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SAZETAK RADA:

Odredivanje kemoterapeutika u sedimentu

Kemoterapeutici su lijekovi prirodnog ili sintetskog podrijetla i koriste se za sprjeCavanje i
lijeCenje bolesti kod ljudi i Zivotinja. Zbog povecane potrosnje sve su vise prisutni u okolisu,
vodama, tlu i sedimentu u nekontroliranim koli¢inama. O njima ne postoji dovoljno podataka
da bi se dobio uvid u njihovo ponaSanje i utjecaj na okoli§, stoga se smatraju "novim

zagadivalima".

Farmaceutici ispitivani u ovom radu pripadaju razli¢itim grupama farmaceutika prema
djelovanju: antibiotici (cefdinir, nitrofurantoin), antiemetici (metoklopramid), antihelmintici

ili antiparazitici (albendazol, febantel, prazikvantel) i kemoterapeutik (hidroksiklorokin).

Cilj rada je odrediti optimalne uvjete ekstrakcije sedam farmaceutika metodom muckanja iz
sedimenta. Parametri koji su optimirani su vrsta otapala, utjecaj pH-vrijednosti, masa uzorka
te vrijeme ekstrakcije. Ekstrakti su analizirani tekuéinskom kromatografijom visoke
djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD).

Najbolji rezultati postignuti su sa sustavima otapala metanol:heksan i aceton:metanol iz
0,7 grama uzorka sedimenta. Medutim, ova metoda se ne preporucuje za rutinsku analizu jer

iskoriStenja analiziranih farmaceutika ne prelaze 50 %.

Kljuéne rijeci:
kemoterapeutici, sediment, ekstrakcija muckanjem, tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti s detektorom s nizom dioda (HPLC-DAD)



ABSTRACT

Determination of chemotherapeutic agents in sediment

Chemotherapeutic agents are medicines of natural or synthetic origin and they are used for the
prevention and treatment of diseases in humans and animals. Due to increased pharmaceutical
consumption they are present in the environment, water, soil and sediment in uncontrollable
quantities. There is no sufficient data to predict their behavior and the impact on the

environment, therefore they are considered as "emerging contaminants".

Pharmaceuticals investigated in this study belong to the various groups of pharmaceuticals by
their therapeutic effects: antibiotics (nitrofurantoin, cefdinir), antiemetics (metoclopramide),
anthelmintics or antiparasitics (albendazole, febantel, praziquantel) and chemotherapeutic

agent (hydroxychloroquine).

The aim of this study was to optimize the conditions for extraction of seven chemotherapeutic
agents simultaneously by agitation from sediment. Parameters that were optimized are type of
solvent, influence of the pH value, mass of the sample and time of the extraction. Extracts
were analyzed by high-performance liquid chromatography with diode array detector (HPLC-
DAD).

The best results were obtained with solvent systems methanol:hexane and acetone:methanol
with 0,7 grams of the sediment sample. However, this method is not recommended for routine

analysis because recoveries of the analyzed pharmaceuticals were not higher than 50 %.

Key words:
chemotherapeutic agents, sediment, extraction by agitation, high-performance liquid

chromatography with diode array detector (HPLC-DAD)
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1. UVOD



"Nova zagadivala" podrazumijevaju spojeve kojima je proizvodnja i potroSnja u konstantnom
povecéavanju. Jednu od najvaznijih skupina novih zagadivala predstavljaju upravo farmaceutici
koji se upotrebljavaju u humanoj i veterinarskoj medicini te sredstva za osobnu higijenu i
kucanstvo koji su postali neophodni u dana$njem modernom drustvu. Dospijevaju u okolis u
nepoznatim koli¢inama bilo zbog proizvodnih procesa, neprikladnim zbrinjavanjem
neupotrijebljenih farmaceutskih proizvoda, nepotpunom obradom otpadnih voda ili putem
tjelesnih izlucevina. Predstavljaju potencijalnu opasnost za ekosustav, a za njih ne postoji

zakonska regulativa o ispustanju u okolis.

Da bi se procijenio utjecaj farmaceutika na ljude i okoli§ neophodna je pogodna analiticka
metoda koja ¢e omoguciti istovremeno odredivanje Citavog niza farmaceutika. Stoga je
potrebno razvijati i validirati analiticke metode i odgovarajuce uredaje sa $to nizom granicom
detekcije i identifikacije.

Svaki analiti¢ki proces sastoji se od uzorkovanja, priprave uzorka, separacije, detekcije i
analize rezultata, a svaki od ovih koraka utje¢e na kvalitetu dobivenog rezultata. U vecini

slucajeva koriste se kromatografske metode, ali one zahtijevaju vjestu pripravu uzoraka.

U ovom radu, za pripravu uzorka, koristena metoda ekstrakcije smjese sedam farmaceutika
(cefdinir, nitrofurantoin, metoklopramid, albendazol, febantel, prazikvantel i hidroksiklorokin)
iz sedimenta je ekstrakcija muckanjem zbog jednostavnosti, brzine i niske cijene. Analiza je
provedena pomocu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda
(HPLC-DAD) koja se pokazala kao vrlo u¢inkovita metoda kvalitativne i kvantitativne analize

farmaceutika.

Cilj rada je pronac¢i optimalno ekstrakcijsko otapalo ili smjesu otapala i pritom postici

maksimalno iskoristenje ekstrakcije farmaceutika.



2. TEORIJSKI DIO



Kao rezultat ljudskog razvoja, oneciS¢enje okoliSa uzrokovano upotrebom 1 ispusStanjem
sirokog spektra spojeva, dosegnulo je ozbiljne proporcije na globalnoj razini. Nekontrolirano
ispustanje farmaceutskih proizvoda za ljudsku ili veterinarsku medicinu u okolis dovelo je do
njihovog nakupljanja u sedimentu 1 tlu, Sto ih ¢ini sekundarnim izvorima oneciS¢enja s

potencijalno Stetnim u¢inkom na ljudsko zdravlje i ekosustave. [1]

Na Slici 1 shematski je prikazan tok farmaceutika, odnosno nacin na koji dospijevaju u okolis i
u konacnici u sediment. Zbog njihove povecane proizvodnje, nekontrolirane upotrebe, a
nepoznatih posljedica za okolis, postali su vazan predmet znanstvenih istrazivanja. [2] Velik
broj objavljenih radova bio je prvenstveno usredoto¢en na njihovo pojavljivanje u vodama,
hrani i bioloskim uzorcima, a znatno manje na ¢vrste uzorke poput otpadnog mulja, tla, gnoja i
pogotovo sedimenta. Razlog tome je sloZzenost Cvrstih uzoraka i utjecaj matice koji moze
uzrokovati poteskoée u odvajanju i otkrivanju niskih razina farmaceutskih sredstava. Stovise,
¢vrsti uzorci ne mogu se izravno analizirati, tako da je potrebno uloziti viSe napora na pripravu

uzorka za analizu. [3]
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Slika 1. Shematski prikaz toka farmaceutika u okolisu [4]



2.1. Farmaceutici
Naziv farmaceutici obuhvaca sve terapijske lijekove namijenjene ljudima te veterinarske
lijekove 1 dodatke prehrani. U Europskoj uniji u ljudskoj se medicini koristi oko 3000 razlicitih
farmaceutski aktivnih spojeva. Potro$nja im je u konstantnom povecanju zbog povecanja broja
stanovnika i duljine zivotnog vijeka, Sirenja trzista, istjecanja patenata te novih dobnih skupina.
Nakon upotrebe, velik dio farmaceutika ispusta se u otpadne vode nepromijenjen ili u obliku
razgradnih produkata te na taj nacin dospijeva u povrsinske i podzemne vode. Iako su prisutni u
niskim koncentracijama u okoli$u, izazivaju zabrinutost zbog potencijalne dugoro¢ne opasnosti

za ¢ovjeka i ekosustave. [5]

2.1.1. Antibiotici
Antibiotici su lijekovi koji se primjenjuju za lijeCenje bakterijskih zaraznih bolesti. Oni su
mikrobni metaboliti niske molekulske mase koji pri niskim koncentracijama uniStavaju
bakterije ili sprje€avaju njithovo razmnoZzavanje. Kao skupina, antibiotici ukljucuju tvari koje
imaju molekulsku masu u rasponu od 150 do 500. Njihove molekule mogu se sastojati samo od
ugljika i vodika ili ¢esc¢e od ugljika, vodika i dusika, a neke i od sumpora, fosfora ili halogenih
elemenata. [6] Nazalost, sve veci broj bakterija razvija otpornost na danas raspolozive

antibiotike. Ta se otpornost razvija djelomi¢no zbog prekomjerne ili nepravilne uporabe. [7]
Antibiotici istrazivani u radu su cefdinir i nitrofurantoin.

2.1.1.1.  Cefdinir
Cefdinir je polusintetski cefalosporin i beta-laktamski antibiotik. [8] Koristi se za lije¢enje
raznih bakterijskih infekcija kao S§to su bronhitis, upala pluca, infekcije koze, usiju, grla i1
sinusa. Djeluje tako Sto unistava bakterije. [9] NajceS¢e nuspojave su proljev, glavobolja i
mucnina. [10] Odobren je 1997. godine od strane ameri¢ke Agencije za hranu i lijekove

(FDA). [8]

2.1.1.2. Nitrofurantoin
Nitrofurantoin je polusintetski antibiotik koji je ucinkovit protiv veéine uzro¢nika infekcija
mokra¢nog sustava. [11] Djeluje tako $to sprjeGava rast bakterija, ali toCan mehanizam
njegovog djelovanja je nepoznat. Uobicajene Stetne reakcije su mucnina i povracanje, a manje

su vjerojatne kad se koristi u makrokristalnom obliku. [12]



2.1.2. Antiemetici
Antiemetici su lijekovi koji se koriste protiv mucnine i povracanja uzrokovanih bolesc¢u
kretanja, jutarnjim mucninama za vrijeme trudnoce, tezim slucajevima gastroenteritisa i drugih
infekcija. [13] Djeluju na centar za povracanje u mozgu, na njegove zivéane veze s periferijom
i izravno na probavni trakt. Vecina tih sredstava izaziva umor i pospanost te se¢ ne smiju

uzimati neposredno prije, ili za vrijeme voznje. [14]
Antiemetik istrazivan u ovom radu je metoklopramid.

2.1.2.1. Metoklopramid
Metoklopramid je prokineticki agens, odnosno dopamin D2 antagonist. [15] Koristi se za
ublazavanje zgaravice i ubrzava zacjeljivanje cCireva u jednjaku kod osoba koje imaju
gastroezofagealnu refluksnu bolest (GERB), stanje u kojem povratni protok kiseline iz Zeluca
uzrokuje Zgaravicu i ozljede jednjaka. Metoklopramid se takoder koristi za ublaZavanje

simptoma uzrokovanih sporim praznjenjem zeluca kod osoba oboljelih od dijabetesa. [16]

2.1.3. Antihelmintici
Antihelmintici su sredstva protiv glista i trakavica (helminta), crvolikih crijevnih nametnika u
Covjeku i domacim zivotinjama. Antihelmintici se koriste u kombinaciji sa sredstvima za
¢is¢enje crijeva. Djeluju tako $to omamljuju ili usmréuju helminte. Ne postoji univerzalni

anthelmintik koji bi djelovao na sve crijevne nametnike. [17]
Antihelmintici analizirani u radu su albendazol, febantel i prazikvantel.

2.1.3.1. Albendazol
Albendazol je antihelmintik Sirokoga spektra djelovanja iz grupe benzimidazola. Ometa
normalni metabolizam parazita i selektivno sprje¢ava ugradivanje glukoze u sva tri njegova
razvojna stupnja. Posljedica toga je potro$nja endogenog glikogena u samim parazitima te

smanjeno stvaranje ATP-a. [18]

2.1.3.2. Febantel
Febantel spada u kemijsku skupinu probenzimidazola sto znaci da postaje aktivan tek kada se
prevede u svoje aktivne metabolite (benzimidazole). Benzimidazoli su velika skupina lijekova
koja se koristi u prevenciji bolesti domacih Zivotinja. Probenzimidazoli pokazuju nesto bolju
topljivost u vodi od njihovih aktivnih metabolita. [19] Opasnost za ljude moze predstavljati ako

ljudi konzumiraju zivotinjske produkte koji sadrze ostatke veterinarskih lijekova. [20]



2.1.3.3. Prazikvantel
Ovaj antihelmintik koristi se za lijecenje infekcija odredenih parazita. Djeluje tako Sto ubija ili
paralizira parazite, uzrokuju¢i njihovo oslobadanje na stijenkama krvnih zila, tako da ih tijelo
moze prirodno ukloniti. [21] Nakon oralne primjene brzo se i skoro u cijelosti resorbira iz
crijeva 1 metabolizira u jetri, te izluCuje mokratom i u zu€i. [22] NajceS¢e nuspojave

prazikvantela su vrtoglavica, opéi osjecaj slabosti, glavobolja i muc¢nina. [23]

2.1.4. Kemoterapeutici
Naziv kemoterapeutik danas se najéeS¢e upotrebljava kada se odnosi na lije¢enje malignih
bolesti. To su lijekovi prirodnog ili sintetskog podrijetla, koji lijece zarazne bolesti, tako $to
ostecuju mikroorganizme u unutrasnjosti tijela, a pritom sto manje djeluju otrovno na samog
bolesnika. Taj nacin lijecenja se zove kemoterapija. Mnoga sredstva djeluju samo u zivom
zarazenom organizmu, dok in vitro ne utjecu na mikrobe, ili djeluju znatno slabije. [24] Jedan

od njih upravo je hidroksiklorokin koji je analiziran u ovom radu.

2.1.4.1. Hidroksiklorokin
Hidroksiklorokin pripada skupini 4-amino-kinolin antimalarika. [25] Koristi se za lijeCenje ili
prevenciju malarije, koja je Cesta u podrucjima kao Sto su Afrika, Juzna Amerika 1 JuZna Azija.
Ovaj lijek ne djeluje protiv svih sojeva malarije. Hidroksiklorokin je takoder antireumatski lijek
i koristi se za lijeCenje simptoma reumatoidnog artritisa i diskoidnog ili sistemskog eritemskog
lupusa. Dugotrajno uzimanje hidroksiklorokina ili u visokim dozama moze uzrokovati

nepovratna oSte¢enja mreznice oka. [26]

2.2. Sediment
Sediment nastaje akumulacijom ¢vrstog materijala nastalog na povrsini ili pri samoj povrsini
Zemlje odredenim geoloskim, fizikalnim, kemijskim i bioloskim procesima. [27] Njegov

postanak slozen je i dugotrajan proces koji ima slijedece faze:

o fizicko-kemijsko raspadanje ili troSenje starijih stijena (eruptivnih, sedimentnih i
metamorfnih),

e transport Cestica (gravitacijom, vodom, vjetrom, ledom),

e sedimentacija (talozenje),

o litifikacija ili okamenjivanje (dijageneza). [28]



Prema nacinu postanka i dominantnim procesima njegovog nastajanja izdvaja se pet osnovnih

genetskih klasa sedimenata:

o Kklasti¢ni (terigeni) — Sljunak i konglomerati, kr$je i brece, pijesci i pjes¢enjaci, muljevi i
muljnjaci, siltovi i siltiti, Sejlovi, gline i glinjaci,

e biogeni, biokemijski i organski — vapnenci, roznjaci, fosfati, ugljeni,

e kemijski — evaporiti, Zeljezni sedimenti,

e vulkanoklasti¢ni — tufovi, vulkanski pepeo, ignimbriti,

e rezidualni — boksiti, lateriti. [27]

Klasti¢ni sedimenti sastoje se od fragmenata ili klasta drugih minerala i stijena te se zato i
klasificiraju prema veli¢ini zrna. [29] Razlikujemo krupno klasti¢ne (veée od 2 mm), srednje
klasti¢ne (0,06-2 mm), sitnoklasti¢ne (< 0,06 mm). [28] Kemijski sedimenti ne nastaju zbog
utjecaja atmosfere i erozije drugih stijena, nego se formiraju talozenjem minerala iz otopine
(najéesce morska voda). Nastali talozi nazivaju se evaporiti (gips, halit, anhidrit). Biokemijski
sedimenti se sastoje od materijala nastalih zivim organizmima, mikroorganizmima te zato
ukljuuju karbonatne minerale nastale djelovanjem organizama poput koralja, mekusaca,
formanifera, koji prekrivaju morsko dno s naslagama kalcita koji kasnije moze formirati

vapnenac. [29]

2.3. Metode priprave ¢vrstog uzorka za kromatografsku analizu
Vrlo ¢esto uzorak je neprikladan za analizu. Razlog tome moZe biti sloZena priroda samog
uzorka (razli¢ite interferencije), prevelika veli¢ina uzorka za analizu, nepovoljan oblik i sli¢no.

Kako bi se prevladali navedeni problemi, potrebna je sofisticirana priprava uzorka. [30]

Analiza uzorka iz okoliSa (voda, tlo, sediment, bioloSki materijal) obuhvaca ukupno pet

narednih koraka:

e uzorkovanje,

e pripravu uzoraka,

e odjeljivanje analita,
e detekciju,

e procjenu mjernih podataka.

Svaki od tih koraka analitickog procesa utjeCe na tocnost 1 ponovljivost, s time da se poseban

naglasak stavlja na pripravu uzorka. Ona mora biti uskladena s ciljem analize, uzimajuéi u



obzir instrumente kojima ¢e se mjeriti 1 stupanj zeljene to¢nosti. Pritom se nastoji povecati
selektivnost metode uklanjanjem interferencija iz matice uzorka, povecati koncentraciju analita
da bi se dostigla granica kvantifikacije ili detekcije metode, prevesti analit u oblik najpogodniji
za odjeljivanje i odredivanje te osigurati otpornost i ponovljivost metode kako bi bila neovisna

o promjeni mati¢noga uzorka.

Moderne metode priprave uzorka uglavnom se zasnivaju na ekstrakciji. Mogu se podijeliti na
metode koje mogu zadrzati analit te one koje omoguéuju prijelaz analita u manji obujam
drugog otapala. Takoder, dijele se i prema fazama izmedu kojih dolazi do prijenosa analita:
ekstrakcija tekuce-tekuce, ekstrakcija c¢vrsto-tekuce ili ekstrakcija plinovito-tekuce. Izbor
metode priprave uzorka ovisi 0 njegovom agregacijskom stanju. Obzirom da je u ovom radu
koriSten sediment, rije¢ je o ekstrakciji iz ¢vrstog uzorka, a moguéi nacini priprave prikazani su

na Slici 2.

Ekstrakcija organskih sastojaka iz ¢vrstih uzoraka je proces u kojem se tvar desorbira iz matice
uzorka 1 otapa u prikladnom otapalu. Djelotvornost ekstrakcije ovisi o tri meduovisna
¢imbenika: topljivosti, prijenosu mase 1 matici uzorka. Matica uzorka ima znacajan utjecaj na
djelotvornost ekstrakcije analita. Topljivost analita ovisi o vrsti otapala te temperaturi i tlaku
prilikom prijenosa analita iz uzorka u otapalo. Prijenosu analita pogoduju visoka temperatura i
tlak, niska viskoznost otapala i mala veli¢ina Cestica. Izbor otapala ovisi o prirodi analita i

matice uzorka. [31]

N\ A N A N\ S
usitnjavanje, <.
¢vrsti uzorcl » hom*«vjeri'ajciia Soxhlet, USE, SFE, »| protiscavanje (SPE)
S or =5 B MAE, MSPD. DSPE [~ e N
suenje s <
N Y, S /, N v, N v,
7 X
uparavanje

|\ Z
7

analiza (LC-MS, LC-
MS/MS. IC, GC-MS)

¥

7

\\
"

denvatizacija

(7
\S

Slika 2. Nacini priprave ¢vrstog uzorka [31]



2.3.1. Klasi¢ne metode priprave uzoraka
Klasi¢ne metode ukljucuju ekstrakciju c¢vrsto-tekuce, Soxhlet ekstrakciju i ultrazvuénu
ekstrakciju (Tablica 1.). Postupak se provodi pri atmosferskom tlaku, uz grijanje ili djelovanje

ultrazvuka pri ¢emu se troSe velike koli¢ine organskih otapala, a ekstrakcija je dugotrajna. [32]

Tablica 1. Klasi¢ne metode priprave ¢vrstih uzoraka i princip rada [33]

Metoda Princip rada

ekstrakcija ¢vrsto-tekuce Uzorak postavljen u  zatvoreni spremnik, dodatak otapala  koji
otapa/ekstrahira/oslobada Zeljeni analit. Otopina odvojena od krutine filtracijom.

Soxhlet ekstrakcija Uzorak  postavljen u  jednokratni  porozni  spremnik  (cilindar).
Svjeze otapalo konstantno refluksira kroz cilindar i ispire analite koji se sakupljaju
u tikvici.

homogenizacija (muékanje) | Uzorak postavljen u mijeSalicu, dodano otapalo te je uzorak homogeniziran.
Otapalo je uklonjeno za daljnji rad.

ultrazvucna ekstrakcija Sitni usitnjeni uzorak je uronjen u ultrazvuénu kupelj s otapalom i izlozen

ultrazvuénom zracenju.

2.3.1.1. Ekstrakcija ¢vrsto-tekuée
Ekstrakcija ¢vrsto-teku¢e moze se provoditi na razne nacine (muckanjem, ultrazvu¢nom i
Soxhlet ekstrakcijom). Metoda muckanja koriStena je u ekstrakciji farmaceutika iz sedimenta u
ovom radu. Ukljucuje dodatak otapala (na primjer organskog otapala za organske komponente i
razrijedenu kiselinu ili bazu za anorganske komponente) uzorku 1 zatim muckanjem
omogucava otapanje analita. Ova metoda je ucinkovita ukoliko je analit dobro topljiv u
koristenom otapalu i ukoliko je uzorak veoma porozan. Kako bi se postigao bolji kontakt
cvrsto-tekuce, uzorci moraju biti fino usitnjeni. Zagrijavanje ili refluksiranje uzorka u vru¢em
otapalu moze se koristiti da bi se ubrzao proces ekstrakcije. Jednom kad je analit uklonjen,

netopiv sadrzaj uklonjen je filtracijom ili centrifugiranjem. [33]

2.3.1.2. Soxhlet ekstrakcija
Soxhlet ekstrakcija je najstariji oblik uéinkovite ekstrakcije. Svjeze, vruée otapalo konstantno
je u kontaktu s uzorkom, kako bi se osigurala maksimalna topljivost analita. PoSto se
ekstrahirani analit sakuplja u tikvici za vrenje, on mora biti stabilan pri temperaturi vrenja
otapala koriStenog za ekstrakciju. Razvoj metode stoga ukljucuje pronalazak prigodnog otapala.
[34] Otapalo ili smjesa otapala koje se koriste za ekstrakciju moraju imati veliki afinitet prema
analitu, mali afinitet prema uzorku, malu viskoznost i visoku hlapljivost tako da se lako

uklanjaju iz ekstrahiranog uzorka.
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Soxhlet ekstrakcija (Slika 3.) izvodi se tako da se pogodno otapalo upari, kondenzira i zatim
propusta kroz usitnjeni i homogenizirani ¢vrsti uzorak koji se nalazi u naprstku za ekstrakciju.

Otapalo se zatim vraca u tikvicu zajedno s ekstraktom.

hladilo

«H,0

‘ \‘\\‘d_ refluks otapala

naprstak za
ekstrakeiju
—— &vrsti uzorak

ekstrakt

Slika 3. Aparatura za Soxhlet ekstrakciju [34]

Osnovni nedostaci Soxhlet ekstrakcije su dugo trajanje (10-24 h) i zagadenje okolisa zbog
velike potro$nje organskih otapala (300 mL/uzorak). Zbog velikog volumena ekstrakta koji je
jednak pocetnom volumenu otapala potrebno ga je koncentrirati najceS¢e uparavanjem.
Problem velike koli¢ine otapala poku$ao se rijeSiti uporabom automatizirane Soxhlet
ekstrakcije. Automatizirana Soxhlet ekstrakcija tro$i manje otapala, ali je taj volumen jo§
uvijek velik (50-100 mL), a trajanje ekstrakcije dugo. Iskoristenje Soxhlet ekstrakcije je
uglavnom izmedu 50 i 100 % ovisno 0 ekstrahiranom spoju. NajceS¢e je koriSteno za
ekstrakciju razli¢itih organskih spojeva, pesticida i polikloriranih bifenila iz uzoraka tla,

sedimenata, biljnog i zivotinjskog tkiva te iz ¢vrstog otpada. [35]

2.3.1.3. Ultrazvuéna ekstrakcija
Ultrazvucna ekstrakcija, takoder poznata kao sonifikacija, koristi ultrazvuc¢ne valove kako bi
osigurala kontakt izmedu uzorka i1 otapala. Sonifikacija je relativno brza metoda, ali manje
ucinkovita u usporedbi s ostalim ekstrakcijskim tehnikama. [34] Pogodna je za grube,
granularne uzorke. Moguca je izravna i neizravha metoda, a obje su prikazane na Slici 4.

Izravna metoda koristi posebno dizajniranu inertnu sondu koja se postavlja u smjesu uzorka i
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otapala, dok se neizravna metoda sastoji od spremnika za uzorke koji je uronjen u ultrazvucnu

kupelj s otapalom. [36] Uzorak se kratko izlaze velikoj koli¢ini energije pri ¢emu se povisuje

tlak. Frekvencija ultrazvuka koji se primjenjuje u ekstrakciji je 20-100 kHz $to dovodi do

kavitacije (stvaranje, rast i snazan raspad Supljina u tekucini). Ultrazvu¢nom ekstrakcijom

smanjuje se volumen otapala (do 100 mL) i vrijeme ekstrakcije (10-45 min). Omogucuje

ekstrahiranje velike mase uzorka (2-30 g). [31]

a)

ultrazvucna

b) sonda

kupelj — |/
uzorak + otapalo .

pretvornict

200

p——— ST

pretvornici

t—voda

Slika 4. Ultrazvu¢na ekstrakcija: a) neizravna b) izravna metoda [37]

2.3.2. Moderne metode priprave uzoraka

Moderne metode priprave ¢vrstih uzoraka i njihov princip prikazane su u Tablici 2. One su

brze, djelotvornije, troSe manje organskih otapala, stoga manje zagaduju okolis.

Tablica 2. Moderne metode priprave ¢vrstih uzoraka i princip rada [33]

Metoda

Princip rada

tlacna ekstrakcija otapalom

Uzorak postavljen u zatvoreni spremnik i zagrijan
iznad  to¢ke  vrenja, uzrokujuéi  porast tlaka u
spremniku. Ekstrahirani uzorak uklonjen i prebacen u bocicu za
daljnju obradu.

automatizirana Soxhlet ekstrakcija

Kombinacija vrijuéeg otapala 1 Soxhlet ekstrakcije.
Uzorak u cilindru prvo je uronjen u vrijue otapalo,
a zatim slijedi klasi¢na Soxhlet ekstrakcija/ispiranje s refluksom
otapala.

ekstrakcija fluidom u superkriticnim uvjetima

Uzorak postavljen u protoéni spremnik kroz  koji
prolazi  superkriticni  fluid. Nakon smanjenja tlaka,
ekstrahirani analit sakupljen je u otapalu ili zaostao na
adsorbensu (potrebna desorpcija i ispiranje otapalom).

mikrovalna ekstrakcija

Uzorak s otapalom postavljen u otvoreni ili zatvoreni
spremnik. Zagrijavan je mikrovalnom energijom te se
analit ekstrahira.
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2.4. Kromatografska analiza

Kromatografija je najucinkovitija separacijska tehnika. Kromatografski sustav ¢ine dvije faze,
pokretna 1 nepokretna. Ispitivani uzorak nalazi se u dinamickoj ravnotezi izmedu tih dviju faza.
S obzirom na prirodu ravnoteze izmedu pokretne i nepokretne faze, kromatografske tehnike

dijele se na:

e razdjelnu — ravnoteza se uspostavlja izmedu dviju kapljevina, §to znaci da je i
nepokretna faza kapljevina vezana na inertni nosac,

e adsorpcijsku — ravnoteza se uspostavlja izmedu plina ili kapljevine u pokretnoj fazi i
povrSine Cvrste nepokretne faze, pri ¢emu se ispitivane molekule izravno vezu na
povrsinu adsorbensa,

e afinitetnu — na povrsini Cvrste faze nalaze se razli¢ite funkcionalne skupine, a vezanje
nastaje zbog specificnih interakcija molekula s kemijski vezanim ligandom na povrSini
nepokretne faze,

e kromatografiju iskljuenjem — nepokretna faza je materijal s porama definiranih
dimenzija i slabo izrazenim adsorpcijskim svojstvom, a separacija se zasniva na razlici

u molekularnoj masi i obujmu.

Uobicajeno je kromatografske tehnike nazivati prema sastavu pokretne faze pa govorimo o
plinskoj i tekud¢inskoj kromatografiji te o fluidnoj kromatografiji u superkriticnim uvjetima.
Rezultat separacije prikazuje se kromatogramom koji je zapis koncentracijskog ili masenog
profila sastojaka uzoraka nakon zavrSenog procesa separacije. Polozaj mrlje ili kromatografske
krivulje na kromatogramu pomaZe u dokazivanju kvalitativnog sastava uzorka, a na temelju
povrSine kromatografske krivulje, odnosno njezine visine, moze se dobiti kvantitativna

procjena.

U ovom radu za analizu farmaceutika koriStena je tekucinska kromatografija visoke

djelotvornosti koja je danas najupotrebljivanija kromatografska metoda. [38]

2.4.1. Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti
Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) razvijena je u kasnim 1960-ima.
Danas je Siroko primjenjivana separacijska metoda za analizu uzorka i za procis¢avanje u
razli¢itim podru¢jima ukljucujuéi farmaceutsku, biotehnolosku, ekolosku, polimernu i

prehrambenu industriju. [39]
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Osnovni dijelovi tekucinskog kromatografa visoke djelotvornosti su spremnici za otapala
pokretne faze, crpka, injektor, kolona i detektor (Slika 5.). Crpka ubacuje pokretnu fazu u
stupac pod visokim tlakom stalnom brzinom (0,1-10 mL/min), a uzorak se automatskim
dodavanjem unosi u sustav za injektiranje u kojoj se odrzava stalan tlak. Otapalo prolazi kroz
injektor te nosi uzorak u kolonu u kojoj je obi¢no cijev od nehrdajuceg celika, duljine 50-
250 mm, unutarnjeg promjera 2-4,6 mm, punjena ¢esticama veli¢ine 1,7-5 pm. Za dulje trajanje
kolone trebalo bi koristiti pretkolonu. [40] Prednosti HPLC metode su visekratna upotreba

kolona, automatsko unoSenje uzoraka, skra¢eno trajanje analize te pospjeSena detekcija i

kvantifikacija. [41]

uzorak [ ‘ ]
crpka injektor detektor
kolona

HPLC
otapalo

otpad
Slika 5. Shematski prikaz tekuc¢inskog kromatografa visoke djelotvornosti [42]

2.4.2. Detektor s nizom dioda
Princip rada detektora s nizom dioda prikazan je na Slici 6. Svjetlost iz deuterijeve svjetiljke
usmjerena je s prozirnom leCom tako da cijeli snop svjetla prolazi kroz detektorsku celiju na
holografsku resetku. Na taj na¢in se uzorak podvrgava svjetlu svih valnih duljina koje generira
svjetiljka. RasprSena svjetlost iz reSetke usmjerena je na niz dioda. Niz moze sadrzavati stotine
dioda 1 izlaz iz svake diode je raCunalo, a podaci su spremljeni na tvrdi disk. Spektar otopljene
tvari moze se dobiti tako da se otvori iz memorije izlaz za svaku diodu odnosno da dobijemo
krivulju koja povezuje apsorpciju s valnom duljinom. Nedostatak ovog tipa detektora je to §to

je njegova rezolucija ograni¢ena brojem dioda koje se nalaze u nizu dioda. [40]

akromatska detektorska redetka

Slika 6. Shematski prikaz rada detektora s nizom dioda [43]
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2.4.3. Pregled literature za istraZivane farmaceutike

Prije pocetka eksperimentalnog dijela rada pretrazena je literatura unatrag 25 godina kako bi se

uvidjeli optimalni uvjeti pripreme uzoraka i metode odredivanja ispitivanih farmaceutika.

Pregled literature prikazan je u Tablici 3.

Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike

Cefdinir (antibiotik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. Ref.
- Uzorak  cefdinira  otopljen u | UV Tosoh TSKgel citrat (33 mM): 1996. [44]
fosfatnom puferu (0,1 M, pH 7,0) i | 1=254nm | ODS-80Tm fosfatni pufer (pH
razrijeden do 0,5 mg/mL. (75 mm x 4,6 2,0):metanol-
mm, 5 pm) dioksan (36:4:1,
viviv), 25 °C,
protok namjesten
da vrijeme
zadrzavanja
cefdinira bude 4
minute
- 100 mg cefdinira otopljeno u [ RP-HPLC Purospher STAR | fosfatni pufer 2009. | [45]
mobilnoj fazi u odmjernoj tikvici od | UV/Vid RP18 (pH 7,2):metanol
100 mL. A= 285nm | (250 mm x (55:45, viv),
4,6 mm, 5 pm) 25 °C,
1,0 mL/min
Ljudska Uzorak tretiran sa 600 pL etanola, | RP- Supelco metanol: 2011. [46]
plazma acetonitrila, metanola, 6 %-tne | HPLC/UV | Discovery HS acetonitril
trikloroctene kiseline i/ili njihovim | 1 =285nm | C18 kolona (50:50, viv),
kombinacijama, mijeSan 5 min, (150 mm x 0,05 %
centrifugiran 10 min pri 2500 x g na 4,6 mm, 5 pm), trifluoroctena
4°C. pretkolona kiselina
Perkin Elmer (19:81, viv),
C18 (30 mm x 50 °C,
4,6 mm, 10 um) | 2,0 mL/min
- Cefdinir  otopljen u  otopini | DAD Waters RP fosforna kiselina 2011. [47]
metanol:acetonitril A=286 nm | Spherisorb C18 (pH 3,0):
(4:1, wv:v). Dobivena otopina (250 mm x acetonitril:
filtrirana kroz Nylon filter (veli¢ina 4,6 mm, 5 pm) metanol (13:5:2,
pora 0,45 pum). VivIv), 25 °C,
1,0 mL/min
Dinar 125, | Usitnjenoj tableti Dinar 125 mase | DAD Chromolith metanol:25 mM 2012. [48]
Adwia koja je ekvivalentna 100 mg | A=214nm | Performance RP- | kalijev
cefdinira dodano 100 mL otopine 18e dihidrogenfosfat
kalijevog dihidrogenfosfata (pH (2100 mm x (20:90, viv,
6,8). Otopina stavljena u 4,6 mm, 2pum) pH 3,0),

ultrazvuénu kupelj na 10 minuta i
nakon toga filtrirana.

40 °C, 5,0 mL/min
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak I)

Nitrofurantoin (antibiotik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. Ref.
- 100 mL vode centrifugirano pri | UV/Vid, Luna acetonitril: 2007. [49]

3500 x g tijekom 10 minuta. 50 mL | A =376 nm, Phenomenex 0,01 M natrijev

uzorka ekstrahirano SPE kolonom | PAD, C18 acetat (pH 6,0),

(optimalni uvjeti SPE C18 500 | 4 =250-400 (250 mm x (250:750, v/v),

mg/3mL i kartu$e kondicionirane | nm 4,6 mm, 5 pm) | 1,0 mL/min

3mL metanola i 3 mL vode). Luna

Nitrofurani eluirani s 5 mL metanola | LC-MS/MS Phenylhexyl acetonitril:

i upareni do suha pri 45 °C u struji (150 mm x 2,1 | amonijev acetat

dusika. Ostaci otopljeni mobilnom mm, 3 pm) (pH 6,0),

fazom te analizirani. (300:700, v/v),

0,15 mL/min

Ljudska Alikvotima od 100 pL plazme | LC-MS/MS Thermo acetonitril 2013. [50]
plazma dodano je 150 pL radne otopine Scientific BDS | (0,25 mmol/L):

(1000 ng/mL) i 25 pL otopine Hypersil C18 amonijev acetat

amonijevog acetata (10 mmol/L). (100 mm x 4,6 | (60:40, v/v),

Kartuse kondicionirane s 1,0 mL mm, 5,0 pm) 4 °C,

metanola te 1,0 mL deionizirane 0,5 mL/min

vode i centrifugirane nakon svakog

koraka na 1 minutu pri 1811 x g.

Uzorci plazme takoder centrifugirani

pri 1811 x g na 2 minute. Ispiranje

provedeno s 1.0 mL deionizirane

vode. Injektirano 5,0 pL.
- Standardna otopina pripremljena je | UV L1 acetonitril: 2013. [51]

otapanjem 0,0025 g nitrofurantoina | A =254 nm (250 mm x 4,6 | kalijev

u 10 mL dimetilformamida u mm, 5,0 pm) dihidrogenfosfat

odmjernoj tikvici od 100 mL.
Razrjedenjem pripremljene otopine
u rasponu koncentracija 5-25 ppm.
Fosfatni  pufer  pripremljen je
otapanjem 6,8 g  kalijevog
dihidrogenfosfata u 500 mL
deionizirane vode i 30 mL 0,1 M
NaOH (pH namjesten na 7,0).

(pH 3,3),
(30:70, viv),
1,0 mL/min
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak I1)

Metoklopramid (antiemetik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. Ref.
Pse¢a krv i | 5,0 mL uzorka plazme (krv i urin) | UV silikagel M131 | metanol:kloroform | 1997. [52]
ljudski urin pomijesano s 9,0 mL vode i 1,0 | 1=280nm [ (150 mm X :amonijev

mL 500 ng/mL standarda. Dodano 0,5 mm) hidroksid konc.

2,0 mL koncentriranog (70:30:0,5)

amonijevog hidroksida. Smjesa 25 °C, 2,0 mL/min

ekstrahirana dva puta s 10,0 mL

kloroforma. Kloroform uklonjen s

5,0 mL 0,5 M HCI. Organska faza

uklonjena nakon centrifugiranja.

Vodena faza zaluzena.

Metoklopramid  ekstrahiran s

50mL kloroforma. Dobivena

smjesa uparena, dodano 100 pL

kloroforma.
Ljudska Uzorak plazme (0,4 mL) stavljen | LC-MS Thermo 40 mM amonijev 2010. [53]
plazma je u kivetu od 2,0 mL. Alikvoti od Hypersil- acetat (pH 3,5):

50 uL standardne  otopine Hypurity C18 metanol:acetonitril

prazosina (50 ng/mL) dodani (150 mm x (75:5:20),

svakom uzorku plazme te mijeSani 2,1 mm, 5 pm) | 200-250 °C,

elektricnom mjesalicom. Plazma 1,5-10 mL/min

zatim zaluZzena dodavanjem 100
pL otopine NaOH (1 M). Nakon
30 sekundi mijeSanja smjesa
ekstrahirana 1 mL etil acetata,
mijesana 3 minute te
centrifugirana na 14,000 okr/min
tijekom 5 minuta. Organski sloj
uparen do suha pod strujom dusika
(45 °C), ostatak otopljen u 50 pL
pokretne faze, 5 uL injektirano.
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak I11)

Albendazol (antihelmintik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. Ref.
- 15 mL standardne  otopine | UV Nucleodur C18 acetonitril: 2008. [54]
albendazola i 15 mL standardne | 1=245nm | RP metanol:voda,
otopine ivermektina stavljeno je u (250 mm x (60:30:10,
odmjernu tikvicu od 100 mL te 4,6 mm, 5,0 pum) | VIVIV),
nadopunjeno  smjesom  otapala 1,8 mL/min
kloroform:metanol (70:30, v/v).
- Po deset tableta pojedinog lijeka | UV Nucleosil C8 A: 85%-tna 2011. [55]
smrvljeno je u prah. 50 mg | A=254nm | (250 mm x fosforna
albendazola (Zentel) i ostalih 4,6 mm, 5,0 um) | kiselina:voda:
lijekova izvagano je i prebafeno u acetonitril,
odmjernu tikvicu od 100 mL te (0,05:75:25,
nadopunjeno metanolom. VIVIV),
Smjesa filtrirana 0,45 pm-tarskim B: 85%-tna
filterom. 5 mL pojedinog filtriranog fosforna
uzorka razrijedeno je na 25 mL kiselina:voda:ac
mobilnom fazom B. etonitril,
(0,05:50:50,
VIVIv),
pH 4,5 za obje
faze namjesten
15 %-tnom
otopinom NaOH
- 25 mg pojedinog lijeka izvagano je i | UV/Vid Spinco Biotech acetonitril:voda | 2014. [56]
prebaceno u odmjernu tikvicu od 25 | 2=225nm | (250 mm x 4,6 (60:40, viv),
mL. Dodano je 15 mL metanola i mm, 5,0 wm) pH 3,2

otopina je stavljena u ultrazvuénu
kupelj na 15 minuta.

Konacna koncentracija standardne
otopine bila je 1000 pg/mL. Radna
otopina pripremljena je od 2,5 mL
standardne otopine u odmjernoj
tikvici od 25 mL te nadopunjena
metanolom kako bi se postigla
koncentracija od 100 pg/mL.

namjesten 10 %-
tnom fosfornom
kiselinom,

1,0 mL/min
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak 1V)

Febantel (antihelmintik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza | God. Ref.
Janje¢a plazma | U 2 mL plazme i 1 pg albendazola | UV Nucleosil 5 43 % 1993. [57]
dodano je 200 pL amonijevog | 4 =292 nm C18 acetonitrila i
hidroksida i postignuta je pH (100 mm x 57 % octene
vrijednost 11. Nakon dodatka 0,2 g 13 mm, 5 mm) | kiseline (1 %-
natrijevog klorida i 5 mL dietil- tna),
etera, smjesa je ekstrahirana 0,9 mL/min
mijeSanjem (15 minuta) te je
sakupljeno 4 mL seruma.
Ekstrakcija ponovljena i narednih
5 mL dodano je prethodno
sakupljenim 4 mL seruma, koji je
zatim osusen pod strujom dusika
na sobnoj temperaturi. Osu$eni
ostatak otopljen u 60 uL metanola
u ultrazvuénoj kupelji tijekom
2 minute. 20 pL direktno je
injektirano u HPLC uredaj.
- Standardne  otopine  pojedinog | HPLC- Waters Xbridge | voda:acetonitril | 2013. [58]
farmaceutika koncentracije | MS/MS C8 kolona (15:85, viv), uz
1 mg/mL pripremljene su zasebno (50 mm x dodatak 0,1 %-
koriste¢i ~ smjesu  acetonitril: 2,1 mm, 5 um), | tne mravlje
metanol  (50:50, v/v). Radne Waters kiseline i
otopine filtrirane su kroz filtere od XBridge C8 3 mmol/L
polivinilidenfluorida. pretkolona amonijevog
Po 20 tableta  pojedinog (10 mm x formijata,
farmaceutika smrvljeno je, vagano 2,1 mm, 5 um), | 20 °C,
te prebaceno u odmjernu tikvicu 200 pL/min

od 50 mL. 25 mL standardne
otopine dodano je te su uzorci
postavljeni u ultrazvuénu kupelj na
10 minuta (30 okr/min). Uzorci su
filtrirani kroz filter papir (veli¢ina
pora 0,28 um) prije injektiranja.
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak V)

Prazikvantel (antihelmintik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. Ref.
- 25 mg pojedinog lijeka izvagano je | UV/Vid Spinco Biotech acetonitril:voda 2014. [59]
i prebaceno u odmjernu tikvicu od | 21 =225nm | (250 mm x (60:40, v/v),
25 mL. Dodano je 15 mL metanola 4,6 mm, 5,0 pum) | pH 3,2 namjeSten
i otopina je stavljena u ultrazvucnu 10 %-tnom
kupelj na 15 minuta. Konacna fosfornom
koncentracija standardne otopine kiselinom,
bila je 1000 pg/mL. Radna otopina 1,0 mL/min
pripremljena je od 25 mL
standardne otopine u odmijernoj
tikvici od 25 mL te nadopunjena
metanolom kako bi se postigla
koncentracija od 100 pg/mL.
- Standardna otopina pripremljena je | RP- Caltrex Al, acetonitril:25 mM | 2017. [60]
otapanjem 100 mg prazikvantela u [ HPLC/UV | Kromasil Si amonijev acetat
smjesi acetonitril:voda (1:1, viv) u [ A=210nm | (125 mm X (40:60, viv), 30
odmjernoj tikvici od 100 mL. 4,0 mm, 5 pm) °C,
10 tableta  Distocid 600 mg 1,0 mL/min

izvagane su i smrvljene u fini prah.
Masi praha ekvivalentoj jednoj
tableti dodano je 250 mL smjese
acetonitril:voda (1:1, v/v).

Smjesa je postavljena u ultrazvuc¢nu
kupelj na 10 minuta te filtrirana.
Prvih 10 mL otopine je odbaceno, a
narednih 2 mL razrijedeno je na
100 mL istom smjesom otapala.
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Tablica 3. Pregled literature za ispitivane farmaceutike (nastavak V1)

Hidroksiklorokin (kemoterapeutik)

Uzorak Priprava uzorka Detektor Kolona Pokretna faza God. | Ref.
Krviplazma | Uzorci krvi centrifugirani s natrij [ UV/Vid Chiral-AGP 0,03 M fosfatni 1992. | [61]
heparinom kao antikoagulantom na | 2 =320 nm | kolona pufer (pH 7,0):
1000 x g na 10 minuta. Plazmi (150 mm x etanol:acetonitril
dodano 0,5 mL 5 M NaOH i 100 pL 4,6 mm, 5 pm), (79:20:1, viviv)
standardne otopine (klorokin Regis AGP 25 °C, 0,9 mL/min
0,01 mg/mL u metanolu). Zatim pretkolona
dodano 5 mL otopine heksan:
dietileter (1:1, v:v). Dobivene
otopine mijeSane te centrifugirane
na 1000 x g 10 minuta.
Urin 1 mL urina dodano 0,5 mL 5 M | UV/Vid Chiral-AGP 0,03 M fosfatni 1993. | [62]
NaOH i 100 pL standardne otopine | A =320 nm | (150 mm X pufer (pH 7,0):
(klorokin 0,01 mg/mL u metanolu), 4,6 mm, 5 pm) etanol:acetonitril
a zatim 6 mL dietiletera. Otopina kolona, (79:20:1, viviv)
mijeSana 1 minutu te centrifugirana Regis AGP 25 °C, 0,9 mL/min
(1750 x g na 10 minuta). pretkolona
Mikrosomi Svaki uzorak sastoji se od 500 pL [ UV/Vid Chiralpak AD- heksan:izopropanol | 2009. | [63]
jetre Stakora | mikrosomalne frakcije, 240 pL of | A1=343nm | RH (92:8, viv) i 0,1 %
kalijevog fosfata (100 mmol/L, pH (150 mm x dietilamin,
7,4) i 10 pL standardne otopine 4,6 mm, 5 pm) 25°C
hidroksiklorokina.
Uzorci za analizu na HPLC-u
pripremaju se ekstrakcijom tekuce-
tekuce s kloroformom.
Krv 100 uL uzorka krvi pomijesano sa | LC-MS/MS | HypersilGold aQ | metanol zakiseljen | 2014. | [64]

100 Ml kalibracijske otopine i s
400 uL  standardne otopine
hidroksiklorokina (75 pg/mL u
metanolu).  Centrifugiranje  na
10 min (13,000 okr/min) na 4 °C.
100 pL nastale otopine pomijeSano
sa 100 pL vode zakiseljene
mravljom kiselinom (0,5 %).

(Thermo Fisher
Scientific)

(50 mm x 3 mm,
3 pm)

s 0,1 % mravljom
kiselinom, 10 °C,
0,5 mL/min
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Materijali
3.1.1. Sediment [65]

Postupak ekstrakcije farmaceutika napravljen je na uzorcima sedimenta iz mjesta Kupirovo
(Licko-senjska Zupanija). Mehanic¢ki sastav sedimenta prikazan je u Tablici 4. Sediment je
okarakteriziran kao pjeskovita ilovaca.

Tablica 4. Mehani¢ki sastav sedimenta

% krupni pijesak | % (prah, glina) | % glina % prah % sitni pijesak TEKSTURA TLA

10,20 0,70 0,55 0,15 89,30 pjeskovita ilovaca

Higroskopnost sedimenta, odredena po Mitscherlichu!, prikazana je u Tablici 5. Teksturna oznaka
sedimenta je pijesak.

Tablica 5. Higroskopnost sedimenta po Mitscherlichu

Uzorak Masa prazne Petrijevka + Petrijevka + uzorak % Hy
petrijevke / g uzorak / g nakon 24 h susenja / g

Sediment 1 56,4286 61,4291 61,263 3,43

Sediment 2 36,7344 41,7350 41,5721 3,37

Sediment 3 65,4151 70,4150 70,2475 3,47

Na temelju rezultata prikazanih u Tablici 6 moze se zakljuéiti da je ispitivani sediment
neutralnog do bazi¢nog karaktera.

Tablica 6. pH reakcije sedimenta

Uzorak pH Klasifikacija sedimenta
Sediment, 6,93 6,93 6,93 neutralni sediment
KCI, neprosijano

Sediment, 7,06 7,07 7,07 neutralni sediment
KCI, prosijano

Sediment, 8,19 8,19 8,19 baziéni sediment

H0, neprosijano

Sediment, 8,01 8,02 8,02 baziéni sediment

H-0, prosijano

Prema rezultatima prikazanim u Tablici 7 zakljucuje se da je suma baza sposobnih za
zamjenu vrlo visoka, maksimalni adsorpcijski kapacitet za baze takoder vrlo visok, a

stupanj zasi¢enosti adsorpcijskog kompleksa izrazito visok.

! Eilhard Mitscherlich (Wilhelmshaven, 1794. — Schéneberg, 1863.), njemacki kemicar
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Tablica 7. Kapacitet i stanje zasi¢enosti adsorpcijskog kompleksa

Sediment Suma baza sposobnih Maksimalni Stupanj zasi¢enosti
za zamjenu (S), adsorpcijski adsorpcijskog kompleksa
mmol/100 g tla kapacitet za baze (T), | bazama (V), %
mmol/100 g tla
49,70 50,03 99,34
Klasifikacija Vrlo visoka Vrlo visoka Vrlo visoka

Udio humusa u sedimentu odreden je metodom po Kochmanu, a prema dobivenim rezultatima

udjela humusa od 1,31 %, rije¢ je 0 slabo humoznom sedimentu.

Odredivanjem karbonata ustanovljeno je da uzorak sedimenta sadrzi znacajan udio karbonata,

Sto je 1 karakteristika sedimenata s pH-vrijednostima veé¢im od 7 (Tablica 8.).

Tablica 8. Odredivanje karbonata

Uzorak V(NaOH)/mL % CaCO3
Sediment 37,0 25,62
Slijepa proba 49,8 -

3.1.2. Kemikalije

U Tablici 9 navedene su kemikalije koje su koriStene u eksperimentalnom radu.

Tablica 9. Naziv, molekulske formule, ¢istoca i proizvoda¢ koristenih kemikalija

Naziv Molekulska formula | Cistoéa | Proizvoda&

1-Propanol CH3CH,CH,0OH p.a. Kemika, Hrvatska
2-Propanol CH3CH,CH>0H p.a. Kemika, Hrvatska
Aceton CH3COCH;s p.a. GRAM-MOL, Hrvatska
Acetonitril CH:CN HPLC Fisher Chemical, UK
Dietil-eter CH3CH,0OCH2CHs p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Diklormetan CH.CI; p.a. Kemika, Hrvatska
Dinatrijev-hidrogenfosfat Na;HPO, p.a. Kemika, Hrvatska
Etanol CH3CH,0OH p.a. GRAM-MOL, Hrvatska
Etil-acetat C4HgO2 p.a. GRAM-MOL, Hrvatska
Fosfatni pufer (pH 4,01) CgHsKO, p.a. Kefo, Slovenija

Fosfatni pufer (pH 7,00) KH2PO4 + NaHPO4 svjeze pripremljen
Heksan CeHia p.a. Sigma-Aldrich, SAD
Kalijev-hidrogen-ftalat (pH 4,01) CgHsKO, p.a. Kefo, Slovenija
Kloridna kiselina, 37 %-tna HCI p.a. Sigma—Aldrich, SAD
Kloroform CHCl3 p.a. Mallinckrodt Chemical, SAD
Metanol CH3OH HPLC J. T. Baker, Nizozemska
Metanol CH3OH HPLC Sigma—Aldrich, SAD
Natrijev hidroksid NaOH p.a. GRAM-MOL, Hrvatska
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3.1.3. Farmaceutici

U eksperimentalnom radu koriStena je smjesa od ukupno sedam farmaceutika. Fizikalno-

kemijske karakteristike navedenih farmaceutika prikazane su u Tablici 10.

Tablica 10. Fizikalno-kemijske karakteristike ispitivanih farmaceutika

Molarna

Farmaceutik CAS broj | Molekulska struktura masa, g/mol | Proizvoda¢ | Konstante
Albendazol 54965-21-8 Y'f”’ 265,33 Veterina Log Kow = 265,33
[C12H15N30,8] - /QLH\'(NH 99 % S (mg/L) = 3,14
(antihelmintik) T~ pKa = 40,76

Sigma-

(0]
Cefdinir 91832-40-5 C-OH 395,41 Aldrich Log Kow = 1,47
HzN\’/S 0© N)\j/cmcm
[C14H13N50sS:] N'JYLH\T_HES >95% | S(mglL)=180,1
(antibiotik) N-on pKa = 3,20; 7,45
Febantel 58306-30-2 HacojiNH o ooH, 446,48 Veterina Log Kow = 1,95
[CaoH22N406S] @S Q”:Nr:(“o% >99 % S (mg/L) = 33,92
(antihelmintik) o pKa=9,48
- Sigma-
Hidroksiklorokin 118-42-3 H 335,87 Aldrich Log Kow = 3,03
NY\/\N/\/OH
[C1sH26CIN50] N CHy - >95% S (mg/L) = 197,6
3

(kemoterapeutik) pKa.=7,28; 9,76

Sigma-
Metoklopramid 364-62-5 0 (CHG 299,80 Aldrich Log Kow = 1,69
[C14H22CIN3O2] Cljijiu\ﬁ/\/NVCHs >95 % S (mg/L) = 71,25
(antiemetik) kil QCHg pKa=9,04

A\ Acros
Nitrofurantoin 67-20-9 I o~ NO: 238,16 Organics Log Kow = -0,17
_N
[CsHoN4Os] v 98% S (mglL) = 1382
o] o]

(antibiotik) N pKa = 9,23
Prazikvantel 55268-74-1 S ENJgo 312,41 Veterina, Log Kow = 2,42
[C19H24N207] >99 % S (mg/L) = 88,38

(antihelmintik)

pKa=-
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3.2. Instrumenti, uredaji i pribor

3.2.1. Analiticka vaga
Za vaganje farmaceutika i sedimenta koriStena je analiticka vaga Mettler Toledo, AB104,

Svicarska, prikazana na Slici 7.

Slika 7. Analiti¢ka vaga Mettler Toledo, AB104, Svicarska

3.2.2. pH-metar
Prilikom namjesStanja pH vrijednosti koristen je pH-metar Mettler Toledo, Seven Easy,
Svicarska (Slika 8.).

Slika 8. pH metar Mettler Toledo, Seven Easy, Svicarska [66]
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3.2.3. Muckalica

Spikani sediment usitnio se koristenjem tarionika i tu¢ka (Slika 9.), a nakon dodatka
odredenog otapala, za ekstrakciju kemoterapeutika iz sedimenta koriStena je muckalica IKA,

KS 3000i control, Njemacka (Slika 10.).

Slika 9. Usitnjavanje Spikanog sedimenta u tarioniku

Slika 10. Muckalica IKA, KS 3000i control, Njemacka [67]

3.2.4. Filtriranje
Nakon muckanja, za filtriranje dobivene smjese, koristene su $price volumena 5 mL, Becton
Dickinson, BD Discardit Il, Indija (Slika 11.), igle Becton Dickinson BD Microlance 3, Indija

te najlonski filteri, FilterBio, Labex Ltd., Kina (Slika 12.), veli¢ina pora 45 um i promjera
25 mm.

Slika 11. Sprica od 5 mL, Becton Dickinson BD Discardit II, Indija [68]
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Slika 12. Filteri za Sprice, FilterBio, Labex Ltd., Kina [69]

3.2.5. Laboratorijski rotacijski uparivaé
Za uparavanje smjese koristen je rotavapor BUCHI R-114, Svicarska (Slika 13.). Temperatura
vodene kupelji za uparavanje (BUCHI Waterbath B-480, Svicarska) je 40 °C.

Slika 13. Rotavapor BUCHI R-114, Svicarska i vodena kupelj BUCHI Waterbath B-480,
Svicarska [70]

3.2.6. Tekucéinski kromatograf visoke djelotvornosti (HPLC)
Nakon ekstrakcije uzorci su analizirani tekuéinskim kromatografom visoke djelotvornosti
Varian ProStar 500, Sjedinjene Americke Drzave, prikazanom na Slici 14. Instrument se sastoji
od ProStar 330 detektora s nizom dioda (DAD), ProStar 230 tercijarne pumpe, ProStar 410
uredaja za automatsko dodavanje uzoraka, ProStar 500 termostatiranog drzaca kolone, boce za
pokretnu fazu, boce za otpad i osobnog racunala s programom STAR 5.2. preko kojeg se
upravlja HPLC-om, prikuplja i obraduje podatke. Za analizu je koriStena kolona InertSustain

C18 (GL Sciences, Japan). Dimenzije kolone su 250 mm x 4,6 mm, a veli¢ina zrnaca je 5 um.
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Slika 14. Tekucinski kromatograf visoke djelotvornosti, Varian ProStar 500, SAD

3.3. Metode rada

3.3.1. Priprava standardne otopine kemoterapeutika
Standardna otopina smjese kemoterapeutika pripremljena je vaganjem 5mg pojedinog
kemoterapeutika. Smjesa se otopila metanolom HPLC ¢&isto¢e u tikvici od 100 mL.

Pripremljena otopina ¢uvana je u hladnjaku na temperaturi od 4 °C.

3.3.2. Priprava Spikanog sedimenta
U posudici za vaganje, izvagano je 5 grama usitnjenog sedimenta. Trbusastom pipetom dodano
je 5mL standardne otopine smjese kemoterapeutika, a zatim graduiranom pipetom 7 mL
metanola HPLC Ccisto¢e. Dobivena smjesa lagano se mijes$ala kruznim pokretima, kako bi se

homogenizirala. Smjesa je susena na sobnoj temperaturi (25 °C) najmanje 24 h.

3.3.3. Ekstrakcija muc¢kanjem
Nakon $to se osusio, Spikani sediment vagan je u pojedinoj bocici. U svaku bocicu, trbusastom
pipetom, dodano je 3 mL odredenog otapala. Za pojedino otapalo ili smjesu otapala radena su
tri ponavljanja, uz slijepu probu. Uzorci su muckani 30 minuta, 200 okr/min, na 30 °C.
Odjeljivanje je provedeno koristenjem 5-mililitarskih $prica. Iglom je uklonjena tekuca faza,

igla je odstranjena, stavljen je filter te je tekuca faza filtrirana u tikvicu s okruglim dnom.

3.3.4. Uparavanje uzorka
Tikvica s okruglim dnom ucvrs¢ena je na dno hladila na rotavaporu. Uzorci su upareni na
temperaturi od 40 °C nekoliko minuta, ovisno o otapalu ili kombinaciji otapala. U tikvicu s
okruglim dnom u kojoj se nalazio suhi ostatak, dodano je pipetom 1 mL metanola HPLC
Cistoce. Tikvica se rucno rotirala, uvijek isti broj ponavljanja te se sadrzaj tikvice prelio u

vijalicu.
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3.3.5. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti
Kvantifikacija i identifikacija farmaceutika u ekstraktima provedena je tekuéinskom
kromatografijom visoke djelotvornosti. Volumen injektiranja je 30 uL, tlak 20-25 atm,
temperatura 20-25°C. Analizirana je standardna otopina farmaceutika, slijepa proba
(ekstrahiran sediment koji nije Spikan standardnom smjesom farmaceutika) i ekstrakti.
Standardna smjesa farmaceutika injektirana je Sest puta, slijepa proba jedanput te ekstrakti tri
puta. Prije i nakon analize uzoraka kolona se pere 65 %-tnim acetonitrilom jedan sat protokom
od 0,5 mL/min. Volumen injektiranja acetonitrila je 10 uL. Pokretna faza sastoji se od eluensa
A (0,01 % mravlje kiseline u vodi) i eluensa B (0,01 % mravlje kiseline u acetonitrilu). Sastav
pokretne faze tijekom snimanja kromatograma na HPLC-DAD kromatografskom sustavu

prikazan je u Tablici 11. Brzina protoka pokretne faze je 0,5 mL/min.

Tablica 11. Gradijent pokretne faze koristen u HPLC-DAD analizama

tr, Min protok, A, % B, %
mL/min
0,00 0,5 100
2,30 0,5 92
6,00 0,5 90 10
11,00 0,5 70 30
15,00 0,5 40 60
18,00 0,5 5 95
28,00 0,5 5 95
28,06 0,5 100
30,00 0,5 100

Kromatogrami na HPLC-DAD kromatografskom sustavu snimani su na dvije valne duljine,
210 i 370 nm. Iz snimljenih kromatograma ocitane su povrsine farmaceutika iz standardne
otopine i uzoraka dobivenih $pikanjem sedimenta. Na temelju oc¢itanih povrSina izracunato je
iskoriStenje ekstrakcije kao omjer povrsine kromatografske krivulje analita u ekstraktu (Ai,g) i

povrSine kromatografske krivulje analita u standardu (Ai,stp) kako je prikazano jednadZzbom

():

1/% = (-22) x 100 )

Ai,STD
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4. REZULTATI | RASPRAVA

31



Cilj ovog rada je ekstrakcija kemoterapeutika iz sedimenta. Metoda muckanja odabrana je kao
ekstrakcijska metoda zbog jednostavnosti, brzine i povoljne cijene. Ispitivao se utjecaj otapala,

mase uzorka, vremena ekstrakcije i pH vrijednosti na iskoristenje ekstrakcije.

4.1. Kromatografsko odredivanje farmaceutika
Otapala za ekstrakciju i valne duljine za snimanje kemoterapeutika odabrane su na temelju
ranijih istrazivanja (Tablica 3.). Za lakSu identifikaciju kemoterapeutika koriSteni su
apsorpcijski spektri svakog kemoterapeutika koji su snimljeni na UV/Vid spektrofotometru
Perkin Elmer, Lambda 35 u diplomskom radu J. Per¢i¢ [65]. Pri detekciji kemoterapeutika uz
apsorpcijske spektre koriStena su i vremena zadrzavanja koja su prikazana u Tablici 12 zajedno

s valnim duljinama pri kojima su o¢itavane povrsine kromatografskih krivulja.

Tablica 12. Kvalitativni parametri za detekciju ispitivanih farmaceutika na kromatogramima
dobivenim HPLC-DAD sustavom

Kemoterapeutik Z,nm | tr, Min
Cefdinir 210 20,280
Nitrofurantoin 370 20,813
Metoklopramid 210 19,427
Albendazol 210 23,000
Febantel 210 25,560
Prazikvantel 210 24,387
Hidroksiklorokin 210 17,240

Na temelju ocitanih rezultata (povrSina kromatografskih krivulja za standardnu smjesu otopine
farmaceutika te povrSina kromatografskih krivulja ekstrahiranih kemoterapeutika iz uzoraka

sedimenta muckanjem) izraunata su iskoristenja ekstrakcije prema jednadzbi (1).

4.2. Optimizacija metode
Optimizacija ekstrakcije metodom muckanja s ciljem dobivanja §to vecih iskoriStenja
ekstrakcije kroz ukupno 11 eksperimenata provedena je obzirom na ekstrakcijsko otapalo, masu
uzorka, vrijeme trajanja ekstrakcije te utjecaja pH vrijednosti. Svi eksperimenti izvedeni su s tri

paralelna uzorka i slijepom probom.
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4.2.1. Utjecaj otapala

Prvim eksperimentom ispitan je utjecaj 12 Ccistih otapala. Prema pretrazenoj literaturi
(Tablica 3.) i diplomskom radu J. Perci¢ [65] odabrana su sljedeca otapala: metanol (MeOH),
etanol (EtOH), 1-propanol (1-PrOH), 2—propanol (2-PrOH), acetonitril (ACN), heksan (HEK),
kloroform (KLO), voda (H20), etil-acetat (EtAc), diklormetan (DCM), dietil-eter (DEE) i
aceton (ACO).

U eksperimentu je Spikano 5 g sedimenta s 5 mL standardne otopine smjese farmaceutika te
7 mL metanola radi bolje homogenizacije. Ekstrakcija muckanjem napravljena je pri 30 °C,

30 minuta i 200 okr/min. Rezultati ekstrakcije s ¢istim otapalima prikazani su na Slici 15.
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Slika 15. Iskoristenje ekstrakcije s ¢istim otapalima s 0,3 grama uzorka

Najboljim ¢istim otapalom pokazao se metanol koji je uspio ekstrahirati veé¢inu farmaceutika
osim cefdinira i hidroksiklorokina te aceton (nije ekstrahirao cefdinir, hidroksiklorokin i
metoklopramid). Kao dobra ekstrakcijska otapala za antihelmintike pokazali su se etanol, 1-
propanol i acetonitril s iskoriStenjem oko 20 %. Najlosijim otapalom pokazao se heksan koji je
ekstrahirao samo albendazol.

Na temelju rezultata prvog eksperimenta odabrani su dvokomponentni sustavi otapala za
daljnje eksperimente: metanol:acetonitril, (1:1) (Slika 16.), aceton:metanol (Slika 20.) i
aceton:acetonitril (Slika 20.) te prema diplomskom radu A. Covié sustav metanol:voda, (1:1)
(Slika 16.). [71]

U drugom eksperimentu (Slika 16.) ekstrakcija je provedena upravo sa sustavima
metanol:voda, (1:1) i metanol:acetonitril, (1:1) te metanol:pufer (pH 4), (1:1) i metanol:pufer
(pH 7), (1:1). Sustavi s puferom pH vrijednosti 4 i 7 odabrani su na temelju pretrage literature

za cefdinir. [44-48] Nijednim sustavom nisu ekstrahirani svi farmaceutici. Sustav metanol:voda
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(1:1) pokazao je nesto loSije rezultate u odnosu na Cisti metanol. Sustavom metanol:acetonitril
(1:1) nije detektiran jedino hidroksiklorokin, dok je iskoriStenje ekstrakcije na cefdiniru
iznosilo oko 11 %. Sustav metanol:pufer (pH 7), (1:1) dao je bolje rezultate u odnosu na sustav

s puferom pH vrijednosti 4, ali oni su i dalje nezadovoljavajuci.
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Slika 16. Iskoristenje ekstrakcije u sustavima metanol:voda, (1:1), metanol:acetonitril, (1:1),
metanol:pufer (pH 4), (1:1) i metanol:pufer (pH 7), (1:1) s 0,3 grama uzorka

Tre¢im eksperimentom pokusao se utvrditi utjecaj udjela metanola odnosno acetonitrila
(Slika 17.) na iskoristenje ekstrakcije. Koristeni omjeri su: 1:1, 4:1 i 1:4. Medutim, utvrdeno je

da udio pojedine komponente kod ovih sustava ne utjece na iskoristenje ekstrakcije.
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Slika 17. Iskoristenje ekstrakcije u sustavu metanol:acetonitril u omjerima 1:1, 4:1, 1:4 i

sustavu metanol:voda, (4:1) s 0,3 grama uzorka
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Takoder, provedena je ekstrakcija sustavom metanol:voda, (4:1), (Slika 17.). Usporedbom tog
sustava i sustava metanol:voda, (1:1), (Slika 16.) uocljivo je da je sustav s omjerom 4:1 nesto
bolji jer je uspjesno ekstrahiran hidroksiklorokin te je iskoriStenje na cefdiniru oko dva puta

vece. Sto se tice iskoriStenja na antihelminticima, nema znacajne razlike.

U Cetvrtom eksperimentu prikazanom na Slici 18 koristen je sustav s tri otapala: metanol,
acetonitril i voda u omjerima: 1:1:1, 3:1:1, 1:3:1 i 1:1:3. Prva tri sustava pokazuju priblizno
jednaka iskoristenja, dok je u sustavu s omjerom 1:1:3 iskoriStenje ekstrakcije dva do Cetiri
puta manje u odnosu na prva tri. Takvo ponasanje je ocekivano jer se voda pokazala vrlo losa
kao cisto otapalo. Nijedan od navedenih sustava nije ekstrahirao hidroksiklorokin, dok su
cefdinir i metoklopramid jedva detektirani. IskoriStenje na metoklopramidu u sustavu

metanol:acetonitril:voda, (3:1:1), iznosi oko 6 %.
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Slika 18. Iskoristenje ekstrakcije u sustavu metanol:acetonitril:voda u omjerima 1:1:1, 3:1:1,
1:3:11i1:1:3 50,3 grama uzorka

Na Slici 19 prikazan je peti eksperiment. Sustavima metanol:heksan u svim omjerima
postignuta je ekstrakcija svih farmaceutika. IskoriStenje u sustavu 50:50 za antihelmintike
iznosi oko 30 % Sto predstavlja napredak u odnosu na prethodne eksperimente. Stoga je upravo
taj sustav odabran za ispitivanje utjecaja mase uzorka i vremena trajanja ekstrakcije na
iskori§tenje ekstrakcije. Sto se ti¢e sustava acetonitril:heksan, najbolja iskoristenja ostvarena su
omjerom 80:20 $to je i ocekivano. Medutim, zanimljivo je da je upravo taj sustav dao nesto
bolje rezultate od ekstrakcije acetonitrilom kao Cistim otapalom, iako je Cisti heksan uspio

ekstrahirati samo albendazol.
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Slika 19. Iskoristenje ekstrakcije u sustavima metanol:heksan i acetonitril:heksan u omjerima
20:80, 50:50 1 80:20 s 0,3 grama uzorka

MeOH:HEK 1:1 ACO:MeOH 1:1 ACO:HEK 1:1 ACO:H20 1:1 ACO:ACN 1:1
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Slika 20. Iskoristenje ekstrakcije u sustavima metanol:heksan, (1:1), aceton:metanol, (1:1),

aceton:heksan, (1:1), aceton:voda, (1:1) i aceton:acetonitril, (1:1) s 0,7 grama uzorka

Nakon §to su ispitani utjecaji vremena muckanja (Slika 22.) i mase uzorka (Slika 23.) na
iskoriStenje ekstrakcije, o ¢emu ¢e se raspraviti u iduéim poglavljima, proveden je osmi
eksperiment (Slika 20.) sa sustavima koji su ostvarili najbolje iskoristenje (metanol:heksan,
(1:1), aceton:metanol, (1:1), aceton:heksan, (1:1), aceton:voda, (1:1) i aceton:acetonitril, (1:1)),

ali s masom uzorka od 0,7 grama. Dakle, prvih Sest eksperimenata provedeno je s 0,3 grama
sedimenta.
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Najpogodniji sustav otapala za ekstrakciju antihelmintika je aceton:metanol u omjeru 1:1, a
iskoriStenje za sva tri iznosi oko 50 %. Najvece iskoriStenje koje je postignuto za nitrofurantoin
iznosi 37,25 % takoder u sustavu aceton:metanol, (1:1), dok je priblizno dobro iskoristenje
ostvareno i u sustavu aceton:acetonitril, (1:1), (36,49 %). Cefdinir i hidroksiklorokin uspjesno
su detektirani u svim sustavima otapala, ali maksimalno iskoriStenje za cefdinir iznosi oko 8 %,
dok za hidroksiklorokin ne prelazi niti 1 %. Metoklopramid je detektiran samo u sustavima

aceton:metanol, (1:1) i aceton:acetonitril, (1:1), a iskoristenje ne prelazi 4 %.

Devetim eksperimentom prikazanim na Slici 21 utvrdeno je da udio pojedine komponente
sustava otapala aceton:metanol znacajno ne utjeCe na iskoriStenje ekstrakcije, osim na
nitrofurantoin. U sustavu 4:1 iskoriStenje na nitrofurantoinu je oko 36 %, dok u sustavu s
omjerom 1:4 iznosi oko 25 %. Treba istaknuti da se aceton u prvom eksperimentu pokazao kao

nesto bolje Cisto otapalo u odnosu na metanol.
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Slika 21. IskoriStenje ekstrakcije u sustavima aceton:metanol, (4:1) i aceton:metanol, (1:4) s

0,7 grama uzorka

4.2.2. Utjecaj vremena ekstrakcije
Na temelju dobivenih rezultata za Sesti eksperiment prikazanih na Slici 22 vidljivo je da
vrijeme trajanja ekstrakcije ne utjeCe na iskoriStenje ekstrakcije. Eksperiment je proveden

sustavom otapala metanol:heksan u omjeru 1:1, pri 30, 60 1 90 minuta muckanja uzoraka.
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Slika 22. IskoriStenje ekstrakcije u sustavu metanol:heksan, (1:1) s 0,3 grama uzorka te

vremenom trajanja ekstrakcije od: 30 min, 60 min i 90 min

4.2.3. Utjecaj mase uzorka
Na Slici 23 prikazan je sedmi eksperiment kojim se ispitao utjecaj mase uzorka na iskoriStenje
ekstrakcije. Eksperiment je proveden sustavom otapala metanol:heksan u omjeru 1:1, s
0,1gram, 0,3 grama, 0,5 grama i 0,7 grama sedimenta. Najveca iskoriStenja na
antihelminticima i hidroksiklorokinu uspostavljena su sustavom s 0,7 grama sedimenta.
Nitrofurantoin i cefdinir postigli su vece iskoriStenje u sustavu s 0,3 grama, a metoklopramid u
u sustavu s 0,1 gram sedimenta. Medutim, radi se o vrlo malim razlikama (manjim od 1 %) u

odnosu na sustav s 0,7 grama, koji je stoga odabran kao najpovoljniji.
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Slika 23. IskoriStenje ekstrakcije u sustavima metanol:heksan, (1:1), S masom uzorka od:

0,1 gram, 0,3 grama, 0,5 grama i 0,7 grama
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4.2.4. Utjecaj pH vrijednosti

Cilj desetog eksperimenta, prikazanog na Slici 24, bio je utvrditi ovisnost iskoristenja

ekstrakcije o pH vrijednosti vodene faze. Medutim, dobivena iskoristenja ne prelaze 5 % te

utjecaj pH vrijednosti nije uocljiv. Deseti eksperiment je potvrda da je voda vrlo loSe ¢isto

otapalo.
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Slika 24. Iskoristenje ekstrakcije s vodom kao Cistim otapalom s 0,7 grama uzorka pri pH

vrijednostima 2, 5,719

Eksperiment prikazan na Slici 25 proveden je prije ispitivanja utjecaja mase uzorka, ali je zbog
jednostavnosti prikaza rezultata stavljen pred kraj rada. Koristen je sustav metanol:voda u
omjeru 1:1 pri pH vrijednostima 2, 7 1 9. Svi farmaceutici ostvarili su najvece iskoristenje pri

pH 9, osim metoklopramida kojemu iskoriStenje pri pH 2 iznosi oko 17 % te hidroksiklorokina

koji uopce nije detektiran ovim sustavom.
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Slika 25. Iskoristenje ekstrakcije u sustavu metanol:voda, (1:1) s 0,3 grama uzorka pri pH

vrijednostima 2, 719
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5. ZAKLJUCAK
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Cilj rada bio je optimirati postupak ekstrakcije smjese sedam farmaceutika iz sedimenta koji je

Spikan ispitivanim farmaceuticima. Provedena je metoda ekstrakcije muckanjem koja je

popra¢ena kromatografskom analizom visoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda za

smjesu farmaceutika. Ispitan je utjecaj otapala, mase uzorka, vremena ekstrakcije i pH

vrijednosti na iskoriStenje ekstrakcije.

Nakon provedenih eksperimenata moze se zakljuciti:

Obzirom na provedene eksperimente s nizom ¢istih organskih otapala utvrdeno je da se
najbolji rezultati dobivaju uporabom metanola.

Najbolji sustav otapala za ekstrakciju svih farmaceutika je metanol:heksan i sustav
aceton:metanol.

Vrijeme trajanja muckanja ne utjeCe na iskoriStenje ekstrakcije.

Povecanjem mase sedimenta povecava se iskoriStenje ekstrakcije.

Svi farmaceutici ostvarili su najveée iskoriStenje pri pH 9, osim metoklopramida
kojemu iskoriStenje pri pH 2 iznosi oko 17 % te hidroksiklorokina koji uopcée nije
detektiran.

Zbog losih rezultata obzirom na hidroksiklorokin trebalo bi ispitati druge vrste otapala i
njihove smjese ili primijeniti modernije metode ekstrakcije.

Kona¢no, ekstrakcija muckanjem nije dobra metoda za rutinsku ekstrakciju
farmaceutika iz sedimenta jer su dobivena iskoriStenja ekstrakcije vrlo mala. Za bolje
iskoriStenje ekstrakcije farmaceutika iz sedimenta trebalo bi isprobati neke od modernih

metoda ekstrakcije.
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6.3. Popis simbola i kratica

Al e — povrsina kromatografske krivulje analita iz ekstrakta

Al,stp — povrsina kromatografske krivulje analita u standardnoj otopini

atm — atmosfera, mjerna jedinica za tlak

ATP — adenozin-trifosfat

CAS — jedinstveni identifikacijski broj odredene kemijske tvari

DAD - detektor s nizom dioda (eng. Diode array detector)

GC - plinska kromatografija (eng. Gas Chromatography)

GERB — gastroezofagealna refluksna bolest

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti (eng. high performance liquid
chromatography)

| — iskoriStenje ekstrakcije

IC — ionska kromatografija (eng. ion chromatography)

Kow — Koeficijent razdjeljenja analita izmedu oktanola i vode

A —valna duljina

LC — tekucinska kromatografija (eng. liquid chromatography)

MAE - ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima (eng. microwave assisted extraction)
MS — spektrometrija masa (eng. mass spectrometry)

MSPD - ekstrakcija rasprSenjem uzorka kroz ¢vrstu fazu (eng. matrix solid phase dispersion)
pKa— negativni logaritam konstante disocijacije kiseline

RPC — kromatografija obrnutih faza (eng. reversed phase chromatography)

S — topljivost analita u vodi

SFE — ekstrakcija superkriti¢nim fluidom (eng. supercritical fluid extraction)

SPE — ekstrakcija ¢vrstom fazom (eng. solid phase extraction)

tr — vrijeme zadrzavanja otopljene komponente

UV/Vid — ultraljubi¢asto/vidljivo
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