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SAZETAK

EKSTRAKCIJA FARMACEUTIKA 1Z VODE

Zbog sve vece potrosnje i1 proizvodnje, farmaceutici su sveprisutniji u okoliSu. Mogu dospjeti
u tlo, podzemne i povrsinske vode te tako uvelike utjecati na organizme u ekosustavu. Bez
obzira $to su postojani u niskim koncentracijama, njihovo otkrivanje u okoliSu izaziva veliku

zabrinutost za ljudsko zdravlje.

U ovom radu razvijena je metoda za analizu trinaest farmaceutika (azitromicin, tiamulin,
imatinib, febantel, torasemid, omeprazol, linezolid, prazikvantel, etodolac, sulfametazin,
sulfafurazol, albendazol, levamisol) razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava iz otpadnih voda.
Separacija farmaceutika iz vode provodila se ekstrakcijom c¢vrstom fazom. Ucinkovitost
ekstrakcije kvantitativno je odredena tekucinskom kromatografijom ultra visoke
djelotvornosti uz spektrometar masa kao detektor. Najbolja iskoriStenja dobivena su pri
sljede¢im uvjetima: sorbens Oasis HLB pri pH 5, otapalo za eluiranje metanol, volumen
otapala za eluiranje 2 mL te volumen uzorka vode 100 mL. Nakon optimiranja ekstrakcijskih
uvjeta, metoda je validirana. Za ispitivane farmaceutike granica kvantifikacije nalazi se u
rasponu 0,0025-0,5 pg/L, a granica detekcije 0,001-0,1 pg/L.

Nakon validacije, prethodno razvijena metoda je primijenjena na realnim uzorcima, odnosno

za odredivanje navedenih farmaceutika u otpadnim vodama iz farmaceutske industrije.

Za razvoj jednostavne 1 brze metode tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti i
optimiranje njenih uvjeta (pH, temperatura i sastav pokretne faze, i sl.) koriten je program
DryLab.

Kljuéne rije¢i: ekstrakcija cvrstom fazom, farmaceutici, otpadna voda, tekucinska

kromatografija ultra visoke djelotvornosti povezana sa spektrometrom masa



ABSTRACT

EXTRACTION OF PHARMACEUTICALS FROM WATER

Due to increased consumption and production, pharmaceuticals are more ubiquitous in the
environment. They can reach the soil, ground water and surface water and greatly affect on
organisms in the ecosystem. No matter what they are present in low concentrations, their

detection in the enviroment causes great concern for human health.

In this paper, an analytical method for determination of thirteen pharmaceuticals
(azithromycin, tiamulin, imatinib, febantel, torasemide, omeprazole, linezolid, praziquantel,
etodolac, sulfamethazine, sulfafurazole, albendazole, levamisole) with different physical-
chemical properties has been developed. Separation of pharmaceuticals from water was
carried out by solid-phase extraction. The efficiency of the extraction was quantitatively
determined by ultra high preformance liquid chromatography coupled with mass spectrometry
as detector. The best extraction was achieved in following conditions: Oasis HLB sorbent at
pH 5, methanol as elution solvent, 2 mL as the volume of the elution solvent and 100 mL as
the volume of water sample. After optimizing the extraction conditions, the method has been
validated. For investigated pharmaceuticals limit of quantification are ranged from 0,0025-0,5
Ma/L and the limit of detection between 0,001-0,1 pug/L.

After validation, previously developed method was applied to real samples, for determination

of listed pharmaceutical in the pharmaceutical industry wastewaters.

DryLab software was used for development of a quick and simple method of ultra high
preformance liquid chromatography and to determine their optimal conditions (pH,

temperature and composition of the mobile phase, etc).

Key words: solid-phase extraction, pharmaceuticals, wastewater, ultra high performance

liquid chromatography tandem mass spectrometry



SADRZAJ:

I U AV T 5 LSRR
2. OPCIDIO ..ttt
2.1, FARMAGCEUTICH ..ottt ettt bbbttt st eneeneeneane s
2.1 10 ANTDIOTICE .oiiiiiiieiiec it
212, ANLNEIMINTICE.....ei i
2.1.3.  OStali TArMACEULICT .....veeveeiiiieitie ittt
2.1.4. FarmaceUticl U OKOLISU ....oiuvviieiiiiiii ettt et e et e e s snabe e e e nees 10
2.2.  MODERNE ANALITICKE METODE U ANALIZI FARMACEUTIKA .......c.ccevevrnnnn.. 12
2.2.1. Ekstrakcija kao metoda pripreme UZorka ...........cccovveeiieiieiiieiiesceee e 13
2.2.2. Kromatografija kao instrumentalna metoda analize ..............cccooveiiiiiiiiiincic e 17
2.3, VALIDACIIA ettt e e a e e e e e e naaes 21
2.4, KVALITETA UGRADENA U DIZAJIN.....ootiiiiiiiiiiiiiiie it 23
2.4.1.  Primjena DryLab programskog paketa u razvoju HPLC metode ...........cccocovvvviiinennnn. 25
3. EKSPERIMENTALNI DIO ..ttt sttt e e snbae e e s sntneae s nnnnes 27
3.1, MATERIJALL ..ottt 27
3.1.1. KEMIKALTE .o et 27
3120 SOIDENSH ...t 27
3130 1ZVOISKA VOO, ... .c.viiiiiiiiiiciiici e 27
3.1.4.  FarmaceutsKi aktiVe TVAIT .......ccooiiiiiiiiiiiiiei e 27
3.14.1 ALBENDAZOL (ALB) ..ttt 28
3.14.2. AZITROMICIN (AZT). ottt 29
3.143. ETODOLAC (ETD) ..ttt 30
3.14.4. FEBANTEL (FEBA) ...ttt 31
3.1.45. IMATINIB (IMT) ettt 32
3.1.4.6. LEVAMISOL (LEV) ...ttt 33
3.1.4.7. LINEZOLID (LNZ) ...ttt 34
3.1.4.8. OMEPRAZOL (OMP) .ttt 35
3.1.4.9. PRAZIKVANTEL (PRAZ) ..ottt 36
3.1.410.  SULFAFURAZOL (SFURY) ...couiiiiiiiiiiieieieieie e 37
3.1.411.  SULFAMETAZIN (SMET) ..ttt 38
31412, TIAMULIN (TTA) ¢ttt 39
3.1.413.  TORASEMID (TOR) ...cutiiiiiiiiieiieiieieieeeie ettt sttt b 40
3.2 INSTRUMENT ...ttt bttt ettt en e 41
32,1, ANaltiCKa VAZA .....oiiiiiiiiiie s 41



3.2.2. PH=MEBLAN ... 41

3.2.3.  Uredaj za ekstrakciju EvrStom fazom.........cocvviiiiiiiiieiiee e 42
3.2.4.  ROtaCijSKi UPATIVAC ...vviiiiiiiiiiie ittt 42
3.25.  Tekucinski kromatograf ultra visoke u¢inkovitosti (UHPLC) .........ccccoovviviiiiiicnnnen, 43
3.3, OPIS RADA .ottt 43
3.3.1.  Priprema standardnih otopina farmaceutika ..............c.ccoviiiiiiiiiniiiiic e 43
3.3.2. Priprema uzorka vode s dodatkom farmaceutika............ccccvvereveiiieeiiie e, 43
3.3.3.  Ekstrakcija farmaceutika iz uzorka vode ¢vrstom fazom............cccceevviiiieiiiiiiienniinnnnn, 44

3.3.4. Razvoj optimalne metode tekuéinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti DryLab
analizom 46

3.3.5.  Odredivanje uc¢inkovitosti ekstrakcije tekuc¢inskom kromatografijom ultra visoke

AJEIOTVOIMIOSTE ...ttt b ettt b et e bt e b et e e e b enee s 52
REZULTATI FRASPRAVA ...ttt ettt 54
4.1. ODREDPIVANIE OPTIMALNIH UVJETA EKSTRAKCIJE CVRSTOM FAZOM ........... 54
4.1.1.  Odredivanje optimalnog sorbensa i optimalne pH vrijednosti uzorka vode.................. 54
4.1.2. Odredivanje optimalnog otapala za eluiranje ...........cccocveiiiiiiiie i 57
4.1.3. Odredivanje optimalnog volumena otapala za eluiranje ..........ccooevvveeirivreesiiinneeesinnnns 59
4.1.4. Odredivanje optimalnog volumena uzorka vode .........ccccceevvvivieiiiiiee i, 61
4.2, VALIDACIIA .. 63
4.3, UTIECAI MATICE ...t 66
4.4. ANALIZA REALNIH UZORAKA .....oiiiii e 68
ZAKLIUCAK ..ottt 70
LITERATURA Lot b e 72

4 AV ) 4 1TSS 75



1. UvOD



Farmaceutici se upotrebljavaju za kontrolu bolesti i odrzavanje zdravlja kod ljudi, Zivotinja te
vodenog uzgoja. Radi sve vece primjene farmaceutika u humanoj i veterinarskoj medicini,
njihova potrosnja raste, a Samim time i otpustanje u okolis. Pronadeni su u ispustima nakon
obrade otpadnih voda, povrsinskim vodama te tlu i vodovodnoj vodi. Iako su te koncentracije
niske, zabrinutost je sve vec¢a zbog mogucih posljedica na zdravlje ljudi i ekosustave uslijed
dugotrajne izloZenosti ovim spojevima. Ponasanje i sudbina farmaceutika u okolisu, jedne od
najvaznijih skupina novih zagadivala, nisu dovoljno jasni pa zato mnogi od njih nemaju
propisane standarde za povrSinske i pitke vode. Zbog toga su 1990-ih godina u Europi i

Sjedinjenim Americkim Drzavama pokrenuta istrazivanja o spomenutim spojevima u okolisu.

Izrazito je vaZno 1 dalje razvijati nove 1 pouzdane analiticke metode radi detekcije
farmaceutika u okoliSu. Jedna od novijih metoda koja se koristi u tu svrhu je tekucinska
kromatografija zajedno vezana na spektrometar masa pomoc¢u kojeg se analiti detektiraju.
Dosad su se koristile neke od analitickih metoda za odredivanje farmaceutika u okoliSu,
uglavnom za antibiotike, skupinu lijekova koji zbog svojeg utjecaja izazivaju najvecu
zabrinutost. Izazov je razviti metodu pomoc¢u koje se mogu istovremeno analizirati razne
skupine spojeva s razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima zbog otezanog optimiranja
eksperimentalnih uvjeta koji ne dovode uvijek do najboljih svojstava i preformansi za svaki

koristeni spoj.

Stoga je cilj ovog rada razviti osjetljivu analiticku metodu za odredivanje trinaest
farmaceutika iz razli¢itih klasa u otpadnim vodama iz farmaceutske industrije. Razvoj metode
ukljucuje pripremu uzorka pomocu ekstrakcije ¢vrstom fazom nakon Cega slijedi separacija
ultra visoko-ucinkovitom teku¢inskom kromatografijom uz spektrometar masa kao detektor.
Nakon optimiranja ekstrakcijskih uvjeta, ucinkovitost i izvedba metode ocijenjena je
procjenom linearnosti, ponovljivosti, obnovljivosti i utjecajem matice. Nakon odredivanja

validacijskih znacajki, metoda je primijenjena na realne uzorke vode.



2. OPCI DIO



2.1. FARMACEUTICI

Farmaceutici ili lijekovi predstavljaju veliku i raznoliku skupinu spojeva dizajniranih za
sprjecavanje i lijeCenje bolesti te za poboljSanje i odrzavanje zdravlja ljudi i Zivotinja iz
uzgoja [1, 2]. Koriste se u znac¢ajnim koli¢inama diljem svijeta. U Europskoj uniji (EU)
odobreno je oko 3000 razli¢itih farmaceutski aktivnih spojeva za upotrebu u humanoj
medicini [1]. To su tvari koje se koriste zbog njihove vece ili manje specifine bioloske
aktivnosti. One pomazu u promicanju modernog naéina Zivota, doprinose nasem zdravlju i

visokom standardu Zivljenja [3].

Farmaceutici mogu biti klasificirani prema njihovoj bioloskoj aktivnosti 1 terapijskoj svrsi
(npr. antibiotici se koriste za lijeCenje bakterijskih infekcija, analgetici za ublazavanje boli,
antineoplastici se upotrebljavaju u antitumorskoj terapiji). Klasifikacija prema kemijskoj
strukturi koristi se uglavnom za farmaceutski aktivne tvari unutar podskupine lijekova, na
primjer unutar skupine antibiotika kao $to su f-laktami, cefalosporini, penicilini i kinoloni.
Druge podjele odnose se na nacin djelovanja, poput antimetabolita ili alkiliraju¢ih agensa
unutar skupine citotoksika i/ili antineoplastika. U sluCaju navedene klasifikacije, kemijske
strukture molekula unutar iste skupine mogu biti razli¢ite $to rezultira razli¢itim sudbinama u

okolisu [3].

2.1.1. Antibiotici

Antibiotici su lijekovi koji se koriste za lijeCenje bakterijskih zaraznih bolesti, a otkrio ih je
1928. godine Alexandar Fleming ¢ime pocinje nova era medicine. Fleming otkriva da plijesan
Penicillium notatum uniStava bakterijske kolonije te izolira aktivnu tvar penicilin zbog ¢ega
su omogucena lijecenja brojnih bolesti 1 suzbijanje velikog broja zaraznih epidemija poput
kuge i sifilisa [4]. Nisu djelotvorni kod gljivi¢nih i virusnih infekcija [5]. Po djelovanju mogu
biti baktericidni (oni koji uniStavaju bakterijske stanice) i bakteriostatski (oni koji zaustavljaju
rast i razvoj bakterija). Sto se ti¢e spektra djelovanja, razlikujemo antibiotike sa $irokim
(djeluju na vise vrsta bakterija) i s uzim spektrom djelovanja (djeluju na mali broj bakterijskih

vrsta) [4]. U Tablici 2.1. je prikazana kemijska klasifikacija antibiotika.



Grupa

BETA (B}

ANTIBIOTICI

Tablica 2.1. Kemijska klasifikacija antibiotika [6]

semisintetski penicilini
penicilini otporni na penicila-
zu: meticlin, nafcilin, oksacilin,

penicilini prosirenog spek-
tra: aminopenicilini (ampicilin,

icilin. karbaniciin, fikanci
lin; ureidapeniclini {piperaciling

Kombinacia [Haktama (penici-
En) i inhibitora [Haktamazr
amaksicilin + Mavulanska kiseli-

na, tikarsilin + Mavulansha kise-
lina, piperacilin + tazobaktam

prva generacia (uskog spekira):
cefazolin, cefalondin, cefaleksin,

druga generacija (prosiren
spekiar): cefaklor, cefursksim

nhibicia sinleze peptidogikaza
vezanjem na PBP molekule i inhi-
biranjerm akfvnost ranspeplidaza
koije wie zavrsnu fazy umezava-
nja peplidoglikana

inhibicija sineze peptidogikaza
verzanjam na PEP malekule i inhi-
biranjem akfvnost ranspeptidaza
keiie vrSe zavrénu fazu umredava-
nja peplidoglikana

Inhibicia sinteze  peptidogikaza
vezanjam na PEP malekule i inhi-
biranjern akfivnost franspeptidaza
ko wSe zavrEnu fazu umrezava-
nja peplidoglikana

Inhibiraju sintezu staniénog zida:

Inhibicia sineze paptidogikaza
vezanjern na PBP malekule i inhi-
biranjerm akfivnost ranspeplidaza
koje viSe zavrsnu fazu umrezava-
nja peplidoglikana

inhibicia sineze peptidogikaza
vezanjern na PBP malekule i inhi-
biranjerm akfivnost ranspeplidaza
koje viSe zavrsnu fazu umrezava-
nja peplidoglikana

Spektar djelovanja

dieluje na streptokoke grupe A, 5. preurmo-
nize (ako nisu ofpomi il smanjeno csjetijivi
na peniciling, N. mamingifidis (opisana razi-
stencija zbog gubitka porina), N. gonorho-
eag (rezistencija nastaje zbog produkciie
peniclinaze), Mostridije, B. anhiacs, B
fragilis, T. palficum, borelijg, leplospira, Pa-
stewrella mulfocida

f-laktamazu, ukoliko 58 ne radi o meticlin
rezistentnim sojevima, disluju i na 5. pneu-
maniae | 5. pyogenes, ali slabje nego pe-
i

ampicilin i amoksiclin imaju sliéan spektar
kao peniciin G, ali pokazuju bolji uéinak pre-
ma Listaria i enterokokima,
djeluju i na H inflvenzae, ali je 25% sojeva
rezistentno

od entercbakterija disluju na salmonele i &-
gele; neki sojevi E. colii P. mirabilis su osjet-
ljivi na ampicilin | amoksicilin
karboksipanicilini | ureidopanicilini djsluju na
enterobakiarije kaja su rezistening na am-
maimumrﬂmmzmp.

P. mirabiis, M. catarrhalis, H. influenzas, B.

ima snainu inhibitomu ﬂj‘ll'l‘lﬂpﬂﬂn'&l‘ﬂ-
erobnit bakierija



AMINOGLIKO-
Zi

AMINOCIKLI-
TOLI

SULFOMNARMIDI

treca generacija (proSirani
speldar): cefiazidim, cefotak-
sim, ceftriakson, cefoparazon,
ceftibutan, cefiksim, cefetamet

cetwrta generacija  (Siroki
spektar): cefpiom, cefepime,
cefacikdidin

imipenam, meropanem, ara-
panem

streptomicin, kanarmicin, genta-

inhibiciia sinteze  peplidoglikaza
vezanjern na PEP molekuls i inhi-
biranjemn akfvnosti ranspeptidaza
ke vrie zavrEnu fazu urmredava-
nja peplidoglikana

inhibiciia sinfeze  paptidogiaza
vﬂmﬂpr‘nrﬂF'EPnﬁchﬂlﬂ‘l-

koje vrEe zavrEnu fazu umreiava-
nia peptidoglikana

inhibiciia sinteze  peplidoglikaza
wvezanjern na PBP malekule i inhi-
koje viSe zavrEnu fazu umedava
i peplidoglikana

inhibiciia sinteze  peplidoglikaza
vezanjermn na PBP malekule i inhi-
koja vrSe zawrEnu fazu umreava-
nia peptidoglikana

inhibiciia sinteze  peplidoglikaza
vezanjern na PBP malekule i inhi-
biranjemn akfvnosti ranspeptidaza
koje vrie zawrEnu fazu umreava-
nia peptidoglikana

inhibicijia sintere proteina veza-
mem na 305 podedinicu nboso-
ma, spredavaju vezanje glasnicks
RMA na ribosom, dovode do kiivag
ditanja genetskog kod i do sinteze
naupatrabljivih bjglantevina
inhibicija sintere proteina veza-
njem na 305 podjedinicu riboso-
ma, spredavaniu vezanie mftNE
na ribosom
ugraduju se umjesto PABA kojoj
su strukturmno shiéni, djsluju po prin-
cipu kompsatiivne inhibicija

slabiji uéinak na gram-pozitivne bakisrije a
bolii prema gram-negafiviim  balderjarma;
stabilni su prama Hakiamazama;

kvarteri amonijey ion koji 52 nalazi o struk-
turi cefalosporina Géebrie generacije daje
izrazity stabiinost prema pHakiamazama

djeluje na gram-negativne crijgwvne bakteria
(E. cofi, Klsbsiella spp., Eﬁm:-tnm:pp.}.

stabilan je prema vedini kromosomalnib |
plazrmidnih faktamaza i ne inducira njitovu
produkciju

najsini spaktar diglovanja do sada: dilsju
na vafinu asrobnih | anasrobnih gram-po-
zitivnih | gram-negativnih bakierda (osim
oksacilin-rezistantnih  staflokoka), Entaro-
coccus Becium, | na gram-negativie Stapic
asta bakterje razisientne na beta-laktamska
antibiotike i aminoglikozide [Acinetobacter
spp., Enferobacier. spp, Gilrobacler spp., i
Sarratia spp)

stafilokoki, enterobakterije, nefermentathma
bakierije, streplomicin: mikobaklena, F fula-
rensis, brucale, Y. pestis

Neisseria gonorhosas

gram-pozifivie bakierije: stafilokoki, strepho-
koki {osim enterokoka), B. anfhvacis;

gram-negativne bakterie: najserie, H. mfu-
enzas, entercbakterije (E. cofi, Shigella spp..
Saimoneiiae spp.. Yersiniae spp., nekd sojevi
Proteus spp.); klamidije i nokardije, P. carinii



Grupa

TETRACIKLIMI

MAKROLIDI

KLORAMFENI-

LINKOZAMIMI

KINOLOMI

GLIKOPEPTIDN

METROMIDA-
Z0L

Mehanizam djelovanja

inhibicja sinteze bislanZevina ve-
zanjem za ribozome i sprieéavanjs
pristupa aminckiselina vezanih na
transfer (HANK malekulu na ribo-
zomu na kojega je vazana mRMNK;
ovai mehanizam djelovanja se
ostvaruje u humanim i u bakter-
skim stanicama, ali su bakberijskea
stanice osjatiivije jer imaju aktivni
fransportni sistem, kaji prenosi te-
fracikline profiv koncentracijskeg
gradijenta Gime se postizu visoka
koncentragiie unutar bakberijiske
stanice; na taj nadin dobiva se
selektivnost jer stanice ljudskog

mmmmmmm

inhibiraju DMA girazu (bakierijski
enzim koiji jo neophodan za repli-
kaciju DNK)

stafilokoki, strepiokoki, korinebakierija, legi-
onale, bordetels, Kamidije, spirohete, Cam-
pylobacier spp.

H. influenzas, 5. pneumonias, neke vrste
enterchakiarija, najserje, anasrcbne bakbe-
rije grarm-pazitivri koki, mikoplazme, kami-
dije i rikedie.



antibiotika Antibiotik Mehanizam djelovanja Spektar djelovanja
OHSAZOLIDINI linezalid vede se na 505 podjedinicu riboso- gram-pozifivid koki (stafilokoki, streptokoki,
mia i inhibira sintezu bjslanéevina enterokakd);
umjerano akfivni prema M. calarhiis i Bac-
ferpides spp.
STREPTOGRA- kuinupristinidatfopristin gram pozithvni koki: 5. aweus (ukljuGujut
MIrL i i MASA), 5 presumoniae, entarokoki,
(uMjuéujudl | VRE), najserije, H. influsn-
zaeg
LIPOPEFTICH daplomicin ugraduju 52 u citoplazmatsku gram pozitivni kokic 5. aursus (ukljudujuc
meambranu gram-pozitivnih bakte- i i MRSA), 5 preumonias, antenokoki,
rija i dovode do stvaranja pora, Sto (ukcjudupedt i VRE), uldutujudi i mulirazisten-
dovodi do efluksa vaznih kompo- tne sojeve koagulara negativnih stafilokoka
neanti bakterijske stanice, posabno
kalijevih jona, Sto rezuliia u de-
polarizaciji citoplazmatske mem-
brane i smri stanica. Daptomicin
ostvarge bakiencidni wiinak bez
ize stanica, slo znadi da se sma-
njuje rizik oslobadanja egzoloksi-
na u cirkulaciju
POLIMIKSINI bacitracin digluju kao detargenti ili surfak- gram negativne baktenja, narodito P. genu-

tanti, reagiraju s fosfolipidma u
citoplazmatskoj mambrani, povec
avaju permaabilnost stanica | na-

QuncsE;
i Neissena spp. su ohitno rezistentni.

rusavaju csmolskd integritet, dolazi
do gubitka intraceldamih sastoja-
ka i do propadanja bakierijske
stanice
KoriSteni antibiotici u ovome radu su azitromicin, linezolid, sulfafurazol, sulfametazin i

tiamulin.
AZITROMICIN

Azitromicin je polusintetski makrolidni antibiotik iz skupine azalida. Kao i ostali makrolidni
antibiotici, azitromicin inhibira sintezu proteina kod bakterija vezanjem na 50S podjedinicu
ribosoma ¢ime inhibira aktivnost peptidil transferaze i ometa premjeStanje amino kiseline
tijekom procesa translacije. Njegovo djelovanje moZe biti bakteriostatsko ili baktericidno,
ovisno o0 organizmu i koncentraciji lijeka. Njegovo dugo vrijeme poluraspada, koje

omogucuje doziranje jedanput dnevno, svojstvo je kojim se razlikuje od ostalih makrolida [7].
LINEZOLID

Linezolid je sintetski antibiotik, prvi iz oksazolidinonske klase koji se koristi za lijecenje
infekcija uzrokovanih s vise rezistentnih bakterija ukljucujuéi streptococcus i MRSA. Lijek
djeluje tako da inhibira inicijaciju sinteze proteina bakterije [7]. Godinama se koristio u
medicini i veterini za lijeCenje bolesti i infekcija te kao dodatak hrani za promicanje rasta i

debljanje zivotinja s ciljem njihove kasnije konzumacije [8].



SULFAFURAZOL

Sulfafurazol, takoder poznat kao i sulfisoksazol je sulfonamidni antibakterijski lijek koji ima
antibiotsku aktivnost protiv Sirokog spektra Gram-negativnih i Gram-pozitivnih bakterija.
Koristi se za lijeCenje teskih, ponavljajucih ili dugotrajnih infekcija mokra¢nog puta,

meningitisa, konjuktivisa, toksoplazmoze, malarije i drugih bakterijskih infekcija [9].
SULFAMETAZIN

Sulfametazin je sulfonamid kratkog djelovanja koji se upotrebljava za lijeenje raznih
bakterijskih bolesti kod ljudi i drugih vrsta. U primjenu je usao krajem 1950-ih za lijeCenje
disnih bolesti i kao promotor rasta zivotinja za proizvodnju hrane (svinje, perad, ovce,
goveda) [10].

TIAMULIN

Tiamulin je polusintetski derivat diterpenskog antibiotika pleuromutilina, u kojem je
hidroksiacetil bo¢ni lanac zamijenjen s veCom dietilaminoetiltioacetil skupinom, pruzajuci
vec¢u hidrofobnost. Izrazito je mocan i vrlo selektivan antibiotik, aktivan protiv mikoplazmi,
Gram-pozitivnih bakterija poput streptokoka i stafilokoka, bez rezistentnosti na postojece
klase antibiotika zbog svojeg jedinstvenog nacina djelovanja. Uglavnom se koristi za svinje 1
perad, ali ponekad se primjenjuje i za lijeCenje goveda, ovaca i koza. Prvi je izbor za lijeGenje
dizenterije svinja uzrokovane bakterijama Brachyspira hyodeysentreiae i bakterijske upale
pluca[11, 12].

2.1.2. Antihelmintici

Antihelmintici su antiparazitni lijekovi koji izbacuju parazitske crve (helminte) i druge
unutarnje parazite iz tijela, omamljivanjem ili ubijanjem tako da ne uzrokuju znacajne Stete na
domacinu. Postoje dvije vrste, vermfugidi, lijekovi koji omamljuju i1 vermicidi, lijekovi koji

ubijaju. Ovi lijekovi se koriste za lijeCenje helmintoze kod ljudi i kod zarazenih zivotinja [13].

Podjela antihelmintika prema kemijskoj strukturi [14]

e Benzimidazoli (mebendazol, albendazol, tiabendazol)
¢ Kinolini i izokinolini (prazikvantel)

e Piperazini (piperazin citrat, dietil karbamazin)



e Vinil pirimidini (pirantel pamoat)
e Amidi (niklozdamid)
¢ Imidazotiazoli (levamisol)

e Organofosfati (metrifonat)

Helminti se dijele u tri skupine: cestode, nematode i trematode. Za te tri kategorije dostupne
su tri grupe lijekova. Antinematodni lijekovi protiv djec¢jih glista ukljucuju piperazin,
mebendazol, tiabendazol, pirantel i dietil karbamazin. Antitrematodni lijekovi su prazikvantel,
sulfoksid, metrifonat, dok u trecu skupinu antihelmintskih lijekova pripada anticestodni

niklozamid koji se koristi protiv trakavica kao $to su Taenia i Echinococcuss [15].
KoriSteni antihelmintici u ovome radu su albendazol, febantel, levamisol i prazikvantel.
ALBENDAZOL

Albendazol je antihelmintik Sirokog spektra djelovanja iz grupe benzimidazola. Ometa
normalan metabolizam parazita i selektivno sprje¢ava ugradivanje glukoze u njegova sva tri
razvojna stupnja zbog cega dolazi do potroSnje endogenog glikogena u parazitima i
smanjenog stvaranja adenozin trifosfata (ATP-a). Apsorbirani lijek se u jetri metabolizira u
albendazol-sulfoksid i veZe za serumske proteine. Vrijeme poluZivota lijeka iznosi 8,5 sati te

se izluCuje urinom [16].
FEBANTEL

Febantel je probenzimidazol koji se metabolizira u benzimidazol nakon apsorpcije. Drugim
rije¢ima, febantel je prolijek metaboliziran in vivo u febendazol, benzimidazolni
antihelmintik. Djeluje interferirajuc¢i energetski metabolizam parazita, inhibiranjem apsorpcije
te metabolizma glukoze S$to rezultira iscrpljivanjem energetskih rezervi 1 smrti

gastrointestinalnih te pluénih nematoda [17].
LEVAMISOL

Levamisol, L-aktivni izomer tetramisola je antihelmintik Sirokog spektra koji djeluje na zrele i
nezrele stadije mnogih vaznih gastrointestinalnih nematoda i pluénih crva kod goveda, svinja,
ovaca, peradi, golubova i sli¢no. Odmah, nakon primjene uzrokuje neuromuskularnu paralizu
parazita kojeg domacin izbacuje u naredna 24 sata. Ne djeluje protiv trakavica (cestoda) i
metilja (trematoda). Ima takoder i imunomodulatorno djelovanje uz fluoruracil na rak debelog

crijeva [18, 19].



PRAZIKVANTEL

Prazikvantel je antihelmintik Sirokog spektra koji djeluje tako da povecava permeabilnost
nematoda za kalcij izazivajuéi kontrakciju muskulature te paralizu i smrt parazita. Takoder
povecava osjetljivost parazita na imunoloSki obrambeni sustav domacina. U terapijskim
dozama nema farmakoloSko djelovanje kod ljudi i nakon oralne primjene brzo se resorbira.
Pritom vecina lijeka metabolizira u neaktivne oblike pri prvom prolasku kroz jetru, a

metaboliti se izlucuju urinom [16].

2.1.3. Ostali farmaceutici

Osim antibiotika i antihelmintika, medu farmaceuticima prema na¢inu djelovanja svakako
treba spomenuti antimikotike, antiseptike, analgetike, diuretike i antidiuretike,
kemoterapeutike 1 dr. Tako su u ovom radu koriSteni etodolac, imatinib, omeprazol i

torasemid.
ETODOLAC

Etodolac je nesteroidni protuupalni lijek s protuupalnim, analgetskim i antipiretskim
svojstvima. Inhibira sintezu prostaglandina te se koristi za ublazavanje simptoma
reumatoidnog artritisa i osteoartritisa. Sliéno ostalim nesteroidnim protuupalnim lijekovima,
protuupalni ucinci etodolca proizlaze iz inhibicije enzima ciklooksigenaze (COX) ¢ime se

smanjuje sinteza perifernih prostaglandina uklju¢enih u upale [20].
IMATINIB

Imatinib, poznat pod nazivom Glivec, je prvi inhibitor proteina kinaze koji je dokazan kao
protutumorski lijek. Zbog brzog klinickog razvoja odobren je 2001. za pacijente S
Filadelfijskim kromosomom [21]. Imatinib kao antineoplasti¢ni agens zapravo inhibira Ber-
Abl fuzijski protein tirozin kinaze, abnormalni enzim proizveden kroni¢no mijeloi¢nim
leukemijskim stanicama koje sadrze Filadelfijski kromosom. Takoder, inhibira i receptor
tirozin kinaze za izvedene plocaste ¢imbenike rasta (PDGF) i faktor mati¢nih stanica (SCF)/c-
kit. SCF/c-kit receptor tirozin kinaze aktiviran je stromalnim tumorom Zelu¢ano-probavnog
trakta. Sprjecava proliferaciju i izaziva apoptozu u stanicama koje prekomjerno eksprimiraju

ove onkoproteine [9].



OMEPRAZOL

Omeprazol djeluje inhibirajué¢i protonsku pumpu parijetalnim ZeluCanim stanicama. Tim
mehanizmom inhibira izlu¢ivanje zelucane kiseline. Djeluje brzo i omogucava reverzibilnu
kontrolu izlu€ivanja zeluCane kiseline jednom dnevnom dozom [22]. Najvec¢im dijelom
metabolizira se u jetri u neaktivne metabolite, a izlu¢uje se urinom. Nakon oralne primjene
brzo se apsorbira iz gastrointestinalnog trakta. Najvisu koncentraciju u plazmi postize za 30

minuta do 3,5 sata [23].
TORASEMID

Torasemid je diuretik Henleove petlje, strukturni derivat anilinopiridin sulfonil uree. Kao i
drugi diuretici, inhibira reapsorpciju natrija i klora u uzlaznom, debljem kraku Henleove
petlje, ograniCavanjem prijenosnog sustava za Na/K/Cl. Blokira 1 prijelaz klorida s
peritubularne povrSine nefrona. PoboljSava rad srca u kongestivnoj sr¢anoj slabosti. Lijek se
nakon oralne primjene jako brzo apsorbira i postize maksimum plazmatske koncentracije za 1
do 2 sata [23].

2.1.4. Farmaceutici u okoliSu [24]

Farmaceutici pripadaju skupini novih zagadivala koja ukljucuje razli¢ite skupine lijekova i
dodatke prehrani koji se koriste u veterinarskoj i humanoj medicini. To¢nije, pripadaju
skupini mikrozagadivala jer su u vodenoj sredini prisutni u mikrogramskim ili nanogramskim
koncentracijama. U svijetu se prema nekim procjenama godiSnje proizvede 100 000 tona
farmaceutski aktivnih tvari s razli¢itim terapijskim namjenama. Obi¢no su to organski spojevi
koji su umjereno topljivi i lipofilni radi bioraspolozivosti 1 bioloske aktivnosti, molekulskih
masa od 200 do 500 daltona. Uslijed prolaska lijeka kroz razne metabolicke procese unutar
ljudskog organizma, nastaju metaboliti koji su ¢esto polarniji od polazne supstance. Zbog toga
su topljivi u vodi, a time 1 naj¢e$¢e otrovniji od pocetnog spoja. Konvencionalni uredaji za
obradu otpadnih voda pokazali su se nedovoljno u¢inkovitim za uklanjanje velikog broja
farmaceutika i njihovih metabolita. Ovisno o djelotvornosti obrade i kemijskom sastavu spoja,
farmaceutski aktivne tvari mogu dospjeti u povrSinske i podzemne vode. Nakon $to neki lijek
ili metabolit dospije u okoli§, njegova koncentracija u odredenom dijelu ekosustava ovisi o
afinitetu vezanja na krute Cestice te otpornosti na fotokemijsku i mikrobiolosku razgradnju.

Farmaceutici koji pokazuju tendenciju sorbiranja na krute matrice akumuliraju se u tlu i
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sedimentima, dok se topljivi spojevi transportiraju u povrsinske i podzemne vode. Vazni
nacini ulaska farmaceutika u okoli§ su bolnice, neregularna odlaganja neiskoristenih lijekova
te farme na kojima se lijekovi, posebno antibiotici dodaju u Zzivotinjsku hranu radi
poboljsanog rasta, bolje iskoristivosti prehrane, te zbog prevencije ili lijeCenja bolesti.
Farmaceutici mogu zavrSiti u tlu i gnojenjem poljoprivrednih povrSina aktivnim muljem,
produktom obrade komunalnih otpadnih voda. Antibiotici se takoder mogu prenijeti na
poljoprivredna zemljista upotrebom stajskog gnojiva, a njegovim ispiranjem i u podzemne
vode. Izvorom zagadenja povrSinskih 1 podzemnih voda smatramo i farmaceutsku industriju

bez obzira $to su gubici iz proizvodnih pogona relativno mali.

— —-—-—‘é;kdmunalna ili industrijska

VN
Fotoliza

Uklanjanje i 2 =

-

akumulacija [ S

o

Slika 2.1. Sudbina farmaceutika kao zagadivala u vodenom okoliSu [3]

Lijekovi su sve prisutniji, s obzirom da je brzina kojom se ispustaju u okoli§ mnogo veca od
brzine njihove razgradnje i transformacije. Problemi koji se javljaju zbog njihove pojave u
ekosustavima su poremecaji fizioloskih procesa i reproduktivnih funkcija organizama, razvoj

rezistentnih bakterija te povecanje toksi¢nosti nekih farmaceutski aktivnih tvari.

Sudbina i put njihove razgradnje u okoliSu ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima spoja.

Mobilnost spojeva uvelike ovisi o topljivosti u vodi, koeficijentu razdiobe oktanol/voda, Koy i
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o sadrzaju organskog ugljika sorbensa. Na primjer, tetraciklini pokazuju najviSe koeficijente
sorpcije u odnosu na druge grupe antibiotika pri cemu nam takvi trendovi pomazu predvidjeti

gdje se spojevi mogu naci u okolisu [1].

|F"ruiz1.rod nja lijeka |

-

- Sluzbena prodaja Nesluzbem tram:ferl'-‘ :

t
ﬁhﬂ;,r‘%nm | |Prumu'hnr|ras|a |dn!ga:1r|rnlena.
| m,m- | ol | -

’_PdlagallstEH Tlo |
STP Povriinska voda |

e

Slika 2.2. Putevi ulaska i distribucije farmaceutika u okolisu (STP-postrojenje za obradu
otpadnih voda) [3]

22. MODERNE  ANALITICKE METODE U  ANALIZI
FARMACEUTIKA [25]

Budu¢i da se farmaceutici u okoliSu pojavljuju u niskim koncentracijama, razvijaju se nove
tehnike 1 instrumenti koji su povecali moguénost njihova odredivanja. Uzorci iz okolisa su
vrlo sloZeni pa se ne mogu izravno analizirati. Radi toga danasnje ,,instrumentalne* analize ne
ukljuéuju samo mjerenja, ve¢ obuhvacaju i uzorkovanje, pripravu uzorka, mjerenje te
procjenu mjernih rezultata [26], ¢ime se dobiva informacija o kvalitativnom i kvantitativnom
sastavu uzorka. I1zbor primijenjene tehnike ovisi o karakteristikama analita, matici i volumenu
uzorka, a metoda je dobra ako je dovoljno brza i precizna, te ako ima dobru ponovljivost i

malu potros$nju otapala [26].
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2.2.1. Ekstrakcija kao metoda pripreme uzorka [25]

U posljednjih nekoliko desetljeca doslo je do intenzivnog razvoja ekstrakcijskih tehnika.
Mogu se podijeliti na metode koje mogu zadrzati analit (poput ekstrakcije tekuce-tekuce i
ekstrakcije ¢vrstom fazom) te na one koje se temelje na uspostavljanju dinamic¢ke ravnoteze

izmedu uzorka i ekstrahirajuée tvari (mikroekstrakcija teku¢om i ¢vrstom fazom) [26].

Sve ekstrakcijske metode koriste se principom selektivnog koncentriranja analita u jednoj fazi
Cija se selektivnost postize mijenjanjem radnih uvjeta. Pri tome se analit raspodjeljuje izmedu
dvije faze sukladno konstanti raspodjele, temperaturi i relativnom volumenu faza. Njena
djelotvornost ovisi o fizikalno-kemijskim svojstvima analita, o topljivosti, hidrofobnosti i
kiselo-luznatom karakteru, ¢ije poznavanje pomaze u odabiru metode i optimalnih uvjeta

ekstrakcije ispitivanog analita.

Ekstrakcijske se metode mogu takoder podijeliti i prema fazama izmedu kojih dolazi do

prijenosa analita pa razlikujemo ekstrakciju ¢vrsto-tekuce, tekuce-tekuce 1 plinovito-tekuce.

EKSTRAKCIJA 1Z TEKUCIH UZORAKA

Postoje razne vrste metoda ekstrakcije organskih sastojaka iz tekucih uzoraka koje se ne
temelje na istom principu. Kod ekstrakcije tekuce-tekuce, tvar koja se ekstrahira prelazi iz

jednog otapala u drugo [25], dok se ostale vrste temelje na odnosu Cvrsto-tekuce.
1.) Ekstrakcija tekuce-tekuée (LLE)

Najstarija metoda ckstrakcije analita iz tekucih uzoraka je ekstrakcija tekuce-tekuce [26]. To
je brza i jednostavna metoda koja se provodi u lijevku za odjeljivanje gdje se uzorak koji
sadrzi analit mucka u prikladnome otapalu, 2 do 3 puta radi postizanja vece djelotvornosti.
Najve¢i nedostatak ove metode je uporaba velikog volumena organskog otapala (100-250

mL) Sto dovodi do veéeg troska ekstrakcije, opasnosti za zdravlje 1 oneciS¢enja okolisa [25].
2.) Ekstrakcija ¢vrstom fazom (SPE) [25]

Ekstrakcija ¢vrstom fazom (engl. solid-phase extraction) razvijena je 1970-ih te je potisnula
ekstrakciju tekuce-tekuce 1 postala najprimjenjivanija metoda priprave uzoraka. Temelji se na
raspodjeli analita izmedu Cvrste 1 tekuce faze. Afinitet prema ¢vrstoj fazi mnogo je veci, nego

prema matici uzorka. Vezani analiti desorbiraju eluiranjem.

Sastoji se od 4 jednostavna koraka:
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Kondicioniranje (solvatacija sorbensa)
Zadrzavanje (analit se sorbira na povrSini sorbensa)

Ispiranje (uklanjanje neZeljenih tvari koje su zadrZane na povrsini sorbensa)

W nh e

Eluiranje ili desorpcija analita sa sorbensa prikladnim otapalom.

< analit

o nefistote

a
AVy

Slika 2.3. Ekstrakcija ¢vrstom fazom [26]

Na trziStu postoje razlicite vrste sorbensa (u obliku kolonica, diskova, Strcaljki) mase izmedu
100 i 2000 mg. U novije vrijeme proizvode se i mikrokolone pogodne za odredivanje tragova
analita, s koli¢inom sorbensa izmedu 5 1 56 mg. Izbor sorbensa ovisi o volumenu uzorka i
fizikalno-kemijskim svojstvima analita, tj. o interakcijama sorbensa s funkcionalnim
skupinama analita, o matici uzorka i njenim interakcijama sa sorbensom i analitom, a

pravilnim izborom postize se zahtijevana selektivnost i kapacitet [25, 26].

Slika 2.4. Vrste SPE sorbensa [26]

Sorbensi koji se rabe u navedenoj vrsti ekstrakcije razlicitih su svojstava u odnosu na klasi¢ne
1 izrazito selektivne. Klasicnim sorbensima, kao §to su C8 ili CI18, silikagel, polimerni
sorbensi, ionoizmjenjivacke smole, ne mogu se izolirati izrazito polarni analiti iz velikog
volumena uzorka. Njihov najve¢i nedostatak je nedovoljna selektivnost zbog cCega se

interferencije iz matice uzorka zajedno ekstrahiraju sa Zeljenim analitom. Zbog poboljSanja
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ekstrakcijskog postupka, razvijeni su sorbensi koji mogu selektivno ekstrahirati tragove
analita, ligandi razli¢ita afiniteta poput proteina, peptida, antitijela, umjetnih bojila te
polimernih sorbensa s otiskom molekule (MIP).

Ekstrakcija ¢vrstom fazom upotrebljava se za odvajanje raznih analita iz tekuéih uzoraka te za
proc¢iS¢avanje ekstrakata dobivenih iz sedimenta, tla i bioloskih uzoraka drugim metodama

pripreme.
3.) Mikroekstrakcija ¢vrstom fazom (SPME)

SPME (engl. solid-phase microextraction) je ekstrakcijska tehnika oslobodena koristenja
otapala, temeljena na uspostavljanju ravnoteZze izmedu uzorka i ekstrahirajuée faze. U
usporedbi sa SPE gdje se ekstrahira vise od 90 % analita, ovdje se separira samo 2-30 % [26].
Najcesce se koristi u analizi hlapljivih 1 djelomi¢no hlapljivih sastojaka. MoZe se provoditi
izravnim uranjanjem vlakana u uzorak vode ili mjerenjem hlapljivih sastojaka u prostoru
iznad povrSine uzorka. Glavne su joj prednosti selektivnost, jednostavnost, brzina, mali
volumen wuzorka 1 otapala te mogucénost povezivanja s plinskom 1 tekuéinskom
kromatografijom. Nedostatak joj je ograni¢eni vijek uporabe vlakana zbog moguceg uniStenja

ili oStecenja, Sto dodatno poskupljuje metodu.
4.) Ekstrakcija mijesalom (SBSE)

Ekstrakcija mijeSalom (engl. stir-bar sorptive extraction) razvijena je zbog poboljSanja
mikroekstrakcije ¢vrstom fazom tako da umjesto vlakana, magnetno mijesalo sluzi kao nosac
sorbensa. Time se povecala sorpcijska povrsina 50 do 250 puta Sto dovodi do vece

ucinkovitosti ekstrakcije.

To je ravnotezna tehnika kod koje prijelaz iz jedne faze u drugu ovisi 0 koeficijentu razdiobe.
Za polidimetilsiloksan, najéeS¢e primjenjivani sorbens, predlozen je matematicki izraz za

razdjelni koeficijent, Kepmsy, 0dnosno koeficijent razdjeljenja oktanol-voda, Koy.

Kov ~ Kppusy, = 12208 = (Totas) (L) — p(mromes) (2-1)

Yv my Vppums
pri ¢emu su:
yppms | Mppms- Masa analita u organskoj fazi/vlaknu

Vepwms 1 Vy- volumen organske/vodene faze
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I my-masena koncentracija, masa analita u vodenoj fazi
Sto je manji omjer faza, 3, djelotvornost ekstrakcije je veca.

Metoda je dobra za slozene i polu¢vrste uzorke, te za hlapljive, poluhlapljive i nehlapljive

spojeve.

EKSTRAKCIJA IZ CVRSTIH UZORAKA

Kod ekstrakcije organskih tvari iz ¢vrstih uzoraka tvar se desorbira iz matice uzorka 1 otapa u
odgovaraju¢em otapalu. Ucinkovitost ekstrakcije ovisi o topljivosti, prijenosu mase 1 matici
uzorka. Odabir otapala ovisi o prirodi analita i matice uzorka. Ponekad se koristi smjesa vode
i organskih otapala jer nijedno Cisto otapalo nije univerzalno za svaki analit. Razlikujemo
klasi¢ne ekstrakcijske metode koje ukljucuju Soxhlet i automatizirani Soxhlet te ultrazvuc¢nu
ekstrakciju. Drugu skupinu metoda ¢ine ekstrakcija fluidom u superkriticnim uvjetima, tlatna
ekstrakcija otapalom, mikrovalna ekstrakcija otapalom i ekstrakcija pregrijanom vodom.
Navedene metode, u odnosu na klasine su brze, djelotvornije te troSe manje organskih

otapala pa samim time i manje zagaduju okolis$ [25].
1.) Soxhlet i automatizirani Soxhlet [25]

Klasi¢na Soxhlet ekstrakcija iz ¢vrstih uzoraka relativno je spora metoda koja se primjenjivala
do 1980-ih godina kada je poceo razvoj modernih metoda. Postupak, koji traje jako dugo (6-
48 sati) sastoji se od uparavanja, kondenziranja i prolaza odgovaraju¢eg otapala kroz uzorak
zbog Cega se koriste jako velike koliCine organskih otapala (250-500 mL) Sto je 1 veliki
nedostatak navedene metode. Razvijen je automatizirani Soxhlet, poznat pod nazivom Soxtec
koji omogucuje bolji kontakt izmedu otapala i uzorka pa je ekstrakcija brza i prijenoS mase
bolji. PoboljSano je i vrijeme ekstrakcije na 2 do 3 sata te je smanjen volumen otapala na 40

do 50 mL po ekstrakciji.
2.) Mikrovalna ekstrakcija (MAE) [26]

Mikrovalna ekstrakcija (engl. microwave assisted extraction) je proces zagrijavanja ¢vrstog
uzorka i smjese otapala u zatvorenoj posudi pomocu mikrovalne energije pod kontrolom
temperature. Premda se rjede koristi, ekstrakcija se moZe provesti i u otvorenim posudama pri
atmosferskom tlaku te se onda naziva mikrovalno potpomognuta Soxhlet ekstrakcija. To je
brza ekstrakcijska metoda (10-30 min) koja tro$i znatno manje koli¢ine otapala (20-30 mL).

Medutim, MAE takoder ima i nedostatke. Spoj ¢e apsorbirati mikrovalnu energiju otprilike
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proporcionalno njegovoj dielektri¢noj konstanti, odnosno Sto je veca dielektricna konstanta,
veca je i koli¢ina apsorbirane energije. S obzirom da organski ekstrakti obi¢no ukljucuju
nepolarna otapala s malim dielektricnim konstantama koja ne apsorbiraju mikrovalno
zracenje, U mikrovalnoj ekstrakciji moraju se koristiti ili Cista polarna otapala ili njihove

smjese s nepolarnim otapalima radi boljeg zagrijavanja smjese uzorka i otapala.

2.2.2. Kromatografija kao instrumentalna metoda analize

Kromatografija je fizikalna tehnika odjeljivanja u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju
faza, od kojih je jedna nepokretna, a druga, pokretna faza ili eluens se kre¢e u odredenom
smjeru [25]. Ruski botani¢ar Mihail Cvet smatra se zacetnikom kromatografije koji je dao
sadasnji naziv toj analitiCkoj tehnici prema grékim rije¢ima chroma (boja) i graphia (pisanje).
Danas, kromatografija oznacava Siroki raspon tehnika koje se primjenjuju u istrazivanju i
razvoju, dijagnostici, proizvodnji, osiguranju kvalitete i sl. [26]. Kromatografski sustav ¢ine
pokretna i nepokretna faza te ispitivana tvar koja se tijekom kromatografskog procesa nalazi u
dinamickoj ravnotezi izmedu tih dviju faza. Radi narusavanja ravnoteze, ispitivana tvar putuje
s pokretnom fazom, zadrzavaju¢i se s vremenom na nepokretnoj fazi. Kako bi doslo do
odjeljivanja sastojaka smjese, nepokretna faza mora selektivno i razli¢ito dugo zadrzavati

sastojke [25].

Kromatografske tehnike mogu se podijeliti na nekoliko na¢ina. S obzirom na prirodu
ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze poznajemo razdjelnu, adsorpcijsku, ionsko-
izmjenjivacku, afinitetnu kromatografiju te kromatografiju isklju¢enjem po veli¢ini. Druga
podjela temelji se na sastavu pokretne faze. Razlikujemo plinsku kromatografiju (GC) kod
koje je pokretna faza inertni plin, kod tekuc¢inske kromatografije (LC) to je tekucina male
viskoznosti, a u fluidnoj kromatografiji pri superkriticnim uvjetima (SFC) pokretna faza je
fluid iznad svog kriticnog tlaka i temperature. S obzirom da nepokretna faza moze biti tekuca
ili Cvrsta, postoji kromatografija u stupcu i ploSna kromatografija koja se sastoji od

tankoslojne kromatografije (TLC) i kromatografije na papiru (PC) [25].

Op¢enito, komponente u smjesi provode razli¢ito vrijeme na nepokretnoj fazi tijekom
kromatografskog razdvajanja. To dovodi do razdvajanja svake pojedine komponente od
drugih koje se detektiraju jedna za drugom. Detektor daje signal, obi¢no proporcionalan

koncentraciji svake komponente. Prikaz signala u vremenu naziva se kromatogram (slika 2.5).
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Najvazniji parametri kromatograma su vrijeme zadrzavanja, vrijeme od unosa uzorka do
njegova maksimalnog odziva (tr), zadrzano vrijeme (mrtvo vrijeme), vrijeme putovanja
molekula pokretne faze kroz kolonu (twm), Sirina kromatografske krivulje na baznoj liniji (w),

Sirina kromatografske krivulje na polovici visine (wy2) te visina pika (h) [26].
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Slika 2.5. Kromatogram i kromatografski parametri [26]

Pouzdanu kvalitativnu i kvantitativnu kromatografsku analizu treba provesti umjeravanjem, tj
usporedbom s referentnim tvarima, najéeS¢e unutarnjim i vanjskim standardom.
Kvantificiranje se provodi na temelju povrsSine ili visine kromatografske krivulje razdvojene
tvari. Sto je veéi afinitet analita prema nepokretnoj fazi, analit ¢e biti dulje zadrZan zbog Gega

i dolazi do kromatografskog odjeljivanja [25].

Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) [28]

HPLC (engl. high performance liquid chromatography) je visoko ucinkovita razdjelna
kromatografska metoda koja se u danas$nje vrijeme koristi u vise od 75 % primjena kao
kromatografija obrnutih faza (nepolarna nepokretna faza, polarna pokretna faza) [27].
Razvijena je tijekom kasnih 1960-ih i 1970-ih kao podvrsta tekucinske kromatografije (LC)
kod koje pokretna faza prolazi kroz kolonu pod visokim tlakom radi poveéanja u¢inkovitosti
odjeljivanja. Danas je to Siroko prihvacena separacijska tehnika za analizu i prociS¢avanje

uzoraka u raznim podrucjima, ukljuCujuc¢i farmaceutsku, prehrambenu, biotehnologijsku,
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ekolosku i polimernu industriju. Metoda se opcenito koristi za: separaciju raznih spojeva
(organskih, anorganskih i bioloskih spojeva, polimera, malih iona do makromolekula), analizu
necistoca, hlapljivih i nehlapljivih sastojaka, odredivanje neutralnih i ionskih i molekula,
izolaciju 1 procCiS§¢avanje spojeva, separaciju usko povezanih spojeva, kvalitativne i

kvantitativne analize.

HPLC instrumentacija sastoji se od 8 osnovnih komponenata: rezervoar otapala pokretne faze,
pumpa, injektor, predkolona, kolona, detektor, spremnik za otpad, racunalo, integrator ili
pisa¢. Za injektiranje u instrument uzorak mora biti u teku¢em agregatnom stanju dok je
¢vrste uzorke potrebno otopiti u odgovarajuéem otapalu, kompatibilnim s pokretnom 1
nepokretnom fazom. Injektira se volumen uzorka od 1 do 100 pL, najées¢e 5-10 uL Sto ovisi

o osjetljivosti detektora. Vrijeme analize u rasponu je od 5 min do 2 h, obi¢no 10-25 min.

Spremnik pokretne
faze

Fitar |
; Indikator tlaka i
protoka
p | Uredaj za unos
= j - l_ uzorka

i ,:Kolona

' |
i Termostatirano
' kuciste

Procesor £ I_

Pisa¢ _-1__[_ Detektor
T |

mVLL}

Time
Slika 2.6. Shematski prikaz HPLC uredaja

Kolona je srce HPLC instrumenta jer se u njoj odvija sam proces separacije. Obi¢no su
napravljene od nehrdajuceg ¢elika, otpornog na koroziju. Dimenzije su u rasponu od 10 do 25

cm duljine i unutarnjeg promjera 3 do 9 mm.
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Slika 2.7. HPLC kolone razli¢itih veli¢ina [26]

Vazna uloga HPLC detektora je pracenje otopljenih tvari koje su eluirane iz kolone. Detektor
proizvodi elektricni signal proporcionalan odredenom svojstvu pokretne faze ili otopljenih
tvari [28]. Postoje razne vrste detektora koji se primjenjuju u tekuéinskoj kromatografiji poput
spektrometra masa, spektrofotometrijskih detektora u UV/VIS podrucju elektromagnetskog
zracenja, elektrokemijski detektori (konduktometrijski 1 amperometrijski), detektori na
temelju molekulske fluorescencije, indeksa loma, te oni koji se temelje na rasprSenju
elektromagnetskog zraCenja na isparenom uzorku (ELSD). U slucaju otopljene tvari prate se
karakteristike otopljene tvari (apsorpcija u UV/VIS ili IR podrucju, fluorescencija), dok kod

pokretne faze detektori mjere indeks loma ili provodnost [25].

Karakteristike dobrog HPLC detektora su osjetljivost, linearnost, pouzdanost, predvidljivost u

odgovoru, lakoc¢a koristenja 1 mali mrtvi volumen.

U pravilu se, kao §to je ve¢ spomenuto upotrebljava kromatografija obrnutih faza za
rjeSavanje analitickih problema. Potrebno je razlikovati izokratno od gradijentnog eluiranja.
Ako izokratno eluiranje, u kojem je sastav pokretne faze stalan, ne dovodi do Zeljene
separacije primjenjuje se gradijentno eluiranje, pri ¢emu dolazi do promjene sastava pokretne
faze. U oba slucaja cilj je u pokretnoj fazi stvoriti neutralne kemijske vrste koje dolaze u

interakciju s nepolarnom nepokretnom fazom [25].

Ogranicenja visoko ucinkovite tekucinske kromatografije su teSko postizanje razlucivosti
kompleksnih spojeva, nemoguénost analize viSe uzoraka istovremeno, dugotrajno vrijeme

analize te potrebna priprema uzoraka.
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Tekudinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC) [29]

UPLC (engl. ultra-performance liquid chromatography) moderna je tehnika tekucinske
kromatografije koja se razvija i poboljSava u tri podrucja: osjetljivost, brzina i rezolucija.
Nacela UPLC-a jednaka su kao i kod HPLC-a, osnovna razlika je u veli¢ini Cestica kolona.
UPLC kolone punjene su ¢esticama manjim od 2 um u promjeru, a separacija i kvantifikacija
odvijaju se pri izrazito visokim tlakovima (100 MPa) Sto je takoder razlika u odnosu na HPLC
koji postize tlakove do 400 bara. Navedenim promjenama postize se bolja razlu¢ivost, brzina i

osjetljivost u usporedbi s tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti.

Tablica 2.2. Prednosti i nedostaci UPLC-a

Prednosti UPLC-a Nedostaci UPLC-a
o manje vrijeme izvedbe 1 troskovi o zivotni vijek kolone (tijekom analize
o veca osjetljivost se zbog wveliCine Cestica razvijaju
o brze analize, precizno kvantificiranje visoki tlakovi koji smanjuju zivot
analita kolona)
o uporaba finih Cestica (2 pm) za o potrebno vise odrzavanja

pakiranje nepokretne faze

o manja potrosnja otapala

o viSe se produkata analizira postoje¢im
resursima

o veca propusnost uzorka

o osigurava kvalitetu krajnjeg proizvoda

2.3. VALIDACIJA

Potrebno je validirati analiticke metode kako bi se osigurala to¢nost i pouzdanost analiti¢kih
podataka [30]. Validacija je dokumentirani prikaz procesa dokazivanja da je analiticka

metoda prikladna za namijenjenu svrhu. Provodi se prije primjene nove metode, nenormirane
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metode, normirane metode koja se upotrebljava izvan mjernog podrucja te kod prosirenja,
prenamjene ili modifikacije postojec¢e metode. Prije provedbe validacije potrebno je definirati
parametre validacije i kriterije njihove prihvatljivosti. Odabir parametara validacije ovisi 0o
vrsti i namjeni metode [31].

Validiraju se izvedbene znacajke metode [32]:

toCnost

preciznost

linearnost

selektivnost 1 specifi¢nost

ucinak matice uzorka, tj. interferencija
granica dokazivanja (detekcije)

otpornost metode (na promjene radnih uvjeta)
radno podrucje

osjetljivost metode

A N N N N Y N N NN

iskoristivost
Kombiniranjem navedenih parametara razvija se plan validacije za pojedinu metodu.

Linearnost se definira kao moguénost da se metodom unutar radnog podrucja dobije izravno
proporcionalna ovisnost mjernih rezultata o koncentraciji analita, $to se odreduje

kalibracijskim postupcima [32].

Preciznost se odreduje kao izraz slaganja izmedu niza mjerenja izvedenih iz istog
homogenog uzorka pod definiranim uvjetima. Ovisno o uvjetima u kojima se odreduje

razlikujemo [30]:

e preciznost pod uvjetima ponovljivosti ili ponovljivost-pri ¢emu uvjeti ukljuéuju jedan

laboratorij, istog analiticara, istu aparaturu, kratko vremensko razdoblje

e medupreciznost-preciznost koja se ostvaruje unutar istog laboratorija u duljem

razdoblju uz promjene nekih uvjeta (razliciti analitiCari, instrumenti)

e preciznost pod uvjetima obnovljivosti ili obnovljivost-metoda i uzorak isti, ali

promijenjeni uvjeti izvedbe (npr. mjesto, vrijeme i analitiar) [32]

Granica dokazivanja je najmanja moguca koncentracija analita koja se moze detektirati, ali

ne i kvantitativno odrediti.
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Granica kvantitativnosti je najmanja moguca koncentracija analita koja se moze odrediti uz

dopustenu pogresku.

Osjetljivost je svojstvo metode ili instrumenta da razlikuje male koli¢ine analita, a

karakterizira je nagib kalibracijskog pravca [32].

2.4. KVALITETA UGRADENA U DIZAJN [33]

Kvaliteta zna¢i zadovoljstvo kupca u pogledu usluge, proizvoda i procesa. Farmaceutska
industrija ulaZze milijarde novaca za otkri¢a 1 dizajniranje kvalitetnog proizvoda te njegova
procesa proizvodnje s ciljem stalne isporuke proizvoda Zeljene kakvoce. Kvaliteta ugradena u
dizajn (engl. Quality by Design, QbD) sistematski je pristup razvoju i dizajniranju Koji
zapocinje unaprijed definiranim ciljevima te naglaSava vaZnost razumijevanja procesa i
proizvoda te kontrolu, a temelji se na znanstvenim dokazima i upravljanju rizicima u kvaliteti
[34]. Nacela QbD koriste se za poboljsanje proizvoda i kvalitete procesa u svakoj industriji, a
veliku vaznost ima u razvoju lijekova, biofarmaceutika 1 analitickih metoda. Koncept kvalitete
procesa i dizajna proizvoda (QbD) prepoznat je 1 prvi put prihva¢en od Americke agencije za

hranu i lijekove (engl. U.S. Food and Drug Administration, FDA) 2004. godine.
Elementi farmaceutskog razvoja koriste¢i QbD koncept ukljucuju:
1. Definiranje cilja

Ovaj korak ukljucuje odredivanje ciljnog profila kvalitete proizvoda (engl. Quality Target
Product Profile, QTPP) koji je osnova za dizajniranje i razvoj proizvoda. QTTP definira
ocekivanja konac¢nog proizvoda (nacin primjene, oblik doziranja, sustav za isporuku, jacina
doze, farmakokineti¢ka svojstva, kriteriji kvalitete lijeka poput sterilnosti, ¢istoce, stabilnosti i

sL.). U slucaju razvoja analiticke metode naziva se ciljni analiticki profil (ATP).
2. Odredivanje kritinih svojstava kvalitete

Nakon definiranja ciljnog profila kvalitete, odreduju se kriticna svojstva kvalitete (engl.
Critical Quality Attributes, CQAs) kao $to su kemijske, bioloske, fizikalne, mikrobioloske

karakteristike koje trebaju biti unutar odgovarajuceg raspona kako bi se osigurala Zeljena
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kvaliteta proizvoda. Razlikuje se za pojedinu vrstu procesa, oblik doziranja 1 nadin razvoja

metode.
3. Procjena rizika

Procjena rizika pomaze u poboljsanju kvalitete metode ili procesa te je vazna pri uvodenju
varijabli u metodu ili proces. Pomoc¢u procjene rizika prepoznaju se kriticni atributi koji ¢e
utjecati na kona¢nu kvalitetu proizvoda. Korisna je za ucinkovitu komunikaciju izmedu

istrazivanja/razvoja i proizvodnje unutar tvrtke.
4. Razvoj dizajna eksperimenta (engl. Design of Experiments, DOE)

Eksperimentalni dizajn je multidimenzionalna kombinacija i interakcija ulaznih varijabli i
procesnih parametara koji su pokazali da osiguravaju kvalitetu Sto se prikazuje prostorom
dizajna (engl. Design Space) kojeg predlaze podnositelj zahtjeva. Rad izvan prostora dizajna
smatra se promjenom i zahtjeva prijavu izmjene regulatornoj agenciji.

5. Definiranje kontrolne strategije

Kontrolna strategija potrebna je kako bi se osiguralo da su materijal i sami proces unutar
ocekivanih donjih 1 gornjih granica, odnosno daje pregled kako je osigurana kvaliteta
proizvoda i u pocetnim koracima identificira svojstva koja mogu dati rezultate izvan raspona i
time utjecati na kvalitetu. Kontinuirano se provjeravaju materijal i procesni parametri tijekom
proizvodnje radi ponovljivosti. Kontrolni prostor trebao bi se nalaziti unutar prostora dizajna,

ako je manji onda se smatra robusnim.

Slika 2.8. Kontrolni prostor unutar prostora dizajna
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6. Kontinuirano poboljSanje tijekom cijelog zivotnog ciklusa proizvoda

Kvaliteta proizvoda moze se poboljsati tijekom cijelog zZivotnog ciklusa proizvoda, stoga
tvrtke mogu primjenjivati razne inovativne pristupe za njegovo poboljSanje kvalitete. Kad
govorimo o analititkom QbD, kontinuirano praéenje metode (engl. Continuous Method
Monitoring, CMM) je zavr$ni korak. Prati se i biljezi izvedba metode pomocu kontrolnih

grafova u odredenom periodu radi sigurnosti da je ATP zadovoljen [35].

QbD moze se primijeniti kod analitickih metoda kao $to su kromatografske poput HPLC,
UHPLC (za razvoj metode i odredivanje necistoée u lijekovima), spektrometrije masa,
kapilarne elektroforeze i sl.

Prednosti QbD radi kojih se usvaja su :

sigurnost pacijenta i u¢inkovitost proizvoda
razumijevanje farmaceutskog procesa i metode
dizajn proizvoda i razvoj procesa

procjena rizika na temelju znanosti

YV V. V VYV V

definiranje kriticnih parametara kvalitete i analiza njihovih utjecaja na kvaliteti

kona¢nog proizvoda

A\

robusnost metode ili procesa

Y

prednosti u poslovanju

2.4.1. Primjena DryLab programskog paketa u razvoju HPLC metode

Za razvoj novih kromatografskih metoda, primjerice HPLC koriste se razli¢ite kolone, puferi,
kiseline za podeSavanje pH vrijednosti pokretne faze, otapala, itd., Sto zahtijeva mnogo
vremena 1 sredstava. Radi poboljSanja ucinkovitosti razvoja metode, razvijeno je nekoliko
softvera medu kojima se nalazi i DryLab (Molnar Institute, Berlin, Njemacka) koji je u
upotrebi od 1986. godine [36]. Koristi se za eksperimentalno modeliranje i predvidanje
ponasanja kromatografskog sustava u mnogo Sirem spektru, nego Sto bi ikada bilo moguce u
laboratoriju. DryLabom moze se brzo i jednostavno odrediti to¢no ponasanje razdvajanja
tvari, istovremenim mijenjanjem visestrukih parametara metode kao $to su pH, temperatura,
koncentracija pufera, vrijeme gradijentnog eluiranja, ionska jakost i sl. Na taj na¢in brzo se
pronalaze optimalni uvjeti separacije i postizu transparetnost, razumijevanje te kontrola

metode [37]. Uz to primjena ovog programa olakSava i prijenos analitickih metoda izmedu
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laboratorija, brzo daje korisne informacije o utjecajima promjena kromatografskih faktora te
ukazuje na moguce promjene koje nece utjecati na kvalitetu metode [36]. Potrebno je provesti
2-12 ulaznih eksperimenata na temelju kojih DryLab predvida vrijeme zadrzavanja i
rezoluciju pojedinih kromatografskih krivulja s vise od 99 % toc€nosti. Prvi korak pri
koriStenju softvera ukljucuje definiranje ciljanog analitickog profila (ATP) nakon kojeg

DryLab pomaze u odabiru pocetnih uvjeta metode [37].

Radi optimizacije metode, unose se vremena zadrzavanja i povrSine pikova komponenti koji
¢ine uzorak iz pocetnih kromatografskih analiza. Na temelju povrSine pikova, omoguceno je
automatsko pracenje 1 prepoznavanje pikova komponenata u vise analiza ako je volumen
injektiranja uzorka konstantan tijekom izvodenja osnovnih eksperimenata. Uz navedena
svojstva, potrebno je poznavati i karakteristike kolone (duljina, promjer, veli¢ina Cestica),
protok, sastav i pH pokretne faze, temperatura i sl. Model kromatografskog ponaSanja
prikazuje se kriticnom rezolucijskom mapom (engl. Critical Resolution Map, CRM) koja
moze biti 1D gdje se vrijednost kriti¢ne vrijednost faktora rezolucije, Rs nalazi na y-osi, 2D
kod koje je kriti¢na vrijednost Rs prikazana povrSinom odredene boje na dvodimenzionalnom
grafu ovisnosti o dva ispitivana parametra te 3D kocka unutar koje se takoder odgovaraju¢om
bojom predstavlja kriticna Rs vrijednost. Na temelju rezolucijskih mapi odreduje se i

robusnost metode [36].
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Tablica 3.1. Popis koristenih kemikalija tijekom eksperimenta

NAZIV MOLEKULSKA FORMULA | CISTOCA | PROIZVODAC
METANOL CHsOH p.a. Sigma-Aldrich
METANOL CH30H HPLC Baker

ETANOL CH3CH20H p.a. Gram-mol

ACETON CH3COCH;3 p.a. Gram-mol
ETIL-ACETAT CH3-COO-CH»-CHs p.a. Kemika
ACETONITRIL CH3CN p.a. Carlo Erba reagents

3.1.2. Sorbensi

Koristene kolone za ekstrakciju su:

e QOasis HLB 60 mg/3 mL, Waters

Oasis HLB kolone sadrze Oasis HLB hidrofilno-lipofilni sorbens koji zbog sklonosti

mocenja vodom ima sposobnost boljeg zadrzavanja i izvrsnog oporavka. Pogodan je

za ekstrakciju kiselih, neutralnih i bazi¢nih spojeva iz razli¢itih matica.

e Strata C18-E 200 mg/3 mL, Phenomenex

Strata C18-E je polimerni sorbens na bazi silikagela koji je pogodan za analize

hidrofobnih molekula, koje sadrze ugljikovodi¢ne lance.

3.1.3. lzvorska voda

Za ekstrakciju farmaceutika iz vode radi optimizacije i validacije metode koristila se pitka

izvorska voda s izvora Kralji¢in zdenac, Zagreb, Hrvatska.

3.1.4. Farmaceutski aktivne tvari

U eksperimentu je koriSteno 13 farmaceutika ¢ija se fizikalno-kemijska svojstva nalaze u

Tablicama 3.2.-3.14.
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3.1.4.1. ALBENDAZOL (ALB)

Tablica 3.2. Fizikalno-kemijska svojstva albendazola [7]

KLASA FARMACEUTIKA antihelmintik; benzimidazol
PROIZVOPAC Genera d.d.
NAZIV PO IUPAC-U metil N-[6-(propilsulfanil)-1H-1,3-benzodiazol-2-il]Jkarbamat
EMPIRIJSKA FORMULA C12H15N302S
MOLARNA MASA [g/mol] 265,331
O
MOLEKULSKA STRUKTURA mS N ’J_I\
HaC N
»—N~ ~OCH;
[38] N H
H
CAS BROJ 54965-21-8
SVOJSTVA [43] bijeli do prljavo bijeli prah
log Kov=2,7
KONSTANTE pKk:1=10,26
pKk2=2,80 [44]
TEMPERATURA TALJENJA 208-210 °C
TOPLJIVOST U VODI 0,023 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 8-12 h
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3.1.4.2. AZITROMICIN (AZT)

Tablica 3.3. Fizikalno-kemijska svojstva azitromicina [7]

KLASA FARMACEUTIKA antibiotik; makrolid (azalid)

PROIZVODAC Pliva d.o.o.

(2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-11-{[(2S,3R 4S,6R)-
4-(dimetilamino)-3-hidroksi-6-methiloksan-2-ilJoksi}-2-etil-
NAZIV PO IUPAC-U 3,4,10-trihidroksi-13-{[(2R,4R,5S,6S)-5-hidroksi-4-metoksi-
4,6-dimetiloksan-2-il]oksi}-3,5,6,8,10,12,14-heptametil-1-
oksa-6-azaciklopentadekan-15-on

EMPIRIJSKA FORMULA CssH72N2012

MOLARNA MASA [g/mol] 748,9845

MOLEKULSKA STRUKTURA
[38]
CAS BROJ 83905-01-5
SVOJSTVA [40] bijeli kristalni prah (kao dihidrat)
log Kyv=4,02
KONSTANTE
pK=8,74 (pri 25 °C)
TEMPERATURA TALJENJA 114 °C
TOPLJIVOST U VODI [23] 0,51 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 68 h
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3.1.4.3. ETODOLAC (ETD)

Tablica 3.4. Fizikalno-kemijska svojstva etodolca [7]

KLASA FARMACEUTIKA

nesteroidni protuupalni lijek (NSAIDs); indol karboksilna
kiselina

PROIZVODAC

Pliva d.o.o.

NAZIV PO IUPAC-U

2-{1,8-dietll-1H,3H,4H,9H-pirano[3,4-bJindol-1-il}octena

kiselina
EMPIRIJSKA FORMULA C17H21NO3
MOLARNA MASA [g/mol] 287,359
HsC
HsC T
MOLEKULSKA STRUKTURA N
[38] I~ o )~©OH
O
CAS BROJ 41340-25-4
SVOJSTVA [48] bijela kristalna tvar
log Kov=2,5
KONSTANTE
pK=4,65
TEMPERATURA TALJENJA
145-148 °C
[23]
TOPLJIVOST U VODI [23] 0,039 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 7,3+4,0 h
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3.1.4.4. FEBANTEL (FEBA)

Tablica 3.5. Fizikalno-kemijske karakteristike febantela [45]

KLASA FARMACEUTIKA

antihelmintik; benzimidazol

PROIZVODAC

Genera d.d.

NAZIV PO IUPAC-U

dimetil[[2-(2-dimetiloksiacetamido)-4-
(feniltio)fenil]limidokarbonil]dikarbamat

EMPIRIJSKA FORMULA

Ca20H22N406S

MOLARNA MASA [g/mol]

446,478

o)
Hsco\)J\NH OYOCHg

MOLEKULSKA STRUKTURA N, NH
©\ /©/ I:N OCH
[38] s \cr)( 3
CAS BROJ 58306-30-2
SVOJSTVA bijeli kristali
KONSTANTE log Kn=2,9; 2,8; 2,6 (pH 5; 7; 9)
TEMPERATURA TALJENJA 129-130 °C

TOPLJIVOST U VODI

1-2 mg/L pri pH 5-9

VRIJEME POLUZIVOTA

12-15 h (svinje)




3.1.4.5. IMATINIB (IMT)

Tablica 3.6. Fizikalno-kemijske karakteristike imatiniba [7]

KLASA FARMACEUTIKA

citostatik; inhibitor tirozin kinaze

PROIZVODAC

Pliva d.o.o.

NAZIV PO IUPAC-U

4-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]-N-[4-metil-3-[(4-piridin-3-

ilpirimidin-2-il)amino]fenil]benzamid

EMPIRIJSKA FORMULA Ca9H31N7O
MOLARNA MASA [g/mol] 493,615
o
HsC.
N MNH
Ve
MOLEKULSKA STRUKTURA HN
nZ N CHe
> )
N
CAS BROJ 152459-95-5
SVOJSTVA [46] kristalni prah, bijelo do blijedo Zute boje
log Kpy=3
KONSTANTE
pKy=8,27 [47]
TEMPERATURA TALJENJA 226 °C (mesilat)

TOPLJIVOST U VODI

jako topljiv u vodi pri pH<5,5

200 mg/mL [46]

VRIJEME POLUZIVOTA

18 h (imatinib)

40 h (aktivni metaboliti)
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3.1.4.6. LEVAMISOL (LEV)

Tablica 3.7. Fizikalno-kemijske karakteristike levamisola [7, 9]

KLASA FARMACEUTIKA

antihelmintik; imidazotiazol

PROIZVODAC

Genera d.d.

NAZIV PO IUPAC-U

(6S)-6-fenil-2,3,5,6-tetrahidroimidazo[2,1-b][1,3]tiazol

EMPIRIJSKA FORMULA C11H12N2S
MOLARNA MASA [g/mol] 204,291
MOLEKULSKA STRUKTURA N />
[38] Nf;l\ g
CAS BROJ 14769-73-4
SVOJSTVA bijeli/prljavo bijeli kristalni prah
log Knw=1,84
KONSTANTE
pK=6,98
TEMPERATURA TALJENJA 227-227,5 °C
TOPLJIVOST U VODI 210 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 4.4-56h
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3.1.4.7. LINEZOLID (LNZ)

Tablica 3.8. Fizikalno-kemijske karakteristike linezolida [7, 9]

KLASA FARMACEUTIKA

antibiotik; oksazolidinon

PROIZVODAC

Pliva d.o.o.

NAZIV PO IUPAC-U

N-{[(5S)-3-(3-fluor-4-morfolin-4-ilfenil)-2-okso-1,3-
oksazolidin-5-il]metil}acetamid

EMPIRIJSKA FORMULA

C16H20FN304

MOLARNA MASA [g/mol]

337,351

MOLEKULSKA STRUKTURA N
[38] HaC HVL_/&
T o” " ©
@
CAS BROJ 165800-03-3
SVOJSTVA [39] bijeli kristali
log Kow=0,9
KONSTANTE
pKk=1,8 [9]
TEMPERATURATALJENJA 181,1-1825 °C
TOPLJIVOST U VODI 3 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 45-55h
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3.1.4.8. OMEPRAZOL (OMP)

Tablica 3.9. Fizikalno-kemijske karakteristike omeprazola [7, 9]

KLASA FARMACEUTIKA

inhibitor protonske pumpe (PPI); sulfinilbenzimidazol

PROIZVODAC

Pliva d.o.o.

NAZIV PO IUPAC-U

6-metoksi-2-[(4-metoksi-3,5-dimetilpiridin-2-il)metansulfinil]-
1H-1,3-benzodiazol

EMPIRIJSKA FORMULA C17H19N303S
MOLARNA MASA [g/mol] 345,417
N Q N=
MOLEKULSKA STRUKTURA /@[ ) —S—CHz N\ // CHs
HsCO N
[38] HsC OCHs
CAS BROJ 73590-58-6
SVOJSTVA bijeli do prljavo bijeli kristalni prah
log Kn=2,23
KONSTANTE pPKki=1,2
pKie=7,4
TEMPERATURA TALJENJA 155 °C
TOPLJIVOST U VODI [23] 0,5 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 0,5-1h
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3.1.4.9. PRAZIKVANTEL (PRAZ)

Tablica 3.10. Fizikalno-kemijske karakteristike prazikvantela [7]

KLASA FARMACEUTIKA antihelmintik; kinolon
PROIZVOPAC Genera d.d.
2-cikloheksil-karbonil-1H,2H,3H,4H,6H,7H,11bH-
NAZIV PO IUPAC-U _ _ o
piperazino[2,1-a]izokinolin-4-on
EMPIRIJSKA FORMULA C19H22N202
MOLARNA MASA [g/mol] 312,413
O
MOLEKULSKA STRUKTURA N
[38] N \ﬂ)
@)
CAS BROJ 55268-74-1
SVOJSTVA bijeli kristalni prah, bez mirisa ili slabijeg mirisa
log Kov=2,5
KONSTANTE
pK=19,38
TEMPERATURA TALJENJA 136 °C
TOPLJIVOST U VODI 400 mg/L
VRIJEME POLUZIVOTA 0,8-1,5 h (u serumu)
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3.1.4.10. SULFAFURAZOL (SFUR)

Tablica 3.11. Fizikalno-kemijske karakteristike sulfafurazola [7, 9]

KLASA FARMACEUTIKA

antibiotik; sulfonamid

PROIZVODAC

Genera d.d.

NAZIV PO IUPAC-U

4-amino-N-(dimetil-1,2-oksazol-5-il)benzen-1-sulfonamid

EMPIRIJSKA FORMULA C11H13N303S
MOLARNA MASA [g/mol] 267,304
HGC CH3
MOLEKULSKA STRUKTURA O\\ ;;O /%_‘1{
S~ N o N
[38] O/ H
HoN
CAS BROJ 127-69-5
SVOJSTVA bez mirisa, zuckasto-bijeli kristalni prah
log Kpy=1,01
KONSTANTE PKk=1,5
pKk2=5
TEMPERATURA TALJENJA 191 °C
TOPLJIVOST 300 mg/L na 37 °C

37




3.1.4.11. SULFAMETAZIN (SMET)

Tablica 3.12. Fizikalno-kemijske karakteristike sulfametazina [9]

KLASA FARMACEUTIKA

antibiotik; sulfonamid

PROIZVODAC

Genera d.d.

NAZIV PO IUPAC-U

4-amino-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-il)benzen-1-sulfonamid

EMPIRIJSKA FORMULA C12H14N40,S
MOLARNA MASA [g/mol] 278,33
CHs

MOLEKULSKA STRUKTURA HN N CHs
O=S=0
[38]
NH>
CAS BROJ 57-68-1
SVOJSTVA bez mirisa ljepljivi, bijeli ili krem bijeli kristalni prah
log Ko=0,89
KONSTANTE pKi1=2,65+0,2
pK=7,410,2 [2]
TEMPERATURA TALJENJA 198,5 °C

TOPLJIVOST U VODI

1500 mg/L pri29°CipH7

VRIJEME POLUZIVOTA [42]

5-11,3 h (stoka)
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3.1.4.12. TIAMULIN (TIA)

Tablica 3.13. Fizikalno-kemijske karakteristike tiamulina [9]

KLASA FARMACEUTIKA

antibiotik; diterpenski

PROIZVODAC

Genera d.d.

NAZIV PO IUPAC-U

(4R,5S,6S,8R,9aR,10R)-5-hidroksi-4,6,9,10-tetrametil-1-okso-
6-vinildekahidro-3a,9-propanociklopenta[8]anulen-8-il {[2-

(dietilamino)etil]sulfanil}acetat

EMPIRIJSKA FORMULA

C2sHa7NOLS

MOLARNA MASA [g/mol]

493,747

MOLEKULSKA STRUKTURA
[38]
CAS BROJ 55297-95-5
SVOJSTVA [11] kristalni prah bijele ili svijetlo zute boje
log Knw=4,75
KONSTANTE
pKy=7,6

TEMPERATURA TALJENJA 147-148 °C

TOPLJIVOST U VODI [41]

dobro topljiv u vodi

VRIJEME POLUZIVOTA

/
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3.1.4.13. TORASEMID (TOR)

Tablica 3.14. Fizikalno-kemijske karakteristike torasemida [7]

KLASA FARMACEUTIKA

diuretik; piridin sulfonil urea

PROIZVODAC

Pliva d.o.o.

NAZIV PO IUPAC-U

1-({4-[(3-metilfenil)amino]piridin-3-il}sulfonil)-3-(propan-2-

il)urea
EMPIRIJSKA FORMULA Ci16H20N4O3S
MOLARNA MASA [g/mol] 348,421

MOLEKULSKA STRUKTURA 1 JJ\ )\
5 NT N7 TCHs
[38] _ o
N
CAS BROJ 56211-40-6
SVOJSTVA [48] bijeli do prljavo bijeli kristalni prah
log Kow=2,3
KONSTANTE
pK=7,1
TEMPERATURA TALJENJA 164 °C
TOPLJIVOST U VODI 0,0596 mg/mL
VRIJEME POLUZIVOTA 3,5h
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3.2. INSTRUMENTI

3.2.1. Analiticka vaga

Analiticka vaga koristi se za precizno odredivanje mase uzoraka. KoriStena je analiticka vaga
Mettler Toledo XA105DU (Slika 3.1.), ¢iji je maksimalan kapacitet 120 g, a moguénost

ocitavanja 0,01g.

Slika 3.1. Mettler Toledo XA105DU analiticka vaga [49]

3.2.2. pH-metar

Za mjerenje pH vrijednosti koristen je pH metar Mettler Toledo, S20 SevenEasy, Svicarska
prikazan na Slici 3.2. Mjerno podrucje pH vrijednosti je od 0 do14, uz moguénost o¢itavanja
od 0,01 pH.

Slika 3.2. Mettler Toledo S20 SevenEasy pH metar [50]
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3.2.3. Uredaj za ekstrakciju ¢vrstom fazom

Za ekstrakciju farmaceutika iz vode koriStena je aparatura Supelco Visiprep 24 (Slika 3.3.).
Koriste¢i vakuumsku pumpu, moguée je ekstrahirati do 24 uzorka paralelno kroz kolonice

koje se nalaze na poklopcu posude uz moguénost reguliranja protoka kroz ventile.

Slika 3.3. Supelco Visiprep 24 aparatura za SPE ekstrakciju

3.2.4. Rotacijski upariva¢

Nakon ekstrakcije ¢vrstom fazom, uzorci su se uparavali na rotacijskom uparivacu Rotavapor
R-114, Biichi, Svicarska prikazanom na Slici 3.4. Uredaj se sastoji od vodene kupelji, jedinice
za rotaciju tikvice, povratnog hladila, tikvice za sakupljanje kondenzata te vakuum sisaljke

pomocu koje se tikvica sa ekstraktom spaja na sustav.

Slika 3.4. Rotacijski upariva¢ Biichi R-114
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3.2.5. Tekuéinski kromatograf ultra visoke ucinkovitosti (UHPLC)

Separacija ekstrahiranin farmaceutika iz vode provedena je na UHPLC Agilent Series 1290
uredaju koji se sastoji od vakuumskog degazera, automatskog dodavaca uzorka, termostata i
binarne pumpe te je spojen na detektor, spektometar masa Agilent 6490 Triple Quad MS
(Slika 3.5.). Koristena je WATERS Acquity CSH C18 kolona. Dimenzije kolone su 100x2,1

mm, a promjer Cestica unutar kolone je 1,7 pm.

Slika 3.5. UHPLC Agilent Series 1290

3.3. OPIS RADA

3.3.1. Priprema standardnih otopina farmaceutika

Standardne otopine farmaceutika pripravljene su razrjedivanjem temeljne standardne otopine
smjese 13 farmaceutika koncentracije 100 mg/L u metanolu, dobivene otapanjem to¢no

odvagane mase u to¢no odredenim volumenima metanola.

3.3.2. Priprema uzorka vode s dodatkom farmaceutika

Prije same provedbe ekstrakcije farmaceutika iz uzorka vode, potrebno je podesiti pH vode na
odgovarajuce vrijednosti radi odabira optimalne, koja najbolje odgovara za sve koristene

farmaceutike. S obzirom da se pocetni pH vode nalazi izmedu 7,40 i 7,70, pH vrijednosti 2, 3,
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4,5,6,17 podesene sus 0,1 M HCl, a819s 0,1 M NaOH. Nakon toga se u 100 mL uzorka
vode ispitivanog pH dodaje 1 mL standardne otopine smjese 13 farmaceutika.

3.3.3. Ekstrakcija farmaceutika iz uzorka vode ¢vrstom fazom

Prvi korak u ekstrakciji ¢vrstom fazom je kondicioniranje kolone, odnosno sorbensa s
metanolom (oko 4 mL) uz dodatak vode nakon §to se propusti kroz svaku kolonicu. Metanol
se ne smije propustiti kroz kolonu do suha, ve¢ mora moc¢iti sorbens. U protivhom postupak se
ponavlja. Sljedeca dva koraka u ekstrakciji su zadrzavanje analita 1 ispiranje nezeljenih tvari s
povrsine sorbensa tako da je 100 mL uzorka vode uz dodatak 1 mL standardne otopine
farmaceutika koncentracije 1 mg/L prolazilo kroz sorbens pomoéu uronjenih cjev€ica uz
vakuum, s protokom ne ve¢im od 4 mL/min. SPE-kolone su se nakon toga suSile upotrebom
vakuuma radi uklanjanja viSska vode. ZadrZzani analiti eluirani su s 5x 2 mL metanola i
sakupljani kroz ventile poklopca u kivete. Svaki eksperiment provodi se paralelno u 3
ponavljanja (3 uzorka vode koja sadrzi farmaceutike) uz slijepu probu (voda bez dodatka

farmaceutika) kako bi se uzeo u obzir i utjecaj matice uzorka vode.

Nakon ekstrakcije dobiveni se ekstrakti prebace u okrugle tikvice i uparavaju do suha na
rotacijskom vakuum uparivacu pri temperaturi vodene kupelji od 40 °C. Suhi ostatak otopi se
u 1 mL HPLC metanola, a zatim se sadrzaj tikvice prebaci u vijalice iz kojih se injektira

uzorak za UHPLC analizu.

Provedeno je niz eksperimenata, na prethodno opisan na¢in kako bi se ispitala ué¢inkovitost

ekstrakcije smjese 13 farmaceutika iz vode i pronasli optimalni uvjeti metode.
Optimiranje uvjeta metode

1.) Odabir optimalnog pH vode i kolonice

- ispitane kolone punjene razli¢itim sorbensima: Oasis HLB 60 mg/3 mL i Strata C18-E
200 mg/3 mL
- ispitane pH vrijednosti vode: 2, 3,4,5,6,7,819

Na temelju izracunatih iskoriStenja odabrali smo kolonu Oasis HLB 60 mg/3 mL i pH vode 5

jer je pri tim uvjetima ekstrakcija najucinkovitija.

2.) Odabir otapala za eluiranje
- kolona Oasis HLB 60 mg/3 mL
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- pH(vode)=5
- ispitivana otapala: metanol, etanol, aceton, acetonitril, etil-acetat

Na temelju iskoristenja, eksperimenti se provode i dalje s metanolom.

3.) Odabir volumena otapala za eluiranje
- kolona Oasis HLB 60 mg/3 mL
- pH(vode)=5

- otapalo za eluiranje: metanol

- ispitivani su sljede¢i volumeni otapala za eluiranje: 1x 2 mL, 2x 2 mL, 3x 2 mL, 4x 2
mL, 5x 2 mL, 6x 2 mL

Na temelju dobivenih iskoriStenja, analiti se u sljede¢im eksperimentima nastavljaju

eluirati s 2 mL metanola.

4.) Odabir volumena uzorka vode
kolona Oasis HLB 60 mg/3 mL
pH(vode)=5

eluiranje: 2 mL metanola

ispitivani su sljede¢i volumeni uzorka vode: 50, 100, 250 1 500 mL
Najbolja u¢inkovitost je dobivena koriste¢i 100 mL uzorka vode.

Nakon $to su odredeni optimalni uvjeti, razvijenu metodu potrebno je validirati i ispitati

primjenom realnog uzorka.
Validacija metode

Validacija se provodi opisanim ekstrakcijskim postupkom koriste¢i Oasis HLB kolonu, 2 mL

metanola za eluiranje te 100 mL uzorka vode, tako da se odrede sljedece izvedbene znacajke:

= (Qranica detekcije, kvantifikacije 1 linearno podrucje pomocu razli¢itih koncentracija
standardnih otopina farmaceutika (0,5 ng/L, 1 ng/L, 2,5 ng/L, 5 ng/L, 10 ng/L, 25
ng/L, 50 ng/L, 100 ng/L, 250 ng/L, 500 ng/L, 1 ug/L, 2,5 ug/L, 5 pg/L, 0,01 mg/L,
0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,5 mg/L i 1 mg/L)

= ponovljivost/obnovljivost ekstrakcijom 5 uzoraka vode s dodatkom 1 mL standardne

otopine koncentracije 0,5 mg/L+ slijepi uzorak, u vremenskom intervalu od 3 dana
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= ucinak matice kod kojeg su se standardne otopine koncentracija 0,05; 0,1; 0,51 1
mg/L dodavale nakon ekstrakcije u ekstrakt te se onda uparavale do suha

Analiza realnih uzoraka

Razvijena metoda primijenila se za analizu otpadnih voda pri ekstrakcijskim uvjetima koji su
prethodno optimirani i validirani. Budué¢i da realni uzorci otpadnih voda sadrze neke od
ispitivanih farmaceutika, interferencije pa Cak i druge farmaceutike koji nisu bili predmet
ovog istrazivanja, koncentracije ispitivanih farmaceutika odredene su metodom standardnog
dodatka. Ekstrakcija se za svaki uzorak provodila 3 puta, jednom bez i dva puta s dodatkom 1
mL standardne otopine koncentracije 0,05 odnosno 0,1 mg/L. Prije same ekstrakcije, otpadnu

vodu potrebno je tretirati finom filtracijom.

3.3.4. Razvoj optimalne metode tekucinske kromatografije ultra visoke djelotvornosti

DryLab analizom

Kako bi se odredila $to kraca i u¢inkovitija metoda za odjeljivanje smjese 13 farmaceutika
(AZT/TIA/IMT/FEBA/TOR/OMP/LNZ/PRAZ/ETD/SMET/SFUR/ALB/LEV) koriSten je
programski paket DryLab. Optimiranje metode provodilo se na Agilent Series 1290
kromatografu ultra visoke djelotvornosti i spektrometru masa kao detektoru. Provedena su
Cetiri preliminarna mjerenja radi odredivanja uvjeta analize na UHPLC-u ¢iji su parametri

prikazani u Tablicama 3.15.-3.18.
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Tablica 3.15. Parametri prvog eksperimenta za UHPLC

Kolona i punjenje

WATERS Acquity CSH C18; 100x2,1 mm; 1,7 um

Temperatura kolone 30°C
Eluens A 0,1 % mravlja kiselina
Eluens B acetonitril
Vrijeme, min eluens A, % eluens B, %
0 90 10
Gradijent 5 10 90
5,01 90 10
7 90 10
Vrijeme stabilizacije 2 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL/min
Detektor MS/MS-MRM mode

Tablica 3.16. Parametri drugog eksperimenta za UHPLC

Kolona i punjenje

WATERS Acquity CSH C18; 100x2,1 mm; 1,7 um

Temperatura kolone

30°C

Eluens A 0,1 % mravlja kiselina
Eluens B acetonitril
Vrijeme, min eluens A, % eluens B, %
0 90 10
Gradijent 15 10 90
15,01 90 10
17 90 10
Vrijeme stabilizacije 2 min
Volumen injektiranja 1puL
Protok 0,4 mL/min
Detektor MS/MS-MRM mode
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Tablica 3.17. Parametri tre¢eg eksperimenta za UHPLC

Kolona i punjenje

WATERS Acquity CSH C18; 100x2,1 mm; 1,7 um

Temperatura kolone 65 °C
Eluens A 0,1 % mravlja kiselina
Eluens B acetonitril
Vrijeme, min eluens A, % eluens B, %
0 90 10
Gradijent 5 10 90
5,01 90 10
7 90 10
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1pL
Protok 0,4 mL/min
Detektor MS/MS-MRM mode

Tablica 3.18. Parametri Cetvrtog eksperimenta za UHPLC

Kolona i punjenje

WATERS Acquity CSH C18; 100x2,1 mm; 1,7 um

Temperatura kolone

65 °C

Eluens A 0,1 % mravlja kiselina
Eluens B acetonitril
Vrijeme, min eluens A, % eluens B, %
Gradijent 0 90 10
15 10 90
Vrijeme stabilizacije 3 min
Volumen injektiranja 1puL
Protok 0,4 mL/min
Detektor MS/MS-MRM mode
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Za razvoj optimalne metode odjeljivanja navedenih farmaceutika DryLab-om, koristili su se
postavljeni uvjeti na UHPLC-u, odnosno temperature kolone iznosile su 30 i 65 °C, a vrijeme
trajanja je iznosilo 5 i 15 minuta. Preliminarnim ispitivanjima odreden je i protok pokretne

faze koji iznosi 0,4 mL/min, a volumen zadrzavanja 0,25 mL.

Tablica 3.19. Parametri kolone i instrumenta

duljina, cm 10
KOLONA unutarnji promjer, cm 0,21
veli¢ina Cestica, um 1,7

VOLUMEN INJEKTIRANJA, pL 10
BRZINA PROTOKA, mL/min 0,4
VOLUMEN ZADRZAVANJA, mL 0,25
VALNA DULJINA, nm 254

Rezultati DryLab analize

Na UHPLC-u su se provela ¢etiri eksperimenta mijenjanjem temperature kolone i vremena
trajanja analize pri ¢emu su dobiveni rezultati prikazani na Slikama 3.6.-3.9. U Tablici 3.20.

nalaze se uvjeti provedenih Cetiriju eksperimenata.

Tablica 3.20. Temperature i gradijenti za provedbu Cetiri eksperimenta

tGy, min 5 Ty, °C 30
tG2, min 15 Tz, °C 65
W m, By om
15
I :I:L

vrijeme, min

Slika 3.6. Kromatogram prvog DryLab eksperimenta, tG1 5; T1 30
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Slika 3.7. Kromatogram drugog DryLab eksperimenta, tG» 15; T1 30
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Slika 3.8. Kromatogram tre¢eg DryLab eksperimenta, tG1 5; T2 65
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Slika 3.9. Kromatogram ¢etvrtog DryLab eksperimenta, tG2 15; T2 65

Na temelju unesenih podataka u program dobiven je 2D grafi¢ki prikaz (Slika 3.10.) pomoc¢u

kojeg se odreduju optimalni teorijski uvjeti za najbolje razdvajanje s obzirom na temperaturu
kolone i vrijeme analize.
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Slika 3.10. 2D grafi¢ki prikaz rezultata dobivenih DryLab metodom

Na temelju dobivene temperature i gradijenta pri kojima bi separacija bila najbolja (Slika
3.10.), snimljen je jo$ jedan kromatogram pri istim parametrima. Slike 3.11. i 3.12. prikazuju
usporedbu virtualnog (idealnog) kromatograma dobivenog u DryLabu i stvarnog,

eksperimentalnog.

LEV

OMP

ALBTIA  PRAZ FEBA
ALY AZT TOR ETD Z
IMT LNZ SFUR
00 25 50 75 100
Intenzitet (%) vs. vrijeme zadrzavanja (min)

Slika 3.11. Teoretski kromatogram dobiven DryLab metodom
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Intenzitet (%) vs. vrijeme zadrzavanja (min)

Slika 3.12. Eksperimentalni kromatogram 13 farmaceutika

3.3.5. Odredivanje uc¢inkovitosti ekstrakcije teku¢inskom kromatografijom ultra visoke

djelotvornosti

Standardne otopine farmaceutika i dobiveni ekstrakti analizirani su pomocéu UHPLC-a

vezanog na spektrometar masa kao detektora. lonizacija uzorka je elektrorasprSenjem u

pozitivnom modu. Pokretna faza sastojala se od 0,1 % mravlje kiseline u vodi (A) i 0,1%

mravlje kiseline u acetonitrilu (B) uz gradijentno eluiranje. Gradijent pokretne faze prikazan

je u Tablici 3.21.

Tablica 3.21. Gradijent pokretne faze koriSten za separaciju UHPLC-om

Vrijeme, min Udio otapala A/B u pokretnoj fazi, %
0 90/10
9 30/70

Prije pocetka same analize, kromatografska kolona je kondicionirana. Nakon stabilizacije

tlaka u kolonu je injektirano 5 pL uzorka. Prije svakog injektiranja uzorka, kolonu je potrebno

uravnoteziti. Protok tijekom analize iznosio je 0,35 mL/min, a temperatura kolone 35 °C.

Uvjeti izvora iona spektrometra masa pri kojima su provedene analize prikazani su u Tablici

3.22.:
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Tablica 3.22. Uvjeti izvora iona spektrometra masa

Temperatura plina 250 °C
Protok plina 15 mL/min

Tlak rasprsivaca plina 20 psi

Napon kapilare 4500 V

Snimanje i obrada dobivenih rezultata mjerenja napravljena je uz pomo¢ racunalnog programa
Mass Hunter. Farmaceutici su identificirani na temelju spektara masa i vremena zadrzavanja
(Tablica 3.23.).

Kvantitativna analiza provodila se integriranjem kromatograma, tj. ocitavanjem povrSina
ispod kromatografskih krivulja koje odgovaraju ispitivanim farmaceuticima. Nakon
oCitavanja, usporedivale su se vrijednosti povrSina standardnih otopina 1 uzoraka te se

odredila ucinkovitost ekstrakcije za pojedini analit.

Tablica 3.23. Uvjeti LC-ESI-MS-MS za analizu odabranih farmaceutika

S Vrijeme Ciljni ion Potvrdni ion Energija
zadrzavanja (min) (m/z) (m/z) sudara (eV)
Azitromicin 4,3 750 591 10
Tiamulin 6,7 494 192 25
Imatinib 3,4 494 394 25
Febantel 8,6 447 415 10
Torasemid 5,2 394 264 10
Omeprazol 3,6 346 198 10
Linezolid 3,9 338 296 25
Prazikvantel 7,3 313 203 10
Etodolac 8,2 288 172 10
Sulfametazin 1,7 279 186 10
Sulfafurazol 4.4 268 156 20
Albendazol 57 266 234 25
Levamisol 0,8 205 178 25
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4. REZULTATI | RASPRAVA



4.1. ODREDIVANJE OPTIMALNIH UVJETA EKSTRAKCIJE

W

CVRSTOM FAZOM

4.1.1. Odredivanje optimalnog sorbensa i optimalne pH vrijednosti uzorka vode

Kritican korak u razvoju metode je postupak pripreme uzorka, posebno otkad vecina
farmaceutika ima amfoterna svojstva [51]. Kod ekstrakcije ¢vrstom fazom klju¢no je odabrati
odgovarajuci sorbens jer on, uz ostale parametre izrazito utjee na izvedbu metode, tj. na njen
kapacitet i selektivnost. Izbor sorbensa uvelike ovisi o interesnim analitima te interakcijama
izmedu sorbensa 1 funkcionalnih skupina analita, ali i o matici uzorka koja korelira 1 sa
sorbensom i analitima. Za uzorke vode koji sadrze analite razli¢itih polarnosti, oni najpolarniji
otezavaju izbor najpovoljnijeg sorbensa [1]. Kako bi se prevladali problemi oko amfoternosti
farmaceutika, na trziStu se pojavljuju novi SPE-sorbensi koji odjeljuju analite prema njihovoj
polarnosti i hidrofobnosti [51] zbog Cega su za optimizaciju radnih uvjeta koristene Oasis
HLB i Strata C18-E kolone. S obzirom da i pH vode ima znaajan utjecaj, posebice za
amfoterne spojeve, ispitana je ucinkovitost ekstrakcije podeSavanjem pH vrijednosti uzoraka
vode na pH 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 1 9. IskoriStenja trinaest ispitivanih farmaceutika pri razlic¢itim
pH vrijednostima uzoraka vode, graficki su prikazani na Slikama 4.1. za Oasis HLB i 4.2. za
Strata C18-E kolonu.
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Slika 4.1. U¢inkovitost ekstrakcije farmaceutika iz vode koriste¢i Oasis HLB kolonicu

(1-azitromicin, 2-tiamulin, 3-imatinib, 4-febantel, 5-torasemid, 6-omeprazol, 7-linezolid,

8-

prazikvantel, 9-etodolac, 10-sulfametazin, 11-sulfafurazol, 12-albendazol, 13-levamisol)

Strata C18-E

100
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(23]
o
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Farmaceutik

H pH=2
H pH=3
M pH=4
H pH=5
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M pH=8
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Slika 4.2. U¢inkovitost ekstrakcije farmaceutika iz vode koriste¢i Strata C18-E kolonicu
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Rezultati su takoder prikazani i tabli¢no, Tablicama 4.1. i 4.2. za sorbense Oasis HLB i Strata

C18 pri podeSenim pH vrijednostima uzoraka vode.

Tablica 4.1. U¢inkovitost ekstrakcije farmaceutika iz vode za kolonicu Oasis HLB

I, % (n=3)
pH 2 3 4 5 6 7 8 9
AZT | 77054989 | 102,44576 | 9574+3,04 | 9323+4,36 | 90,75+1,75 | 92,55+3,78 | 96,95+4,47 | 89,94+386
TIA | 8926+2,70 | 94,09+2,79 | 88,01+1,30 | 101,84231 | 86,19+3,44 | 89,98+4,298 | 92,27+294 | 87,54+0,41
IMT | 87,96+14,7 | 8377+16,1 | 94,78+9,15 | 94,49+14.2 | 96,1843,63 | 100,9+0,67 | 101,7+169 | 93,46+4,17
FEBA | 90,83+312 | 91,21+155 | 89,65+3,60 | 84,82+898 | 8340+371 | 87,64+2,99 | 89,43+0,49 | 64,23+232
TOR | 100,14+8,03 | 106,07+8,66 | 9811+1,45 | 1129+1,16 | 86,63+3,06 | 87,12+1,70 | 90,47+3,37 | 82,76+4,75
OMP | 826+152 | 24,38+209 | 45994916 | 81,0146,26 | 80,95+2,12 | 8536+4,49 | 91,22+1,60 | 77,66+6,28
LNZ | 16744829 | 112,09+1,98 | 11243+11,2 | 9565+4,03 | 8596+262 | 86,45+3,89 | 90,15+0,76 | 84,84+3,38
PRAZ | 04,78+7,93 | 93,86+3,32 | 92,0043,74 | 94,84+329 | 87,13+2,799 | 91,48+8,01 | 98524629 | 86,41+0,63
ETD | 9243+722 | 8959+2,19 | 72,19+14,7 | 93,204+366 | 87,48+1,22 | 87,86+8,04 | 96,24+520 | 86,81+1,88
SMET | 0853+4,98 | 96,1147,29 | 97,05+11,7 | 112,04043 | 87,2842,02 | 91,35+13,9 | 93,294505 | 82,02+2,45
SFUR | 65,05+10,4 | 84,20+539 | 90,12+2,85 | 96,37+4,48 | 8394+255 | 69,69+16,4 | 41,17+6,49 | 14,67+9,43
ALB | 8950+2,99 | 94794347 | 92,094354 | 90,20+3,72 | 86,07+1,78 | 87,174+3.21 | 94,71+3,45 | 78,71+7,74
LEV | 60024844 | 62,59+2,39 | 71,68+4,07 | 84,92+582 | 88,60+3,84 | 86,74+2,78 | 90,43+3,12 | 85,89+2,898
Tablica 4.2. U¢inkovitost ekstrakcije farmaceutika iz vode za kolonicu Strata C18-E
l, % (n=3)

pH 2 3 4 5 6 7 8 9
AZT | 224415056 | 0,43+18,20 | 1,06+22,56 | 1,68+23,73 | 24,20+117,4 | 93,02+7,18 | 76,82434,9 | 42,52+2,97
TIA | 1355+66,28 | 3539+582 | 3594+349 | 3254+405 | 42,084566 | 39,99+0,82 | 3855+157 | 38,29+343
IMT | 115741275 | 2,98+4590 | 3,04+1873 | 20,57424,69 | 96,624+8,65 | 47,22+3,67 | 4157+398 | 41,56+4,02
FEBA | 3577+416,25 | 38,5944,19 | 40,46+2,51 | 44,57+1,83 | 46,84+2,73 | 47,34+171 | 43,1940,73 | 41,25+2,44
TOR | 16,10+84,50 | 50,75+0,62 | 40,50+8,91 | 39,73+0,55 | 41,59+362 | 42,37+2,78 | 42,41+3,69 | 40,43+2,16
OMP | 069+80,47 | 4,49+16,05 | 21,03+6,01 | 29,26+0,40 | 22,56+60,91 | 33,34+2,03 | 33,33+1,03 | 33,10+0,81
LNZ | 3859+19,82 | 39,3243,90 | 41,87+4,32 | 43,92+2,01 | 54,15+18,89 | 47,41+352 | 48,36+3,66 | 48,10+1,54
PRAZ | 45095+20,61 | 46,70+1,99 | 49,13+1,43 | 50,96+0,87 | 54,02+4848 | 5581+2,40 | 53,65+514 | 54,34+1,02
ETD | 4348+38,99 | 38,78+3,99 | 43,35+20,02 | 43,504512 | 140,3+103,3 | 48,89+4,06 | 4873+2,62 | 4559+7,34
SMET | 77546572 | 9414845 | 12214954 | 1247+3,78 | 13,04+1363 | 11,85+8,33 | 8934620 | 2,56+9,75
SFUR | 249544674 | 32,6243,15 | 33,2149,33 | 18,27+8,87 | 4,234+1589 | 3,41+153 | 2,18+7,20 | 1,32+12,56
ALB | 2432457,97 | 43,35+455 | 34,054562 | 3510+1,68 | 3571+10,11 | 38,13+1,79 | 38,01+2,04 | 3545+2,63
LEV | 97145700 | 19,4346,35 | 27,36+22,6 | 30,95+2,91 | 37,04+1192 | 36,23+0,38 | 35,92+4,07 | 35,48+3,95
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Usporedbom dvaju koriStenih sorbensa, ekstrakciju se odlucilo dalje provoditi pri pH(vode) 5
i uporabom Oasis HLB kolonice koja ima karakteristike lipofilno-hidrofilne ravnoteze i daje
najbolje uvjete za simultano ekstrahiranje kiselih analita iz vode, zajedno s neutralnim
analitima Sirokog raspona polariteta [52]. Pri tim uvjetima dobivaju se visoka iskoriStenja za
sve ispitivane farmaceutike, odnosno za azitromicin, tiamulin, imatinib, torasemid, linezolid,
sulfametazin, sulfafurazol, albendazol, etodolac i prazikvantel u¢inkovitost ekstrakcije je veca
od 90 %, a za febantel, omeprazol i levamisol vec¢a od 81 %. Najmanja se iskoristenja za sve
farmaceutike dobivaju primjenom Strata C18-E sorbensa, inace neprikladnim za ekstrakciju

polarnih tvari [52], pri svim ispitivanim pH vrijednostima.

4.1.2. Odredivanje optimalnog otapala za eluiranje

Uz sljede¢em koraku potrebno je izabrati odgovarajuce otapalo za eluiranje zadrzanih analita
na sorbensu. Opcenito, cluiranje se postize primjenom otapala koja imaju najvisi indeks
polarnosti definiran eluotropskom serijom otapala, prema koriStenom sorbensu, ¢ime se
smanjuje volumen eluiranja ekstrakata i maksimizira u¢inak koncentracije sorbensa. Mnoga
se otapala koriste kao SPE eluensi, a u rastu¢em poretku prema ocekivanoj eluotropskoj
jakosti na temelju njihove polarnosti to su octena kiselina, metanol, acetonitril, aceton, etil-
acetat, dietil eter, benzen, heksan. U¢inkovitija otapala su polarna ili ona koja su sposobna za
stvaranje vodikovih veza s adsorbiranom vodom na SPE sorbensu u odnosu na jako nepolarno
otapalo kao $to je heksan. Isto tako na izbor otapala utjeCu i interakcije izmedu polarnih
funkcionalnih skupina i sorbensa koje mogu smanijiti topljivost analita tijekom ispiranja

otapalom [53].

U drugom se nizu eksperimenata provodila ekstrakcija koriStenjem pet Cistih organskih
otapala (metanol, etanol, acetonitril, aceton, etil-acetat). VVolumen za eluiranje zadrzanih
analita za odabir optimalnog otapala iznosio je 5x 2 mL. Graficki (Slika 4.3) i tabli¢no
(Tablica 4.3.) prikazana su iskoriStenja trinaest ispitivanih farmaceutika za metanol, etanol,

aceton, acetonitril i etil-acetat.
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IskoriStenje, %o

Farmaceutik

I Metanol
M Etanol

i Aceton

H Acetonitril

M Etil-acetat

Slika 4.3. Utjecaj organskih otapala na u¢inkovitost ekstrakcije trinaest ispitivanih

farmaceutika

Tablica 4.3. IskoriStenja farmaceutika za koristena otapala

I, % (n=3)

Otapalo | METANOL ETANOL ACETON ACETONITRIL | ETIL-ACETAT
AZT 93,23+4,36 80,87+9,43 79,67+11,98 161,52+68,51 258,20+5,28
TIA 101,79+2,31 94,17+45,81 94,67+1,89 126,74+3,55 111,60+5,40
IMT 94,49+14,18 88,82+8,89 88,83+17,94 68,83+42,30 147,68+14,18

FEBA 84,82+8,98 96,38+7,74 42,88+14,21 78,62+6,34 136,10+3,50
TOR 112,93+1,16 93,88+8,08 91,51+3,28 94,62+5,60 88,28+3,76
OMP 81,01+6,26 33,37+2,74 12,98428,28 | 0,00745+27,52 | 106,00+15,10
LNZ 95,65+4,03 99,11+4,65 100,26+1,64 104,28+1,66 115,24+3,89
PRAZ 94,84+3,29 89,45+2,46 93,02+1,65 109,06+5,72 107,3744,22
ETD 93,20+3,66 84,46+0,96 97,99+1,91 103,07+10,72 102,30+0,53
SMET | 112,02+0,43 101,85+2,32 86,68+2,66 115,6742,73 79,81+2,06
SFUR 96,37+4,48 88,94+10,83 79,14+3,51 102,7143,90 82,80+11,25
ALB 90,20+3,72 84,52+2,52 76,07+10,58 102,2645,32 101,98+4,58
LEV 84,92+5,82 89,18+4,95 62,30+6,22 78,74+6,25 111,33+6,02
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Na temelju dobivenih rezultata moze se zakljuciti da je najbolja ucinkovitost ekstrakcije za
sve farmaceutike dobivena u slucaju metanola. Upotrebom metanola, u odnosu na ostala
ispitivana otapala dobivena su najbolja iskoristenja (uz najmanja relativna odstupanja) za
ispitivane farmaceutike, tj. veca su od 90 %, osim za febantel, omeprazol i levamisol koji
postizu uc¢inkovitost vecu od 81 %. Prema Tablici 4.3. mozemo Vidjeti da se koriStenjem sviju
otapala dobivaju relativno dobra iskoriStenja izuzev etanola, acetona i acetonitrila za
omeprazol te acetona za febantel. Takoder treba primijetiti da azitromicin eluiranjem s
acetonitrilom 1 etil acetatom dobiva nerealna, visoka iskoriStenja (161,52 1258,20 %), isto kao
i imatinib i febantel za etil acetat (147,68; 136,10 %) te tiamulin za acetonitril (126,74 %) jer
je utjecaj matice ocito prevelik. Najbolja iskoriStenja za sva primijenjena otapala imaju
linezolid, etodolac, torasemid te prazikvantel. Za febantel, linezolid i levamisol bolja
iskoristivost ekstrakcije postignuta je uporabom etanola, no svrha je pronaci optimalne
ekstrakcijske uvjete za svih trinaest farmaceutika pa se ekstrakcija ¢vrstom fazom nastavlja

provoditi s metanolom.

4.1.3. Odredivanje optimalnog volumena otapala za eluiranje

Nakon odabira optimalnog otapala, u sljede¢em koraku potrebno je izabrati njegov volumen
eluiranja. Do sada su zadrzani analiti u svim eksperimentima eluirani s 5x 2 mL otapala, ali
radi ispitivanja utjecaja volumena otapala na ucinkovitost ekstrakcije za navedene
farmaceutike, tre¢i ekspreriment provodi se upotrebom sljede¢ih volumena prethodno
izabranog metanola: 1x 2 mL, 2x 2 mL, 3x 2 mL, 4x 2 mL, 5x 2 mL i 6x 2mL. Rezultati su

prikazani na Slici 4.4. i u Tablici 4.4.
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Slika 4.4. Utjecaj volumena eluiranja metanola na ekstrakciju farmaceutika iz vode

Prema Slici 4.4. vidi se da su koriStenjem svih navedenih volumena za eluiranje dobivena
visoka iskoriStenja, vec¢a od 90 % za vec¢inu farmaceutika. MoZemo primijetiti da volumen
eluiranja nema znacajan utjecaj na ucinkovitost ekstrakcije koriStenih trinaest farmaceutika.
Azitromicin, torasemid, linezolid, prazikvantel, etodolac, sulfametazin, sulfafurazol i
albendazol postizu iskoristenja veca od 90 % pri svim volumenima otapala, dok tiamulin,
imatinib, febantel, omeprazol te levamisol imaju nesto loSija iskoristenja (< 85%) pri ve¢im
volumenima eluiranja, to¢nije za 5x 2 i 6x 2 mL metanola (Tablica 4.4.). Daljnji eksperimenti
provode se sa 2 mL metanola jer su dobivena iskoriStenja ve¢a od 91 % za sve ispitivane
farmaceutike osim u slu¢aju levamisola ¢ija je iskoristivost 85,90 %. Uz to treba spomenuti da
je jedan od ciljeva razvoja svake nove metode mala potro$nja organskih otapala zbog ¢ega se,

nakon ovog ispitivanja sorbirani farmaceutici eluiraju s 2 mL otapala.
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Tablica 4.4. IskoriStenja farmaceutika za Sest volumena eluiranja otapala

I, % (n=3)

Vv 1x 2 mL 2x 2 mL 3x2mL 4x 2 mL 5x 2 mL 6X 2 mL
AZT | 9329+7,44 | 9340+4,63 | 94584520 | 9543+1,16 | 93,2344,36 | 103,42+6,23
TIA 91,1543,65 | 92,44+1,42 | 93,86+12,73 | 93,81+10,94 | 101,7942,31 | 66,64+7,27
IMT | 9296+7,37 | 9943+1,03 | 99,54+594 | 96,45+7,41 | 94,49+14,18 | 63,78+225

FEBA | 105434551 | 114,7943,70 | 100,4743,17 | 90,46+517 | 84,8248,98 | 70,34+6,09
TOR | 97274169 | 9543+043 | 100,13+0,91 | 107,10+1,01 | 112,93+1,16 | 114,99+1,23
OMP | 9697+2,12 | 101,3241,35 | 104,60+1,61 | 87,84+0,68 | 81,014626 | 74,11+7,85
LNZ | 984143,85 | 1050242,33 | 107,484+4,79 | 99,47+4,61 | 9566+4,03 | 93,66+4,93
PRAZ | 100,47+6,05 | 107,85+1,24 | 109,61+502 | 99,184+2,41 | 94,85+3,30 | 89,70+2,11
ETD | 101,80+4,34 | 109,15+1,82 | 91,49+384 | 91,1046,60 | 93,20+3,66 | 94,63+1,45
SMET | 100,85+4,19 | 103,33+5,87 | 109,02+4,03 | 10598+7,19 | 112,024+0,43 | 108,62+1,92
SFUR | 109,7745,83 | 108,14+2,35 | 106,98+2,13 | 100,06+9,50 | 96,37+4,48 | 92,79+0,21
ALB | 110,33+3,22 | 107,59+35,73 | 10593+9,45 | 107,68434,12 | 90,20+3,72 | 92,41+8,06
LEV | 85904048 | 92,90+4,75 | 90,26+2,87 | 87,91+517 | 84,924582 | 83,33+4,67

4.1.4. Odredivanje optimalnog volumena uzorka vode

Zadnji korak pri optimiranju ekstrakcijskih uvjeta je odabir volumena uzorka vode. Zbog

ispitivanja utjecaja volumena samog uzorka na ucinkovitost ekstrakcije farmaceutika, u

cetvrtom eksperimentu koristili su se sljede¢i volumeni izvorske vode: 50, 100, 250 1 500 mL.

Ekstrakcija se nastavlja provoditi upotrebom 100 mL vode jer su kod svih farmaceutika, osim

levamisola dobivena iskoristenja ve¢a od 91 %. Za ostale volumene uzorka takoder je

dobivena dobra uc¢inkovitost ekstrakcije, no usporeduju¢i pojedine farmaceutike vidimo da

ima veci broj onih s iskoristenjima manjim od 90 %. Najlosija iskoriStenja ostvarena su

koristenjem 500 mL izvorske vode, za tiamulin, levamisol, imatinib i omeprazol ona su manja

od 87,50 %, a utjecaj matice je ocito prisutan kod sulfametazina i sulfafurazola c¢ija

iskoristivost prelazi 122 %. Rezultati ovog eksperimenta prikazani su na Slici 4.5. i Tablici

4.5.
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Slika 4.5. U¢inkovitost ekstrakcije farmaceutika koristeéi razlicite volumene uzorka vode

Tablica 4.5. IskoriStenja farmaceutika za razli¢ite volumene uzorka vode

I, % (n=3)

V(vode) 50 mL 100 mL 250 mL 500 mL
AZT | 01724343 | 93294744 | 99,2440,66 | 105,00+1,78
TIA 86,41+7,73 | 91,1543,65 | 90,494+0,48 | 83,31+1,30
IMT | 8736+1,40 | 92,96+7,37 | 9354+317 | 87,50+3,93

FEBA | 104,49+2,98 | 10543+551 | 105,23+6,67 | 106,45+1,35
TOR | 06,76+391 | 97,27+169 | 94424934 | 104,54+3,82
OMP | 101,35+4,03 | 96,97+2,12 | 90,71+4,86 | 82414575
LNZ | 9478+1,19 | 9841+385 | 101,56+575 | 104,85+1,86
PRAZ | 100,05+2,39 | 100,47+6,05 | 102,44+11,53 | 105,94+4,21
ETD | 103,10+2,23 | 101,89+4,34 | 97,99+6,74 | 92,76+3,07
SMET | 100,06+2,33 | 100,85+4,19 | 112,21+17,84 | 122,02+3,27
SFUR | 103,84+1,70 | 109,77+5,83 | 12543+12,00 | 154,54+6,63
ALB | 947441017 | 110,33+3,23 | 113,09+11,25 | 108,57+3,28
LEV | 8735+1,40 | 85904048 | 8510+193 | 84,50+1,23
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4.2. VALIDACIJA

Na temelju prethodnih eksperimenata, odredeni su optimalni uvjeti za ekstrakciju trinaest
farmaceutika iz vode. Ekstrakcija ¢vrstom fazom provodi se iz 100 mL uzorka vode pH 5,
koriste¢i 2 mL metanola za eluiranje analita s Oasis HLB sorbensa. Nakon toga slijedi
validacija metode koju ¢ine ekstrakcija farmaceutika iz vode i tekuc¢inska kromatografija ultra
visoke djelotvornosti vezana na spektrometar masa. Pripremljena su medurazrjedenja
standardne otopine smjese trinaest farmaceutika kako bi se odredili parametri linearnosti,
granice detekcije i kvantifikacije, ponovljivosti, obnovljivosti za kvantitativne svrhe te u¢inak

matice uzorka.

Linearnost metode procijenjena je za svaki farmaceutik u uzorku vode upotrebom deset
standardnih otopina koncentracija u rasponu od 0,0025 do 10 pg/L ovisno o farmaceutiku.
Nakon ekstrakcije pri optimalnim uvjetima, koli¢ina ekstrahiranih farmaceutika odredena je
tekuc¢inskom kromatografijom ultra visoke djelotvornosti. Pripremljene su kalibracijske
krivulje za pojedini farmaceutik crtanjem odziva povrSine ispod kromatografske krivulje u

ovisnosti o koncentraciji analita.

Tablica 4.6. Kvantitativni validacijski parametri odredivanja farmaceutika u vodi

Linearno N ; ;
podruje, {g/L Funkcija ovisnosti R? GD, po/L | GK, pg/L

AZT 0,1-10 A=103445y+0,097 0,9980 0,05 0,1
TIA 0,025-10 A=2x10%+186,26 0,9980 0,01 0,025
IMT 0,5-10 A=103417y-21,213 0,9970 0,1 0,5
FEBA 0,005-5 A=4x10%+820,61 0,9936 0,0025 0,005
TOR 0,025-10 A=4x10%+650,14 0,0988 0,01 0,025
OMP 0,025-5 A=1x10%+90,83 0,9981 0,01 0,025
LNZ 0,5-10 A=35256y+21,362 0,9945 0,1 0,5
PRAZ 0,0025-10 A=1x10%+21,00 0,9950 0,001 0,0025
ETD 0,05-10 A=2x10%+589,42 0,9923 0,025 0,05
SMET 0,005-10 A=157941y+58,96 0,9938 0,0025 0,005
SFUR 0,5-10 A=14747y+13,05 0,9988 0,1 0,5
ALB 0,05-5 A=2x10%+631,52 0,9982 0,025 0,05
LEV 0,025-5 A=4x10°y +415,45 0,9997 0,01 0,025
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Dobiveni rezultati, prikazani u Tablici 4.6. analizirani su metodom linearne regresije.
Koeficijenti korelacije, R? veéi su od 0,992 za sve ispitivane farmaceutike ¢ime se potvrduje
linearnost metode u navedenom koncentracijskom podruc¢ju. Granica detekcije (GD) i granica
kvantifikacije (GK) eksperimentalno su procijenjeni iz omjera signala i Suma (S/N) tako da se
mjereni signal svakog analita usporeduje sa signalom slijepe probe pri ¢emu taj omjer za GD
mora biti S/N=3/1, a za GK S/N=10/1. Za ispitivane farmaceutike granice detekcije nalaze se
izmedu 0,001 i 0,1 pg/L, a granice kvantifikacije su u rasponu 0,0025-0,5 pg/L (Tablica 4.6.).

Tablica 4.7. prikazuje iskoriStenja trinaest farmaceutika za tri koncentracijska nivoa kako bi
se ispitao utjecaj koncentracije unutar linearnog podrucja na u€inkovitost ekstrakcije analita.
Pri optimalnim uvjetima, iskoriStenja farmaceutika se ne bi trebala znafajno mijenjati S
koncentracijom Sto potvrduju imatinib, febantel, linezolid, etodolac, sulfametazin i levamisol
za sva tri koncentracijska nivoa. Visoka iskoriStenja (veca od 117 %) za azitromicin, tiamulin,
torasemid, omeprazol, prazikvantel, sulfafurazol te albendazol na nizem koncentracijskom
nivou ukazuju na utjecaj matice uzorka vode. Spomenuti farmaceutici za preostale dvije

koncentracije pokazuju sli¢ne vrijednosti iskoriStenja, bez znacajnih razlika.
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Tablica 4.7. Iskoristenja trinaest farmaceutika za tri koncentracijska nivoa unutar linearnog

podrucja metode

Koncentracija, | IskoriStenje+ RSO, %
Farmaceutik
Ho/L (n=3)
0,1 183,33+15,75
Azitromicin 1 112,504+12,76
10 107,9249,55
0,1 120,494+3,51
Tiamulin 1 97,4746,14
10 97,74+7,45
1 101,50+14,14
Imatinib 5 102,3748,99
10 103,23+12,30
0,01 80,29+1,82
Febantel 0,05 99,414+2,76
0,5 100,58+45,65
0,1 124,99+4,08
Torasemid 1 107,96+5,73
10 108,09+3,77
0,1 125,53+12,78
Omeprazol 0,5 96,14+9,23
5 99,651+4,16
1 94,01+14,34
Linezolid 5 94,09+15,53
10 93,93+£13,73
0,01 133,0746,98
Prazikvantel 0,1 119,43+14,89
1 97,68+0,87
0,5 105,17413,50
Etodolac 5 103,82+8,62
10 106,3710,46
0,025 92,21+16,97
Sulfametazin 0,1 100,00+1,03
1 98,514+4,04
1 117,02+7,71
Sulfafurazol 5 04,24+4,71
10 91,55+1,78
0,1 184,61+1,27
Albendazol 1 113,23 +4,78
5 113,30+8,29
0,1 82,3343,12
Levamisol 0,5 82,09+5,19
5 86,73+4,71
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Preciznost metode, izrazena kao relativno standardno odstupanje (RSO) iskazuje se kao
ponovljivost i obnovljivost. Ponovljivost je odredena analizom uzorka vode u koji je dodana
standardna otopina smjese trinaest farmaceutika koncentracije 0,5 mg/L u pet ponavljanja u
istom danu. Obnovljivost se izracunala na temelju rezultata dobivenih provodenjem
eksperimenta, na opisan nacin tijekom tri dana. Preciznost iskazana kao ponovljivost, za sve
je farmaceutike niza od 5,42 %, a za obnovljivost su relativna standardna odstupanja manja od
10,69%.

Tablica 4.8. Preciznost metode iskazana kao ponovljivost i obnovljivost

Earmaceutik Ponovljivost Obnovljivost
RSO, % RSO, %

AZITROMICIN 5,42 10,69
TIAMULIN 2.09 3.64
IMATINIB 5,75 9,79
FEBANTEL 3,49 4,60
TORASEMID 2 49 5 64
OMEPRAZOL 4,43 10,12
LINEZOLID 1,87 745
PRAZIKVANTEL 4,22 5,23
ETODOLAC 3,50 3,98
SULFAMETAZIN 2,66 4,71
SULFAFURAZOL 3,66 10,07
ALBENDAZOL 9,56 10,22
LEVAMISOL 3,58 5,07

4.3. UTJECAJ MATICE

Jedan od vec¢ih nedostataka ionizacije uzorka elektrorasprSenjem (ESI-MS) je osjetljivost
izvora ionizacije na druge spojeve u matici uzorka §to dovodi do znacajnih razlika u odzivu
signala standarda i uzorka. Utjecaj matice rezultira u supresiji ili poveéanju signala. Glavni
izvor supresije signala su prisutnost organskih i anorganskih molekuli koje se nalaze u uzorku

ili u kona¢nom ekstraktu. Prevelik utjecaj matice uzorka uzrokuje nemoguénost detektiranja
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prisutnog analita ili krivu procjenu njegove koncentracije koja kod supresije (smanjenja) iona
dovodi do pojave lazno negativnog signala, a kod povecanja do lazno pozitivnog rezultata Sto

u konacnici utjece na to¢nost i preciznost metode [54].

Kako bi se ocijenio utjecaj matice na kvantifikaciju koristenih farmaceutika, usporedivali su
se signali analita iz vode sa signalima analita iz otapala za Cetiri standardne otopine smjese

trinaest farmaceutika koncentracija 0,05, 0,1, 0,5 i 1 mg/L. Rezultati su prikazani na Slici 4.6.

250

230 -

210 ~

190 -~

170 ~

Utjecaj matice, %

150 -

130

110 ~ f {

90

70
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

H0,05mg/L| 247,71 113,76 148,19 125,01 108,31 109,39 102,98 118,21 106,25 136,71 103,18 118,57 98,27

0,1 mg/L 204,92 110,12 111,59 124,81 107,39 108,07 104,5 115,24 107,93 156,06 101,17 116,29 95,87

H0,5mg/L 153,7 | 102,05 | 9893 | 103,37 | 102,03 | 99,58 | 101,17 | 107,36 | 105,45 167,3 97,93 97,04 86,42

i 1mg/L 140,47 98,88 99,66 97,54 98,85 90,48 93,07 100,3 108,38 171,05 98,33 94,33 84,25
Farmaceutik

0,05 mg/L
0,1 mg/L
0,5mg/L

W 1mg/L

Slika 4.6. Graficki prikaz utjecaja matice

(1-azitromicin, 2-tiamulin, 3-imatinib, 4-febantel, 5-torasemid, 6-omeprazol, 7-linezolid, 8-

prazikvantel, 9-etodolac, 10-sulfametazin, 11-sulfafurazol, 12-albendazol, 13-levamisol)

1z grafi¢kog prikaza vidljivo je da se utjecaj matice smanjuje povecanjem koncentracije za sve
ispitivane farmaceutike, osim za sulfametazin kod kojeg vrijedi obrnuto. Utjecaj matice je u
potpunosti zanemariv kod tiamulina, torasemida, omeprazola, linezolida, etodolca i
sulfafurazola jer se njihova iskoriStenja nalaze u intervalu 100+ 10 %. Imatinib, febantel,
prazikvantel, albendazol te levamisol ne pokazuju znaCajan utjecaj matice, ali samo pri
dvjema vis$im koncentracijama (koncentracija standardne otopine 0,5 i 1 mg/L, odnosno
koncentracija farmaceutika u uzorku vode 5 i 10 pg/L). Matica ima najve¢i uCinak na

azitromicin 1 sulfametazin pri ¢emu dolazi do povecanja signala. Kod levamisola dolazi do

supresije signala (84,25 i 86,42 %).
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4.4. ANALIZA REALNIH UZORAKA

Prethodno optimirana i validirana metoda primijenjena je za otkrivanje ispitivanih
farmaceutika u pet uzoraka otpadnih voda (OV) iz farmaceutske industrije. Realni uzorci
analizirani su na opisan nafin bez standardnog dodatka u jednoj seriji te s dodatkom
standardne otopine smjese farmaceutika koncentracije 0,05 mg/L i 0,1 mg/L. Dobivene
koncentracije za pojedini farmaceutik usporedene su sa vrijednostima GD i GK odredene

validacijom (Tablica 4.9.).

Tablica 4.9. Koncentracija ispitivanih farmaceutika u uzorcima otpadnih voda

Koncentracija farmaceutika u realnom uzorku vode

Farmaceutik | GD, pg/L | GK, pg/L oVvi oV2 ovV3 oV4 OoV5
Azitromicin 0,05 0,1 <GD 0,15 0,22 n.d. n.d.
Tiamulin 0,01 0,025 n.d. n.d. 0,28 n.d. n.d.
Imatinib 0,1 0,5 n.d. 0,56 n.d. 43,57 5,26
Febantel 0,0025 | 0,005 0,013 n.d. 0,49 n.d. n.d.
Torasemid 0,01 0,025 n.d. 0,05 n.d. 428,57 n.d.
Omeprazol 0,01 0,025 <GD n.d. n.d. n.d. n.d.
Linezolid 0,1 0,5 <GD n.d. n.d. 2,09 n.d.
Prazikvantel | 0001 | 0,0025 n.d. n.d. 0,5 n.d. n.d.
Etodolac 0,025 0,05 0,18 n.d. n.d. 171,82 n.d.
Sulfametazin | 00025 | 0,005 0,11 n.d. n.d. n.d. n.d.
Sulfafurazol 0,1 0,5 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
Albendazol 0,025 0,05 0,11 n.d. 0,42 n.d. n.d.
Levamisol 0,01 0,025 n.d. n.d. 0,089 9,01 1,38

(n.d.-nije detektiran)

Rezultati prikazani u Tablici 4.9. pokazuju da nijedan farmaceutik nije prisutan u svih pet
uzoraka otpadnih voda. Sulfafurazol nije detektiran niti u jednom realnom uzorku.
Koncentracije omeprazola takoder su izrazito nisko pa se nalaze za uzorak OV1 ispod GD, a
za preostala Cetiri realna uzorka nisu niti detektirane. NajviSe ispitivanih farmaceutika, to¢nije
njih Sest kvantificirano je u otpadnoj vodi OV3 c¢ije se koncentracije nalaze u rasponu od
0,089 do 0,49 ug/L. Imatinib i levamisol su jedini farmaceutici prisutni u tri realna uzorka
vode. Imatinib je kvantificiran u uzorcima OV2, OV4 i OV5 u rasponu koncentracija 0,53-

43,57 pg/L, a levamisol u OV3, OV4 i OV5 koncentracija unutar intervala 0,089-9,01 ug/L.
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Najveca koncentracija farmaceutika kvantificirana je u otpadnoj vodi OV4 za torasemid te
iznosi 428,57 pg/L. Za uzorke otpadnih voda OV1, OV2 te OV4 kvantificirana su redom
Cetiri, tri i pet farmaceutika dok je za uzorak OVS5 detektirano najmanje analita, odnosno

kvantificirani su samo imatinib i levamisol.

Koncentracije farmaceutika u uzorcima analiziranih proizvodnih otpadnih voda variraju
ovisno o trenutac¢noj proizvodnji farmaceutskih pripravaka s obzirom da se stvaraju kao
posljedica pranja proizvodnih pogona. Vode iz nekoliko proizvodnih pogona se medusobno
mijesSaju u zajedniCkom bazenu. Posljedica toga je da su neki farmaceutici prisutni u ve¢em

broju uzoraka otpadnih voda.
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5. ZAKLJUCAK



U ovom radu razvijena je nova metoda za paralelno odredivanje trinaest farmaceutika
razli¢itih fizikalno-kemijskih svojstava u uzorcima vode. Farmaceutici su izolirani iz uzorka
vode pomocu ekstrakcije ¢vrstom fazom te analizirani i kvantificirani UHPLC-MS metodom.
Radi §to bolje uc¢inkovitosti ekstrakcije, odabrani su sljede¢i optimalni uvjeti pri kojima su
dobivena najbolja iskoristenja uz najmanja relativna odstupanja i utjecaje matice: Oasis HLB
kolonica pri pH 5, metanol kao otapalo za eluiranje, 2 mL volumena otapala za eluiranje te

100 mL volumena uzorka vode.

Vrijednosti regresijskog koeficijenta, R? veée su od 0,9923 $to potvrduje linearnost ove
metode. Granice detekcije za ispitivane farmaceutike nalaze se izmedu 0,001 1 0,1 pg/L dok
su granice kvantifikacije u rasponu od 0,0025 do 0,5 pg/L. Preciznost metode koja se iskazala
kao ponovljivost i obnovljivost je prihvatljiva. Najmanje relativno standardno odstupanje za
ponovljivost ima linezolid i iznosi 1,87 %, a za obnovljivost tiamulin (3,64 %). Za
ponovljivost su dobivena relativna standardna odstupanja izmedu 1,87 1 9,56 %, a za
obnovljivost se nalaze u rasponu 3,64-10,69 %. Ucinkovitost ekstrakcije je priblizno jednaka
kod sva tri koncentracijska nivoa za etodolac, febantel, imatinib, linezolid, levamisol te
sulfametazin dok ima i onih farmaceutika kod kojih to nije sluc¢aj kao npr. za azitromicin,

albendazol, omeprazol, prazikvantel, sulfafurazol, tiamulin i torasemid.

Uz validacijske znacajke ispitan je i utjecaj matice. Prisutan je trend smanjenja utjecaja
matice pove¢anjem koncentracije kod svih ispitivanih farmaceutika. Iznimka je sulfametazin
kod kojeg vrijedi obratno. Utjecaj matice je zanemariv kod etodolca, linezolida, omeprazola,
sulfafurazola, tiamulina i torasemida jer su njihova iskoriStenja unutar intervala 90-110 %.
Najveci ué¢inak matice prisutan je kod azitromicina i sulfametazina koji se ocituje u povec¢anju

signala, dok kod levamisola dolazi do supresije, tj. smanjenja (< 90 %).

Optimirana i validirana SPE-UHPLC-MS metoda uspje$no je primijenjena za analizu pet
uzoraka otpadnih voda prikupljenih iz farmaceutske industrije. Nijedan farmaceutik nije
kvantificiran u svim realnim uzorcima vode. Najvise ih je kvantificirano u uzorku otpadne
vode OV3, a najmanje u uzorku OVS5. Najveca vrijednost koncentracije farmaceutika
kvantificirana je u realnom uzorku OV4 za torasemid te iznosi 428,57 pg/L. Takoder, u
spomenutom uzorku vode postizu se opcenito najvise koncentracije ispitivanih farmaceutika

unato¢ tome Sto ih je kvantificirano manje (pet) nego u otpadnoj vodi OV3.

Moze se zakljuciti da je razvijena metoda jednostavan, pristupacan i uc¢inkovit alat kojeg je

moguce primjenjivati za detekciju i kvantifikaciju ispitivanih farmaceutika iz realnih uzoraka
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vode. Ipak, radi postizanja Sto boljih iskoristenja i selektivnosti metode potrebno je i dalje
ispitivati utjecaje slozenih matica uzoraka koji sprjeCavaju to¢no i precizno odredivanje

prisutnih analita.
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