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§ Sazetak

Lijekovi su spojevi koji se primjenjuju u humanoj i veterinarskoj medicini. Posljedica sve vece
konzumacije lijekova je njihova rastuca prisutnost u okoli$u, te su stoga razvijene razlicite
tehnike i metode analize za njihovu identifikaciju i kvantitativno odredivanje. Postupci analize
lijekova u uzorcima iz okolisa obuhvacaju odabir reprezentativnog uzorka, njegovu pripravu za
kromatografsko razdvajanje te naposljetku detekciju. Da bi se uspjesno analizirali lijekovi
prisutni u niskim koncentracijama potrebne su vrlo selektivne i osjetljive metode analize.
Analiticki postupak Cesto ukljuCuje ekstrakciju na Cvrstoj fazi nakon koje slijedi
kromatografsko odjeljivanje. Za separaciju farmaceutika farmaceutika razlic¢itih polarnosti
primjenjuje se tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti, a detekcija se provodi
tandemnom spektrometrijom masa. U navedenom spregnutom sustavu kao tehnika ionizacije

najcesce se koristi elektrorasprsenje, a nastali ioni analiziraju se trostrukim kvadrupolom.
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§1. UVOD

Farmaceutici su bioloski aktivni spojevi koji se primjenjuju za lijeCenje i sprjeCavanje bolesti
ljudi i zivotinja. Posljednjih godina sve viSe pozornosti usmjerava se na istrazivanja posljedica
prisutnosti lijekova u okolisu. Ustanovljena je potencijalna opasnost akumulacije navedenih
spojeva u ekosustavu te se stoga lijekovi smatraju novom vrstom zagadivala.’

Nakon konzumacije lijekovi i njihovi metaboliti dospijevaju u ekosustav izlu¢ivanjem, a
njihova rastuéa prisutnost zabiljeZena je ponajviSe u postrojenjima za prociS¢avanje otpadnih
voda, povrSinskim i podzemnim vodama, tlu i sedimentima. Kako su medicinske tvari
djelotovorne u niskim koncentracijama, svaka pojavnost lijekova u ekosustavu predstavlja
opasnost od njegovog nezeljenog djelovanja. Nadalje, biotickom i abiotickom razgradnjom
lijekova nastaju razgradni produkti s promijenjenim fizikalno-kemijskim svojstvima. Ovakvi

U ovome radu navedene su i opisane kromatografske tehnike i metode u analizi lijekova.
Postupak analize obuhvaca pripremu uzorka ekstrakcijom na ¢vrstoj fazi, nakon koje slijedi
izdvajanje tekucinskom kromatografijom te detekcija tandemnom spektrometrijom masa.
Primijenjene metode osjetljive su i selektivne te je njima bilo moguce odrediti niske

koncentracije lijekova u prikupljenim kompleksnim uzorcima iz okolisa.
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§ 2. LITERATURNI PEGLED

2.1. Lijekovi

Lijekovi su kemijski spojevi koji utjeCu na organizam Covjeka i njegove procese s ciljem
dijagnoze, lijecenja ili prevencije bolesti. Slozene su molekule s razli¢itim fizikalno-kemijskim
svojstvima i bioloskim uc¢incima. Nakon konzumacije, njihove aktivne supstance prolaze kroz
metabolicke procese u organizmu. Metaboli¢ki produkti izluCuju se iz organizma te
kanalizacijskim sustavima prenose u postrojenja za otpadne vode gdje podlijezu dodatnim
transformacijama. Nekompletnom obradom, lijekovi i njihovi transformacijski produkti
dospijevaju u okolis. Farmaceutski produkti detektirani su u podzemnim vodama, pitkoj vodi,
tlu i sedimentima.? Farmaceutici u vodenim ekosustavima detektirani su u rasponu veli¢ina od
nanograma do mikrograma po litri.!

Koliko dugo ¢e farmaceutici biti vezani za tlo i sedimente te kakva im je sklonost razgradnji
ovisi 0 njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima. Ukoliko podlijezu ionizaciji, ovisno o pH u
kojem se nalaze, mogu egzistirati kao neutralne ili nabijene vrste. Svojstva lijekova odreduju
njihovu fotostabilnost, adsorpcijski kapacitet, brzinu i ispiranja u vodene ekosustave.® Jednom
prisutni u okoliSu farmaceutici podlijezu biotickoj 1 abioti¢koj razgradnji. Bioti¢ki procesi
razgradnje ukljucuju razgradnju farmaceutika pod utjecajem bakterija, dok su abioticki procesi
razgradnje hidroliza i fotoliza. Efekti farmaceutika u vodenim sustavima mogu dovesti do
endokrinih poremecaja, genotoksicnosti i porasta otpornosti patogenih bakterija na antibiotike.
Stoga se sve vise isti¢e problem prisutnosti lijekova u okoliSu i to ponajvise skupina lijekova
poput analgetika, antibiotika, steroidnih hormona, lipidnih regulatora, beta-blokatora i
citostatika.?

Budu¢i da su lijekovi i njihovi metaboliti u okolisu prisutni u niskim koncentracijama
potrebne su osjetljive metode za njihovu detekciju i analizu. Vec¢ina analiza lijekova u uzorcima
iz okolisa, zbog svoje kompleksnosti i prisutnosti razliitih interferiraju¢ih elemenata, zahtjeva
korak ekstrakcije, koja znatno utjece na preciznost i tocnost analize. Ekstrakcijom na ¢vrstoj
fazi omoguceno je ukoncentriravanje niskih koncentracija analita iz vodenih uzoraka. Tehnika
je prikladna za ekstrakciju farmaceutika razli¢itih polarnosti.* Nadalje, kako postoji mnostvo

razli¢itih lijekova koji se medusobno razlikuju po strukturi i bioloskoj aktivnosti potrebne su
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metode kojima se mogu medusobno odvojiti i identificirati. U tu svrhu koristi se vezani sustav

tekuc¢inska kromatografija-tandemna spektrometrija masa.

2.2. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

Ekstrakcija je analitiCka separacijska tehnika koja se temelji na razli¢itoj razdiobi spojeva
izmedu dviju faze koje se ne mijesaju. Ekstrakcija na ¢vrstoj fazi (engl. Solid Phase Extraction,
SPE) najpogodnija je za izolaciju, ukoncentriravanje analita te uklanjanje nepozeljnih tvari iz
uzoraka pri analizi farmaceutika u slozenim uzorcima kao $to su primjerice uzorci iz okolisa ili
bioloski uzorci. Izdvajanje spojeva temelji se na njihovoj razli¢itoj polarnosti i topljivosti u
odredenom otapalu. Postupak ekstrakcije zapocinje kondicioniranjem stacionarne faze u kojem
se sorbens solvatira otapalom (najée$c¢e voda ili metanol) za efektivniju interakciju ¢vrste faze
s analitom od interesa. U slijede¢em koraku uzorak se propusta kroz kolonicu napunjenu
sorbensom pri ¢emu se analit s vefim afinitetom za Cvrstu fazu veze na sorbens, dok
interferiraju¢e prolaze kroz kolonicu bez zadrzavanja. Vezane molekule analita eluiraju se s
kolonice propustanjem malih koli¢ina odgovarajuceg otapala. Ovom tehnikom uklanjaju se
razli¢ite soli i organske molekule, ¢ime se uzorak procis¢ava, a analit ukoncentrirava. Nadalje,
nakon postupka SPE, otapalo se moze upariti te zamijeniti otapalom koje je prikladnije za
nadolaze¢i korak u kromatografskoj analizi.” Izbor sorbensa ovisi o vrsti analita. Za ekstrakciju
farmaceutika iz vodenih uzoraka najcesce se koristi Oasis HLB sorbens kojim je moguca

ekstrakcija kiselih, neutralnih i bazi¢nih analita u $irokom rasponu pH-vrijednosti.®

2.3. Kromatografija

Kromatografija je separacijska tehnika kojom se sastojci smjese odvajaju na temelju njihove
razli¢ite raspodjele izmedu dviju faza koje se ne mijesaju. Ovisno o tome je li pokretna faza
plin, tekuc¢ina ili fluid pri superkriti¢nim uvjetima razlikujemo tekuéinsku, plinsku i fluidnu
kromatografiju pri superkriticnim uvjetima. Nepokretna faza moze biti krutina ili selektivna
tekucina. Kromatografsko odvajanje analita posljedica je razlicite raspodjele sastojaka smjese
tijekom prolaska uzorka topivog u pokretnoj fazi kroz kolonu sa stacionarnom fazom. Stoga se
prema mehanizmu odvajanja sastojaka razlikuju adsorpcijska, razdjelna, ionsko-izmjenjivacka,

afinitetna i kromatografija isklju¢enjem. Adsorpcijska kromatografija temelji se na odvajanju
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komponenti zbog razli¢ite adsorpcije na Cvrstoj fazi, a razdjelna na temelju selektivne
raspodjele tvari izmedu dvije faze. Ionsko-izmjenjivacka kromatografija razdvaja sastojke
temeljem ionske interakcije nabijenih tvari iz uzorka sa stacionarnom fazom. Afinitetna
kromatografija temelji se na specificnim interakcijama sastojaka 1 stacionarne faze.
Kromatografijom isklju¢enjem sastojci smjese odjeljuju se na temelju razlike u veli¢ini Cestica
zbog Cega se neke molekule dulje zadrzavaju u porama nepokretne faze, dok neke prolaze

kolonom bez zadrzavanja.®’

2.3.1. Tekucinska kromatografija
Tekucinska kromatografija je metoda separacije u kojoj se kao pokretna faza koristi otapalo ili
smjesa otapala Odvajanje se temelji na razli¢itom afinitetu sastojaka smjese prema stacionarnoj
I mobilnoj fazi. Ovisno o tome je li nepokretna faza smjestena u koloni ili nanesena na ravnu
podlogu, razlikuju se kolonska i plosna kromatografija. U kolonskoj kromatografiji mobilna
faza pod utjecajem gravitacije ili tlaka prolazi kroz stacionarnu fazu u koloni. Razlikujemo
izokratno eluiranje, u kojem je sastav mobilne faze konstantan tijekom kromatografskog
razdvajanja, te gradijentno eluiranje u kojem se sastav mobilne faze tijekom analize mijenja.
Nakon izlaska iz kromatografske kolone eluirane molekule se detektiraju prikladnim
detektorom. Graficki prikaz ovisnosti odziva detektora o vremenu naziva se kromatogram.
Identifikacija spoja odreduje se poloZajem pika na vremenskoj skali, a iz povrSine ispod pika

odreduje se koli¢ina pojedinog sastojka.

2.3.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti
U tekucinskoj kromatografjii visoke djelotvornosti mobilna faza je tekucina propustena kroz
kolonu pod visokim tlakom kako bi se osigurao konstantan protok, a stacionarna faza smjestena
u koloni otporna je na primijenjeni tlak.® Vrijeme zadrzavanja spojeva na koloni ovisi o jakosti
vezanja na stacionarnu fazu te o topljivosti u mobilnoj fazi.® Odvajanje farmaceutika najéesée
se izvodi kromatografijom obrnutih faza u kojoj je mobilna faza polarnija od stacionarne, stoga
se prvo eluiraju polarnije molekule. Kolone su punjene kemijski inertnim materijalnom veli¢ine
Zestica od 3 do 5 um.” Kao nepolarna faza naj¢esée se koristi kemijski modificirani silikagel i
to s Cis alkilnim grupama vezanim za njegovu povrsinu.® Tijekom kromatografskog proces
dolazi jaceg zadrzavanja hidrofobnih molekula te brzeg prolaska hidrofilnih molekula.

Naposljetku, smanjenjem polarnosti mobilne faze eluirati ¢e s kolone hidrofobne molekule.
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Sastavni dijelovi tekuc¢inskog kromatografa su pumpa, injektor, kromatografska kolona,
detektor i pisac. Visoki tlak mobilne faze postignut je koristenjem sustava pumpi. Izmedu njih
i kromatografske kolone nalazi se injektor pomocu kojeg se odredeni volumen uzorka injektira
na kolonu koja je najvazniji dio cijelog sustava.’ Takoder vrlo vazan dio je detektor te o
njegovom odabiru ovisi uspjesnost analize. Postoje razlicite tehnike detekcije separiranih
molekula. Najcesce koristeni detektori u HPLC temelje se na apsorpciji ultraljubicaste i vidljive
svjetlosti2 U takvim detektorima snop svjetlosti propusta se kroz otopinu, a mijeri se
apsorbirana svjetlost pri jednoj ili pri razli¢itim valnim duljinama u rasponu od 190 do 600 nm.®
Takav nacin detekcije koristan je za kvantitativne analize uzoraka s ve¢om koncentracijom
analita. Medutim, za analizu farmaceutika u uzorcima prikupljenih iz okolisa (ili bioloskim
uzorcima) u kojima su prisutne vrlo niske koncentracije analita, potrebne su vrlo osjetljive i
selektivne metode analize. Stoga se kao detektori primjenjuju spektrometri masa. Spektrometar
masa u spregnutome sustavu LC-MS primjer je osjetljivog i selektivnog detektora kojim je
moguce identificirati i kvantitativno odrediti analite prisutne u uzorku u pikogramskim
koli¢inama. Selektivnost se o¢ituje u sposobnosti identifikacije Zeljene tvari bez interferencija
ostalih spojeva u uzorku. Prednosti spektormetra masa su moguénost razlikovanja spojeva sa
slicnim vremenom zadrzavanja kao i kvalitativna i kvantitativna analiza spojeva razdvojenih
tekuéinskom kromatografijom visoke djelotvornosti.’

Uzorci prikupljeni iz okolisa Cesto sadrze ionizirane vrste koje se slabo zadrzavaju na
koloni. Kako bi se reducirao stupanj ionizacije analita koriste se puferi. U vezanome sustavu
LC-MS koriste se lako hlapljivi puferi poput amonijeva acetata, formijata i karbonata koji ne

smetaju identifikaciji analita spektrometrom masa.’

2.4. Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka tehnika kojom se odreduju spojevi na temelju njihovog
omjera mase i naboja. Postupak obuhvaca ionizaciju uzorka odgovarajuéom metodom
ionizacije, odvajanje nastalih iona na temelju razlic¢itog omjera m/z te detekciju iona. Spektar
masa pokazuje ovisnost relativnog intenziteta signala o omjeru mase i naboja. U spektru je
najintenzivniji pik izraZzen kao 100%, a svi ostali signali prikazani su kao postotak u odnosu na

njega. Prednosti spektrometra masa u odnosu na ostale detektore je mogucnost potpune
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identifikacije analita jer se na temelju spektra masa moze zakljuciti o strukturi i to¢noj masi
sastojka.®

Spektrometar masa sastoji se od sustava za uvodenje uzorka, prostora za ionizaciju,
analizatora masa te detektora. Nakon ionizacije molekula, nastali ioni odlaze u analizator gdje
se odvajaju na temelju omjera mase i naboja.’

Tehnike ionizacije koje se primjenjuju su kemijska ionizacija, ionizacija elektronima,
ionizacija brzim elektronima, matricom potpomognuta ionizacija uz desorpciju laserskim
zraCenjem, te ionizacijske metode pri atmosferskome tlaku kao S§to su termorasprSenje,
elektrorasprSenje 1 kemijska ionizacija pri atmosferskome tlaku. Postoje odredene
nekompatilibnosti izmedu tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i masenog
spektrometra. Naime, mobilna faza koja se koristi u HPLC analizi pumpa se kroz kolonu pod
tlakom razli¢itim od onog pri kojem operira maseni spektrometar. Stoga nije moguce direktno
prebaciti eluat s kolone u spektrometar masa. Za povezivanje ovih dviju tehnika u analizi
farmaceutika najceS¢e se primjenjuju tehnike ionizacije pri atmosferskome tlaku:
elektrorasprsenje (engl. Electrospray lonization) i kemijska ionizacija pri atmosferskome tlaku

(engl. Atmospheric Pressure Chemical lonization.®

2.4.1. Elektrorasprsenje

ElektrorasprSenje je ionizacijska tehnika koja obuhvaca nastanak aerosola visoko nabijenih
kapljica, uklanjanje otapala isparavanjem te izbacivanje iona iz nabijenih kapljica. Otapalo u
kojem su otopljeni uzorci propusta se kroz metalnu kapilaru pri atmosferskome tlaku i uz
primjenu visokog napona. Ovisno o primijenjenom naponu i kolektorskoj elektrodi razlikuje se
pozitivna ili negativna ionizacija.!! Tok tekuéine se raspriuje u visoko nabijene kapljice koje
putuju prema kolektorskoj elektrodi. Potom se rasprsene kapljice desolvatiraju prolaskom kroz
struju plina za suSenje, najces¢e duSika. Evaporacijom otapala, kapljice se kontinuirano
smanjuju u veli¢ini do trenutka u kojem povrSinska raspodjela iona postaje prevelika.
Elektrostatsko odbijanje nadvladava kohezivne sile te ioni bivaju izbaceni s povrsine kapljice.
Nastali ioni prolaze kroz otvor s visokim vauumom i odlaze u analizator.®:12

ElektrorasprSenje spada u blage tehnike ionizacije koje uzrokuju malu fragmentaciju
molekula analita,® a izrazito je pogodna za analizu polarnih, nepolarnih i termicki labilnih
spojeva. Stoga je elektrorasprsenje najcesca tehnika ionizacije u analizi uzoraka farmaceutika

zbog visoke osjetljivosti i reproducibilnosti.®
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2.4.2. Kvadrupolni analizator mase
Analizatori masa u spektrometriji masa sluze za razdvajanje i odabir iona specificnog omjera
m/z. Razliciti analizatori povezuju se s razli¢itim tehnikama ionizacije i detekcije, a u vezanim
sustavima LC-MS/MS najces¢e se primjenjuje kvadrupolni analizator masa. Kvadrupolni
analizator mase sastoji se od Cetiri paralelno postavljene cilindri¢ne elektrode koje se nalaze
izmedu izvora iona i detektora. Primjenom istosmjernog i izmjeni¢nog napona ioni pocinju
oscilirati u ravnini okomitoj na smjer elektroda (slika 1.). Osciliraju¢om kretnjom ioni
specificnog omjera m/z ¢e dospjeti do detektora prateé¢i stabilnu putanju kroz elektrode. loni
koji osciliraju s velikim amplitudama sudaraju se s elektrodama te neutraliziraju.
Kontroliranjem primijenjenog elektri¢nog polja filtriraju se ioni samo odredenog omjera m/z.
Mijenjanjem vrijednosti istosmjernog i izmjeni¢nog napona uz odrzavanje njihovog

konstantnog omjera razdvajaju se ioni razli¢itih omjera m/z. "?

jopje19p

izvor| |4

Slika 1. Kretanje iona kvadrupolnim analizatorom mase!?

Prednosti kvadrupolnog analizatora su prihvatljiva cijena i velika brzina snimanja pa je stoga

prikladan detektor u spregnutim sustavima.®

2.4.3. Tandemna spektrometrija masa
Tandemna spektrometrija masa MS/MS odnosi se na razlicit broj tehnika koje ukljucuju dvije
faze analize. U prvoj fazi se izolira ion prekursor i podvrgava fragmentiranju na neutralni
fragment i produkt ion. U drugoj fazi sekundarni maseni spektrometar analizira produkt ione.®
Trostruki kvadrupolni analizator najceS¢e je koriSten analizator u tandemnoj spektrometriji
masa. Sastoji se od tri u nizu postavljena kvadrupolna analizatora. Prvi (Q1) i trec¢i (Q3)

funkcioniraju kao filteri masa propustajuci ione s tocnom odredenim omjerom m/z. Na drugi
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analizator (Q2) primijenjen je samo izmjeni¢ni napon te djeluje kao kolizijska ¢elija. U tom
prostoru dolazi do sudarom-potpomognute fragmentacije iona (engl. Collision Induced
Dissociation, CID). Nisko energijskim sudarima iona s atomima inertnog plina poput argona ili
ksenona ioni su ekscitirani u vi$a energijska stanja, nakon ¢ega fragmentiraju aktivirani ioni.
Filtriranje nastalih produkata prema odredenim vrijednostima m/z odvija se u Qs. Za aktivaciju
sudarom u MS/MS instrumentima kolizijska celija je postavljena izmedu dva analizatora
masa.’?

U tandemnoj spektrometriji masa postoje Cetiri nacina snimanja. Snimanje iona
produkta (engl. Product lon Scan) odnosi se na odabir iona prekursora odredenog omjera m/z i
odredivanje svih iona nastalih fragmentacijom u kolizijskoj ¢eliji. Snimanjem prekursor iona
(engl. Precursor lon Scan) detektiraju se svi prekursor ioni iz kojih nastaju fragmentiranjem
ioni odredene vrijednosti m/z. Pri snimanju neutralnog gubitka (engl. Neutral Loss Scan)
odabire se neutralni fragment te detektiraju sve fragmentacije koje su dovele do gubitka tog
neutralnog fragmenta. Selektivno pracenje reakcije (engl. Selected Reaction Monitoring)
temelji se na odabiru odredenih reakcija fragmentacije. Ioni to¢no odredenog omjera m/z
filtrirani prvim masenim spektrometrom detektirani su samo ako daju fragment specifi¢énog

omijera m/z. Time je znatno poveéana osjetljivost analize.”*

2.5. Analiza farmaceutika

Analiza farmaceutika iz otpadnih voda zapocinje prikupljanjem uzoraka nakon cega slijedi
priprema uzorka pogodnim ekstrakcijskim metodama. Glavni dio analize obuhvacéa odvajanje i
identifikaciju sastojaka vezanim sustavom tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti -

tandemna spektrometrija masa. Na kraju se dobiveni podatci analiziraju i statisticki obraduju.

2.5.1. Prikupljanje i priprema uzorka
Glavni cilj prikupljanja uzorka je prikupiti reprezentativan uzorak okolisa. Odabir pogresnog
reprezentativnog uzorka utjeCe na podatke same analize, stoga je vazno pronaéi prigodne
strategije u prikupljanju uzorka. Za analizu farmaceutika iz otpadnih voda cesto se koristi
kompozitno uzorkovanje. Kompozitno uzorkovanje je prikupljanje serije uzoraka iz okolisnog
podruéja u pravilnim intervalima tijekom odredenog vremenskog perioda.’®* Nakon §to su

uzorci prikupljeni iz okoliSa potrebno ih je pravilno pohraniti. Naime, pohrana pri visokim
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temperaturama i izloZenost sun¢evom zracenju ubrzala bi bioti¢ku degradaciju farmaceutika.
Kako bi se sacuvao integritet prikupljenih uzoraka potrebno ih je pohraniti u jantarnim bocama
pri 4 °C i obraditi unutar 24 sata.®

Priprema uzorka odnosi se na pretvorbu uzorka okolisa u uzorak prikladan za analizu. Za
pripremu najcesce se primjenjuje tehnika ekstrakcije na ¢vrstoj fazi. Time se uklanjaju
interferencije iz kompleksnih matrica, ukoncentrirava analit i priprema za nadolaze¢i korak
kromatografske analize. Prije same ekstrakcije potrebno je provesti centrifugiranje i filtraciju
za uklanjanje krutih interferencija koje bi mogle zacepiti kolonice prilikom ekstrakcije na
&vrstoj fazi. !

Tijekom LC-MS/MS analize farmaceutika prikupljenih iz kompleksnih uzoraka poput
otpadnih voda moze do¢i do poviSenja ili smanjenja intenziteta signala zbog efekta matrice.
(engl. Matrix Effect). Odredeni farmaceutici mogu se vezati za organske komponente iz matrice
koje nisu uklonjene u pripremi uzorka $to uzrokuje slabljenje signala analita.®*

Izbor sorbensa ovisi 0 njegovim moguc¢im interakcijama s funkcionalnim skupinama
farmaceutika. Za uspjesnost navedenih interakcija vazno je poznavati pKa vrijednosti analita.
Kako veé¢ina farmaceutika ima pozitivno i/ili negativno nabijene funkcionalne skupine,
optimiranjem pH otopine uzorka ostvaruju se potrebne interakcije odabranog sorbensa i
analita.® Naj¢esc¢e primjenjivani sorbens je Oasis HLB, kopolimer lipofilnog divinilbenzena i
hidrofilnog N-vinil pirolidina. Prednost u odnosu na modificirane silikagele poput Strata-X je
bolji analiticki povrat i ekstrakcija kiselih, neutralnih i bazi¢nih spojeva iz kompleksnih matrica
pri neutralnome pH 3141

Prije same ekstrakcije potrebno je provesti korak kondicioniranja s manje ili viSe
polarnim otapalima poput acetona, metanola ili vode. Takoder, za ekstrakciju farmaceutika s
kiselim funkcionalnim skupinama potrebno je namijestiti pH ispod pKa vrijednosti kiselog
analita za osiguravanje maksimalnog vezanja na kolonu. Optimiranje pH obi¢no se izvodi
zakiseljavanjem sumpornom ili klorovodi¢nom kiselinom te koriStenjem pufera poput
amonijeva acetata. Kolone se eluiraju polarnim otapalom, najcesée s tri alikvota metanola.
Volumen eluata uparava se u struji dusika, a suhi ostatak analita se otapa u otapalu prikladnom

za idu¢i korak kromatografske analize.**
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2.5.2. LC-MS/MS analiza

Farmaceutici su analizirani pomo¢u tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti spojene na
trostruki kvadrupolni detektor. Kolone za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti
obrnutih faza sadrze nepolarnu stacionarnu fazu, kemijski modificiranog silikagela s Cis
alkinim skupinama. Vrijeme zadrzavanja spojeva na koloni ovisi 0 jakosti interakcija sa
stacionarnom fazom te o polarnosti mobilne faze. Za uspje$nost kromatografskog odvajanja
kiselih farmaceutika vazan je pH mobilne faze. Pri visokim pH vrijednostima mobilne faze
kiseli farmaceutici su u potpunosti disocirani te se slabo zadrzavaju na kolonama obrnutih faza.
Stoga za vezanje na kolonu i jasan signal, pH mobilne faze trebao bi biti barem dvije pH jedinice
nizi od pKa vrijednosti analita. Za odvajanja neutralnih i kiselih farmaceutika kao mobilna faza
primjenjuju se vodene otopine metanola ili acetonitrila zbog niske viskoznosti i visokog tlaka
para.l4

U vezanome sustavu LC-MS/MS elektrorasprsenje je najéeS¢a ionizacijska tehnika, a
kao analizator trostruki kvadrupol. Za analizu neutralnih farmaceutika odabire se snimanje u
pozitivnom nac¢inu rada (ESI+) pri ¢emu je najintenzivniji signal u spektru masa signal
protoniranog iona [M + H]*. Farmaceutici poput aspirina ili furosemida, zahvaljujuci
karboksilnim skupinama daju intenzivniji signal za deprotonirani molekulski ion [M — H] u
negativnom nacinu rada (ESI-).1416

Nadalje, prvi kvadrupol djeluje kao filter masa propustaju¢i molekulski ion s to¢no
odredenom vrijedno$¢u m/z, dok se svi ostali ioni s razli¢itim omjerom m/z uklanjaju. Sudarom
iona s inertnim molekulama plina u kolizijskoj ¢eliji nastaju ioni produkti koji se potom
odjeljuju prema vrijednostima m/z u tre¢em kvadrupolu i prenose do detektorske ploce. U
analizi farmaceutika promatraju se dva najintenzivnija prijelaza iz prekursor iona u produkt
ione. Prvi prijelaz sluzi za kvantitativne svrhe, a sekundarni kao potvrda prisutnosti ciljnog
spoja u uzorku, 121416

Naposljetku, identifikacija farmaceutika utvrduje se na temelju vremena zadrzavanja
spojeva na kromatografskoj koloni i podataka dobivenih MS/MS detekcijom. Primjer LC-
MS/MS separacije 44 razliCitih farmaceutika prikupljenih iz otpadnih voda doma za starije
osobe prikazano je na kromatogramima na slici 2. Farmaceutici su identificirani pomocu

vremena zadrzavanja i dva iona produkta za svaki analit.®
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2.6. Zakljutak

U ovome radu dan je pregled kromatografskih tehnika i metoda primijenjenih u analizi lijekova
u uzorcima prikupljenim u okoliSu. Kako bi se sprijecili negativni ucinci lijekova i njihovih
metabolita na okoli§ i zivot u njemu potrebno je implementirati kvalitetne metode analize
kojima ¢e se uspjeSno detektirati njihova prisutnosti. Analiticka izvedba tekucinske
kromatografije spregnute s tandemnom spektrometrijom masa osigurava osjetljivu, selektivnu
i poboljsanu identifikaciju farmaceutika. Za uspjes$no kvantitativno i kvalitativno odredivanje
potrebno je ucinkovito obraditi uzorak prije same kromatografske analize. Efikasno
procis¢avanje i ukoncentriravanje analita moguce je tehnikom ekstrakcije na cvrstoj fazi.
Navede metode i tehnike analize dobar su primjer odredivanja lijekova u uzorcima okolisa §to

doprinosi njihovom kontinuiranom pracenju u ekosustavima.
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