg sadrzaja organskog rastvaraca u mobilnoj fazi.

U HILIC sistemima treba posebno voditi rauna i 0 izboru opsega pH vrednosti mobilne
faze u sluCaju razdvajanja analita sa jonizacionim centrima na naelektrisanim tipovima
kolona (silika, amino, i dr). U zavisnosti od pH vrednosti mobilne faze, ovakvi tipovi
analita mogu se na¢i u razli¢itim oblicima. Broj i zastupljenost tih oblika na
odgovaraju¢oj pH vrednosti mobilne faze zavisi od broja jonizacionih centara u
strukturi molekula analita i njihove pKa vrednosti. Zbog toga, prilikom definisanja
intervala pH vrednosti mobilne faze pozeljno bi bilo da on ne ukljucuje pKa vrednost
nijednog jonizacionog centra, jer se na pH vrednostima oko pKa vrednosti odgovarajucée
grupe ona moze naé¢i U dva oblika (jonizovanom i nejonizovanom). Usled znacajne
razlike u polarnosti izmedu jonizovanih i nejonizovanih oblika analita, oni mogu imati
razliC¢ito hromatografsko ponasanje, §to se na hromatogramu moze uociti kao losa

simetrija ili cepanje pika ili pojava veceg broja pikova [12].
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3.2. ODABIR EKSPERIMENTALNOG DIZAJNA I IZVODENJE EKSPERIMENATA

Kao $to je ve¢ prethodno receno, najveci broj zavisnosti u hromatografskim sistemima
moze se aproksimirati linearnom i kvadratnom funkcijom. Za kreiranje linearnih modela
neophodno je izvesti eksperimente na dva razli¢ita nivoa za svaki faktor koji se ispituje.
S druge strane, za dobijanje kvadratnih modela faktore je potrebno ispitati na tri razlicita
nivoa. Kako je kvadratna funkcija sloZenija u poredenju sa linearnom, uvek se polazi od
pretpostavke da je zavisnost ispitivanog odgovora od ispitivanih faktora kvadratnog
tipa. PoSto hemometrijski pristup u svojoj osnovi podrazumeva istovremenu promenu
veceg broja faktora, onda i broj neophodnih eksperimenata znacajno raste i jednak je
broju moguc¢ih kombinacija faktorskih nivoa svih ispitivanih faktora. Drugim re¢ima,
ako se broj ispitivanih faktora oznaci sa n, onda bi broj potrebnih eksperimenata bio 3".
Predstavljanjem svih kombinacija faktorskih nivoa za 2, 3, 4, ... faktora dobila bi se
matrica od 9, 27, 81, ... eksperimenata. Ovaj tip dizajna naziva se pun faktorski dizajn

na tri nivoa i spada u tzv. optimizacione dizajne ili dizajne povrSine odgovora [39].

Dizajni povrsine odgovora omogucéavaju gradenje eksperimentalnih modela kojima se
ispitivani sistem u potpunosti moZe opisati. Drugim re¢ima, odgovor sistema moZze se
predvideti i u tackama eksperimentalnog prostora u kojima eksperimenti nisu bili
prethodno izvedeni. Ovaj pristup takode omogucéava graficko predstavljanje zavisnosti
prac¢enog odgovora sistema od jednog ili vise ispitivanih faktora, pa je u skladu s tim i
celokupna metodologija dobila naziv metodologija povrSine odgovora (eng. Response
Surface Methodology — RSM). Na ovaj na¢in moguce je identifikovati uslove sa
optimalnim odgovorima sistema. Stoga je ovaj pristup od izuzetno velike vaznosti u

optimizaciji hromatografskih metoda u procesu njihovog razvoja [40].

U dizajne povrsine odgovora spadaju i: centralni kompozicioni dizajn (eng. Central
Composite Design — CCD), Boks—Benken dizajn (eng. Box—Behnken Design — BBD),
Delert dizajn (eng. Doehlert), D—optimalni dizajn, itd. Svaki od navedenih dizajna, u
poredenju sa punim faktorskim dizajnom na tri nivoa, zahteva izvodenje manjeg broja

eksperimenata. Izbor tipa optimizacionog dizajna prevashodno zavisi od: vrste i broja
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ispitivanih faktora, ogranicenja vezana za intervale variranja faktora, broja neophodnih

eksperimenata, itd. [41].

U nastavku ¢e detaljnije biti opisani Boks—Benken i D-optimalni dizajn jer su oni

primenjeni u ovoj doktorskoj disertaciji.

3.2.1. Boks-BENKEN DIzAIN

Boks—Benken dizajn spada u klasu faktorskih optimizacionih dizajna. U ovaj tip dizajna
ukljucene su neke od tacaka iz eksperimentalnog prostora 3" punog faktorskog dizajna
rasporedene na karakteristiCan nacin. Eksperimentalni prostor za tri ispitivana faktora
moze biti predstavljen u vidu kocke, pri ¢emu svaka dimenzija predstavlja odgovarajuci
faktor. Temena takve kocke odgovaraju kodiranim vrednostima odgovarajuceg faktora
na donjem (-1) i gornjem (+1) nivou, dok sredine tih stranica odgovaraju nultom (0)
nivou. Prema tome Boks—Benken dizajn za tri faktora obuhvata faktorske kombinacije

koje odgovaraju svim stranicama kocke i replikacije u centralnoj tacki (slika 12) [42].
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Slika 12. Faktorske kombinacije Boks—Benken dizajna za 3 faktora

Broj potrebnih eksperimenata (N) prema matrici BBD dobija se pomocu sledece

jednacine:
N=2k(k-1)+Co (21)

gde je k broj ispitivanih faktora, a Co broj eksperimenata u centralnoj tacki. Matrica

BBD za tri ispitivana faktora prikazana je u tabeli 1.
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Tabela 1. Matrica BBD za tri faktora predstavljena u kodiranim vrednostima

Broj ' X1 X7 X3
Eksperimenta

1 -1 -1 0
2 +1 -1 0
3 -1 +1 0
4 +1 +1 0
5 -1 0 -1
6 +1 0 -1
7 -1 0 +1
8 +1 0 +1
9 0 -1 -1
10 0 +1 -1
11 0 -1 +1
12 0 +1 +1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Efikasnost eksperimentalnog dizajna predstavlja kolicnik izmedu broja koeficijenata
koje je potrebno proceniti u predloZenom modelu i broja eksperimenata. U poredenju sa
drugim tipovima dizajna, BBD se moze smatrati jednim od najefikasnijih, jer zahteva
izvodenje manjeg broja eksperimenata u odnosu na CCD i pun faktorski dizajn, a

obezbeduje jednako pouzdane rezultate.

Prednost BBD, u odnosu na druge tipove dizajna, ogleda se i u tome da ne sadrzi
faktorske kombinacije koje podrazumevaju sve ispitivane faktore istovremeno na
svojim gornjim i donjim nivoima. Stoga je BBD izuzetno koristan u situacijama kada
postoji moguénost dobijanja neprihvatljivih rezultata pri ekstremnim vrednostima
ispitivanih faktora. S druge strane, nije preporucljivo da se ovaj dizajn upotrebljava
kada je podatak o odgovoru sistema u ekstremnim vrednostima ispitivanih faktora od

istrazivackog znacaja [42].
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3.2.2. D-OPTIMALNI DIZAIN

Kako je prethodno navedeno, najsire koris¢eni dizajni povrSine odgovora su simetriéni i
tu spadaju: pun faktorski dizajn, CCD, BBD i Delertov dizajn. U ovakvim tipovima
dizajna tacke u okviru eksperimentalnog prostora simetricno su rasporedene. Samim
tim, oni ispunjavaju kriterijum D—optimalnosti. To zna¢i da modeli izgradeni na osnovu
matrice eksperimenata simetricnog dizajna, sa podjednako dobrom ta¢noscu, mogu
predvidati vrednost pracenog odgovora sistema u bilo kojoj tacki eksperimentalnog
prostora. To se odnosi i na tacke u kojima eksperimenti nisu bili prethodno izvedeni.
Medutim, simetri¢ni dizajni nisu uvek pogodni za koriS¢enje, pa je koncept D—
optimalnosti primenjen u cilju procene moguénosti predvidanja vrednosti ispitivanog
odgovora nesimetricnih tipova dizajna. Nesimetri¢ni tip dizajna, koji ispunjava

navedeni Kriterijum, jeste tzv. D—optimalni dizajn [43].

Primena D-optimalnog dizajna izuzetno je korisna kada eksperimentalni prostor nije
pravilnog oblika, kada je broj eksperimenata pretpostavljen matricom klasi¢nog
simetriénog dizajna neprihvatljivo veliki i kada postoji osnovana pretpostavka da
zavisnost pracenog odgovora od jednog ili viSe ispitivanih faktora ne moze biti
aproksimirana linearnom ili kvadratnom funkcijom. Pored toga, od posebnog je znacaja
upotreba D-optimalnog dizajna u slucaju kada je neophodno ispitati i uticaje
kvalitativnih faktora na ispitivani odgovor. Mozda 1 najznacajnija prednost ovog tipa
dizajna ogleda se u dCinjenici da on omogucava istrazivau da pre izvodenja
eksperimenata definiSe matematicki model. Na ovaj nacin istraziva¢ moze da unapred
iskljuci koeficijente modela koji se odnose na odgovarajuce interakcije i/ili kvadratne
¢lanove, a za koje je, na osnovu prethodnog teorijskog znanja ili iskustva, ustanovio da
nisu znacajni. Na ovaj na¢in, direktno se smanjuje broj neophodnih eksperimenata koje
je potrebno izvesti, a samim tim smanjuju se i troskovi istrazivanja. Dodatno, sloboda
kreiranja modela omogucava istraZzivacu da doda novi ¢lan u odgovarajuc¢i model ako

postoji verovatnoca da je pretpostavljena zavisnost treceg ili viseg reda [43].
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3.2.3. |ZVOPENJE EKSPERIMENATA

Nakon definisanja eksperimentalnog plana pristupa se randomiziranom izvodenju
eksperimenata. Prilikom hromatografskog razdvajanja slozenih sme$a neophodno je
voditi ratuna o tome da se pravilno identifikuju pikovi na hromatogramu. Ako se u ovu
svrhu koriste maseni detektori, kompletan proces moze se odvijati automatski. Naime,
identifikacija pikova moze se vrSiti nakon Svih izvedenih eksperimenata. Medutim, kod
aparata opremljenih UV/VIS detektorom preklapanje pikova moze znacajno usporiti
dinamiku izvodenja eksperimenata, jer je u takvim situacijama neophodno pojedina¢no
injektovanje analita pod datim hromatografskim uslovima kako bi se definitivno

odredile pozicije interferiraju¢ih pikova na hromatogramu.

3.3. ODABIR HROMATOGRAFSKOG ODGOVORA

Nakon izvedenih  eksperimenata  predvidenih  matricom  odgovarajuceg
eksperimenatalnog dizajna pristupa se analizi dobijenih hromatograma. Pozicija
individualnog pika na hromatogramu moze se pratiti odgovaraju¢im hromatografskim

odgovorima [44]:

1) retenciono vreme: tr

2) redukovano retenciono vreme: t’

3) retencioni faktor: k

Pored ovih parametara takode je znacajno pratiti i razdvajanje susednih pikova.
Najjednostavniji parametar za pracenje razdvajanja je faktor selektivnosti koji se
izraCunava na slede¢i nacin [44]:

a=ko! ki (22)

gde su ki i ko retencioni faktori susednih pikova analiziranih supstanci.
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Nesto slozeniji parametar razdvajanja susednih pikova, koji u obzir uzima i Sirinu

pikova, jeste faktor rezolucije, a izra¢unava se pomocu sledeceg izraza [44]:

Rs = 2(t2 — t1) / (W2 — W1) (23)

gde su ty i to retenciona vremena, a W1 i Wz Sirine odgovarajucih pikova analiziranih

supstanci na baznoj liniji.

U skladu s ciljem s kojim se eksperimentalni modeli grade, kao odgovori sistema biraju
se neki od navedenih parametara. Kada postoji cilj da se opiSe retenciono ponasanje
analita u nekom hromatografskom sistemu i kvantifikuju faktorski uticaji, kao odgovor
najéesce se prate retenciono vreme ili retencioni faktor. Medutim, u slucaju da je
postavljeni cilj optimizacija hromatografskog razdvajanja neke slozene smese
neophodno je, pored retencionih faktora komponenti smese, pratiti i neki od parametara

razdvajanja (faktor selektivnosti ili faktor rezolucije).

3.4. KREIRANJE EKSPERIMENTALNOG MODELA

Kao §to je ve¢ u prethodnim poglavljima pomenuto, najve¢i broj zavisnosti u
hromatografskim sistemima moZe biti aproksimiran linearnom ili kvadratnom
funkcijom. Najéesc¢i pristup gradenju eksperimentalnih modela podrazumeva primenu
tehnike visestruke linearne regresije (eng. Multiple Linear Regression — MLR) i metode
najmanjih kvadrata (eng. Least Squares Method). Linearni model, koji opisuje uticaj
veceg broja faktora na posmatrani hromatografski odgovor, yi, moZe se predstaviti

slede¢om jednacinom [39, 40]:

Yi = fo + PiXis + foXiz + -+ + BpXip (24)

pri ¢emu je i = 1...n, gde je n broj eksperimenata, p broj ispitivanih faktora, fo odsecak,

P, P2 1 f3 regresioni koeficijenti linearnih ¢lanova.
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Kako se optimizacionim dizajnima ispitivani faktori ispituju na tri nivoa, njihov uticaj
na posmatrani hromatografski odgovor, yi, moze se aproksimirati i kvadratnom
funkcijom sledeceg oblika [39, 40]:

Vi = fo + faXia + fraXin? + PoXiz + PoXio? + ProXiaXiz + -+ + PpXip + PopXip? (25)

pri ¢emu je i = 1...n, gde je n broj eksperimenata, p broj ispitivanih faktora, fo odsecak,
B, B2, ..., Pp regresioni koeficijenti linearnih ¢lanova, f1o, ..., Bip regresioni koeficijenti
Clanova faktorskih interakcija, i1, B2, ..., Ppp regresioni koeficijenti kvadratnih

¢lanova.

Da bi bilo moguce kreiranje eksperimentalnih matemati¢kih modela, odnosno da bi se
sprovela statisticka analiza koja potvrduje njihovu pouzdanost, neophodno je da broj
eksperimenata bude nesto veci od broja koeficijenata koje je neophodno proceniti. Na
taj nacin ostavlja se dovoljan broj stepeni slobode kako bi bilo moguée proceniti
eksperimentalnu gresku. Optimizacioni tipovi dizajna ne samo da ispunjavaju ovaj
uslov, nego je i raspored tataka u eksperimentalnom prostoru takav, da ukoliko
statisticka analiza potvrdi adekvatnost dobijenih modela, oni u potpunosti opisuju
analizirani hromatografski sistem. Tehnika viSestruke linearne regresije podrazumeva
fitovanje retencionih podataka prikupljenih izvodenjem eksperimenata prema DoE
metodologiji u odgovaraju¢e modele, dok metoda najmanjih kvadrata podrazumeva da
se suma kvadrata odstupanja reSenja predvidenih dobijenim modelom u odnosu na

vrednosti prikupljenih retencionih podataka svede na minimum [39, 40].

U koeficijentima kreiranth eksperimentalnih modela sadrZzana je informacija 0
faktorskim uticajima na ispitivani odgovor. Kada su u pitanju koeficijenti linearnih
¢lanova, apsolutna vrednost koeficijenta ukazuje na stepen uticaja faktora, dok predznak
koeficijenta ukazuje na smer u kojem se odgovor menja s promenom odgovarajuceg
faktora. Kvadratni c¢lanovi modela ukazuju na postojanje nelinearne zavisnosti
posmatranog odgovora u funkciji jednog ili viSe faktora. Konacno, koeficijentima
¢lanova faktorskih interakcija procenjuje se istovremeni uticaj dva faktora na

posmatrani hromatografski odgovor. Ako se retencioni faktor prati kao odgovor sistema,
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analizom uticaja faktora i njihovih interakcija na osnovu koeficijenata dobijenih

eksperimentalnih modela moguce je izvrsiti kompletan opis retencionog ponasanja.

U slucaju visekomponentnih smeSa, neretko se deSava da pikovi pod razli¢itim
hromatografskim uslovima menjaju mesta na hromatogramu ili da se menja njihova
Sirina. Ovakve situacije ¢esto mogu dovesti do toga da se parametri separacije pikova
(faktor selektivnosti i faktor rezolucije) ne mogu aproksimirati prethodno pomenutim
jednostavnim funkcijama. Jedan od pristupa za prevazilazenje ovog problema jeste
direktno modelovanje jednostavnih hromatografskih odgovora (poput retencionog
vremena i retencionog faktora) fitovanjem eksperimentalnih podataka u linearne ili
kvadratne modele, nakon cega sledi indirektno modelovanje slozenijih odgovora (npr.
parametara separacije) na osnovu modela jednostavnih hromatografskih odgovora [45,
46].

3.5. OPTIMIZACIJA HROMATOGRAFSKE METODE

Jedan od najznacajnijih ciljeva DoE metodologije 1 kreiranja eksperimentalnih
matematickih modela je optimizacija hromatografske metode. Ovakav pristup
omogucava da novorazvijena metoda zadovolji unapred definisane ciljeve, na primer da
bude pogodna za predvidenu namenu, odnosno da pikovi koji odgovaraju
komponentama smeSe budu adekvatno razdvojeni, da simetrija dobijenih pikova bude

zadovoljavajuca, da hromatografska analiza traje §to krace, itd. [35, 41].

Prvi korak u optimizaciji metode podrazumeva postavljanje ciljeva optimizacije. U
skladu s njima biraju se hromatografski odgovori koji ¢e biti praceni, a potom se
primenom hemometrijskog pristupa kreiraju eksperimentalni matemati¢ki modeli koji
definisu funkcionalnu zavisnost odabranog odgovora od ispitivanih faktora. Konacni
optimalni hromatografski uslovi, pod kojima se dobijaju najbolje vrednosti odabranih

odgovora sistema, mogu se identifikovati na dva nacina: graficki ili numericki [47].

Graficki pristup identifikacije optimalnih hromatografskih uslova zasniva se na RSM.

Naime, on podrazumeva predstavljanje kreiranih eksperimentalnin modela u vidu
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dvodimenzionih i trodimenzionih povrsina odgovora na kojima se posmatrani odgovor
nalazi u funkciji jednog, odnosno dva ispitivana faktora. Prednost ovog nacina
identifikovanja optimalnih uslova jeste $to se ovo moze izvesti na veoma jednostavan
nacin, posto komercijalno dostupni softveri omogucavaju konstrukciju ovakvih grafika.
Glavni nedostatak ovog pristupa jeste nemoguénost njegove primene u slucajevima
kada eksperimentalni modeli ukljuc¢uju vise od dva faktora, §to se vrlo Cesto deSava.
Kako bi to zahtevalo konstruisanje povrsine odgovora u ¢etvoro ili viSedimenzionom
prostoru, vrednosti pojedinih faktora bilo bi neophodno fiksirati na konstantnu vrednost,
Sto bi dovelo do gubitka informacija. JoS jedan od problema ove tehnike jeste ¢injenica
da odabir optimalnih uslova zavisi prevashodno od subjektivne procene analitiara [39—

41].

S druge strane, najjednostavniji numericki pristup optimizaciji zasniva Se na
pretrazivanju ¢vorova mreze. On podrazumeva da se na pocetku definiSe gustina mreze
unutar raspona vrednosti ispitivanih faktora, nakon Cega se na osnovu prethodno
kreiranog eksperimentalnog modela izratunava vrednost posmatranog odgovora u
svakom od ¢vorova mreze. Broj tacaka direktno ¢e se povecavati s gustinom mreze. Na
kraju, pretragom mreze U skladu s ciljevima optimizacije identifikuju se hromatografski

uslovi pod kojima se postizu optimalne vrednosti odgovora [46].
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4, PREGLED LITERATURE

U ovom poglavlju bice istaknuti najvazniji rezultati istrazivanja dostupni u dosadasnjoj
literaturi iz oblasti primene teorijskih modela u proSirivanju znanja o retencionim
mehanizmima 1 unapredenju teorijskih aspekata razlic¢itih HILIC sistema, kao 1 primene
hemometrijskog pristupa gradenju eksperimentalnih modela u cilju analize retencionog
ponasanja, faktorskih uticaja i optimizacije razdvajanja slozenih sme$a u ovom tipu

hromatografije.

4.1. TEORIJSKI MODELI U HILIC SISTEMIMA

Prvobitno predlozeni retencioni mehanizam u HILIC hromatografiji dao je Alpert [2].
Na osnovu dotadasnjih znanja zakljucio je da je to proces raspodele. Ovaj proces se
odvija tako $to se vodeni sloj odgovaraju¢e debljine adsorbuje na povrSinu polarne
stacionarne faze nakon Cega dolazi do raspodele polarnog analita izmedu tog vodenog
sloja i ostatka mobilne faze. Medutim, sumnjao je da je to jedini proces u retencionom
mehanizmu, pa je pretpostavio da su u njega ukljucene i neke direktne interakcije
izmedu analita i funkcionalnih grupa na povrSini stacionarne faze, poput dipol-dipol
interakcija. Naucnik Alpert prvi je i upotrebio naziv tecna hromatografija hidrofilnih

interakcija.

Pregledni rad [1] jedan je od prvih ovakvih radova koji razmatraju znacaj teorijskih
modela u HILIC sistemima. U ovom radu objedinjena su sva znanja o upotrebi
particionih i adsorpcionih retencionih modela u odredivanju doprinosa procesa
raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC retencionom mehanizmu koja su do tada bila
poznata u literaturi. Takode, istaknut je i zna¢aj doprinosa procesa jonske izmene u
retencionom mehanizmu kiselih, baznih i amfoternin analita na povrSinski
naelektrisanim stacionarnim fazama, mada ovaj doprinos nije bio kvantitativno opisan i
utemeljen na odgovaraju¢im jonoizmenjivackim retencionim modelima. U ovom radu
predstavljene su i karakteristike do tada koriSéenih tipova stacionarnih faza u HILIC

sistemima, kao i potencijalni retencioni mehanizmi separacije razli¢itih analita u njima.
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U drugoj polovini rada predstavljeni su tipovi polarnih i umereno polarnih analita male i
velike molekulske mase za ¢iju analizu je pogodna HILIC hromatografija.

U preglednom radu [12] dat je prikaz tipova stacionarnih faza od znacaja za HILIC
sisteme s posebnim akcentom na funkcionalne grupame odgovorne za zadrzavanje
analita na njihovoj povrsini. Uz osvrt na Cinjenicu da particioni i adsorpcioni modeli u
analiziranim HILIC sistemima, u literaturi generalno, nisu dali jasan zakljucak o
doprinosu procesa raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC retencionom mehanizmu, dat
je pregled radova o primeni mesovitog adsorpciono—particionog retencionog modela
koji predvida istovremeno prisustvo i procesa raspodele i procesa adsorpcije. Konac¢no,
izvrSena je 1 klasifikacija HILIC stacionarnih faza po zastupljenosti odgovarajuceg

procesa u retencionom mehanizmu u zavisnosti od vrste analiziranih komponenti.

Pregledni rad [4] navodi primenu particionih, adsorpcionih i meSovitih adsorpciono—
particionih retencionih modela u HILIC hromatografiji. Data je i diskusija o
aproksimacijama u izvodenju predloZenih jednacina, kao i zakljucci do kojih one mogu
dovesti u smislu tumacenja retencionih mehanizama. Takode, prikazan je i pregled
radova u kojima je koriS¢en dvojni HILIC/RP retencioni model u analizi slozenog
retencionog mehanizma prilikom razdvajanja polarnih analita na umereno polarnim

hemijski modifikovanim silikagel stacionarnim fazama.

U preglednom radu [3] dat je prikaz tipova interakcija od znacaja koje ucestvuju u
HILIC retencionom mehanizmu. U njemu su prikazana i istrazivanja koja su bila
usmerena na proucavanje debljine vodenog sloja koji se adsorbuje na povrsinu
stacionarne faze u zavisnosti od sastava mobilne faze. Takode, predstavljen je i znacaj
adsorpcionog, particionog i meSovitog adsorpciono—particionog retencionog modela u

retencionom predvidanju analita na razli¢itim tipovima stacionarnih faza.

Autori rada [48] su, na osnovu dobrog fitovanja retencionih podataka 2-amino-2-
hidroksimetil-1,3-propandiola (TRIS) i 2-amino-2-etil-1,3-propandiola (AEPD) u
particioni retencioni model u amino koloni u rasponu udela vodenog dela u mobilnoj

fazi od 10 % do 35 %, dosli do zakljucka da je proces raspodele primarno zastupljen u
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retencionom mehanizmu ovog HILIC sistema. Hemstrom i Irgum [1] u svom revijalnom
radu iskoristili su iste retencione podatke i fitovali ih i u adsorpcioni i u particioni
retencioni model nakon ¢ega su ustanovili da nijedan od njih ne aproksimira rezultate na
adekvatan nacin. Oni su, takode, upozorili na Cinjenicu da mobilna faza nije sadrzala
pufer, stoga je verodostojnost prvobitno izvedenih zaklju¢aka dovedena u pitanje, jer je
zanemaren proces snaznog elektrostatickog odbijanja izmedu baznih analita i pozitivno

naelektrisane povrsine amino kolone.

U radu [49] retencioni podaci citozina dobijeni sa ¢etiri razlicite kolone (amino, amidna,
silika i cviterjonska) u rasponu sadrzaja vodenog dela u mobilnoj fazi od 65 % do 95 %
fitovani su u odgovarajuce particione i adsorpcione retencione modele. Ustanovljeno je
da su adsorpcioni modeli izvrSili bolju aproksimaciju podataka ukazuju¢i na prisustvo
direktne interakcije izmedu molekula analita i povrSinskih grupa stacionarnih faza, te je

zakljuceno da je dominantan proces u retencionom mehanizmu bio proces adsorpcije.

Efikasnost adsorpcionog modela u fitovanju retencionih podataka peptida u amidnoj
koloni potvrdena je u radu [50]. Naime, dobijene su linearne zavisnosti izmedu
retencionih faktora deset razlicitih peptida i udela vode u mobilnoj fazi. Zakljucak ovog
istrazivanja bio je da je retencioni mehanizam separacije analiziranih peptida nalik
onom u normalno—faznim sistemima, odnosno procesu adsorpcije. Autor ovog rada
zastupa teoriju da je glavni tip interakcija u retencionom procesu u analiziranom HILIC

sistemu zasnovan na gradenju vodoni¢nih veza.

U radu [51] ispitana je zavisnost retencionih faktora benzokaina i cetilpiridinijum-
bromida u nederivatizovanoj silikagel koloni. Kako je ustanovljena linearna zavisnost u
rasponu sadrzaja vodenog dela u mobilnoj fazi od 10 % do 23 %, tako je zakljuceno da
je u retencionom mehanizmu dominantan proces adsorpcije. Cinjenice da su analizirane
supstance bile baznog karaktera i da je povrSina silika kolone pri datoj pH vrednosti
mobilne faze bila negativno naelektrisana (usled prisustva silanolnih grupa) ukazuju na
prisustvo katjonske izmene u retencionom mehanizmu. Na osnovu dobijenih rezultata

autori ovog rada dosli su do zakljucka da postoji direktna interakcija izmedu analita i
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povrsine stacionarne faze, tj. da do adsorpcije analita dolazi usled procesa katjonske

izmene.

U radu [52] ispitana je zavisnost retencionog ponaSanja razli¢itih polarnih analita od
odnosa vodenog i organskog dela mobilne faze u silikagel stacionarnim fazama
modifikovanim 2-merkaptoetanol (MEQO) i 1-tioglicerol (TGO) funkcionalnim grupama.
Ispitan je raspon sadrzaja vode u mobilnoj fazi od 5 % do 40 % i dobijene su linearne
zavisnosti izmedu logaritma retencionog faktora manje polarnih analita i zapreminske
frakcije vodenog dela u mobilnoj fazi. S druge strane, kod analita vece polarnosti
primecéena je linearna zavisnost njihovih retencionih faktora od zapreminske frakcije
vode u mobilnoj fazi. Na taj nac¢in demonstrirano je da je raspodela dominantan proces
u retencionom mehanizmu manje polarnih analita, dok polarniji analiti podlezu procesu
adsorpcije ili usled elektrostaticke interakcije sa rezidualnim silanolnim grupama ili
usled direktnih interakcija s polarnim funkcionalnim grupama ostvarivanjem vodoni¢nih

veza i dipol-dipol interakcija.

Liang i saradnici [31] su u svom radu predlozili nelinearni mesoviti adsorpciono—
particioni retencioni model u cilju opisivanja zavisnosti retencionih faktora analita od
sadrZaja vode u mobilnoj fazi u situacijama kada ni adsorpcioni ni particioni retencioni
model nisu u stanju da fituju retencione podatke. Kako particioni model u Sirokom
rasponu udela vode u mobilnoj fazi ima nelinearni (kvadratni) oblik, izveden je pokusaj
fitovanja retencionih podataka i u ovaj model. Kori§¢ene su vrednosti retencionih
faktora nukleozida dobijenih sa Sest razli¢itih HILIC kolona (tri silika, dve diolne i
jedna f-ciklodekstrinska). MeSoviti adsorpciono—particioni retencioni model izvrsio je
najbolju aproksimaciju rezultata, stoga je okarakterisan kao najefikasniji u retencionom

predvidanju.

Slicni  zakljucei izvedeni su i u radu [53], u kojem je retenciono ponasanje
hidrosolubilnih vitamina u diolnoj koloni ispitano u rasponu sadrzaja vode u mobilnoj
fazi od 50 % do 90 %. Fitovanjem retencionih podataka u particioni model ustanovljena
je linearnost pri manjim sadrzajima vode u mobilnoj fazi, dok je pri ve¢im sadrzajima

primecen gubitak linearnosti. S druge strane, adsorpcioni model adekvatno je fitovao
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retencione podatke pri ve¢im sadrzajima vode u mobilnoj fazi, dok je nelinearnost
ustanovljena pri manjim sadrzajima. Autori ovog rada istakli su da bi ovakvo retenciono
ponasanje moglo biti posledica dominantnosti procesa raspodele pri velikim sadrzajima
vode u mobilnoj fazi, dok smanjivanjem sadrzaja vode adsorpcioni proces, kao
posledica formiranja vodoni¢nih veza 1 -elektrostatickih interakcija, postaje sve
dominantniji. Kao posledica toga, mesoviti adsorpciono—particioni retencioni model
obezbedio je najbolju aproksimaciju retencionih podataka hidrosolubilnih vitamina u

diolnoj koloni u sirokom opsegu odnosa Vode i organskog rastvara¢a u mobilnoj fazi.

Rezultati prikazani u radu [54] ukazuju na ¢injenicu da je debljina adsorbovanog
vodenog sloja u HILIC sistemima relativno mala pri mobilnim fazama koje sadrze
veliki sadrzaj acetonitrila, a da se ona znatno povecéava s poveéanjem sadrzaja vode u
mobilnoj fazi. Autori ovog rada smatrali su da ovakvi podaci predstavljaju indirektan
dokaz da do direktne interakcije izmedu molekula analita i povrSine stacionarne faze
jedino moze do¢i kada je adsorbovani vodeni sloj dovoljno tanak. S poveéavanjem
debljine ovog vodenog sloja verovatno¢a da ¢e se proces adsorpcije odvijati bi¢e sve

manja, stoga proces raspodele postaje dominantan u retencionom mehanizmu.

Autori rada [33] matematicki su definisali doprinos procesa katjonske izmene ukupnom
HILIC retencionom mehanizmu baznih supstanci u nederivatizovanim silikagel
stacionarnim fazama. Naime, oni su uspostavili linearnu zavisnost distribucionog
koeficijenta, koji je proporcionalan retencionom faktoru analita, i inverzne vrednosti
koncentracije suprotno naelektrisanog jona u mobilnoj fazi. U konkretnom slucaju to je
bio amonijum jon koji je nastao u procesu disocijacije amonijum-acetata dodatog u
mobilnu fazu. U slucaju da je samo proces katjonske izmene prisutan u retencionom
mehanizmu baznih analita, zavisnost retencionog faktora od inverzne vrednosti
koncentracije suprotno naelektrisanog jona bila bi prava linija ¢iji bi odsecak prolazio
kroz koordinatni pocetak, a njen nagib bio bi proporcionalan konstanti ravnoteze jonske
izmene 1 broju jonizovanih silanolnih grupa na povrSini silika stacionarne faze.
Medutim, prisustvo nekog dodatnog procesa u retencionom mehanizmu uslovljavace

postojanje odsecka na ordinati pomenute zavisnosti.
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U radu [55] odgovaraju¢im retencionim modelima okarakterisan je mehanizam
katjonske izmene derivata hidrazina u cviterjonskoj stacionarnoj fazi. Model katjonske
izmene, opisan u prethodnom radu, transformisan je u linearnu zavisnost izmedu
logaritma retencionog faktora i logaritma koncentracije suprotno naelektrisanog jona u
mobilnoj fazi. Retencioni podaci analita, prikupljeni u rasponu koncentracija amonijum-
acetata u mobilnoj fazi od 5 mmol L™ do 30 mmol L, fitovani su u odgovarajuée
katjonsko—izmenjivacke retencione modele. Analizom nagiba konstruisanih linearnih
zavisnosti ustanovljeno je prisustvo nekog dodatnog procesa u retencionom mehanizmu

pored procesa katjonske izmene (raspodela, adsorpcija).

U radu [32] ispitan je doprinos elektrostatiCke interakcije Cetiri bazna, jednog
neutralnog i jednog kisleog analita u pet razli¢itih kolona (amidna, silika, diolna i
cviterjonska) ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. Prikupljane su vrednosti
retencionih faktora ispitivanih analita u rasponu rastu¢ih koncentracija amonijum-
acetata u mobilnoj fazi od 2 mmol L do 10 mmol L. Usled prisustva negativno
naelektrisanih silanolnih grupa na silika koloni i rezidualnih silanolnih grupa na ostalim
kolonama, retencioni faktori baznih analita smanjivali su se s pove¢anjem koncentracije
soli. Efekat koncentracije soli na retenciono ponaSanje kiselog analita bio je suprotan,
dok je ovaj efekat bio neznatan u slucaju neutralnog analita. Fitovanjem retencionih
podataka baznih analita u katjonsko—izmenjivacki model opisan u prethodnom radu, i
pracenjem odsecka na ordinati na konstruisanim graficima, izracunat je doprinos
procesa katjonske izmene na svakoj od kolona. S obzirom da je postojao odsecak u svim
slu¢ajevima, zakljuceno je da su procesi raspodele i/ili adsorpcije bili deo retencionog
mehanizma. Ocekivano, usled najvece koncentracije silanolnih grupa na svojoj povrsini,

proces katjonske izmene bio je najzastupljeniji u silika koloni.

U radu [26] istaknuto je da su u hromatografsko razdvajanje polarnih i umereno
polarnih analita u hemijski modifikovanim stacionarnim fazama ukljuceni i RP i HILIC
retencioni mehanizam. Kao komponente smesSe koris¢eni su neutralni analiti (uracil,
tiourea, fenol), a njihovo razdvajanje izvodeno je u polimetakrilatnim stacionarnim
fazama u HILIC sistemu. Retencioni podaci, dobijeni variranjem sadrzaja vode u

mobilnoj fazi u Sirokom rasponu vrednosti od 2 % do 90 %, fitovani su metodom
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nelinearne regresije u novorazvijeni dvojni HILIC/RP retencioni model. Ovi modeli ne
samo da su omoguéili uspeSnu aproksimaciju retencionih podataka, nego je
izraGunavanjem njihovih minimuma postignuto i odredivanje sastava mobilne faze pri

kojoj dolazi do prelaza iz HILIC mehanizma u RP mehanizam i obratno.

Dvojni HILIC/RP retencioni model takode se pokazao korisnim i u aproksimaciji
retencionih podataka fenolnih i flavonskih antioksidanasa u &etiri diolne i dve
polietilenglikolne stacionarne faze [30]. Ispitani opseg sadrzaja vode u mobilnoj fazi bio
je od 1 % do 98 %, a retencioni faktori ispitivanih analita pokazali su tipi¢nu nelinearnu
zavisnost u ovom opsegu vrednosti sastava mobilne faze. Kako su se minimumi
odgovaraju¢ih funkcija za identicne analite razlikovali na kolonama koje su po tipu
povrSinskih grupa bile sli¢ne, tako je zakljuceno da na prelaz izmedu retencionih
mehanizama moze znaCajno uticati gustina, na¢in pakovanja kolona, kao i druge

varijacije koje postoje izmedu kolona razli¢itih proizvodaca.

Retenciono ponasanje u Sirokom opsegu sastava mobilnih faza fenolnih kiselina ispitano
je i u dve nemodifikovane silikagel kolone i dve silika kolone hemijski modifikovane
nepolarnim grupama [56]. Sadrzaj vode u mobilnoj fazi variran je u rasponu od 1 % do
98 %, a retencioni faktori analiziranih fenolnih kiselina fitovani su u dvojne HILIC/RP
retencione modele. Zbog velike polarnosti nemodifikovanih silika kolona u RP regionu
sastava mobilnih faza analiti su se izuzetno slabo zadrzavali u kolonama, dok je u
HILIC regionima sastava mobilnih faza primec¢eno tipicno HILIC retenciono ponasanje.
S druge strane, na modifikacijama silikagel stacionarnih faza, zbog njihove slabije
polarnosti, zadrzavanje analita bilo je znatno duze u RP regionima sastava mobilnih
faza, dok je njihovo retenciono ponasanje u HILIC regionima bilo uporedivo sa onim na

nemodifikovanim silikagel stacionarnim fazama.

4.2. EKSPERIMENTALNI MODELI U HILIC SISTEMIMA

U preglednom radu [17] dat je pregled postavljenih HILIC metoda. U njemu je

istaknuto da je do tada najces¢i pristup optimizacije HILIC metoda bio jednofaktorski,
odnosno da se ispitivani odgovor pratio kao funkcija samo jednog faktora. Prvi deo

50



preglednog rada obuhvata tipove analita, ispitivane faktore i prac¢ene odgovore prilikom
optimizacije, definisanje optimalnih uslova, kao i podatke vezane za validaciju
postavljenih HILIC metoda. Takode, dato je poredenje nekih razvijenih HILIC metoda s
drugim analiti¢kim separacionim tehnikama. U drugom delu preglednog rada opisan je
potencijal multifaktorskog pristupa upotrebom metodologije eksperimentalnog dizajna u
optimizaciji HILIC metoda. Do tada u literaturi nije pronadena nijedna HILIC metoda
razvijena na ovakav nacin, pa su u ovom delu predstavljeni i koraci koje je neophodno
sprovesti kako bi se potencijalna HILIC metoda optimizovala hemometrijskim

pristupom.

U radu [57] predstavljena je primena 3 x 5 dizajna sa centralnim tackama u cilju
gradenja eksperimentalnih modela kojima je dat kompletan opis retencionog ponasanja
nekih organskih kiselina u pet kolona (dve amidne, silikagel, diolna, cviterjonska).
Kreirani su kvadratni modeli pomocu kojih je kvantitativno opisan uticaj sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi i
temperature kolone na retencione faktore odgovaraju¢ih organskih kiselina.

Odgovarajuée zavisnosti prikazane su u vidu trodimenzionih povrs$ina odgovora.

Centralni kompozicioni dizajn primenjen je u radu [58] kako bi se omogu¢éila analiza
retencionog ponasanja mokraéne kiseline i njenih derivata u diolnoj stacionarnoj fazi.
Dobijeni su odgovarajuc¢i kvadratni modeli zavisnosti retencionih faktora analita od tri
faktora (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-formijata u
vodenoj fazi, temperatura kolone). Konstruisanjem trodimenzionih povrsina odgovora
omoguceno je graficko predstavljanje uticaja ispitivanih hromatografskih faktora na
retenciono ponaSanje analita. Na osnovu njih data je i odgovarajuca analiza faktorskih

efekata.

U radu [59] prikazana je optimizacija hromatografskog razdvajanja salicilne,
acetilsalicilne i askorbinske kiseline u silikagel koloni hemometrijskim pristupom.
Varirana su cetiri hromatografska faktora (sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi,
koncentracija pufera u vodenoj fazi, pH vrednost vodene faze i temperatura kolone), a

kao odgovori sistema pracena Su retenciona vremena analita i faktori rezolucije.
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Eksperimenti su izvedeni prema matrici Boks—Benken dizajna, nakon ¢ega su kreirani
odgovarajuci kvadratni modeli. Primenom Deringerove funkcije pozeljnih odgovora, a u
skladu s postavljenim ciljevima optimizacije, identifikovani su optimalni
hromatografski uslovi. Nakon toga, izvrSena je i validacija optimizovne HILIC metode
za odredivanje sadrzaja ispitivanih komponenti u tabletama. Analizom konstruisanih

trodimenzionih povr$ina odgovora procenjena je i robusnost razvijene HILIC metode.

Optimizacija hromatografskog razdvajanja aminoglikozidnih antibiotika u cviterjonskoj
stacionarnoj fazi primenom metodologije povrSine odgovora predstavljena je u radu
[60]. Ispitivan je uticaj tri hromatografska faktora (koncentracija pufera u vodenoj fazi,
pH vrednost mobilne faze i temperatura kolone), dok su kao odgovori sistema pra¢ena
retenciona vremena pikova odgovaraju¢ih aminoglikozida, kao i njihove povrSine.
Eksperimentalni plan postavljen je prema matrici centralnog kompozicionog dizajna.
Kreirani kvadratni modeli prikazani su graficki, $to je omogucilo detaljnu analizu
uticaja faktora i identifikaciju optimalnih hromatografskinh uslova. Nakon toga,
optimizovana HILIC metoda je validirana za odredivanje rezidua aminoglikozidnih

antibiotika u uzorcima meda.

Primena hemometrijskog pristupa na model smesu koja se sastojala iz glicerola, gliceril-
karbonata i uree opisana je u radu [61]. Kako su mobilnu fazu sa¢injavala tri rastvaraca,
za identifikaciju njihovog optimalnog odnosa odabran je trokomponentni meSoviti tip
dizajna. Na ovaj nacin obezbedeno je da sadrzaji vode, metanola i acetonitrila u
mobilnoj fazi variraju na sistemati¢an nacin. Posto je kompletna procedura izvodena u
tri razlic¢ite kolone (Silikagel, diolna, cviterjonska), omoguceno je i poredenje faktorskih
uticaja izmedu njih. Na taj nacin izvedeni su 1 znacajni zakljuci o retencionim
mehanizmima. KoriS¢enjem Deringerove funkcije pozeljnih odgovora, identifikovani su
optimalni uslovi separacije u diolnoj koloni. Konac¢no, razvijena HILIC metoda
primenjena je za istovremeno odredivanje ovih analita iz uzoraka dobijenih prilikom

procesa sinteze gliceril-karbonata.

U radu [62] prikazana je optimizacija hromatografskog razdvajanja smese antidepresiva

u silikagel stacionarnoj fazi primenom punog faktorskog dizajna za tri faktora. Odabrani
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hromatografski faktori bili su sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze, dok je kao hromatografski
odgovor prac¢en globalni kriterijum razdvajanja okarakterisan unapredenom funkcijom
hromatografskog odgovora. Ova funkcija uspe$no je opisala retenciono ponasanje
komponenti smeSe u celini, a takode je 1 omogucila identifikaciju regiona
eksperimentalnog prostora u kojima odgovaraju¢a kombinacija vrednosti ispitivanih
faktora omogucava dobro razdvajanje, minimalnu duzinu trajanja analize i adekvatnu

Sirinu pikova za sve ispitivane analite.
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5. CILJ RADA

Cilj ove doktorske disertacije bio je:

1.

Ispitivanje faktorskih uticaja i retencionog ponasanja kiselih i amfoternih analita
na primeru model smese penicilina i cefalosporina u silika koloni primenom
metodologije eksperimentalnog dizajna, kao i verifikacija dobijenih modela
poredenjem simuliranih 1 eksperimentalno dobijenih hromatograma u

proizvoljno odabranim tackama eksperimentalnog prostora.

Analiza retencionih mehanizama baznih analita na primeru model smeSe
antipsihotika, antihistaminika i antiepileptika u dve silika, dve diolne i jednoj
cijano koloni fitovanjem retencionih podataka u particioni, adsorpcioni,
katjonsko—izmenjivacki i dvojni HILIC/RP retencioni model. Ispitivanje
retencionog ponasanja, kao i faktorskih uticaja ovih analita u Betasil Silica
koloni na osnovu eksperimentalnin  modela dobijenih  hemometrijskim

pristupom.

Analiza retencionih mehanizama kiselih i neutralnih analita na primeru model
smese analita sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom grupom u amino
koloni fitovanjem retencionih podataka u particioni, adsorpcioni, anjonsko—
izmenjivacki 1 dvojni HILIC/RP retencioni model. Upotpunjavanje znanja o
uticaju faktora mobilne faze na retenciono ponasanje ispitivanih analita u amino
koloni primenom metodologije eksperimentalnog dizajna, kao i procena
kvaliteta retencionog predvidanja dobijenih modela verifikacijom kroz

eksperimente.

Ispitivanje doprinosa procesa raspodele 1 adsorpcije ukupnom HILIC
retencionom mehanizmu neutralnih analita u zavisnosti od sastava mobilne faze
na primeru model smeSe joheksola i njegove tri srodne supstance u dve silika i
dve diolne kolone primenom meSovitog adsorpciono—particionog retencionog

modela.
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5. Gradenje eksperimentalnih modela zavisnosti retencionih faktora joheksola i
njegove tri srodne supstance od faktora mobilne faze i tipa kolone primenom D—
optimalnog dizajna, kao i optimizacija hromatografskog razdvajanja ispitivanih
analita primenom indirektnog modelovanja faktora selektivnosti kriticnog para
smeSe 1 pretrazivanjem ¢vorova mreze u okviru istraZzenog eksperimentalnog
prostora. Validacija postavljene HILIC metode za analizu joheksola i njegovih

srodnih supstanci u rastvorima za intravensku primenu.
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6. EKSPERIMENTALNI DEO

6.1. APARATI | REAGENSI

Tecni hromatograf 1: Waters Breeze System, Waters, Milford, MA, SAD
Pumpa: Waters 1525 Binar HPLC Pump
Detektor: Waters 2487 UV/VIS detektor
Graficka obrada: Breeze Software, Windows XP
Mikrolitarski $pric: 100 pL, SG Australija
Volumen injektovanja: 20 pL
Te¢ni hromatograf 2: Finnigan Surveyor, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, CA, SAD
Pumpa: HPLC pumpa
Detektor: UV/VIS Plus detektor
Graficka obrada: ChromQuest, Windows XP
Injektovanje: Autosampler Plus
Volumen injektovanja: 5uL

Filtri: Nylon membrane filters, 0,45 um Whatman, Engleska

Elektronska analiticka vaga: 121 Sartorius, Nemacka

Ultrazvuéno kupatilo: Fungilab, Spanija

Sistem za dobijanje vode HPLC grade: Simplicity 185, Millipore, Nemacka

pH metar, PHM 210, METERLAB, Radiometer Analytical, Villeurbane Cedex,
Francuska

Acetonitril, HPLC grade, Sigma—Aldrich, Nemacka

Amonijum-acetat: Riedel-de Haen, Nemacka

Amonijum-formijat: Fluka, Indija

Natrijum-dihidrogenfosfat: Alkaloid, Makedonija

Natrijum-citrat: Sigma—Aldrich, Nemacka

Mravlja kiselina: Sigma—Aldrich, Nemacka

Glacijalna siréetna kiselina: Zorka Sabac, Srbija

Orto-fosforna kiselina: Carlo Erba, Italija
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Limunska kiselina: Sigma—Aldrich, Nemacka

Omnipaque™ rastvor za intravensku primenu, GE Healthcare, Nemacka

Hromatografske kolone

Alltech Silica, 250 mm x 4,6 mm, 5 um velicine Cestica, Alltech Associates, Deerfield,
IL, SAD

Alltima Amino, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum velicine Cestica, Alltech Associates, Deerfield,
IL, SAD

Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ine ¢estica, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, MA, SAD

Betasil Diol, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, MA, SAD

Betasil CN, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ine ¢estica, Thermo Fisher Scientific, San
Jose, MA, SAD

Bakerbond Silica Gel, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum veli¢ine Cestica, J. T. Baker,
Phillipsburg, NJ, SAD

Bakerbond Cyanopropyl, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum veli¢ine Cestica, J. T. Baker,
Phillipsburg, NJ, SAD

Luna HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 5 pm veli¢ine ¢estica, Phenomenex, Torrance, CA,
SAD

Kinetex HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 2,6 um veli¢ine Cestica, Phenomenex, Torrance, CA,
SAD
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6.2. STANDARDNE SUPSTANCE

U ovoj disertaciji izvrSena je hromatografska analiza ¢etiri model smese:

Smesa 1: p-laktamski antibiotici (slika 13) — cefotaksim-natrijum, cefaleksin-
monohidrat, cefaklor, cefuroksim-natrijum, cefuroksim-aksetil, ampicilin-trihidrat,

amoksicilin-trihidrat (radni standardi)

SmeSa 2: smeSa odabranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci (slika 14) —
tioridazin, klozapin, sulpirid, feniramin-maleat, hlorfeniramin-maleat, lamotrigin (radni

standardi)

Smesa 3: farmaceutski aktivne supstance sa amidskom i sulfonamidskom
funkcionalnom grupom (slika 15) — tropikamid, nikotinamid, levetiracetam, piracetam,
sulfanilamid, sulfacetamid-natrijum, sulfametoksazol, sulfafurazol, furosemid,

bumetanid (radni standardi)

Smesa 4: joheksol i njegove srodne supstance (slika 16): srodna supstanca A (5-
(acetilamino)-N,N’-bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-trijodobenzen-1,3-dikarboksamid),
srodna supstanca B (5-amino-N,N’-bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-trijodobenzen-1,3-
dikarboksamid), srodna supstanca C (5-nitro-N,N’-bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-
trijodobenzen-1,3-dikarboksamid) (radni standardi)
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6.2.1. HEMIJSKA STRUKTURA ANALIZIRANIH SUPSTANCI

—/—N / OY

O
(6] ONa

Cefotaksim-natrijum
Natrijum (6R,7R)-3-[(acetiloksi)metil)-7-[[(2Z)-2-(2-aminotiazol-4-il)-2-

(metiloksiimino)acetil]amino]-8-okso-5-tia-1-azabiciklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilat

NH,
H H
N\ ? S
o H,0
——N
/ Z
o]
o) OH

Cefaleksin-monohidrat
(6R,7R)-7-[[(2R)-2-amino-2-fenilacetil]amino]-3-metil-8-okso-5-tia-1-
azabiciklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilna kiselina
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NH,

I
T

S

T

—/N
4 7
(@] OH
Cefaklor

(6R,7R)-7-[[(2R)-2-amino-2-fenilacetil]Jamino]-3-hloro-8-okso-5-tia-1-
azabiciklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilna kiselina

T

NH;

—N (@]
o/ = T
(@]
(@] ONa

Cefuroksim-natrijum

Natrijum (6R,7R)-3-[(karbamoiloksi)metil]-7-[[(Z)-(furan-2-il)(metoksiimino)

acetil]Jamino]-8-okso-5-tia-1-azabiciklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilat
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T

Cefuroksim-aksetil
(1RS)-1-(acetiloksi)etil-(6R,7R)-3-[(karbamoiloksi]metil]-7-[[(Z2)-2-(furan-2-il)-2-

(metoksiimino)acetil]amino]-8-okso-5-tia-1-azabiciklo[4.2.0]okt-2-en-2-karboksilat

NH;

™

: _§
’/—P ! =
0 3 H,0
e N

2T
mlx

/\-OH

(o]

Ampicilin-trihidrat
(2S, 5R, 6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-fenilacetil]amino]-3,3-dimetil-7-okso-4-tia-1-
azabiciklo[3.2.0]heptan-2-karboksilna kiselina
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HO

4(

N 3 Hy0
7

OH

Amoksicilin-trihidrat
(2S, 5R, 6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-hidroksifenil)acetil]amino]-3,3-dimetil-7-okso-4-
tia-1-azabiciklo[3.2.0]heptan-2-karboksilna kiselina

Slika 13. Smesa 1: f-laktamski antibiotici [63]
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Tioridazin
10-[2-[(2RS)-1-metilpiperidin-2-il]etil]-2-(metilsulfanil)-10H-fenotiazin

Klozapin
8-hloro-11-(4-metilpiperazin-1-il)-5H-dibenzo[b,e][1,4]diazepin

o\\//o 1
HzN/S N/\O

Sulpirid
(RS)-N-[(1-etilpirolidin-2-il)metil]-2-metoksi-5-sulfamoilbenzamid
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Feniramin-maleat
(3RS)-N,N-dimetil-3-fenil-3-(piridin-2-il)propan-1-amin hidrogen (Z)-butendioat

/Z
/_\

Cl

Hlorfeniramin-maleat
(3RS)-3-(4-hlorfenil)-N,N-dimetil-3-(piridin-2-il)propan-1-amin hidrogen (2)-
butendioat

N

N/T
N

NH,

Cl

Cl

Lamotrigin
6-(2,3-dihlorfenil)-1,2,4-triazin-3,5-diamin

Slika 14. Smesa 2: odabrana bazna jedinjenja [63]
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o
Qe
N
Tropikamid
(2RS)-N-etil-3-hidroksi-2-fenil-N-(piridin-4-ilmetil)propanamid

(@]
N| X NH,
/
Nikotinamid

Piridin-3-karboksamid

NH»

Levetiracetam
(2S)-2-(2-oksopirolidin-1-il)butanamid

O
N\/L
NH,
(0]

Piracetam
2-(2-oksopirolidin-1-il)acetamid

65



NH,

Sulfanilamid

4-aminobenzensulfonamid

o\\S //o o
Sy
|

Sulfacetamid-natrijum

Natrijum acetil[(4-aminofenil)sulfonil]azanid

HoN

Sulfametoksazol

4-amino-N-(5-metilizoksazol-3-il)benzensulfonamid

O/N

o\\ //o \
. Y

S
[ :] N
H
HoN

2

Sulfafurazol

4-amino-N-(3,4-dimetilizoksazol-5-il)benzensulfonamid



0]

\/’

S COOH
HZN/ I I
Cl /

N
H

Furosemid

4-hloro-2-[(furan-2-ilmetil)amino]-5-sulfamoilbenzoeva kiselina

o\\S //o
H,N ~

COOH

BN

Bumetanid

3-(butilamino)-4-fenoksi-5-sulfamoilbenzoeva kiselina

Slika 15. Smesa 3: jedinjenja sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom grupom

[63]
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HO
Hojﬁ (e}
N OH
N
Y N
0
|

| OH

OH
o) N
H/\[

OH

Joheksol
5-[acetil(2,3-dihidroksipropil)amino]-N,N -bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-

trijodobenzen-1,3-dikarboksamid

| 0}
H
N OH
\[( \
H
o T
| | OH
OH
Y
H
OH
Srodna supstanca A
5-(acetilamino)-N,N -bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-trijodobenzen-1,3-dikarboksamid
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HoN OH

OH

Iz

OH

Srodna supstanca B
5-amino-N,N -bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-trijodobenzen-1,3-dikarboksamid

[ o)
O,N OH
N
H
[ | OH
OH
o N
H

OH

Srodna supstanca C
5-nitro-N,N -bis(2,3-dihidroksipropil)-2,4,6-trijodobenzen-1,3-dikarboksamid

Slika 16. Smesa 4: joheksol i njegove srodne supstance [64]
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6.3. KOMPJUTERSKI PROGRAMI

Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, Natick, MA, SAD)
Design—Expert 7.0.0. (Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, SAD)
SPSS Statistics 17.0. (IBM, New York, NY, SAD)

MATLAB 7.10.0. (MathWorks, Natick, MA, SAD)
MarvinSketch 6.1.0. (ChemAxon Kft., Madarska)
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6.4. ANALIZA B-LAKTAMSKIH ANTIBIOTIKA

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System

Kolona: Alltech Silica, 250 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ine Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min'?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora standarda

Osnovni rastvori standarda cefotaksim-natrijuma, cefaleksin-natrijuma, cefuroksim-
natrijuma i cefuroksim-aksetila pripremljeni su rastvaranjem u smesi acetonitril-vodena
faza (90:10 V/V), dok su osnovni rastvori standarda cefaklora, ampicilin-trihidrata i
amoksicilin-trihidrata pripremljeni rastvaranjem u istoj vodi. Radni rastvori standarda
dobijeni su razblazivanjem osnovnih rastvora smeSom acetonitril-vodena faza (90:10
V/V), tako da su postignute koncentracije od 100 pug mL™* za sve analite. Rastvori su
Cuvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja rastvori su temperirani na sobnu

temperaturu.

Mobilna faza

Mobilne faze dobijane su mesanjem acetonitrila i vodene faze. Vodene faze Cinili su
vodeni rastvori amonijum-acetata ¢iji je pH podeSen glacijalnom siré¢etnom kiselinom.
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanim matricom Boks—

Benken dizajna koji je prikazan u tabeli 2.
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Tabela 2. Plan eksperimenata prema matrici Boks—Benken dizajna

Eksperiment ACN pH AcNH4
1 80 (-1)" 4,5 (-1)" 100 (0)"
2 90 (+1) 4,5 (-1) 100 (0)
3 80 (-1) 6,5 (+1) 100 (0)
4 90 (+1) 6,5 (+1) 100 (0)
5 80 (-1) 5,5 (0) 70 (-1)
6 90 (+1) 5,5 (0) 70 (-1)
7 80 (-1) 5,5 (0) 130 (+1)
8 90 (+1) 5,5 (0) 130 (+1)
9 85 (0) 4,5 (-1) 70 (-1)
10 85 (0) 6,5 (+1) 70 (-1)
11 85 (0) 4,5 (-1) 130 (+1)
12 85 (0) 6,5 (+1) 130 (+1)
13 85 (0) 5,5 (0) 100 (0)
14 85 (0) 5,5 (0) 100 (0)
15 85 (0) 5,5 (0) 100 (0)

ACN - koncentracija acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH — pH vrednost vodene faze,
AcNH, — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L)
“kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradama

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Jan¢i¢ Stojanovi¢, B., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.:
Assessment of B-lactams retention in hydrophilic interaction chromatography applying the Box—
Behnken design. J Sep Sci 2012; 35: 1424-1431
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Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podesen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema pracena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje plana eksperimenata, fitovanje retencionih podataka metodom visestruke
linearne regresije, statisticka obrada rezultata i konstruisanje trodimenzionih povrsina
odgovora: Design—Expert 7.0.0.

Kreiranje simuliranih hromatograma: Microsoft Office Excel 2010.

Predvidanje pKa i log P vrednosti analita: MarvinSketch 6.1.0.
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6.5. ANALIZA ODABRANIH BAZNIH FARMACEUTSKI AKTIVNIH SUPSTANCI

6.5.1. TEORIJSKI MODELI

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System
Kolone: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Betasil Diol, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Betasil CN, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Bakerbond Silica Gel, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum veli¢ina Cestica
Bakerbond Cyanopropyl, 250 mm x 4,6 mm, 5 pm veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min?
Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smese odabranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci pripremljeni
su rastvaranjem u smeSi acetonitril-vodena faza (85:15 V/V), tako da su postignute
koncentracije od 100 pug mL? za sve analite. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C.

Pre injektovanja rastvori su temperirani na sobnu temperaturu.

Mobilna faza

Za gradenje jonoizmenjivackih retencionih modela pripremljena je serija vodenih faza
koje su ¢inili vodeni rastvori amonijum-acetata ¢ije su koncentracije varirale u rasponu
od 5 mmol L do 55 mmol L? i kojima je pH podesen glacijalnom siré¢etnom kiselinom

na 5,0. Kona¢ne mobilne faze Cinile su smese acetonitril-vodena faza (85:15 V/V).

Za gradenje particionih i adsorpcionih retencionih modela mobilne faze pripremane su
tako $to je prvobitno napravljen 20 mmol L vodeni rastvor amonijum-acetata kojem je
pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom na 3,5, a potom je odnos izmedu
acetonitrila i dobijenog vodenog rastvora amonijum-acetata variran u rasponu od (70:30
V/IV) do (90:10 V/V).
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Za gradenje dvojnih HILIC/RP retencionih modela pripremljena je vodena faza na
identi¢an nacin, samo je odnos izmedu acetonitrila i vodenog rastvora amonijum-acetata

variran u rasponu od (5:95 V/V) do (95:5 V/V).

Hromatografski postupak

HPLC sistem, koji je podesen prema navedenim hromatografskim uslovima, ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema pracena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Fitovanje podataka metodom proste linearne regresije: Microsoft Office Excel 2010.
Fitovanje podataka metodom nelinearne regresije: SPSS Statistics 17.0.
Predvidanje pKa i log P vrednosti analita: MarvinSketch 6.1.0.

6.5.2. EKSPERIMENTALNI MODELI

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System

Kolona: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duZina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smese odabranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci pripremljeni
su rastvaranjem u smeSi acetonitril-vodena faza (85:15 V/V), tako da su postignute
koncentracije od 100 pug mL? za sve analite. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C.

Pre injektovanja rastvori su temperirani na sobnu temperaturu.
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Mobilna faza

Mobilne faze dobijane su meSanjem acetonitrila i vodene faze. Vodene faze Cinili su
vodeni rastvori amonijum-acetata ¢iji je pH podeSen glacijalnom sir¢etnom kiselinom.
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanim matricom Boks—

Benken dizajna koji je prikazan u tabeli 3.

Tabela 3. Plan eksperimenata prema matrici Boks—Benken dizajna

Eksperiment ACN pH AcNH4
1 80 (-1)" 2,5 (-1)" 20 (0)*
2 90 (+1) 2,5(-1) 20 (0)
3 80 (-1) 4,5 (+1) 20 (0)
4 90 (+1) 4,5 (+1) 20 (0)
5 80 (-1) 3,5 (0) 5(-1)
6 90 (+1) 3,5 (0) 5(1)
7 80 (-1) 3,5 (0) 35 (+1)
8 90 (+1) 3,5 (0) 35 (+1)
9 85 (0) 2,5(-1) 5(-1)
10 85 (0) 4,5 (+1) 5 (-1)
11 85 (0) 2,5 (-1) 35 (+1)
12 85 (0) 4,5 (+1) 35 (+1)
13 85 (0) 3,5(0) 20 (0)
14 85 (0) 3,5(0) 20 (0)
15 85 (0) 3,5(0) 20 (0)
16 85 (0) 3,5(0) 20 (0)

ACN - koncentracija acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH — pH vrednost vodene faze,
AcNH, — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L)
“kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradama

Jovanovi¢, M., JanCi¢ Stojanovi¢, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.:
Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.
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Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema pracena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana, fitovanje retencionih podataka metodom viSestruke
linearne regresije, statisticka obrada rezultata i konstruisanje trodimenzionih povrsina

odgovora: Design—Expert 7.0.0.
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6.6. ANALIZA FARMACEUTSKI AKTIVNIH SUPSTANCI SA AMIDSKOM |
SULFONAMIDSKOM FUNKCIONALNOM GRUPOM

6.6.1. TEORIJSKI MODELI

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System

Kolona: Alltima Amino, 250 mm x 4,6 mm, 5 pum veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min'?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 230 nm

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe jedinjenja sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom
grupom pripremljeni su rastvaranjem u smesi acetonitril-vodena faza (80:20 V/V), tako
da su postignute koncentracije od 600 pug mL™ za piracetam, 300 pg mL™ za tiracetam,
150 pg mL?t za tropikamid, 100 pg mL? za sulfanilamid, sulfacetamid-natrijum i
sulfametoksazol, 75 pg mL™? za nikotinamid, 50 pg mL? za sulfafurazol i bumetanid i
30 pg mL* za furosemid. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja

rastvori su temperirani na sobnu temperaturu.

Mobilna faza

Prilikom ispitivanja uticaja vrste pufera na ispitivani sistem pripremljena je serija
mobilnih faza sa slede¢im puferima: amonijum-formijat/mravlja kiselina, amonijum-
acetat/siréetna  kiselina, natrijum-hidrogenfosfat/fosforna  kiselina i natrijum-
citrat/limunska kiselina. Mobilne faze ¢inile su smese acetonitril-vodena faza (30 mmol

L1 soli, pH podesen odgovarajuéom kiselinom na 6,0) (80:20 V/V).
Za gradenje jonoizmenjivackih retencionih modela pripremljena je serija vodenih faza

koje su ¢inili vodeni rastvori amonijum-acetata ¢ije su koncentracije varirale u rasponu

od 10 mmol L* do 40 mmol L? i kojima je pH podesen glacijalnom siréetnom
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kiselinom na 6,0. Kona¢ne mobilne faze ¢inile su smese acetonitril-vodena faza (80:20

VIV).

Za gradenje particionih i adsorpcionih retencionih modela u HILIC regionu sastava
mobilnih faza, mobilne faze pripremane su tako $to je prvobitno napravljen vodeni
rastvor 20 mmol L' amonijum-acetata kojem je pH podeSen glacijalnom siréetnom
kiselinom na 6,0, a potom je odnos izmedu acetonitrila i dobijenog vodenog rastvora
amonijum-acetata variran u rasponu od (75:25 V/V) do (95:5 V/V). Za gradenje
particionih i adsorpcionih retencionih modela u RP regionu sastava mobilnih faza ovaj
odnos variran je u rasponu od (5:95 V/V) do (40:60 V/V).

Za gradenje dvojnih HILIC/RP retencionih modela vodena faza pripremljena je na
identi¢an nacin, samo je odnos izmedu acetonitrila i vodenog rastvora amonijum-acetata

variran u rasponu od (5:95 V/V) do (95:5 V/V).

Hromatografski postupak

HPLC sistem Kkoji je podesen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao 1 rastvor smeSe analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema prac¢ena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Fitovanje podataka metodom proste linearne regresije: Microsoft Office Excel 2010.
Fitovanje podataka metodom nelinearne regresije: SPSS Statistics 17.0.
Predvidanje pKa i log P vrednosti analita: MarvinSketch 6.1.0.
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6.6.2. EKSPERIMENTALNI MODELI

Hromatografski uslovi

Tecni hromatograf: Waters Breeze System

Kolona: Alltima Amino, 250 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min'?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 230 nm

Priprema rastvora standarda

Rastvori standarda smeSe jedinjenja sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom
grupom pripremljeni su rastvaranjem u smesi acetonitril-vodena faza (80:20 V/V), tako
da su postignute koncentracije od 600 pg mL™ za piracetam, 300 pg mL* za tiracetam,
150 pg mL?t za tropikamid, 100 pg mL? za sulfanilamid, sulfacetamid-natrijum i
sulfametoksazol, 75 pg mL™* za nikotinamid, 50 pg mL* za sulfafurazol i bumetanid i
30 pg mL*! za furosemid. Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja

rastvori su temperirani na sobnu temperaturu.

Mobilna faza

Mobilne faze dobijane su meSanjem acetonitrila i vodene faze. Vodene faze €inili su
vodeni rastvori amonijum-acetata ¢iji je pH podeSen glacijalnom siréetnom kiselinom.
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanim matricom Boks—

Benken dizajna koji je prikazan u tabeli 4.
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Tabela 4. Plan eksperimenata prema matrici Boks—Benken dizajna

Eksperiment ACN pH AcNH4
1 70 (-1) 3,0 (1) 25 (0)"
2 90 (+1) 3,0 (-1) 25 (0)
3 70 (-1) 6,0 (+1) 25 (0)
4 90 (+1) 6,0 (+1) 25 (0)
5 70 (-1) 4,5 (0) 10 (-1)
6 90 (+1) 4,5 (0) 10 (-1)
7 70 (-1) 4,5 (0) 40 (+1)
8 90 (+1) 4,5 (0) 40 (+1)
9 80 (0) 3,0 (-1) 10 (1)
10 80 (0) 6,0 (+1) 10 (-1)
11 80 (0) 3,0 (-1) 40 (+1)
12 80 (0) 6,0 (+1) 40 (+1)
13 80 (0) 4,5 (0) 25 (0)
14 80 (0) 4,5 (0) 25 (0)
15 80 (0) 4,5 (0) 25 (0)

ACN - koncentracija acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH — pH vrednost vodene faze,
AcNH, — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L)
“kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradama

Jovanovi¢, M., Janc¢i¢-Stojanovi¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema pracena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana, fitovanje retencionih podataka metodom viSestruke
linearne regresije, statisticka obrada rezultata i konstruisanje trodimenzionih povrsina
odgovora: Design—Expert 7.0.0.

Kreiranje simuliranih hromatograma: Microsoft Office Excel 2010.
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6.7. ANALIZA JOHEKSOLA I NJEGOVIH SRODNIH SUPSTANCI

6.7.1. TEORIJSKI MODELI

Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific

Kolone: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Betasil Diol, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Luna HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Kinetex HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 2,6 um veli¢ina Cestica

Protok mobilne faze: 1 mL min?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duzina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora standarda

Osnovni rastvori joheksola i njegovih srodnih supstanci A, B i C pripremljeni su
rastvaranjem u Cistoj vodi. Radni rastvori standarda dobijeni su razblazivanjem
osnovnih rastvora smesom acetonitril-vodena faza (20 mmol L™ amonijum-acetat, pH
podeSen na 4,0 glacijalnom sir¢etnom kiselinom) (80:20 V/V) tako da su postignute
koncentracije od 100 pg mL™ za joheksol i 10 pg mL? za srodne supstance A, B i C.
Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja rastvori su temperirani na

sobnu temperaturu.

Mobilna faza

Za gradenje particionih, adsorpcionih i meSovitih adsorpciono—particionih retencionih
modela mobilne faze pripremane su tako §to je prvobitno napravljen 20 mmol L*
vodeni rastvor amonijum-acetata kojem je pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom
na 4,5, a potom je odnos izmedu acetonitrila i dobijenog vodenog rastvora amonijum-

acetata variran u rasponu od (70:30 V/V) do (97:3 VIV).
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Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema pracena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompijuterski programi

Fitovanje podataka metodom proste linearne regresije: Microsoft Office Excel 2010.
Fitovanje podataka metodom nelinearne regresije: SOLVER u okviru Microsoft Office
Excel 2010 paketa.

Predvidanje log P vrednosti analita: MarvinSketch 6.1.0.

6.7.2. EKSPERIMENTALNI MODELI | OPTIMIZACIJA METODE

Hromatografski uslovi

Tecéni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific

Kolone: Betasil Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Betasil Diol, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Luna HILIC, 100 mm % 4,6 mm, 5 um velicina Cestica
Kinetex HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 2,6 um veli¢ina Cestica

Protok mobilne faze: 1 mL min?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duZina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora standarda

Osnovni rastvori joheksola i njegovih srodnih supstanci A, B i C pripremljeni su
rastvaranjem u c¢istoj vodi. Radni rastvori standarda dobijeni su razblazivanjem
osnovnih rastvora smesom acetonitril-vodena faza (25 mmol L amonijum-acetat, pH
podesen glacijalnom sir¢etnom kiselinom na 4,5) (90:10 V/V) tako da su postignute
koncentracije od 100 pg mL™ za joheksol i 10 pg mL™* za srodne supstance A, B i C.
Rastvori su ¢uvani na temperaturi od 4 °C. Pre injektovanja rastvori su temperirani na

sobnu temperaturu.
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Mobilna faza

Mobilne faze dobijane su meSanjem acetonitrila i vodene faze. Vodene faze Cinili su
vodeni rastvori amonijum-acetata ¢iji je pH podeSen glacijalnom sir¢etnom kiselinom.
Mobilne faze pripremane su prema planu eksperimenata definisanim matricom D-

optimalnog dizajna koji je prikazan u tabeli 5.
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Tabela 5. Plan eksperimenata prema matrici D—optimalnog dizajna

Eksperiment ACN pH ACNH4 Kolona
1 85,00 (-1,000)° | 5,50 (+1,000)° | 40,00 (+1,000)" 1
2 85,00 (-1,000) 5,50 (+1,000) | 40,00 (+1,000) 2
3 85,00 (-1,000) 5,50 (+1,000) 10,00 (-1,000) 3
4 85,00 (-1,000) 5,50 (+1,000) | 40,00 (+1,000) 4
5 85,00 (-1,000) 3,50 (-1,000) | 40,00 (+1,000) 1
6 85,00 (-1,000) 3,50 (-1,000) 10,00 (-1,000) 2
7 85,00 (-1,000) 3,93 (-0,566) | 40,00 (+1,000) 3
8 93,36 (+0,672) | 3,50 (-1,000) | 40,00 (+1,000) 4
9 95,00 (+1,000) | 5,50 (+1,000) 10,00 (-1,000) 1
10 95,00 (+1,000) | 3,50 (-1,000) 29,50 (+0,300) 2
11 94,24 (+0,848) | 5,50 (+1,000) | 40,00 (+1,000) 3
12 95,00 (+1,000) | 5,50 (+1,000) | 28,37 (+0,224) 4
13 85,00 (-1,000) 5,50 (+1,000) 10,00 (-1,000) 1
14 95,00 (+1,000) | 4,75 (+0,255) | 40,00 (+1,000) 2
15 88,52 (-0,296) 3,50 (-1,000) 10,00 (-1,000) 3
16 90,73 (+0,146) | 5,50 (+1,000) 10,00 (-1,000) 4
17 95,00 (+1,000) | 3,50 (-1,000) 10,00 (-1,000) 1
18 95,00 (+1,000) | 5,50 (+1,000) 10,00 (-1,000) 2
19 95,00 (+1,000) | 4,35(-0,148) 10,00 (-1,000) 3
20 85,00 (-1,000) 3,50 (-1,000) 14,64 (-0,691) 4
21 95,00 (+1,000) | 3,50 (-1,000) | 40,00 (+1,000) 1
22 89,32 (-0,137) | 4,66 (+0,163) | 22,88 (-0,141) 2
23 90,00 (0,000) 3,66 (-0,844) 25,00 (0,000) 3
24 89,57 (-0,085) 4,00 (-0,500) | 40,00 (+1,000) 4
25 85,78 (-0,844) | 5,05 (+0,547) | 28,75 (+0,250) 1
26 85,00 (-1,000) 5,50 (+1,000) | 40,00 (+1,000) 2
27 94,24 (+0,848) | 5,50 (+1,000) | 40,00 (+1,000) 3
28 93,36 (+0,672) | 3,50 (-1,000) | 40,00 (+1,000) 4

ACN - koncentracija acetonitrila u mobilnoj fazi (%), pH — pH vrednost vodene faze,
AcNH4 — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L), Kolona — vrsta
kolone (1 — Betasil Silica; 2 — Luna HILIC; 3 — Kinetex HILIC; 4 — Betasil Diol)
*kodirane vrednosti faktora prikazane su u zagradama

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janc¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
pojedinacni rastvori analiziranih supstanci, kao i rastvor smese analiziranih supstanci.

Kao odgovori sistema prac¢ena su retenciona vremena pikova analiziranih supstanci.

Kompjuterski programi

Kreiranje eksperimentalnog plana, fitovanje retencionih podataka metodom viSestruke
linearne regresije i statisticka obrada rezultata: Design—Expert 7.0.0.
Indirektno modelovanje 1 pretraga ¢vorova mreze: MATLAB 7.10.0.

6.7.3. VALIDACIJA METODE

Hromatografski uslovi

Tec¢ni hromatograf: Finnigan Surveyor Thermo Scientific
Kolona: Betasil Diol, 100 mm x 4,6 mm, 5 um veli¢ina Cestica
Protok mobilne faze: 1 mL min?

Temperatura kolone: 30 °C

Talasna duZina detekcije: 254 nm

Priprema rastvora

Procena selektivnosti

Placebo smesSa pripremljena je u mobilnoj fazi u koncentraciji koja odgovara
farmaceutskom obliku (rastvoru za intravensku primenu). Smesa rastvora standarda koji
sadrzi joheksol u koncentraciji 500 pg mL™ i srodne supstance A, B i C u koncentraciji

0,5 ug mL* pripremljena je u mobilnoj fazi.

Procena linearnosti
Za konstruisanje kalibracionih krivih pripremljene su rastu¢e koncentracije joheksola i

njegovih srodnih supstanci A, B i C.
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Osnovni rastvor standarda joheksola pripremljen je tako $to je odmereno 50 mg radnog
standarda joheksola i preneto u odmerni sud od 10 mL, koji je potom dopunjen vodom
do oznake. Koncentracija dobijenog rastvora bila je 5 mg mL™. Nakon toga,
otpipetirano je redom 0,5 mL, 0,7 mL, 0,9 mL, 1,0 mL, 1,1 mL, 1,3 mL i 1,5 mL
osnovnog rastvora standarda joheksola u odmerne sudove od 10 mL, koji su potom
mobilnom fazom dopunjeni do oznake. Na taj nacin pripremljena je serija rastucih
koncentracija joheksola: 250 pg mL™, 350 pg mL?, 450 ug mL™, 500 pg mL™?, 550 pg
mL™, 650 ug mL™ i 750 pg mL ™.

Osnovni rastvori standarda srodnih supstanci A, B i C pripremljeni su tako $to je
odmereno po 5 mg radnih standarda odgovarajucih srodnih supstanci u odmerne sudove
od 100 mL, koji su potom vodom dopunjeni do oznake. Koncentracije dobijenih
rastvora bile su 50 pg mL*. Nakon toga je po 1 mL od sva tri osnovna rastvora srodnih
supstanci otpipetirano u odmerne sudove od 10 mL, koji su potom vodom dopunjeni do
oznake. Koncentracije dobijenih rastvora bile su 5 pg mL™. Konaéno, otpipetirano je
redom 0,5 mL, 0,7 mL, 0,9 mL, 1,0 mL, 1,1 mL, 1,3 mL i 1,5 mL rastvora standarda
srodnih supstanci u odmerne sudove od 10 mL, koji su potom mobilnom fazom
dopunjeni do oznake. Na taj na¢in pripremljena je serija rastuc¢ih koncentracija srodnih
supstanci A, B i C: 0,25 pg mL?, 0,35 ug mL?, 0,45 pg mL?, 0,50 ug mL?, 0,55 pg
mL7?, 0,65 pgmL1i0,75 pgmL2.

Procena tacnosti

Osnovni rastvor laboratorijske smeSe koji sadrzi komponente placeba i joheksol
pripremljen je tako $to je odmereno 50 mg radnog standarda joheksola i odgovarajuca
masa placebo smese i preneto u odmerni sud od 10 mL, koji je potom vodom dopunjen
do oznake. Koncentracija joheksola u dobijenom osnovnom rastvoru laboratorijske
smese bila je 5 mg mL~1. Nakon toga, od dobijenog rastvora pravljene su tri serije
razblaZenja koje sadrze joheksol u koncentracijama koje odgovaraju 80 %, 100 % i 120
% u odnosu na ciljanu koncentraciju, pri ¢emu je pravljeno po tri rastvora za svaku
koncentraciju. Tako je od osnovnog rastvora laboratorijske smese redom otpipetirano tri
puta po 0,8 mL, 1,0 mL i 1,2 mL u odmerne sudove od 10 mL, koji su potom dopunjeni
mobilnom fazom do oznake. Koncentracije kona¢nih rastvora joheksola za ispitivanje
taénosti bile su 400 pg mL ™, 500 pg mL™ i 600 pg mL ™.
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Osnovni rastvor laboratorijske smeSe koji sadrzi komponente placeba i srodne
supstance A, B i C pripremljen je tako $to je odmereno po 5 mg radnih standarda
odgovarajuc¢ih srodnih supstanci i odgovaraju¢a masa placebo smese i preneto u
odmerni sud od 100 mL, koji je potom vodom dopunjen do oznake. Koncentracije
odgovarajucih srodnih supstanci u dobijenom osnovnom rastvoru laboratorijske smese
bile su po 50 ug mL1. Nakon toga je 1 mL dobijenog rastvora otpipetiran u odmerni
sud od 10 mL, koji je potom vodom dopunjen do oznake. Koncentracije odgovarajucih
srodnih supstanci u dobijenom rastvoru bile su po 5 pg mL™. Kona¢no, od dobijenog
rastvora pravljene su tri serije razblazenja koje sadrze srodne supstance u
koncentracijama koje odgovaraju 80 %, 100 % i 120 % u odnosu na ciljanu
koncentraciju, pri ¢emu je pravljeno po tri rastvora za svaku koncentraciju. Tako je od
dobijenog rastvora laboratorijske smeSe redom otpipetirano tri puta po 0,8 mL, 1,0 mL i
1,2 mL u odmerne sudove od 10 mL, koji su potom dopunjeni mobilnom fazom do
oznake. Koncentracije konacnih rastvora srodnih supstanci A, B i C za ispitivanje

ta¢nosti bile su 0,4 pgmL™, 0,5 ugmL i 0,6 ugmL™

Procena preciznosti

Procena preciznosti izvedena je koriséenjem komercijalno dostupnog Omnipaque™
rastvora za intravensku primenu koji sadrzi 350 mg joda po mL (Sto odgovara 755 mg
joheksola po mL). Kako su koncentracije srodnih supstanci u ovom rastvoru bile manje
od limita detekcije, uzorak rastvora joheksola za intravensku primenu bio je ,,opterecen”
rastvorom koji je sadrZzao odgovarajuce srodne supstance u koncentracijama Kkoje su
odgovarale maksimalnim dozvoljenim koncentracijama za dati farmaceutski oblik,
odnosno po 0,1 % u odnosu na sadrzaj joheksola. Osnovni rastvor srodnih supstanci A,
B i C pripremljen je tako $to je odmereno po 10 mg radnih standarda svake od srodnih
supstanci i preneto u odmerni sud od 10 mL, koji je potom vodom dopunjen do oznake.
Koncentracije odgovarajuc¢ih srodnih supstanci u dobijenom osnovnom rastvoru bile su
po 1 mg mLt. Potom je 1,32 mL rastvora joheksola za intravensku primenu i 1 mL
prethodno pripremljenog rastvora srodnih supstanci otpipetirano u odmerni sud od 100
mL, koji je potom vodom dopunjen do oznake. Koncentracija joheksola u dobijenom
rastvoru bila je 10 mg mL™, dok su koncentracije srodnih supstanci A, B i C bile po 10

ug mL. Konaéno, 2,5 mL dobijenog rastvora otpipetirano je u odmerni sud od 50 mL,
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koji je potom mobilnom fazom dopunjen do oznake. Na taj nacin, dobijen je rastvor za
procenu preciznosti u kojem je koncentracija joheksola bila 500 ug mL™?, a srodnih
supstanci A, B i C po 0,5 pg mL™. Ova procedura ponovljena je est puta.

Mobilna faza

Mobilna faza predstavljala je smesu acetonitril-vodena faza (35 mmol L amonijum-

acetata, pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom na 3,9) (91:9 V/V).

Hromatografski postupak

HPLC sistem koji je podeSen prema navedenim hromatografskim uslovima ispiran je
mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije. Nakon toga, injektovani su
odgovaraju¢i rastvori analiziranih supstanci. Kao odgovori sistema praéena su

retenciona vremena i povrsine pikova analiziranih supstanci.

Kompjuterski programi

Statisticka obrada podataka: Microsoft Office Excel 2010.
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7. REZULTATI I DISKUSIJA

7.1. ANALIZA RETENCIONOG PONASANJA f-LAKTAMSKIH ANTIBIOTIKA U SILIKA

KOLONI PRIMENOM Boks-BENKEN DIZAINA

Dosadasnji literaturni podaci pokazali su da je najveci broj analiza u HILIC sistemima
izveden u silika kolonama. Kako je povrSina ovakvih stacionarnih faza pretezno
negativno naelektrisana, a posebno pri vi§im pH vrednostima mobilne faze, bazni analiti
pokazuju znacajan afinitet prema njima. Naime, privlacna elektrostati¢ka interakcija
odgovorna je za produzeno zadrzavanje ovakvih analita u silika kolonama. Kao
posledica toga, retenciono ponaSanje razli¢itih tipova polarnih i umereno polarnih
baznih analita na silika stacionarnim fazama do sada je prilicno dobro opisano u
literaturi [32]. S druge strane, znatno manji broj analiza izveden je s kiselim i
amfoternim analitima [57-59]. Negativno naelektrisanje u strukturi ovakvih analita, pri
odgovaraju¢im vrednostima pH, uslovljava elektrostaticko odbijanje s povrSinom
negativno naelektrisane silika kolone. Na taj nacin, u ovakvim tipovima HILIC sistema,

elektrostatiCka interakcija otezava zadrzavanje analita.

U ovoj disertaciji izvrSena je detaljna analiza retencionog ponasanja kiselih i amfoternih
f-laktamskih antibiotika (cefotaksim-natrijuma, cefaleksin-monohidrata, cefaklora,
cefuroksim-natrijuma, cefuroksim-aksetila, ampicilin-trihidrata i amoksicilin-trihidrata)
u Alltech Silica koloni primenom metodologije eksperimentalnog dizajna.
Karakteristike Alltech Silica kolone navedene su u Eksperimentalnom delu disertacije u
poglavlju 6.4. Ovaj pristup omogucéio je gradenje eksperimentalnih modela zavisnosti
retencionih faktora ispitivanih f—laktamskih antibiotika od faktora mobilne faze, kao i
predvidanje retencionog ponasanja U okviru ispitanog eksperimentalnog prostora.
Takode, dovodenje u vezu retencionog ponaSanja analita s njihovom polarnos¢u i
jonizacionom sposobno$¢u omogucilo je kvalitativnu analizu potencijalnih retencionih

mehanizama karakteristi¢nih za ispitivani HILIC sistem.
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7.1.1. PRELIMINARNA FAZA ISTRAZIVANJA

U preliminarnoj fazi istrazivanja izvrSena je gruba procena uticaja razliitih faktora,
vezanih za mobilnu fazu i hromatografski sistem uopste, na retenciono ponasanje analita
u odabranoj Alltech Silica koloni. U tu svrhu ispitani su temperatura kolone, brzina
protoka mobilne faze, sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-
acetata u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze. Kako se pokazalo da temperatura
kolone i brzina protoka mobilne faze imaju predvidiv uticaj na hromatografske sisteme,
tako nije postojala potreba da se priroda te zavisnosti detaljnije ispituje. Stoga su u
daljim fazama oba ova faktora bila fiksirana na konstantnim, prethodno odabranim
vrednostima (temperatura kolone na 30° C, a protok mobilne faze na 1 mL min?). S
druge strane, u preliminarnoj fazi zakljuceno je da preostali faktori koji se odnose na
sastav mobilne faze (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-
acetata u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze) znacajno uticu na hromatografsko
ponasanje analita u datom HILIC sitemu, pa je njihov uticaj dalje ispitivan. Prvo su
ispitani Siroki opsezi vrednosti faktora mobilne faze, a potom su oni u cilju dobijanja
prihvatljivog trajanja hromatografske analize suzeni. Prema tome, definisani opsezi za
faktore mobilne faze bili su slede¢i: sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi vrednosti od 80
% do 90 %, pH vrednosti vodene faze od 4,5 do 6,5 i sadrzaj amonijum-acetata u

vodenoj fazi od 70 mmol L do 130 mmol L.

U cilju analize faktorskih uticaja na retenciono ponaSanje analita u ovoj fazi najpre je
primenjen jednostavan one-factor-at-a-time pristup prema kojem se ispituje uticaj
jednog faktora na odabrani odgovor sistema tako $to se svi ostali faktori drze na
konstantnom nivou. U konkretnom sluc¢aju, svaki od tri ispitivana faktora mobilne faze
(sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi i
pH vrednost vodene faze) variran je pojedinacno u tri tacke (na gornjem, centralnom i
donjem nivou), pri ¢emu su preostala dva faktora odrzavana na konstantnom
(centralnom) nivou. Na osnovu toga, konstruisani su grafici zavisnosti retencionih

faktora analita od pojedina¢nih faktora mobilne faze (slika 17).
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Slika 17. Zavisnost retencionih faktora analiziranih p—laktamskih antibiotika od

pojedina¢nih faktora mobilne faze: A) sadrzaj acetonitrila (pH vrednost

vodene faze 5,5 i koncentracija amonijum-acetata 100 mmol L?); B) pH

vrednost vodene faze (sadrzaj acetonitrila 85 % i koncentracija amonijum-

acetata 100 mmol L1); C) koncentracija amonijum-acetata (sadrzaj

acetonitrila 85 % i pH vrednost vodene faze 5,5).
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Eksperimentalno dobijeni podaci, grafic¢ki prikazani na slici 17, ukazuju na Cinjenicu da
se s povecanjem sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi i koncentracije amonijum-acetata
u vodenoj fazi, odnosno sa smanjenjem pH vrednosti vodene faze produzava
zadrZavanje analiziranih supstanci u datom HILIC sistemu. Medutim, jedan od
nedostataka one-factor-at-a-time pristupa je nemogucnost identifikacije faktorskih
interakcija. Zato je u nastavku istrazivanja ispitan uticaj sva tri faktora mobilne faze na
retenciono ponasanje analiziranih supstanci na sistematican nacin uz primenu
hemometrijskog pristupa, pri ¢emu su za definisanje eksperimentalnog prostora zadrzani
opsezi ispitivanih faktora koji su postavljeni u preliminarnoj fazi istrazivanja. Na taj
nacin, kodiranim vrednostima —1 i +1 dodeljene su sledece stvarne vrednosti faktora: za
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi vrednosti 80 % i 90 %, za pH vrednost vodene faze
vrednosti 4,5 i 6,5, a za sadrzaj amonijum-acetata u vodenoj fazi vrednosti 70 mmol L
i 130 mmol L1,

7.1.2. GRADPENIJE EKSPERIMENTALNIH MODELA I NJTHOVA STATISTICKA PROCENA

Kako je cilj ovog dela istrazivanja bio analiza retencionog ponaSanja f—laktamskih
antibiotika, primenjen je optimizacioni tip dizajna koji omogucava gradenje
matematicke zavisnosti izmedu ispitivanih faktora 1 retencionih faktora odgovarajuc¢ih
analita. U konkretnom slucaju, zbog najmanjeg broja eksperimenata koje je neophodno
izvesti, odluceno je da se kao eksperimentalni dizajn upotrebi Box—Benken dizajn kojim
¢e svaki od odabranih faktora mobilne faze biti ispitan na tri nivoa. Ovaj tip dizajna
sastoji se od tri 22 puna faktorska dizajna, pri ¢emu su u svakom od njih dva faktora
rasporedena prema matrici 22 punog faktorskog dizajna, a nivo tre¢eg faktora podesen je
na kodiranu vrednost 0. Dizajn je dopunjen s tri replikacije u centralnoj tacki kako bi se
omogucila odgovarajuca statisticka procena rezultata. Plan eksperimenata s nivoima
faktora, kao i njihovim kodiranim vrednostima, predstavljen je u tabeli 2, koja je
prikazana u Eksperimentalnom delu disertacije u poglavlju 6.4. Nakon izvedenih
eksperimenata s dobijenih hromatograma ocitavana su retenciona vremena. Iz vrednosti
retencionih vremena i retencionog vremena pika mobilne faze izracunati su retencioni

faktori. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 6.
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Tabela 6. Eksperimentalno dobijeni rezultati retencionih faktora p—laktamskih
antibiotika

Eksp. k1 @) ks Ka Ks Ke k7
1 0,001 0,413 0,523 1,320 1,435 2,296 2,446
2 0,000 2,181 2,510 4,219 4,480 8,023 | 10,515
3 —-0,010 0,364 0,464 0,718 0,718 1,088 1,270
4 —-0,018 1,498 1,779 2,858 2,858 4,780 6,800
5 0,001 0,255 0,309 0,636 0,669 1,020 1,218
6 0,008 1,376 1,665 2,599 3,084 4,805 7,572
7 0,002 0,431 0,541 0,841 0,841 1,279 1,484
8 0,000 2,052 2,484 3,527 3,627 6,261 8,608
9 -0,012 0,541 0,767 1,539 1,652 3,001 3,507
10 —0,026 0,336 0,519 1,013 1,013 1,676 2,243
11 —0,003 0,838 1,037 2,062 2,062 3,859 4,009
12 0,001 0,611 0,927 1,379 1,379 2,261 2,710
13 0,002 0,665 0,804 1,299 1,299 2,117 2,689
14 0,007 0,579 0,902 1,385 1,385 2,257 2,825
15 0,000 0,649 0,806 1,295 1,295 2,059 2,580

ki — retencioni faktor cefuroksim-aksetila; k2 — retencioni faktor cefuroksima;
ks — retencioni faktor cefotaksima; ks — retencioni faktor cefaklora; ks — retencioni faktor
ampicilina; ke — retencioni faktor amoksicilina; k7 — retencioni faktor cefaleksina

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Jan¢i¢ Stojanovi¢, B., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.:
Assessment of B-lactams retention in hydrophilic interaction chromatography applying the Box—
Behnken design. J Sep Sci 2012; 35: 1424-1431

Metodom viSestruke linearne regresije retencioni podaci fitovani su u polinom drugog
reda. Adekvatnost dobijenih eksperimentalnih modela procenjena je ANOVA testom, a
kao relevantni statisticki parametri koriséeni su R? Adjusted R? i Predicted RZ
Regresioni koeficijenti dobijenih kvadratnih modela, njihova statisticka znacajnost, kao

1 ostali relevantni statisticki parametri prikazani su u tabeli 7.
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Tabela 7. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za posmatrane odgovore i njihova statisticka analiza

y = bo + bix1 + baXz + baxs + b1aXaXz + D13X1X3 + b2sXaXs + b11X1? + boox2? + b3sxa?

k1 k2 k3 K4

koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost
b1 —0,001 0,8587 0,71 <0,0001* 0,83 <0,0001* 1,21 <0,0001*
b2 —0,005 0,1632 —0,15 0,0028* -0,14 0,0086* 0,40 0,0005*
bs 0,004 0,2650 0,18 0,0012* 0,22 0,0015* 0,25 0,0041*
b1z -0,002 0,6388 -0,16 0,0086* -0,17 0,0179* -0,19 0,0457*
bis -0,021 0,6205 0,12 0,0214* 0,15 0,0293* 0,18 0,0531
b2s 0,005 0,3088 —0,01 0,8937 0,03 0,5086 -0,39 0,6091
b11 0,001 0,7571 0,46 <0,0001* 0,46 0,0003* 0,68 0,0003*
b22 -0,011 0,0468* 0,02 0,6664 0,02 0,6754 0,27 0,0142*
bss —0,002 0,6586 -0,07 0,1466 -0,05 0,3940 -0,10 0,2251
R? 0,7276 0,9947 0,9933 0,9935
Adjusted R? 0,2373 0,9853 0,9813 0,9819
Predicted R? -3,037 0,9265 0,9055 0,9009
ki — retencioni faktor cefuroksim-aksetila; k. — retencioni faktor cefuroksima; ks — retencioni faktor cefotaksima;

ks — retencioni faktor cefaklora; R? — koeficijent determinacije
x1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x2 — pH vrednost vodene faze; xs — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L?)
* Koeficijenti modela znac¢ajni za p < 0,05
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ks ke k7

koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost
b1 1,29 <0,0001* 2,27 <0,0001* 3,38 <0,0001*
b2 -0,46 0,0006* -0,92 0,0002* -0,93 0,0010*
bs 0,17 0,0317* 0,39 0,0096* 0,28 0,0884
b1z -0,23 0,0418* -0,51 0,0138* -0,63 0,0206*
b1s 0,07 0,4521 0,30 0,0806 0,19 0,3580
b2s -0,01 0,9020 -0,07 0,6390 -0,01 0,9656
b11 0,78 0,0003* 1,27 0,0003* 2,08 0,0001*
b2z 0,27 0,0259* 0,63 0,0069* 0,48 0,0605
bss -0,07 0,4483 -0,08 0,6206 —-0,06 0,7775
R? 0,9923 0,9936 0,9939
Adjusted R? 0,9784 0,9820 0,9829
Predicted R? 0,8807 0,9020 0,9057

ks — retencioni faktor ampicilina; ks — retencioni faktor amoksicilina; k7 — retencioni faktor cefaleksina; R? — koeficijent determinacije
* koeficijenti modela znac¢ajni za p < 0,05

Jovanovié, M., Raki¢, T., Jan¢i¢ Stojanovi¢, B., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Assessment of B-lactams retention in hydrophilic
interaction chromatography applying the Box—Behnken design. J Sep Sci 2012; 35: 1424-1431
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Na osnovu statistickih parametara iz tabele 7 moze se zakljuciti da je jedino model
cefuroksim-aksetila neadekvatan. Ovaj podatak nije iznenaduju¢, posto se cefuroksim-
aksetil eluirao zajedno s pikom mobilne faze pod svim primenjenim hromatografskim
uslovima, tj. ponaSao se neretenciono. Ovakvo retenciono ponasSanje cefuroksim-
aksetila sasvim je oc¢ekivano s obzirom da je on jedino jedinjenje iz analizirane smesSe
koje ne poseduje jonizacioni centar u svojoj strukturi, §to ga &ini najmanje polarnim. Sto
se ti¢e ostalih modela, vrednosti R?, Adjusted R? i Predicted R? bliske 1,0 potvrduju
njihovu adekvatnost i dobru sposobnost predvidanja. Drugim re¢ima, dobijeni modeli
izvrSili su zadovoljavajucu aproksimaciju eksperimentalno dobijenih retencionih
podataka. Koeficijenti polinoma drugog reda koji su bili statisticki znacajni (p < 0,05)

usli su u konaéne retencione modele analiziranih supstanci.

7.1.3. VERIFIKACIJA KROZ EKSPERIMENTE KREIRANIH RETENCIONIH MODELA

Nakon statisticke potvrde pouzdanosti uspostavljenih retencionih modela f—laktamskih
antibiotika sprovedena je i njihova eksterna verifikacija izvodenjem cetiri dodatna
eksperimenta u proizvoljno odabranim tackama eksperimentalnog prostora. Dobijeni
hromatogrami predstavljeni su na slici 18. Nakon toga su eksperimentalno dobijena
retenciona vremena analiziranih supstanci uporedena sa teorijskim vrednostima
retencionih vremena, a koja su izracunata resavanjem kreiranih kvadratnih jednacina za
odabrane kombinacije vrednosti ispitivanih faktora. ReSenja datih jednacina
predstavljena su na simuliranim hromatogramima na slici 19. Izracunati su koeficijenti
korelacije (r) izmedu eksperimentalno dobijenih i simuliranih vrednosti retencionih
faktora za svaku od analiziranih supstanci. Odgovarajuée r vrednosti bile su u rasponu
0,9594-0,9938, cime je dokazano da kreirani matematicki modeli omogucavaju
zadovoljavaju¢e retenciono predvidanje analiziranih pS-laktamskih antibiotika u

ispitanom eksperimentalnom prostoru faktora mobilne faze.
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Slika 18. Eksperimentalno dobijeni hromatogrami za verifikaciju pri slede¢im

sastavima mobilne faze A) acetonitril-vodena faza (100 mmol L amonijum-
acetat, pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom na 5,0) (83:17 V/V); B)
acetonitril-vodena faza (100 mmol L amonijum-acetat, pH podesen
glacijalnom siréetnom kiselinom na 6,0) (83:17 V/V); C) acetonitril-vodena
faza (100 mmol L amonijum-acetat, pH podesen glacijalnom siréetnom
kiselinom na 5,0) (87:13 V/V); D) acetonitril-vodena faza (100 mmol L
amonijum-acetat, pH podesen glacijalnom sir¢etnom kiselinom na 6,0) (87:13
VIV). Pikovi analita oznaceni su brojevima: 1) cefuroksim-aksetil; 2)
cefuroksim; 3) cefotaksim; 4) cefaklor; 5) ampicilin; 6) amoksicilin; 7)

cefaleksin.
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Slika 19. Simulirani hromatogrami za slede¢e kombinacije vrednosti ispitivanih faktora
mobilne faze: A) sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 83 %, koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi 100 mmol L?, pH 5,0; B) sadrzaj
acetonitrila u mobilnoj fazi 83 %, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj
fazi 100 mmol L, pH 6,0; C) sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 87 %,
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi 100 mmol L, pH 5,0; D)
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 87 %, koncentracija amonijum-acetata u
vodenoj fazi 100 mmol L?, pH 6,0. Brojevi kojima su oznadeni pikovi

odgovarajucih analita isti su kao i na hromatogramima prikazanim na slici 18.
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7.1.4. FAKTORSKI UTICAJI | RETENCIONO PONASANJE S-LAKTAMSKIH ANTIBIOTIKA

Osnovna prednost metodologije eksperimentalnog dizajna jeste sto omogucava ne samo
ispitivanje uticaja pojedinacnih faktora na odabrane odgovore sistema, nego i njihovih
interakcija. Najjednostavniji nacin da se one prikazu jeste konstruisanje trodimenzionih
povrsina odgovora, odnosno zavisnosti odabranog odgovora sistema od dva ispitivana
faktora. U slucaju retencionih modela f—laktamskih antibiotika statistickom analizom
identifikovani su statisticki znacajni regresioni koeficijenti (tabela 7). Potom su u obliku
trodimenzionih povrSina odgovora grafi¢ki prikazane statistiCki znaCajne interakcije.
Zbog neadekvatnosti izostavljen je retencioni model cefuroksim-aksetila. U retencionim
modelima cefuroksima i cefotaksima statisticki su znacajne dve faktorske interakcije:
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi i pH vrednost vodene faze, kao i sadrzaj acetonitrila
u mobilnoj fazi i koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi. One su ilustrovane na
odgovaraju¢im trodimenzionim povr§inama odgovora (slika 20 A-D). S druge strane, u
retencione modele preostalih analita (cefaklora, ampicilina, amoksicilina i cefaleksina)
ukljucena je samo jedna faktorska interakcija i to ona izmedu sadrzaja acetonitrila u
mobilnoj fazi i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi. U skladu s tim,

konstruisane su i odgovarajuce trodimenzione povrSine odgovora (slika 20 E-H).
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Slika 20. Trodimenzione povrsine odgovora: A) k2 = f (% acetonitrila u mobilnoj fazi,
pH vrednost vodene faze); B) ko = f (% acetonitrila u mobilnoj fazi,
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi); C) ks = f (% acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze); D) ks = f (% acetonitrila u mobilnoj
fazi, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi); E) ks = f (% acetonitrila
u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze); F) ks = f (% acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze); G) ke = f (% acetonitrila u mobilnoj
fazi, pH vrednost vodene faze); H) ks = f (% acetonitrila u mobilnoj fazi, pH
vrednost vodene faze). Retencioni faktori odgovaraju slede¢im analitima:
ko — cefuroksim; ks — cefotaksim; ks —cefaklor; ks —ampicilin; ke —amoksicilin;
k7 — cefaleksin.
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Jos jedna znacajna prednost hemometrijskog pristupa jeste i kvantifikacija faktorskih
uticaja ¢ime je u konkretnom slucaju postignut kompletan opis retencionog ponaSanja
analiziranih p-laktamskih antibiotika na silika koloni. Uticaji faktora i njihovih
interakcija procenjeni su na osnovu koeficijenata kreiranih matemati¢kih modela (tabela
7), a vizuelnu potvrdu izvedenih zakljucaka obezbedile su konstruisane trodimenzione

povrsine odgovora (slika 20).

Cefuroksim-aksetil ponasao se neretenciono u konkretnom HILIC sistemu, odnosno u
ispitanom eksperimentalnom prostoru nije doslo do zadovoljavaju¢eg razdvajanja
njegovog pika od pika mobilne faze. Na osnovu koeficijenata b1, b2 i bz retencionih
modela za preostalih $est analita procenjivani su uticaji pojedina¢nih faktora mobilne
faze, odnosno sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrednosti vodene faze i
koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi na njihovo retenciono ponasanje. Naime,
svi koeficijenti linearnih ¢lanova modela bili su statisti¢ki znacajni, stoga je stepen
uticaja faktora procenjivan poredenjem apsolutnih vrednosti koeficijenata, a smer
uticaja na osnovu njihovih predznaka. Kako su b: koeficijenti svih modela po apsolutnoj
vrednosti bili najveéi, tako je zakljuceno da je sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi
ispoljio najveci uticaj na retencione faktore analiziranih p—laktamskih antibiotika.
Pozitivni predznaci ovih koeficijenata ukazuju na ¢injenicu da su se s porastom sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi vrednosti retencionih faktora analita povecavali. Medutim,
statistiCka znacajnost kvadratnih ¢lanova modela b1 ukazuje na kvadratnu prirodu ove
zavisnosti, odnosno da s porastom sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi dolazi do
nelinearnog porasta retencionih faktora analiziranih supstanci. Ovakav tip zavisnosti
karakteristi¢an je za HILIC sisteme, jer Se s povecanjem sadrzaja acetonitrila u mobilnoj
fazi smanjuje polarnost mobilne faze, ¢ime se smanjuje njena eluaciona mo¢, 0dnosno
sposobnost da eluira polarne analite s polarne stacionarne faze; u ovom slucaju, silika
kolone. S druge strane, koeficijenti b, i bs po apsolutnoj vrednosti manji su od
koeficijenata by u kreiranim modelima, sto ukazuje na ¢injenicu da pH vrednost vodene
faze i koncentracija amonijum-acetata imaju slabiji uticaj na retencione faktore analita.
Medutim, ovi koeficijenti medusobno se razlikuju po predznaku. Naime, negativan
predznak b, koeficijenata pretpostavlja opadanje retencionih faktora s porastom pH

vrednosti vodene faze. Kada je re¢ o baznim analitima, pronadeni su brojni dokazi u
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literaturi koji ukazuju na porast njihovih retencionih faktora s porastom pH vrednosti
vodene faze usled postojanja privlacne elektrostati¢ke interakcije [65]. Zato je donekle i
bilo o¢ekivano da ovaj faktor ispolji suprotan efekat na retenciono ponaSanje kiselih
analita usled postojanja odbojne elektrostati¢ke interakcije. Naime, s povecanjem pH
vrednosti vodene faze doslo bi do pospesivanja jonizacije silanolnih grupa sa povrsine
silika kolone, ¢ime bi elektrostatiCko odbijanje postajalo sve snaznije, a time bi i
zadrzavanje analita u sistemu bilo sve slabije. Medutim, analizirana smeSa je pored
kiselih analita (cefuroksim i cefotaksim), koji su pod primenjenim hromatografskim
uslovima bili u anjonskom obliku, sadrzala i amfoterne analite (cefaklor, ampicilin,
amoksicilin i1 cefaleksin), koji su pod istim tim uslovima bili u cviterjonskom obliku.
Negativni predznak bz koeficijenata u svim modelima ukazuje na dominaciju odbojnih
elektrostati¢kih interakcija u retencionom mehanizmu i kiselih i amfoternih analita. U
slu¢aju retencionih modela cefaklora, ampicilina i amoksicilina statisti¢ki znacajan bio
je 1 kvadratni ¢lan bz, ukazujuéi na kvadratnu prirodu zavisnosti retencionih faktora
ovih analita od pH vrednosti vodene faze. Koeficijenti bz, kojima je opisan uticaj
koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi na retencione faktore analita, imali su
pozitivan predznak, $to znaci da je s povecanjem koncentracije ove soli dolazilo do
produzenog zadrzavanja analita na povrSini stacionarne faze. U konkretnom HILIC
sistemu NH4" jon iz acetatnog pufera blokira negativno naelektrisanje na povrsini silika
stacionarne faze, Cime se smanjuje elektrostaticCko odbijanje izmedu negativno
naelektrisanih silanolnih grupa i molekula analita. Povec¢anjem koncentracije amonijum-
acetata, sve viSe silanolnih grupa biva blokirano NH4" jonima, ¢ime se zadrzavanje

analita u hromatografskom sistemu znatno produzava.

Statisticka znacajnost pojedinih Kkoeficijenata c¢lanova interakcija uspostavljenih
retencionih modela ukazuje na ¢injenicu da pojedinacni faktori nisu nezavisno uticali na
retenciono ponasanje f—laktamskih antibiotika. Naime, koeficijenti b1z u slucaju svih
modela bili su statisticki znacajni, Sto potvrduje postojanje interakcije izmedu sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi i pH vrednosti vodene faze. Na trodimenzionim povrSinama
odgovora (slika 20 A, C, E-H) moze se uociti da porast sadrzaja acetonitrila u mobilnoj
fazi dovodi do znacajnijeg povecanja retencionih faktora analita pri manjim pH

vrednostima vodene faze, nego pri ve¢im. Razlog za ovakvo retenciono ponasanje moze
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biti ¢injenica da je na nizim pH vrednostima mobilne faze i ve¢em sadrzaju acetonitrila
u mobilnoj fazi manji doprinos elektrostaticke interakcije, a ve¢i doprinos procesa
raspodele ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. U slucaju retencionih modela
cefuroksima i cefotaksima koeficijenti bis, koji karakteriSu interakciju izmedu sadrzaja
acetonitrila i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi, bili su takode statisticki
znacajni. Posmatranjem trodimenzionih povrsina odgovora (slika 20 B, D) uocava se da
porast sadrzZaja acetonitrila u mobilnoj fazi dovodi do znacajnijeg povecanja retencionih
faktora analita pri ve¢im vrednostima koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi,
nego pri manjim. Ovo se moze objasniti na slican nacin kao i prethodno pomenuta
interakcija, jer pri veéim koncentracijama pufera dolazi do smanjenja udela
elektrostati¢ke interakcije u ukupnom retencionom mehanizmu, usled ¢ega proces

raspodele postaje dominantan.

7.1.5. UTICAJ STRUKTURNIH OSOBINA [S-LAKTAMSKIH ANTIBIOTIKA NA NJIHOVO
RETENCIONO PONASANIJE | RETENCIONE MEHANIZME

S obzirom da su u ovom delu disertacije u istom HILIC sistemu analizirani derivati iz
iste hemijske grupe, njihove strukturne razlike nisu bile velike. Uprkos tome, razlike u
njihovom retencionom ponasanju, pod odgovaraju¢im hromatografskim uslovima, bile
su Cak i drasti¢no razli¢ite. Na osnovu toga, opravdano se moze zakljuciti da je u
ispitivanom HILIC sistemu zastupljen izuzetno slozen retencioni mehanizam. Redosled
eluiranja analiziranih f-laktamskih antibiotika bio je uvek isti u ispitivanom
eksperimentalnom prostoru faktora mobilne faze, S$to se moze videti na
hromatogramima prikazanim na slici 18. Na kraju ovog dela istrazivanja bi¢e ukratko
razmotreni prethodno izvedeni zakljuéci o retencionom ponasanju S—laktamskih

antibiotika na silika koloni sa aspekta njhovih strukturnih karakteristika.

Kako procesi raspodele, adsorpcije i elektrostaticke interakcije mogu biti ukljuceni u
ukupni HILIC retencioni mehanizam, strukturne osobine analita u znacajnoj meri
odreduju njihovo retenciono ponaSanje u datom HILIC sistemu. U konkretnom
istrazivanju, kao strukturne karakteristike ispitivanih p—laktamskih antibiotika, odabrane

su i pracene polarnost i jonizacija (numericki izrazene preko log P i pKa vrednosti). Te
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vrednosti su sledec¢e za: cefuroksim-aksetil (log P = 0,89), cefuroksim (log P = 0,05;
pKa = 2,50), cefotaksim (log P = —0,16; pKa = 3,75), cefaklor (log P = 0,40; pKa: =
1,50; pKaz = 7,20), ampicilin (log P = 1,35; pKa; = 2,50; pKaz = 7,30), amoksicilin (log
P = 0,87; pKa: = 2,40; pKaz = 7,40), cefaleksin (log P = 0,65; pKa: = 2,50; pKay =
7,50).

Kao $to je ve¢ prethodno napomenuto, cefuroksim-aksetil ponasao se neretenciono bez
obzira na primenjene hromatografske uslove, $to nije bio slucaj s cefuroksimom.
Ovakvo ponasanje sasvim je ocCekivano poSto nagradeni estar znacajno povecava
lipofilnost molekula (log P = 0,89), pa je i njegovo zadrzavanje na povrSini stacionarne
faze skraceno. Kako je u molekulu cefuroksim-aksetila jonizacioni centar (karboksilna
grupa) blokiran estarskom funkcionalnom grupom, promena pH vrednosti mobilne faze
I koncentracije amonijum-acetata u mobilnoj fazi, takode, nisu uticale na njegovo
retenciono ponasanje. S druge strane, molekul cefuroksima znatno je hidrofilniji jer je
karboksilna grupa slobodna, pa se on eluirao nakon pika cefuroksim-aksetila. Ako se u
obzir uzme ¢injenica da se karboksilna kiselina nalazila u anjonskom obliku u ispitanom
pH opsegu mobilne faze, onda je bilo sasvim oc¢ekivano da promene jonske jacine i pH
vrednosti mobilne faze uti¢u na retenciono ponasanje cefuroksima, sto je kroz prethodne
faze istrazivanja i potvrdeno. Cefotaksim je strukturno izuzetno sli¢an cefuroksimu, ali
se on ipak zbog neSto veée hidrofilnosti eluirao nakon cefuroksima. Treba takode
napomenuti da su se cefuroksim i cefotaksim kao kiseli molekuli u svom anjonskom
obliku eluirali pre amfoternih molekula (cefaklor, ampicilin, amoksicilin i cefaleksin),
odnosno onih koji su imali dva jonizaciona centra i koji su se nalazili u cviterjonskom
obliku. Naime pozitivno naelektrisanje, koje poti¢e od sekundarne amino grupe u
strukturi ovih molekula, verovatno je ucestvovalo u privlatnim elektrostatickim
interakcijama s negativno naelektrisanim slianolnim grupama na povrsini silika
stacionarne faze, $§to je donekle umanjilo efekat negativhog naelektrisanja
elektrostati¢kog odbijanja koje potice od karboksilne grupe. Medutim, s obzirom da je s
povecanjem pH vrednosti vodene faze dolazilo do brzeg eluiranja ovih analita, ukupni
efekat ovih suprotstavljenih uticaja bio je ipak elektrostaticko odbijanje, Kkoje je
evidentno bilo slabije u poredenju s kiselim analitima. Prema tome, nakon cefotaksima

eluirao se cefaklor, koji je, uzevsi u obzir njegovu log P vrednost, najhidrofilniji od
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preostala Cetiri molekula. Nakon njega, iz sistema su se redom eluirali pikovi
ampicilina, amoksicilina i cefaleksina, odnosno prema redosledu rastuc¢e polarnosti, §to
je i bilo u skladu s predvidanjem. Jedino se sa aspekta polarnosti i jonizacije molekula
ne moze objasniti polozaj cefaklora na hromatogramu, za koji je o¢ekivano da se eluira
poslednji. Jedino objasnjenje za ovakvo retenciono ponasanje moze biti postojanje
direktnih polarnih interakcija nejonskog karaktera (poput vodoni¢nih veza i dipol—dipol
interakcija) izmedu polarnih grupa molekula cefaklora i povrsine silikagel stacionarne

faze.
Naucnoistrazivacki doprinos ovog dela disertacije ogleda se u tome da je hemometrijski

pristup prvi put primenjen u cilju opisivanja retencionog ponasanja kiselih i amfoternih

analita u nekom HILIC sistemu.
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7.2. TEORIJSKI | EKSPERIMENTALNI MODELI U ANALIZI RETENCIONOG

PONASANJA I RETENCIONIH MEHANIZAMA ODABRANIH BAZNIH
FARMACEUTSKI AKTIVNIH SUPSTANCI

Razli¢iti tipovi polarnih analita mogu se razdvajati na brojnim polarnim i umereno
polarnim stacionarnim fazama. Od vrste funkcionalne grupe koja je vezana za povrSinu
odabrane stacionarne faze zavisi koji ¢e tip interakcija biti u najve¢oj meri odgovoran za
zadrZavanje analita, kao i nain na koji ¢e sastav mobilne faze uticati na njihovo
retenciono ponasanje. Kao posledica toga, svaki HILIC sistem izuzetno je slozen, stoga
je za njihovo detaljno opisivanje neophodno primeniti sistemati¢an pristup koji ¢e

omoguciti dobijanje maksimalnog broja podataka iz izvedenih eksperimenata.

Analiza retencionog ponaSanja i retencionih mehanizama razli¢itih tipova analita na
pojedinim HILIC stacionarnim fazama moze se naé¢i u literaturi. Medutim,
kombinovanje teorijskih i eksperimentalnih modela, u cilju kompletnog opisa nekog
HILIC sistema, do sada nije primenjeno. Stoga je cilj ovog dela disertacije bio da se
ispitaju retenciono ponasanje i retencioni mehanizmi baznih farmaceutski aktivnih
supstanci (tioridazina, Klozapina, sulpirida, feniramin-maleata, hlorfeniramin-maleata i
lamotrigina) u pet kolona (dve silika, dve cijano i jedna diolna) gradenjem teorijskih i

eksperimentalnih retencionih modela.

U prvoj fazi ovog dela istrazivanja kreirani su odgovarajuéi teorijski retencioni modeli
koji ¢e omoguéiti analizu retencionih mehanizama odgovornih za razdvajanje
ispitivanih analita u datom HILIC sistemu. Usled prisustva silanolnih grupa na povrsini
silika stacionarnih faza, oc¢ekivano je prisustvo procesa katjonske izmene pozitivno
naelektrisanih baznih analita. Da bi se ispitao doprinos ovog procesa ukupnom
retencionom mehanizmu u silika kolonama, kreirani su odgovarajuci katjonsko—
izmenjivacki teorijski retencioni modeli fitovanjem retencionih podataka prikupljenih
variranjem koncentracije soli u mobilnoj fazi. U svrhu opisa uticaja organskog
rastvaraca na retenciono ponasSanje analiziranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci,
kao i na razmatranje udela procesa raspodele i adsorpcije u ukupnom HILIC
retencionom mehanizmu u svih pet kolona, gradeni su particioni i adsorpcioni teorijski

retencioni modeli. Kako su diolna i preostale dve cijano kolone zapravo hemijske
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modifikacije silika kolona, odnosno za vezivanje ovih funkcionalnih grupa koris¢eni su
propil lanci, ovi tipovi stacionarnih faza mogu se smatrati umereno polarnim. Kao
posledica toga, ocekivalo se da se odgovaraju¢i bazni analiti mogu u datim kolonama
razdvajati i HILIC i RP mehanizmom u zavisnosti od relativnog odnosa polarnosti
izmedu stacionarne i mobilne faze. Gradenje dvojnih HILIC/RP retencionih modela
variranjem odnosa vodenog i organskog dela mobilne faze u Sirokom rasponu vrednosti
omogucilo je odredivanje doprinosa HILIC i RP mehanizma retencionom procesu u
zavisnosti od sastava mobilne faze, ali i odredivanje odnosa vodenog i organskog udela

mobilne faze pri kojem dolazi do prelaza izmedu jednog mehanizma u drugi.

U drugoj fazi ovog dela istrazivanja gradeni su eksperimentalni retencioni modeli uz
pomo¢ hemometrijskog pristupa. Ovi modeli omoguc¢ili su detaljnu analizu faktorskih
uticaja i retencionog ponasanja ispitivanih analita na Betasil Silica koloni. U svrhu
prikupljanja eksperimentalnin podataka primenjen je Boks—Benken dizajn. Kreirani
eksperimentalni retencioni modeli omoguéili su istovremenu procenu uticaja sadrzaja
organskog rastvaraca u mobilnoj fazi i drugih faktora mobilne faze (pH vrednost vodene
faze i koncentracije pufera u vodenoj fazi) na retenciono ponaSanje analiziranih baznih

farmaceutski aktivnih supstanci.

7.2.1. PRELIMINARNA FAZA ISTRAZIVANJA

U preliminarnoj fazi ovog dela istrazivanja izvedeno je po nekoliko eksperimenata s
razli¢itim polarnim kolonama sa unapred definisanim sastavom mobilne faze s ciljem da
se odaberu kolone s kojima ¢e se izvoditi analize u daljim fazama. Zadovoljavajuci
izgled pikova, kao i prihvatljivo trajanje hromatografskih analiza postignuti su s dve
silika, dve cijano i jednoj diolnoj stacionarnoj fazi, ¢ije su karakteristike navedene u
Eksperimentalnom delu disertacije, u poglavlju 6.5. Preliminarni eksperimenti bili su od
znacCaja u identifikaciji potencijalnih hromatografskih faktora sa znac¢ajnim uticajem na
retenciono ponasanje analita u datim kolonama, kao i za definisanje opsega vrednosti tih
faktora koji ¢e u nastavku istrazivanja biti ispitani i na osnovu kojih ¢e biti gradeni
odgovarajuci teorijski i eksperimentalni retencioni modeli. Od parametara mobilne faze

najveci uticaj na retenciono ponaSanje analita imao je sadrzaj acetonitrila u mobilnoj
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fazi. Znacajan uticaj, a posebno u slucaju silika kolona, imali su pH vrednost vodene
faze i koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi. Osnovni Kriterijumi prilikom
definisanja raspona vrednosti parametara mobilne faze bili su da se analiti ponaSaju
retenciono i da hromatografske analize imaju prihvatljivo vreme trajanja. Na ovaj nacin
postignuto je brzo i ekonomi¢no prikupljanje podataka koji karakteriSu retenciono

ponasanje ispitivanih analita u narednim fazama istrazivanja.

7.2.2. KATJONSKO-1ZMENJIVACKI RETENCIONI MODELI

Povrsina silika kolona prekrivena je silanolnim grupama, stoga se pri pH vrednostima
mobilne faze iznad 4,0 ili 5,0 (pKa silanolnih grupa oko 4,0) moze ocekivati da je
pretezno negativno naelektrisana i da ¢e se na njenoj povrsini odvijati proces katjonske
izmene baznih analita. Preliminarna ispitivanja pokazala su da se retencioni faktori
analiziranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci u ovim kolonama znac¢ajno menjaju
s promenom pH vrednosti mobilne faze, tj. kada se menja udeo jonizovanih silanolnih
grupa na povrsini stacionarne faze. Takode, i promenom jonske ja¢ine, odnosno
koncentracije amonijum-acetata u mobilnoj fazi, tj. kada NH4* joni u razli¢itom stepenu
kompetitivno stupaju u interakcije sa silanolnim grupama. Uticaj ovih faktora u
preostale tri hemijski modifikovane silika kolone znatno je bio slabiji, jer diolne i cijano
grupe nemaju sposobnost jonizacije. Pored toga, koncentracija rezidualnih silanolnih
grupa na povrsini ovih kolona znatno je manja nego §to je to sluc¢aj s nemodifikovanim
silikagel kolonama. Kao posledica toga, na njima je doprinos procesa katjonske izmene

izuzetno mali.

Zato je odluc¢eno da u ovom delu disertacije bude ispitan udeo procesa katjonske izmene
u ukupnom HILIC retencionom mehanizmu analiziranih baznih farmaceutski aktivnih
supstanci u dve silika kolone. U ovu svrhu uspostavljeni su odgovarajuci katjonsko—
izmenjivacki retencioni modeli koji podrazumevaju linearnu zavisnost retencionih
faktora analita od inverzne vrednosti koncentracije suprotno naelektrisanog jona u
mobilnoj fazi (u konkretnom slu¢aju NH4" jona), odnosno linearnu zavisnost
logaritamske vrednosti retencionih faktora od logaritamske vrednosti koncentracije

suprotno naelektrisanog jona u mobilnoj fazi. Kako je koncentracija NH4" jona bila
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proporcionalna koncentraciji soli amonijum-acetata u vodenoj fazi, ove vrednosti
koris¢ene su prilikom gradenja katjonsko—izmenjivackih retencionih modela.
Eksperimentalni podaci dobijeni su tako S§to su retencioni podaci ispitivanih analita
prikupljani pri variranju koncentracije amonijum-acetata u rasponu od 5 mmol L do 55
mmol L1, pri ¢emu su ostali faktori mobilne faze odrzavani na konstantnim
vrednostima (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi bio je 85 %, dok je pH vrednost
vodene faze bila podesena na 5,0). Dobijene vrednosti retencionih faktora fitovane su u
odgovarajuce katjonsko—izmenjivacke retencione modele okarakterisane jedna¢inama
(19) 1 (20) koje su detaljno objasnjene u poglavlju 2.5. U tabeli 8 prikazani su
koeficijenti tih modela sa Betasil Silica i Bakerbond Silica kolonama.

Tabela 8. Koeficijenti katjonsko—izmenjivackih modela baznih analita sa dve silika

kolone
- Modeli

Analiti < o kK=m (I/[C]) +a log k= m log [C] + a
a m a m

Betasil Silica kolona

Lamotrigin 0,24 0 -0.58 0

Tioridazin 1,24 6,67 0,64 -0,33

Klozapin 1,53 26,86 1,27 -0,61

Hlorfeniramin 4,17 45,99 1,46 -0,48

Feniramin 4,59 52,25 1,51 -0,48

Sulpirid 5,19 51,57 1,48 -0,43

Bakerbond Silica kolona

Lamotrigin 0,18 0" -0.70 0

Tioridazin 0,67 8,39 0,66 -0,46

Klozapin 0,78 25,41 1,30 -0,75

Hlorfeniramin 2,32 43,35 1,51 -0,66

Feniramin 2,70 47,01 1,52 -0,61

Sulpirid 3,07 47,56 1,50 -0,57

k — retencioni faktor analita; [C] — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi;
a — odsecak linearnog modela; m — nagib linearnog modela
“ nagib nije statisti¢ki znacajan (p > 0,05)
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Graficki prikazi uspostavljenih katjonsko—izmenjivackih retencionih modela sa Betasil
Silica i Bakerbond Silica kolonama predstavljeni su na slikama 21 i 22. Sa ovih grafika
izostavljeni su retencioni podaci lamotrigina koji je pokazao neretenciono ponasanje u
datom HILIC sistemu, pa ni promena koncentracije amonijum-acetata nije uticala na

pomeranje pika lamotrigina na hromatogramu.
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Slika 21. Katjonsko—izmenjivacki retencioni modeli baznih analita sa Betasil Silica
kolonom dobijeni variranjem koncentracije amonijum-acetata u rasponu od 5
mmol L do 55 mmol L™ (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 85 % i pH
vrednost vodene faze 5,0) predstavljeni kao: A) zavisnost retencionih faktora
od inverzne vrednosti koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi i B)
zavisnost logaritma retencionih faktora od logaritma koncentracije amonijum-

acetata u vodenoj fazi.
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Slika 22. Katjonsko—izmenjivacki retencioni modeli baznih analita sa Bakerbond Silica

kolonom dobijeni variranjem koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi

u rasponu od 5 mmol L™ do 55 mmol L* (sadrZaj acetonitrila u mobilnoj fazi

85 % i pH vrednost vodene faze 5,0) predstavljeni kao: A) zavisnost

retencionih faktora od inverzne vrednosti koncentracije amonijum-acetata u

vodenoj fazi i B) zavisnost logaritma retencionih faktora i logaritma

koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi.
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Analizom uspostavljenin modela procenjen je doprinos procesa katjonske izmene
ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. Odsustvo uticaja promene koncentracije
amonijum-acetata na retencioni faktor lamotrigina ukazuje na odsustvo doprinosa
procesa katjonske izmene u retencionom mehanizmu ovog analita. Ovo je sasvim
oc¢ekivano ako se uzme u obzir ¢injenica da je lamotrigin slaba baza (pKa konjugovane
kiseline lamotrigina iznosi 3,4), pa se samim tim, pod primenjenim hromatografskim
uslovima, nalazio u nejonizovanom obliku. Takav oblik nema moguénost gradenja
elektrostatiCke interakcije sa silanolnim grupama. Na ovo ukazuje 1 statisticka
neznacajnost nagiba kreiranih katjonsko—izmenjivackih modela, prikazanih u tabeli 8.
Kod ostalih analita primecéen je doprinos procesa katjonske izmene ukupnom HILIC
retencionom mehanizmu. Naime, njihove pKa vrednosti su sledece: tioridazin (pKa =
9,5), klozapin (pKa = 7,6), hlorfeniramin (pKa = 9,1), feniramin (pKa = 9,3) i sulpirid
(pKa = 10,2). Samim tim, svi ovi molekuli nalazili su se u katjonskom obliku pri pH
vrednosti vodene faze 5,0, pa je proces katjonske izmene pod ovakvim uslovima bio
mogu¢. Na osnovu odsecaka linearnith modela zavisnosti retencionih faktora ovih
analita od inverzne vrednosti koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi koji su
razli¢iti od nule (tabela 8) mozZe se izvesti zaklju¢ak da su u ukupni retencioni
mehanizam preostalih analita, pored procesa katjonske izmene, ukljuceni i neki drugi
procesi (npr. raspodela i/ili adsorpcija) [33]. Do istog zaklju¢ka moze se doéi i na
osnovu nagiba linearnih modela zavisnosti logaritma retencionih faktora analita od
logaritma koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi ¢ije se vrednosti nalaze
izmedu —1 i O (tabela 8).

7.2.3. PARTICIONI | ADSORPCIONI RETENCIONI MODELI

U prethodnoj fazi istrazivanja ustanovljeno je da je u ukupni retencioni mehanizam
tioridazina, klozapina, hlorfeniramina, feniramina i sulpirida u silika kolonama, pored
procesa katjonske izmene, ukljucen jo$ neki proces, dok je u ostalim hemijski
modifikovanim silika kolonama (diolna i dve cijano kolone) u preliminarnoj fazi
istrazivanja ve¢ ustanovljen veoma slab doprinos procesa katjonske izmene. Zato je cilj
ove faze istrzivanja bio da se, kroz kreirane particione i adsorpcione retencione modele,

ispita uticaj odnosa vodenog i organskog dela mobilne faze na retenciono ponasanje
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ispitivanih baznih farmaceutski aktivnih supstanci, kao i doprinos procesa raspodele i
adsorpcije ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. U ovu svrhu variran je sadrzaj
vode u mobilnoj fazi u rasponu od 10 % do 30 %, koji pripada HILIC regionu sastava
mobilnih faza, pri ¢emu su vrednosti ostalih faktora mobilne faze odrzavani na
konstantnom nivou (koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi bila je 20 mmol L?,
dok je pH vrednost vodene faze bila podesena na 3,5). Nakon toga, prikupljeni
retencioni podaci fitovani su u odgovarajuce teorijske retencione modele. Particioni i
adsorpcioni retencioni modeli okarakterisani su jednacinama (4) i (5), a detaljno su
opisani u poglavljima 2.1, odnosno 2.2. U tabeli 9 prikazani su regresioni koeficijenti

particionih i adsorpcionih retencionih modela i odgovarajuci koeficijenti determinacije.
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Tabela 9. Koeficijenti particionih i adsorpcionih modela baznih analita sa pet kolona

Modeli

Analit

Particioni model

Adsorpcioni model
log k =log ko—m log ¢

Kolona log k=log ko—m ¢
log ko m R?2

Betasil Silica kolona
Sulpirid 1,34 | -4,58 0,9722
Feniramin 1,24 -4,50 0,9587
Hlorfeniramin 124 | 4,73 0,9677
Klozapin 0,84 | -3,62 0,9825
Tioridazin 0,96 —4,73 0,9707
Bakerbond Silica kolona
Sulpirid 1,38 | 4,83 0,9555
Feniramin 1,37 -5,10 0,9412
Hlorfeniramin 1,36 -5,24 0,9492
Klozapin 0,96 | 4,16 0,9673
Tioridazin 0,90 | 4,32 0,9684
Betasil CN kolona
Sulpirid 0,76 | 4,62 0,9725
Feniramin 0,74 | -3,99 0,9612
Hlorfeniramin 0,69 -3,66 0,9422
Klozapin 0,19 | -1,68 0,9567
Tioridazin 0,65 | -2,70 0,9010
Bakerbond Cyanopropyl kolona
Sulpirid 058 | 2,26 0,9070
Feniramin 0,56 -1,72 0,8524
Hlorfeniramin 0,54 | -1,55 0,8145
Klozapin 0,11 | 0,05 0,9248
Tioridazin 0,50 | -0,80 0,5597
Betasil Diol kolona
Sulpirid 1,29 | 5,49 0,9658
Feniramin 1,26 -5,79 0,9533
Hlorfeniramin 1,26 -5,96 0,9682
Klozapin 093 | 491 0,9870
Tioridazin 0,98 | -6,04 0,9884

log ko m R?2
-1,00 | -1,95 0,9990
-1,07 | -1,93 0,9979
-1,18 | -2,02 0,9992
-0,99 | -1,55 0,9938
-1,45 | -2,00 0,9940
-1,09 | -2,07 0,9937
-1,25 | -2,20 0,9907
-1,33 | -2,25 0,9917
-1,17 | -1,78 0,9992
-1,31 | -1,84 0,9978
-1,60 | -1,96 0,9988
-1,31 | -1,71 0,9975
-1,18 | -1,57 0,9907
-0,65 | -0,70 0,9720
-0,75 | -1,18 0,9708
-0,59 | -0,98 0,9717
-0,34 | 0,76 0,9441
-0,28 | 0,69 0,9174
0,08 -0,02 0,9840
0,08 -0,36 0,6891
-152 | 2,34 0,9977
-1,70 | -2,47 0,9873
-1,78 | -2,53 0,9936
-156 | -2,07 0,9940
-2,08 | -2,54 0,9905

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi;
log ko — odsecak linearnog modela; m — nagib linearnog modela; R? — koeficijent

determinacije
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Graficki prikaz fitovanja retencionih podataka analiziranih farmaceutski aktivnih

supstanci u particione, odnosno u adsorpcione retencione modele na svih pet kolona

predstavljen je na slikama 23 i 24. Zbog neretencionog ponasanja, retencioni podaci

lamotrigina nisu graficki prikazani, niti su uzeti u dalje razmatranje.
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Slika 23. Particioni retencioni modeli baznih analita dobijeni variranjem zapreminske
frakcije vode u mobilnoj fazi u rasponu od 10 % do 30 % (sadrzaj amonijum-
acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene faze 3,5) sa
kolonama: A) Betasil Silica, B) Bakerbond Silica, C) Betasil CN, D)
Bakerbond Cyanopropyl i E) Betasil Diol.

Jovanovi¢, M., Janci¢ Stojanovi¢, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.:

Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.
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Slika 24. Adsorpcioni retencioni modeli baznih analita dobijeni variranjem
zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi u rasponu od 10 % do 30 %
(sadrzaj amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene
faze 3,5) sa kolonama: A) Betasil Silica, B) Bakerbond Silica, C) Betasil CN,
D) Bakerbond Cyanopropyl i E) Betasil Diol.

Jovanovi¢, M., Jané¢i¢ Stojanovi¢, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovié¢, D., Medenica, M.:

Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.

Poredenjem koeficijenata determinacije, prikazanih u tabeli 9, procenjeno je fitovanje
retencionih podataka u particione i adsorpcione retencione modele. Vece vrednosti
koeficijenata determinacije imali su adsorpcioni modeli, pa je na osnovu toga
zakljuceno da su oni bili uspesniji u aproksimaciji prikupljenih retencionih podataka u

ispitanom opsegu vrednosti zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi. Samim tim je i
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retenciono predvidanje koje adsorpcioni modeli omoguéavaju u ispitivanom opsegu
sastava mobilne faze bolje u poredenju s particionim retencionim modelima. Mada,
treba napomenuti, da modeli dobijeni na cijano kolonama, a pogotovo na Bakerbond
Cyanopropyl koloni, za sve analite generalno nisu imale dovoljno visoke vrednosti
koeficijenata determinacije, pa se moze smatrati da ni particioni, ni adsorpcioni modeli

nisu obezbedili adekvatnu aproksimaciju retencionih podataka.

Odredivanje doprinosa procesa raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC retencionom
mehanizmu na osnovu kreiranin modela u ovim kolonama nije tako jednostavno.
Naime, u procesu prikupljanja retencionih podataka variran je udeo vode u mobilnoj
fazi, pri ¢emu su ostali faktori mobilne faze odrzavani na konstantnim vrednostima. S
druge strane, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi bila je konstantna, ali posto
su vodena faza i acetonitril pri kreiranju modela bili u razliitim odnosima,
koncentracija amonijum-acetata u ukupnoj mobilnoj fazi zapravo nije bila konstantna.
Kao posledica toga, udeo katjonske izmene u ukupnom HILIC retencionom mehanizmu,
pri razli¢itim sastavima mobilne faze, nije bio konstantan, pa se na osnovu Kreiranih
retencionih modela mozZe govoriti Samo o doprinosu procesa raspodele i adsorpcije u
Sirem smislu (adsorpcije usled nejonskih hidrofilnih interakcija i jonske komponente)
ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. Doprinos procesa adsorpcije, Koji potice
samo od nejonskih hidrofilnih interakcija (dipol-dipol, vodoni¢ne veze, itd), na ovaj
nacin nije moguce proceniti. Kako su adsorpcioni modeli bolje opisivali retenciono
ponasanje analiziranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci u dve silika kolone i u
diolnoj kolini, moze se zakljuciti da je proces adsorpcije bio dominantan u retencionom
mehanizmu, ali je ostalo nepoznato u kojoj meri je on posledica nejonske, a u kojoj meri
jonske komponente. S druge strane, ni adsorpcioni ni particioni modeli nisu na
zadovoljavaju¢i nacin fitovali retencione podatke baznih farmaceutski aktivnih
supstanci u cijano kolonama, pa se na osnovu toga moze zakljuciti da su i proces

raspodele i proces adsorpcije ukljuceni u njihov retencioni mehanizam.

124



7.2.4. DvoiNI HILIC/RP RETENCIONI MODELI

Ispitivanjem Sirokog opsega vrednosti odnosa vodene faze i acetonitrila u mobilnoj fazi
na hemijski modifikovanim silika stacionarnim fazama, u slucaju pojedinih analita,
zapazeno je da se S porastom sadrZaja acetonitrila u mobilnoj fazi prvo smanjuju
vrednosti retencionih faktora, do postizanja minimalne vrednosti. Nakon toga, dalji
porast sadrzaja acetonitrila dovodi do ponovnog rasta vrednosti retencionih faktora, sto
je ukazivalo na postojanje dvojnog HILIC/RP retencionog mehanizma. To je bio slucaj
s hlorfeniraminom, klozapinom i tioridazinom u Betasil CN koloni, s feniraminom,
hlorfeniraminom, klozapinom i tioridazinom u Bakerbond Cyanopropyl koloni i sa
sulpiridom, feniraminom, hlorfeniraminom, klozapinom i tioridazinom u Betasil Diol
koloni. U cilju gradenja odgovaraju¢ih dvojnih HILIC/RP retencionih modela, koji su
okarakterisani jednac¢inom (7), a detaljno objasnjeni u poglavlju 2.3, odabran je opseg
variranja vrednosti sadrzaja vode u mobilnoj fazi od 5 % do 95 %, pri ¢emu su vrednosti
ostalih faktora mobilne faze odrzavani na konstantnom nivou (koncentracija amonijum-
acetata u vodenoj fazi bila je 20 mmol L?, dok je pH vrednost vodene faze bila 3,5).
Prikupljeni eksperimentalni podaci fitovani su u odgovaraju¢e modele metodom
nelinearne regresije. Nakon toga, iz dobijenih regresionih koeficijenata izracunati su
minimumi funkcija (@min) koji odgovaraju sastavu mobilne faze pri kojem dolazi do
prelaza iz RP retencionog mehanizma u HILIC retencioni mehanizam i obratno. U
tabeli 10 prikazani su koeficijenti kreiranih modela s koeficijentima determinacije, kao i

odgovaraju¢i minimumi funkcija.
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Tabela 10. Koeficijenti dvojnih HILIC/RP retencionih modela baznih analita sa

hemijskim modifikacijama silika kolone i minimalne vrednosti funkcija

Model
Analit logk=a+mi@—m2log ¢
Kolona

a m1 m2 R? @min
Sulpirid
Betasil diol kolona 256 | 266 | 247 09996 | 0,402
Feniramin
Betasil diol kolona -3,09 3,62 3,45 0,9994 0,413
Bakerbond Cyanopropyl | _; ¢ 2,02 1,60 0,9956 | 0,344
kolona ’ ' ' ' ’
Hlorfeniramin
Betasil diol kolona -3,29 3,86 3,60 0,9993 0,406
Betasil CN kolona -2,53 2,79 2,65 0,9997 0,412
Bakerbond Cyanopropyl | 47 | 549 1,67 09941 | 0,302
kolona ’ ' ' ' ’
Klozapin
Betasil diol kolona -2,32 2,10 1,93 0,9967 0,399
Betasil CN kolona -1,17 1,15 1,08 0,9468 0,407
Bakerbond Cyanopropyl | 4 4 1,42 0,600 0,9692 | 0,183
kolona ’ ' ' ' '
Tioridazin
Betasil diol kolona -3,41 3,61 3,41 0,9958 0,410
Betasil CN kolona -2,88 4,35 2,90 0,9991 0,290
Bakerbond Cyanopropyl |, 74 3,70 1,89 09991 | 0,221
kolona ’ ’ ' ' '

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi;
a — odsecak HILIC/RP modela; my i m2 — regresioni koeficijenti RP/HILIC modela;
omin — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi pri kojoj dolazi do prelaza izmedu RP
i HILIC mehanizama; R? — koeficijent determinacije

Jovanovi¢, M., Jan€i¢ Stojanovié, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovié¢, D., Medenica, M.:
Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.

Na slici 25 graficki su prikazani kreirani HILIC/RP retencioni modeli.
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Slika 25. Dvojni HILIC/RP retencioni modeli baznih analita dobijeni variranjem
zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi u rasponu od 5 % do 95 % (sadrzaj
amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene faze 3,5)

sa kolonama: A) Betasil CN; B) Bakerbond Cyanopropyl i C) Betasil Diol.
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Na minimalnim vrednostima retencionih faktora ispitivanih analita (tabela 10)
uporedivane su vrednosti sastava mobilne faze. Tacke prelaza izmedu retencionih
mehanizama bile su razliCite za razli¢ite analite (na Betasil Diol koloni na oko 40 %, na
Betasil CN u rasponu od 29 % do 41 %, na Bakerbond Cyanopropyl u rasponu od 18 %
do 34 % vode u mobilnoj fazi). Na osnovu ovog podatka potvrdeno je i da priroda
analita, pored sastava mobilne faze i vrste stacionarne faze, ima znacajan uticaj na

sloZenost retencionog mehanizma u analiziranim HILIC sistemima.

7.2.5. UTICAJ VRSTE KOLONE NA RETENCIONO PONASANJE BAZNIH FARMACEUTSKI
AKTIVNIH SUPSTANCI

U prethodnim fazama ovog dela istrazivanja, prilikom gradenja retencionih modela,
prikupljen je veliki broj podataka koji karakteriSu retenciono ponaSanje ispitivanih
analita. Ovo je omogucilo da se uporedi retenciono ponaSanje analiziranih baznih
farmaceutski aktivnih supstanci pri istim hromatografskim uslovima u razli¢itim
kolonama, odnosno da se proceni uticaj stacionarne faze na retenciono ponasanje
analita. Na slici 26 prikazani su hromatogrami smeSe analiziranih baznih farmaceutski
aktivnih supstanci u svih pet kolona pri porastu sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi
slede¢om dinamikom: 50 %, 60 %, 70 %, 80 % i 90 % (koncentracija amonijum-acetata
u vodenoj fazi odrzavana je na konstantnoj vrednosti od 20 mmol L, $to je bio slucaj i
sa pH vrednos¢u mobilne faze koji je bio 3,5). Na taj nacin ilustrovane su sli¢nosti i

razlike u retencionom ponasanju baznih analita u razli¢itim kolonama.
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Slika 26. Hromatogrami analizirane smeSe baznih analita dobijeni pri slede¢im
sastavima mobilne faze: sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi bio je 50 %, 60
%, 70 %, 80 %, 90 %, pri konstantnim vrednostima kocentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi (20 mmol L) i pH vrednosti vodene faze (3,5) u
kolonama: A) Betasil Silica, B) Bakerbond Silica, C) Betasil CN, D)
Bakerbond Cyanopropyl i E) Betasil Diol. Pikovi analita oznaCeni su
brojevima: 1 — lamotrigin, 2 — tioridazin, 3 — klozapin, 4 — hlorfeniramin, 5 —
feniramin, 6 — sulpirid.

Jovanovi¢, M., Janéi¢ Stojanovi¢, B., Rakié¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovié, D., Medenica, M.:

Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.

133



U silika kolonama i diolnoj koloni redosled eluiranja analiziranih komponenti zavisio je
od njihove lipofilnosti i jonizacije. Ve¢ je napomenuto u ranijim poglavljima da se, pri
analiziranoj pH vrednosti mobilne faze, jedino lamotrigin nalazio u nejonizovanom, dok
su se ostali ispitivani analiti nalazili u jonizovanom, odnosno protonovanom obliku.
Lipofilnost analita izrazava se kao log P, pa su odgovarajuce log P vrednosti, izracunate
pomoc¢u MarvinSketch 6.1.0. softvera, iznosile: za lamotrigin 2,5; za tioridazin 5,9; za
klozapin 3,7; za hlorfeniramin 3,4; za feniramin 3,2; a za sulpirid 0,6. Prema tome,

lamotrigin je najlipofilniji, dok je tioridazin najhidrofilniji analit analizirane smeSe.

Sa Betasil Silica kolone prvi se eluirao lamotrigin, koji se ina¢e ponaSao neretenciono
(slika 26 A). lako lamotrigin nije najlipofilniji analit u analiziranoj smesi, odsustvo
elektrostati¢ke interakcije o¢igledno je uticalo na njegovo brzo eluiranje sa ove kolone.
Ostali analiti eluirali su se redosledom opadajuce lipofilnosti, $to je i1 osnovna
karakteristika svih HILIC sistema. Sli¢no retenciono ponaSanje ovih analita primeceno
je i u Bakerbond Silica koloni (slika 26 B). Jedino su se analiti duze zadrzavali u
sistemu zbog vece duzine ove kolone u odnosu na Betasil Silica kolonu. Redosled
eluiranja analita u Betasil Diol koloni bio je isti kao i u silika kolonama (slika 26 E), ali
u poredenju sa Betasil Silica kolonom (od istog proizvodaca i istih dimenzija) analiti su
se nesto krace zadrZavali. Ovo je verovatno posledica znanto manjeg broja slobodnih
silanolnih grupa na povrsini diolne stacionarne faze u poredenju sa silika kolonom, pa
samim tim i manjeg udela elektrostaticke interakcije u retencionom mehanizmu
analiziranih komponenti. U slucaju Betasil CN kolone, redosled eluiranja bio je potpuno
drugaciji 1 nije zavisio od lipofilnosti analita (slika 26 C), §to ukazuje na postojanje
razli€itih tipova direktnih interakcija izmedu analita i stacionarne faze. Ovo je u skladu
sa zakljuckom iz prethodnog poglavlja o postojanju meSovitog retencionog mehanizma
u ovom tipu kolone. Sli¢no retenciono ponasanje analita, primecéeno je i u Bakerbond
Cyanopropyl koloni (slika 26 D), mada su se u njoj supstance nesto duze zadrzavale §to
je posledica njene veée duzine. Takode je S njom pod odgovaraju¢im uslovima

postignuto bolje razdvajanje pikova.
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7.2.6. EKSPERIMENTALNI MODELI KREIRANI UZ POMOC HEMOMETRIJSKOG PRISTUPA

Jo$ u preliminarnoj fazi zakljuceno je da veci broj faktora vezanih za sastav mobilne
faze (sadrzaj acetonitrila, jonska jacina, pH vrednost mobilne faze i dr) znacajno utice
na retenciono ponasanje analiziranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci u silika
kolonama, a u kasnijim fazama istrazivanja ovo zapaZanje objaS$njenO je postojanjem
procesa katjonske izmene molekula analita na njihovoj povrsini. Na diolnoj i cijano
kolonama ovaj proces znatno je slabije izrazen, stoga se sa njima pokazalo da je samo
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi faktor koji znacajnije utice na retenciono ponasanje
ispitivanih analita. Zato je u ovom delu istrazivanja odabrana Betasil Silica kolona da se
sa njom kroz sistemati¢an pristup istovremeno ispita uticaj sadrzaja acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj

fazi.

Odgovarajuc¢i eksperimentalni modeli razvijeni su primenom eksperimentalnog dizajna i
metodologije povrsine odgovora. U konkretnom slu¢aju odabran je Boks—Benken dizajn
koji zahteva ispitivanje uticaja svakog faktora na tri nivoa. Dizajn je dopunjen s Cetiri
replikacije u centralnoj tacki kako bi se omogucila odgovarajuca statisticka procena
rezultata. Na osnovu podataka prikupljenih u preliminarnoj fazi definisani su opsezi
ispitivanih faktora, pa su kodiranim vrednostima —1 i +1 dodeljene sledece stvarne
vrednosti faktora: za sadrzaj acetonitrila vrednosti 80 % i 90 %, za pH vrednost vodene
faze 2,5 i 4,5, a za sadrzaj amonijum-acetata u vodenoj fazi vrednosti 5 mmol L™ i 35
mmol L. Plan eksperimenata s nivoima faktora predstavljen je u tabeli 3, koja je
prikazana u Eksperimentalnom delu disertacije, u poglavlju 6.5. Nakon izvedenih
eksperimenata s dobijenih hromatograma o€itavana su retenciona vremena. Iz vrednosti
retencionih vremena i retencionog vremena pika mobilne faze izracunati su retencioni

faktori. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 11.
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Tabela 11. Eksperimentalno dobijeni rezultati retencionih faktora baznih analita

Eksp. k1 k2 ks ka ks ke
1 0,659 0,987 1,431 1,754 1,955 2,240
2 0,925 4,493 6,339 8,559 9,148 10,193
3 0,048 1,079 1,079 2,346 2,663 3,078
4 0,047 1,742 3,577 8,386 9,211 9,711
5 0,274 1,474 1,884 2,469 2,748 3,136
6 0,001 4,797 7,066 13,641 14,746 15,454
7 0,160 0,732 1,100 1,519 1,732 2,168
8 0,092 2,887 3,160 6,971 7,528 9,181
9 1,175 2,376 3,154 3,819 4,163 4,638
10 0,046 2,286 4,550 9,010 10,012 10,347
11 0,673 1,519 2,293 2,969 3,239 3,738
12 -0,045 1,121 1,456 3,543 3,956 4,689
13 0,115 1,830 2,295 3,571 3,934 4,724
14 0,144 1,598 2,052 3,097 3,431 4,111
15 0,146 1,579 2,032 3,083 3,414 4,106
16 0,156 1,783 2,255 3,477 3,833 4,600

ki — retencioni faktor lamotrigina; ko — retencioni faktor tioridazina; ks — retencioni
faktor klozapina; ks — retencioni faktor hlorfeniramina; ks — retencioni faktor
feniramina; ke — retencioni faktor sulpirida

Jovanovi¢, M., JanCi¢ Stojanovié, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovi¢, D., Medenica, M.:
Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.

Metodom viSestruke linearne regresije retencioni podaci fitovani su u polinom drugog
reda. Adekvatnost dobijenih modela ispitana je ANOVA testom, a kao relevantni
statisticki parametri koris¢eni su R?, Adjusted R? i Predicted R2. Koeficijenti dobijenih
kvadratnih modela, njihova statisticCka znaCajnost, kao i ostali relevantni statisticki

parametri prikazani su u tabeli 12.
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Tabela 12. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za posmatrane odgovore i njihova statisticka analiza

y = bo + biXa + boXo + baXs + bioXaXo + b1aXiXs + basXaXs + b11Xa? + booXo? + baaxa?

k1 k2 ks
koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost

b1 -0,010 0,8519 1,21 0,0001* 1,83 0,0001*
b2 -0,420 0,0001* 0,39 0,0314* 0,32 0,1688
bs -0,077 0,1668 -0,58 0,0060* -1,08 0,0018*
b1z -0,067 0,3708 -0,71 0,0118* -0,60 0,0819
b1s 0,051 0,4855 0,29 0,1926 -0,78 0,0354*
b2s 0,100 0,1877 -0,08 0,7121 -0,56 0,1013
b11 -0,040 0,5848 0,53 0,0372* 0,74 0,0430*
b22 0,290 0,0057* 0,12 0,5794 0,30 0,3357
bss 0,002 0,9721 0,28 0,2079 0,50 0,1370
R? 0,9416 0,9535 0,9580

Adjusted R? 0,8540 0,8837 0,8951

Predicted R? 0,7547 0,7837 0,8007

k1 — retencioni faktor lamotrigina; ko — retencioni faktor tioridazina; ks — retencioni faktor klozapina; R? — koeficijent determinacije
X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); x2 — pH vrednost vodene faze; xs — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L™?)
* koeficijenti modela znac¢ajni za p < 0,05
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Ka Ks ke
koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost

b1 3,68 <0,0001* 3,94 <0,0001* 4,18 0,0001*
b2 0,77 0,0746 0,92 0,0553 0,81 0,1295
bs -1,74 0,0028* -1,90 0,0027* -1,72 0,0099*
b1z -0,19 0,7190 -0,16 0,7777 -0,45 0,5139
b1s -1,43 0,0304* -1,55 0,0297* -1,33 0,0496*
b2s -1,15 0,0632 -1,28 0,0573 -1,19 0,1197
b11 1,70 0,0155* 1,57 0,0285* 1,54 0,0578
b22 0,38 0,4797 0,22 0,6981 -0,10 0,8880
b33 1,27 0,0462* 1,17 0,0767 1,21 0,1151
R? 0,9649 0,9639 0,9503

Adjusted R? 0,9122 0,9099 0,8758

Predicted R? 0,8874 0,8750 0,7764

ks — retencioni faktor hlorfeniramina; ks — retencioni faktor feniramina; ks — retencioni faktor sulpirida; R? — koeficijent determinacije
* Koeficijenti modela znac¢ajni za p < 0,05

Jovanovié, M., Janci¢ Stojanovi¢, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovié, D., Medenica, M.: Five different columns in the analysis of basic drugs in
hydrophilic interaction liquid chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.
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Na osnovu vrednosti R?, Adjusted R? i Predicted R? bliskih 1,0, koje su prikazane u
tabeli 12, potvrdena je adekvatnost kreiranih matematickih modela i njihova dobra
sposobnost predvidanja. Drugim recima, dobijeni modeli izvrsili su zadovoljavajucu
aproksimaciju eksperimentalno dobijenih retencionih podataka. Regresioni koeficijenti
polinoma drugog reda, koji su bili statisticki znacajni (p < 0,05), usli su u konacne
retencione modele analiziranih supstanci. U toku izvodenja eksperimenata zapazeno je
da se retencioni faktor lamotrigina nije znacajnije menjao S promenom ispitivanih
faktora mobilne faze, odnosno ponaSao se neretenciono. S druge strane, razmatranjem
dobijenog modela za lamotrigin moZe se primetiti da je jedino pH vrednost vodene faze
faktor koji je pokazao statisticki zna¢ajan uticaj, pa su, shodno tome, linearni i kvadratni
¢lan ovog faktora usli u kreirani model. Kako uticaj ovog faktora ipak nije imao fizi¢ki

znacaj u ispitivanom HILIC sistemu, dobijeni model nije razmatran u daljem tekstu.

7.2.7. FAKTORSKI UTICAJI T RETENCIONO PONASANJE BAZNIH FARMACEUTSKI
AKTIVNIH SUPSTANCI

U tabeli 12 prikazani su statisticki znacajni regresioni koeficijenti uspostavljenih
retencionih modela. Na osnovu njih identifikovan je uticaj pojedina¢nih faktora i
njihovih interakcija na retenciono ponasanje ispitivanih baznih analita. Na slici 27 u
obliku trodimenzinih povrSina odgovora graficki Su prikazane statisticki znacajne
interakcije. U retencionom modelu tioridazina statisticki je bila znacajna interakcija
sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi i pH vrednosti vodene faze, pa je ona u skladu s tim
ilustrovana odgovaraju¢om trodimenzionom povrsinom odgovora (slika 27 A). S druge
strane, u retencione modele preostalih analita (klozapina, hlorfeniramina, feniramina i
sulpirida) ukljucena je samo jedna faktorska interakcija i to ona izmedu sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi.
Odgovarajuce trodimenzione povrsine odgovora graficki su predstavljene (slika 27 B—
E).
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Slika 27. Trodimenzione povrsine odgovora: A) k = f (% acetonitrila u mobilnoj fazi,
pH vrednost vodene faze); B — E) k = f (% acetonitrila u mobilnoj fazi,
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi). Retencioni faktori
odgovaraju slede¢im analitima: k> — tioridazin; ks — Klozapin; ks —
hlorfeniramin; ks — feniramin; ke — sulpirid.

Jovanovi¢, M., Janéi¢ Stojanovi¢, B., Raki¢, T., Malenovi¢, A., Ivanovié¢, D., Medenica, M.:

Five different columns in the analysis of basic drugs in hydrophilic interaction liquid
chromatography. Cent Eur J Chem 2013; 11: 1150-1162.
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Hemometrijski pristup u datom sluc¢aju omogucéio je da se ispitivani faktorski uticaji
kvantifikuju, ¢ime je postignut kompletan opis retencionog ponasanja analiziranih
baznih farmaceutski aktivnih supstanci u Betasil Silica koloni. Uticaji faktora i njihovih
interakcija procenjeni su na osnovu koeficijenata kreiranih matematickih modela (tabela
12), a vizuelnu potvrdu izvedenih zakljucaka obezbedile su konstruisane trodimenzione

povrsine odgovora (slika 27).

Na osnovu koeficijenata b1, b2 i bz kreiranih retencionih modela procenjivani su uticaji
pojedinacnih faktora mobilne faze, odnosno sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi, pH
vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi na retenciono
ponaSanje analita (tabela 12). Naime, koeficijenti linearnih ¢lanova modela bs i bz bili
su statisticki znacajni u slucaju svih analita, dok je koeficijent b, jedino bio statisticki
znacajan u slu¢aju modela tioridazina, mada je ovaj koeficijent bio takode na granici
statisticke znacajnosti i u slu¢aju modela hlorfeniramina i feniramina. Poredenjem
apsolutnih vrednosti linearnih regresionih koeficijenata modela zakljuceno je da je
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi imao najveci uticaj na retencione faktore analita.
Nakon njega, usledio je uticaj amonijum-acetetata u vodenoj fazi. Kona¢no, uticaj pH
vrednosti vodene faze na retencione faktore analita bio je najmanji. Pozitivni predznaci
b1 koeficijenata modela ukazuju na ¢injenicu da su se s porastom sadrzaja acetonitrila u
mobilnoj fazi vrednosti retencionih faktora analita povecavale. Medutim, statisticka
znacajnost kvadratnih ¢lanova modela b11 kod skoro svih modela ukazuje na kvadratnu
prirodu ove zavisnosti, odnosno da s porastom sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi
dolazi do nelinearnog porasta retencionih faktora analiziranih supstanci, S§to je
karakteristi¢no za sve HILIC sisteme. Pozitivni predznak b, koeficijenata pretpostavlja
povecanje retencionih faktora s porastom pH vrednosti vodene faze. Naime, kada je rec¢
0 baznim analitima, ve¢ je i ranije napomenuto da su oni U ispitivanom rasponu pH
vrednosti mobilne faze bili prisutni u svojim katjonskim oblicima. Kao posledica toga,
sasvim je oc¢ekivano da ¢e s povecanjem pH vrednosti mobilne faze jonizacija silanolnih
grupa biti sve izrazenija, usled Cega Ce elektrostaticko privlacenje izmedu povrSine
silika stacionarne faze i molekula analita biti sve vece, a samim tim i njihovo
zadrzavanje u hromatografskom sistemu. Dokazi za ovakvo ponaSanje baznih analita

pronadeni su i u literaturi [65]. Koeficijenti bs, koji karakterisu uticaj koncentracije
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amonijum-acetata u vodenoj fazi na retencione faktore analita, imali su negativan
predznak, $to znaci da je s povecanjem koncentracije ove soli dolazilo do smanjenja
retencionih faktora analita u datom HILIC sistemu. Naime, NH4* jon iz acetatnog pufera
takmici se s molekulima analita za ostvarivanje elektrostaticke interakcije sa negativno
naelektrisanim silanolnim grupama na povrsini Stacionarne faze. Povecanjem
koncentracije amonijum-acetata, sve vise silanolnih grupa biva zauzeto NH4" jonima, pa
privlacna elektrostaticka interakcija sve manje doprinosi zadrzavanju molekula analita
[30]. Ovo je detaljno objasnjeno prilikom razmatranja doprinosa procesa katjonske

izmene ukupnom HILIC retencionom mehanizmu u poglavlju 7.2.2.

Podaci iz tabele 12 takode ukazuju i na ¢injenicu da pojedinacni faktori nisu nezavisno
uticali na retenciono ponasanje analiziranih baznih farmaceutski aktivnih supstanci.
Naime, koeficijent bi1> u slu¢aju modela tioridazina bio je statisticki znacajan, $to
potvrduje postojanje interakcije izmedu sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi i pH
vrednosti vodene faze. Na odgovarajucoj trodimenzionoj povrsini odgovora (slika 27 A)
moze se uociti da porast sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi dovodi do znacajnijeg
poveéanja retencionog faktora tioridazina pri manjim pH vrednostima vodene faze,
nego pri ve¢im. Ovakvo retenciono ponasanje moze biti posledica toga da pri manjim
pH vrednostima mobilne faze i veem sadrzaju acetonitrila u mobilnoj fazi dolazi do
smanjenja debljine vodenog sloja adsorbovanog na povrsinu silika stacionarne faze. Na
taj nacin doprinos adsorpcije, uzrokovan direktnim nejonskim interakcijama ukupnom
HILIC retencionom mehanizmu, postaje izraZeniji. StatistiCka neznacajnost ove
interakcije u modelima ostalih baznih analita verovatno je posledica neznacajnosti
linearnih by koeficijenata. U slucaju retencionih modela klozapina, hlorfeniramina,
feniramina i sulpirida koeficijenti bis, koji karakteriSu interakciju izmedu sadrzaja
acetonitrila i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi, bili su takode statisticki
znacajni. Posmatranjem odgovarajucih trodimenzionih povrsina odgovora (slika 27 B —
E) primecuje se da porast sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi dovodi do znacajnijeg
povecanja retencionih faktora analita pri manjim vrednostima koncentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi, nego pri ve¢im. Naime, pod takvim hromatografskim uslovima
debljina adsorbovanog vodenog sloja na povrsini silika stacionarne faze je manja, a

negativno naelektrisane silanolne grupe postaju dostupnije analitu. S druge strane,
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manja koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazi uslovljava manju koncentraciju
NH4" jona, koji imaju tendenciju da se vezu za te silanolne grupe. Na taj nalin, postize
se maksimalan doprinos privlacne elektrostatiCke interakcije retencionom mehanizmu

analita, a time i njihovo duZe zadrzavanje u hromatografskom sistemu.

U ovom delu disertacije prvi put je primenjena kombinacija teorijskih i
eksperimentalnih modela u cilju detaljne analize retencionih mehanizama i retencionog

ponasanja baznih analita u nekom HILIC sistemu.
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7.3. TEORIJSKI | EKSPERIMENTALNI MODELI U ANALIZI RETENCIONOG

PONASANJA I RETENCIONIH MEHANIZAMA KISELIH | NEUTRALNIH FARMACEUTSKI
AKTIVNIH SUPSTANCI U AMINO KOLONI

Podaci o detaljnim ispitivanjima retencionih mehanizama u amino koloni u HILIC
hromatografiji u dosadasnjoj literaturi nisu bili pronadeni. Zato je i u ovom delu
disertacije primenjena sli¢na strategija kao i u prethodnom. Ako se uzme u obzir da su
na povrSini amino stacionarne faze prisutne amino grupe koje su u Sirokom opsegu pH
vrednosti zastupljene u svom jonizovanom obliku, sasvim je oCekivano da ¢e njena
povrsina biti pozitivno naelektrisana, odnosno da ¢e kiseli analiti pokazivati afinitet
prema njoj [4]. Prilikom razdvajanja kiselih analita u amino koloni o¢ekivan je doprinos
procesa anjonske izmene retencionom mehanizmu. S druge strane, o¢ekivano je da
zadrzavanje neutralnih analita (zastupljenih u nejonizovanom obliku) u ovakvom
sistemu ne bi trebalo da bude uzrokovano jonskom komponentom u retencionom

mehanizmu.

Stoga, cilj ovog dela disertacije bio je da se ispitaju retenciono ponasanje i retencioni
mehanizmi neutralnih i kiselih analita na primeru model smese farmaceutski aktivnih
supstanci sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom grupom (tropikamid,
nikotinamid,  levetiracetam, piracetam, sulfanilamid, sulfacetamid-natrijum,
sulfametoksazol, sulfafurazol, furosemid i bumetanid) u amino koloni gradenjem

teorijskih i eksperimentalnih retencionih modela.

U prvoj fazi ovog dela istrazivanja kreirani su odgovaraju¢i teorijski retencioni modeli
koji su omogud¢ili analizu retencionin mehanizama odgovornih za razdvajanje
ispitivanih analita u datom HILIC sistemu. Kako bi se ispitao doprinos procesa anjonske
izmene retencionom mehanizmu u ispitivanom HILIC sistemu, prvo je odabran tip
pufera, nakon Cega su kreirani odgovarajuci anjonsko—izmenjivacki teorijski retencioni
modeli fitovanjem retencionih podataka dobijenih variranjem koncentracije pufera u
mobilnoj fazi. Matematicke jednadine kojima je pretpostavljen anjonski proces
predlozene su u ovom delu disertacije i prvi put su upotrebljene za opisivanje procesa
anjonske izmene u HILIC hromatografiji. Kako je amino kolona hemijska modifikacija

silika kolone, odnosno za vezivanje amino grupa koris¢eni su propil ostaci, ovaj tip
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stacionarne faze moze se smatrati umereno polarnim. Samim tim, ocekivano je da ¢e
analizirane farmaceutski aktivne supstance biti pod uticajem i HILIC i RP retencionog
mehanizma. Prema tome, variranjem odnosa vodenog i organskog dela mobilne faze u
Sirokom rasponu vrednosti omoguceno je gradenje dvojnih HILIC/RP retencionih
modela, nakon Cega je za svaki analit izraCunat odnos vodenog i organskog udela u
mobilnoj fazi pri kojem dolazi do prelaza izmedu jednog mehanizma u drugi. Nakon
toga su 1 HILIC i RP region sastava mobilnih faza zasebno modelovani pomocu
adsorpcionih i particionih retencionih modela. Dobijeni modeli iskoris¢eni su u svrhu
opisa uticaja organskog rastvaraCa na retenciono ponaSanje analiziranih farmaceutski
aktivnih supstanci, kao i na razmatranje udela procesa raspodele i adsorpcije u
retencionom mehanizmu u amino koloni u svakom od ispitivanih regiona sastava

mobilne faze.

U drugoj fazi ovog dela istrazivanja primenjen je Boks—Benken dizajn u cilju
prikupljanja eksperimentalnih podataka koji su potom iskoris¢eni za gradenje
eksperimentalnih retencionih modela. Na ovaj na¢in omoguéena je istovremena procena
uticaja sadrzaja organskog rastvarac¢a u mobilnoj fazi i drugih faktora mobilne faze (pH
vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi) na retenciono

ponasanje analiziranih kiselih i neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci.

7.3.1. PRELIMINARNA FAZA ISTRAZIVANJA

Na pocetku je kao stacionarna faza za hromatografsku analizu odabrana Alltima Amino
kolona, a njene karakteristike prikazane su u Eksperimentalnom delu, u poglavlju 6.6.
Posto je prisustvo elektrostaticke interakcije u retencionom mehanizmu kiselih analita u
amino koloni bilo ocekivano, bilo je neophodno da se u mobilnu fazu doda pufer u
odgovarajucoj koncentraciji, kako bi se izbegla ireverzibilna adsorpcija analita na
stacionarnu fazu i postigao zadovoljavajuéi oblik pikova. Zato se u pocetnoj fazi ovog
dela istrazivanja pristupilo odabiru odgovarajuceg pufera. U ovu svrhu ispitane su Cetiri
vrste pufera: amonijum-formijat/mravlja kiselina, amonijum-acetat/glacijalna siréetna
kiselina, natrijum-hidrogenfosfat/o-fosforna kiselina, natrijum-citrat/limunska kiselina.

Ostali hromatografski uslovi odrzavani su na konstantnim vrednostima i podesavani su
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tako da se obezbedi prihvatljivo trajanje analize i postigne §to bolje razdvajanje pikova
u cilju smanjenja broja ponovljenih injektovanja usled preklapanja pikova. Takode, pH
vrednost vodene faze podesena je na 6,0, pa je na taj nacin omogucéeno da analizirane
kisele farmaceutski aktivne supstance budu u svom jonizovanom obliku u
hromatografskom sistemu. Svi analizirani sulfonamidi poseduju slabo baznu arilamino
grupu (pKa odgovaraju¢e konjugovane baze je oko 1,9), medutim ona se pod
primenjenim hromatografskim uslovima uvek nalazila u molekulskom obliku. U
njihovoj strukturi takode postoji i sulfonamidska funkcionalna grupa ¢ija pKa vrednost
znatno varira, i ona iznosi za sulfanilamid 10,6, sulfametoksazol 5,6, sulfacetamid 5,4,
sulfafurazol 5,0, furosemid 9,8, a za bumetanid 9,6. Ove vrednosti su izracunate
pomoc¢u MarvinSketch 6.1.0. softvera. U strukturama furosemida i bumetanida dodatno
postoji i karboksilna funkcionalna grupa c¢ije pKa vrednosti iznose 4,2, odnosno 3,7.
Kada je re¢ o jedinjenjima sa amidskom funkcionalnom grupom, tropikamid i
nikotinamid u svojim strukturama poseduju piridinski prsten koji ima slabo bazni
karakter (pKa odgovarajuée konjugovane baze tropikamida je 5,3, a nikotinamida 3,4) i
pod primenjenim hromatografskim uslovima su u molekulskom obliku, dok piracetam i
tiracetam uopSte ne poseduju jonizacione centre. Dakle, pri pH vrednosti vodene faze
6,0 moze se zakljuciti da su sulfanilamid, tropikamid, nikotinamid, piracetam i
tiracetam u analiziranom HILIC sistemu bili zastupljeni u molekulskom obliku, dok su
sulfametoksazol, sulfacetamid, sulfafurazol, furosemid i bumetanid bili u

monoanjonskom obliku.

U toku ispitivanja uticaja pufera na retenciono ponasanje analita sastav mobilne faze bio
je sledeéi: acetonitril-vodena faza (30 mmol L™ soli, pH podesen odgovarajuéom
kiselinom na 6,0) (80:20 V/V). Dobijeni hromatogrami pod navedenim uslovima, pri

koriS¢enju razli¢itih vrsta pufera, prikazani su na slici 28.
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Slika 28. Hromatogrami dobijeni razdvajanjem analizirane smeSe lekova pri sastavu
mobilne faze: acetonitril-vodena faza (30 mmol L? soli, pH podesen
odgovaraju¢om kiselinom na 6,0) (80:20 V/V) koriS¢enjem pufera: A)
amonujum-formijat/mravlja kiselina; B) amonijum-acetat/glacijalna siréetna
kiselina; C) natrijum-hidrogenfosfat/o-fosforna kiselina; D) natrijum-
citrat/limunska kiselina. Pikovi analita oznaceni su brojevima: 1 —
sulfanilamid, 2 — tropikamid, 3 — sulfametoksazol, 4 — tiracetam, 5 —
nikotinamid, 6 — piracetam, 7 — sulfacetamid, 8 — sulfafurazol, 9 — furosemid,
10 — bumetanid.

Jovanovi¢, M., Janc€i¢-Stojanovié, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Analizom hromatograma na slici 28 ustanovljeno je da se, pri kori$¢enju razlicitih
pufera, retenciono ponaSanje analita u molekulskom obliku nije znacajno menjalo.
Simetrija odgovaraju¢ih pikova u svim slu¢ajevima bila je zadovoljavaju¢a. S druge
strane, analiti koji su bili u jonizovanom obliku pokazali su znacajno razliito
retenciono ponasanje i Stepen separacije u prisustvu razli¢itih pufera u datom
hromatografskom sistemu. Do ovoga je najverovatnije doslo kao posledica razli¢ite
koncentracije dostupnih suprotno naelektrisanih jona koji nastaju disocijacijom
komponenti pufera i koji sa analitom kompetitivno ucestvuju u procesu anjonske
izmene. Naime, pri mes$anju vodene faze odgovaraju¢e pH vrednosti i organske faze
dobija se ukupna vodeno—organska mobilna faza razli¢ite pH vrednosti u odnosu na
vodenu fazu. Stepen te promene zavisi od dva faktora: pKa vrednosti kisele komponente
pufera i konstante autoprotolize organskog rastvaraca [13, 66]. Ova promena pH
vrednosti u ukupnoj mobilnoj fazi moze znacajno uticati na stepen jonizacije analita,
broj jonizovanih rezidualnih silanolnih grupa na povrsini stacionarne faze, kao i na
koncentraciju katjona i anjona dostupnih u mobilnoj fazi za reakcije katjonske i
anjonske izmene, §to moze dovesti do drasti¢nih promena vezanih za stepen separacije
analita [66]. Sto se ti¢e simetrije pikova jonizovanih analita, naru$ena simetrija jedino je
primecena pri mobilnoj fazi koja je sadrzala fosfatni pufer, dok su u preostala tri slucaja
dobijeni Gausovi pikovi. Ipak, najostriji pikovi dobijeni su pri koriS¢enju acetatnog
pufera. Zbog prihvatljive simetrije 1 oStrine pikova, zadovoljavaju¢eg razdvajanja
komponenti smese, ali i zbog prihvatljivog trajanja hromatografske analize, acetatni

pufer je odabran da se koristi u daljim fazama istrazivanja.

U preliminarnoj fazi istrazivanja takode su identifikovani i rasponi vrednosti faktora
mobilne faze (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-acetata u
vodenoj fazi, pH vrednost vodene faze), odnosno definisan je eksperimentalni prostor

koji ¢e biti detaljno ispitan u narednim fazama.
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7.3.2. ANJONSKO-IZMENJIVACKI RETENCIONI MODELI

U ovom delu disertacije predlozen je matematicki opis procesa anjonske izmene kiselih
analita u amino koloni. Odgovaraju¢e jednacine izvedene su na isti na¢in kao i kod
opisa katjonske izmene baznih analita u silika kolonama pod tzv. ,,pseudoreversno—
faznim uslovima® [33]. Preduslove za postojanje procesa anjonske izmene Cinili su
pozitivno naelektrisana povr§ina amino kolone i negativno naelektrisani kiseli analiti.
Isto kao i kod procesa katjonske izmene, u mobilnu fazu dodavana je 1 odgovarajuca so
koja ¢e dati jon suprotno naelektrisan u rastvoru u odnosu na povrsinu stacionarne faze.
Sa ovim jonima, molekuli analita uéestvovace u procesu anjonske izmene. Ovaj proces

moze biti prikazan na sledec¢i nacin:
A +RNHM~ — RNH'A™ + M~ (26)

gde RNH," predstavlja naelektrisane amino grupe na povrSini stacionarne faze, A~

jonizovani oblik kiselog analita, dok je M~ suprotno naelektrisani jon.

Konstanta ravnoteze procesa anjonske izmene, Kix, dobija se na slede¢i nacin:

_[RNH ,"A’][M]

iX _ + - (27)
[A'][RNH , M ]
Koncentracija jonizovanog oblika analita A~ zavisi od pH vrednosti mobilne faze.
HA — H"+ A (28)
Stoga, jednacina za izraGunavanje konstante disocijacije, Ka, glasi:
[AT][H]
Ky==—"""" (29)
[HA ]
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Ako se uzme u obzir ¢injenica da samo jonizovani oblik analita A~ stupa u interakciju s
povrsinom pozitivno naelektrisane stacionarne faze, koeficijent distribucije izmedu

stacionarne i mobilne faze, Dix, moze se izvesti na slede¢i nadin:

[RNH ,"A7]
ix — - (30)
[A]+[HA]
Preuredivanjem jednacine (29) dobija se:
[AT][H"]
HA] =~ (31)
K a
Preuredivanjem jednacine (27) dobija se:
. [RH,’AT][M]
[AT]= e (32)
K. [RH, M]
Zamenom ¢lana [HA] definisanog jednac¢inom (31) u jednacinu (30) dobija se:
[RNH ,"A7] [RNH ,"A7]
DT AR L W] (33)
[Al+———— [A]d+—)
K a K a
Zamenom ¢lana [A] definisanog jedna¢inom (32) u jednacinu (33) dobija se:
[RNH ,"A’]
P = [RNH A M ] [H'] (34)
2 N (1+ )
K, [RNH ,"M ] K,
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Sredivanjem jednacine (34) dobija se:

_KLI[RNH ;"M ] 1
M1
K

a

D

ix

(35)

Kako je koeficijent distribucije Dix direktno proporcionalan retencionom faktoru
odgovarajuceg analita, jednac¢inom (35) kompletno je opisan proces anjonske izmene,
odnosno dolazi se do zakljucka da je retencioni faktor analita obrnuto proporcionalan
koncentraciji dodatog suprotno naelektrisanog jona. Ova zavisnost predstavljena je

jednacinom (36):

k=m (L/[C]) +a (36)

gde je, gde je k retencioni faktor ispitivanog analita, [C] koncentracija dodate soli, m
nagib prave dobijen fitovanjem eksperimentalnin podataka u linearni model, a a
odsecak. Tumacenje ove zavisnosti analogno je tumacenju jednacine (19) kojom je

matematicki definisan proces katjonske izmene.

Jednacina (36) takode moze biti prikazana kao klasi¢na zavisnost logaritma retencionog

faktora analita od logaritma koncentracije dodate soli:

logk=-slog [C] +a (37)

gde je k retencioni faktor ispitivanog analita, [C] koncentracija dodate soli, a odsecak,
dok je s koeficijent koji zavisi od naelektrisanja analita i suprotno naelektrisanog jona.
Ova jednacina je po svom obliku identi¢na jednacini (20) katjonsko—izmenjivackog

procesa, stoga se i dobijeni rezultati mogu na isti na¢in interpretirati.
Predlozeni anjonsko—izmenjivacki retencioni modeli iskori$éeni su u cilju odredivanja

doprinosa procesa anjonske izmene ukupnom HILIC retencionom mehanizmu

analizirane sme$e kiselih i neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci u amino koloni.
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Oni podrazumevaju linearnu zavisnost retencionih faktora analita od inverzne vrednosti
koncentracije suprotno naelektrisanog jona u mobilnoj fazi (u konkretnom slucaju
CHsCOO™ jona), odnosno linearnu zavisnost logaritma retencionih faktora od logaritma
koncentracije suprotno naelektrisanog jona u mobilnoj fazi. Kako je koncentracija
CH3COO™ jona bila proporcionalna koncentraciji soli amonijum-acetata u vodenoj fazi,
ove vrednosti koriS¢ene su prilikom gradenja anjonsko—izmenjivackih retencionih
modela. Eksperimentalni podaci dobijeni su tako Sto su retencioni podaci ispitivanih
analita prikupljani pri variranju koncentracije amonijum-acetata u rasponu od 10 mmol
Lt do 40 mmol L, pri ¢emu su ostali faktori mobilne faze odrzavani na konstantnim
vrednostima (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi bio je 80 %, dok je pH vrednost
vodene faze bila podesena na 6,0). Dobijene vrednosti retencionih faktora fitovane su u
odgovaraju¢e anjonsko—izmenjivacke retencione modele. U tabeli 13 prikazani su

parametri kreiranih anjonsko—izmenjivackih modela.
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Tabela 13. Koeficijenti anjonsko—izmenjivackih modela kiselih i neutralnih analita sa

amino kolonom

Modeli
Analiti k=m(1/[C]) +a logk=mlog [C] +a
a m a m

Neutralni analiti
Tropikamid 0,21 0 -0,71 0"
Nikotinamid 0,48 0" -0,35 0,02
Tiracetam 0,40 0" -0,39 0"
Piracetam 0,74 0 -0,120 0,04
Sulfanilamid 0,16 0 -0,83 0,02
Kiseli analiti
Sulfametoksazol 0~ 14,22 1,21 -1,00
Sulfacetamid 0,72 28,51 1,23 —0,68
Sulfafurazol 0,35 25,58 1,23 0,77
Furosemid 0,37 26,74 1,25 -0,77
Bumetanid 0,59 30,07 1,30 -0,74

k — retencioni faktor analita; [C] — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi;
a — odsecak linearnog modela; m — nagib linearnog modela

“ nagib nije statisti¢ki zna¢ajan (p > 0,05)

“ odsecak nije statisticki znac¢ajan (p > 0,05)

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovi¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and

retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.

Na osnovu podataka iz tabele 13, uspostavljeni anjonsko—izmenjivacki retencioni

modeli, prikazani su i graficki na slici 29.

155




« sulfanilamid
> tropikamid
s sulfametoksazol
<« tiracetam
nikotinamid
piracetam

o sulfacetamid
Pl o sulfafurazol

B —a o furosemid

0’ O —=% » bumetanid

logk
L
L,
« =D
.
N
(&)
o » -

« sulfanilamid

» tropikamid

» sulfametoksazol
< tiracetam
_:l_fb..c‘% : 13 I ! 3 « nikotinamid

ke - A A a piracetam

It S o sulfacetamid
= o sulfafurazol
o furosemid

o2 ———— S ——0 » bumetanid

o9

Slika 29. Anjonsko—izmenjivacki retencioni modeli kiselih i neutralnih analita sa
amino kolonom dobijeni variranjem koncentracije amonijum-acetata u
vodenoj fazi u rasponu od 10 mmol L do 40 mmol L (sadrzaj acetonitrila u
mobilnoj fazi 80 % i pH vrednost vodene faze 6,0) predstavljeni kao: A)
zavisnost retencionih faktora od inverzne vrednosti koncentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi i B) zavisnost logaritma retencionih faktora od
logaritma koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi.

Jovanovié¢, M., Jan¢i¢-Stojanovi¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and

retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Analizom uspostavljenih linearnih modela procenjen je doprinos procesa anjonske
izmene ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. U slu¢aju neutralnih analita nagibi
dobijenih modela nisu bili statisticki znacajni (tabela 13), Sto karakteriSe odsustvo
uticaja promene koncentracije amonijum-acetata na njihove retencione faktore, odnosno
odsustvo doprinosa procesa anjonske izmene njihovom retencionom mehanizmu. Pri
podesenoj pH vrednosti mobilne faze ovi analiti nisu U Svojoj strukturi posedovali
naelektrisane grupe, zbog Cega nisu stupali u elektrostaticke interakcije sa silanolnim
grupama. Stoga je ovakvo ponasanje i bilo o¢ekivano. S druge strane, kod kiselih analita
prime¢en je doprinos procesa anjonske izmene ukupnom HILIC retencionom
mehanizmu. Posto je pH vrednost mobilne faze bila veca od pKa vrednosti kiselih grupa
u strukturi ovih analita, oni su u hromatografskom sistemu bili prisutni u anjonskom
obliku, koji moze ucestvovati u procesima anjonske izmene. Na osnovu odsecka
linearnog modela zavisnosti retencionog faktora sulfametoksazola od inverzne vrednosti
koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi, koji nije bio statisticki znacajan, moze
se izvesti zakljuCak da je proces anjonske izmene bio jedini proces u retencionom
mehanizmu ove farmaceutski aktivne supstance. Do istog zaklju¢ka moze se doc¢i i na
osnovu nagiba linearnog modela zavisnosti logaritma retencionog faktora
sulfametoksazola od logaritma koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi Cija je
vrednost iznosila —1. Analizom koeficijenata modela ostalih analita iz tabele 13 moze se
uociti da su odseccei linearnih modela zavisnosti retencionih faktora analita od inverzne
vrednosti koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi bili razli¢iti od nule, $to
ukazuje na cinjenicu da su u njihov ukupni retencioni mehanizam pored procesa
anjonske izmene ukljuceni i neki drugi procesi (npr. raspodela i/ili adsorpcija). Na isti
zaklju¢ak navode i vrednosti nagiba linearnih modela zavisnosti logaritma retencionih
faktora analita od logaritma koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi koje se

nalaze izmedu -1 0.
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7.3.3. DvoiNi HILIC/RP RETENCIONI MODELI

Ako se uzme u obzir da su amino grupe u amino koloni preko propil lanaca vezane za
njenu povrsinu, sasvim je opravdano ocekivati da ¢e se razdvajanje analita u njima, u
Sirokom rasponu sastava mobilne faze, odvijati pod uticajem dvojnog HILIC/RP
mehanizma. Zato je u ovoj fazi istrazivanja ispitan raspon udela vode u mobilnoj fazi od
5 % do 95 %, dok su ostali faktori mobilne faze odrzavani na konstantnim vrednostima
(koncentracija amonijum-acetata na 20 mmol L, pH vrednost vodene faze na 6,0).
Prikupljeni retencioni podaci fitovani su metodom nelinearne regresije u odgovarajuce
dvojne HILIC/RP retencione modele, koji su okarakterisani jednac¢inom (7), a detaljno
objasnjeni u poglavlju 2.3. Izraunati regresioni koeficijenti kreiranih modela,
odgovarajuc¢i koeficijenti determinacije, kojima je procenjen kvalitet fitovanja
retencionih podataka, kao i minimumi funkcija, koji karakteriSu sastav mobilne faze pri
kojem dolazi do prelaza izmedu dva mehanizma, prikazani su u tabeli 14. Grafickim
predstavljanjem zavisnosti logaritma retencionih faktora od zapreminske frakcije vode u
mobilnoj fazi u ispitanom rasponu sastava mobilne faze dobijene su krive oblika
latinicnog slova ,,U* koje su karakteristi¢ne za dvojni HILIC/RP retencioni mehanizam
(slika 30). Tacke prelaza izmedu retencionih mehanizama, koje odgovaraju vrednostima
@min u tabeli 14, na ovim graficima uoavaju se pri minimalnim vrednostima
retencionog faktora. Pri sadrzajima vode u mobilnoj fazi pre ove tacke preovladuje
HILIC retencioni mehanizam, dok pri sadrzajima vode u mobilnoj fazi nakon nje

preovladuje RP retencioni mehanizam.
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Tabela 14. Koeficijenti dvojnih HILIC/RP retencionih modela kiselih i neutralnih

analita sa amino kolonom i minimalne vrednosti funkcija

Model
Analiti logk =a+m1 p—mzlog ¢

a m1 m2 R? @min
Neutralni analiti
Tropikamid -1,62 1,00 0,94 0,9530 0,411
Nikotinamid -1,34 0* 1,05 0,9632 -
Tiracetam -1,59 0* 0,96 0,9723 -
Piracetam -1,28 0* 1,12 0,9698 —
Sulfanilamid -1,69 0,93 0,91 0,9489 0,423
Kiseli analiti
Sulfametoksazol -1,48 2,07 1,22 0,9731 0,256
Sulfacetamid -0,33 0,91 0,70 0,9445 0,332
Sulfafurazol -0,90 1,83 1,15 0,9771 0,272
Furosemid -1,36 2,39 1,86 0,9594 0,336
Bumetanid -1,14 2,08 1,92 0,9478 0,401

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi;
a — odsecak HILIC/RP modela; my i mz — regresioni koeficijenti HILIC/RP modela;
omin — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi pri prelazu izmedu RP 1 HILIC

mehanizma; R? — koeficijent determinacije

“ koeficijent nije statisticki znac¢ajan (p > 0,05)

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovié, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Slika 30. Dvojni HILIC/RP retencioni modeli farmaceutski aktivnih supstanci sa A)
amidskom i B) sulfonamidskom funkcionalnom grupom, dobijeni variranjem
zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi u rasponu od 5 % do 95 % (sadrzaj
amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene faze 6,0)

sa amino kolonom.

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovié, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Analizom rezultata prikazanih u tabeli 14 moze se uociti da regresioni koeficijenti my
modela nikotinamida, piracetama i tiracetama nisu bili statisticki znacajni, §to ukazuje
na Cinjenicu da su ovi analiti pokazali slabo zadrzavanje u sistemu u RP regionu
mobilnih faza. Drugim rec¢ima, ovi analiti razdvajali su se samo pod uticajem HILIC
mehanizma. Kao posledica toga, minimumi ovih funkcija nisu postojali, pa ni
odgovaraju¢e vrednosti ¢min nisu izraGunavane. Regresioni koeficijenti nelinearnih
modela ostalih analita bili su statisticki znacajni, pa je i odredivanje tacaka prelaza u
njihovom retencionom mehanizmu bilo izvodivo. Adekvatnost uspostavljenih modela
potvrdena je zadovoljavaju¢im vrednostima koeficijenata determinacije, ¢ije su
vrednosti bile u rasponu od 0,95 do 0,98. Tacke prelaza izmedu retencionih
mehanizama znatno su se razlikovale za razlicite analite (od 26 % do 42 % vode u
mobilnoj fazi), sto ukazuje na to da su strukturne osobine analita, takode, znacajno
uticale na retencioni mehanizam koji je definisao njihovo razdvajanje u ispitivanom

hromatografskom sistemu.

7.3.4. MobeLovaNJE HILIC 1 RP REGIONA PARTICIONIM | ADSORPCIONIM
RETENCIONIM MODELIMA

Nakon opisa sistema u Sirokom opsegu odnosa vode 1 acetonitrila u mobilnoj fazi
pristupilo se zasebnom modelovanju HILIC i RP regiona sastava mobilne faze. Naime,
retencioni podaci iz svakog od regiona fitovani su u odgovarajuce linearne particione i
adsorpcione retencione modele, koji su okarakterisani jednac¢inama (4) i (5), a detaljno
opisani u poglavljima 2.1, odnosno 2.2. Ostali faktori mobilne faze odrzavani su na
konstantnim vrednostima (sadrZaj amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH
vrednost vodene faze 6,0). Na ovaj nadin omoguéeno je predvidanje retencionog
ponasanja ispitivanih analita 1 odredivanje doprinosa procesa raspodele 1 adsorpcije
ukupnom retencionom mehanizmu u HILIC, odnosno RP regionu. HILIC region je bio
ispitan tako Sto su retencioni podaci prikupljeni u rasponu sadrzaja vode u mobilnoj fazi
od 5 % do 25 % fitovani u odgovaraju¢e modele. Regresioni koeficijenti kreiranih

modela i njihovi koeficijenti determinacije prikazani su u tabeli 15.
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Tabela 15. Koeficijenti particionih i adsorpcionih modela kiselih i neutralnih analita sa

amino kolonom u HILIC rasponu sadrZaja vode u mobilnoj fazi od 5 % do 25 %

Modeli
Analiti Parti_cioni model Adsi)rpcioni model
logk=logko—m @ log k =log ko—m log ¢

log ko m R? log ko m R?
Neutralni analiti
Tropikamid 0" 3,47 0,9974 -1,40 0,98 0,9398
Nikotinamid 0,07 1,99 0,9754 -0,74 0,58 0,9959
Tiracetam 0 1,92 0,9876 0,80 0,56 0,9816
Piracetam 0,33 2,36 0,9842 -0,63 0,69 0,9907
Sulfanilamid 0,41 2,11 0,9922 -1,25 0,60 0,9665
Kiseli analiti
Sulfametoksazol 0,24 2,11 0,9363 -1,25 0,60 0,9665
Sulfacetamid 0,66 1,60 0,9388 -0,63 0,62 0,9697
Sulfafurazol 0,71 2,19 0,8910 0 0,47 0,9716
Furosemid 1,31 4,82 0,9371 -0,21 0,67 0,9758
Bumetanid 1,70 6,22 0,9583 -0,67 1,43 0,9826

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi;
log ko — odsec¢ak linearnog modela; m — nagib linearnog modela; R? — koeficijent
determinacije

“ odsecak nije statisti¢ki znacajan (p > 0,05)

Jovanovi¢, M., Janc¢i¢-Stojanovié¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.

Uporedivanjem vrednosti Kkoeficijenata determinacije odgovaraju¢ih particionih i
adsorpcionih modela u HILIC regionu sastava mobilnih faza (tabela 15) ustanovljeno je
da su adsorpcioni modeli obezbedili neSto bolju aproksimaciju retencionih podataka.
Pod datim hromatografskim uslovima kiseli analiti bili su prisutni u sistemu u svom
jonizovanom obliku, a koncentracija pufera je u ukupnoj mobilnoj fazi rasla s
povecanjem udela vode u mobilnoj fazi. Na osnovu dobijenih rezultata moze se

zakljuciti da je u retencionom mehanizmu u HILIC regionu proces adsorpcije u Sirem
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smislu bio dominantniji od procesa raspodele. Medutim, ostalo je nepoznato u kojoj
meri je do adsorpcije dolazilo usled nejonske, a u kojoj meri usled jonske komponente.

Raspon sadrzaja vode u mobilnoj fazi za gradenje retencionih modela u RP regionu bio
je od 60 % do 95 %. Fitovanjem dobijenih retencionih podataka kreirani su
odgovaraju¢i particioni 1 adsorpcioni modeli. Njihovi regresioni koeficijenti i

koeficijenti determinacije prikazani su u tabeli 16.

Tabela 16. Koeficijenti particionih i adsorpcionih modela kiselih i neutralnih analita sa

amino kolonom u RP rasponu sadrzaja vode u mobilnoj fazi od 60 % do

95 %
Modeli
Analiti Particioni model Adsorpcioni model
logk=logko—m @ log k=log ko—m log ¢
logke | m | R? logke | m | R?
Neutralni analiti
Tropikamid -1,53 | -0,34 | 0,7420 -0,63 | -1,66 | 0,7899
Nikotinamid -0,84 (O 0,6615 -0,51 (O 0,6152
Tiracetam -0,93 0~ 0,9780 -0,60 | -0,59 | 0,9616
Piracetam -0,95 0~ 0,5087 -0,39 (O 0,4660
Sulfanilamid -1,55 | -0,86 | 0,8532 -0,71 | -1,53 | 0,8803
Kiseli analiti
Sulfametoksazol -1,02 | -1,62 | 0,9913 0,57 -2,85 | 0,9872
Sulfacetamid 0" -0,60 | 0,9817 0,58 -1,06 | 0,9852
Sulfafurazol -0,40 | -1,33 | 0,9879 0,90 -2,34 | 0,9768
Furosemid -0,59 | -1,63 | 0,9511 1,01 -2,84 | 0,9317
Bumetanid -0,59 | -1,60 | 0,9745 0,98 -2,78 | 0,9575

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi;
log ko — odsecak linearnog modela; m — nagib linearnog modela; R? — koeficijent
determinacije

* odsecak nije statisti¢ki znacajan (p > 0,05)

" nagib nije statisti¢ki zna¢ajan (p > 0,05)

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovié¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Uporedivanjem vrednosti koeficijenata determinacije odgovaraju¢ih particionih i
adsorpcionih modela u RP regionu sastava mobilnih faza (tabela 16) ustanovljeno je da
su particioni modeli obezbedili nesto bolju aproksimaciju retencionih podataka. Na
osnovu toga izveden je zakljucak da je u retencionom mehanizmu u RP regionu proces

raspodele bio dominantniji od procesa adsorpcije.

7.3.5. EKSPERIMENTALNI MODELI KREIRANI UZ POMOC HEMOMETRIJSKOG PRISTUPA

Kako je u prethodnim fazama ovog dela istrazivanja na osnovu kreiranih teorijskih
modela bilo moguce proceniti samo uticaj pojedinac¢nih faktora mobilne faze na
retenciono ponasanje kiselih i neutralnih analita na amino koloni, u cilju procene
istovremenog uticaja veceg broja faktora primenjen je sistemati¢an pristup. Na taj nacin
omogucena je kvantifikacija uticaja ne samo pojedinacnih faktorskih uticaja, nego i
njihovih interakcija na retencione faktore analita. Kao ispitivani faktori odabrani su:
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze i koncentracija amonijum-

acetata u vodenoj fazi.

Odgovaraju¢i eksperimentalni modeli razvijeni su primenom eksperimentalnog dizajna i
metodologije povrSine odgovora. Boks—Benken dizajn, koji zahteva ispitivanje uticaja
svakog faktora na tri nivoa, odabran je u konkretnom slucaju. Dizajn je dopunjen s tri
replikacije u centralnoj tacki kako bi se omogucila odgovarajuca statisticka procena
rezultata. Na osnovu podataka prikupljenih u preliminarnoj fazi definisani su opsezi
ispitivanih faktora. Na taj nac¢in su kodiranim vrednostima —1 1 +1 dodeljene sledece
stvarne vrednosti faktora: za sadrzaj acetonitrila vrednosti 80 % i 90 %, za pH vrednost
vodene faze 3,0 i 6,0, a za sadrzaj amonijum-acetata u vodenoj fazi vrednosti 10 mmol
L i 40 mmol L. Plan eksperimenata s nivoima faktora predstavljen je u tabeli 4, koja
je prikazana u Eksperimentalnom delu disertacije u poglavlju 6.6. Nakon izvedenih
eksperimenata sa odgovarajuc¢ih hromatograma ocitavana su retenciona vremena. Iz
vrednosti retencionih vremena i retencionog vremena pika mobilne faze izracunati su

retencioni faktori. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 17.
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Tabela 17. Eksperimentalno dobijeni rezultatiretencionih faktora kiselih i neutralnih

analita
Eksp | ki k2 ks Ka Ks Ke k7 ks ko k1o
1 0,07 | 0,04 | 0,01 | 0,23 | 0,28 | 0,44 | 0,07 | 0,02 | 0,49 | 0,24
2 0,22 | 0,40 | 0,17 | 0,58 | 0,64 | 1,08 | 0,30 | 0,30 | 3,29 | 2,85
3 0,05 | 0,04 | 060 | 0,23 | 0,29 | 0,45 | 196 | 1,32 | 1,09 | 1,09
4 0,20 | 0,35 | 0,83 | 0,60 | 0,66 | 1,19 | 296 | 2,63 | 4,97 | 9,10
5 0,04 | 0,02 | 0,24 | 0,23 | 0,29 | 0,46 | 0,91 | 1,28 | 2,54 | 2,84
6 0,22 | 0,38 | 0,82 | 0,60 | 0,64 | 1,20 | 2,82 | 3,45 | 10,63 | 10,79
7 0,06 | 0,04 | 0,03 | 0,24 | 0,30 | 0,46 | 0,34 | 0,40 | 0,90 | 0,82
8 0,22 | 0,38 | 0,40 | 0,60 | 0,66 | 1,15 | 1,19 | 1,26 | 3,44 | 594
9 0,11 | 0,14 | 0,04 | 0,36 | 0,430 | 0,67 | 0,17 | 0,16 | 1,86 | 1,10
10 011 | 0,13 | 1,07 | 0,35 | 0,42 | 0,68 | 3,46 | 294 | 3,08 | 3,53
11 0,13 | 0,16 | 0,05 | 0,35 | 042 | 0,65 | 0,24 | 0,09 | 0,71 | 0,44
12 0,10 | 0,12 | 048 | 0,35 | 0,42 | 0,69 | 1,73 | 1,14 | 1,04 | 1,26
13 0,08 | 0,11 | 0,24 | 0,34 | 0,42 | 0,69 | 0,70 | 0,79 | 1,58 | 1,68
14 0,10 | 0,12 | 0,24 | 0,35 | 0,42 | 0,70 | 0,70 | 0,79 | 1,62 | 1,79
15 0,0 | 0,12 | 0,24 | 0,34 | 041 | 0,67 | O,71 | 0,84 | 1,70 | 1,85

ki — retencioni faktor sulfanilamida; k. — retencioni faktor tropikamida; ks — retencioni
faktor sulfametoksazola; ks — retencioni faktor tiracetama; ks — retencioni faktor
nikotinamida; ke — retencioni faktor piracetama; k7 — retencioni faktor sulfacetamida; ks
— retencioni faktor sulfafurazola; ke — retencioni faktor furosemida; kip — retencioni
faktor bumetanida

Jovanovi¢, M., Janc¢i¢-Stojanovié¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.

Metodom visestruke linearne regresije retencioni podaci fitovani su u polinom drugog
reda. Adekvatnost modela ispitana je ANOVA testom, a kao relevantni statisticki
parametri koris¢eni su R2, Adjusted R? i Predicted R?. Koeficijenti dobijenih kvadratnih
modela, njihova statisticka znacajnost, kao i ostali relevantni statistiCki parametri

prikazani su u tabeli 18.
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Tabela 18. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za posmatrane odgovore i njihova statisticka analiza

y = bo + biXa + boXo + baXs + bioXaXo + b1aXiXs + basXaXs + b11Xa? + booXo? + baaxa?

k1 k2 ks ka Ks

koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred.
b1 0,0630 | <0,0001* 0,140 <0,0001* 0,15 0,0068* 0,170 <0,0001* 0,150 <0,0001*
b2 0,0019 0,4942 0,002 0,4477 0,31 0,0002* 0,013 0,3453 0,016 0,0004*
bs 0,0001 0,9584 0,002 0,5435 -0,13 0,0135* 0,021 0,1516 -0,003 0,2222
b1z 0,0001 0,9818 -0,001 0,6551 0,01 0,8833 0,003 0,8764 -0,001 0,6379
bis 0,0024 0,5396 -0,004 0,3071 -0,06 0,2356 -0,035 0,1007 -0,003 0,3011
b2s —-0,0140 | 0,0140* -0,015 0,0068* -0,14 0,0296* —0,007 0,6918 —0,006 0,0603
b11 0,0200 0,0032* 0,061 <0,0001* 0,07 0,0307* 0,065 0,0167* 0,033 <0,0001*
b22 0,0064 0,1549 0,048 0,2299 0,14 0,0600 -0,025 0,2389 -0,009 0,0173*
b33 0,0160 0,0681 0,019 0,0932 0,11 0,0837 0,033 0,1357 0,004 0,0236*
R? 0,9922 0,9987 0,9662 0,9760 0,9992
Adj. R? 0,9781 0,9963 0,9055 0,9329 0,9979
Pred. R? 0,8930 0,9825 0,7419 0,7809 0,9924

ki — retencioni faktor sulfanilamida; k> — retencioni faktor tropikamida; ks — retencioni faktor sulfametoksazola; ks — retencioni faktor
tiracetama; ks — retencioni faktor nikotinamida; R? — koeficijent determinacije
X1 — sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%); X2 — pH vrednost vodene faze; xs — koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi (mmol L?)
* koeficijenti modela znacajni za p < 0,05
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Ke k7 ks ko k1o

koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred. koef. p-vred.
b1 0,29 <0,0001* 0,42 0,0035* 0,49 0,0031* 1,87 0,0028* 3,34 0,0064*
b2 —-0,0033 | 0,0023* 1,06 <0,0001* 0,84 0,0003* 0,95 0,0461* 1,87 0,0382*
bs —-0,01 0,1049 —0,45 0,0027* —0,55 0,0017* -1,33 0,0113* -1,88 0,0485*
b1z 0,02 0,0546 0,16 0,2211 0,22 0,1508 0,24 0,6393 1,18 0,3103
b1s -0,01 0,5595 —0,22 0,1066 —0,28 0,0442* -1,20 0,0450* -2,17 0,0434*
b2s 0,01 0,5071 —0,40 0,0178* —0,40 0,0262* —0,22 0,6653 -0,38 0,7322
b11 0,09 0,0001* 0,23 0,0470* 0,32 0,0400* 1,53 0,0286* 2,97 0,0417*
b22 -0,02 0,0524 0,30 0,0540 -0,12 0,4214 -0,84 0,1561 -1,67 0,1878
b33 0,02 0,0902 0,31 0,0485* 0,37 0,0392* 0,89 0,1357 1,51 0,2264
R? 0,9981 0,9813 0,9733 0,9328 0,9038
Adj. R? 0,9948 0,9475 0,9251 0,8118 0,7307
Pred. R? 0,9776 0,8043 0,7123 0,5132 0,4721

ke — retencioni faktor piracetama; k; — retencioni faktor sulfacetamida; ks — retencioni faktor sulfafurazola; ke — retencioni faktor
furosemida; kio — retencioni faktor bumetanida; R? — koeficijent determinacije
* koeficijenti modela znacajni za p < 0,05

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovi¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and retention behavior of amides and sulfonamides on amino
column in hydrophilic interaction liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Na osnovu statistickih parametara iz tabele 18 procenjena je adekvatnost dobijenih
modela. Dobijene vrednosti R?, Adjusted R? i Predicted R? bliske 1,0 ukazuju na
njihovu dobru sposobnost aproksimacije eksperimentalno dobijenih retencionih
podataka. Koeficijenti polinoma drugog reda, koji su bili statisticki znacajni (p < 0,05),

usli su u konac¢ne retencione modele analiziranih supstanci.

7.3.6. VERIFIKACIJA KROZ EKSPERIMENTE KREIRANIH EKSPERIMENTALNIH MODELA

Nakon statistiCke potvrde pouzdanosti uspostavljenih retencionih modela Kiselih i
neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci sprovedena je i njihova eksterna verifikacija,
izvodenjem pet dodatnih eksperimenata U nasumi¢no odabranim tackama
eksperimentalnog prostora. Dobijeni hromatogrami predstavljeni su na slici 31. Nakon
toga su, za odabrane kombinacije vrednosti ispitivanih faktora, uporedena
eksperimentalno dobijena retenciona vremena analiziranih supstanci sa teorijskim
vrednostima retencionih vremena izracunatih reSavanjem kreiranih kvadratnih
jednacina. ReSenja datih jednacina predstavljena su na simuliranim hromatogramima na
slici 32. Poredenjem eksperimentalno dobijenih i1 simuliranih hromatograma potvrdeno
je dobro slaganje rezultata, ¢ime je dokazano da dobijeni matemati¢ki modeli
omogucavaju adekvatno predvidanje retencionog ponaSanja analiziranih farmaceutski

aktivnih supstanci u ispitanom eksperimentalnom prostoru.
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Slika 31. Eksperimentalno dobijeni hromatogrami za verifikaciju pri slede¢im
sastavima mobilne faze: A) acetonitril-vodena faza (30 mmol L* amonijum-
acetat, pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom na 4,5) (80:20 V/V); B)
acetonitril-vodena faza (20 mmol L amonijum-acetat, pH podesen
glacijalnom sir¢etnom kiselinom na 5,5) (75:25 V/V); C) acetonitril-vodena
faza (20 mmol L™ amonijum-acetat, pH podesen glacijalnom siréetnom
kiselinom na 5,5) (85:15 V/V); D) acetonitril-vodena faza (15 mmol L*
amonijum-acetat, pH podeSen glacijalnom siréetnom kiselinom na 6,0) (80:20
VIV); E) acetonitril-vodena faza (35 mmol L amonijum-acetat, pH podesen
glacijalnom siréetnom kiselinom na 6,0) (80:20 V/V). Pikovi analita oznaceni
su brojevima: 1) sulfanilamid; 2) tropikamid; 3) sulfametoksazol; 4)
tiracetam; 5) nikotinamid; 6) piracetam; 7) sulfacetamid; 8) sulfafurazol; 9)

furosemid; 10) bumetanid.

Jovanovi¢, M., Janci¢-Stojanovié, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Slika 32. Simulirani hromatogrami za slede¢e kombinacije vrednosti ispitivanih faktora
mobilne faze: A) sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 80 %, koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi 30 mmol L, pH 4,5; B) sadrzaj acetonitrila
u mobilnoj fazi 75 %, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi 20
mmol L?, pH 5,5; C) sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 85 %, koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L, pH 5,5; D) sadrzaj acetonitrila
u mobilnoj fazi 80 %, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi 15
mmol L*, pH 6,0; E) sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi 80 %, koncentracija
amonijum-acetata u vodenoj fazi 35 mmol L?, pH 6,0. Brojevi kojima su
oznaceni pikovi odgovarajucih analita isti su kao i na hromatogramima

prikazanim na slici 31.
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7.3.7. FAKTORSKI UTICAJI 1 RETENCIONO PONASANJE KISELIH I NEUTRALNIH
FARMACEUTSKI AKTIVNIH SUPSTANCI

U tabeli 18 prikazani su statisticki znacajni regresioni koeficijenti kreiranih
eksperimentalnih retencionih modela. Na osnovu njih izvrSena je procena uticaja
pojedinacnih faktora i njihovih interakcija na retenciono ponasanje ispitivanih kiselih i
neutralnih analita. Statisticki znacajne interakcije ilustrovane su trodimenzionim
povrSinama odgovora koje su prikazane na slici 33. U retencionim modelima
sulfanilamida, tropikamida, sulfametoksazola, sulfacetamida i sulfafurazola statisticki je
bila znacajna faktorska interakcija pH vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi, a njena ilustracija prikazana je trodimenzionim povrSinama
odgovora (slika 33 A-E). S druge strane, u modelima sulfafurazola, furosemida i
bumetanida postojala je statisticki znacajna interakcija sadrzaja acetonitrila u mobilnoj
fazi i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi, a odgovarajuce trodimenzione

povrsine odgovora graficki su prikazane (slika F-H).
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Slika 33. Trodimenzione povrsine odgovora: A — E) k = f (pH vrednost vodene faze,
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi); F — H) k = f (% acetonitrila u
mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi). Retencioni
faktori odgovaraju slede¢im analitima: ki — retencioni faktor sulfanilamida; k2
— retencioni faktor tropikamida; ks — retencioni faktor sulfametoksazola; k7 —
retencioni faktor sulfacetamida; ks — retencioni faktor sulfafurazola; ke —
retencioni faktor furosemida; kio — retencioni faktor bumetanida. ACN —
sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, AcNH4 — koncentracija amonijum-

acetata u vodenoj fazi, pH — pH vrednost vodene faze.

Jovanovi¢, M., Janc¢i¢-Stojanovié¢, B.: Thorough investigation of the retention mechanisms and
retention behavior of amides and sulfonamides on amino column in hydrophilic interaction
liquid chromatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.
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Metodologija eksperimentalnog dizajna u konkretnom slucaju omogudila je da se
ispitivani uticaji faktora kvantifikuju, ¢ime je postignut kompletan opis retencionog
ponaSanja analiziranih analita sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom grupom u
amino koloni. Uticaji faktora i njihovih interakcija procenjeni su na osnovu
koeficijenata kreiranih matematickih modela (tabela 18), a vizuelnu potvrdu izvedenih

zakljucaka omogucile su konstruisane trodimenzione povrsine odgovora (slika 33).

Na osnovu koeficijenata b1, b2 i bz kreiranih retencionih modela procenjivani su uticaji
pojedinacnih faktora mobilne faze, odnosno sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi, pH
vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi na retenciono
ponaSanje analita (tabela 18). Ocekivano, koeficijenti b1 u svim modelima bili su
statisticki znacajni, a njihov pozitivan predznak ukazuje na porast zadrzavanja
analiziranih komponenti s porastom sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi u datom HILIC
sistemu. Priroda ove zavisnosti bila je nelinearnog karaktera, $to su potvrdili statisticki
znaCajni kvadratni koeficijenti bi1 u kreiranim modelima. Koeficijenti bz bili su
statisticki znaCajni u modelima sulfametoksazola, nikotinamida, piracetama,
sulfacetamida, sulfafurazola, furosemida i bumetanida. Mada su u modelima
nikotinamida i piracetama apsolutne vrednosti ovih koeficijenata bile izuzetno male.
Zhog toga, uprkos njihovoj statistickoj znacajnosti, okarakterisani uticaj pH vrednosti
vodene faze na retencione faktore ovih analita nije imao fizi¢ki smisao. Uzevsi jo§
dodatno u obzir i izostanak uticaja pH vrednosti vodene faze na retenciono ponasanje
sulfanilamida, tropikamida i tiracetama, moze se izvesti zakljucak da je ovaj faktor
ispoljio uticaj na kisele, ali ne i na neutralne komponente analizirane smese. Kako
neutralni analiti nisu mogli da podlegnu procesu jonizacije u ispitanom opsegu pH
vrednosti vodene faze, ovakav zakljucak svakako ima smisla. S druge strane, apsolutne
vrednosti b, koeficijenata kiselih analita imali su pozitivan predznak, $to ukazuje na
produzenje zadrzavanja odgovarajuc¢ih analita s povecanjem pH vrednosti vodene faze.
Ako se uzme u obzir da su sve amino grupe na povrsini amino kolone u ispitanom
opsegu pH vrednosti mobilne faze (3,0 — 6,0) bile u jonizovanom obliku, i da su pKa
vrednosti kiselih grupa u strukturi ispitivanih kiselih analita bile unutar ovog opsega,
moze se pretpostaviti da je porast zadrzavanja ovih analita s pove¢anjem pH vrednosti

vodene faze posledica njihovog prelaska iz molekulskog u jonizovani oblik. Tada
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proces anjonske izmene postaje dominantna komponenta retencionog mehanizma.
Slicno, bz koeficijenti statistiCki su bili znacajni samo u modelima kiselih analita.
Njihov negativan predznak ukazuje na to da je povecanje koncentracije amonijum-
acetata u vodenoj fazi dovelo do krateg zadrzavanja ovih analita u datom HILIC
sistemu. Do ovoga dolazi tako §to se CH3COOQO™ jon iz acetatnog pufera ,,takmici* s
molekulima negativno naelektrisanih analita za gradenje elektrostaticke interakcije s
pozitivno naelektrisanim amino grupama na povrsini stacionarne faze. Povecanjem
koncentracije amonijum-acetata, sve ve¢i broj amino grupa biva zauzeto CH3COO~
jonima, pa privlacna elektrostaticka interakcija sve manje doprinosi zadrzavanju
molekula analita. U ovaj tip interakcija nisu stupali neutralni analiti, stoga je uticaj
koncentracije amonijum-acetata na njih izostao. Ovakvo ponasanje detaljno je
objasnjeno prilikom razmatranja doprinosa procesa anjonske izmene ukupnom HILIC

retencionom mehanizmu u poglavlju 7.3.2.

Podaci iz tabele 18 takode ukazuju na ¢injenicu da pojedinacni faktori mobilne faze nisu
nezavisno uticali na retenciono ponasanje analiziranih farmaceutski aktivnih supstanci.
Naime, koeficijenti b2z u slu¢aju modela sulfanilamida, tropikamida, sulfametoksazola,
sulfacetamida i sulfafurazola bili su statisticki znacajni, §to potvrduje postojanje
interakcije pH vrednosti vodene faze i koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi.
Na odgovaraju¢im trodimenzionim povrSinama odgovora (slika 33 A — E) moze se
uociti da porast pH vrednosti vodene faze dovodi do znacajnijeg povecanja retencionih
faktora analita pri manjim koncentracijama amonijum-acetata u vodenoj fazi, nego pri
ve¢im. U slu€aju sulfanilamida i tropikamida koeficijenti b2z imali su veoma malu
apsolutnu vrednost, stoga ova interakcija nije imala fizicki smisao. Interakcija ovih
faktora u modelima preostala tri analita moze biti objaSnjena time da je uticaj
elektrostati¢kog privlacenja na molekule analita pri njihovom prelasku iz molekulskog u
jonizovani oblik, pri povecanju pH vrednosti mobilne faze, izrazeniji kada je
koncentracija suprotno naelektrisanog CH3COO~ jona, odnosno koncentracija
amonijum-acetata, manja. Na taj nacin, manji broj CH3COO~ jona ,konkurise” za
vezivna mesta na povrsini stacionarne faze, time olakSavajuci prilaz molekulima analita.
U slucaju retencionih modela sulfafurazola, furosemida i bumetanida koeficijenti bis,

koji karakteriSu interakciju sadrZaja acetonitrila i koncentracije amonijum-acetata u
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vodenoj fazi, bili su takode statisticki znacajni. Posmatranjem trodimenzionih povrsina
odgovora (slika 33 F — H) primecuje se da porast sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi
dovodi do =znacajnijeg povecanja retencionih faktora ovih analita pri manjim
koncentracijama amonijum-acetata u vodenoj fazi, nego pri ve¢im. Naime, pri ve¢im
sadrzajima acetonitrila u mobilnoj fazi debljina adsorbovanog vodenog sloja na povrsini
amino stacionarne faze je manja, a pozitivnho naelektrisane amino grupe postaju
dostupnije analitu. S druge strane, manja koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj
fazi uslovljava manju koncentraciju CH3sCOO™ jona koji imaju tendenciju da se vezu za
te amino grupe. Na taj nacin, privla¢ne elektrostaticke interakcije maksimalno doprinose
retencionom mehanizmu analita, ¢ime se postize njihovo duze zadrzavanje u

hromatografskom sistemu.

7.3.8. UTICAJ STRUKTURNIH OSOBINA KISELIH | NEUTRALNIH ANALITA NA NJIHOVO

RETENCIONO PONASANIJE

U prethodnim poglavljima razmotreni su uticaji sastava mobilne faze i karakteristika
amino kolone na retenciono ponasanje i retencione mehanizme analita kiselih i
neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci. Na kraju ovog dela istrazivanja ukratko ¢e
biti razmotreno retenciono ponasanje ovih farmaceutski aktivnih supstanci kroz prizmu
njihovih fizicko—hemijskih osobina. Tumacdenje redosleda eluiranja neutralnih
farmaceutski aktivnih supstanci sprovedeno je bez poteSskoca zbog znatno
jednostavnijeg retencionog mehanizma ovih analita u odnosu na kisele farmaceutski
aktivne supstance. Nakon izvodenja eksperimenata pod razli¢itim hromatografskim
uslovima, u prethodnim fazama istrazivanja, zapazeno je da su se neutralni analiti
eluirali redosledom rastuce polarnosti i to na sledeé¢i nacin: sulfanilamid (log P = 1,5),
tropikamid (log P = 1,3), tiracetam (log P = -0,3), nikotinamid (log P = -0,4),
piracetam (log P = —1,5). Na osnovu ovoga moglo se zakljuciti da je polarnost ovih
analita bitno uticala na njihovo retenciono ponasanje. S druge strane, redosled eluiranja
kiselih analita nije samo zavisio od njihove polarnosti, nego i od oblika u kojima su oni
bili zastupljeni u hromatografskom sistemu (molekulski ili jonski). Zato se njihov
redosled eluiranja menjao u zavisnosti od sastava mobilne faze, a posebno kao posledica

promene pH vrednosti mobilne faze, koja je direktno uticala na to u kom obliku ¢e se
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analizirani molekul naéi u sistemu. Generalno, jonizovani oblici molekula duze su se
zadrzavali u hromatografskom sistemu nego molekulski, sto je posledica postojanja

privlacne elektrostaticke interakcije u njihovom retencionom mehanizmu.

U ovom delu disertacije prvi put je predloZzen matematiCki opis procesa anjonske
izmene u nekom HILIC sistemu. Dobijeni teorijski modeli omogudili su kvantifikaciju
udela procesa anjonske izmene u ukupnom HILIC retencionom mehanizmu kiselih

analita na povrsini amino stacionarne faze.
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7.4. ISPITIVANJE RETENCIONIH MEHANIZAMA | RAZVOJ HILIC METODE zA
ANALIZU JOHEKSOLA | NJEGOVIH SRODNIH SUPSTANCI

U ovoj disertaciji je na nekoliko mesta ukazano na nedostatak adsorpcionih teorijskih
retencionih modela u proceni do koje mere je adsorpcija jonizovanih analita na povrSinu
naelektrisanih polarnih stacionarnih faza posledica jonske, a do koje mere nejonske
komponente adsorpcije. Samim tim, otezano je i odredivanje relativnhog doprinosa
procesa adsorpcije i raspodele ukupnom HILIC retencionom mehanizmu ovih tipova
analita. Medutim, u slu¢aju neutralnih analita, kod kojih se oc¢ekuje odsustvo procesa
jonske izmene u retencionom mehanizmu, moze se smatrati da se teorijskim modelima

moze znatno ta¢nije protumaciti doprinos procesa adsorpcije i raspodele.

Prema tome, cilj ovog dela disertacije bio je da se izvr$i procena udela procesa
adsorpcije i raspodele u ukupnom HILIC retencionom mehanizmu neutralnih
farmaceutski aktivnih supstanci u cetiri razli¢ite kolone (dve silika i dve diolne), kao i
da se izvrSi optimizacija hromatografskog razdvajanja ispitivanih analita gradenjem
teorijskih i eksperimentalnih retencionihn modela. Kao model smes$a za ovaj deo

istrazivanja odabrana je smesa joheksola 1 njegovih srodnih supstanci A, B i C.

Eksperimentalno dobijeni podaci, koji karakteriSu retenciono ponasanje prikupljeni
variranjem odnosa vode 1 organskog rastvaraca u mobilnoj fazi u odredenom rasponu,
koriS¢eni su za gradenje odgovarajucih teorijskih modela. Kako linearni teorijski modeli
(adsorpcioni 1 particioni) nisu obezbedili zadovoljavaju¢u aproksimaciju podataka, u tu
svrhu kreirani su nelinearni teorijski modeli (kvadratni particioni 1 meSoviti
adsorpciono—particioni). Na osnovu njih su potom izvedeni zakljucci 0 retencionim
mehanizmima analiziranih neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci u datim

kolonama.

Kako se komponente odabrane model smeSe mogu nac¢i u odgovaraju¢im farmaceutskim
oblicima, jo§ jedan od ciljeva ovog dela disertacije bio je i razvoj HILIC metode za
analizu joheksola i njegovih srodnih supstanci u rastvorima za intravensku primenu.

Optimizacija hromatografskog razdvajanja date smeSe izvedena je koriS¢enjem
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metodologije eksperimentalnog dizajna. S obzirom da je u ovom delu istrazivanja
planirano da se istovremeno variraju tri kvantitativna (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj
fazi, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze) i jedan
kvalitativni faktor (tip kolone) primenjen je D—optimalni dizajn. Na osnovu kreiranih
eksperimentalnih retencionih modela omogucena je kvantitativna procena faktorskih
uticaja i njihovih interakcija na retenciono ponaSanje ispitivanih komponenti smesSe.
Kako direktno modelovanje faktora selektivnosti kriticnog para smeSe nije dalo
zadovoljavajuc¢i model, pristupilo se indirektnom modelovanju ovog odgovora sistema.
Identifikacija optimalnih uslova razdvajanja postignuta je tehnikom pretrazivanja
¢vorova mreze. U cilju potvrdivanja pouzdanosti postavljene HILIC metode, izvrSena je

i njena validacija.

7.4.1. PRELIMINARNA FAZA ISTRAZIVANJA

U preliminarnoj fazi istrazivanja odabrana model smesa analizirana je u ve¢em broju
polarnih kolona. Komponente smeSe pokazale su zadovoljavajuéi afinitet prema silika i
diolnim kolonama, stoga su u nastavku istrazivanja eksperimenti izvodeni u dve silika i
dve diolne kolone, ¢ije su karakteristike prikazane u Eksperimentalnom delu, u
poglavlju 6.7. Betasil Silica i Betasil Diol kolone spadaju u klasi¢ni tip HILIC
stacionarnih faza. Kinetex HILIC je tip porozne silika kolone dobijen specifi¢cnom
tehnologijom fuzionisanih jezgara, ¢ime je smanjena moguénost pojave ireverzibilne
adsorpcije analita. Luna HILIC svrstava se u tip unakrsno povezanih diolnih
stacionarnih faza dobijenih tehnologijom unakrsnog povezivanja diolnih grupa preko
etarskih mostova, pri ¢emu je formiran polimerni sloj na povrSini silike. Takode je
grubo ispitan i uticaj hromatografskih faktora na retenciono ponasanje analita, a
posebno onih koji se odnose na sastav mobilne faze. Sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi
pokazao je najveci uticaj. lako bi se oCekivalo da jonska jacina i pH vrednost mobilne
faze ne utiu na retenciono ponaSanje neutralnih analita u HILIC sistemima zbog
odsustva naelektrisanja u njihovoj strukturi, prilikom izvodenja preliminarnih
eksperimenata primeceno je da koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi i pH
vrednost vodene faze ipak pokazuju uticaj na retenciono ponasanje joheksola i njegovih

srodnih supstanci. Naravno, stepen tog uticaja bio je znatno slabiji u odnosu na sadrzaj
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acetonitrila u mobilnoj fazi. U literaturi je pronadeno objasnjenje za ovakvo ponaSanje
neutralnih analita u HILIC sistemima. Smatra se da povecana koncentracija soli, poput
amonijum-acetata, u mobilnoj fazi dovodi do povecanja debljine adsorbovanog vodenog
sloja na povrs$ini polarne stacionarne faze, a time 1 do produzavanja zadrzavanja analita
u HILIC sistemu [3]. Pronadeno je takode i objasnjenje za produzeno zadrzavanje ovih
analita u silikagel i hemijski modifikovanim silika kolonama pri poveéanju pH
vrednosti mobilne faze. Naime, pretpostavlja se da tada usled povecanja jonizacije
slobodnih silanolnih grupa, a time i povecanja naelektrisanja na povrSini stacionarne
faze, takode dolazi do povecanja debljine vodenog sloja na njenoj povrsini [67].
Prikupljeni podaci tokom preliminarne faze koris¢eni su i prilikom definisanja raspona

vrednosti faktora znacajnih za naredne faze istraZivanja.

7.4.2. LINEARNI I NELINEARNI TEORIJSKI MODELI

Kako bi se omogucila procena doprinosa procesa raspodele i adsorpcije ukupnom
HILIC retencionom mehanizmu analiziranih neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci
u Cetiri prethodno odabrane kolone, Kreirani su teorijski modeli koji opisuju zavisnost
retencionih faktora analita od odnosa vode i organskog rastvarata u mobilnoj fazi
izrazenog kao zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi. Retencioni podaci prikupljeni
su u rasponu sadrzaja vode u mobilnoj fazi od 3 % do 30 %, dok su ostali faktori
mobilne faze odrZavani na konstantnim vrednostima (koncentracija amonijum-acetata
na 20 mmol L?, pH vrednost vodene faze na 4,5), nakon &ega je izvrSena njihova
aproksimacija pomoc¢u linearnih particionih odnosno adsorpcionih teorijskih modela.
Graficki prikazi fitovanja retencionih podataka analiziranih farmaceutski aktivnih
supstanci u linearne particione, odnosno u adsorpcione retencione modele sa sve Cetiri

kolone predstavljeni su na slikama 34 i 35.
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Slika 34. Linearni particioni retencioni modeli neutralnih analita dobijeni variranjem
zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi od 3 % do 30 % (sadrzaj
amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene faze 4,5)
sa kolonama: A) Betasil Silica, B) Luna HILIC, C) Kinetex HILIC, D) Betasil
Diol.

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janc¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Slika 35. Linearni adsorpcioni retencioni modeli neutralnih analita dobijeni variranjem
zapreminske frakcije vode u mobilnoj fazi od 3 % do 30 % (sadrzaj
amonijum-acetata u vodenoj fazi 20 mmol L i pH vrednost vodene faze 4,5)
sa kolonama: A) Betasil Silica, B) Luna HILIC, C) Kinetex HILIC, D) Betasil
Diol.

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., JanCi¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Nelinearan karakter zavisnosti prikazanih na slikama 34 i 35 ukazuje na ¢injenicu da
nijedan od predlozenih linearnih modela ne moze da adekvatno fituje prikupljene
retencione podatke neutralnih analita sa Betasil Silica, Luna HILIC i Betasil Diol
kolona. Ovaj zakljudak potvrden je i na osnovu izra¢unatih R? vrednosti i standardnih
gresaka kreiranih modela. Naime, R? vrednosti linearnih particionih modela za razli¢ite
analite kretale su se sa Betasil Silica kolonom u rasponu 0,9755 — 0,9882, sa Luna
HILIC kolonom u rasponu 0,9805 — 0,9889, a sa Betasil Diol kolonom u rasponu 0,9510
—0,9651, dok su vrednosti standardne greske sa Betasil Silica kolonom bile u rasponu
0,046 — 0,103, sa Luna HILIC kolonom u rasponu 0,032 — 0,063, a sa Betasil Diol
kolonom u rasponu 0,071 — 0,108. S druge strane, R? vrednosti linearnih adsorpcionih
modela za razli¢ite analite kretala se sa Betasil Silica kolonom u rasponu 0,9400 —
0,9728, sa Luna HILIC kolonom u rasponu 0,9360 — 0,9613, a sa Betasil Diol kolonom
u rasponu 0,9816 — 0,9904, dok su vrednosti standardne greske sa Betasil Silica
kolonom bile u rasponu 0,109 — 0,141, sa Luna HILIC kolonom u rasponu 0,089 —
0,122, a sa Betasil Diol kolonom u rasponu 0,042 — 0,060. Jedino je sa Kinetex HILIC
kolonom linearni adsorpcioni model izvr$io zadovoljavajucu aproksimaciju retencionih
podataka (R? vrednosti u rasponu 0,9947 — 0,9991, vrednosti standardne greske u
rasponu 0,011 — 0,026). Ovo je takode ilustrovano i na slici 35 C. Prema tome,
uspostavljeni adsorpcioni modeli mogu se Kkoristiti za predvidanje retencionog
ponasanja ispitivanih analita na Kinetex HILIC koloni u definisanom rasponu sastava
mobilne faze. Takode, dobro fitovanje retencionih podataka u ove modele ukazuje na to
da je na ovoj koloni adsorpcija dominantan proces u retencionom mehanizmu. Kako
zbog prirode analita jonska komponenta ne ucestvuje U retencionom mehanizmu, moze
se izvesti zaklju€ak da je proces adsorpcije posledica interakcija isklju¢ivo nejonskog
karaktera. Posto je u strukturama analiziranih supstanci prisutan veliki broj hidroksilnih
i amidnih grupa, opravdano se moze pretpostaviti da su upravo vodoni¢ne veze, koje
nastaju izmedu ovih grupa i silanolnih grupa na povrsini Kinetex HILIC stacionarne

faze, glavni tip interakcija u retencionom mehanizmu.
Sa preostale tri kolone linearni teorijski modeli nisu bili efikasni u aproksimaciji

retencionih podataka. Na osnovu toga moze se pretpostaviti da su se u ispitanom opsegu

sastava mobilnih faza analizirane farmaceutski aktivne supstance u njima razdvajale
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meSovitim retencionim mehanizmom. Jedno od moguéih reSenja za matematicko
opisivanje ovakvih sistema je fitovanje retencionih podataka metodom nelinearne
regresije. U tabeli 19 prikazani su koeficijenti dobijenih nelinearnih modela sa Betasil
Silica, Luna HILIC i Betasil Diol kolonama sa odgovaraju¢im R? vrednostima. U istoj
tabeli prikazani su i koeficijenti linearnih adsorpcionih modela dobijeni sa Kinetex
HILIC koloni, kao i odgovaraju¢e R? vrednosti.
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Tabela 19. Regresioni koeficijenti kvadratnih particionih, meSovitih adsorpciono—particionih i linearnih adsorpcionih modela joheksola i

njegovih srodnih supstanci sa cetiri kolone

Modeli
Kolone | Analiti log k =log ko + m1 ¢—m2 log @ log k =log ko + a @ +b @2 log k =log ko—m log @
log ko my my R? log ko a b R? log ko m R?
Joheksol | —0,090 | —0,829 | —3,844 | 0,9995 1,156 | —-7,834 | 0,087 | 0,9848 — — —
Betasil A -0,180 | 0,700 | —3,703 | 0,9990 0,856 | —6,944 | 0,087 | 0,9905 — — —
Silica B -0,205 | -0,490 | 3,790 | 0,9986 0,578 | 6,645 | 1,095 | 0,9831 — — —
C -0,109 | 0,494 | 4,661 | 0,9988 0,640 | —7,343 | 2,095 | 0,9951 — — —
Joheksol | -0,192 | —0,800 | —2,978 | 0,9914 0,920 | 6,339 | 1,999 | 0,9865 — — —
Luna A -0,269 | 0,710 | —2,785 | 0,9850 0,721 | -5,829 | 2,000 | 0,9793 — — —
HILIC B -0,336 | 0,641 | —2,591 | 0,9836 0,560 | 5,503 | 3,000 | 0,9726 — — —
C -0,195 | 0,392 | 3,754 | 0,9907 0,344 | 5,266 | 0,294 | 0,9888 — — —
Joheksol | —0,491 | -1,154 | 1,183 | 0,9998 0,989 | 5,003 | 2,499 | 0,9953 — — —
Betasil A -0,424 | 0,919 | 1,212 | 0,9995 0,812 | 5,022 | 4,497 | 0,9947 — — —
Diol B -0,518 | 0,813 | 0,990 | 0,9996 0,607 | —4,513 | 3,164 | 0,9960 — — —
C -0,832 | -1,042 | —0,938 | 0,9999 0,560 | —4,811 | 2,098 | 0,9836 — — —
Joheksol — — — — — — — — -0,917 | -1,501 | 0,9983
Kinetex A — — — — — — — — -0,755 | -1,153 | 0,9991
HILIC B — — — — — — — — -0,642 | 0,864 | 0,9989
C — — — — — — — — —0,787 | -1,024 | 0,9947

k — retencioni faktor analita; ¢ — zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi; log ko — odsecak odgovaraju¢eg modela; a, b, m, my i
mz — regresioni koeficijenti odgovaraju¢ih modela, A — srodna supstanca A; B — srodna supstanca B; C — srodna supstanca C;
R? — koeficijent determinacije

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janci¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention mechanisms assessment and method development for the
analysis of iohexol and its related compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17: 4217-4232.
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Poredenjem R? vrednosti odgovarajuéih kvadratnih particionih i meSovitih
adsorpciono—particionih modela moze se ustanoviti da su meSoviti adsorpciono—
particioni modeli bolje fitovali retencione podatke. Da bi se ispitala moguénost
predvidanja uspostavljenih nelinearnih modela, a time i kona¢no potvrdila njihova
adekvatnost, pristupilo se njihovoj internoj validaciji. Naime, u nekoliko tacaka
ispitanog eksperimentalnog prostora izracunate su relativne greske izmedu
eksperimentalno dobijenih i modelima predvidenih vrednosti retencionih faktora analita.

Vrednosti izraCunatih relativnih greSaka prikazane su u tabeli 20.
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Tabela 20. Poredenje izmedu predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti

taCkama eksperimentalnog prostora

retencionih faktora ispitivanih analita sa tri kolone u odgovaraju¢im

Analit| o' | Model I32etasil38ilica4 Luna HILIC Betasil Diol

Exp- | Pre® | Err Exp | Pre | Err Exp | Pre | Err
005 | —5— 668 2 3671 | 487 [acs ezl | %10 S5 5050
0155119 oos 1043 | | ¥ [1oaT09e | |28 197 423
025 —5— 032 [oateoon |03 [oaoTarea] | %76 0% [ees
005 —5—1346 [3orTese ] |38 D7aTir0r] |2 3747563
0155197 Toes 845 | | % [078Ta8s | | 230125 432
025 | —5— 022 [graser] |98 (554 Tiags] | 092 [oeaTires
005 —5—{ 178 i ee] |23 [oeTiogs] | 3% s 163
0155194 040698 | | %3 [oealrse | [ M9 [To1 100
025 5| 043 [§3550551 | 0.26 G238 | 050 (523120
005 —5— 225 B9S2 151 Tes0 ] |28 Bt Tosd
01551939 Tozs 1256 | | >% [036]270 | | %" [077 000
025 [—5— 009 [ SR T |01 G T ien] | 0% 03510585

| — joheksol; A —srodna supstanca A; B — srodna supstanca B; C — srodna supstanca C
! zapreminska frakcija vode u mobilnoj fazi
2 Exp — eksperimentalno dobijene vrednosti retencionih faktora
% Pre — predvidene vrednosti retencionih faktora meSovitim adsorpciono—particionim
modelom (1) i kvadratnim particionim modelom (2)
4 Err — relativna greska (%)

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janc¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:

4217-4232.
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Analizom rezultata, prikazanih u tabeli 20, moze se uoditi da su vrednosti relativnih
greSaka predvidanja retencionih faktora generalno manje u slucaju adsorpciono—
particionih, nego u slucaju kvadratnih particionih modela. Kod kvadratnog particionog
modela je cak 38 % gresaka vece od 10 % i ¢ak 71 % gresaka vece od 5 %, dok je kod
mesSovitog adsorpciono—particionog modela samo 6 % greSaka vece od 10 % i samo 23
% gresaka vece od 5 %. Dakle, na osnovu svega navedenog moze se zakljuciti da je
mesoviti adsorpciono-particioni model obezbedio bolji opis retencionog ponasanja
analita. Kao rezultat toga, omoguéeno je pouzdano i precizno predvidanje njihovih
retencionih faktora u ispitanom opsegu sastava mobilnih faza u Betasil Silica, Luna
HILIC i Betasil Diol kolonama.

U literaturi su pronadeni dokazi da je u prisustvu meSovitog retencionog mehanizma
proces adsorpcije dominantniji pri veéim sadrzajima acetonitrila usled smanjenja
debljine vodenog sloja koji je adsorbovan na povrSini stacionarne faze. U toj
eksperimentalnoj oblasti adsorpcioni model dobro aproksimira retencione podatke.
Nasuprot tome, pri manjim sadrzajima acetonitrila debljina ovog vodenog sloja se
povecava, pa je tada proces raspodele dominantniji. Samim tim, bolju aproksimaciju
retencionih podataka u ovom delu eksperimentalnog prostora obezbeduje particioni
model [68]. Na sli¢an nacin ponasali su se i ispitivani analiti u datim hromatografskim
sistemima. Stoga nije iznenaduju¢e da je nelinearni adsorpciono—particioni model

1zvr$io najbolje fitovanje prikupljenih retencionih podataka.

7.4.3. UTICAJ VRSTE KOLONE NA RETENCIONO PONASANJE JOHEKSOLA | NJEGOVIH
SRODNIH SUPSTANCI

Selektivnost ispitivanih kolona prema analiziranim supstancama bila je generalno
razli¢ita. Jedina sli¢nost postojala je izmedu dve silika kolone. Razlike u selektivnosti
izmedu kolona ilustrovane su na slici 36 na kojoj su prikazani hromatogrami pri

rastu¢im sadrzajima acetonitrila u mobilnoj fazi sa svake od kolona.
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Slika 36. Hromatogrami analizirane smeSe neutralnih farmaceutski aktivnih supstanci
dobijeni pri slede¢im sastavima mobilne faze: sadrzaj acetonitrila u mobilnoj
fazi 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 97 %, pri konstantnim vrednostima
kocentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi (20 mmol L) i pH vrednost
vodene faze (4,5) u kolonama: A) Betasil Silica, B) Luna HILIC, C) Kinetex
HILIC, D) Betasil Diol. Pikovi analita ozna¢eni su slovima: | — joheksol, A —
srodna supstanca A, B — srodna supstanca B, C — srodna supstanca C.

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., JanCi¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention

mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related

compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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S povecanjem sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi produzavalo se i zadrzavanje analita
u svim kolonama, ali je stepen tog uticaja varirao u zavisnosti od kolone. Kako redosled
eluiranja komponenti smeSe u HILIC sistemima u velikoj meri zavisi od polarnosti
analita, analizirane su log P vrednosti odgovaraju¢ih komponenti smese dobijene
pomoc¢u MarvinSketch 6.1.0. softvera: joheksol (log P =—-2,59), srodna supstanca A (log
P =-1,46), srodna supstanca B (log P = —1,35), srodna supstanca C (log P = —0,64).
Dakle, moze se zakljuciti da su srodne supstance A i B bile sliéne po polarnosti, da je
johekol najpolarnija, a da je srodna supstanca C najmanje polarna komponenta
analizirane smese. Neki autori smatraju da je upravo direktna zavisnost izmedu
polarnosti analita i njihovog redosleda eluiranja dokaz za postojanje procesa raspodele u
HILIC retencionom mehanizmu [69]. U svim kolonama joheksol i srodna supstanca A
eluirale su se istim redosledom. Naime, joheksol se kao najpolarnija komponenta smese
eluirao poslednji, dok se komponenta sledeca po polarnosti (srodna supstanca A)
eluirala pretposlednja. S druge strane, redosled pikova srodnih supstanci B i C varirao je
u razli¢itim kolonama. Na dve diolne kolone pik srodne supstance C pojavio se prvi na
hromatogramu, a nakon njega usledio je pik srodne supstance B. Eluiranje analita prema
redosledu rastuée polarnosti (C < B < A < joheksol) u dvema diolnim kolonama moze
se smatrati jo§ jednim dokazom za postojanje procesa raspodele u retencionom
mehanizmu. Ipak, analiti su se nesto duze zadrzavali u Betasil Diol, nego u Luna HILIC
koloni. Po svojim karakteristikama Luna HILIC kolona ne$to je manje polarna od
Betasil Diol kolone, stoga duze zadrzavanje komponenti u Betasil Diol koloni moze biti
posledica formiranja nesto debljeg vodenog sloja na povrsini njene stacionarne faze,
nego $to je to slucaj sa Luna HILIC kolonom. Dodatno, selektivnost ovih kolona prema
analiziranim farmaceutski aktivnim supstancama, pri razli¢itim sastavima mobilne faze,
takode je bila razli¢ita. Pri manjim sadrzajima acetonitrila u mobilnoj fazi srodne
supstance A i B u Luna HILIC koloni nisu bile dobro razdvojene, dok je pri veéim
sadrzajima acetonitrila u mobilnoj fazi to bio slu¢aj sa srodnim supstancama B i C u
Betasil Diol koloni. Ovo moze biti posledica razli¢itog udela adsorpcionog procesa u
retencionom mehanizmu u ovim kolonama. Kada je re¢ o hromatografskom ponasanju
analita u silika kolonama, nisu zapazene gotovo nikakve vidljive razlike. Selektivnost
obe silika kolone prema analiziranim supstancama u celokupnom rasponu sastava

mobilne faze bila je ista. Medutim, redosled eluiranja komponenti smese nije bio prema
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redosledu rastuc¢e polarnosti (B < C < A < joheksol). Naime, srodne supstance B i C
nisu bile dobro razdvojene pri manjim sadrzajima acetonitrila u mobilnoj fazi, dok je
povecanje njegovog sadrzaja omogucilo uspeSno razdvajanje ove dve komponente
smese, ali nasuprot njihovoj polarnosti. Zato je sasvim opravdano pretpostaviti da je
ovakvo hromatografsko ponasanje u silika kolonama posledica znacajnog doprinosa
procesa adsorpcije ukupnom HILIC retencionom mehanizmu. Dobra simetrija pikova
dobijena je u svim kolonima osim sa Kinetex HILIC kolonom, gde je pik joheksola

odstupao od Gausove simetrije.

7.4.4. EKSPERIMENTALNI MODELI

U cilju detaljnijeg ispitivanja uticaja veceg broja faktora mobilne faze, kao i njihovih
interakcija na retenciono ponaSanje ispitivanih neutralnih farmaceutski aktivnih
supstanci istovremeno u sve Cetiri kolone primenjen je hemometrijski pristup. Ovom
strategijom kreirani su odgovaraju¢i eksperimentalni modeli koji ne samo da su
omogucdili kvantifikaciju faktorskih uticaja i upotpunjavanje slike o retencionim
mehanizmima, nego su u kasnijoj fazi iskoriS¢eni i kao osnova za optimizaciju
hromatografskog razdvajanja ispitivane smesSe. Kako je postojala namera da se ispita
uticaj tri kvantitativna faktora mobilne faze (sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi,
koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi i pH vrednost vodene faze), kao i jednog
kvalitativnog faktora (tip kolone), plan eksperimenata kreiran je prema matrici D—
optimalnog dizajna. Ovaj tip dizajna omogucava da se matemati¢ki model, u koji ¢e
eksperimentalni podaci biti fitovani, definiSe na osnovu prethodnog iskustva analiti¢ara
o odgovaraju¢em hromatografskom sistemu, pa je odluceno da u konkretnom slucaju to
bude kvadratni model za cCetiri ispitivana faktora u koji su bile ukljuene samo
dvofaktorske interakcije. Visefaktorske interakcije, kao ni kvadratni uticaj kvalitativnog
faktora, nisu bili o¢ekivani, stoga nisu ni uklju¢eni u model. Prema tome, kona¢ni opsti

oblik modela predstavljen je jednac¢inom (38):

y = bo + bixs + b2Xz + bsXs + baXa + bi2XiX2 + D1sXaXs + D1aXaXa + b2sXoXs + D2aXoXa +

D3aX3Xa + D11X1? + b2aX2? + b3sxs? (38)
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Na osnovu rezultata prikupljenih u preliminarnoj fazi ovog dela istrazivanja definisani
su opsezi ispitivanih faktora. Na taj nacin su kodiranim vrednostima —1 i +1 dodeljene
sledece stvarne vrednosti faktora: za sadrzaj acetonitrila vrednosti 85 % i 95 %, za pH
vrednost vodene faze 3,5 i 5,5, a za sadrzaj amonijum-acetata u vodenoj fazi vrednosti
10 mmol L i 40 mmol L. Plan eksperimenata sa nivoima faktora predstavljen je u
tabeli 5, koja je prikazana u Eksperimentalnom delu disertacije, u poglavlju 6.7. Nakon
izvedenih eksperimenata sa odgovaraju¢ih hromatograma ocitavana su retenciona
vremena. Iz vrednosti retencionih vremena i retencionog vremena pika mobilne faze

izraCunati su retencioni faktori. Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 21.
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Tabela 21. Eksperimentalno dobijeni rezultati retencionih faktora joheksola i njegovih
srodnih supstanci

Eksp. Ka Ks ke ki
1 0,79 0,53 0,46 1,17
2 0,91 0,72 0,43 1,22
3 1,60 1,20 1,13 2,10
4 0,90 0,54 0,35 1,34
5 0,81 0,49 0,45 1,19
6 0,87 0,70 0,42 1,17
7 1,69 1,25 1,15 2,17
8 3,47 1,88 1,56 5,78
9 3,64 1,86 2,43 7,25
10 4,34 2,96 1,63 6,71
11 6,62 3,47 3,97 12,44
12 4,10 2,17 2,04 7,39
13 0,73 0,45 0,41 1,09
14 4,21 2,88 1,58 6,41
15 2,03 1,41 1,37 2,83
16 1,70 0,99 0,78 2,74
17 3,31 1,72 2,15 6,47
18 3,88 2,68 1,47 5,88
19 5,66 3,13 3,70 11,16
20 0,74 0,45 0,28 1,10
21 4,30 2,15 2,60 8,69
22 1,57 1,19 0,70 2,20
23 1,53 0,87 0,88 2,44
24 1,71 1,27 0,75 2,42
25 1,84 1,34 1,23 2,44
26 0,92 0,55 0,36 1,37
27 6,50 3,45 3,93 12,18
28 3,60 1,96 1,63 6,01

ka — retencioni faktor srodne supstance A; ks — retencioni faktor srodne supstance B; kc
— retencioni faktor srodne supstance C; k; — retencioni faktor joheksola

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janc¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Metodom viSestruke linearne regresije retencioni podaci fitovani su u prethodno
predlozeni polinom drugog reda. Adekvatnost modela ispitana je ANOVA testom, a kao
relevantni statisti¢ki parametri koriéeni su R?, Adjusted R? i Predicted R?. Koeficijenti
dobijenih sumarnih kvadratnih modela sa sve cetiri kolone, njihova statisti¢ka

znacajnost, kao i ostali relevantni statisticki parametri prikazani su u tabeli 22.
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Tabela 22. Koeficijenti kvadratnog modela definisanog za posmatrane odgovore i njihova statisticka analiza

y = bo + bix1 + baXz + baXs + DapgXa + DazpXa + Dagzpxa + b1oXaXe + b13XaXs + DigpgXaXa + DiapzXaXa + DiafzXaXa + D23XoXs + DoapijXoXa +

baap1XoXa + DaazXoXa + D3ap11XaXa + baaz1XaXa + D3apaxaXa + b11X1? + baoXo? + baaxa?

ka ks Kc Ki

koeficijent p-vrednost koeficijent p-vrednost | koeficijent p-vrednost koeficijent | p-vrednost
bo 2,00 <0,0001" 1,24 <0,0001" 1,16 <0,0001" 3,28 <0,0001"
b1 1,79 <0,0001" 0,94 <0,0001" 0,95 <0,0001" 3,47 <0,0001"
b2 0,064 0,0026" 0,016 0,1389 0,058 0,0307" 0,17 0,0108"
b3 0,29 <0,0001" 0,13 <0,0001" 0,12 0,0011" 0,51 <0,0001"
bagyy 0,54 —0,46 0,12 —0,59
bagz ~0.26 <0,0001" 011 <0,0001" 20,48 <0,0001" 0,98 <0,0001"
bags) 1,23 0,69 0,99 2,31
D12 -0,06 0,7840 -0,015 0,3929 0,013 0,6507 -0,034 0,6240
D13 0,15 0,0002" 0,06 0,0107" 0,042 0,1770 0,28 0,0055"
D141 -0,19 -0,18 0,10 -0,036
biap 0,22 <0,0001" 0,11 0,0001" —0,45 <0,0001" ~1,14 <0,0001"
b1ags] 0,66 0,19 0,51 1,86
D23 -0,09 0,0047* -0,029 0,1553 -0,065 0,0685 -0,27 0,0091"
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boapyy 0,018 0,019 0,033 0,063
bauz] 0,06 0,0537 0,029 0,2954 0,081 0,2397 018 0,3034
boaga) 0,11 0,043 0,081 0,19

baapyy 0,022 ~0,004 0,01 0,079

baapzy 0,13 0,0047* 0,058 0,0995 ~0,051 0,5220 0,24 0,0988
baaga) 0,14 0,06 0,051 0,24

bus 0,71 <0,0001" 0,37 <0,0001" 0,39 0,0002" 1,63 <0,0001"
bz 0,11 0,0535 0,10 0,0591 0,004 0,9526 0,18 0,3066
bss 0,10 0,0565 ~0,047 0,2104 ~0,041 0,4888 0,23 0,1475
R? 0,9998 0,9994 0,9987 0,9993
Adjusted R? 0,9989 0,9973 0,9940 0,9967
Predicted R 0,9932 0,9101 0,8387 0,9262

ka — retencioni faktor srodne supstance A; ke — retencioni faktor srodne supstance B; kc — retencioni faktor srodne supstance C; ki —
retencioni faktor joheksola; R? — koeficijent determinacije
* koeficijenti modela znacajni za p < 0,05

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Janci¢ Stojanovié, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention mechanisms assessment and method development for the
analysis of iohexol and its related compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17: 4217-4232.
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U okviru kreiranih sumarnih modela, prikazanih u tabeli 22, regresioni koeficijenti koji
odgovaraju tipu kolone (bs) i faktorskim interakcijama tipa kolone i drugih faktora
mobilne faze (b4, b24 i bas) dodatno su oznaceni brojevima u zagradi. U cilju dobijanja
pojedina¢nih retencionih modela za svaku od kolona uzeti su u obzir samo oni
regresioni koeficijenti koji imaju isti broj u zagradi, dok su ostali bili zanemareni.
Drugim re¢ima, ako se posmatra samo model dobijen sa Betasil Diol kolonom
regresioni koeficijent vezan za tip kolone, kao i oni regresioni koeficijenti vezani za
faktorske interakcije u koje je ukljucen tip kolone bili su izostavljeni. U slu¢aju modela
sa ostalim kolonama ovi regresioni koeficijenti bili su uklju¢ivani na slede¢i nacin:
model za Betasil Silica kolonu uzimao je u obzir regresione koeficijente bafy, b1ap1y, boapy
I baary, model za Luna HILIC kolonu koeficijente bap), biapz), b2apz i baapz;, @ model za
Kinetex HILIC kolonu koeficijente bafs), biafs), b2agz 1 baagz). Koeficijenti polinoma
drugog reda koji su bili statisticki znacajni (p < 0,05) usli su u konacne retencione
modele analiziranih supstanci. Na osnovu statistickih parametara iz tabele 22
procenjena je adekvatnost dobijenih modela. Vrednosti R?, Adjusted R? i Predicted R?
bliske 1,0 ukazuju na njihovu dobru sposobnost aproksimacije eksperimentalno
dobijenih retencionih podataka, a samim tim i predvidanja retencionog ponasanja
analiziranih farmaceutski aktivnih supstanci u okviru ispitanog eksperimentalnog

prostora.

7.4.5. FAKTORSKI UTICAJI I RETENCIONO PONASANJE NEUTRALNIH FARMACEUTSKI
AKTIVNIH SUPSTANCI

U tabeli 22 moZe se uociti da svi pojedinacni faktori pokazuju statisticki znacajan efekat
na retenciono ponaSanje ispitivanih analita. Apsolutne vrednosti ovih koeficijenata
smanjivale su se slede¢im redosledom by > bs > bz > b2. Na osnovu toga moze se
zakljuciti da je sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi najviSe uticao na retenciono
ponaSanje analita, potom su usledili uticaji tipa kolone i pH vrednosti vodene faze, a
najslabiji uticaj pokazala je koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi. Svi
koeficijenti faktora mobilne faze imali su pozitivan predznak, $to potvrduje da su se s
njihovim povecanjem analiti sve duze zadrzavali u ispitivanim HILIC sistemima. Kada

je u pitanju sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, priroda ove zavisnosti bila je
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nelinearnog karaktera, Sto su potvrdili statisticki znacajni kvadratni koeficijenti b1y u
kreiranim modelima. O uticaju acetonitrila na retenciono ponasanje ispitivanih analita
bilo je dosta re¢i u prethodnim poglavljima, pa ¢e u ovom poglavlju biti dodata samo
diskusija vezana za interakciju ovog faktora s tipom kolone, a koja je okarakterisana
koeficijentima bis. Poredenjem vrednosti ovih koeficijenata, dobijenih sa razlic¢itim
kolonama, moze se zakljuCiti da je slede¢im redosledom opadao uticaj sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi na retencione faktore analita Kinetex HILIC > Betasil Diol >
Betasil Silica > Luna HILIC. Apsolutne vrednosti koeficijenata by bile su u korelaciji s
log P vrednostima ispitivanih analita, $to je u skladu sa zaklju¢cima izvedenim u
poglavlju 7.4.3. Uticaj koncentracije amonijum-acetata na retenciono ponasanje analita
procenjen je na osnovu bs koeficijenata. Pozitivan predznak ovih koeficijenata ukazuje
na duze zadrzavanje analita u hromatografskom sistemu s poveéanjem vrednosti ovog
faktora. Do ovoga najverovatnije dolazi kao posledica poveéanja debljine adsorbovanog
vodenog sloja na povrSini stacionarne faze u retencionom mehanizmu. Prema nekim
autorima ovo predstavlja indirektan dokaz za postojanje procesa raspodele u
retencionom mehanizmu [70]. Koeficijenti bss u modelu za srodnu supstancu A
statisticki su znacajni i razlikuju se sa razli¢itim kolonama. U poredenju sa Betasil diol
kolonom, uticaj koncentracije amonijum-acetata na ovaj analit veci je sa Kinetex HILIC
koloni, dok je taj uticaj manje izrazen sa Betasil Silica i Luna HILIC kolonama. Kako su
koeficijenti bzs u slucaju modela ostalih analita bili statisticki neznacajni, uticaj
koncentracije amonijum-acetata na njihovo retenciono ponaSanje moze se smatrati
univerzalnim na svakoj od stacionarnih faza. Na osnovu koeficijenata b, uspostavljenih
modela procenjen je uticaj pH vrednosti vodene faze na retenciono ponasanje analita.
Pozitivan predznak ovih koeficijenata ukazuje na to da, s povecanjem vrednosti ovog
faktora, dolazi do produzavanja zadrzavanja analita. Kao $to je ve¢ prethodno pomenuto
u preliminarnoj fazi istrazivanja, do ovoga najverovatnije dolazi usled poveéanja
debljine vodenog sloja na povrSini stacionarne faze kao posledica povecanja
koncentracije naelektrisanja koje poti¢e od silanolnih, odnosno rezidualnih silanolnih
grupa. Regresioni koeficijent b2, koji opisuje interakciju tipa kolone i pH vrednosti
vodene faze nije bio statisticki znacajan. Prema tome, moze se zakljuciti da je pH
vrednost vodene faze imala univerzalan efekat na retenciono ponasanje svih analita u

sve &etiri kolone.
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Uticaj interakcija faktora vezanih za sastav mobilne faze procenjen je na osnovu
regresionih Kkoeficijenata bio, b1z, bs. StatistiCka znaajnost potvrdena je samo za
koeficijente biz joheksola i srodnih supstanci A i B i za koeficijente bzs joheksola i
srodne supstance A. Pozitivan predznak koeficijenata b1z ukazuje na to da porast
sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi dovodi do znacajnijeg povecanja retencionih
faktora joheksola i srodnih supstanci A i B pri ve¢im koncentracijama amonijum-acetata
u vodenoj fazi, nego pri manjim. S druge strane, negativan predznak koeficijenata b3
ukazuje na ¢injenicu da pri manjim pH vrednostima vodene faze i veéim
koncentracijama amonijum-acetata u mobilnoj fazi dolazi do duzeg zadrzavanja srodne

supstance A i joheksola u odgovaraju¢im hromatografskim sistemima.

7.4.6. OPTIMIZACIJA HROMATOGRAFSKOG RAZDVAJANJA ANALIZIRANE SMESE

Kako Americka Farmakopeja [64] predlaze RP/HPLC metodu s gradijentnim
eluiranjem za odredivanje sadrzaja komponenti ove smese, a u literaturi nije pronadena
nijedna metoda sa izokratskim eluiranjem, cilj sledece faze ovog dela disertacije bio je
postavljanje HILIC metode sa izokratskim eluiranjem za analizu joheksola i njegovih
srodnih supstanci iz odgovaraju¢eg farmaceutskog oblika doziranja (rastvora za
intravensku primenu). Jedan od osnovnih uslova koji mora biti ispunjen da bi metoda
bila adekvatna je obezbedivanje razdvajanja svih komponenti smeSe. Medutim, Cesto
neke komponente smese imaju tendenciju da se pri variranju vrednosti faktora u okviru
eksperimentalnog prostora koeluiraju. Stoga je prvo neophodno identifikovati kriti¢ni
par/parove pikova koji pokazuju takvo ponasanje. Prilikom razdvajanja smeSe
neutralnih analita to je bio slucaj sa srodnim supstancama B i C, stoga su one i
identifikovane kao jedini kriti¢ni par ispitivane smese. Na osnovu svih prethodnih
rezultata i izvedenih zakljucaka procenjene su pozeljne karakteristike HILIC metode za
analizu smeSe joheksola i njegovih srodnih supstanci. U skladu s tim postavljeni su
sledeci ciljevi optimizacije:

1) faktor selektivnosti kriticnog para smese veci od 1,15 (asc > 1,15),

2) retencioni faktor prvog pika smese veci od 1 (ks ili kc > 1),

3) trajanje analize (okarakterisano retencionim faktorom joheksola koji se eluira

poslednji) minimalno (ki).
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Jednostavni hromatografski odgovori, poput retencionog vremena i retencionog faktora,
najéeS¢ée mogu biti adekvatno aproksimirani linearnom, odnosno kvadratnom
funkcijom. Nasuprot njima, modelovanje slozenih hromatografskih odgovora ovim
tipovima zavisnosti Cesto dovodi do dobijanja nedovoljno pouzdanih i1 preciznih
modela. Do ovakve situacije moze doci ¢ak i u slucaju jednostavnih hromatografskih
odgovora, poput faktora selektivnosti i faktora rezolucije, kada je Sirina pikova
prevelika ili kada se redosled pikova na hromatogramu menja. Jedna od strategija za
reSavanje ovakvog problema je indirektno modelovanje slozenih hromatografskih

odgovora [45]. Ovaj pristup sastoji se iz dve faze:

1) gradenje modela jednostavnih hromatografskih odgovora i
2) indirektno modelovanje slozenih hromatografskih odgovora na osnovu modela

jednostavnih hromatografskih odgovora.

U konkretnom istrazivanju, prva faza ovog pristupa opisana je jo§ u prethodnom
poglavlju i podrazumevala je fitovanje retencionih podataka, prikupljenih izvodenjem
eksperimenata prema matrici D—optimalnog dizajna, metodom viSestruke linearne
regresije u odgovaraju¢e kvadratne retencione modele. Pouzdanost dobijenih modela
potvrdena je izvodenjem statistiCke analize. Medutim, pokus$aj da se direktno modeluje
faktor selektivnosti kriticnog para (asc) zavrs$io se neuspehom, jer dobijeni model nije
prosao tzv. Lack of fit test, odnosno pokazalo se da linearna ili kvadratna funkcija ne

mogu na zadovoljavaju¢i nacin da aproksimiraju ovaj odgovor sistema.

Stoga se pristupilo sledecoj fazi koja je podrazumevala indirektno modelovanje faktora
selektivnosti kriticnog para. Kako bi se izvrSila identifikacija optimalnih uslova
razdvajanja u skladu s postavljenim ciljevima optimizacije primenjena je tehnika
pretrage ¢vorova mreze [46]. Gustina mreze definisana je za svaki od ispitivanih faktora
u okviru eksperimentalnog prostora definisanog D—optimalnim dizajnom na sledeéi
nacin: 1 % za sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, 0,2 pH jedinice za pH vrednost
vodene faze i 5 mmol L za koncentraciju amonijum-acetata u vodenoj fazi. Nakon
toga, koriS¢enjem retencionih modela, izraCunate su vrednosti retencionih faktora u

svakoj tacki mreZe, a potom je mreza koju su €inili faktori selektivnosti kriticnog para
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smese kreirana na indirektan nacin, tj. deljenjem odgovarajucih retencionih faktora
prema jednacini (22). Posto su se srodne supstance B i C eluirale razli¢itim redosledom
u razlic¢itim kolonama, deljenje odgovarajucih retencionih faktora vrseno je uvek tako

da faktor selektivnosti ima vrednost veéu od 1.

Konacno, analizom dobijenih vrednosti prac¢enih odgovora u svim ¢vorovima mreze svi
prethodno definisani ciljevi optimizacije postignuti su sa Betasil Diol kolonom pri
sledeéem sastavu mobilne faze: smesa acetonitril-vodena faza (35 mmol L™* amonijum-
acetat, pH podeSen glacijalnom sir¢etnom kiselinom na 3,9) (91:9 V/V). Pod datim
hromatografskim uslovima predvidene vrednosti odgovora, koje su postavljene kao
kriterijumi optimizacije, bile su sledece: asc = 1,15, kc = 1,03, k| = 4,00. Kako bi se
izvrSila eksterna validacija optimizovane HILIC metode, izvedena je hromatografska

analiza pod optimalnim uslovima. Dobijeni hromatogram prikazan je na slici 37.
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Slika 37. Hromatogram dobijen sa Betasil Diol kolonom pod optimalnim uslovima
razdvajanja pri slede¢em sastavu mobilne faze: smesa acetonitril-vodena faza
(35 mmol L* amonijum-acetat, pH podesen glacijalnom siréetnom kiselinom
na 3,9) (91:9 V/V). Pikovi na hromatogramu: srodna supstanca C (3,52
minuta), srodna supstanca B (3,98 minuta), srodna supstanca A (5,79 minuta),
joheksol (8,48 minuta).

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Jan¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention

mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related

compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Retenciona vremena ispitivanih komponenti smeSe, koja mogu biti ocitana sa
hromatograma prikazanog na slici 37, upotrebljena su za izraCunavanje eksperimentalno
dobijene vrednosti odgovora sistema (to = 1,7 minuta): asc = 1,13, kc = 1,07, ki = 3,95.
Poredenjem predvidenih i eksperimentalno dobijenih vrednosti odgovora sistema pod
optimalnim hromatografskim uslovima konac¢no je i potvrdena adekvatnost primenjene
optimizacione strategije. Komponente smese bile su dobro razdvojene u HILIC sistemu

sa Betasil Diol kolonom za manje od 10 minuta.
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7.4.7. VaLipAcuA HILIC METODE

Da bi se potvrdila pouzdanost optimizovane HILIC metode i dokazao njen potencijal u
analizi smeSe joheksola i njegovih srodnih supstanci A, B i C u rastvorima za
intravensku primenu, izvedena je njena validacija. Prvi parametar validacije koji je
testiran bila je selektivnost metode. Poredeni su hromatogrami dobijeni analiziranjem
placebo rastvora i rastvora smese standarda (slika 38). Selektivnost HILIC metode
potvrdena je s obzirom da nisu uoceni interferiraju¢i pikovi na hromatogramu placebo

rastvora na retencionim vremenima ispitivanih analita.

mAL"
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Slika 38. Hromatogrami A) placebo smese i B) laboratorijske smeSe joheksola i
njegovih srodnih supstanci A, Bi C.

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., JanCi¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention

mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related

compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:
4217-4232.
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Linearnost predlozene HILIC metode potvrdena je uspostavljanjem linearne zavisnosti
izmedu povrSine pikova joheksola i njegovih srodnih supstanci i njihovih koncentracija.
IzraCunati regresioni parametri bili su u opsegu prihvatljivosti rezultata za linearnost

metode.

Ispitivanje osetljivosti metode od znacaja je u kvantitativnoj analizi necisto¢a i srodnih
supstanci, koje su u uzorku prisutne u veoma malim koncentracijama, i obuhvata
odredivanje limita detekcije (eng. Limit of Detection — LOD) i limita kvantifikacije
(eng. Limit of Quantification — LOQ). Ove vrednosti eksperimentalno su odredene za
srodne supstance A, B i C izra¢unavanjem odnosa signala i Suma (eng. Signal to Noise —
S/N). Smatra se da je S/N odnos 3:1 prihvatljiv za izrac¢unavanje LOD vrednosti, a da je

S/N odnos 10:1 prihvatljiv za izra¢unavanje LOQ vrednosti [71].

Tacnost metode ispitana je na osnovu izra¢unatih Recovery vrednosti dobijenih
analizom laboratorijske smese. Sve Recovery vrednosti bile su u opsegu prihvatljivosti

rezultata za ta¢nost metode.

Preciznost metode testirana je na osnovu izrac¢unate relativne standardne devijacije (eng.
Relative Standard Deviation — RSD) na osnovu podataka dobijenih analiziranjem Sest
replikacija odgovarajuéeg razblazenja Omnipaque™ rastvora joheksola za intravensku
primenu. Sve RSD vrednosti bile su u opsegu prihvatljivosti rezultata za preciznost
metode.

Vrednosti prethodno nabrojanih parametara validacije sumarno su prikazani u tabeli 23.

210



Tabela 23. Parametri validacije predlozene HILIC metode

Parametri Analiti
Joheksol A B C
LOD
pg mLt - 0,08 0,08 0,08
LOQ
pg mL? - 0,25 0,25 0,25
Linearnost
Opseg koncentracija (ug mL™?) 250-750 | 0,25-0,75 | 0,25-0,75 | 0,25-0,75
a 32,269 40,186 31,474 51,469
b 96,747 0,927 -1,071 -0,831
p-vrednost odsecka 0,7144 0,8852 0,1543 0,4238
r 0,9995 0,9939 0,9988 0,9969
Tacnost
Koncentracija 1 (ug mL™?) 400 0,25 0,25 0,25
Recovery 1 (%)” 99,17 114,83 111,68 109,17
Koncentracija 2 (ug mL ™) 500 0,5 0,5 0,5
Recovery 2 (%) 100,90 95,65 99,94 103,21
Koncentracija 3 (ug mL™1) 600 0,6 0,6 0,6
Recovery 3 (%) 99,57 99,94 97,95 103,29
Preciznost
Koncentracija (ug mL™) 500 0,5 0,5 0,5
RSD (%)™ 0,91 4,75 4,56 4,79

A —srodna supstanca A; B — srodna supstanca B; C — srodna supstanca C
a — nagib; b — odsecak; r — koeficijent korelacije (> 0,99 za aktivne supstance, >0,98 za

srodne supstance [72])

“ Recovery: 98 % — 102 % za aktivne supstance, 70 % — 130 % za srodne supstance [72]
™ Relativna standardna devijacija: prihvatljiva 2 % za aktivne supstance, 15 % za

srodne supstance [72]

Jovanovi¢, M., Raki¢, T., Jan¢i¢ Stojanovi¢, B., Ivanovi¢, D., Medenica, M.: Retention
mechanisms assessment and method development for the analysis of iohexol and its related
compounds in hydrophilic interaction liquid chromatography. Anal Bioanal Chem 2014; 17:

4217-4232.
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Naucnoistrazivacki doprinos ovog dela disertacije podrazumeva kvantifikaciju
doprinosa procesa raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC retencionom mehanizmu
neutralnih tipova analita u cCetiri razli¢ita HILIC sistema primenom nelinearnog
teorijskog adsorpciono—particionog retencionog modela. Takode je u ovom delu
disertacije prvi put primenjen D—optimalni dizajn u cilju kreiranja odgovarajuc¢ih
eksperimentalnih modela, koji su omoguéili istovremeno definisanje uticaja tri
kvalitativna 1 jednog kvantitativnog faktora na retenciono ponaSanje joheksola 1

njegovih srodnih supstanci.
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8. ZAKLJUCAK

1. Retenciono ponasanje kiselih i amfoternih farmaceutski aktivnih supstanci na
primeru model smese p-laktamskih antibiotika u silika koloni ispitano je
primenom metodologije eksperimentalnog dizajna. Na osnovu rezultata
kreirani su eksperimentalni modeli u formi polinoma drugog reda, nakon cega
je statistiCkom analizom potvrdena njihova pouzdanost. Neadackvatan model
dobijen je jedino u slucaju cefuroksim-aksetila Sto je objaSnjeno njegovim
neretncionim ponaSanjem. Ovaj pristup omogucio je efikasnu analizu
faktorskih uticaja i retencionog ponasanja ispitivanih analita i obezbedio
procenu ne samo uticaja pojedina¢nih faktora mobilne faze, nego i njihovih
interakcija na retenciono ponaSanje ispitivanih analita. Zadovoljavajuca
sposobnost retencionog predvidanja kreiranih retencionih modela potvrdena je
verifikacijom kroz eksperimente, poredenjem simuliranih i eksperimentalno
dobijenih hromatograma u proizvoljno odabranim tackama eksperimentalnog
prostora. PoSto su analizirane komponente smeSe iz iste hemijske grupe
farmaceutski aktivnih supstanci, odnosno iz grupe p—laktamskih antibiotika,
zbog Cega imaju i sliéne strukture, razmotren je i uticaj njihovih strukturnih

osobina na njihovo retenciono ponasanje.

2. Teorijski modeli kreirani na osnovu retencionih podataka baznih analita na
primeru model smese antipsihotika, antihistaminika i antiepileptika u dve
silika, dve diolne i jednoj cijano koloni omogudili su odredivanje doprinosa
procesa raspodele, adsorpcije i katjonske izmene ukupnom HILIC retencionom
mehanizmu ovih analita. Fitovanjem retencionih podataka u katjonsko—
izmenjivacke modele za sve analite, osim lamotrigina, ustanovljeno je da je
proces katjonske izmene odgovoran za retencioni mehanizam, ali da to nije i
jedini proces. Stoga se u nastavku pristupilo gradenju particionih i
adsorpcionih retencionih modela na osnovu kojih je zakljuceno da je u silika
kolonama i u diolnoj koloni bio dominantan proces adsorpcije. Sa cijano
kolonama nije mogao da se izvede takav zakljuCak posSto ni particioni ni

adsorpcioni modeli nisu aproksimirali podatke na adekvatan nacin. Posto
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cijano kolone i diolna kolona imaju umereno polarni karakter, dodatno su
kreirani i dvojni HILIC/RP retencioni modeli pomocu kojih je odreden sastav
mobilne faze pri kojem dolazi do prelaza izmedu HILIC i RP retencionog
mehanizma za svaki od analita. Nakon toga, hemometrijski pristup omogucio
je gradenje eksperimentalnih retencionih modela za Betasil Silica kolonu.
Statistickom analizom dobijenih modela potvrdena je adekvatnost svih modela,
osim modela za lamotrigin, usled neretencionog ponasSanja ovog analita u
ispitivanom hromatografskom sistemu. Faktorski uticaji i retenciono ponasanje

vizuelno su prikazani na trodimenzionim povrSinama odgovora.

Teorijski modeli kreirani na osnovu retencionih podataka kiselih i neutralnih
analita na primeru model smese farmaceutski aktivnih supstanci sa amidskom i
sulfonamidskom funkcionalnom grupom u amino koloni omogucili su
odredivanje doprinosa procesa raspodele, adsorpcije i anjonske izmene
ukupnom HILIC retencionom mehanizmu ovih analita. Fitovanjem retencionih
podataka u anjonsko—izmenjivacke modele za sve kisele analite ustanovljeno je
da je proces anjonske izmene odgovoran za retencioni mehanizam. Takode je
zaklju€eno da je u mehanizmu sulfametoksazola to ujedno bio i jedini proces, a
u slucaju ostalih analita bili su ukljuceni jo$ neki procesi. Posto amino kolona
ima umereno polarni karakter, dodatno su kreirani i dvojni HILIC/RP
retencioni modeli pomocu kojih je odreden sastav mobilne faze pri kojem
dolazi do prelaza izmedu HILIC i RP retencionog mehanizma za svaki od
analita. Nakon toga, zasebno je modelovan svaki od regiona particionim i
adsorpcionim retencionim modelima. Na osnovu dobijenih modela zaklju¢eno
je da je u RP regionu mobilnih faza bio dominantniji proces raspodele, a u
HILIC regionu proces adsorpcije. Konacno, hemometrijski pristup omogucio je
kreiranje eksperimentalnih retencionih modela, a odgovaraju¢om statistickom
analizom potvrdena je njihova adekvatnost. Faktorski uticaji i retenciono
ponasanje vizuelno su prikazani na trodimenzionim povrS§inama odgovora, a
dobra mo¢ predvidanja uspostavljenih eksperimentalnih modela potvrdena je

verifikacijom kroz eksperimente.
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4. U cilju ispitivanja doprinosa procesa raspodele i adsorpcije ukupnom HILIC
retencionom mehanizmu neutralnih analita na primeru model smese joheksola i
njegove tri srodne supstance u dve silika i dve diolne kolone kreirani su
linearni particioni i adsorpcioni teorijski modeli. Na osnovu njih zakljuéeno je
da je adsorpcioni proces bio dominantan u retencionom mehanizmu ovih
analita samo u Kinetex HILIC koloni. Kako ni particioni ni adsorpcioni modeli
nisu adekvatno fitovali retencione podatke za ostale kolone, izgradeni su
nelinearni teorijski modeli: kvadratni particioni i meSoviti adsorpciono—
particioni retencioni modeli. Kako su meSoviti adsorpciono—particioni modeli
obezbedili bolje retenciono predvidanje, zakljuceno je da su i proces raspodele
i proces adsorpcije ravnopravno bili zastupljeni u ukupnom HILIC

retencionom mehanizmu u tri ispitivane kolone.

5. U cilju definisanja uticaja tri kvantitativna faktora mobilne faze (sadrzaj
acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija amonijum-acetata u vodenoj fazi i
pH vodene faze) i jednog kvalitativnog faktora (tip kolone) na retenciono
ponasanje joheksola i njegovih srodnih supstanci primenom D-optimalnog
dizajna kreirani su eksperimentalni modeli. Statistickom analizom potvrdena je
adekvatnost dobijenih matemati¢kih modela. Dobijeni modeli posluZili su kao
osnova za detaljnu analizu retencionog ponasanja u razli¢itim tipovima kolona,
ali 1 za optimizaciju hromatografskog razdvajanja komponenti smese. Usled
nemogucnosti direktnog modelovanja faktora selektivnosti kriticnog para
smese primenjena je strategija indirektnog modelovanja ovog odgovora. Nakon
toga, izvrSena je identifikacija optimalnih uslova razdvajanja pretraZivanjem
¢vorova mreze u okviru definisanog eksperimentalnog prostora. Konacno,
predlozena HILIC metoda je validirana, ¢ime je potvrdena njena podobnost za
analizu joheksola i njegovih srodnih supstanci u rastvorima za intravensku

primenu.
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Mpwunor 1.

U3jaBa 0 ayTopCcTBY

MoTtnucaxu-a Mapko JosaHoBuh

6poj ynuca

UsjaBrbyjem
ha je OoKTopcKa aucepTaumja nog HacroBom

Teopujcka u xeMOMeTpHjcKa aHaJTU3a PETEHIIMOHUX MeXaHn3ama 01adpaHux
JIEKOBA Y TeUHO] Xpomarorpaduju XuIpoGuiIHUX HHTepaKIyja

e pe3yntaTt CONCTBEHOr UCTpaXkuBadkor paaa,

e [a npeanoxeHa guceprauuja y LenuHn Hu y genosuma Huje buna npeanoxeHa 3a
pobujarbe 6uno  koje Agunnome npema CTyAWCKUM nporpamuma  apyrux
BMCOKOLLIKONICKMX yCTaHoBa,

e [la Ccy pe3ynTaTtu KOPeKTHO HaBeAeHU U

e [la HMCaM KpLumo/na aytopcka npaea W KOPUCTUO WHTENEKTyanHy CBOjUHY ApYyrux
nuua.

Mortnuc gokTopaHaa
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Mpunor 2.

M3jaBa 0 UCTOBETHOCTHU LUTAMMNaHe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa

Mme n npesaume aytopa Mapko JoBaHoBuh
bpoj ynuca
CTtyavjcku nporpam

Hacros paaa Teopujcka 1 XeMOMETPHjCKa aHATTM3a PETEHIIMOHMX
MexaHu3ama o1abpaHuX JIEKOBa y TeYHO] Xpomatorpadpuju
XUAPODUITHAX HHTEpaAKIHja

MeHTop Aou. ap burbana CrojaHosuh

Motnucann  Mapko JoBaHoBuh

n3jaBrbyjemMm fAa je LwrTamnada Bep3unja MOr AOKTOPCKOr paja WCTOBETHA eneKTPOHCKO]
BEp3uju Kojy cam npepao/na 3a objasrousarse Ha noptany [lururanHor penosutopujyma
Yuusep3aurteta y Beorpany.

[os3sorbaBam aa ce objase Moju NUYHKU nofaum BesaHu 3a gobujawe akanemMckor 3sama
AOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe U npesvme, rognHa n mecto pofjewa u aatym onbpaHe
paga.

OBW NUYHM Nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MpPEXHUM CTpaHuLama gurutande Gubnuoreke, y
€NeKTPOHCKOM KaTarnory v y nybnukaumjama YHusepsuteta y Beorpagy.

MoTnuc pokropaHaa

Y beorpaay, 4.4.2014. roguHe
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Mpwunor 3.

MU3jaBa o0 kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3utetcky 6ubnuoteky ,Csetosap Mapkosuh* pga y [OurutanHu
penosutopujym YHusepauteta y beorpaay yHece Mojy AOKTOpPCKY AaucepTtauujy nop
HacnoBoM:

Teopujcka 1 XeMOMETpPHUjCKa aHAIM3a PETEHIIMOHUX MeXaHh3aMa 0JladpaHux
JIEKOBa y TeYHO] XxpoMmaTorpaduju XuapopuiHux UHTEpaKLUja
Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[vcepTauujy ca cBum npunosuma npegao/na cam y enekTpoHckom gopmarty norogHoM 3a
TpajHO apxuBupame.

Mojy aoktopcky auceptauujy noxpatseHy y [urutanHn penosutopujym YHusepsuTeTa y
Beorpagy mory ga kopucte cBu Koju nowTyjy oapeabe cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTtopcTtBo
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpPLMjanHo
@.)AyTopCTBo — HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLMjanHo — AENUTU NoA UCTUM yCroBUMa
5. Aytopcteo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — AENUTW NOA UCTUM yCroBUMaA

(Monumo aa 3aokpyxute camo jeaHy oA WeCT NoHyfHeHnx NuueHum, KpaTtak onuc MueHum
Aar je Ha nonefuHn nucra).

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpaay, 4.4.2014. roguHe
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