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1. UVOD



1.1. MOTAR

Motar ili obalni petrovac (Crithmum maritimum L.) jestiva je biljka iz porodice Stitarki
koja raste u Mediteranskom podneblju ukljucujuéi i Jadransku obalu (1,2). Analizom ekstrakta
motra pronadeni su razliCiti fenolni spojevi medu kojima je najzastupljenija klorogenska
kiselina 1 njezini izomeri (2,3). lako naveliko koriStena u kulinarstvu, biljka je 1 dalje
podcijenjena usprkos bogatom sadrzaju vrijednih bioloskih komponenti, a potencijalna
ljekovita svojstva motra nadalje se istrazuju s obzirom da biljka prezivljava na kamenitom

podrucju visokog saliniteta (1,3,4).

1.2. KLOROGENSKE KISELINE

Klorogenske kiseline su skupina strukturno srodnih spojeva koja je nastala spajanjem
ili konkretnije esterifikacijom kininske kiseline s jednom od trans-cimetnih kiselina (najcesce
kafeinska, p-kumarinska ili ferulinska) (5). Ovi spojevi imaju potencijalnu vaznost u
farmaceutskoj industriji zbog redukcije rizika od dijabetesa tipa II, infarkta, Alzheimerove
bolesti i pretilosti. Klorogenska i neoklorogenska kiselina te njihovi metaboliti povezuju se s
protuupalnim, antioksidativnim, antineoplasti¢nim 1 antimutagenim djelovanjem te promicu
stani¢nu proliferaciju (6,7).

Ako se uzme nesto Sira perspektiva na definiciju klorogenskih kiselina, moze se reci
kako je otkriveno oko 400 razlicitih struktura napredovanjem analitickih metoda te
ukljucivanjem u istraZivanje nejestivih izvora (8). Najzastupljenija klorogenska kiselina je 5-
O-kafeoilkininska kiselina. Uz nju, u biljkama se nalaze strukturni izomeri medu kojima 1 4-O-
kafeoilkininska kiselina ili kriptoklorogenska kiselina 1 3-O-kafeoilkininska kiselina ili
neoklorogenska kiselina (Slika 1.1.) (9,10).

Klorogenske kiseline jedna su od najprisutnijih skupina fenolnih spojeva u ljudskoj
prehrani, a primjer su articoka, kava, sok od jabuke 1 kruske u kojima je vecinska fenolna
komponenta upravo 5-O-kafeoilkininska kiselina. Upravo zato je utvrdivanje nacina raspada i
metabolizma klorogenskih kiselina vazno za razumijevanje i pracenje kvalitete 1 benefita hrane

bogate ovim spojevima (9-11).



O

COOH c
OH
HO //
OR; ORa
OR; OH
R; R; R Ry
pseudoklorogenska kiselina | KK H H H
necklorogenska kiselina H KK H H
krniptoklorogenska kizelina H H KK H
klorogenska kiselina H H H EK

Slika 1.1. Strukturne formule odabranih klorogenskih kiselina (lijevo; supstituent Ry,
Ro, R3, R4 = H ili KK), kafeinska kiselina (KK, desno).

Zbog strukturne sli¢nosti 1 sluZenja trivijalnim nazivljem u znanstvenim radovima
literatura mjestimi¢no moze dovesti do zabune kod nomenklature ovih kiselina pa je predlozeno
da se klorogenske kiseline imenuju prema [UPAC nomenklaturi §to je vidljivo u Tablici 1.1.
Originalni naziv za klorogensku kiselinu potjec¢e od Payena koji je ovaj spoj izolirao iz zelenih
zrnaca kave 1846. godine.

Fischer i Dangschat su 1932. godine za ovaj spoj predloZili naziv 3-O-kafeoilkininska
kiselina, medutim njihov nacin imenovanja revidiran je [UPAC-om 1976. zbog promjene

nacina imenovanja ciklitola te je kiselina preimenovana u 5-O-kafeoilkininsku kiselinu (11).



Tablica 1.1. Nazivlje izabranih klorogenskih kiselina (11)

Naziv prema

Trivijalni naziv Predstavio [UPAC-u Komentar
5-0- Originalno izolirana pod
Klorogenska kiselina  Payen 1846. kafeoilkininska imenom 3-0-
kiselina kafeoilkininska
. 4-0-
Kriptoklorogenska np.* kafeoilkininska
kiselina ..
kiselina
Neoklorogenska 3-0-
O Orosens Corse 1953.  kafeoilkininska
kiselina —
kiselina
o 1-0-
Pseudoklorogenska Uritani 1 .
- . kafeoilkininska
kiselina Miyano 1955. .
kiselina

* Nije poznato

1.3. KROMATOGRAFIJA

Premda se pod prvi kromatografski pokus jo§ 1906. navodi razdvajanje razlicito
obojenih pigmenata iz biljnih ekstrakata ruskog botanicara i biokemicara M. Cveta, tek su 1952.
znanstvenici Martin i Synge za svoju teoriju o kromatografiji primili Nobelovu nagradu (12).
Kromatografija je analiticka tehnika odvajanja komponenata smjese na temelju afiniteta
komponenata prema nepokretnoj i pokretnoj fazi (13). Nepokretna faza moZze biti krutina ili
tekucina, dok je pokretna faza tekucina, plin ili superkriti¢ni fluid (gusti plin pri uvjetima iznad
svojeg kriticnog tlaka i temperature) (13, 14).

Izbor faza trebao bi omoguditi §to bolju selektivnost prema zadrZzavanju molekula u
sustavu, a na to ¢e imati utjecaja priroda ispitivanog spoja, veza izmedu ispitivanog spoja i
nepokretne faze te priroda ravnoteze sustava (15).

Nekoliko je nacina podjele kromatografskih tehnika, a jedna od glavnih je s obzirom na
nacin ostvarivanja kontakta mobilne 1 stacionarne faze pa th moZemo podijeliti na kolonsku
kromatografiju u kojoj se nepokretna faza kroz usku cijev (kolonu) kre¢e pod utjecajem
gravitacije ili tlaka, te ploSnu kromatografiju u kojoj je nepokretna faza poloZena na ravnu
plocicu ili pore kromatografskog papira (12, 14).

Podjela koja se odnosi na podrijetlo ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze
kategorizira tehnike kao: razdjelnu, adsorpcijsku, afinitetnu, kromatografiju ionskom izmjenom

1 kromatografiju isklju¢enjem.



1.3.1. Principi tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti

U svojim zacetcima se tekuc¢inska kromatografija oslanjala na kolone velikih promjera
1 na gravitaciju, a upotreba vakuuma ili tlaka nije bila uspjesna jer je povisen protok bio praéen
1 smanjenom efikasnosti razdvajanja sastojaka. Krajem 60-ih godina proslog stoljeca,
predstavljena je poboljSana izvedba instrumentacije za izvodenje tekucinske kromatografije u
kojoj je djelotvornije odjeljivanje omogucila primjena visokih tlakova (14).

Moderni uredaji (slika 1.2.) sadrzavaju jedan ili viSe spremnika koji mogu pohraniti
barem 500 mL otapala, a znacajnom napretku u odjeljivanju pridonijela je moguénost
gradijentnog eluiranja otapala. Kod takvog principa protoka pokretne faze, unaprijed je
programiran odnos otapala koji ¢e se u vremenu izvodenja analize propustati kroz kolonu, u
zadanim intervalima. Drugi je na¢in aplikacijom izokratne pokretne faze pri kojoj se za vrijeme

trajanja analize ne mijenja sastav ni protok pokretne faze (14,17).

Pumpa Injektar uzorka

d§

1°°

Kolona

/

Grijac kolone

/

1]

Racunalo

Detektor

Slika 1.2. Shematski prikaz uredaja za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti (17)

Budu¢i da je iz otapala potrebno ukloniti otopljene plinove uredaji imaju ugradene
otplinjace koji sprjecavaju interferenciju s detektorom ili reakciju s analitom (16,17).
Onecis¢enja su uglavnom izbjegnuta upotrebom kemikalija visoke Cistoce ili mogu biti prije
upotrebe provedena kroz filtere koji ih Ciste do Cestica 0,2 um (17,18). Pokretna faza iz
spremnika ulazi u crpku koja odreduje optimalan protok i tlak dovoljan za prolaz kroz kolonu

(17).



Petlja za uzorkovanje omogucava da volumen uzorka ostane fiksan cijelim trajanjem
analize (14). Rucno injektiranje uzorka u visoko djelotvornim uredajima zamijenjeno je
automatskim uzorkivaCem koji osigurava ujednacenost procesa, bez prekidanja protoka
pokretne faze koja je pod tlakom. Glavna komponenta uzorkivaca je ventil za ubrizgavanje
uzoraka te je rotacijski ventil sa Sest otvora najcesca izvedba (17).

Kolone za teku¢insku kromatografiju uglavnom su izradene od kirurskog celika, ali
ponekad su dostupne i kolone od stakla ili polimera. Najées¢e su duljine 5 do 25 cm, promjera
3 do 5 mm i veli¢ine Cestica od 3 ili 5 pm (14).

Izmedu injektora i1 kolone moze se nalaziti nesto kra¢a pretkolona ili zastitna kolona.
Pretkolona sprjecava da oneciS¢enja stignu do osnovne analitiCke kolone i na taj nacin
produljuje njen vijek trajanja (12,16). Periodicki se mijenja, a obi¢no je izradena od istog
materijala kao 1 glavna kolona (16).

Kontrola temperature kolone i konzistentnost u istoj vazan su ¢imbenik osiguranja
stabilnosti i obnovljivosti metode (16). Temperatura moze poremetiti i kromatografsku
selektivnost, pogotovo ako je koeficijent razlu¢ivanja granic¢an (Rs < 1,5). Ako pokretna faza
nije zagrijana na temperaturu kolone prije ulaska u nju, to moze rezultirati iskrivljenim
signalima (17).

Prijeden je veliki put od prvog kromatografskog eksperimenta u proslom stolje¢u u
kojem je kao detektor razdvajanja posluzilo ljudsko oko do danasnjih klasi¢nih detektora.
Kromatografski detektor je prevoditelj nekog kemijskog ili fizickog svojstva analita u uzorku
u elektri¢ni signal koji je ovisan o koncentraciji analita. Detektor u HPLC-u je smjeSten
neposredno iza kolone koja propusta eluens te nakon detekcije pokretna faza odlazi u otpad ili
u sljedeci detektor (19).

Niz je razli¢itih detektora kod tekucinske kromatografije, a neki ¢e$¢i su: UV-Vis
detektor od kojih je danas najprisutniji detektor s nizom dioda (engl. diode-array detector),
spektrometar masa (engl. mass spectrometer), fluorescentni detektor (engl. fluorescence
detector), elektrokemijski detektor (engl. electrochemical detector), detektor indeksa loma
(engl. refractive index detector) 1 detektor rasprSenja svjetlosti (engl. light-scattering detector)

(14,19).

1.3.2. Kromatografski parametri

Ako se na kraj kolone za vrijeme protjecanja analita i pokretne faze smjesti detektor koji

biljezi signal ovisan o funkciji vremena ili volumena pokretne faze dobit ¢e se signali vidljivi



na slici 1.3. Kromatogram je dakle graficki prikaz odziva detektora te sluzi za kvalitativnu 1
kvantitativnu analizu. Polozaj signala na kromatogramu omogucava identifikaciju pojedinih
sastojaka smjese, a poznavanjem povrsine ispod signala mogucée je i kvantitativno odredivanje
odijeljenih komponenti (12,20).

Osnovni parametar prilikom analize kromatograma jest ukupno vrijeme zadrzavanja, tr,
koje podrazumijeva vrijeme potrebno pojedinom analitu od trenutka injektiranja do dolaska na

detektor (12,14).
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Slika 1.3. Prikaz kromatograma s kromatografskim parametrima (16); tm — zadrzano vrijeme,
fra 11rB - ukupna vremena zadrzavanja tvari A i B, wpa 1 wpB — Sirine signala u osnovici, wha —

Sirina signala tvari A na polovici visine signala (4a), hs — visina signala B

1.3.3. Tekuc¢inska kromatografija ultravisoke djelotvornosti

lako se zasniva na principima HPLC-a, teku¢inska kromatografija ultravisoke
djelotvornosti (engl. Ultra-high-performance liquid chromatography, UHPLC) prvi put
predstavljena 2004. godine, donijela je znacajni napredak na scenu u smislu detektiranja puno
uzih 1 viSih signala te boljeg razlu¢ivanja. Osnovni dijelovi uredaja su crpke, uzorkivac, kolona
1 detektori (22).

Superiornost UHPLC-a odnosi se na puno vise vrijednosti tlaka pod kojima radi uredaj.
Dok kod HPLC-a tlak ne prelazi 400 bara, novija tehnologija omogucava tlak od 1000 bara ili
cak nesto iznad toga. Kolone sadrze manje Cestice od onih veli¢ine 2,5 — 5 pm koje su bile

standardne kod HPLC-a, a sukladno tome potrebne su krace kolone te je manji utroSak otapala



1 ukupno vrijeme analize. Injektori uzoraka zahtijevaju nize volumene $to dovodi do ustede
samog uzorka (21).

Ovisno o vrsti detektora, osjetljivost UHPLC-a moze biti dva do tri puta veca u odnosu
na HPLC. Neke negativne strane upotrebe UHPLC-a su puno visa cijena i potreba za ceS¢im

mijenjanjem kolona zbog koristenja vrlo visokih tlakova (22).

1.4.  Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je instrumentna tehnika bazirana na ionizaciji 1 fragmentaciji
molekula uzorka u plinovitoj fazi. Budu¢i da se molekule fragmentiraju na jedinstven nacin,
produkti mogu sluziti za identifikaciju specificnih spojeva (23). Osim S$to pruza uvid u
strukturu, daje informaciju o molekulskoj formuli, kao 1 postojanju izotopa za navedeni spoj
(24). Uzorak koriSten u spektrometriji masa uniStava se, a dobiveni produkti (pozitivno i
negativno nabijeni ioni) analiziraju se na temelju omjera mase i naboja (m/z) u detektoru
(20,25).

Tehniku su prvi put predstavili J. J. Thomson i F. W. Aston 1912. godine (25). Danas
ima opseznu primjenu u farmaceutskom podrucju i to u proucavanju farmakokinetike,
metabolizma lijekova i otkri¢a novih farmaceutika. Varijacije izmedu razlic¢itih ionizacijskih
tehnika s razli¢itim analizatorima omogucava ispitivanje struktura i do razine femtograma,
1x10718 g (24).

U proslosti je bilo nespojivo povezivati tekucinsku kromatografiju sa spektrometrom
masa, budu¢i da jedan od instrumenata djeluje pri atmosferskom tlaku, a drugi u vakuumu. Taj
je problem rijeSen pomocu atmosferske tla¢ne ionizacije koja je uspjeSno omogucila
kombiniranje dviju tehnika. Danas je ova kombinacija u Sirokoj upotrebi zbog svoje efikasnosti,
specificnosti 1 osjetljivosti (26). Osim uz teku¢insku kromatografiju (LC-MS) , Cesto je
povezana s plinskom kromatografijom (engl. gas chromatography—mass spectrometry, GC-
MS) 1 kapilarnom elektroforezom (engl. capillary electrophoresis—mass spectrometry, CE-
MS), pa omogucéava dodatnu informaciju o komponentama smjese kad sastojci smjese napuste

kolonu (23,24).



1.4.1. Princip rada spektrometra masa

Spektrometar masa koji radi u visokom vakuumu sastoji se od Cetiri osnovna dijela
vidljiva na slici 1.4.: sustava za unosSenje uzorka, izvora iona, analizatora masa, i detektora
(23,24). Sustav za uvodenje uzorka osigurava unos uzorka s minimalnim gubitcima vakuuma
(14). Kako bi se ioni odvojili u plinovitoj fazi potrebno je da sustav ostane u visokom vakuumu
da ne bi doslo do interferencije Cestica zraka s ionima (24). Uvodenje uzorka u spektrometar
masa ovisit ¢e o prirodi samog analita. Ono mozZe biti direktno ili nastupiti nakon
kromatografskog odjeljivanja ako su uredaji povezani (25). Analit moZze biti u krutom, teku¢em
ili plinovitom stanju ovisno o prikladnosti ionizacijskog izvora (14).

Ako sumolekule uzorka neutralne, moguca je ionizacija pri unosu u spektrometar masa,
a ako se ionizacija ne dogodi molekule analita prevode se u ione pomocu energije koja dolazi
od izvora ionizacije. Ona se moze odviti na nekoliko nacina:

¢ lonizacija elektronima (engl. electron impact ionisation, El) jedna od starijih tehnika
u kojoj se kroz plinoviti uzorak propusta snop elektrona visoke energije. Stvara nabijene
radikale koji zbog izrazite nestabilnosti nerijetko dalje fragmentiraju. lonizacija
elektronima najéesée je vezana za plinsku kromatografiju (24).

o Kemijska ionizacija (engl. chemical ionisation, CI) sadrzi reakcijsku komoru u kojoj
se plin reagens ionizira elektronima. Fragmentacijom analita nastaju ioni manje energije
od one upotrebom elektronske ionizacije. MoZe biti pri snizenom ili atmosferskom tlaku
(engl. atmospheric pressure chemical ionization, APCI).

e lonizacija elektrorasprSenjem (engl. electrospray ionisation, ESI) je ionizacija pri
atmosferskom tlaku u kojoj uzorak u teku¢em stanju ulazi kroz metalnu kapilaru pri
¢emu dolazi do formiranja elektricki nabijenih kapljica. Upotrebom sredstva za suSenje
otapalo isparava, a smanjenjem volumena povecava se gustoa naboja dok odbojne
Coulombove sile ne uzrokuju raspad kapljica u mikrokapljice koje prelaze u ione
(20,24).

e Matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim zracenjem (engl.
matrix assisted laser desorption/ionization, MALDI) ide u dva koraka. U prvom se
koraku uzorak otapa u otapalu koje sadrzi male organske molekule (matrici). Nakon
otapanja se suSenjem otopine uklanja viSak otapala, a zatim, u drugom koraku, dolazi
do desorpcije matrice s uzorkom u vakuumu pri ¢emu dolazi do desolvatacije i

ionizacije (20).
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Slika 1.4. Shematski prikaz spektrometra masa

Iz ionskog izvora fragmenti se ubrzavaju i usmjeravaju prema analizatoru masa gdje se
odjeljuju na temelju omjera m/z, pri ¢emu je m masa, a z naboj ¢estice (23). Zatim se prikupljaju
fragmenti specificnih omjera mase i naboja te prevode u elektri¢ni signal, a rezultate obraduje

sustav za obradu podataka koji stvara spektar masa (14).

1.4.2. Analizatori masa

Uloga analizatora masa je razdvajanje iona koji su nastali u vakuumu prema omjeru
njihove mase i naboja (m/z). Parametri koji su najbitniji za vrednovanje same analize su: gornja
granica vrijednosti omjera m/z, razlu¢ivanje 1 tocnost te osjetljivost mjerenja (20). U Cesto
koriStene analizatore spadaju jednostruki kvadripol, analizator koji mjeri vrijeme preleta,
kvadripolni analizator s ionskom stupicom i analizator mase ionsko-ciklotronske rezonancije s
Fourierovim transformacijama (20,23,24).

Kvadripolni analizator sadrzi Cetiri paralelne elektrode smjeStene uz centralnu os po
kojoj se krecu ioni. Izmedu suprotnih parova Sipki primjenom radiofrekvencijskih voltaza
nastaje elektri¢no polje. Samo ioni uskog raspona vrijednosti m/z pro¢i ¢e do detektora dok ¢e
ostali biti izgubljeni neutralizacijom naboja u dodiru s elektrodama (23,24).

U upotrebi je 1 tandemska spektrometrija masa koja je jo§ selektivnija od kvadripolnog
analizatora. Kao primjer moze posluziti trostruki kvadripol (engl. triple quadrupol, QqQ) u
kojem se u prvom kvadripolu ionizira spoj, u drugom kvadripolu (kolizijskoj ¢eliji) dolazi do

fragmentacije spoja, a u treCem kvadripolu odvajaju se odabrani fragmenti (20).

10



Analizator koji mjeri vrijeme preleta (engl. Time-of-Flight, TOF) sastoji se od polja za
ubrzavanje iona, cijevi i detektora. Na pocetku cijevi svi ioni imaju jednaku kineti¢ku energiju,
ali i razli¢ite brzine zbog svoje mase. Duzina putovanja do detektora bit ¢e proporcionalna
njihovoj masi, tako da ¢e najtezi ioni sti¢i posljednji i do¢i ¢e do razdvajanja (26).

Kvadripolni analizator s ionskom stupicom (engl. ion trap mass analyzer) srodan je
jednostrukom kvadripolu ali je izveden trodimenzionalno (26). Jedan par njegovih elektroda
¢ini prstenastu elektrodu, dok drugi par stoji na krajevima te propusta ione unutar analizatora.
Elektri¢no polje s vremenom izbacuje ionske fragmente vecih vrijednosti m/z (14,23).

Analizator mase ionsko-ciklotronske rezonancije s Fourierovim transformacijama (engl.
Fourier transform ion cyclotron resonance, FT-ICR) koristi stati¢cno magnetsko ili elekti¢no
polje koje dovodi do periodickog, zarobljenog gibanja iona na specifi¢nim frekvencijama koje

se zatim mogu prevesti u omjer mase i naboja (27).

1.5.  Vrednovanje analiticke metode

Pri razvoju analiticke metode korak validacije je neizbjeZzan kako bi se postigla
pouzdanost rezultata. Informacija omogucéava analiti¢aru da preispita djelotvornost metode 1
napravi preinake ako je to potrebno, ali daje potvrdu i krajnjem korisniku. Osim osobne potrebe
analitiCara za potvrdom ispravnosti vlastitog rada u porastu je kontrola analiti¢kih laboratorija
u svrhu suglasja o uvjetima rada. lako je generalno uvrijezeno koje parametre je potrebno
ispitati kako bi se metoda vrednovala i dalje postoje razlike u detaljima vrednovanja i
metodologiji. Najreferentnije upute za vrednovanje analiticke metode zadaje Medunarodno
vije¢e za harmonizaciju tehnickih zahtjeva za lijekove za humanu upotrebu (engl. The
international council for harmonisation of technical requirements for pharmaceuticals for
human use, ICH) 1 kao takve metoda ih mora ispunjavati. U nastavku ¢e se definirati
terminologija pojmova:

e Specificnost (engl. specificity) oznatava u kojoj mjeri na odredivanje komponente
prema nekom postupku utjecu druge tvari. Ovaj parametar ukazuje na to koliko ¢e ostali
sastojci uzorka (npr. metaboliti, otpadne tvari) interferirati sa signalom analita.

e Tocnost (engl. accuracy) ukazuje koliko se dobiveni rezultat razlikuje od rezultata koji
je prihvacen kao referentan ili ispravan.

e Preciznost (engl. precision) opisuje slaganje u rezultatima ako se homogeni uzorak pod
propisanim uvjetima viSestruko mjeri. Moze se definirati na tri razine: ponovljivost,

srednja preciznost 1 obnovljivost. Ponovljivost (engl. repeatability) oznalava
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preciznost u kra¢em vremenskom roku i u istim uvjetima. Srednja preciznost (engl.
intermediate precision) odnosi se na razlike u rezultatima u istom laboratoriju pri
razli€itim uvjetima (razli¢it dan, oprema, analiticar ili dr.). Obnovljivost (engl.
reproducibility) izrazava preciznost metode izmedu razliCitih laboratorija.

Granica dokazivanja (engl. detection limit) definira se kao najniza koncentracija
analita u uzorku koju se moze dokazati prilikom nekog analitiCkog postupka, ali ne
nuzno i kvantificirati.

Granica odredivanja (engl. quantitation limit) predstavlja najnizu koncentraciju
analita koju precizno mozemo odrediti.

Linearnost (engl. linearity) je odrednica analiticke metode da u zadanom rasponu
koncentracija analita u uzorku bude linearno ovisna o signalu koji je dobiven
provodenjem same metode.

Raspon (engl. range) obuhvaca razliku izmedu najvisSe 1 najniZze koncentracije analita
kojima je rezultat odreden s to¢no$¢u, linearno$¢u i preciznoscu.

Robusnost (engl. robustness) je mogucnost metode da se odupre potencijalnim

promjenama parametara u mjerenju te ostane dosljedna ocekivanim rezultatima (28,29).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA



Razvoj 1 optimizacija metode za odredivanje klorogenskih kiselina pomocu tekuc¢inske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti koja je vezana sa spektrometrom masa s
trostrukim kvadripolom (UHPLC-MS/MS);

Optimizacija parametara tekuc¢inske kromatografije ultravisoke djelotvornosti;
Optimizacija parametara spektrometrije masa;

Vrednovanje analiticke metode.
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3. MATERIJALI I METODE



3.1. KorisStena oprema i kemikalije

U tablicama 3.1. 1 3.2. navedeni su podatci o koristenim standardima i kemikalijama prilikom

rada u laboratoriju.

Tablica 3.1. Popis korisStenih standarda

Naziv Cistoéa Proizvodac
Kriptoklorogenska . SIGMA ALDRICH
kiselina 1 mg/mL 298.0% (65969-10mg

Steinheim, Germany)
Neoklorogenska SIGMA ALDRICH
s > 98.0 % (94419-10mg

kiselina 1 mg/mL Steinheim, Germany)

Tablica 3.2. Popis koristenih kemikalija

Naziv Cistoéa Proizvoda¢
Acetonitril >99.9 % Honeywell
Metanol >99.8 % VWR Chemicals
Mravlja kiselina 98-100 % T.T.T. d.o.o. (Sv.

Nedelja, Croatia)

Octena kiselina 99 % Grammol

KoriStena voda je procis¢ena do Cistoce prikladne za UHPLC.

Popis opreme koja je koriStena prilikom rada u laboratoriju:

e pipete - Tacta (Sartorius, Gottingen, Njemacka);
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e tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti - UltiMate 3000RS (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD);

e spektrometar masa s trostrukim kvadripolom - TSQ Quantis (Thermo Fisher

Scientific, Waltham, Massachusetts, SAD);
e pumpa sa Spricom - F100T2 (Chemyx, Stafford, Teksas, SAD);

e uredaj za procCiS¢avanje vode - Purelab Flex 3 (18.2 MQ, UV 185/254 nm, TOC
<5 ppb, Tip 1, Elga, Pariz, Francuska).

3.2. Priprema otopina

3.2.1. Priprema otopina za MS/MS

Kako bi se pripremila standardna otopina potrebno je izabrati optimalno otapalo.
Dobiveni standardi su bili otopljeni u smjesi etanola i vode u omjeru 80 : 20. Kao otapalo za
pripremu otopina nizih koncentracija odabran je metanol budué¢i da su u njemu topljive
klorogenske kiseline (9).

Od svakog standarda zasebno uzeto je 500 puL uzorka i pipetirano u odmjernu tikvicu
od 10 mL te nadopunjeno do oznake s metanolom. U objema odmjernim tikvicama nalazila se
koncentracija standarda od 0,05 mg mL! te su otopine zatim koristene za razvijanje MS/MS

fragmentacije.

3.2.2. Priprema otopina za UHPLC tehniku

Za pripravu standardne otopine uzeto je po 500 pL svakog standarda koji su zatim
preneseni u odmjernu tikvicu od 10 mL te nadopunjeni do oznake metanolom 1 promijesani.
Standardna otopina je u koncentraciji od 50 mg L' i ta koncentracija vrijedi za oba standarda.
Potom su pripremljene otopine nizih koncentracija daljnjim razrjedivanjem u metanolu u
koncentracijama od 25 mg L', 10 mg L', 5mg L™!, 25 mg L', I mg L', 0,5mg L', 0,25 mg
L 0,1 mg L, 0,05 mg L, 0,025 mg L, 0,01 mg L'1i0,005 mg L. Razrjedenja na nize
koncentracije pripremana su u boc¢ice na ukupni volumen od 1 mL.

Za pocetak su se otopine standarda neoklorogenske 1 kriptoklorogenske kiseline, obje u
koncentracijama od 0,05 mg mL!, zasebno injektirale u tekuéinski kromatograf koji ima
detektor s nizom dioda kojim je snimljen UV-Vis spektar te spektrometar masa koji potom daje

1 spektar masa pojedinog spoja.
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4. REZULTATI



4.1. Identifikacija neoklorogenske i kriptoklorogenske kiseline pomo¢u UHPLC-DAD-
HESI-MS/MS i rjeSavanje spektrometra masa

Kako bi prepoznali izabrane klorogenske kiseline standardi spojeva su zasebno
ubrizgavani u tekudinski kromatograf koji je opremljen DAD i MS/MS detektorima. Otopine

su bile u koncentracijama od 0,05 mg mL'. U svrhu boljeg ras¢lanjivanja ovih spojeva
snimljeni su njihovi UV-Vis spektri i spektri masa.

| 36879
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Slika 4.1. Preklapanje UV-Vis spektara neoklorogenske (plavo) i kriptoklorogenske (rozo)

kiseline

Buduc¢i da su kriptoklorogenska i neoklorogenska kiselina izomeri, odnosno imaju
jednake funkcijske skupine te pripadaju u istu klasu spojeva, dolazi do preklapanja njihovih
UV-Vis spektara.

Ionizacija je tekla putem elektrorasprSenja (engl. electrospray ionisation, ESI), te je
pregledom literature Choi 1 sur. te Wang i sur. odlu¢eno kako ¢e se uzorci snimati u negativnom
nacinu rada zbog boljeg omjera signala i Suma te bolje kvantifikacije. Masa neoklorogenske 1
kriptoklorogenske kiseline u negativnom naéinu rada (umanjena za masu iona H") je jednaka

te iznosi 353,23 Da. Molekulski ion oba spoja snimljen je u prvom kvadripolu (Q1).
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Slika 4.2. Prikaz spektara masa neoklorogenske (lijevo) i kriptoklorogenske (desno) kiseline

U tre¢em kvadripolu (Q3) su snimljeni specifi¢ni ionski fragmenti molekulskog iona
oba spoja. Za neoklorogensku kiselinu snimljeni su fragmenti maksimalnog intenziteta 191 Da,
179 Dai 135 Da. Za kriptoklorogensku kiselinu fragmenti najveéeg intenziteta su 173 Da, 179
Dai 191 Da.
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Slika 4.3. MS/MS spektar neoklorogenske (lijevo) 1 kriptoklorogenske (desno) kiseline

4.2. Optimizacija parametara spektrometrije masa

Kako bi se spojevi identificirali §to uspjesSnije provedena je optimizacija parametara
spektrometrije masa. Ona je izvrSena automatski putem programa Chromeleon (Chromeleon
7.2.10., ThermoScientific, Waltham, Massachusetts, SAD) koji ugada pojedine parametre kako
bi odziv na detektoru za obje kiseline bio §to visi. Parametri koji su ispitani u svrhu optimizacije
metode su napon kapilare, protok plina za poboljSanje finog rasprSenja - maglice (engl. sweep

gas), protok plina za formiranje finog rasprSenja - maglice (engl. sheath gas), protok pomo¢nog
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plina za formiranje maglice (engl. auxiliary gas), napon fokusirajucih leca (RF), energija sraza
za svaki ion za oba analita, praéeni ioni za kvantifikaciju. Otopine koncentracije 0,05 mg L™! su
zasebno unesene u spektrometar masa te im je sniman spektar. Ulazni tlak argona u kolizijsku
¢eliju (engl. Collision-induced dissociation gas, CID Gas) je sniman pri 1,5 mTorr zbog jasne

1 izrazene krivulje §to je vidljivo na slikama 4.4.14.5.
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Slika 4.4. Krivulja fragmentacije kriptoklorogenske kiseline
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Slika 4.5. Krivulja fragmentacije neoklorogenske kiseline
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Tablica 4.1. Optimizirani parametri spektrometrije masa

Parametri Kriptoklorogenska kiselina  Neoklorogenska kiselina

Nacin snimanja Negativan

Kvantitativni ion;
(Energija sraza)
1.kvalitativni ion;
(Energija sraza)
2 kvalitativni ion;
(Energija sraza)

RF (V) 110 109

173 (14 eV) 191 (17 eV)

179 (14 eV) 179 (16 eV)

191 (20 eV) 135 (28 eV)

Napon kapilare (V) 4400

,Sweep gas 2,45 19,59

,,Sheath gas “ 60 60

., Auxiliary gas “ 0,41 10,57

Tlak plina za disocijaciju
kolizijom (mTorr)
Temperatura kapilare za
prijenos iona (°C)
Temperatura plina za
formiranje fine maglice (°C)

1,5

325

350

4.3. Optimizacija UHPLC metode

Prilikom optimizacije UHPLC bilo je potrebno izabrati najpogodniju pokretnu fazu

ukljucujuéi najpogodniji modifikator, gradijent otapala koja se koriste kao pokretna faza,

optimalnu kolonu i temperaturu iste.

4.3.1. Odabir pokretne faze i modifikatora

Klorogenske kiseline ne ioniziraju u ¢istoj vodi, a budu¢i da je pri analizi za
identifikaciju bio koristen spektrometar masa bio je potreban dodatak modifikatora. Ispitana su
tri razlicita otapala: voda (H20), metanol (CH3OH) i acetonitril (CH3CN) i dodatak dva razlicita
modifikatora: mravlja (HCOOH) i octena kiselina (CH3COOH). Prvo se ispitala razlika u
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uspjehu kod prisutnosti metanola i/ili acetonitrila, dok je voda bila ukljuc¢ena u sve tri analize

(Tablica 4.2. i slika 4.6.).

Tablica 4.2. Odabir vode, metanola 1/ili acetonitrila kao mobilne faze

A B C
0
1 0,1 % HCOOH u CH;OH CH;CN
H>O
0.1 % HCOOH u
2 H,0 CH;0OH -
0.1 % HCOOH u
3 H,0 - CH3;CN
9::f 1 J ‘ n
. \ 2
20: |
. | 'l‘l
; Ll ‘

0.00 125 250 378 500 525 750 5.75 1000 1125 1260 1378 1600 1628 1750

Slika. 4.6. Preklapanje kromatograma za tri mobilne faze iz tablice 4.2.

Nakon odabira otapala bilo je potrebno samostalno usporediti modifikatore i njihov

utjecaj na uspjesnost odjeljivanja i odziv detektora (Tablica 4.3.).
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Tablica 4.3. Odabir modifikatora u otapalima za UHPLC-MS/MS

A B
1 0,1 % HCOOH u H,O CH3;0H
2 0,1 % CH3COOH u H,O CH;0H

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 170 126

Slika 4.7. Preklapanje kromatograma uz tablicu 4.3.

Ispitani su razli¢iti volumni udjeli modifikatora u otapalu (0,2 % CH3COOH 1 0,5 %

CH3COOH) te izabran prikladniji s obzirom na uspjeSnost odjeljivanja sastojaka.

Tablica 4.4. Udjeli modifikatora u otapalima za UHPLC-MS/MS

A B
0,2 % CH3COOH u
h) )
1 0,2 % CH3COOH u H.O CH:OH
0,5 % CH3COOH u
V) 5
2 0,5 % CH3COOH u H,0O CHsOH
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Slika 4.8. Kromatogram uz tablicu 4.4.

4.3.2. Gradijent odabranih otapala

Ispitivanjem razliitih gradijenata, viSestrukim pokuSajima, izabran je gradijent
prikazan u tablici 4.5. 1 na slici 4.9. Zapoceto je s vodom 1 metanolom u omjeru 90 : 10, oboje
uz dodatak 0,2 % octene kiseline. Potom je udio otapala A smanjen na 68 %, a udio otapala B
povecan na 32 % da bi se na kraju vratilo na pocetni odnos. Protok pokretne faze je u svim

vremenskim segmentima 0,6 mL min'.

Tablica 4.5. Gradijent otapala

.. . H>0 + 0,2% CH3COOH; CH30H + 0,2% CH3COOH;
Vrijeme (min)

% A % B
0,0 90,0 10,0
1,0 90,0 10,0
9,0 68,0 32,0
9,5 68,0 32,0
9,6 90,0 10,0
12,6 90,0 10,0
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Slika 4.9. Graficki prikaz protoka mobilne faze u gradijentnom nacinu eluiranja

4.3.3. Odabir kolone

Uzorak je prolazio kroz tri razli¢ite kolone pri istim uvjetima pri ¢emu je odabrana
najkvalitetnija postavka. Ispitane su dvije kolone punjene C18 stacionarnom fazom i jedna s C8
Sto je prikazano u Tablici 4.6. Metoda podrazumijeva kromatografiju obratnih faza. Kolone
Accucore su zbog manjeg volumena zahtijevale snizen protok (0,4 mL min™' u odnosu na 0,6
mL min™! kod XDB kolone) kako bi se zadrzala jednolikost i objektivnost pri usporedbi.

Volumen injektiranja je bio fiksan pri svim mjerenjima, odnosno iznosio je 5 pL.

Tablica 4.6. Odabir najprikladnije kolone

Dimenzija kolone 1 veli¢ina

Naziv . Nepokretna faza

cestice

Agilent™ Zorbax Eclipse .
XDB-C18 100 x 3,0 mm; 3,5 um C18

Thermo Scientific™ i
Accucore™ C18 150 x 2,1 mm; 2,6 um CIl8

1 1 ™

Thermo Scientific 50 x 2,1 mm: 2,6 um cs

Accucore™ Cg

4.3.4. Optimizacija temperature kolone

Metoda je ispitivana pri Cetiri razlicite temperature termostatiranog prostora u kojem se
nalazi kolona (15 °C, 25 °C, 35 °C, 45 °C), a optimalna je temperatura izabrana na temelju

uspjesnosti odjeljivanja komponenti.
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4.4. Vrednovanje metode

Metoda za odredivanje kriptoklorogenske i neoklorogenske kiseline pomo¢u UHPLC-
MS/MS-a vrednovana je sukladno ICH smjernicama te su u svrhu ispitivanja kvalitete metode
ispitani sljedec¢i parametri: specifi¢nost, linearnost, to¢nost, preciznost, robusnost te granica

dokazivanja i odredivanja (31).

4.4.1. Specifi¢nost metode

Metoda je za detekciju podrazumijevala koriStenje spektrometra masa s trostrukim
kvadripolom §to osigurava samo po sebi dostatnu specifi¢nost (selektivnost). Analizom uzorka
otopina je prvo propustena kroz prvi kvadripol (Q1) u kojem je analiziran molekulski ion, a
nakon prolaska kroz kolizijsku ¢eliju u tre€em su kvadripolu (Q3) analizirani specifi¢ni ionski

fragmenti molekulskog iona za obje kiseline te je na taj nacin potvrdena specifi¢nost.

4.4.2. Linearnost

Linearnost metode je ispitivana upotrebom korelacijskog faktora (R?). Obradom
rezultata utvrdeno je kako primjena dva opsega podataka, odnosno dva linearna dinamicka
podrucja dovodi do najmanje pogreSke u vidu linearnosti. Daljnji prikaz podataka podijeljen je
na podruc¢je nizih te podrucje viSih koncentracija. Rezultati za krajnje niske 1 visoku
koncentraciju (0,005 mg L', 0,01 mg L' i 50 mg L) su zanemareni zbog gubitka linearnosti.
Krivulje umjeravanja za obje kiseline odnose se na ovisnost povrSine ispod krivulje o
koncentraciji analita te je iz njih izvedena jednadZba pravca za svako podru¢je. Podatci za nize
koncentracijsko podrucje obiju kiselina nalaze se u tablici 4.7.

Graficki prikaz ovisnosti povrSine ispod krivulje na kromatogramu o koncentraciji
analita vidljiv je na slici 4.10. za nize koncentracijsko podrucje. Jednadzba pravca za
kriptoklorogensku kiselinu je y = 3900.2x - 29.338 (R*> = 0.9992), dok za neoklorogensku
kiselinu vrijedi y = 4970.2x - 52.482 (R*>=0.9993).
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Tablica 4.7. Koncentracije 1 pripadajuci odzivi detektora za podrucja nizih koncentracija

Koncentracija Kriptoklorogenska Neoklorogenska
(mg L) kiselina kiselina
0,025 75 95
0,05 170 203
0,1 371 401
0,25 907 1202
0,5 1937 2433
2500
«© 2000
e
S
8 1500 2x-29.338
= R?=0.9992
£ 1000
s
o
& 500
0
0 005 01 015 02 025 03 035 04 045 05
Koncentracija (mg L)
3000
2500 y = 4970.2x - 52.482
I R?=0.9993
o
2 2000
o
(o}
21500
©
£
2 1000
o
o
500
0

o o005 01 015 02 025 03 035 04 045 05

Koncentracija (mg L?)

Slika 4.10. Graficki prikaz ovisnosti odziva detektora u podruc¢ju nizih koncentracija

kriptoklorogenske (gore) 1 neoklorogenske kiseline (dolje)



Za vise koncentracijsko podrucje podatci su prikazani u tablici 4.8. dok je graficki prikaz
vidljiv na slici 4.11. JednadZzba pravca za kriptoklorogensku kiselinu je y = 5220.8x + 2159.2
(R*=0.9929), a za neoklorogensku kiselinu vrijedi y = 8065.9x + 178.47 (R* = 0.9994).

Tablica 4.8. Koncentracije i pripadajuci odzivi detektora za podrucja visih koncentracija

Koncentracija Kriptoklorogenska Neoklorogenska
(mg L) kiselina kiselina
0,5 1937 2433
1,0 5820 7236
2,5 12684 19979
5,0 31101 42450
10 61495 83314
25 129631 200560
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Slika 4.11. Graficki prikaz ovisnosti odziva detektora u podrucju visih koncentracija

kriptoklorogenske (gore) i neoklorogenske kiseline (dolje)

4.4.3. Tocnost metode

Toc¢nost metode izrazit ¢e se kao postotak iskoriStenja koje je racunano uz pomoc

krivulja umjeravanja obiju kiselina. IskoriStenje prikazano u tablici 4.9. podrazumijeva

odstupanje teorijske koncentracije od koncentracije izraCunane iz odziva detektora.

30



Tablica 4.9. To¢nost metode

Kriptoklorogenska kiselina Neoklorogenska kiselina

Koncentracija (mg L™! — —
ja (mg L7) Racunska  IskoriStenje = Racunska IskoriStenje

0,025 0,0268 107,3 0,0297 119,0
0,05 0,0512 102,4 0,0515 102,9
0,1 0,1027 102,7 0,0912 91,2
0,25 0,2400 96,0 0,2525 101,0
0,5 0,5042 100,8 0,5001 100,0
1,0 0,7012 70,1 0,8749 87,5
2,5 2,0160 80,6 2,4548 98,2
5,0 5,5436 110,9 5,2407 104,8
10 11,3653 113,7 10,3071 103,1
25 24,4162 97,7 24,8431 99,4

4.4.4. Preciznost

Kako bi se ispitala preciznost samog instrumenta, otopina smjese analita u koncentraciji
od 5 mg L' se uzastopno 6 puta injektirala u uredaj. Iz krivulje umjeravanja izradunana je
koncentracija za dvije kiseline pri svakom injektiranju te iz njih dobivena relativna standardna
devijacija (RSD) svih koncentracija, koja je potvrdila preciznost injektiranja. Za
kriptoklorogensku kiselinu ona je iznosila 0,67 %, a za neoklorogensku kiselinu 1,26 %.

Ponovljivost metode ispitana je pripremom Ccetiri iste koncentracije u dva primjerka
¢ime je dobivena relativna standardna devijacija za koncentracije od 0,025 mg L7,
0,25mg L', 2,5mgL"1i25mgL". Ona je za kriptoklorogensku kiselinu redom iznosila 2,59,
4,54, 7,60 1 3,63 %. Za neoklorogensku kiselinu RSD je redom 0,71, 7,98, 10,36 1 5,46 %.

Srednja preciznost ispitana je na dva nacina. Prvi se odnosio na pripremu otopina na
razli¢it dan, a drugi nain potvrde bio je pripravom otopina od strane drugog analitiCara.

Rezultati svih mjerenja nalaze se u tablici 4.10.
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Tablica 4.10. Srednja preciznost metode

RSD (%)
¢ Drugi dan Drugi analiti¢ar
(mg L) Kriptoklorogenska Neoklorogenska Kriptoklorogenska Neoklorogenska
kiselina kiselina kiselina kiselina

0,025 1,31 4,02 7,12 10,86
0,25 2,04 2,51 0,77 5,38

2,5 11,74 15,23 2,19 0,04

25 5,94 5,62 1,48 0,96

sk .o
¢ — koncentracija

4.4.5. Granice dokazivanja i odredivanja

Kako bi se izracunale granice dokazivanja i odredivanja potrebno je utvrditi omjer
signala i Suma. ICH smjernice definiraju taj omjer jednakim ili veéim od 3 za granicu
dokazivanja, odnosno 10 za granicu odredivanja. Radi bolje to¢nosti injektiranje je ponavljano
tri puta za oba linearna dinamicka podrucja. Za niZe koncentracije analizirana je otopina
koncentracije 0,025 mg L', a za vise 1,0 mg L'!. Relativna standardna devijacija izracunana je

1z odziva detektora.

Tablica 4.11. Podatci za izra¢un granica odredivanja 1 dokazivanja

Koncentracija Kriptoklorogenska kiselina Neoklorogenska kiselina

Injektiranje
(mg L) Odziv S/N Odziv S/N
1 164 19,4 115 22,6
20,025 89 76,6 89 35,5
3 125 26,7 82 11,3
RSD % 7,48 13,73
1 8356 134,8 6089 130,4
2 1 7532 142,4 7821 128,7
3 8733 94,8 7797 91,8
RSD % 29,77 18,24
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Granice dokazivanja i odredivanja su raCunane iz omjera signala 1 Suma te one za

kriptoklorogensku kiselinu iznose 3,6 i 10,8 pg L', a za neoklorogensku 2,01 6,1 pg L.

4.4.6. Robusnost

Provjera robusnosti izvrSena je na nacin da se u postavkama metode promijenila
temperatura kolone i protok. Novi uvjeti su ispitani za koncentraciju otopine od 5 mg L™ te je
sve prikazano u tablici 4.12. Izraunom koncentracije sastojaka smjese robusnost je prikazana

kroz iskoriStenje (%).

Tablica 4.12. Robusnost metode prilikom promjene odabranih parametara

Parametar Kriptoklorogenska kiselina Neoklorogenska kiselina
Temperatura kolone + 5 °C 144,11 105,58
Temperatura kolone — 5 °C 148,75 129,14

Protok + 0,05 mL/min 171,29 112,79
Protok — 0,05 mL/min 120,89 132,28
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5. RASPRAVA



5.1. Optimizacija parametara metode

Cilj ovog diplomskog rada bio je utvrditi najbolje kriterije za provodenje kvantifikacije
klorogenskih kiselina pomocu tekuéinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti koja je
spregnuta sa spektrometrom masa s trostrukim kvadripolom. U eksperimentalnom radu
odijeljene su Cetiri kiseline (neoklorogenska, pseudoklorogenska, klorogenska i
kriptoklorogenska), a kvantificirane su dvije (neoklorogenska i kriptoklorogenska) zbog
sli¢nosti. Naime, rije¢ je o kiselinama koje pripadaju istoj klasi spojeva Sto znaci da dijele
funkcionalne skupine, a takoder imaju i jednake molekulske mase. Budu¢i da klorogenska,
kriptoklorogenska i neoklorogenska kiselina imaju jednaki kvantitativni ion te sve Cetiri dijele
produkte fragmentacije bio je tezak zadatak potpuno odijeliti sve kiseline. Metoda je na samom
pocetku trajala preko 19 minuta, a optimizacijom skraéena je na 12,6 minuta. Isprobano je
daljnje kra¢enje na 9 minuta, medutim takvi uvjeti onemogudili su uspjeSno odjeljivanje
kiselina.

Ovim putem dobiveni su svi fragmenti i slikom 5.1. predlozen je potencijalni nacin

fragmentacije kiselina. Spektri masa snimljeni su u negativnom nacinu rada
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Slika 5.1. PredloZeni put fragmentacije kriptoklorogenske kiseline (10)
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U prvom kvadripolu (Q1) prema negativnom nacinu rada snimljen je molekulski ion
kriptoklorogenske kiseline mase 353,1 Da. U tre¢em kvadripolu (Q3) snimljeni su ionski
fragmenti molekulskog iona u masama 173 Da, 179 Dai 135 Da.

Za neoklorogensku kiselinu takoder je snimljen molekulski ion mase 353,1 Da, a zatim
u tre¢em kvadripolu ionski fragmenti specifi¢nih masa koje redom iznose 191 Da, 179 Da1 135
Da.

Crveno zaokruZzeni na slici 5.1. su svi dobiveni fragmenti kriptoklorogenske kiseline,
medutim jednaki su ionski produkti pronadeni i na MS/MS spektru neoklorogenske kiseline pa
nisu dvaput prikazivani. Molekulski ion mase 191 Da prema tome nastaje cijepanjem kafeinske
kiseline, a daljnjim oduzimanjem vode ostaje molekulski ion mase 173 Da. Otkidanjem
kininske kiseline s molekulskog iona ostaje ion mase 179 Da, od kojeg oduzimanjem ugljikovog
dioksida ostaje ionski produkt od 135 Da.

Za zadovoljavajucu identifikaciju kriptoklorogenske i neoklorogenske kiseline bilo je
nuzno optimizirati odredene parametre spektrometrije masa. Tlak argona koji ulazi u kolizijsku
¢eliju (eng. collision-induced dissociation gas, CID gas) je bio fiksan zbog jasnih krivulja te
iznosi 1,5 mTorr. Parametri koji su optimizirani su: napon na kapilari koji je iznosio 4400 V za
obje kiseline, RF leée je za kriptoklorogensku bio 110 V, a za neoklorogensku kiselinu 109 V.
Temperatura kapilare za prijenos iona iznosila je 325 °C, a temperatura plina za formiranje fine
maglice 350 °C. Ionski produkt upotrijebljen za kvantifikaciju kriptoklorogenske kiseline je
onaj od 173 Da pri energiji sraza od 14 V, dok je kod neoklorogenske to produkt od 191 Da pri
energiji sraza od 17 V.

Odredeni su optimalni kriteriji kromatografske tehnike pri ¢emu su ispitani 1 odredeni:
kolona, temperatura kolone, komponente mobilne faze i modifikator prisutan u mobilnoj fazi
te gradijent mobilne faze u trajanju eluiranja.

Ispitane su tri kolone pri istim uvjetima od kojih su dvije sadrzavale C18, a jedna C8
nepokretnu fazu. Prema kromatogramu bilo je vidljivo kako je Agilent XDB kolona s CI18
fazom c¢ije su dimenzije 100 % 3,0 mm 1 veli¢ine Cestica 3,5 um pokazala najuinkovitije
razdvajanje.

Temperatura kolone zatim je ispitivana u razmacima od 10 °C, na cetiri razlicite
temperature, a najpravilniji signali 1 odjeljivanje pokazali su se na 25 °C. Temperatura
automatskog uzorkivaca podesena je na 15 °C i ta vrijednost nije dodatno optimizirana.

Budu¢i da se kiseline dobro u njemu otapaju $to je potvrdeno literaturom Tomac I, za

gradijentno eluiranje mobilne faze izabran je metanol te uz njega jos ispitane voda i acetonitril
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(9). Dodatak modifikatora bio je nuzan buduci da klorogenske kiseline ne ioniziraju u vodi,
tako da su u tu svrhu ispitane mravlja i octena kiselina. Pregledom kromatograma (slika 4.6.)
izmjenom samo mobilne faze, utvrdeno je kako najbolji rezultat daje kombinacija vode i
metanola. Iduce je na slici 4.7. vidljivo kako dodatak octene kiseline uzrokuje bolji odziv
detektora te signali brze izlaze. Na kraju, ispitan je udio octene kiseline dodan u otapala te je
odredeno kako 0,2 % CH3COOH daje bolju razdvojenost signala (slika 4.8.).

Gradijent prolaska pokretne faze prikazan je tablicom 4.5. Eluiranje je zapocelo
protokom 0,6 mL min vode i metanola u omjeru 90 : 10, oboje uz dodatak modifikatora

(octene kiseline) u koncentraciji 0,2 %. Volumen injektiranja uzorka iznosio je 5 pL.

J!I

Slika 5.2. Uredaj za teku¢insku kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (Dionex UltiMate

3000) vezan sa spektrometrom masa s trostrukim kvadripolom (TSQ Quantis)
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5.2. Vrednovanje metode

Linearnost je odredivana za podruéje koncentracija od 0,025 mg L do 25 mg L.
Procjenom rezultata zakljuceno je kako bolju linearnost odrazava podjela podataka u dva
linearna podruéja, ono nizih koncentracija (od 0,025 do 0,5 mg L!) i visih koncentracija (od
0,5 do 25 mg L!). Prema tome, za niZe koncentracije korelacijski faktor (R?) za
kriptoklorogensku kiselinu iznosi 0,9992 dok je za neoklorogensku kiselinu 0,9993. Za
podrugje visih koncentracija R* kriptoklorogenske kiseline iznosi 0,9929, a neoklorogenske
0,9994.

Za kalkulaciju to¢nosti metode bilo je potrebno racunski dobiti koncentracije svih
tocaka iz krivulje umjeravanja ¢ije su stvarne koncentracije ve¢ poznate, a zatim njithovom
usporedbom izracunati iskoristenje. Ono se za sve tocke kretalo u vrijednostima izmedu 80,6 i
119,0 % $to potvrduje pouzdanost metode s iznimkom za 70,1 % za koncentraciju 1 mg L
kriptoklorogenske kiseline koja ukazuje na neSto znacajniju pogresku u tocnosti. Izvor pogreske
moze biti 1 u pripremi otopine.

Glede preciznosti metode ispitivanje se vrSilo na tri razine: preciznost samog
instrumenta, ponovljivost i srednja preciznost. Za preciznost instrumenta uredaj je injektirao
Sest puta otopinu jednake koncentracije ¢ime je potvrdena preciznost. Ponovljivost metode
zahtijevala je pripravu Cetiriju koncentracija u dva primjerka ¢ime je izracunata relativna
standardna devijacija (RSD). Potencijalno bi vrijednost RSD mogla biti niza kod vise od dva
ponavljanja za svaku koncentraciju. U smislu srednje preciznosti ispitivanje se vrsilo na dvije
zasebne razine. Jedno ispitivanje provedeno je izradom otopina jednakih koncentracija na drugi
dan, a drugo na nacin da za iste koncentracije analizu provede drugi analiticar. U rezultatima
su uocena odstupanja medu relativnim standardnim devijacijama, budu¢i da kod prvog
analitiara postoji ve¢a pogreska na koncentraciji 2,5 mg L dok god drugog analiti¢ara
pogreska uglavnom utjece na koncentraciju 0,025 mg L™ $to ponovno dovodi u pitanje
mogucénost varijacije pri pripremi otopina, upotrebi mikro-pipeta i sl.

Kako bi se odredila granica dokazivanja bilo je potrebno odrediti omjer signala i Suma
minimalne vrijednosti 10, a granica odredivanja bio bi omjer od 3. Injektiranje se ponavljalo 3
puta za obje koncentracije, svaka za jedno linearno dinamicko podrucje. Granica dokazivanja
kriptoklorogenske kiseline iznosila je 3,6 pg L' i 2,0 pg L' za neoklorogensku kiselinu.
Granice odredivanja kriptoklorogenske i neoklorogenske su 10,8 pg L', odnosno 6,1 ug L'

Robusnost metode ispitivana je za koncentraciju otopine od 5 mg L! tako da su izvrSene

male izmjene u temperaturi i protoku kolone. Potom je izraunato iskoriStenje kojim je
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vrednovana robusnost. Razvijena metoda nije se pokazala robusnom budu¢i da dolazi do velikih
promjena u iskoristenju uslijed povecanja ili smanjenja temperature kolone za 5 °C i promjene
protoka za 0,05 mL min!. Ispitanim manjim namjernim promjenama parametara bolje se

odupire neoklorogenska u odnosu na kriptoklorogensku kiselinu.
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6. ZAKLJUCCI



1. Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti vezana sa spektrometrom masa je
povoljna tehnika za kvalitativno 1 kvantitativno odredivanje kriptoklorogenske i
neoklorogenske kiseline.

2. Spektrometar masa optimiziran je tako da je napon na kapilari za obje kiseline 4400 V. RF
le¢e za kriptoklorogensku kiselinu bio je 110 V, a za neoklorogensku 109 V. Temperatura plina
koji sluzi za formiranje fine magline iznosila je 350 °C, a kapilare za prijenos iona 325 °C.
Spektar je sniman u negativhom nacinu rada te je kvantitativni ion kriptoklorogenske kiseline
bio onaj od 173 Da, a kvalitativni ioni su oni od 179 1 191 Da, energija sraza bila je redom 14,
14120 V. Za neoklorogensku kiselinu kvantitativni ion iznosio je 191 Da, a kvalitativni 179 1
135 Da, dok su energije sraza redom iznosile 17, 16128 V.

3. Tekucinska kromatografija optimizirana je na nacin da su kao pokretna faza odabrani voda i
metanol, oboje s dodatkom 0,2 % volumnog udjela octene kiseline kao modifikatora, a
optimiziran je i najpogodniji gradijent za ta otapala. Za nepokretnu fazu odabrano je C18
punjenje, a optimalna temperatura kolone je 25 °C.

4. Vrednovanjem metode potvrdena je linearnost uz zadovoljavaju¢i korelacijski faktor. U
smislu to€nosti rezultati su relativno zadovoljavajuéi. Uredaj je jako precizan pri mjerenju, a do
vecih odstupanja dolazi prilikom izraCuna srednje preciznosti. Granice dokazivanja iznose 3,6
za kriptoklorogensku a 2,0 pg L' za neoklorogensku, dok granice odredivanja iznose 10,8 za
kriptoklorogensku i 6,1 ug L' za neoklorogensku kiselinu. Ispitivanjem robusnosti uo¢eno je

da se ispitanim promjenama bolje odupire neoklorogenska kiselina.
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8. SAZETAK



Cilj istrazivanja: Razvoj 1 optimizacija metode koja sluzi za kvalitativno 1 kvantitativno
odredivanje kriptoklorogenske i neoklorogenske kiseline pomocu tekuc¢inske kromatografije
ultravisoke djelotvornosti vezane sa spektrometrom masa (UHPLC-MS/MS) i zatim

vrednovanje same metode kako bi se osigurala pouzdanost rezultata rezultata.

Materijali i metode: Radni standard koriSten u istrazivanju je smjesa kriptoklorogenske i
neoklorogenske kiseline te su od njega pripravljene otopine koncentracija izmedu 0,005 mg L~
1150 mg L', a one su potom koristene za razvoj i vrednovanje metode koristenjem tekuéinske

kromatografije i spektrometrije masa.

Rezultati: Za pripremu nizih koncentracija standardna otopina je razrijedivana pomocu
metanola. Pokretnu fazu je safinjavala smjesa vode i metanola pomijesane s 0,2 % volumnog
udjela octene kiseline kao modifikatora. Odabrana je Agilent kolona punjena C18 nepokretnom
fazom, a prostor u kojem je smjeStena termostatiran je na 25 °C. Spektrometar masa je
optimiziran postavljanjem napona na kapilari od 4400 V za obje kiseline. RF lece su bile
podesene na 110 V za kriptoklorogensku kiselinu 1 109 V za neoklorogensku. Temperatura
plina koriStenog za formiranje fine maglice bila je 350 °C, a temperatura kapilare za prijenos
iona odrZavana je na 325 °C. Spektar je zabiljeZen u negativnom ionizacijskom nacinu te je
metoda analizom MS/MS spektra omogucila razumijevanje fragmentacije klorogenskih

kiselina. Vrednovanjem metode zabiljezeni su zadovoljavajuci rezultati.

Zakljucci: Tekucinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti vezana sa spektrometrom
masa s trostrukim kvadripolom prikladna je metoda za odredivanje kriptoklorogenske 1

neoklorogenske kiseline, a vrednovanjem metode uocena je mogucénost njene primjene.

Kljucéne rije€i: motar, kriptoklorogenska kiselina, neoklorogenska kiselina, UHPLC, MS/MS,

vrednovanje
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9. SUMMARY



Diploma thesis title: Determination of chlorogenic acids using UHPLC-MS/MS

Objectives: The development and optimization of a method used for the quantitative and
qualitative determination of cryptochlorogenic and neochlorogenic acid using ultra-high-
performance liquid chromatography coupled with mass spectrometry (UHPLC-MS/MS),
followed by the validation of the method itself to ensure the reliability of the results.

Materials and methods: The working standard used in the research was a mixture of
cryptochlorogenic and neochlorogenic acids, from which solutions with concentrations ranging
from 0.005 mg L' to 50 mg L were prepared. These solutions were then used for the

development and validation of liquid chromatography and mass spectrometry method.

Results: To prepare lower concentrations, the standard solution was diluted with methanol. The
mobile phase consisted of a mixture of water and methanol mixed with 0.2% volume fraction
of acetic acid as a modifier. An Agilent column packed with C18 stationary phase was selected
and the analysis was carried out at 25 °C. The mass spectrometer was optimized by setting the
capillary voltage to 4400 V for both acids. RF lenses were adjusted to 110 V for
cryptochlorogenic and 109 V for neochlorogenic acid. The temperature of the gas used to form
the fine mist was 350 °C, and the temperature of the ion transfer capillary was maintained at
325 °C. The spectra were recorded in the negative ionization mode, and the method enabled the
understanding of the fragmentation of chlorogenic acids by analyzing the MS/MS spectrum.

The evaluation of the method yielded satisfactory results.
Conclusions: Ultra-high performance liquid chromatography coupled to a triple quadrupole
mass spectrometer is a suitable method for the determination of cryptochlorogenic and

neochlorogenic acid, and the validation confirmed its application.

Key words: sea fennel, cryptochlorogenic acid, neochlorogenic acid, UHPLC, MS/MS,

validation
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