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IZVESTAJ

A. PRIKAZ SADRZAJA DOKTORSKE DISERTACIJE

Doktorska disertacija pod nazivorheorijska i hemometrijska analiza retencionih mehama
odabranih lekova u tmoj hromatografiji hidrofilnih interakcijanapisana je na 224 strane, formata
A4, uz kratakRezimena srpskom i engleskom jeziku. Sadrzi 9 poglavijedha hromatografija
hidrofilnih interakcija, Teorijski modeli u hromageafiji i njihova primena u ténoj hromatografiji
hidrofilnih interakcija, Hemometrijski pristup deoj hromatografiji hidrofilnih interakcija Pregled
literature, Cilj rada, Eksperimentalni deo, Reztiliediskusija, Zakljdak, Literaturai Prilozi. Sadrzi

38 slika, 23 tabele, 38 jedhiaa, 72 literaturna navoda, kao i spisak objavhenawnih radova i

saopstenja koji predstavljaju publikovane rezuliateve disertacije.

Poglavlje Tecna hromatografija hidrofilnih interakcijanapisano je na 17 strana i prikazuje
zn&aj primene téne hromatografije hidrofilnih interakcija (en¢ydrophilic Interaction Liquid
Chromatography— HILIC) u farmaceutskoj analizi sa posebnim osvrtom naiangbolarnih
molekula male molekulske mase. Tdkp navedeni su i osnovni mehanizmi razdvajanja ulEl
sisitemu, kao i faktori koji uku na retenciono ponaSanje raitih tipova analita (tipovi stacionarnih

faza, sastav mobilne faze i strukturne osobineitanal

Naredno poglavlje, Teorijski modeli u hromatografiji i njihova primena tenoj
hromatografiji hidrofilnih interakcija,koje je napisano na 13 strana, daje detaljan ogahcitih
teorijskih modela zasnovanih na termodin&dam principima a koji su zrjni za opisivanje HILIC
sistema. Opisani su particioni retencioni modelsoadcioni retencioni model, dvojni HILIC/RP
retencioni model, meSoviti adsorpciono-particioeiencioni model i jonoizmenji¢i model. Svi

modeli okarakterisani su odgovaréju jedn&inama.

U deluHemometrijski pristup toj hromatografiji hidrofilnih interakcijanapisanom na 13
strana prikazan je ztiaj primene hemometrijskog pristupa u analizi HILld{Stema. U poglaviju je
posebno naglaSen zfe izbora faktora i njihovih nivoa u HILIC sisitenmsiobzirom n&ijenicu da
ovaj sistem do sada nije dovoljno istrazen. Stdgemometrija omogtava dobijanje velikog broja
podataka koji su od izrazitog namog zn#&aja. Da bi ovaj pristup omog@w adekvatano opisivanje

analiziranog HILIC sisitema ztiajan je izbor eksperimentalnog dizajna, pa su urodelu posebno



opisani Boks-Benken i D-optimalni dizajn koji sprimenjeni u ovoj doktorskoj disertaciji. U ovom
delu definisani su i odgovori hromatografskog srsekoji su préeni tokom istrazivanja u okviru ove
doktorske disertacije. Take, prikazani su i matemaki modeli koji su primenjeni za opisivanje
analiziranih sistema, kao i pristupi direktnom direktnom modelovanju analiziranih odgovora. Na
kraju ovog dela, opisani sudai optimizacije metode, tj. dat je opis gk&fih i numertkih metoda za

optimizaciju koje su primenjene u ovoj doktorskigettaciji.

Deo Pregled literature prikazan na 10 strana, daje opis literature ighjed je na dva dela.
Prvi deo se odnosi na publikovane radove u kojimeogisana dosadasnja istrazivanja teorijskih
modela u HILIC sistemima, dok je u drugom delu piegled literature koji se odnosi na do sada
publikovane radove u kojima su primenjeni eksperitalni modeli u HILIC sistemima.

PoglavljeCilj rada napisano je na 2 strane. Kpxvi cilj definisano je da se ispitaju faktorski
uticaji i retenciono ponaSanje kiselih i amfoterrdhalita na primeru model smeSe penicilina i
cefalosporina na silika koloni primenom metodolegiksperimentalnog dizajna, kao i da se uradi
verifikacija dobijenih modela podenjem simuliranih i eksperimentalno dobijenih hréogaama u
proizvoljno odabranim tkama eksperimentalnog prostora. U okvilugog cilja, vrSi se analiza
retencionih mehanizama baznih analita na primerdehemese antipsihotika, antihistaminika i
antiepileptika na dve silika, dve diolne i jedngjano koloni fitovanjem retencionih podataka u
particioni, adsorpcioni, katjonsko—izmenjéka i dvojni HILIC/RP retencioni model. Pored toga,
definiSe se i ispitivanje retencionog ponaSanj&, ikeneiusobnih faktorskih uticaja nBetasil Silica
koloni na osnovu eksperimentalnih modela dobijendgmometrijskim pristupom. Katreéi cilj,
postavlja se analiza retencionih mehanizama kiselieutralnih analita na primeru model smeSe
analita sa amidskom i sulfonamidskom funkcionalrgrampom u amino koloni fitovanjem retencionih
podataka u particioni, adsorpcioni, anjonsko—iznvatki i dvojni HILIC/RP retencioni model.
Takaie, u okviru ovog cilja vrSi se upotpunjavanje zmamj uticaju faktora mobilne faze na
retenciono ponaSanje ispitivanih analita u amintokioprimenom metodologije eksperimentalnog
dizajna, kao i procena kvaliteta retencionog prégivia dobijenih modela eksperimentalnom
verifikacijom. Cetvrti cilj ukljuéuje ispitivanje doprinosa procesa raspodele i gmsier ukupnom
HILIC retencionom mehanizmu neutralnih analita wigaosti od sastava mobilne faze na primeru
model smeSe joheksola i njegove tri srodne supstandve silika i dve diolne kolone, primenom

mesovitog adsorpciono—particionog retencionog nadel okviru petog cilja postize se gdenje
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eksperimentalnih modela zavisnosti retencionihdikioheksola i njegove tri srodne supstance od
faktora mobilne faze i tipa kolone, primenom D-opinog dizajna. Pored toga, u okviru ovog cilja
doktorske disertacije uklfena je i optimizacija hromatografskog razdvajaspitivanih analita uz
indirektno modelovanje faktora selektivnosti kmbg para smeSe sa nuntgam optimizacijom. Na
kraju, postavljena HILIC metoda se validira za analjoheksola i njegovih srodnih supstanci u

rastvorima za intravensku primenu.

Poglavlje Eksperimentalni demapisano je na 35 strana. U okviru ovog dela pdka su
aparati i reagensi, ukiuju¢i i standardne supstance sa prikazanim strukturformulama i

hemijskim nazivima, a navedeni su i primenjeni kartgrski programi.

Za hromatografsku analizksperimentalnih modelaf-laktamskih antibiotika prikazani su
hromatografski uslovi, priprema rastvora standarap i mobilnih faza definisanih Boks-
Benkenovim planom eksperimenta za tri faktora. tiggni faktori bili su sadrzaj acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze i koncenjsaamonijum-acetata u vodenom delu mobilne
faze.

Za hromatografsku analizteorijskih modela odabranih baznih lekova prikazani su
hromatografski uslovi u okviru kojih je navedenbdrdmatografskih kolonaBetasil Silica 100 mm x
4,6 mm, 5 pum vetina ¢estica,Betasil Diol 100 mm x 4,6 mm, 5 um veiiha cestica,Betasil CN
100 mm x 4,6 mm, 5 um veéiha ¢estica,Bakerbond Silica Gel250 mm x 4,6 mm, 5 um veéina
cestica iBakerbond CyanopropyR50 mm x 4,6 mm, 5 um véina cestica), kao i priprema rastvora
standarda, priprema mobilnih faza sa piiate hromatografskim postupkom. Za hromatografsku
analizu eksperimentalnih modelaodabranih baznih lekova prikazani su hromatografski uslovi,
priprema rastvora standarda, kao i mobilnih faZen@nih Boks-Benkenovim planom eksperimenta
za tri faktora. Ispitivani faktori bili su sadrzagetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrednost vodeneda
koncentracija amonijum-acetata u vodenom delu meljéze.

Za hromatografsku analizueorijskih modela farmaceutski aktivnih supstanci sa
amidskom i sulfonamidskom funkcionalnom grupomprikazani su hromatografski uslovi, kao i
priprema rastvora standarda, priprema mobilnih feagpratéim hromatografskim postupkom. Za
hromatografsku analizeksperimentalnih modelafarmaceutski aktivnih supstanci sa amidskom i
sulfonamidskom funkcionalnom grupom prikazani su hromatografski uslovi, zatim priprema

rastvora standarda, kao i mobilnih faza definisaBdks-Benkenovim planom eksperimenta za tri



faktora. Ispitivani faktori bili su sadrzaj acetoida u mobilnoj fazi, pH vrednost vodene faze i

koncentracija amonijum-acetata u vodenom delu meljize.

Za hromatografsku analizteorijskih modela joheksola i njegovih srodnih suptnci
prikazani su hromatografski uslovi u okviru kojih savedenéetiri hromatografske kolonéBgtasil
Silica, 100 mm x 4,6 mm, 5 pm veina cestica,Betasil Diol 100 mm x 4,6 mm, 5 um vé&lna
¢estica,Luna HILIC, 100 mm x 4,6 mm, 5 um véiina ¢estica iKinetex HILIG 100 mm x 4,6 mm,
2,6 um vekina cestica), kao i priprema rastvora standarda, priprenobilnin faza sa praten
hromatografskim postupkom. Za hromatografsku aunatiksperimentalnih modela joheksola i
njegovih srodnih supstanciprikazani su hromatografski uslovi, priprema rastivstandarda, kao i
mobilnih faza prema planu eksperimenta definisanmatricom D-optimalnog dizajna. Ispitivani
faktori mobilne faze, kao kvantitativni faktorilisu sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrecdt
vodene faze i koncentracija amonijum-acetata u mooe delu mobilne faze. Pored toga, kao
kvalitativni faktor ispitivane sdetiri hromatografske kolone.

Za svaku fazu ispitivanja navedeni su prmenjemjoiterski programi.

PoglavljeRezultati i diskusijanapisano je na 122 strane. U ovom poglavlju pakazsu svi
dobijeni rezultati eksperimentalnih istrazivanjaohliku tabela (18) i slika (22). Data je detaljna
diskusija rezultata uz teorijsku i literaturnu p&klr. Detaljnije o ovom poglavlju u delu B ovog
Izvestaja.

PoglavljeZakljucak napisano je na 3 strane i sadrzi sve zékguu skladu sa postavljenim
ciljevima.

PoglavljeLiteratura napisano je na 9 strana i sadrzi 72 bibliograjstleice.



B. OPIS POSTIGNUTIH REZULTATA

U prvom delu Rezultata i diskusijeprikazana je analiza retencionog ponaSgByaktamskih
antibiotika u silikagel koloni primenom Boks-Benken dizajna detaljnu analizu hromatografskog
ponaSanja u HILIC sistemu odabrani su sted@-laktamski antibiotici: cefotaksim-natrijum,
cefaleksin-monohidrat, cefaklor, cefuroksim-namju cefuroksim-aksetil, ampicilin-trihidrat i
amoksicilin-trinidrat. U okviru preliminarnih isttavanja primenjena je tzvone-factor-at-a-time
metodologija koja je omogdia jednostavnu analizu uticaja odabranih hromatftsiih faktora
(sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vrednestdene faze i koncentracija amonijum-acetata u
vodenoj fazi) na vrednosti retencionih faktora tispinih analita. U cilju dobijanja viSe informaciga
ponasanju ovog hromatografskog sistema kreiramidgiovarajdi eksperimentalni modeli primenom
Boks-Benken dizajna i udana je njihova statiska procena. Za analite cefotaksim-natrijum,
cefaleksin-monohidrat, cefaklor, cefuroksim-natmju ampicilin-trihidrat i amoksicilin-trihidrat
dobijeni su matematki modeli ¢ija je adekvatnost potitena nizom statistkih testova. Jedino za
cefuroksim-aksetil model nije bio adekvatan, Stabg@Snjava njegovim neretencionim ponasenjem
kao posledica nedostatka jonizacionih centara. Nakma su uspostaviljeni retencioni modeli i
eksperimentalno verifikovani izdenjem cetiri dodatna eksperimenta u proizvoljno odabranim
tatkama eksperimentalnog prostora. Dobijene vredhkostiicijenata korelacije (u opsegu od 0,9594
do 0,9938) potwtuju dobro predwanje retencionog ponasanja ispitivanih analitasreoweu kreiranih
matemattkin modela. Dobro slaganje pdeno je i eksperimentalno dobijenim hromatogramibha.
cilju detaljnije analize faktorskih uticaja prika@asu tri-D dijagrami na osnovu kojih je dato douat
tumaenje hromatografskog ponasSanja ispitivanog sisited@akraju ovog dela naveden je i uticaj
strukturnih osobing3-laktamskih antibiotika na retenciono ponasanje IuUIE sistemu. Kako su
pomenutif-laktamski antiniotici po prvi put ispitivani u HIC sistemu, ova doktorska disertacija
daje znaajn nawni doprinos ovim istrazivanjem. Pored toga, po gout je u nadnoj literaturi
razjasnjena veza izrde strukture opisaniB-laktamskih antiniotika i njihovog retencionog p8éaaja

u HILIC sistemu. Rezultati su objavljeni Jovanovi, M., Rake, T., Jadi¢ Stojanové, B.,
Malenovi, A., Ivanovt, D., Medenica, M.: Assessment @flactams retention in hydrophilic

interaction chromatography applying the Box—Behnt#tesign. J Sep Sci 2012; 35: 1424-1431.

Drugi deoRezultata i diskusijgrikazuje analizu odabranibaznih farmaceutski aktivnih
supstanci(tioridazina, klozapina, sulpirida, feniramin-mate, hlorfeniramin-maleata i lamotrigina) u

pet kolona (dve silika, dve cijano i jedna diolmgagdenjem teorijskih i eksperimentalnih retencionih



modela. U ovom delu istrazivanja najpre se pristugraienju katjonsko-izmenjiwkih retencionih
modela koji su definisani u silika kolonama. Qi#ri su koeficijenti katjonsko-izmenjigkih modela

a graftki su prikazani uspostaviljeni retencioni modeli. kNia toga, definisani su particioni i
adsorpcioni retencioni modeli za koje su @@ odgovarajéi regresioni koeficijenti, kao i
koeficijenti determinacije. Dobijeni rezultati pakani su tabelarno i gréki uz pratéu diskusiju
dobijenih rezultata. Dalje, ispitani su dvojni HI/RP retencioni modeli, a iz dobijenih regresionih
koeficijenata izraunati su minimumi funkcijadnmin) koji odgovaraju sastavu mobilne faze pri kojem
dolazi do prelaza iz RP retencionog mehanizma UGihetencioni mehanizam i obratno. Rezultati su
predstavljeni tabelarno i gr&ki. Kako je u ovom delu bilo od ztaja da se ispitati uticaj vrste
kolone na retenciono ponaSanje baznih lekova, argam sadrzaja acetonitrila u mobilnoj fazi u
opsegu od 50% do 90% uz odrzavanje ostalih hromefglgh faktora na konstantnom nivou,
analizirana je smeSa tioridazina, klozapina, sidajr feniramin-maleata, hlorfeniramin-maleata i
lamotrigina u pet kolona. Prikazani su odgovatiajoromatogrami i data je diskusija dobijenih
rezultata. Kreirani su eksperimentalni modeli pmoe hemometrijskog pristupa. Kao
eksperimentalni dizajn primenjen je Boks-Benkerapiza na osnovu dobijenih rezultata kreirani su
odgovarajdi eksperimentalni modeli i uda@na njihova statistka procena. Adekvatnost dobijenih
modela ispitana je ANOVA testom, a dobijeni reziltpotvrdili su adekvatnost dobijenih
matemattkin modela, kao i njihovu dobru sposobnost prédmja odgovora sistema. U cilju
detaljnije analize faktorskih uticaja prikazani suD dijagrami na osnovu kojih je dato dodatno
tumaenje hromatografskog ponaSanja ispitivanih analit®dlILIC sistemu. Ovako sveobuhvatan
pristup, koji je uklj@¢io definisanje i teorijskih i eksperimentalnih méal@a odabranoj grupi baznih
farmaceutski aktivnih supstanci u HILIC sistemu,gei put je opisan u n&noj literaturi. Rezultati
ovih istrazivanja publikovani su WJovanovié, M., Jaii¢ Stojanovt, B., Raké, T., Malenovg, A.,
Ivanovie, D., Medenica, M.: Five different columns in thealysis of basic drugs in hydrophilic
interaction liquid chromatography. Cent Eur J CI2g%h3; 11: 1150-1162.

Tre¢i deo Rezultata i diskusijgrikazuje kreiranje teorijskih i eksperimentalmmodela u
analizi retencionog ponaSanja i retencionih melean&odabranih kiselih i neutralnih analita u
amino koloni. Kao model smeSa odabrana je smegaatautski aktivnih supstanci sa amidskom i
sulfonamidskom funkcionalnom grupom i to: tropikdmnikotinamid, levetiracetam, piracetam,
sulfanilamid, sulfacetamid-natrijum, sulfametokdazmlfafurazol, furosemid i bumetanid. U prvoj
fazi ovog dela istrazivanja definisani su odgowuaiiajeorijski retencioni modeli koji su omogili
analizu retencionih mehanizama odgovornih za rgadya ispitivanih analita u datom HILIC
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sistemu. Kako bi se ispitao doprinos procesa akpimm@nene retencionom mehanizmu u ispitivanom
HILIC sistemu, najpre je odabran tip pufera, naksga su kreirani odgovarajuanjonsko—
izmenjivatki teorijski retencioni modeli fitovanjem retencibnpodataka dobijenih variranjem
koncentracije pufera u mobilnoj fazi. Matend&tiizrazi kojima je pretpostavljen anjonski proaes
HILIC sistemu, a koji su predlozeni u ovom delu thokke disertacije, po prvi put su opisani u
nawnoj literaturi. Kako je amino kolona hemijska makdicija silika kolone ovaj tip stacionarne faze
moze se smatrati umereno polarnim. Samim titekivano je d&e analizirane farmaceutski aktivne
supstance biti pod uticajem i HILIC i RP retencignmehanizma. Prema tome, variranjem odnosa
vodenog i organskog dela mobilne faze u Sirokompaas vrednosti omogeno je grdenje dvojnih
HILIC/RP retencionih modela. Za svaki analit iwaat je odnos vodenog i organskog dela mobilne
faze pri kojem dolazi do prelaza jednog mehanizmdrugi. Nakon toga su i HILIC i RP region
sastava mobilnih faza zasebno modelovani gamedsorpcionih i particionih retencionih modela.
Dobijeni modeli iskorideni su u svrhu opisa uticaja organskog rastarea retenciono ponasanje
analiziranih lekova, kao i na razmatranje udelacesa raspodele i adsorpcije u retencionom
mehanizmu u amino koloni u svakom od ispitivaniioaa sastava mobilne faze. U drugoj fazi ovog
dela istrazivanja primenjen je Boks—Benken dizajncilju definisanja uslova za gtanje
eksperimentalnih retencionin modela. Na ovagimaomoguena je istovremena procena uticaja
sadrZaja organskog rastv&au mobilnoj fazi i drugih faktora mobilne faze (prednost vodene faze

I koncentracije amonijum-acetata u vodenoj fazi) retenciono ponasanje analiziranih kiselih i
neutralnih lekova. Adekvatnost dobijenih mateiahi modela potutena je ANOVA testom, a
nakon toga je urdena i eksperimentalna verifikacija dobijenih matgthkeh modela. U cilju
detaljnije analize faktorskih uticaja prikazani suD dijagrami na osnovu kojih je dato dodatno
tumaenje hromatografskog ponasanja ispitivanih analitdiLIC sistemu. Od posebnog ziaga je |
prikazana analiza uticaja strukturnih osobina HKisel neutralnih analita na njihovo retenciono
ponaSanje u amino koloni. Rezultati su objavljeniavanovié, M., Jari¢ Stojanové, B.: Thorough
investigation of the retention mechanisms and teterbehavior of amides and sulfonamides on
amino column in hydrophilic interaction liquid cimatography. J Chromatogr A 2013; 1301: 27-37.

U narednom delu doktorske disertacije data je pracedela procesa adsorpcije i raspodele u
ukupnom HILIC retencionom mehanizmmeutralnih farmaceutski aktivnih supstanci ngetiri
razlicite kolone (dve silika i dve diolne). Istrazivarge sprovedena na primeru joheksola i njegovih
srodnih supstanci (A, B i C) kao neutralnih anali&sperimentalno dobijeni podaci, koji karakteriSu

retenciono ponasanje variranjem odnosa vode i skganrastvarga u mobilnoj fazi u odidenom
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rasponu, kori&ni su za grdenje odgovarajtih teorijskih modela. Kako linearni teorijski model
(adsorpcioni i particioni) nisu obezbedili zadoawipjicu aproksimaciju podataka, u tu svrhu kreirani
su nelinearni teorijski modeli (kvadratni particidnmesoviti adsorpciono—particioni modeli). Ovi
modeli omogdili su donoSenje zakljtaka o retencionim mehanizmima analiziranih neuinaln
farmaceutski aktivnih supstanci u datim kolonamakdiie, u ovom delu doktorske disertacije ispitan
je uticaj vrste kolone na retenciono ponaSanjeksbia i njegovih srodnih supstanci. Prikazani su
odgovarajdi hromatogrami, kao i diskusija dobijenih rezultaialje, kreirani su eksperimentalni
modeli primenom hemometrijskog pristupa. Za anatimese joheksola i njegovih srodnih susptanci
primenjen je D-optimalni dizajn, a kao matensgtimodel odabran je kvadratni model Zatiri
ispitivana faktora i njihove dvofaktorske intergkci Adekvatnost dobijenih matemékih modela
potvidena je ANOVA testom. Na osnovu kreiranih eksperitakeih retencionih modela omoggena

je kvantitativna procena faktorskih uticaja i npfito interakcija na retenciono ponasanje ispitivanih
komponenti smeSe. U cilju dobijanja optimalnih hetagrafskih uslova izabrano je indirektno
modelovanje odgovora sistema. Identifikacija optimiauslova razdvajanja postignuta je tehnikom
pretrazivanja¢vorova mreze, a izabrani optimum paen je eksternom validacijom. U cilju
potvrdivanja pouzdanosti postavljene HILIC metode, izagsge njena kompletna validacija u okviru
koje su ispitani svi zrajni parametri validacije i pot#ena mogunost primene optimizovane
metode za analizu odgovarégg farmaceutskog preparata. Ovim delom doktorsgertdicije dat je
zna&ajan nadni doprinos analitici joheksola i njegovih srodnibupstanci uz istovremeno
unapréivanje nadnih znanja vezanih za hromatografsko ponaSanjeralgilt analita u HILIC
sistemu. Rezultati su objavljeni dovanovié, M., Rakt, T., Jagi¢ Stojanow, B.,Ivanovt, D.,
Medenica, M.:Retention mechanisms assessment atiebdhdevelopment for the analysis of iohexol
and its related compounds in hydrophilic interattlimuid chromatography. Anal Bioanal Chem
2014; 17: 4217-4232.

C. UPOREDNA ANALIZA SA REZULTATIMA I1Z LITERATURE

Pregled do sada publikovanih radova pokazuje denceino ponaSanje raglih analita, kao i
retencioni mehanizmi u HILIC sistemu nisu dovolpazjasnjeni. Sticanje novih znanja o ovoj oblasti,
kao i tum&enje retencionih mehanizama dalo bi veliki &rawoprinos. To je ujedno i bio glavni cil]

ove doktorske disertacije.



Sistem hromatografije hidrofilnih interakcija povpput je opisao Alpret koji je u svom radu
pretpostavio da je osnovni mehanizam u ovom sisteaspodela [1]. Méutim, pretpostavio je da
postoje i drugi procesi koji doprinose ukupnom metenom mehanizmu. Kasnije, kada je ovaj sistem
pokazao zn&jnu prednost u analizi polarnih i umereno polarmalita u odnosu na reversno-fazni
sistem, doslo je do pojave istrazivanja koja salpefe bave mehanizmima u HILIC sistemu. Tako je
u radu [2] opisana primena particionih, adsorpdianmnesSovitih adsorpciono—particionih retencionih
modela u HILIC sistemu. Take, povéao se i broj publikovanih radova u kojima je predio ovaj
sistem kao pogodan u analitici nekih lekova. Prédgévih primena dat je u radu [3] gde su navedeni
tipovi polarnih i umereno polarnih analita maleelike molekulske mase z4u analizu je pogodna

HILIC hromatografija.

Prowavanje retencioninh mehanizama &@oj javnosti postalo je posebno interestantno. Tako
su u radu [4] prikazana istrazivanja koja su bdanarena na pr@avanje debljine vodenog sloja koji
se adsorbuje na povrsSinu stacionarne faze u zastisow sastava mobilne faze. Autori rada [5] su na
osnovu dobrog fitovanja retencionih podataka 2-ardfhidroksimetil-1,3-propandiola (TRIS) i 2-
amino-2-etil-1,3-propandiola (AEPD) u particioniteecioni model na amino koloni doSli do
zaklju¢ka da je u retencionom mehanizmu ovog HILIC sistpni@arno zastupljen proces raspodele.
U radu [6] retencioni podaci citozina dobijeni tetiri razlicite kolone (amino, amidna, silika i
cviterjonska) bolje su bili aproksimirani adsorpgim nego particionim modelima. Na tajdma je
dokazano prisustvo direktne interakcije izitmemolekula analita i povrSinskih grupa stacionarnih
faza, te je zakljteno da je dominantan proces u retencionom mehanmmproces adsorpcije. Do
istog zaklji¢ka doSlo se i u radu [7] gde su retencioni poddxirdzIcitih peptida na amidnoj
stacionarnoj fazi adekvatno fitovani adsorpcionimdelima. Na isti n&én je u radu [8] dokazano da
je u retencionom mehanizmu dominantan proces adgoipenzokaina i cetilpiridinijum-bromida na
nederivatizovanoj silikagel koloni. U cilju opising retencionog ponaSanja nukleozida u Sest
razlicitih HILIC kolona (tri silika, dve diolne i jedn#-ciklodekstrinska), gde ni adsorpcioni ni
particioni retencioni model nisu mogli da fitujuteacione podatke, Liang i saradnici su predlozili
nelinearni mesoviti adsorpciono—patrticioni retencimodel [9]. SkEni zakljucci izvedeni su i u radu
[10], u kome je vrSena aproksimacija retencionikdgiaka dobijenih za hidrosolubilne vitamine na
diolnoj stacionarnoj u particioni model. Pored rde@h procesa raspodele, adsorpcije ili meSovitih
procesa, u literaturi je opisan i katjonski procasene. Tako je na primer u radu [11] okarakterisan
mehanizam katjonske izmene derivata hidrazina rtarjpnskoj stacionarnoj fazi. Pored toga, dvojni

HILIC/RP retencioni modeli predloZzeni su u radovirfie?—14] u cilju opisivanja retencionog
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ponaSanja analita u Sirokom rasponu sadrzaja vadehiinoj fazi na umereno polarnim stacionarnim
fazama. Izr&aunavanjem njihovih minimuma postignuto i odiranje sastava mobilne faze pri kojoj

dolazi do prelaza iz HILIC mehanizma u RP mehanizabratno.

Sva navedena istrazivanja, pokazala su da je HhEhanizam veoma slozen i nedovoljno
prowen pa da je veoma teSko predvideti retenciono @op@sSanalita na razitim polarnim
stacionarnim fazama. 1z tog razloga, u ovoj doloydisertaciji u HILIC sistemu analizirani su
analiti razltite polarnosti (kiseli, bazni i neutralni)cge retenciono ponasanje do sada nije ispitivano
u ovom sistemu. Izabrane model smeSe po prvi pigpstivane u HILIC sistemu Sto je i preduslov za
sticanje novih znanja o retencionim mehanizmimagkd literature pokazao je da do sada nisu
definisani doprinosi raalitih procesa (raspodele, adsorpcije, katjonskanjonske izmene) ukupnom
retencionom mehanizmu ispitivanih analita premahayoj polarnosti na raziitim polarnim

stacionarnim fazama u HILIC sistemu.

S druge strane, na osnovu pregleda literature,zab&ae da je publikovan veoma mali broj
radova u kojima je primenjen hemometrijski prisagptumaenje sloZzenih interakcija u HILIC-u, kao
I u razvoju ovih metoda za analitiku ra#iih farmaceutski aktivnih supstanci. Jedan od vad
pregledni rad publikovan 2008. godine [15] u komealat pregled postavljenih HILIC metoda. Kako
do tog trenutka u literaturi nije pradena nijedna HILIC metoda razvijena primenom hemoipet
istaknut je potencijal ovog prisupa i m@gosti njegove primene. U nesto novijoj literatuysisana je
primena 3 x 5 dizajna [16], kao i centralnog kompi@nog dizajna [17] u analizi retencionog
ponaSanja pojedinih analita. U radu [18] prikaz@maoptimizacija hromatografskog razdvajanja
salicilne, acetilsalicilne i askorbinske kiselinesilikagel koloni hemometrijskim pristupom u HILIC
hromatografiji. Skan pristup primenjen je i u optimizacii hromatogkog razdvajanja
aminoglikozidnih antibiotika na cviterjonskoj stasarnoj fazi [19] i antidepresiva na silikagel

stacionarnoj fazi [20].

Pregled do sada publikovanih radova u kojima jemprjena hemometrija u analizi
retencionog ponasanja analita u HILIC sistemu wgkki. 1z tog razloga, od posebnog je taag
znaaja primena hemometrijskih alata u definisanjumaenju retencionih mehanizama u HILIC
sistemu. Hemometrijskim pristupom omdégua se sticanje sveobuhvatnijin znanja jer model@va
hromatografskih sistema pruza mégast da se predvidi ponaSanje sistema u svakom delu

eksperimentalnog prostora. Pored toga, sagledau#igaja istovremene promene viSe faktora u
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ovom nedovoljno poznatom i slozenom sistemu, kejanogude jedino primenom hemometrije,
posebno pou&ava natini doprinos istrazivanja u okviru ove doktorskeediacije. U ovoj doktorskoj
disertaciji hemometrija je posluzila da se projrestoje€a, ali steknu i nova znanja kako o
retencionim mehanizmima u HILIC sistemu tako i av@u HILIC metoda za primenu u analizi
jedinjenja skne strukture. Primenom hemometrije za sve anaigitivane u HILIC sisitemu u okviru

ove doktorske disertacije, dobijene su novi idmeuzna&ajni podaci.
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E. ZAKLIU CAK —OBRAZLOZENJE NAU CNOG DOPRINOSA DOKTORSKE DISERTACIJE

U ovoj doktorskoj disertaciji, iz n&ne oblasti — Analitika lekova, po prvi put datogeeobhvatno
ispitivanje retencionih mehanizama wrtej hromatografiji hidrofilnih interakcija na primena
odabranih baznih, kiselih i neutralnih analita. Bea analiza retencionih mehanizama, primenom
teorijskin i hemometrijskih postupaka, oméda je detaljan opis ispitivanih procesa. U ovoj
doktorskoj disertaciji, u HILIC sistemu, ispitivasu razl€iti analiti: jedinjenja iz grupe penicilina i
cefalosporina, odabrane farmaceutski aktivne sopstéaznih osobina (iz grupe antiepileptika,
antihistaminka i antipsihotika), zatim farmaceutaktivne supstance sa amidskom i sulfonamidskom
grupom, kao i neutralna jedinjenja na primeru jaudk i njegovih srodnih supstanci. Analiza svakog
hromatografskog sistema podrazumevala je odgov@rapmLeni pristup u kome je sveobuhvatno
sprovedeno ispitivanje u cilju potpunog shvatarjarmpletne analize ovog, do sada, slabo ¢gnag
hromatografskog sistema. U ovoj doktorskoj disdiitguo prvi put, su navedeni analiti ispitivani u
HILIC sistemu na razitim stacionarnim fazama i protugeni retencioni mehanizmi. Pored toga,
primena hemometrijskih alata omdga je da se analizirani sistemi opiSu sa odgowanay
matemattkim modelimacija je adekvatnost potitena odréenim statisttkim metodama. Pokazalo se
da u nadanoj literaturi hemometrijski alati do sada nisunpenjivani za analizu HILIC sistema, Sto
dodatno daje na zvaju ovoj doktorskoj disertaciji. Zapravo, primendmmometrijskog pristupa
doSlo se do sticanja novih, veoma &ijaih nagnih saznanja¢ime je omogdena celovita analiza
HILIC sistema. U ovoj doktorskoj disertaciji defiaino je viSe jasnih n&woih ciljeva koji su i

ostvareni, Sto se moze zakijiiz 5 publikovanih natnih radova wasopisima kategorije M20.

Iz rezultata objavljenih u ovoj doktorskoj diseifa iz 4 publikovana natna rada u
medunarodnim ¢asopisima Journal of Chromatography A ™21, Analytical and Bioanalytical
Chemistry— M21, Journal of Separation ScieneeM22, Central European Journal of Chemistry
M23), 1 revijalnog rada gasopisuinstrumentation Science and Technolegyl23 i 3 saopStenja na
meiunarodnim nagénim skupovima, moze se zakijti da ova doktorska disertacija predstavlja
zna&ajan nadni doprinos u teorijskoj i hemometrijskoj analiztencionih mehanizama radtih

analita u ténoj hromatografiji hidrofilnih interakcija.
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