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SAZETAK

Dolaskom u okoli§ farmaceutici mogu biti podvrgnuti bioti¢kim ili abioti¢kim procesima Koji
rezultiraju njihovom razgradnjom. Rezultat moze biti smanjenje koncentracije pocetnog spoja
te nastanak razgradnih produkata koji mogu biti manje ili vise toksi¢ni od osnovne molekule.
Stoga je vazno poznavati ponaSanje farmaceutika u okolisu kako bi se mogao procijeniti
moguci rizik koji je posljedica njihove prisutnosti u tlu, vodama ili sedimentu. Hidroliza i
fotoliza su abioticki procesi koji mogu znacajno utjecati na proces smanjenja koncentracije
farmaceutika. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati hidroliticku i fotoliticku razgradnju
farmaceutika metoklopramida. Hidroliticka razgradnja metoklopramida ispitana je u MilliQ
vodi pri tri razli¢ite pH-vrijednosti 4, 7 1 9. Uoceno je da metoklopramid ne hidrolizira.
Fotoliticka razgradnja prac¢ena je u MilliQ i izvorskoj vodi te je uo¢eno da je razgradnja brza
u izvorskoj vodi a da temepratura (10 °C i 25 °C) nema znacajniji utjecaj na brzinu fotoliticke
razgradnje. Takoder, uoceno je da razgradnjom metoklopramida nastaju tri razgradna

produkta.

Kljucne rijeci: farmaceutici, metoklopramid, hidroliticka razgradnja, fotoliticka razgradnja,

okoli§, HPLC-MS/MS



SUMMARY

In the environment, pharmaceuticals can be subjected to biotic or abiotic degradation
processes. These processes lead to the reduction of pharmaceuticals concentration in the
environment and formation of degradation products which may be less or more toxic than the
parent molecule. It is important to understand the behavior of pharmaceuticals in the
environment in order to assess the possible risk of their presence in soil, water or sediment.
Hydrolysis and photolysis are abiotic processes that can significantly affect the process of
concentration reduction of pharmaceuticals. Therefore, the aim of this paper was to examine
the hydrolytic and photolytic degradation of metoclopramide. Hydrolytic degradation of
metoclopramide was monitored in MilliQ water at three different pH-values of 4, 7 and 9.
Metoclopramide was not hydrolysed. Photolytic degradation was monitored in MilliQ and
spring water and it was observed that degradation was faster in spring water. The impact of
temperature (10 °C and 25 °C) on photolytic degradation was also investigated. During

degradation of metoclopramide, formation of three degradation products were observed.

Keywords: pharamceuticals, metoclopramide, hydrolytic degradation, photolytic
degradation, environment, HPLC-MS/MS
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1. UVOD

Farmaceutici se danas proizvode 1 koriste u velikim koli¢inama. Njihova primjena i
raznolikost svakim danom sve je veca. U posljednje vrijeme uz humane, povecava se upotreba
veterinarskih farmaceutika. Zbog svojih fizikalnih i kemijskih svojstava, mnoge od tih tvari
zavrSavaju u tlima i sedimentima, gdje se mogu akumulirati i uzrokovati razlicite posljedice
na kopnenim i vodenim organizmima. Naime, farmaceutici se ubrajaju u nova zagadivala,
mikrozagadivala, za koje ne postoji zakonska regulativa o njihovom ispustanju u okolis.
Nakon sto dospiju u okoli§, farmaceutici se mogu vezati na cestice tla ili sediment te
razgraditi abiotickim (hidroliza i fotoliza) ili bioti¢kim (bioloSka razgradnja bakterijama i
gljivicama) procesima. Rezultat navedenih procesa vodi smanjenju koncentracije pocetne
molekule farmaceutika te nastanku novih spojeva — razgradnih produkata. Nastali razgradni
produkti mogu biti viSe ili manje stabilni i toksi¢ni u odnosu na poc¢etnu molekulu. Stoga je,
kada se proucava prisutnost farmaceutika u okoliSu, vazno uzeti u obzir ne samo pocetne
molekule farmaceutika nego i produkte razgradnje.

Fotoliticka te hidroliticka razgradnja, kao abioticki procesi, mogu biti znacajni u smanjenju
koncentracije farmaceutika u okolisu. Cilj ovoga rada je prouciti ponasanje farmaceutika
metoklopramida pod umjetnim Suncevim zracenjem te njegovu hidroliti¢ku stabilnost kako bi

se bolje razumjelo njegovo ponasanje i postojanost u okolisu.



2. TEORIJSKI DIO

2.1 Farmaceutici

Lijekovi ili farmaceutici su tvari ili smjese tvari koje u odredenim koli¢inama i u odredenim
uvjetima sluze za sprjeCavanje, ublazavanje i lijeGenje bolesti u ljudskom ili zivotinjskom
tijelu. Vecina farmaceutika Kkoristi se za kontrolu simptoma nekih bolesti, a manji dio njih se
koristi za uklanjanje uzro¢nika bolesti kao Sto su antibiotici. Osnovna podjela farmaceutika je

na prirodne, polusintetske i sintetske.

Razlikuju se lijekovi za unutra$nju i vanjsku uporabu. Primjenjuju se ili lokalno (mazanjem
na kozu, ukapavanjem u o¢i, uho ili nos itd.) ili se uvode u organizam oralno (kroz usta),

rektalno (kroz crijevo), supkutano (ustrcavanjem pod kozu), itd.

Negativna posljedica koristenja farmaceutika je njihova prisutnost u okolisu, a samim time i
zagadenje okolisa. Ovisno o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima mogu se vezati na tlo i
sediment ili razgraditi abiotickim (hidroliza i fotoliza) ili biotickim (bioloska razgradnja

bakterijama i gljivicama) putem [1].

2.2 Farmaceutici u okoliSu

Farmaceutici pripadaju novoj skupini zagadivala, mikrozagadivala, koji se svakodnevno
koriste. U svijetu postoji oko 4000 farmaceutski aktivnih tvari koje imaju razli¢itu primjenu, a

njihova godiSnja potroSnja iznosi viSe od 100000 tona [2].

Nakon primjena, jedan dio farmaceutika u organizmu ljudi ili Zivotinja prolazi kroz razlicite
metaboli¢ke procese pri ¢emu nastaju metaboliti koji su ¢esto polarniji od polaznog
farmaceutika. Zbog toga su topljivi u vodi te lako dospijevaju u komunalne otpadne vode. Na
slici 1 prikazani su mogu¢i putevi ulaska farmaceutika u okolis. Nakon $to dospije u okolis,
koncentracija nekog farmaceutika ili metabolita u pojedinom dijelu ekosustava ovisi 0
njegovoj postojanosti, odnosno otpornosti razgradnji (hidroliza, fotoliza, oksidacija, redukcija
ili mikrobioloSka razgradnja) te afinitetu vezanja na krute Cestice. Neki farmaceutici
akumuliraju se u tlu 1 sedimentima, dok se topljive tvari transportiraju u povrsinske i
podzemne vode gdje su podlozne daljnjoj razgradnji. Znacajno je i ispusStanje farmaceutika u
okoli§ putem Zivotinjskih izlucevina koje zavrSavaju u gnojivima koja se koriste za gnojenje

poljoprivrednih povrSina. Medutim uporabom gnojiva koja sadrze farmaceutike oni izravno
2



ulaze u tlo odakle mogu dospjeti u podzemne i povrsinske te pitke vode. Takoder, jedan od
nacina na koji farmaceutici dospijevaju u okolis je njihovo koristenje u akvakulturi, kao

dodatci prehrani, ¢ime se direktno unose u vodu [3].

Pozitivna uloga djelovanja farmaceutika u ciljanom organizmu nije upitna, no zatekne li se
isti u okolisu, u neciljanoj populaciji vodnih organizama ili organizama na visim karikama

prehrambenog lanca, ukljucujuéi i ljude, moze imati negativan ucinak.

Farmaceutski aktivne

tvari
Y Y Y Y
> Humana |g Proizvodnja Veterinarska Odlaganje
medicina medicina
¥ / -
Otpadna Zimlin_jski Odlagaliste
voda gnoj
Obrada \ Otpadni mulj Primjena
Efluent
Otjecanje Procjedivanje
L ]
Rijeka/ o . | Podzemna voda
. Ty, Fal
Jezero \
Voda za pice

Slika 1. Putevi unoSenja farmaceutika u okolis [4]

2.3 Razgradnja farmaceutika u okolisu

Zbog abiotickih i biotickih procesa razgradnje farmaceutici u okoliSu prolaze razlicite
strukturne promjene. Procesi hidrolize i fotolize su abioticki procesi razgradnje, a razgradnja

farmaceutika bakterijama i gljivicama predstavlja bioticku razgradnju.



Razgradnjom se osnovne molekule cijepaju na manje strukturne jedinice pri ¢emu nastaju
razgradni produkti koji mogu imati drugacija fizikalno-kemijska svojstva od pocetne
molekule farmaceutika. No, postoji i mali broj slu¢ajeva kada su produkti razgradnje
podrazumijeva promjene pri kojima ne dolazi do razgradnje osnovne molekule, nego do

promjene u strukturi osnovne molekule [5].

2.3.1 Hidroliti¢ka razgradnja farmaceutika

Hidroliza je vazna za razgradnju farmaceutika koji su otporni na djelovanje mikroorganizama.
Podrazumijeva cijepanje kovalentnih veza molekula u reakciji s vodom, pri ¢emu nastaju novi
spojevi To obuhvaca ionizaciju molekula vode te razgradnju spoja hidrolizom. Reaktanti
(osim vode) i produkti hidrolize mogu biti neutralne molekule (hidroliza organskih spojeva)

ili ioni (hidroliza soli, kiselina i baza).

Hidroliza se odvije uz djelovanje kiselina, luzina ili enzima prema jednadzbi:

AB + HOH < AH + BOH

gdje AB predstavlja ispitivani spoj, a HOH vodu [6].

Hidroliza je jedan od vaZnih fizioloSkih procesa i u organizmu, gdje se, uz djelovanje enzima,
bjelancevine razgraduju na aminokiseline, a sloZeni ugljikohidrati na glukozu 1 sli¢no.
Hidroliza se odvija i u mnogim procesima kemijske industrije, poput proizvodnje
polivinilalkohola ili u takozvanoj reakciji saponifikacije, gdje hidrolizom estera nastaju
alkoholi 1 karboksilne kiseline. [ako se smatra da je to jedna od ¢es¢ih kemijskih reakcija
kojom se farmaceutici razgraduju u okoliSu, vrlo je malo literaturnih podataka o njihovoj

hidrolitickoj stabilnosti [7].

2.3.2 Fotoliticka razgradnja farmaceutika

Za farmaceutike koji su pokazali otpornost na hidrolizu i biolosku razgradnju, fotoliticka
razgradnja je vazan abioticki proces koji vodi smanjenju njihove koncentracije u okolisu. Do
fotolize moZe do¢i u povrSinskim vodama, dok u zamucenim vodama, vodama koja su u sjeni

drveca ili spojevi koji su prekriveni sedimentom ili tlom ne dolazi do razgradnje zbog
4



nedostatka Sunceve svjetlosti. Farmaceutici imaju aromatske prstene, -konjugirane sustave,
heteroatome 1 druge funkcijske kromoforne skupine koje mogu apsorbirati Suncevo zracenje.
Da bi bili podlozni fotolitickoj razgradnji njihovi apsorpcijski spektri bi se trebali poklapati sa

spektrom Sunceva zracenja.

Ucinkovitost fotoliticke razgradnje ovisi o intenzitetu i frekvenciji svijetlosti, godiSnjem
dobu, vremenskim uvjetima, kvantnom prinosu, strukturi farmaceutika, pH-vrijednosti vode,

temperaturi, tvrdo¢i vode, dubini vode te o koncentracijama pojedinih sastojaka u vodi [5].

Sunceva svjetlost glavni je izvor energije na nasem planetu. Suncevo zracenje obuhvaca
cjelokupni spektar elektromagnetskog zracenja. Na Zemlji, Sunéeva svjetlost se priguSuje i
filtrira kroz Zemljinu atmosferu. Zracenje je najvece na gornjoj granici atmosfere, a kako se
priblizava tlu slabi, zbog upijanja i rasprSenja na molekulama plinova i primjesa u atmosferi.
Jacina zraCenja ovisi o klimatskim uvjetima. Za fotolizu farmaceutika znac¢ajno je Sunc¢evo
zracenje koje kroz atmosferu dospije do povrsine Zemlje. Koliko ¢e biti obasjavanje Zemljine
povrSine Suncevim zrakama znatno ovisi o godiSnjem dobu te o duljini trajanja dana i no¢i.
Tijekom ljeta jace je Suncevo zracenje i duZzi je period dana te ¢e Sunceve zrake jace

obasjavati povrSinu Zemlje §to znaci da ¢e se razgradnja farmaceutika odvijati brze [8].

Spektar Suncevog zracenja (slika 2), koje dolazi do Zemljine atmosfere, nalazi se u rasponu

od 100 nm do oko 1 mm valne duljine. Moze se podijeliti u 3 podrugdja:

e Ultraljubicasto zracenje (UV) koje je u rasponu valnih duljina 100-400 nm, a sastoji
se od UVA, UVB i UVC spektra.
UVC zragenje — podrucje valnih duljina od 100 do 280 nm
UVB zragenje — podrucje valnih duljina od 280 do 315 nm
UVA zracenje - podrucje valnih duljina od 315 do 400 nm
UVC zrake ne prodiru do povrSine Zemlje jer se apsorbiraju u 0zonskom sloju
atmosfere,pa Suncevo zracenje u podrucju ispod 400 nm sadrzi 3 — 5 % UV zracenja,
kojeg ¢ine UVA 1 UVB zracenje.

e Vidljiva svjetlost (VIS) u rasponu valnih duljina 400-700 nm.
e Infracrveno zracenje (IR) u rasponu valnih duljina od 700 nm do 1 mm [9]
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Slika 2. Spektar Suncevog zracenja [10]

Struktura farmaceutika bitno utjece na fotoliticku razgradnju. Farmaceutici koji pripadaju istoj
skupini (imaju sli¢nu strukturu) mogu se drugacije ponasati tijekom fotoliticke razgradnje. Na
fotoliticku razgradnju farmaceutika u prirodnim vodama mogu utjecati tvari uobicajeno
prisutne u vodama poput organskih tvari i nitratnih iona. Huminske kiseline su organske tvari
koje apsorbiraju Sunéevo zracenje §to moze uzrokovati sporiju fotoliti¢ku razgradnju
farmaceutika. U nekim slu¢ajevima huminske kiseline mogu 1 ubrzavati fotoliticku razgradnju
zbog nastajanja vrlo reaktivnih slobodnih radikala. Nitratni ioni mogu ubrzati fotoliticku

razgradnju farmaceutika takoder nastajanjem vrlo reaktivnih radikala [8].

2.3.2.1 Kinetika fotoliticke razgradnje

Vrijeme poluraspada podrazumijeva vrijeme koje je potrebno da se razgradi pola od pocetne
koli€ine ispitivanog spoja. MoZemo ga izracunati ukoliko prouc¢avamo kinetiku fotoliticke
razgradnje. FotolitiCke se reakcije uglavnom ponasaju kao reakcije prvog reda te se brzina
razgradnje moze jednostavno izraCunati ukoliko se pretpostavi da se koncentracija ispitivanog

spoja smanjuje proporcionalno s vremenom:



A—>P

gdje je A pocetni spoj, a P produkt.

Brzina fotoliticke razrgadnje jednaka je:

1)

gdje je ca koncentracija poetnog spoja, t je vrijeme provodenja eksperimenta, k je konstanta

brzine reakcije.

Integriranjem izraza kojim se opisuje zakon za brzinu reakcije prvog reda dobijemo:

o

C.-'-LI - C.-'-L':'

)

Gdje je cao pocetna koncentracija spoja u vremenu t=0. Konstantu brzine reakcije moguce je

odrediti iz jednadzbe pravca, kao nagib pravca koji prikazuje ovisnost In(Cat/Cao) O t.

Vrijeme poluraspada reakcije prvog reda moZe se izracunati prema izrazu:

In2
rl“:—

dd k (3)

Utjecaj temperature na brzinu reakcije povezan je s energijom aktivacije, Ea (J mol™?). To je
energija koju je potrebno dovesti molekulama prilikom sudara da bi mogle reagirati. Odnos

energije aktivacije, konstante brzine reakcije i temperature dan je Arrheniusovim izrazom:

dink _ Eg
dT ~ RTZ

(4)



gdje je R opéa plinska konstanta (J mol* K1), a T termodinamicka temperatura (K).

Uz pretpostavku da se u odredenom temperaturnom podrucju energija aktivacije ne mijenja,

Sto je slucaj ako se ne mijenja mehanizam reakcije, moguce je integrirati gornji izraz:
Ea
Ink = — o7 + konst. (5)

Energiju aktivacije moguce je odrediti iz nagiba pravca (a) koji pokazuje ovisnost Ink o 1/T
[11] (slika 3):

E,=—-R-a (6)

In K
e
@
Il

1.95 2 2.05 2.1 2.15 2.2 2.25 2.3 2.35
1/T

Slika 3. Ovisnost Ink 0 1/T [12]

2.4 Metoklopramid [13]

Metoklopramid (slika 4) je antagonist dopamina D2 koji se koristi kao antiemetik (lijek protiv
mucnine i povracanja). Sinonim za metoklopramid je 2-metoksi-4-amino-5-klor-N,N-
(dimetilaminoetil) benzamid. Molekulska masa metoklopramida iznosi 299,80 g mol .
Konzumira se samo uz lije¢nicki recept. Iz organizma se izlu¢uje 70-85% putem urina, a 2%

putem izmeta.



H,C

Cl

NH,

Slika 4. Strukturna formula metoklopramida

Koristi se za lijecenje bolesti gastroezofagealnog refleksa. Takoder se moze koristiti za
lije¢enje muénine i povraéanja te za praznjenje Zeluca. Metoklopramid je koristan za
poboljsanje pokretljivosti probavnog sustava, za lije¢enje dijabeticke gastropareze i za
olakSavanje intubacije malog crijeva tijekom radioloskog pregleda. Moze se upotrijebiti za
lije¢enje povracanja uzrokovanog kemoterapijom i kao radiosenzitivna sredstva u lijeCenju

karcinoma pluca.

Metoklopramid inhibira opustanje zelu¢anog misica koje proizvodi dopamin, ¢ime se ubrzava
prolaz u crijevu i praznjenje Zeluca sprjeCavanjem opustanja Zelu¢anog tijela i povecanjem
fazne aktivnosti antruma (op¢i izraz za Supljinu ili komoru). Istodobno, ovu akciju prati
opustanje gornjeg tankog crijeva, Sto rezultira poboljSanom koordinacijom tijela i antruma u

Zelucu 1 gornjem tankom crijevu. Metoklopramid takoder smanjuje refluks u jednjak
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povecavajuci pritisak mirovanja donjeg sfinktera jednjaka i poboljSava uklanjanje kiseline iz
jednjaka.

Potrebno ga je konzumirati 30 minuta prije jela bez konzumiranja alkohola. Unosi se u
organizam oralno putem tableta i tekuéina ili intravenozno putem injekcija.

Nuspojave metoklopramida su gastrointestinalno krvarenje i epilepsija. Bolesnici koji boluju
od Parkinsonove bolesti, tumora dojke, bolesnici s ostecenom funkcijom bubrega, osobe

s depresijom, starije osobe, djeca do 14 godina starosti i trudnice zahtijevaju posebne mjere

opreza prilikom konzumiranja metoklopramida.

2.5 Analiticke metode za pracenje farmaceutika u okoliSu

Za identifikaciju i kvantitativno odredivanje farmaceutika prisutnih u vrlo niskim
koncentracijama u okolisu uglavnom se koriste plinska kromatografija (eng. gas
chromatography, GC) i teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high
performance liquid chromatography, HPLC) vezane sa spektrometrijom masa (eng. mass
spectrometry, MS). Primjena plinske kromatografije za analizu farmaceutika ograni¢ena je
zbog njihovih fizikalno-kemijskih svojstava poput polarnosti, nehlapljivosti i nestabilnosti pri
povisenim temperaturama. Posljednjih nekoliko godina, HPLC-MS metode sve vise
zamjenjuju analiticke metode koje koriste detektor s nizom dioda (eng. diode array detector,
DAD) i fluorescentni detektor (eng. fluorescence detector, FLD). Fluorescentnim

detektorom mogu se posti¢i niske granice dokazivanja ali u nekim slu¢ajevima potrebno je
provesti derivatizaciju kako bi se poboljSala fluorescentna svojstva analita, dok je

detektor s nizom dioda moguce koristiti za odredivanje spojeva koji apsorbiraju u UV/VIS
podrucju te kada se analiziraju jako opterecene otpadne vode u kojima su koncentracije
farmaceutika relativno visoke. Stoga se spektrometar masa sve vise koristi za

identifikaciju i1 kvantitativno odredivanje farmaceutika u uzorcima iz okoliSa. Uz niZe granice
dokazivanja i kvantifikacije, HPLC-MS metode omogucéuju odredivanje molekulske mase

farmaceutika kao 1 utvrdivanje struktura razgradnih produkata [5].
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2.5.1 Kromatografija

Kromatografija je separacijska tehnika koja se upotrebljava za razdvajanje, identifikaciju i
kvantifikaciju razlicitih spojeva i grupa spojeva u razlicitim uzorcima oko nas.
Kromatografske tehnike se koriste u razli¢itim podruc¢jima djelovanja ljudi, no njezina
najveca primjena je u analizi okoli$a (voda, tlo, sediment, zrak). Kromatografski sustav ¢ine
nepokretna faza, pokretna faza i ispitivani spoj. Tijekom kromatografskog procesa molekule
uzorka prelaze iz pokretne u nepokretnu fazu i obrnuto, pri cemu se uspostavlja dinamicka
ravnoteza. Pokretna faza, prelazeéi preko nepokretne faze, prenosi otopljene tvari, koje se
kre¢u brzinom pokretne faze. Nepokretna faza mora se odabrati tako da zadrzavanje molekula
u njoj bude selektivno, tj. da razli€iti sastojci smjese budu uz nju razli¢ito dugo vezani, $to
uzrokuje razdvajanje smjese. Nepokretna faza je ¢vrsta tvar ili kapljevina na inertnom nosac.
Neki od primjera nepokretne faze su aluminijev oksid, silikagel, dijatomejska zemlja, Skrob,
celuloza, razli¢iti ionski izmjenjivaci. Kao pokretna faza ve¢inom se primjenjuju organska
otapala te smjese organskih otapala i vode.
Postoji vise podjela kromatografije koje se temelje na sastavu pokretne faze, obzirom na
prirodu ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze te prema nacinu izvedbe.
Kromatografske tehnike mogu se podijeliti na temelju sastava pokretne faze:
e plinska kromatografija = pokretna faza je inertni plin
e tekucinska kromatografija = pokretna faza je kapljevina male viskoznosti
o fluidna kromatografija u superkriti¢nim uvjetima = pokretna faza je teku¢ina iznad
svoje kritine temperature i tlaka
Podjela kromatografskih tehnika obzirom na prirodu ravnotezZe izmedu pokretne i nepokretne
faze:
e razdjelna kromatografija = ravnoteza Se uspostavlja izmedu dviju kapljevina, §to
znaci da je 1 nepokretna faza kapljevina vezana na inertni ¢vrsti nosac
e adsorpcijska kromatografija = ravnoteza se uspostavlja izmedu kapljevine ili plina u
pokretnoj fazi 1 povrSine ¢vrste nepokretne faze, pri cemu se ispitivane molekule
izravno vezu na povrSinu adsorbensa
o afinitetna kromatografija = pri kojoj se na povrsini ¢vrste faze nalaze razlicite

funkcionalne skupine s definiranim prostornim rasporedom, a do zadrzavanja dolazi
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zbog specifi¢nih interakcija molekula s kemijski vezanim ligandom na povrSini
nepokretne faze

e kromatografija iskljuc¢enjem —> pri kojoj je nepokretna faza materijal s porama
definiranih dimenzija i slabo izraZzenim adsorpcijskim svojstvom, a razdvajanje se
molekula zbiva zbog razlike u molekularnoj masi i obujmu

Podjela kromatografskih tehnika prema nac¢inu izvedbe:

e kromatografija na stupcu = nepokretna faza pakirana je u obliku stupca, uzorak koji
zelimo kromatografski odijeliti i dokazati unosi se u vrlo malom volumenu u pokretnu
fazu

e plosna kromatografija > nepokretna faza nanesena je u tankom sloju na inertni ¢vrsti
nosac (npr. staklo), uzorak koji zelimo kromatografski odijeliti i dokazati unosi se u

vrlo malom volumenu na nepokretnu fazu [14]

Kromatogram (slika 5) je graficki prikaz rezultata kromatografskog postupka. Svakoj tvari

pripada odredena komatografska vrpca (pik ili vrh) na kromatogramu.

\ tRJ-,_
= t'RB
& At
o
E R
P 5 ﬁ'
1= 7 Wt hp
tn B
hg
/\ = k! .-"fl Il\“\-.
WhE o

Slika 5. Karakteristicna kromatografska krivulja (kromatogram) [15]

Parametri kromatografskog razdvajanja koji utje¢u na uspjesSnost kromatografske separacije
su: zadrzavanje (vrijeme zadrzavanja, tr), protok kroz porozni medij (definiran Darcyjevim
zakonom i brzinom pokretne faze), Sirenje kromatografske zone, (definirano Sirinom
kromatografske zone, w) [14].
Vrijeme zadrZavanja, tr, je vrijeme potrebno da tvar koja se analizira nakon unoSenja uzorka
stigne u detektor.
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Mrtvo vrijeme (zadrzano vrijeme), tm, je vrijeme potrebno da sastojak koji se ne zadrzava na
koloni prode kroz kolonu.

Prilagodeno vrijeme zadrzavanja, tr, je razlika izmedu vremena zadrzavanja i mrtvog
vremena.

Faktor kapaciteta (faktor zadrzavanja), k'a, je pokazatelj duljine zadrzavanja spoja na koloni u
odnosu na pretpostavku da nema interakcije s nepokretnom fazom [15].

Cilj svake kromatografske separacija je postié¢i $to bolju separaciju §to se opisuje faktorom

razluCivanja, Rs:

(7)

gdje je:
tr1 i tro — vremena zadrzavanja

Wy i Wo— Sirine kromatografskih zona [14]

2.5.2 Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid
chromatography, HPLC) je tehnika koja je zastupljena u gotovo svim analitickim
laboratorijima. Uspjesno se primjenjuje za odjeljivanje, kvalitativno i kvantitativno
odredivanje razli¢itih organskih spojeva u kapljevitoj fazi. Njezine izvanredne separacijske
sposobnosti 1 tehnoloska unaprijedenost ¢ine je vrlo korisnom u istrazivackim 1 analitickim
laboratorijima.

Kao §to je ve¢ spomenuto u tekucéinskoj kromatografiji pokretna faza je kapljevina, a
nepokretnu fazu mogu Ciniti razli¢iti sorbensi pa tako imamo adsorpcijsku kromatografiju
gdje je nepokretna faza adsorbens i razdjelnu kromatografiju pri kojoj je kapljevinska
nepokretna faza nanesena na Cvrsti inertni nosac.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti ima mnoge prednosti kao $to su kontrolirani
protok pokretne faze, mali promjer kolone 1 mogu¢nost koriStenja kolone vise puta, precizno
injektiranje malih volumena uzoraka, osjetljivost detektora za detekciju malih koli¢ina analita,

visoki stupanj separacije i brza analiza.
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HPLC sustav sastoji se od komore za mijesSanje otapala, pumpe i otplinjaca, sustava za
unoSenje uzorka (injektor), kolone, detektora, te sustava za obradu podataka (slika 6). U
komori za mijeSanje otapala umjesavaju se otapala za pokretnu fazu. Koriste se uobicajena
otapala, Cista ili u kombinaciji (npr. voda, metanol ili neko drugo organsko otapalo). Vodena
faza moze biti i neki pufer, kako bi se poboljsalo razdvajanje. Sastav pokretne faze moze biti
stalan tokom cijele analize, izokratiCan, a moguce je koristiti i gradijentno eluiranje, $to

podrazumijeva promjenu sastava pokretne faze tijekom eluiranja [16].

komora za
miyedatye

otapala

sprefmrci
otapala sustav

podataka

Slika 6. Shematski prikaz HPLC sustava [17]

Pumpe visokog pritiska u takvim sustavima moraju zadovoljavati vrlo stroge uvjete: vrlo
visoke tlakove, izlaz bez pulsiranja tlaka, Sirok raspon brzina protoka, ponovljivost protoka od
99,5% ili vise te otpornost na koroziju izazvanu razli¢itim otapalima.

Otplinja¢ uklanja zaostale plinove koji bi zbog stvaranja mjehuri¢a mogli prouzrociti Sirenje
zona eluiranih sastojaka i ometati rad detektora.

Sustav za unoSenje uzoraka omogucava unoSenje razli¢itih volumena uzoraka u pokretnu

fazu. To su automatski uzorkivaci koji pojednostavljuju rukovanje sustavom i smanjuju
moguénost pogreske kao posljedice ru¢nog injektiranja. Omogucuju kontinuirani rad sustava i
bitno olakSavaju rad u slucaju analiza velikih serija uzoraka. Jo$ jedna od prednosti je ta §to za

vrijeme analize nije potrebno biti pored uredaja.
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U koloni se odvija sam proces kromatografije. Kolona je obloZena ¢elicnom cijevi. Cijeli
sustav moze se grijati da bi se poboljsala u¢inkovitost separacije, ali rijetko na temperaturu
viSu od 60 °C zbog moguce razgradnje nepokretne faze ili hlapljivosti pokretne faze. Moguce
je 1 postavljanje pretkolone za zastitu analiticke kolone od zagadenja necistim uzorcima.
Detektor mjeri promjenu odredene fizikalne veli¢ine koju uzrokuje prolaz ispitivane tvari kroz
mjerno-proto¢nu ¢eliju detektora. Postoji vise tipova detektora, a neki od najcesce koristenih

Su:

e spektrofotometrijski detektori, UV-VIS i detektor s nizom dioda (eng. diode array
detector, DAD) > mjere apsorpciju zra¢enja kod odredene valne duljine (UV-VIS) ili
Sirokog spektra valnih duljina §to rezultira karakteristi¢nim signalom u kromatogramu
(DAD)

e spektrometar masa (eng. mass spectrometry, MS) - temelji se na ionizaciji atoma ili
molekula te njihovom sortiranju i dokazivanju prema omjeru njihove mase i naboja
(m/z) [18]

2.5.3 Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka tehnika pomocu koje je moguce kvalitativno analizirati
molekule. Koristi se za odredivanje strukture, detekciju, identifikaciju, kvantifikaciju
farmaceutskih molekula, biopolimera i raznih organskih tvari. Spektrometar masa radi s
velikom osjetljivoscu §to znaci da je moguce analizirati uzorke u kojima je koncentracija
analita mala [19].

Spektrometar masa (slika 7), koji radi u visokom vakuumu, sastoji se od 4 osnovna dijela:
sustava za unoSenje uzorka, ionskog izvora koji razlu€uje ispitivani uzorak na ione (uglavnom
bombardiranjem atoma ili molekula elektronima) i ubrzava ih u elektri¢nom polju,
analizatora, koji je uglavnom magnetsko polje, gdje se savijaju putanje razlicitih iona 1 tako ih
razdvaja na temelju omjera njihove mase i naboja (m/z) te detektora u kojem se ioni
detektiraju. Ukoliko se mijenja jakost magnetskog polja mogu se registrirati ioni razlicitih

masa ¢ime nastaje spektar masa (slika 8) karakteristi¢an za odredeni kemijski spoj [20].
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Slika 7. Shematski prikaz spektrometra masa. 1-sustav za unosenje uzorka, 2-ionski izvor,
3-katoda, 4-anoda, 5-elektronski snop, 6-elektri¢no polje, 7-ionski snop, 8-
magnetsko polje, 9-detektor [20]
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Slika 8. Spektar masa metoklopramida [21]

Za analizu slozenih smjesa spektrometar masa izravno se povezuje s plinskim ili tekuc¢inskim

kromatografom, u kojem se sastojci smjese, prije analize, prvo razdvajaju.
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2.6. Statisticka obrada rezultata [22, 23]

Prilikom izvodenja statistickih testova postoje odredeni koraci kojih se treba pridrzavati da bi
zakljucak bio pouzdan:

1. Postaviti nultu hipotezu (hipoteza koja pretpostavlja da ne postoje statisticki znacajne
razlike izmedu ispitivanih skupina)

Izabrati razinu pouzdanosti

Odrediti veli¢inu uzorka

Izabrati statisticki test za testiranje hipoteze

Utvrditi kriticnu vrijednost za odabrani statisticki test

Prikupiti podatke

N oo gk~ wDn

Izracunati statisti¢ku veli¢inu za odabrani statisticki test

8. Donijeti statisticki zaklju¢ak

F i t testovi su statisticki testovi koji sluze za usporedivanje vrijednosti dvaju ili viSe grupa
podataka.

F-testom usporedujemo varijancije dva niza mjerenja te utvrdujemo postoji li statisti¢ki
znacajna razlika izmedu tih varijanci. Pri tome koristimo se izrazom:

st

F== (8)

S2

priemuje s; > S,.

Nakon §to se izracuna F-vrijednost, usporeduje se s kriticnom vrijednos¢u (koja se o€itava iz
statisti¢kih tablica). Ukoliko je Fiz>Fkrit nulta hipoteza se odbacuje, a ukoliko je Fizx<Fit
nulta hipoteza se zadrzava.

t-test sluzi za utvrdivanje postojanja sustavnih pogresaka. Koristi se u slu¢ajevima kada se
usporeduje srednja vrijednost grupe podataka sa pravom vrijednos¢u te kada se usporeduju
srednje vrijednosti dvije grupe podataka.

Ukoliko se t-test provodi tako da se usporeduju eksperimentalno odredene srednje vrijednosti
s pravom vrijedno$¢u tada se parametar t rauna prema sljedecoj jednadzbi:

_ G-wVN

S

t (9)

gdje je x srednja vrijednost, N broj mjerenja i s standardno odstupanje.
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Dobivena vrijednost usporeduje se s kriticnom t-vrijednoscu, koja se ocitava iz statistickih
tablica ovisno o broju stupnjeva slobode i Zeljenoj razini pouzdanosti. Ukoliko vrijednost t ne
prelazi kriticnu vrijednost (tiz<tkrit) nulta hipoteza se prihvacéa, u suprotnom nulta hipoteza se
odbacuje. Prihvacanje nulte hipoteze podrazumijeva da se razlika izmedu promatrane i prave
vrijednosti moZze pripisati slucajnoj pogresci.
Ukoliko se t-test provodi tako da se usporeduju dvije eksperimentalno odredene srednje
vrijednosti te kada su standardna odstupanja dvije metode bliska tada se parametar t ra¢una
prema sljedecoj jednadzbi:

= Fi-%) (10)

1 1

S N1+N2

a standardno odstupanje se racuna prema jednadzbi:

\/(N1—1)S12+(N2—1)522

(N1+Nz—-2) (1)

Ukoliko se t-test provodi tako da se usporeduju dvije eksperimentalno odredene srednje
vrijednosti te kada se standardna odstupanja dvije metode znacajno razlikuju tada se

parametar t racuna prema sljede¢oj jednadzbi:

X1— X3
r= G2 = 2)2 (12)
N1 N>
a standardno odstupanje se ra¢una prema jednadzbi:
N1 Nz
N% (N1-1) N3(Nz-1)
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3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1 Materijali

3.1.1 Kemikalije

U tablici 1 prikazan je popis kemikalija koje su koristene za izvodenje eksperimentalnog

dijela te njihovi proizvodaci.

Tablica 1. Popis kemikalija i njihovih proizvodaca

NAZIV Mgggrl\%'ﬂ\@ CISTOCA | PROIZVOPAC
Borna kiselina H3BOs3 p.a. Zorlgzrlbgijzbag
Kalijev hidrogenfosfat K2HPO4 p.a. FiSherSSAc\:Ii;:ntific,
Kalijev klorid KCI p.a. Lachner, Hrvatska
Limunska kiselina CsHsO7-H20 p.a. GHr?\r/];_t?k(;I’
Natrijev hidroksid NaOH pa Mﬁa'lf:ég'nﬂja

3.1.2 Metoklopramid

U tablici 2 prikazana su fizikalno-kemijska svojstva metoklopramida.
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Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva metoklopramida

Genericko ime Metoklopramid

Grupa farmaceutika Antiemetik

CH,  CH,

L

N

-

Strukturna formula ¢ "

HyC

Cl

NH,,

Molekulska formula C14H22CIN3O2

CAS broj 364-62-5

Molarna masa 299,80 g mol*t

. 2-metoksi-4-amino-5-klor-N,N-(dimetilaminoetil)
Naziv po IUPAC-u benzamid

Topljivost u vodi, S [13] | 0,31 mg mL™*

PKk[13] 9,27

3.1.3 lIzvorska voda

Za izvodenje eksperimentalnog dijela, koristene su izvorska i MilliQ voda. MilliQ voda
koriStena je u eksperimentima hidroliticke razgradnje, a u eksperimentima fotoliticke
razgradnje koriStene su obje.

Izvorska voda uzorkovana je 20. listopada 2016. u 19:45 h na izvoru "Vrelo" u Fuzinama
(Republika Hrvatska). Uzorku izvorske vode pri 25 °C izmjerena je pH-vrijednost 5,07 i

elektri¢na provodnost 35,09 uS cm™. Konstanta ¢elije koja je koristena iznosila je 0,477 cm™.

3.2 Instrumenti

3.2.1 Analiticka vaga

Analiticka vaga je osjetljiv 1 skup instrument za precizno odredivanje mase tvari. O njezinoj
ispravnosti i preciznosti ovisi to¢nost rezultata analize. NajraSireniji tip analiti¢ke vage jest

vaga nosivosti 100 g i osjetljivosti 0,1 mg. Nijednu kvantitativhu kemijsku analizu nije
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moguce napraviti bez upotrebe vage jer, bez obzira na metodu koju koristimo, uvijek treba
odvagati uzorak za analizu i1 potrebne koli¢ine reagensa za pripravu otopina.
Prilikom izvodenja eksperimenta koriStena je analiticka vaga XS204 DeltaRange proizvodaca
Mettler Toledo (Greifensee, Svicarska) prikazana na slici 9.
Specifikacije analiticke vage:

e maksimalni kapacitet: 220 g

e ocitanje: 0,1 mg

e minimalna odvaga (U=1%, s=2): 8 mg

e podrucje tare: 0 - 220 g

e linearnost: 0,2 mg

e ponovljivost pri maksimalnom kapacitetu (s): 0,1 mg

S
=
| A—

Slika 9. Analiticka vaga XS204 DeltaRange, Mettler Toledo

3.2.2 pH-metar

pH-metar je elektronicki uredaj za potenciometrijsko odredivanje pH-vrijednost tekucih

uzoraka. Sastoji se od elektrode koja mjeri pH-vrijednost kao aktivnost vodikovih iona Kkoji
okruzuju njezin okrugli zavrsetak. Elektroda proizvodi malu voltazu $to se mjeri 1 prikazuje
kao pH-vrijednost pomoc¢u pH-metra. Prije mjerenja uredaj je potrebno umijeriti s puferima

poznatih pH-vrijednosti (pH 4 i pH 7).



Prilikom izvodenja eksperimenta koriSten je pH—metar S20 SevenEasy (Mettler Toledo,

Greifensee, Svicarska) prikazan na slici 10.
Specifikacije pH-metra:

e raspon vrijednosti: 0 — 14
e rezolucija: 0,01 pH

e temperaturni raspon: 5 °C - 105 °C

Slika 10. pH-metar S20 SevenEasy

3.2.3 Sunset CPS+

Suntest CPS+ (Atlas, Linsengericht, Njemacka) (slika 11) je uredaj koji sluzi za
osvjetljavanje uzoraka umjetnim Suncevim zra¢enjem u rasponu valnih duljina 300 - 800 nm.

Izvor umjetnog Sunceva zracenja je ksenonska lampa.
Parametri koji se mogu podesavati su:
e temperatura

e intenzitet zracenja
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e vrijeme izlaganja uzorka zracenju

Slika 11. Sunset CPS+

3.2.4 Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti sa spektrometrom masa

Analiza uzoraka provedena je na vezanom sustavu tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti — spektrometrija masa (HPLC-MS/MS). Koristen je kromatograf Agilent (Santa
Clara, CA, SAD) Series 1200 sa spektrometrom masa s trostrukim kvadripolom Agilent 6410
QMQ (slika 12). Uredaj je opremljen termostatiranom komorom za kromatografsku kolonu,

vakumskim degazereom, automatskim dodavacem uzoraka i binarnom pumpom.

Upravljanje instrumentom i obrada podataka provedeno je racunalom koriStenjem programa

Agilent MassHunter 2003-2007 Data Acquisition for Triple Quad B.01.04 (B84).
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Slika 12. Agilent kromatografski sustav Series 1200 sa spektrometrom masa 6410 QqQ

3.3. Metode rada

3.3.1 Priprema pufera
Prilikom ispitivanja hidrolize metoklopramida koriStene su otopine pufera pH 4, 71 9.
Otopina pufera pH 4 pripremljena je mijesanjem 38,55 mL K2HPO4 (c=0,2 M) te 61,45 mL

limunske kiseline, CeHgO7 (c=0,1 M). Nakon priprave pufera pH-metrom je izmjerena pH-
vrijednost 4,00.

Otopina pufera pH 7 pripremljena je mijeSanjem 29,63 mL NaOH (c=0,1 M), 50 mL K2HPO4
(c=0,1 M) te 20,73 mL MilliQ vode. Izmjerena pH-vrijednost pufera iznosila je 7,04.

Otopina pufera pH 9 pripremljena je mijeSanjem 21,30 mL NaOH (c=0,1 M), 50 mL H3BO3
(c=0,1 M) u KCI (c=0,1 M) te 28,70 mL MilliQ vode. Izmjerena pH-vrijednost pufera iznosila
je 9,00.

3.3.2 Priprema standardnih otopina

Temeljna standardna otopina (TSO) metoklopramida masene koncentracije 1 mg mL™ (1000
mg L) pripremljena je vaganjem 20,00 mg uzorka metoklopramida na analiti¢koj vagi.
Uzorak je kvantitativno prenesen u odmjernu tikvicu s ravnim dnom od 20 mL te je tikvica

nadopunjena do oznake s MilliQ vodom.
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Radne standardne otopine metoklopramida koriStene za eksperimente hidrolize pripremljene
su uzimanjem alikvota od 250 uL. TSO mikropipetom koji su preneseni u odmjerne tikvice s
ravnim dnom od 25 mL te nadopunjene otopinama pufera pH 4, 7 ili 9 do oznake.

Koncentracija metoklopramida u tako pripremljenim otopinama iznosila je 10 mg L.

Za eksperimente fotolize, iz TSO metoklopramida pripravljene su radne standardne otopine
masene koncentracije 10 mg L™ uzimanjem alikvota TSO od 500 pL koji je prenesen u
odmjernu tikvicu s ravnim dnom od 50 mL. Tikvica je nadopunjena do oznake s MilliQ
vodom ili s izvorskom vodom ovisno o eksperimentu. Iz radne standardne otopine u kvarcne

posudice preneseno je 40 mL.
Temeljne i radne standardne otopine cuvane su na temperaturi 4 °C u mraku.

3.3.3 Karakterizacija izvorske vode

Elektri¢na provodnost i pH-vrijednost izvorske vode izmjerene su na pH-metru S20 SevenEasy
(Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska). Kapacitet konduktometrijske ¢elije odreden je u 0,01
mol dm otopini kalijeva klorida (KCI) i iznosio je 0,477 cm™*. Nakon umjeravanja éelije, ¢elija
je isprana MilliQ vodom i premjestena u laboratorijsku ¢asu s uzorkom izvorske vode te je
izmjerena elektri¢na provodnost izvorske vode 35,9 uS cm™. Nakon toga provedeno je
umjeravanje pH-metra s dvije standardne otopine pH-vrijednosti 4 i 7, potom je izmjerena pH-

vrijednost uzorka izvorske vode koja je iznosila 5,07.

3.3.4 Hidroliti¢ka razgradnja

Ispitivanja hidroliticke razgradnje metoklopramida provedeno je prema OECD postupku 111
[24]. Ispitivanje hidrolize farmaceutika provedeno je u inkubatoru 120 sati na 50 °C pri
vrijednostima pufera pH 4, 7 i 9. Pripremljene otopine metoklopramida u puferima propuhane
su argonom kako bi se uklonio sav zrak. Nakon §to su propuhane, svaka od tri otopine
metoklopramida u puferu podijeljena je u 6 vijalica Sto je ukupno 18 vijalica. Od toga je njih
9 (3 za svaki pufer) stavljeno u inkubator na temperaturu od 50 °C na 5 dana (vrijeme

hidrolize tn=120 h), a drugih 9 vijalica je zamrznuto u hladnjaku (vrijeme hidrolize th=0 h).

Prilikom izvodenja eksperimenata hidrolize bilo je potrebno prekriti aparaturu kako bi se
sprijecila fotoliticka razgradnja farmaceutika. Nakon zavrSetka ispitivanja vijale su prenesene

na kromatografsku analizu kako bi se utvrdio stupanj hidroliticke razgradnje.
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Nakon 120 sati minimalni stupanj hidrolize mora biti ve¢i od 10 %, inace se smatra da Spoj ne

hidrolizira.

Stupanj hidrolize (S, %) moze se izracunati iz jednadzbe:

Cp — G

a

S (%) = - 100

(10)

gdje je co pocetna koncentracija spoja, Ct je koncentracija u odredenom vremenu (t).

3.3.5 Fotoliticka razgradnja

Pripremljene otopine farmaceutika u kvarcnim posudicama osvjetljavane su na uredaju Sunset
CPS+. Tijekom prvog dijela eksperimenta intenzitet zra¢enja bio je 250 W m™, a temperatura
je odrzavana na (2542) °C. Takoder su provedena ispitivanja fotoliticke razgradnje na
temperaturi (10+2) °C. Tijekom provodenja eksperimenta, u odredenim vremenski
intervalima, uzimani su uzorci od 500 pL. pomoc¢u mikropipete te su stavljani u vijalice za
analizu na HPLC-MS instrumentu. U svakom eksperimentu pracena je fotolitiCka razgradnja

na tri paralelna uzorka.

Prilikom priprave otopina koje su podvrgnute Sun¢evom zracenju, pripremljene su i otopine
kontrolnih uzoraka. Sastav kontrolnih uzoraka isti je kao i sastav ispitivanih otopina.
Kontrolni uzorci takoder su stavljeni u Suntest ali su aluminijskom folijom bili zasti¢eni od
zraCenja. Kontrolni uzorci sluzili su za potvrdu da razgradnja ispitivanih otopina nije

uzrokovana i drugim procesima, ve¢ samo fotolizom.

3.3.6 Analiza tekuc¢inskom kromatografijom vezanom sa spektrometrom masa

Uzorci metoklopramida nakon hidroliticke razgradnje analizirani su kromatografijom
obrnutih faza na instrumentu Waters 2795 Alliance HPLC Sistem s 2996 PDA Detektorom.
Koristena je kolona Kinetex C18 tvrtke Phenomenex dimenzija 150 mm x 4,60 mm, veli¢ine
gestica 5 um te veli¢ine pora 100 A. Temperatura kolone bila je 40 °C. Kontrola instrumenta,
dostava podataka i obrada provedeni su racunalnim programom MassLynx V4.1 SCN 714
Waters Inc. software. Pokretna faza u ovom sustavu bila je 0,1% mravlja kiselina u MilliQ

vodi (A) 1 0,1% mravlja kiselina u acetonitrilu (B). Volumen injektiranja bio je 10 uL, a
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protok 0,5 mL min‘t, Sastav pokretne faze je od 0 min do 10 min (85 % A i 15 % B). Ukupno

vrijeme analize je 10 minuta.

Uzorci metoklopramida nakon fotoliti¢ke razgradnje analizirani su na instrumentu Mass
HunterAgilent Series 1200 HPLC sistem spojenim sa spektometrom masa Agilent 6410.
Ionizacija je provedena elektrorasprSenjem u pozitivnom modu (ESI+). KoriStena je kolona
Kinetex C18 tvrtke Phenomenex dimenzija 100 mm x 2,10 mm, veli¢ine Cestica 2,6 um te
veli¢ine pora 100 A. Snimanje i obrada dobivenih rezultata mjerenja napravljena su pomoéu
racunalnog programa Agilent MassHunter 2003-2007 Data Acquisition za Triple Quad
B.01.04 (B84). Pokretna faza u ovom sustavu bila je 0,1% mravlja kiselina u MilliQ vodi (A)
1 0,1% mravlja kiselina u acetonitrilu (B). Volumen injektiranja bio je 5 pL i koriSteno je
gradijentno eluiranje (tablica 3) uz protok 0,2 mL min. Ukupno vrijeme analize je 20
minuta. Budu¢i da se radi o gradijentnom eluiranju, prije svakog injektiranja uzoraka
potrebno je kolonu prethodno uravnoteziti. Za to je potrebno 7 minuta.

Uvjeti na spektrometru masa:

- temperatura plina: 350 °C

- protok plina: 11 L min™*

- tlak rasprSivaca plina: 35 psi

- napon kapilare pozitivan: 4000 V

Tablica 3. Sastav pokretne faze tijekom kromatografske analize

t/min Al% B/%
0 95 5
6 85 15
12 70 30
20 50 50

27



4. REZULTATI | RASPRAVA

Dolaskom u okoli§ farmaceutici mogu biti podvrgnuti biotickim ili abioti¢kim procesima koji
rezultiraju njihovom razgradnjom. Rezultat moze biti smanjenje koncentracije pocetnog spoja
te nastanak razgradnih produkata koji mogu biti manje ili viSe toksi¢ni od osnovne molekule.
Stoga je vazno poznavati ponasanje farmaceutika u okolisu kako bi se mogao procijeniti
moguci rizik koji je posljedica njihove prisutnosti u tlu, vodama ili sedimentu. Hidroliza i
fotoliza su abioticki procesi koji mogu znacajno utjecati na proces smanjenja koncentracije
farmaceutika. Stoga je cilj ovog rada bio ispitati hidroliti¢ku i fotoliti¢ku razgradnju

farmaceutika metoklopramida.

4.1 Karakterizacija izvorske vode

Izvorska voda uzorkovana je 20. listopada 2016. u 19:45 h na izvoru "Vrelo" u Fuzinama
(Republika Hrvatska). Uzorku izvorske vode pri 25 °C izmjerena je pH-vrijednost 5,07 i
elektriéna provodnost 35,09 pS cm™. Konstanta ¢elije koja je kori$tena iznosila je 0,477 cm™.
Koncentracija anorganskih iona odreden je ionskom kromatograijom: {CI7)=1,7 mg L™,
#NO3)=7,8 mg L i {SO+*)=1,9 mg LL. Koncentracija ukupnog organskog ugljika (eng.
total organic carbon, TOC) odredena je kao NPOC (eng. non-purgeable organic carbon) i
iznosila je 0,2622 mg L™

4.2 Hidroliti¢ka razgradnja

Ispitivanje hidroliticke razgradnje metoklopramida provedeno je na temperaturi od 50 °C u

vremenu od 120 sati (5 dana). Razgradnja je ispitana u puferima pH-vrijednosti 4, 71 9.

Nakon provedenog eksperimenta maksimalna hidroliticka razgradnja metoklopramida uocena
je pri pH 4 i iznosi 2,13% (slika 13) sto znaci da je metoklopramid otporan na hidroliticku
razgradnju pri ispitivanim pH-vrijednostima te nisu provodena detaljnija ispitivanja
hidroliti¢ke razgradnje. Dobiveni rezultati, izraZeni kao srednja vrijednost tri paralelna

mjerenja, prikazani su na slici 13.
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Slika 13. Stupan;j hidroliticke razgradnje metoklopramida pri vrijednostima pH 4, 7 i 9 te pri
50 °C

4.3 Fotoliticka razgradnja

Tijek fotoliticke razgradnje metoklopramida pracen je kromatografski, a dobiveni
kromatogrami pri razli¢itim vremenima izlaganja umjetnom Sunc¢evom zracenju, prikazani su
na slici 14. Kromatografska zona metoklopramida nalazi se na vremenu zadrzavanja tr= 12,7
min i moZe se uociti njeno smanjenje s povecanjem vremena izlaganja uzorka umjetnom

Sunéevom zracenju (slike 14 i 15).
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Slika 14. Kromatogram metoklopramida (10 mg L) pri razli¢itim vremenima izlaganja

umjetnom Suncevom zracenju
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Slika 15. Uvecani prikaz slike 14 za kromatografsku zonu metoklopramida

Na slikama 16 i 17 prikazana je promjena koncentracije metoklopramida tijekom fotoliticke
razgradnje u MilliQ i izvorskoj vodi pri 25 °C. Smanjenje koncentracije praceno je kao
relativna povrSina ispod kromatografske zone metoklopramida, A/Ao, gdje je A povrsina ispod

kromatografske zone u vremenu t, a Ao povrsina ispod kromatografske zone u vremenu t=0.
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Slika 16. Promjena koncentracije metoklopramida (10 mg L) u MilliQ vodi pri 25 °C
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Slika 17. Promjena koncentracije metoklopramida (10 mg L) u izvorskoj vodi pri 25 °C

Da bi se odredila kinetika razgradnje, graficki su prikazane ovisnost In (A/A¢) 0 vremenu
(slike 18 i 19) te su iz nagiba dobivenih pravaca odredene konstante brzine razgradnje

metoklopramida u MilliQ i izvorskoj vodi.
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Slika 18. Ovisnost In (A/Ao) o vremenu za fotoliticku razgradnju metoklopramida u MilliQ
vodi pri 25 °C
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Slika 19. Ovisnost In (A/Ao) 0 vremenu za fotoliticku razgradnju metoklopramida u izvorskoj
vodi pri 25 °C
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Na temelju odredenih konstanti brzine razgradnje, pomocu jednadzbe 3, izraCunata su

vremena poluraspada (t12). Dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.

Tablica 4. Vrijednosti konstanti brzine reakcije, k, i vremena poluraspada, ti2, za

metoklopramid pri 25 °C

k (min) ti2 (min)
MilliQ voda 0,0906 7,65
Izvorska voda 0,1012 6,85

Na temelju izracunatih vrijednosti za konstantu brzine reakcije i vremena poluraspada u
izvorskoj 1 MilliQ vodi moZemo reci da je razgradnja metoklopramida pri 25 °C neSto brza u
izvorskoj vodi. Razlog tomu mogu biti razlic¢ite tvari prisutne u izvorskoj vodi, poput

huminskih kiselina, koje mogu utjecati na brzinu fotoliticke razgradnje.

Razlika u konstantama brzine reakcije fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida u izvorskoj i u
MilliQ vodi je vrlo mala. Da bi se provjerilo da li je uocena razlika statisticki signifikantna
provedeni su F i t-test. Prije provodenja t-testa, F-testom je provjereno da li postoji statisti¢ki
signifikantna razlika izmedu dva niza mjerenja koje usporedujemo (MilliQ 1 izvorska voda).
Primjenom tabli¢nog kalkulatora - Excela izraunate su vrijednosti Fiit I Fizr te iznose
Fkrit=0,0526, Fix=0,6923. Vrijednost Fi;r je veca od Frit te je proveden t-test uz pretpostavku
razli¢itih varijancija. Primjenom t-testa izracunata je vrijednost tizr koja iznosi 66,945. Ta
vrijednost veca je od kriti¢ne vrijednosti tkit=2,7765 §to znaci da je razlika u vrijednostima
konstanti brzina reakcije statisticki znacajna te mozemo zakljuciti kako razlicite vrste vode

(izvorska 1 MilliQ voda) utje€u na brzinu razgradnje metoklopramida.

4.3.1 Utjecaj temperature na brzinu fotoliti¢ke razgradnje metoklopramida

Temperatura voda u okoliSu uobicajeno je u rasponu od 0 °C do 35 °C ovisno o godi$njem
dobu i dubini vode. Za procjenu rizika za prirodne vode prema preporuci ECHA (European
Chemical Agency), kao standardni uvjeti u okolis$u podrazumijeva se pH-vrijednost 7 i

temperatura 12 °C.
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U ovom radu ispitana je brzina fotoliti¢ke razgradnje u izvorskoj vodi pri 10 °C i 25 °C.
Rezultati su prikazani na slici 20.

1,2

®25°C
10°C

0 T T T T ‘_ . 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
t/min

Slika 20. Promjena koncentracije metoklopramida (10 mg L) pri 10 °C i 25 °C u izvorskoj

vodi

Takoder, ispitana je kinetika razgradnje pri 10 °C (slika 21).
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Slika 21. Ovisnost In (A/Ao) o vremenu za fotoliti¢ku razgradnju metoklopramida u izvorskoj

vodi pri 10 °C

IzraCunate vrijednosti konstatni brzine razgradnje i vremena poluraspada metoklopramida pri

razli¢itim temperaturama usporedene su u tablici 5.

Tablica 5. Vrijednosti konstanti brzina reakcije, k, i vremena poluraspada, ti,2, za

metoklopramid pri 10 °C 1 25 °C u izvorskoj vodi

k (min-t) tu2 (min)
Izvorska 10 °C 0,0955 7,26
Izvorska 25 °C 0,1012 6,85

Na temelju izraCunatih vrijednosti za konstantu brzine reakcije i vremena poluraspada

metoklopramida u izvorskoj vodi pri 10 °C i 25 °C mozemo reci da je razgradnja

metoklopramida nesto brza pri 25 °C, no ta razlika u konstantama brzine reakcije fotoliticke

razgradnje metoklopramida vrlo je mala.
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Primjenom tabli¢nog kalkulatora - Excela izra¢unate su vrijednosti Firit | Fizr te iznose
Fkrit=19, Fiz»=325,3. Vrijednost Fi;r je veca od Fit te je proveden t-test uz pretpostavku
nejednakih varijancija. Primjenom t-testa izraCunata je vrijednost t koja iznosi 2,9339. Ta
vrijednost manja je od kriticne (tkit=4,3026) te mozemo zakljuciti kako temperatura nema

statistiCki znaCajan utjecaj na brzinu razgradnje metoklopramida.

4.3.2 Produkti fotoliticke razgradnje metoklopramida

U svim eksperimentima fotoliti¢ke razgradnje uoceno je nastajanje novih kromatografskih
zona na kromatogramu (slika 14). Novonastale kromatografske zone upuc¢uju na to da tijekom
razgradnje nastaju novi spojevi - razgradni produkti. Uo¢ene su ukupno tri nove
kromatografske zone. Promjena povrsine ispod novih kromatografskih zona tijekom
razgradnje metoklopramida praéena je pri temperaturi od 25 °C jer su pri toj temperaturi
kromatografske zone razgradnih produkata bile najizrazenije. Prvi razgradni produkt

pojavljuje se pri tr=1,71 min, drugi pri tr= 2,97 min, a tre¢i pri tr= 3,29 min (slika 22).
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Slika 22. Uvecani prikaz slike 14 za pikove razgradnih produkata

Na slici 22 mozemo uociti da se kromatografska zona razgradnog produkta 1 povecava s

duljim trajanjem eksperimenta. Kromatografska zona razgradnog produkta 2 raste do tridesete

minute, a nakon toga se pocinje smanjivati. Kromatografska zona razgradnog produkta 3 raste

do pete minute, a nakon toga se poc¢inje smanjivati. 1z ovoga mozemo zakljuciti da se

razgradni produkti 2 1 3 u odredenom trenutku pocinju razgradivati $to upucuje na to da su i

razgradni produkti podloZni fotoliti€¢koj razgradnji.
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5. ZAKLJUCAK

U ovome radu ispitana je hidroliti¢ka i fotoliticka razgradnja farmaceutika metoklopramida.
Hidroliticka razgradnja provedena je u MilliQ vodi pri tri razli¢ite pH-vrijednosti 4, 71 9.

Fotoliticka razgradnja provedena je u MilliQ i izvorskoj vodi kako bi se ispitao utjecaj matice
uzorka na brzinu razgradnje. Takoder, ispitan je utjecaj temperature (10 °C i 25 °C) na brzinu

fotoliticke razgradnje metoklopramida.
Iz dobivenih rezultata moze se zakljuciti sljedece:

— farmaceutik metoklopramid ne hidrolizira pri uvjetima relevantnim za okoli$

— fotoliticka razgradnja metoklopramida je brza s vremenom poluraspada manjim od 8
min

— matica uzorka vode utjece na brzinu fotoliticke razgradnje metoklopramida,
razgradnja je brza u izvorskoj vodi u odnosu na MilliQ vodu

— temperatura nema znacajan utjecaj na brzinu fotoliticke razgradnje metoklopramida

— fotolitickom razgradnjom metoklopramida nastaju tri razgradna produkta, od kojih su

dva takoder podloZna fotoliti¢koj razgradnji
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