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Sazetak

Kromatografija je fizikalna metoda koja se koristi za razdvajanje smjesa. Sastojci koji
se razdvajaju, raspodjeljuju se izmedu dviju faza (stacionarne i mobilne faze). Kod tekucinske
kromatografije visoke razlu¢ivosti (HPLC) se za mobilnu fazu koristi tekuéina, a stacionarnu

fazu ¢ine punila vrlo finih zrnaca.

Tenzidi ili povrSinske aktivne tvari su biofunkcionalni organski spojevi koji se sastoje
od hidrofilne i hidrofobne skupine. Dijele se na anionske, kationske, neionske i amfolitske
tenzide. Kationski tenzidi imaju bakteriocidna, antimikrobna, antikorozijska svojstva te se

koriste u industrijskim, kozmetickim i farmaceutskim proizvodima.

Tyrosur je lokalni antibiotik. Dolazi u obliku gela i praska. Koristi se kod lijecenja
manjih povrSinskih ozljeda na kozi. Cetilpiridinijev klorid (CPC) je kationski kvaterni
amonijev spoj. Koristi se u nekim vodicama za ispiranje usta, pastama za zube, pastilama i

gelovima. To je antiseptik koji ubija bakterije i druge mikroorganizme.

U realnom uzorku (Tyrosur gel) odredena je koncentracija kationskog tenzida CPC
pomoc¢u HPLC-a. Prethodno je napravljena kalibracija CPC u tri to¢ke koriste¢i sljedece
koncentracije: 1x10°, 5x10°°, te 8,5x107° kako bi se vidjelo na kojem vremenu izlazi pik CPC-
a. Kalibracijska krivulja CPC-a napravljena je na osnovi podataka o visini pikova pojedinih
koncentracija. Tijekom analize koristio se UV-detektor (SPD-10 AV) i kolona Acclaim
surfactant (5um, 250x4,6 mm). Na temelju analize i dobivenih podataka, izracunat je udio

CPC-a u realnom uzorku.

Kljucne rijeci:

HPLC, kationski tenzidi, realni uzorak, CPC



Abstract

Chromatography is a physical method which is used to separate the mixture.
Ingredients which are separated are distributed between two phases (the stationary and mobile
phases). At high performance liquid chromatography (HPLC) device for the mobile phase is
used liquid and the stationary phase consists of fillers of very fine grains.

Surfactants or surface active agents are bifunctional organic compounds that consist of
hydrophilic and hydrophobic groups. They are divided into anionic, cationic, nonionic and
ampholytic surfactants. Cationic surfactants have a bactericidal, anti-microbial, anti-corrosion

properties and are used in industrial, cosmetic and pharmaceutical products.

Tyrosur is a local antibiotic. It comes in the form of gel and powder. It is used in the
treatment of minor superficial skin injuries. Cetylpyridinium chloride (CPC) is a cationic
quaternary ammonium compound. It is used in some mouthwashes, toothpastes, lozenges and

gels. It is an antiseptic that kills bacteria and other microorganisms.

HPLC was used for cationic surfactant, CPC, determination in real sample (Tyrosur
gel). We previously made calibration of CPC in three points using the following
concentrations: 1 x 10° , 5 x 10®° and 8.5 x 10° to see where was the peak of CPC. The
calibration curve for CPC was made on the basis of data for peak heights for every CPC
concentration level. During analysis we used the UV detector (SPD - 10 AV) and Acclaim
Surfactant column (S5pum , 250 x 4.6 mm). We calculated the proportion of CPC in real sample

based on the analysis and the resulting data.

Keywords:

HPLC, cation surfactants, real sample, cetylpyridinium chloride



Sadrzaj

1.

2.

3.
4.
5.

UVOD ...ttt ettt et ettt e b e s bt s bt sh et et e e bt e bt e e bt e e he e e bt e bt e bt e beeabe e ehe e e et e teenbeenheesanena 1
1.1, KromMatografija .ueeeeecieei ittt e e s b e e e e baeeeennrraeeean 1
1.1.1 Tekucinska kromatografija visoke razluCivosti - HPLC .............ccovcvveeiiciieeeiiiieeesiieeeesinne 1
O =T A o [T PO TUPUTOUPTRTOPPRPPRRIOt 3
1.1.1. KGQHIONSKI LENZIA ........coueeeeeiiieiieeeee ettt 4
1.1.2. Primjena i analiza kationskih teNZdiQ .............cc.ueeeceuveeeeciieeeeiiieeeeciieeeecree e sree e e saaeea e 4
EKSPERIMENTALNI DIO ..ceiiiiiiiiiiiiieieeeieeeieeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeesesesesesesesenenes 5
N B £ U= ==Y o1 ISR 5
2.2, Kemikalije i @Paratura ....cccueeieiciiie ettt e e e e s e e e e st e e e s e e e e s ee e e e areeas 6
. T oo 1 (U o Y- TSP 6
REZULTATI T RASPRAVA ...ttt sttt ettt b e st s bt et e b e bt e sbe e saeesateebeenbeesanesanenas 7
ZAKLIUCAK ..ottt 12
POPIS LITERATURE...cceteitieitieieieieeeieieeeee ettt ettt ettt eeeeeeeeseeeeeee et eeeeeeaeeeeeaeeeeeseeeeeseaeaeesesesaeesaeesssesasaeanes 13



1. UVOD

Fizikalna metoda koja se Kkoristi za razdjeljivanje smjesa, kojom se sastojci koji se
razdvajaju raspodjeljuju izmedu dvije faze naziva se kromatografija [1]. Dvije faze kojom
se sastojci razdvajaju u kromatografiji su: nepokretna ili stacionarna faza te pokretna ili
mobilna faza. Stacionarna faza moze biti: kruta, tekuca ili gel. Mobila faza moze biti
plinovita (plinska kromatografija- GC) ili tekucinska (teku¢inska kromatografija- LC). Za
kromatografiju potrebna nam je kromatografska kolona, kromatograf i kromatogram [1].
Kromatografska analiza zapocinje unoSenjem (injektiranjem analita) uzorka u mobilnu
fazu. Slijedi razdvajanje analita u koloni, gdje se sastojci iz analita razdvajaju u kolonu na
temelju razli¢ite raspodjele izmedu dvije faze. RazliCiti sastojci izlaze iz kolone u
razli¢itim vremena i taj se proces naziva eluacija, odnosno ispiranje komponenti iz kolone.
Na kraju dolazi do detekcije gdje se eluirane komponente obi¢no analiziraju mjerenjem

nekih od fizikanih svojstva (indeks refrakcije, UV- apsorpcija ili elektri¢na vodljivost).

1.1.1 Tekucinska kromatografija visoke razlucivosti - HPLC

Kao mobilna faza kod tekuéinske kromatografije visoke razlu¢ivosti koristi se

tekucina. Stacionarna faza je punilo vrlo finih zrnaca [1].

HPLC se djeli na: a) razdvojenu kromatografiju

b) adsorpcijsku kromatografiju

c) ionsko-izmjenjivacku kromatografiju

d) kromatografiju isklju¢enjem na osnovi veli¢ine Cestica.
Prednosti HPLC-a u odnosu na ostale vrste kromatografije su: osjetljivost,
prilagodljivost, analiza neisparljivih i termicki osjetljivih spojeva i Siroki spektar
uzoraka.



Za detekciju eluirane komponente koristi se detektor. Kod tekuéinske kromatografije
visoke razlucivosti koriste se razli¢ite vrste detektora ovisno koja se fizikalna svojstva
analiziraju.
Postoje detektori za skupna svojstva gdje se mjere promjene fizikalnih veli¢ina i
detektori za specificna svojstva gdje se mjere pojedinacna svojstva (Slika 1).
Vrste detektora: a) diferencijalni refraktometar

b) UV- detektor

¢) IR- detektor

d) elektrokemijski detektor

e) konduktometar

f) maseni spektrometar.

Slika 1: Komponente HPLC



1.2.Tenzidi

Biofunkcionalni organski spojevi koji se sastoje od hidrofobnog i hidrofilnog
dijela su tenzidi ili povrSinski aktivne tvari [2]. Hidrofilni dio molekule je glava
(sklona vodi), a hidrofobni dio je rep tj. ugljikovodi¢ni lanac (odbija vodu) (Slika 2).
Prema ionskom naboju tenzidi se djele na: anionske, kationske, neionske i amfolitske
(Slika 3). Zbog svoje strukture tenzidi imaju Siroku upotrebu, te se odlikuju dvama

vaznim svojstvima: adsorpcijom i molekulskim samoudruzivanjem.

Slika 2: Hidrofilna glava i hidrofoban rep tenzida

Hidrofobno 4 » Hidrofilno

mm@ ANIONSKE (sulfati. sulfonati, fosfati)

2(+) KATIONSKE (kvaterne amonijeve soli)

oB)E) AMFOTERNE (betaini)

0000RFPSIAPeABP® NFIONSKE (etoksilati)

Slika 3: Podjela tenzida prema ionskom naboj



1.1.1. Kationski tenzidi

Kationski tenzidi su povrsinski aktivne tvari s jednom ili vise funkcionalnih
grupa, koje u vodenim otopinama ioniziraju dajuci pozitivno nabijene povrsinske
aktivne organske ione [3]. 5-6% ukupno proizvedenih tenzida predstavljaju samo
kationski tenzidi. Uobicajni kationski tenzidi su kvarterni amonijevi spojevi, koji dobro
podnose pH i u aerobnim uvjetima su biorazgradivi ali i pri malim koncentracijama
zadrzavaju toksi¢nost. Neki od cesto koriStenih Kkationskih tenzida su:
cetiltrimetilamonijev bromid (CTAB) ili cetiltrimetilamonijev klorid (CTAC),
cetilpiridinijev klorid (CPC), benzalkonijev klorid (BAC), benztionijev klorid (BZT),
dioktadecildimetilamonijev bromid (DODAB).

1.1.2. Primjena i analiza kationskih tenzdia

Kationski tenzidi imaju baktericidna, antimikrobna, antikorozijska svojstva te
lako stvaraju emulzije. Siroku primjenu imaju u farmaceutskim, kozmetickim i
industrijskim proizvodima [3]. Svoju primjenu kationski tenzidi imaju za CiS¢enje i
dezinfekciju operacijskih dvorana i opreme, sterilizaciju boca u industriji hrane i pica.
Svakodnevno se proizvode i koriste velike koli¢ine kationskih tenzida no s obzirom da
su zagadivac¢i okoliSa vrlo je vazno moc¢i odrediti njihove tocne koncentracije.
Kationski ~ tenzidi  se  analiziraju  volumetrijskim, potenciometrijskim,

sprektrofotometrijskim te ostalim metodama.



2. EKSPERIMENTALNI DIO

2.1. Reagensi

Tyrosur je lijek, lokalni antibiotik koji se koristi za lije¢enje manjih povrsSinskih
rana. Sprjecava infekciju rane i ubrzava njezino zacjeljivanje [4]. Dolazi u obliku gela i
praska. Tyrosur gel (slika 4) sadrzi djelatnu tvar tirotricin, a ostali sastojci su: CPC,
popilenglikol, etanol (96%), karbomeri, trometamol, pro¢is¢ena voda [4]. Koristio se kao
realni uzorak tjekom analize. Uzorak je pripremljen na nacin da je odvagano 0,5 g Tyrosur

gela i razrijedeno na 50 mL H-O.

Slika 4: Tyrosur gel

CPC (Slika 5) je kationski kvaterni amonijev spoj. Koristi se u nekim vodicama za
ispiranje usta, pastama za zube, pastilama, gelovima. To je antiseptik koji ubija bakterije i
druge mikroorganizme. Pokazano je da je uéinkovit u sprjeCavanju zubnog plaka i
smanjivanju gingivitisa [5]. CPC se koristio tjekom analize kao standardna otopina za

kalibraciju.
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Slika 5: CPC

Za pripremu mobilne faze i podeSavanje pH (pH= 5.2) koristeni su: 25% acetonitril,
5% 0.1 M amonij acetat, 70% vode. Za ispiranje kolone koristeni su: acetonitril : 0.1 octena

kiselina u omjeru 80:20.

Kao sustav za mjerenje koristeni su: HPLC sustav (Shimadzu), UV-detektor (SPD-10
AV), kolona (Acclaim surfactant, 5 um, 250x4.6 mm).

Separacija 1 kalibracija CPC iz Tyrosur gela vrSila se pomo¢u HPLC-a. Prije pocetka
mjerenja sustav ispiremo acetonitrilom i 0.1 M octenom kiselinom u omjeru 80:20. Ispiranje
vrs§imo sve dok se ne uspostavi stabilan tlak. Mobilna faza sadrzavala je 25% acetonitrila, 5%
0.1 M amonijevog acetata, 70% vode. pH mobilne faze iznosio je 5.2. Protok mobilne faze je
iznosio 1 mL/min. Emisijska valna duljina UV-detektora iznosila je 220 nm. Temperatura

pecnice iznosila je 30° C, tlak 110 bara, dok je analiza trajala 10 minuta.



3. REZULTATI | RASPRAVA

Rezultati kalibracije CPC dobiveni koristeéi tri razli¢ite koncentracije (1x10° M, 5x107°
M, 8.5x10° M), te koncentracia CPC u realnom uzorku izraunata na temelju
kalibracije,prikazani su u tablici 1. Kromatogram kalibracije CPC prikazan je na slici 6.

Tablica 1. Rezultati kalibracije CPC u tri tocke i koncentracija CPC u realnom uzorku

Uzorak c(CPC)/M A/AU
CRC 1x10° 1.0227
CRC 5x107 1.2498
CPC 8.5x10° 1.6451

TYROSUR 5.52048x10° 1.3625
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Slika 6. Kromatogram kalibracije CPC (— 8.5x10° M, — 5x10° M, — I x10° M)

Kalibracija CPC napravljena je na osnovi podataka o visini pikova za pojedine koncentracije.
Na temelju podataka iz tablice 1. napravljena je linearna regresijska analiza koja ima jednu
zavisnu i jednu nezavisnu varijablu. Vaza izmedu varijabli kod linearnog modela predocena je

linearnom funkcijom, ¢iji je graf pravac (slika 7).

18

16

1.4 y =8236.6x+0.9078
R?=0.9631

A/ AU
-

0.8

06
0.E+00 2.E-05 4.E-05 6.E-05 8.E-05 1.E-04
c/M

Slika 7. Kalibracijski pravac za CPC ( - predstavlja CPC u realnom uzorku)



Cilj linearne regresije je povuci pravac (y = ax + b) prema podacima koji predvidaju
vijednosti y za bilo koju vrijednost x. Vrijednost R? je koeficijent determinacije. To je
specificni pokazatelj reprezentativnosti regresije 1 relativna je mjera prilagodenosti
regresijskog pravca empirijskim podacima. Dobiva se kao omjer zbroja kvadrata odstupanja i
ukupnog zbroja kvadrata odstupanja. Koeficijent determinacije zauzima vrijednost izmedu O i
1. U tablici 2 prikazano je tumacenje vrijednosti koeficijenta determinacije.

Tablica 2. Chadockova ljestvica vrijednosti koeficijenta determinacije
R? TUMACENJE
0 odsutnost veze
0.00-0.25 slaba veza
0.25-0.64 veza srednje jakosti
0.64-1 ¢vrsta veza
1 potpuna veza

Kromatogram cjelog realnog uzorka prikazuje slika 8, a slika 9 prikazuje kromatogram

kalibracije uz dodatak pika za CPC u realnom uzorku.
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Slika 8. Kromatogram realnog uzorka (pik CPC-a na 7.7 min)
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Slika 9. Kromatogram kalibracije CPC i realnog uzorka (CPC u Tyrosur gelu)

(— 5.52x10° M, — 8.5%10° M, — 5x10° M, — I xI10° M)
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Nepoznata koncentracija CPC u Tyrosur gelu izracunata je na temelju kalibracije CPC.
Dobivena koncentracija CPC u realnom uzorku (Tyrosur gel) iznosi 5.52x10° M. Zatim je

izracunat udio CPC u Tyrosur gelu.

¢ (CPC) =5.52x10° M
M (CPC) = 339.9 gmol™*
m (Tyrosur gel) =0.5¢g
V (Tyrosur gel) =0.05 L
W(CPC, Tyrosur gel) =?

W (CPC, Tyrosur gel) = m (CPC) / m (Tyrosur gel)

W (CPC, Tyrosur gel) = ¢ (CPC) x M (CPC) / p (Tyrosur gel)
=5.52x10°M x 339.9 gmolt /10 gL
=1.876x107

W( CPC, Tyrosur gel) = 1.876x107 x 100% = 0.1876 %

11



4. ZAKUUCAK

Kromatografija je fizikalna metoda. Koristi se za razdvajanje smjesa pri ¢emu Se
sastojci koji se razdvajaju raspodjeljuju izmedu dvje faze. HPLC tehnika je pouzdana
metoda za odredivanje kationskih tenzida u realnim uzorcima. Za analizu Koristio se
HPLC (Shimadzu), UV-detektor (SPD-10 AV) te kolona Acclaim surfactant (5 um,
4,6%250 mm). Kao realni uzorak koristio se Tyrosur gel u kojem se odredivala nepoznata

koncentracija kationskog tenzida CPC-a. Udio CPC-a u Tyrosur gelu je 0.1876 %.

12
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