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Rezime 

OdreĽivanje anizomicina teļnom hromatografijom sa tandem masenom 

spektrometrijom i elektrohemijskim metodama i primena na ispitivanje stabilnosti 

leka i njegove raspodele u tkivima pacova 

Rezime 

Lek anizomicin je potencijalni imunosupresor pri niskim dozama (Ò 0,1 ɛM). 

TakoĽe ima potencijalnu primenu kao psihofarmaceutik i antikancerogeni lek, a u 

novijim istraģivanjima se pokazalo da je potencijalni radioprotektor. I pored viġestruke 

potencijalne primene anizomicina, joġ uvek nema podataka o njegovoj kliniļkoj 

primeni. Zbog toga je potrebno poznavanje farmakokinetiļkih svojstava leka, pre svega 

poznavanje principa raspodele leka u organizmu i najznaļajnijih farmakokinetiļkih 

parametara. TakoĽe, da bi se utvrdio kvalitet leka i bezbednost njegovog koriġĺenja, 

potrebno je pratiti stabilnost i odrediti degradacione proizvode koji mogu nastati tokom 

proizvodnje, rukovanja ili ļuvanja leka.  

U ovom radu su opisani razvoj, optimizacija i validacija analitiļke metode za 

analizu tragova anizomicina u bioloġkom materijalu, kao i u uzorcima dobijenim 

forsiranom degradacijom leka. U radu je izvrġena optimizacija metode ekstrakcije leka 

iz bioloġkih materijala, kao i optimizacija metode preļiġĺavanja dobijenih ekstrakata. 

Razvijen je postupak forsirane degradacije anizomicina u skladu sa ICH smernicama. 

Razvijena je i optimizovana instrumentalna metoda teļne hromatografije sa tandem 

masenom spektrometrijom (LCïMS/MS). TakoĽe su primenjene i elektrohemijske 

metode za analizu procesa degradacije anizomicina. 

Razvijena LCïMS/MS metoda je primenjena u in vivo studiji anizomicina na 

Wistar albino pacovima. Izmerena koncentracija anizomicina u serumu je bila dosta 

niģa u poreĽenju sa koncentracijama leka izmerenim u analiziranim tkivima. Zakljuļeno 

je da anizomicin ima najveĺu raspodelu u mozgu, zatim u slezini, srcu, butnom miġiĺu i 

jetri, dok je najmanja raspodela u bubrezima. U studiji forsirane degradacije 

anizomicina zakljuļeno je da je ovaj lek izuzetno nestabilan u baznoj sredini i na 

poviġenoj temperaturi (posebno u neutralnoj sredini), dok je najniģi nivo degradacije 

leka postignut u prisustvu svetlosti i oksidacionog sredstva. Kao glavi degradacioni 

proizvod leka, pri svim testiranim uslovima, identifikovan je deacetilanizomicin, 

jedinjenje sa znatno manjom aktivnoġĺu od anizomicina. Elektrohemijskim metodama 

je ustanovljeno da je oksidacija anizomicina nepovratan, difuziono kontrolisan proces. 
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Abstract 

Determination of anisomycin by liquid chromatography with tandem mass 

spectrometry and electrochemical methods and application to investigation of drug 

stability and its distribution in rat tissues 

Abstract 

Drug anisomycin is a potential immunosuppressant in low doses (Ò 0.1 ɛM). It 

also has the potential use as a psychopharmaceutical and an anticancerous drug, and in 

the recent investigations it was shown that it is a potential radioprotector. Despite of 

multiple potential applications of anisomysin, its clinical use has not been reported yet. 

In that order, it is necessary to understand the pharmacokinetic properties of the drug, 

primarily its body distribution and the most important pharmacokinetic parameters. 

Also, in order to establish quality of the drug and safety of its use, it is required to 

monitor its stability and to determine its degradation products that may be formed 

during production, handling or storage. 

In this work, development, optimization and validation of an analytical method 

for trace analysis of anisomycin in biological material, as well as in the samples 

obtained in forced degradation studies were described. In the study, optimization of the 

drug extraction from the biological material, as well as the optimization of the extract 

clean up procedure, were carried out. Procedure for forced degradation of anisomycin in 

accordance with ICH guidelines was developed. Liquid chromatographyïtandem mass 

spectrometry (LCïMS/MS) instrumental method was developed and optimized. Also, 

electrochemical methods were used for analysis of anisomycin degradation processes. 

The developed LCïMS/MS method was applied in the in vivo study of 

anisomycin on Wistar albino rats. The anisomycin concentration found in serum was 

much lower than the concentrations found in observed tissues. It was concluded that 

anisomycin has the highest distribution in the brain, followed by the spleen, heart, 

femoral muscle and liver, and the lowest distribution was observed on the kidneys. In 

forced degradation study of anisomycin, it was concluded that the drug was highly 

unstable under alkaline conditions and at elevated temperature (especially under neutral 

conditions), while the lowest degradation level of anisomycin was observed in the 

presence of light and oxidizing agent. Deacetylanisomycin, compound that has 

significantly reduced activity compared to anisomycin, was identified as the main 



Abstract 

degradation product under all tested conditions. Electrochemical methods showed that 

anisomycin oxidation is an irreversible and diffusion controlled process. 

 

Keywords: anisomycin, liquid chromatographyïtandem mass spectrometry, 

electrochemical methods, biological material, tissue distribution of the drug, 

pharmacokinetic parameters, forced degradation 

 

Scientific Field: Chemical sciences 

UDC number:  
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1. UVOD 

 

Anizomicin je lek koji ima viġestruko dejstvo, zbog ļega se veliki broj istraģivanja bavi 

ispitivanjem njegove potencijalne primene, ali se on joġ uvek ne koristi u terapiji. 

Mehanizam dejstva ovog antibiotika u organizmu je inhibicija sinteze proteina. S 

obzirom na to da anizomicin suzbija razvoj malignih ĺelija, postoji moguĺnost njegove 

primene kao citostatika. Imajuĺi u vidu da je anizomicin imunosupresor moguĺa je 

njegova primena u leļenju autoimunih bolesti, kao i za spreļavanje odbacivanja 

presaĽenih organa. TakoĽe, anizomicin utiļe na memoriju tako ġto spreļava formiranje 

novih seĺanja, a moģe izazvati i amneziju. Najnovija istraģivanja pokazuju da je 

anizomicin i potencijalni radioprotektor. 

 

Prilikom izbora novog leka za kliniļku primenu primarno je potrebno ispitivanje 

farmakokinetike, s obzirom na to da poznavanje kinetiļkih procesa leka direktno utiļe 

na potencijalnu kliniļku primenu. S obzirom na to da lekovi ne prodiru ravnomerno u 

tkiva svih organa, za procenu efikasnosti i bezbednosti leka neophodno je utvrditi 

raspodelu leka u organima. Pored informacija o raspodeli leka u tkivima tokom 

vremena, razmatranje leka za kliniļku primenu zahteva i poznavanje najbitnijih 

farmakokinetiļkih parametara. Ispitivanje raspodele lekova u tkivima razliļitih organa i 

praĺenje farmakokinetike lekova sprovodi se u in vivo predkliniļkim studijama, 

najļeġĺe na pacovima. TakoĽe, da bi se poboljġao kvalitet leka i utvrdila bezbednost 

njegovog koriġĺenja, potrebno je pratiti  stabilnost i odrediti degradacione proizvode koji 

mogu nastati tokom proizvodnje, rukovanja ili ļuvanja leka. S obzirom na to da 

prisustvo degradacionih proizvoda moģe da utiļe na svojstva leka, poģeljno je utvrditi 

identitet potencijalno prisutnih degradacionih proizvoda. Stabilnost lekova se moģe 

ispitivati sprovoĽenjem studije forsirane degradacije, pri ļemu se uzorci obiļno 

podvrgavaju kiseloj, baznoj i neutralnoj hidrolizi, oksidaciji, termiļkoj i fotodegradaciji, 

kao i elektrohemijskoj degradaciji. Na ovaj naļin se moģe proceniti stabilnost leka 

tokom odreĽenog vremenskog perioda pod uticajem razliļitih faktora. Identifikovanjem 

degradacionih proizvoda moģe se pretpostaviti moguĺi mehanizam degradacije leka. 
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Cilj istraģivanja ove doktorske disertacije je razvoj, optimizacija, validacija i primena 

nove bioanalitiļke metode za odreĽivanje tragova leka anizomicina u tkivima razliļitih 

organa (mozak, srce, slezina, jetra, bubrezi i butni miġiĺ) i serumu, primenom metode 

teļne hromatografije sa tandem masenom spektrometrijom (LCïMS/MS, eng. liquid 

chromatographyïtandem mass spectrometry), radi ispitivanja distribucije i odreĽivanja 

farmakokinetiļkih parametara leka u razliļitim tkivima i serumu nakon potkoģnog 

injektovanja Wistar albino pacovima. Pored toga, cilj rada je i definisanje uslova za 

sprovoĽenje studije forsirane degradacije leka pod razliļitim uslovima (hidroliza, 

oksidacija, toplota i svetlost) u skladu sa ICH (eng. International Conference on 

Harmonisation) smernicama i u skladu sa svojstvima anizomicina. Nova LCïMS/MS 

metoda, biĺe validirana prema ICH smernici i primenjena u ispitivanju stabilnosti leka 

anizomicina u studiji forsirane degradacije, uz preĺenje nastalih degradacionih 

proizvoda. TakoĽe, cilj ovog rada je i razvoj novih elektrohemijskih metoda (cikliļne 

voltametrije i voltametrije sa pravougaonim impulsima) koje bi, pored LCïMS/MS 

metode, sluģile za praĺenje degradacije i odreĽivanje elektrohemijskog ponaġanja 

anizomicina. 
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2. TEORIJSKI DEO  

 

2.1. Antibiotici  

 

Antibiotici se mogu definisati kao jedinjenja koja imaju sposobnost da spreļe rast 

mikroorganizama ili da ih uniġte (Walsh, 2003). Prirodni antibiotici se definiġu i kao 

jedinjenja malih molekulskih masa koja predstavljaju metabolite mikroorganizama i pri 

niskim koncentracijama mogu nepovoljno da utiļu na rast i razvoj drugih 

mikroorganizama (Lancini et al., 1995; Hardy, 2002). Viġe od 50% antibiotika 

proizvode pripadnici samo jednog bakterijskog reda Actinomycetales, taļnije jednog 

njegovog roda Streptomyces. Pored prirodnih antibiotika postoje i polusintetski 

antibiotici koji nastaju hemijskom modifikacijom prirodnih antibiotika ili drugih 

proizvoda metabolizma mikroorganizama (Lancini et al., 1995). Postoji mali broj 

antibiotika koji se dobijaju sintetskim putem (Walsh, 2003). Antibiotici deluju na 

razliļite vrste mikroorganizama, kao ġto su bakterije, gljive i protozoe (Lancini et al., 

1995). 

 

Prema funkciji koju imaju na mikroorganizme antibiotici se mogu svrstati u dve grupe 

(Lancini et al., 1995; Walsh, 2003): 

¶ bakteriostatski, koji usporavaju rast i razvoj bakterija i 

¶ bakteriocidni, koji ubijaju bakterije. 

S tim da ova podela nije apsolutna, jer njihovo dejstvo moģe zavisiti od primenjene 

doze. Tako da antibiotik pri manjim dozama moģe delovati kao bakteriostatik, a pri 

veĺim dozama kao bakteriocid (Walsh, 2003). 

 

Mehanizam dejstva antibiotika se svodi na blokiranje rasta mikroorganizama. Zapravo, 

antibiotici inhibiraju dejstvo molekula, kao ġto je enzim ili nukleinska kiselina, koji je 

neophodan za umnoģavanje ĺelija i na taj naļin spreļavaju vrġenje njegove osnovne 

funkcije. Tako se prema mehanizmu dejstva antibiotici mogu podeliti na (Lancini et al., 

1995): 

¶ inhibitore sinteze ĺelijskog zida, 

¶ inhibitore sinteze proteina, 
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¶ inhibitore replikacije nukleinskih kiselina, 

¶ antibiotike koji menjaju propustljivost ĺelijske membrane i 

¶ antibiotike koji utiļu na izmenu metaboliļkih puteva. 

 

Univerzalno prihvaĺena podela antibiotika ne postoji, pa se oni mogu podeliti i na 

osnovu hemijske graĽe na (Lancini et al., 1995): 

¶ ɼ-laktamske antibiotike, 

¶ tetracikline, 

¶ aminoglikozide, 

¶ makrolide, 

¶ linkozamide, 

¶ ansamicine, 

¶ peptide i 

¶ glikopeptide. 

Postoje i antibiotici koji se prema svojoj hemijskoj strukturi ne mogu svrstati ni u jednu 

od navedenih grupa. 

 

Prekomerna upotreba antibiotika dovodi do sve veĺe rasprostranjenosti rezistencije 

meĽu mikroorganizmima. Bakterija je rezistentna na antibiotik ukoliko on nema uticaja 

pri niskim koncentracijama, a dejstvo je oļekivano (Lancini et al., 1995; Bonilla and 

Muniz, 2009). 

 

2.1.1. Anizomicin 

 

Anizomicin, poznat i pod komercijalnim nazivom flagecidin, je viġefunkcionalni 

antibiotik. Anizomicin se prema hemijskoj strukturi ne svrstava ni u jednu od navedenih 

grupa. To je pirolidni antibiotik ļija je empirijska formula C14H19O4 (Sobin i Tanner, 

1954) i hemijski naziv je 2-p-metoksifenilmetil-3-acetoksi-4-hidroksipirolidin (slika 1) 

(Beereboom et al., 1964). 

 

Anizomicin je dobijen izolovanjem iz dve bakterijske vrste Streptomyces identifikovane 

kao Streptomyces gliceorus i Streptomyces roseochromogenes (Sobin i Tanner, 1954). 
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To je beli prah rastvoran u metanolu (20 mg mL
ï1

), niģim alkoholima, estrima, 

ketonima i hloroformu, umereno rastvoran u vodi (2 mg mL
ï1

), benzenu, toluenu i 

heksanu, sa vrednoġĺu pKa 7,9 (Brann, 2003; Sigma Aldrich, 2017a). 

 

 

Slika 1. Struktura anizomicina 

 

Anizomicin je poznat kao jedan od najdelotvornijih inhibitora sinteze proteina 

(Grollman, 1967). TakoĽe, anizomicin moģe da izazove degradaciju proteina 

(Theodosiou i Ashworth, 2002; Ogawa et al., 2004). On inhibira sintezu proteina tako 

ġto se vezuje za peptidil transferazu 60S ribozomalne podjedinice 80S ribozomalnog 

sistema eukariotskih ĺelija i na taj naļin blokira formiranje peptidne veze, spreļava 

produģavanje i izaziva stabilizaciju ribozoma (Barbacid et al., 1974). Anizomicin 

inhibira sintezu proteina u nekim protozoama, HeLa ĺelijama, retikulocitima zeļeva, 

kvascima i ekstraktima iz prethodno navedenih izvora, ali je neaktivan prema 

ekstraktima bakterije Escherichia Coli. Anizomicin je primarno aktivan prema 

protozoama, dok ima manju aktivnost prema bakterijama i gljivama (Grollman, 1967). 

Na osnovu ovih svojstava, prvobitno je smatrano da anizomicin ima potencijalnu 

kliniļku upotrebu za tretiranje kandide i amebijaze (Beereboom et al., 1964; Macías-

Silva et al., 2010). 

 

Daljim ispitivanjem anizomicina utvrĽeno je da on ima potencijalnu viġestruku kliniļku 

upotrebu. Kako je utvrĽeno da je za formiranje memorije neophodna sinteza proteina, 

ispitivanje uticaja anizomicina na neuroloġke procese kod ģivotinja je intenzivirano i 

anizomicin se pokazao kao potencijalni psihijatrijski lek (Cohen et al., 2006). Direktnim 

injektovanjem anizomicina u amigdalu i hipokampus, koji su glavni delovi mozga za 

skladiġtenje memorije, uklanja se memorija, ġto dovodi do amnezije (Nader et al., 2000; 

Debiec et al., 2002; Sadowski et al., 2011; Gur et al., 2014; Pena et al., 2014). Dalja 

istraģivanja su pokazala da se ovaj uticaj anizomicina moģe neutralisati koriġĺenjem 
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amfetamina, nikotina i kofeina, ļak i u sluļaju kada je doġlo do viġe od 90% inhibicije 

sinteze proteina (Judge i Quartermain, 1982). TakoĽe se pokazalo da je anizomicin 

potencijalni imunosupresor, ļak i pri niskim koncentracijama (Ò 0,1 ɛM), tako da se on 

moģe koristiti u tretmanu nekih autoimunih bolesti, kao i pri transplantaciji (Xing et al., 

2008). Dodatno, anizomicin se pokazao kao citotoksiļni lek, tj. lek koji izaziva smrt 

malignih ĺelija tumora, tako da se potencijalno moģe koristiti kao antikancerogeni lek 

(Mawji et al. 2007; Xia et al., 2007; Croons et al., 2009; Li et al., 2012). S obzirom na 

to da mehanizam dejstva anizomicina nije u potpunosti poznat, potrebno je sprovesti 

dodatna ispitivanja da bi se anizomicin koristio u kliniļkom leļenju u buduĺnosti 

(Macías-Silva et al., 2010). Iako anizomicin ima viġestruku potencijalnu kliniļku 

primenu, joġ uvek ne postoji razvijena metoda za kvantitativno odreĽivanje anizomicina 

koja bi se primenila u farmakokinetiļkoj studiji, niti je ustanovljena njegova stabilnost 

pod uslovima koji su propisani zvaniļnim smernicama. 

 

2.2. Farmakokinetika  

 

Farmakokinetika je znaļajna u predkliniļkim i kliniļkim (I i II) fazama razvoja leka, 

kao i u postregistracionoj fazi. Reļ Ăfarmakokinetikaò uveo je Fridrih H. Dost 

(Friedrich H. Dost) 1953. godine i ovu disciplinu definisao kao Ănauku kvantitativne 

analize odnosa izmeĽu organizma i lekaò (Gladtke et al. 1988; Pokrajac, 2002). To je 

nauka koja opisuje kretanje leka u organizmu (Jang et al., 2001). Farmakokinetika 

predstavlja matematiļko prouļavanje ponaġanja lekova u organizmu u funkciji vremena 

(Pokrajac, 2002). Ona se zasniva na praĺenju koncentracija lekova i/ili metabolita 

lekova u bioloġkim teļnostima (plazmi ili urinu, pre svega) u toku vremena. Podaci 

dobijeni praĺenjem ove zavisnosti se obraĽuju primenom matematiļkog modela, tj. 

prostornom ili neprostornom analizom. Na taj naļin farmakokinetika prouļava procese 

kojima lek u organizmu podleģe, a to su procesi resorpcije (A, eng. absorption), 

raspodele (D, eng. distribution), metabolizma (M, eng. metabolism) i izluļivanja (E, 

eng. excretion) lekova (ADME sistem) (Jang et al., 2001; Pokrajac, 2002). Predkliniļke 

farmakokinetiļke studije se najļeġĺe izvode na glodarima (Jang et al., 2001). TakoĽe je 

znaļajno poznavati obim raspodele leka u pojedinim organima. 
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2.2.1. Raspodela leka u organizmu 

 

Raspodela leka u organizmu je povratna ili nepovratna distribucija leka na ureĽeni 

naļin, kada lek stigne u sistemsku cirkulaciju, i to u jednom ili viġe prostora organizma. 

Pri ļemu se u fizioloġkom smislu prostorom smatra svako tkivo ili skup tkiva sa 

jednakim svojstvima raspodele, kao i pojedini organi i telesne teļnosti, a u 

farmakokinetiļkom smislu, kinetiļko podruļje ulaska i izlaska leka, okarakterisano 

odgovarajuĺom zapreminom, koncentracijom leka i brzinama raspodele (Pokrajac, 

2002). 

 

Po dolasku u sistemsku cirkulaciju, nakon resorpcije ili intravenske injekcije, lek se 

rasporeĽuje u organizmu pomoĺu krvi ili limfe. Lek se u celokupnoj krvi rasporedi veĺ 

u toku 1ï2 min. MeĽutim, mesto interakcije lekïreceptor obiļno nije u krvotoku, nego u 

tkivu. Zato, da bi pokazao svoje terapijsko delovanje, lek ļesto mora da proĽe kroz viġe 

membrana. Bioloġka teļnost je ta koja lek dovodi do membrane i, posle prolaza, ponovo 

ga odnosi, tako da postoji konstantna izmena teļnosti, i lekova rastvorenih u njoj, 

izmeĽu cirkulatornog sistema i tkiva (Pokrajac, 2002). Odlazak leka u tkiva i 

povezanost procesa raspodele sa procesima resorpcije i eliminacije, prikazan je na  

slici 2. 

 

Slika 2. Prikaz odnosa distribucije leka sa procesima resorpcije i eliminacije (Pokrajac, 

2002) 

 

Raspodela leka zavisi od fiziļko-hemijskih svojstava leka, kao i od sastava membrana 

tkiva. Ovi faktori mogu dovesti do uniformne ili neujednaļene raspodele lekova u 

razliļitim prostorima u telu, kao i u telesnim teļnostima (Pokrajac, 2002). U 

ekstremnim sluļajevima moģe doĺi do akumulacije leka u odreĽenim tkivima ili do 
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gotovo potpunog iskljuļenja leka iz odreĽenog dela organizma tokom odreĽenog 

vremena. Mesto na koje treba posebno obratiti paģnju je mozak, koji je od kapilarnog 

sistema krvi odvojen krvnoïmoģdanom barijerom ļija membrana ima specifiļnu 

strukturu (Seydel i Wiese, 2002). 

 

2.2.2. Odabrani farmakokinetiļki parametri 

 

Ispitivanje novog leka zahteva uspostavljanje zavisnosti koncentracije od vremena, kao 

i prouļavanje glavnih farmakokinetiļkih parametara. Ovi parametri omoguĺavaju 

kvantitativna tumaļenja farmakokinetiļkih procesa. Tako, da bi se raspodela leka u 

organizmu bliģe objasnila, podaci se mogu obraditi neprostornom analizom koja je 

ġiroko rasprostranjena u farmakokinetiļkim istraģivanjima (Shin et al., 2003; Li  i Bu, 

2004; Urva et al., 2009; Jin et al., 2011; Rao et al., 2012; Stariat et al., 2014; Wyns et 

al., 2014; Zheng et al., 2014; Bratkowska et al., 2015). U tu svrhu se mogu koristiti 

razliļiti farmakokinetiļki softveri od kojih se najļeġĺe primenjuje WinNonlin. Parametri 

koji se dobijaju ovom vrstom kinetiļke analize su maksimalna koncentracija leka u 

tkivu i serumu (Cmax), kao i vreme koje je potrebno da se postigne maksimalna 

koncentracija leka (tmax). Ovi parametri se oļitavaju direktno sa krive zavisnosti 

koncentracije od vremena. Ostali farmakokinetiļki parametri na kojima se zasniva ova 

analiza su (Pokrajac, 2002): 

¶ Konstanta brzine eliminacije (ɓ): ukupna konstanta brzine prvog reda za jedan ili 

viġe procesa kojima se lek uklanja iz centralnog prostora organizma, izluļivanjem 

nepromenjenog leka i jednom ili viġe reakcija metabolizma, ili:  konstanta koja 

predstavlja udeo leka koji ĺe biti eliminisan iz organizma u jedinici vremena ili 

brzina kojom se smanjuje koncentracija leka tokom faze eliminacije (Bardal et al. 

2011). 

¶ Povrġina ispod krive koncentracije leka u krvi u funkciji vremena, PIK (AUC, eng. 

area under the curve): mera koliļine leka koja se nalazi u organizmu. Koristi se za 

izraļunavanje stepena bioloġke raspoloģivosti leka iz primenjenog farmaceutskog 

oblika ili frakcije resorbovanog leka. Najļeġĺe se ova vrednost odreĽuje tzv. 

trapezoidnim pravilom. Trapezoidno pravilo se koristi kod krivih koncentracija leka 

u funkciji vremena kod kojih nije vrġeno fitovanje (eng. fitting) podataka ili kod 
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krivih koje nisu pravilne, ili pak ako nisu poznati farmakokinetiļki podaci na osnovu 

kojih se moģe izraļunati PIK prema sledeĺoj jednaļini (1): 

 )Lh  (mg 
ɓ 

D
 PIK 1-

dV
=     (1) 

U ovoj jednaļini D je doza (mg), a Vd je zapremina raspodele. 

 

Farmakokinetiļki parametri koji se dalje raļunaju su: 

¶ Poluvreme eliminacije (t1/2): vremenski interval tokom koga se koncentracija leka u 

centralnom prostoru (krvi) smanji na polovinu svoje poļetne vrednosti tokom 

eliminacionog procesa prvog reda, ili: to je vreme potrebno da se koncentracija leka 

u krvi (plazmi ili serumu) promeni za jednu polovinu posle postizanja dinamiļke 

ravnoteģe. Ovim parametrom se ļeġĺe nego konstantom eliminacije izraģava brzina 

eliminacije, odnosno duģina zadrģavanja leka u organizmu, i to prema jednaļini (2): 

 (h) 
ɓ

0,693
  1/2=t      (2) 

¶ Klirens (CL, eng. clearance): odnos date doze leka i ukupne povrġine ispod krive 

zavisnosti koncentracije od vremena (3), ili: hipotetiļka zapremina nekog prostora 

koja se potpuno oļisti od nepromenjenog leka u jedinici vremena: 

 )h (L   ɓ  
PIK

D
  CL 1-

dV³==     (3) 

¶ Srednje vreme zadrģavanja, SVZ (MRT, eng. mean residence time): srednje vreme 

koje lek provede u organizmu od ulaska do eliminacije (Seydel i Wiese, 2002). 

 

2.3. Praĺenje stabilnosti leka 

 

Da bi se pratio kvalitet leka i utvrdila bezbednost njegovog koriġĺenja, potrebno je 

ispitivanje stabilnosti i odreĽivanje degradacionih proizvoda leka koji mogu nastati pod 

razliļitim uticajima. Stabilnost leka je definisana kao njegova sposobnost da u 

odreĽenom vremenu, ļuvan na odreĽeni naļin, zadrģi ista svojstva koja je imao kada je 

proizveden (FDA, 1998). Terapijska upotreba lekova se bazira na njihovoj efikasnosti i 

bezbednosti, tako da kvalitet mora biti odrģan pod razliļitim uslovima za vreme 

proizvodnje, pakovanja, transporta, ļuvanja i upotrebe. Hemijska i fiziļka degradacija 

lekovitih supstanci mogu dovesti do promene efikasnosti leka i razliļitih toksikoloġkih 
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efekata. Tako se lek moģe razgraditi do toksiļne supstance, zbog ļega nije dovoljno 

samo pratiti koliko se leka razgradilo, veĺ i koji su degradacioni proizvodi nastali. Kako 

lekovi imaju razliļite strukture, oni se mogu razgraditi na razliļite naļine. Neki od 

moguĺih puteva degradacije lekova su hidroliza, dehidratacija, oksidacija, izomerizacija 

i racemizacija, kao i fotodegradacija. Stabilnost lekova i degradacioni procesi kojima 

lekovi podleģu zavise od specifiļnih strukturnih karakteristika koje zavise od prisutnih 

funkcionalnih grupa. Ako bismo na osnovu svojstava funkcionalnih grupa predvideli 

hemijsku stabilnost lekova, bilo bi olakġano planiranje studija stabilnosti i formulisanje 

lekova tako da se smanji degradacija (Yosioka i Stella, 2002). Studije stabilnosti mogu 

biti: dugoroļna (eng. long term), srednja (eng. intermediate) i ubrzana (eng. 

accelerated) ispitivanja stabilnosti, kao i stres studije, tj. studije forsirane degradacije 

(ICH Q1A(R2), 2003). 

 

2.3.1. Studije forsirane degradacije 

 

Studije forsirane degradacije se izvode u cilju praĺenja stabilnosti aktivne supstance, 

identifikacije potencijalnih degradacionih proizvoda i moguĺih puteva degradacije leka, 

kao i razvoja i validacije metode za praĺenje stabilnosti aktivne farmaceutske supstance 

ili farmaceutskog doziranog oblika (Alsante et al., 2007). U ovim eksperimentima, 

uzorci se obiļno podvrgavaju kiseloj, baznoj i neutralnoj hidrolizi, oksidaciji, kao i 

termiļkoj, foto- i elektrohemijskoj degradaciji. Na ovaj naļin se moģe proceniti 

stabilnost leka tokom odreĽenog vremenskog perioda pod uticajem razliļitih faktora 

(Yosioka i Stella, 2002). Identifikovanjem degradacionih proizvoda moģe se predvideti 

moguĺi mehanizam degradacije leka. Uslovi pri kojima je neophodno ispitati stabilnost 

leka su propisani ICH (eng. International Conference on Harmonisation) smernicama 

(ICH Q1A(R2), 2003; Q1B, 1996). Ove smernice obezbeĽuju generalna uputstva prema 

kojima je potrebno izvoditi eksperimente, a konkretne uslove za ispitivanje stabilnosti 

odreĽenog leka je potrebno ustanoviti na osnovu njegovih karakteristika (Yosioka i 

Stella, 2002). Ono ġto je ICH Q1A(R2) i Q1B smernicama propisano je da studije 

forsirane degradacije moraju da obuhvate ispitivanje osetljivosti leka na hidrolizu 

(kiselu, baznu i neutralnu), oksidaciju, toplotu i svetlost. Studije forsirane degradacije se 

izvode na aktivnim farmaceutskim supstancama (API, eng. active pharmaceutical 
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ingredient) i farmaceutskim doziranim oblicima u ļvrstom obliku, rastvoru ili 

suspenziji. Pregledom literature se mogu pronaĺi preporuļeni i najļeġĺe koriġĺeni uslovi 

pod kojima se izvode eksperimenti forsirane degradacije (tabela 1). 

 

Ispitivanja osetljivosti na hidrolizu treba da obuhvate ġirok opseg pH vrednosti da bi se 

proverila moguĺnost hidrolize u kiseloj, neutralnoj i baznoj sredini, s obzirom na to da 

je hidroliza reakcija kojoj lekovi najļeġĺe podleģu (Yosioka i Stella, 2002). Za 

ispitivanja u kiseloj sredini najļeġĺe se koriste rastvori HCl ili H2SO4 u koncentraciji 

0,1ï1 mol L
ï1

 (WHO, 2005; Alsante et al., 2007; Blessy et al., 2014), dok se za baznu 

sredinu mogu koristiti NaOH, KOH ili LiOH u istoj koncentraciji (WHO, 2005; Alsante 

et al., 2007; Blessy et al., 2014). Kako poviġena temperatura moģe da ubrzava reakcije 

hidrolize, uzorci se mogu grejati izvesno vreme na odreĽenoj temperaturi (Blessy et al., 

2014). Prilikom ovih eksperimenata treba voditi raļuna o izboru rastvaraļa, jer pojedine 

alkohole, kao ġto je metanol, treba izbegavati u kiseloj sredini zbog njihove reaktivnosti 

(Alsante et al., 2007). Osetljivost na oksidaciju se moģe ispitati u atmosferi kiseonika ili 

u prisustvu peroksida. U sluļaju vodonik-peroksida, najļeġĺe se koristi koncentracija u 

opsegu 3ï30% (Alsante et al., 2007; Rao et al., 2011; Kaushik et al., 2016; Runje et al., 

2016). Ispitivanja termalne degradacije vrġe se izlaganjem leka temperaturi iznad 50 ºC 

(ICH Q1A(R2), 2003). Studije fotostabilnosti je neophodno izvoditi u skladu sa ICH 

smernicom Q1B prema kojoj je uzorak potrebno izlagati svetlosti, ukupnog zraļenja ne 

manjeg od 1,2 ³ 10
6
 lx h i integrisanoj bliskoj ultraljubiļastoj energiji ne manjoj od 

200 Wh m
ï2

 (ICH Q1B, 1996).  

 

Elektrohemijska razgradnja lekova se vrġi, pre svega, u cilju prouļavanja procesa 

oksidacije i redukcije u razliļitim medijumima. Studija se izvodi u elektrohemijskoj 

ĺeliji, u elektrolitu na koji se primenjuje odreĽeni potencijal tokom vremena i prati se 

razgradnja leka i formiranje potencijalnih degradacionih proizvoda. Najļeġĺe se kao 

elektrolit koriste fosfatni, BR (Britton-Robinson) i acetatni pufer, kao i natrijum- 

-bikarbonat, a od elektroda se najļeġĺe koriste elektroda od staklastog ugljenika, 

elektroda od zlata i kapljuĺa ģivina elektroda (HMDE, eng. hanging mercury drop 

electrode) (Avramov Iviĺ et al., 2016). 
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Paralelno sa uzorkom, stres uslovima je potrebno podvrgnuti i slepu probu koja sadrģi 

rastvaraļ i stres agens. Cilj svakog eksperimenta je da se postigne odgovarajuĺi nivo 

degradacije aktivne farmaceutske supstance za relativno kratak vremenski period, 

izlaganjem uzorka ekstremnijim uslovima. Obiļno je potrebno da se postigne procenat 

degradacije u opsegu 5ï20%. Degradacija manja od 5% oteģava identifikaciju 

primarnih neļistoĺa, jer su one prisutne u maloj koliļini, dok veliki procenat degradacije 

poveĺava moguĺnost stvaranja sekundarnih i tercijarnih degradacionih proizvoda, ġto 

oteģava interpretaciju rezultata. Vremenski period izlaganja stres agensu zavisi od 

osetljivosti supstance. Izlaganje treba da traje dok se ne postigne ģeljena degradacija, a 

ukoliko se supstanca ne razgradi ni nakon ovog perioda smatra se da je lek stabilan 

prema navedenom stres agensu (Baertschi, 2005; Alsante et al., 2007). 

 

Za praĺenje stabilnosti leka u studijama forsirane degradacije koristi se prethodno 

razvijena analitiļka metoda. Ovom metodom treba da se kvantifikuje aktivna 

komponenta, kao i eventualno prisutni degradacioni proizvodi. Najļeġĺe je koriġĺena 

metoda teļne hromatografije sa PDA detektorom (eng. photodiode-array) (Rao et al., 

2011, 2014; Ramesh et al., 2014; Patel et al., 2015; Bhandi et al., 2016; Jafari-

Nodoushan et al., 2016; Runje et al., 2016), kojom se mogu hromatografski razdvojiti i 

detektovati lek i njegovi degradacioni proizvodi. Koriġĺenjem teļne hromatografije u 

sprezi sa tandem masenom spektrometrijom (LCïMS/MS), pored hromatografskog 

razdvajanja i detekcije, omoguĺava se i pouzdana identifikacija degradacionih 

proizvoda sa ciljem da se predvide moguĺi putevi degradacije leka (Rao et al., 2011, 

2013, 2014; Ramesh et al., 2014; Patel et al., 2015; Bhandi et al., 2016; Kaushik et al., 

2016). 

  



 

13 

 

Tabela 1. Literaturni pregled razliļitih stres uslova u studijama forsirane degradacije lekova 

Analit  
Kisela 

hidroliza  

Bazna 

hidroliza  

Neutralna 

hidroliza  
Oksidacija 

Termiļka 

degradacija 
Fotodegradacija Literatura  

API 0,1 M HCl 0,1 M NaOH / 3% H2O2 60 °C Metal halogena, ģivina, ksenon 

ili  UVïB fluorescentna lampa 

WHO, 2005 

API 0,1 M HCl, 

40 ili  60 °C 

0,1 M NaOH, 

40 ili  60 °C 

H2O, 

40 ili  60 °C 

3% H2O2, 

25 ili  60 °C 

60 ili  80 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Blessy et al., 2014 

API 0,1ï1 M 

HCl ili  H2SO4 

0,1ï1 M NaOH 

ili  LiOH ili  KOH 

/ 3% H2O2 > 50 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Alsante et al., 2007 

Abakavir 

sulfat 

1 M HCl, 

80 °C 

1 M NaOH, 

80 °C 

H2O, 

80 °C 

3% H2O2, 

6% H2O2, 

1,5 mM AIBN 

100 °C UV svetlost (320 nm) Rao et al., 2011 

Fingolimod 3 M HCl 0,1 M NaOH H2O, 

80 °C 

30% H2O2, 

sobna t 

90 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Patel et al., 2015 

Nepafenak 0,1 M HCl, 

25 °C 

0,1 M NaOH, 

25 °C 

/ 30% H2O2, 

25 °C 

80 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Runje et al., 2016 

Zofenopril 1 M HCl, 

80 °C 

1 M NaOH, 

80 °C 

H2O, 

80 °C 

3% H2O2, 

6% H2O2, 

sobna t 

100 °C UV svetlost (320 nm) Ramesh et al., 2014 

Ezetimib 0,1 M HCl, 

80 °C 

0,1 M NaOH, 

sobna t 

H2O, 

80 °C 

3% H2O2 80 °C 4500 lx Luo et al., 2015 

Darunavir 0,5 M HCl, 

75 °C 

0,1 M NaOH, 

75 °C 

H2O, 

75 °C 

3% H2O2, 

6% H2O2, 

sobna t 

75 °C UV svetlost (320 nm) Rao et al., 2014 

Zolpidem-tartarat 1 M HCl, 

sobna t 

0,1 M NaOH, 

sobna t 

H2O, 

sobna t 

10% H2O2, 

sobna t 

70 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Maleġeviĺ et al., 2014 

Rabeprazol 0,01 M HCl, 

sobna t 

2 M NaOH, 

80 °C 

H2O, 

80 °C 

3% H2O2, 

sobna t 

80 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Bhandi et al., 2016 

Doksofilin 0,1 M HCl, 

65 °C 

0,1 M NaOH, 

65 °C 

H2O, 

65 °C 

3% H2O2 65 °C UV svetlost (254 nm) Rao et al., 2013 

Azilsartan 0,1 M HCl, 

85 °C 

0,1 M NaOH, 

85 °C 

H2O, 

85 °C 

30% H2O2 50 °C Osvetljenje Ó 1,2³10
6
 lx h, 

UV svetlost Ó 200 Wh m
ī2

 

Kaushik et al., 2016 

Morfin, naltrekson 0,5 M HCl 

40 °C 

0,5 M NaOH, 

40 °C 

/ 3% H2O2, 

40 °C 

80 °C UV svetlost (254 nm) Jafari-Nodoushan et al., 2016 

WHO: Svetska zdravstvena organizacija (eng. World Health Organization); AIBN: 2,2'-azobisizobutironitril
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2.4. Analitiļke metode 

 

Kvalitativne analitiļke metode obezbeĽuju informacije o atomskim ili molekulskim 

vrstama ili o prisutnim funkcionalnim grupama, dok kvantitativne analitiļke metode 

daju informacije o relativnoj koliļini jedne ili viġe komponenata (Skoog i West, 1980). 

Izbor analitiļke metode zavisi od hemijskih svojstava analita i oļekivanih koncentracija. 

Svaka analitiļka metoda se uglavnom sastoji od nekoliko stupnjeva kao ġto su: priprema 

uzorka, separacija, kvantifikacija i analiza podataka. 

 

2.4.1. Priprema uzoraka bioloġkog materijala 

 

Priprema uzorka je neophodna da bi se iz matrice, tj. bioloġkog materijala, izolovale 

komponente i preļistili i prekoncentrisali analiti. Materije neorganskog porekla, 

masnoĺe i druge materije koje se nalaze u uzorcima mogu da utiļu na odreĽivanje 

analita, tako da je neophodno pripremiti uzorak, tj. ukloniti sve komponente koje mogu 

da utiļu na rezultat i ekstrahovati komponente od interesa. Metode pripreme tkiva se 

mogu svrstati u tri grupe: mehaniļke, digestivne i ekstrakcione. Svaka metoda ima 

prednosti i mane i zato je obiļno potrebno koristiti njihovu kombinaciju za optimalnu 

ekstrakciju. Ekstrakcija analita iz bioloġkog materijala predstavlja ozbiljan izazov za 

analitiļare zbog sloģenog sastava bioloġkog uzorka. Priprema uzoraka bioloġkog 

materijala je zahtevan i dugotrajan laboratorijski zadatak. Od momenta uzorkovanja, 

analitiļari moraju da obrate paģnju na to kako se uzorak ļuva, obraĽuje (mehaniļki ili 

hemijski), ekstrahuje i analizira (Yu i Cohen, 2004). Naļin sakupljanja i ļuvanja 

bioloġkog materijala zavisi od svojstava analita koji se odreĽuje. Uzorci se moraju 

sakupljati u sudovima od materijala koji neĺe adsorbovati analite, niti ĺe sadrģati 

supstance rastvorne u bioloġkom uzorku. Ako se bioloġki materijal odmah ne ispituje, 

mora se ļuvati na pogodan naļin. Najbolje je materijal ļuvati zamrznut (na ï20 ºC) do 

ispitivanja. TakoĽe je bitno da se preparati jetre pripremaju i koriste uvek sveģi 

(Pokrajac, 2001). 

 

Prinos analita i njegova termiļka stabilnost, koliļina raspoloģivog uzorka, raspoloģive 

tehnike pripreme, zahtevana preciznost i taļnost, vreme i sigurnost operatera su samo 
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neki od parametara koje analitiļari moraju da razmotre pri izboru optimalne metode 

pripreme uzoraka (Yu i Cohen, 2004). Koja ĺe se metoda pripreme uzorka primeniti 

zavisi od fiziļko-hemijskih svojstava analita (kiselo-baznih svojstava, stabilnosti, 

isparljivosti, rastvorljivosti u vodi i organskim rastvaraļima), prirode uzorka (ļistoĺe, 

sadrģaja masti) i instrumentalne metode analize uzorka. Razvoj novih metoda za 

pripremu uzoraka je usmeren na brze, jednostavne i jeftine metode koje mogu biti 

izvedene u malim sistemima gde je potroġnja organskih rastvaraļa svedena na 

minimum. 

 

Metode pripreme uzoraka za odreĽivanje tragova analita uglavnom obuhvataju sledeĺe 

korake: 

¶ homogenizacija; 

¶ ekstrakcija: analit od interesa se prenosi iz bioloġkog uzorka u rastvaraļ koji moģe 

biti unet u merni instrument. Pod idealnim uslovima, analit se selektivno ekstrahuje 

iz bioloġkog uzorka, a sve nepoģeljne komponente zaostaju; 

¶ preļiġĺavanje: izolovanje analita od interesa od ostalih delova bioloġkog uzorka koji 

su koekstrahovani. Veĺina tehnika preļiġĺavanja koristi klasiļno gravitaciono 

prolaģenje ekstrakta kroz kolonu pakovanu sa odgovarajuĺim adsorbensom (npr. 

aluminijum-oksid, silika-gel i razne smole za preļiġĺavanje); 

¶ prekoncentrisanje: poveĺanje koncentracije ekstrahovanih analita i, na taj naļin, 

poboljġanje ukupne osetljivosti analize. 

 

Koriġĺenje laboratorijskog blendera je najpraktiļniji naļin za homogenizaciju ļvrstih 

uzoraka bioloġkog materijala tokom pripreme za kvalitativnu i kvantitativnu analizu 

(Yu i Cohen, 2004). Nakon homogenizacije uzorka, potrebno je izvrġiti ekstrakciju 

analita odgovarajuĺim rastvaraļem, a upravo je homogenizacijom poveĺana povrġina 

uzajamnog delovanja meĽu fazama. Tokom ekstrakcije dolazi do prelaza analita iz 

bioloġkog materijala u rastvaraļ. Najļeġĺe se za ekstrakciju antibiotika iz bioloġkog 

materijala koriste organski rastvaraļi kao ġto su metanol (Yamada et al., 2006; Berrada 

et al., 2010; Singh et al., 2014; Stariat et al., 2014; Montesano et al., 2016) i acetonitril 

(Arnold et al., 2004; Shao et al., 2005; Yamada et al., 2006; Dickson et al., 2012; 

Huang et al., 2012; Macarov et al., 2012; Xie et al., 2012; Bousova et al., 2013; Lee et 
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al., 2016), kao i trihlorsirĺetna kiselina (TCA, eng. trichloroacetic acid) (Cherlet et al., 

2003; Zhu et al., 2008; Kaufmann et al., 2012; Bousova et al., 2013) (tabela 2). Kako bi 

se ubrzao proces ekstrakcije i, na taj naļin, poveĺala njena efikasnost ļesta je primena 

ultrazvuļne ekstrakcije koja omoguĺava veĺe prodiranje rastvaraļa u materijal. 

 

Pri pripremi bioloġkih uzoraka potrebno je posebno posvetiti paģnju deproteinizaciji u 

cilju poboljġanja ekstrakcije analita iz bioloġkog materijala, jer moģe doĺi do vezivanja 

antibiotika za proteine plazme i tkiva, pa je potrebno razgraditi kompleks antibiotik-

protein (Pokrajac, 2001). Taloģenje proteina je uobiļajeno u kvantitativnoj bioanalizi, 

kao veoma brz pristup. U postupku pripreme se prvo dodaje aditiv za taloģenje proteina, 

posle ļega je potrebno meġanje i centrifugiranje. Obiļno se koriste sledeĺi aditivi: TCA, 

cink(II) -sulfat, acetonitril, etanol ili metanol (Niessen, 2006; Zhu et al., 2008; Tao et al., 

2012). Acetonitril, TCA i cink(II) -sulfat su se pokazali kao najefikasniji u procesu 

taloģenja proteina. MeĽutim, TCA moģe znatno da utiļe na supresiju jonizacije. U 

prisustvu TCA, u nekim sluļajevima se postiģe nizak prinos analita, verovatno zbog 

toga ġto se analiti ukljuļuju u taloģenje proteina (Niessen, 2006). Dodatni problem 

prilikom ekstrakcije iz tkiva, kao kompleksne matrice, predstavlja masnoĺa koja se 

moģe ukloniti upotrebom heksana (Kaufmann et al., 2012; Tang et al., 2012; Xie et al., 

2012). 

 

Za preļiġĺavanje ekstrakta uzoraka bioloġkog materijala obiļno se koristi teļno-ļvrsta 

ekstrakcija. Kod teļno-ļvrste ekstrakcije analit se raspodeljuje izmeĽu teļnog uzorka i 

ļvrstog adsorbensa. Jedna od najļeġĺe koriġĺenih teļno-ļvrstih ekstrakcija je ekstrakcija 

na ļvrstoj fazi (SPE, eng. solid-phase extraction). 
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Tabela 2. Pregled primene koriġĺenih rastvaraļa za ekstrakciju i analitiļkih metoda za 

odreĽivanje razliļitih antibiotika u bioloġkim uzorcima 

Analit  
Bioloġki 

materijal  

Rastvaraļ za 

ekstrakciju  

Analitiļka 

metoda 
Literatura  

Doksorubicin Plazma, srce, 

bubrezi, jetra, 

slezina, mozak 

35% perhlorna 

kiselina 

LCïFLD Urva et al. 2009 

Etambutol Plazma Metanol LCïUV Singh et al., 2014 

Doksorubicin Plazma, srce, 

jetra, slezina, 

mozak 

5 mM amonijum- 

acetat i acetonitril 

LCïESI-MS Arnold et al., 2004 

Tiosemikarbazoni Plazma Metanol LCïESI-MS Stariat et al., 2014 

Aminoglikozidi Miġiĺi, 

bubrezi, jetra  

5% TCA LCïESI-MS Zhu et al., 2008 

Tetraciklini Miġiĺi, 

bubrezi, jetra  

0,1 M sukcinska 

kiselina i 20% TCA 

LCïESI-MS Cherlet et al., 2003 

Penicilini Miġiĺi Voda i acetonitril LCïTIS-MS Macarov et al., 2012 

Aminoglikozidi, 

makrolidi 

Miġiĺi Metanol LCïESI-MS Berrada et al., 2010 

Aminoglikozidi Miġiĺi, 

bubrezi, jetra  

5% TCA LCïESI-MS Kaufmann et al., 

2012 

Makrolidi Bubrezi Acetonitril i 0,3 M 

fosfatni pufer 

LCïESI-MS Dickson et al., 2012 

Sulfonamidi Miġiĺi, 

bubrezi, jetra  

Acetonitril i heksan LCïESI-MS Shao et al., 2005 

Aminoglikozidi, 

makrolidi, linkozamidi, 

sulfonamidi, tetraciklini, 

hinoloni 

Miġiĺi Acetonitril i 2% 

TCA 

LCïESI-MS Bousova et al., 2013 

Veterinarski antibiotici Miġiĺi Acetonitril, metanol 

i heksan 

LCïESI-MS Yamada et al., 2006 

Sulfanilamidi, 

nitroimidazoli, hinoloni, 

makrolidi, linkozamidi, 

prazikvantel 

Miġiĺi Acetonitril LCïTIS-MS Xie et al., 2012 

Tulatromicin Plazma Acetonitril LCïESI-MS Huang et al., 2012 

Marbofloksacin Plazma Metanol LCïAPI-

MS 

Montesano et al., 

2016 

Levofloksacin, 

moksifloksacin 

Serum Acetonitril LCïESIï

MS 

Lee et al., 2016 

FLD: fluorescentni detektor (eng. fluorescence detector); UV: ultraljubiļasto (eng. 

ultraviolet); ESI: elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization); TIS: turbo 

jonsprej (eng. turbo ionspray); API: jonizacija na atmosferskom pritisku (eng. 

atmospheric pressure ionization) 
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2.4.1.1. Metoda ekstrakcije na ļvrstoj fazi 

 

Ekstrakcija na ļvrstoj fazi podrazumeva dovoĽenje teļnog uzorka u kontakt sa ļvrstom 

fazom ili adsorbensom pri ļemu se analit selektivno adsorbuje na povrġinu ļvrste faze. 

Paģljivim odabirom adsorbensa analit se moģe selektivno zadrģati u odnosu na druge 

komponente prisutne u uzorku. 

 

Glavni razlozi za upotrebu metode ekstrakcije na ļvrstoj fazi su (Dean, 2003):  

¶ prekoncentrisanje analita od interesa (iz relativno velike zapremine uzorka u malu 

zapreminu ekstrakta) i  

¶ preļiġĺavanje ekstrakta koji ne sadrģi nepoģeljne ļestice iz bioloġkog uzorka. 

 

Nakon izbora odgovarajuĺe SPE kolone, procedura najļeġĺe podrazumeva ļetiri koraka 

(slika 3) (Niessen, 2006): 

1. kondicioniranje adsorbensa (propuġtanje male zapremine odgovarajuĺeg rastvaraļa 

radi pripreme adsorbensa za adsorpciju analita); 

2. nanoġenje teļnog uzorka na SPE kolonu (propuġtanje uzorka kroz kolonu, pri ļemu 

se analit adsorbuje na adsorbens); 

3. ispiranje SPE kolone (propuġtanje minimalne zapremine odgovarajuĺeg rastvaraļa 

kroz kolonu radi uklanjanja neļistoĺa iz uzorka koje su se zadrģale na adsorbensu) i 

po potrebi suġenje kolone; 

4. eluiranje analita (propuġtanje odgovarajuĺeg rastvaraļa u kojem se analit dobro 

rastvara i desorpcija analita sa kolone). 

 

Slika 3. Prikaz ekstrakcije na ļvrstoj fazi 
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Za ekstrakciju na ļvrstoj fazi se obiļno koriste ġpricevi ili kertridģi (polipropilenski, 

stakleni ili  politetrafluoroetilenski). Odgovarajuĺi adsorbens, mase od 50 mg do 10 g, se 

postavlja izmeĽu dve frite, obiļno teflonske ili polietilenske, veliļine pora 20 ɛm. 

Protok rastvaraļa kroz kertridģ se ostvaruje pomoĺu vakuuma, pri ļemu se obiļno 

koristi komercijalno dostupan vakuum manifold za istovremenu analizu veĺeg broja 

uzoraka (Dean, 2003). 

 

Najļeġĺe se kao SPE adsorbensi koriste pakovanja na bazi silika-gela ili hemijski 

modifikovanog silika-gela, npr. C18 ili C8 materijal, gde se zadrģavanje analita zasniva 

na hidrofobnim interakcijama, ali su dostupni i materijali na bazi etilbenzena, 

divinilbenzena i kopolimera stirena i divinilbenzena. Sve popularniji postaju meġoviti 

adsorbensi kao ġto je Oasis HLB (eng. hydrophilic-lipophilic balance), kopolimer 

divinilbenzena i N-vinilpirolidona (Waters, Milford, SAD). Hidrofilna svojstva su 

posledica prisustva N-vinilpirolidona, a lipofilna svojstva potiļu od divinilbenzena. 

Upotreba kertridģa sa uravnoteģenim hidrofilnim i lipofilnim karakteristikama 

omoguĺava ekstrakciju kiselih, neutralnih i baznih analita u ġirokom opsegu pH 

vrednosti (Niessen, 2006). 

 

Izbor adsorbensa za SPE jako zavisi od analita od interesa i sistema rastvaraļa koji ĺe se 

koristiti za ekstrakciju. Na efikasnost SPE moģe da utiļe i broj aktivnih mesta dostupnih 

na adsorbensu koji ne moģe biti manji od broja molekula analita, jer u suprotnom dolazi 

do Ăprobojaò. Zato je bitno proceniti kapacitet SPE kertridģa za odreĽenu namenu, kao i 

brzinu protoka uzorka kroz adsorbens, jer previġe brz protok ne obezbeĽuje dovoljno 

vremena za kontakt izmeĽu analita i adsorbensa. TakoĽe je bitno da se optimizuje 

zapremina izabranog rastvaraļa za eluiranje (Dean, 2003). Potrebno je utvrditi i 

odgovarajuĺu pH vrednost uzorka koji se nanosi na adsorbens. Podeġavanje pH 

vrednosti vrġi se kako bi se pojaļalo zadrģavanje antibiotika na kertidģu za 

preļiġĺavanje. Obiļno se kod analize antibiotika u bioloġkim uzorcima pH podeġava na 

vrednost od 4,5 do 9 (Koesukwiwat et al., 2007; McGlinchey et al., 2008; Zhu et al., 

2008; Macarov et al., 2012). 
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Tabela 3. Pregled primene koriġĺenih kolona za ekstrakciju na ļvrstoj fazi i i analitiļkih 

metoda za odreĽivanje razliļitih antibiotika u bioloġkim uzorcima 

Analit  
Bioloġki 

materijal  
SPE kertridģi 

Analitiļka 

metoda 
Literatura  

Aminoglikozidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi 

Oasis HLB LCïESI-MS Zhu et al., 2008 

Makrolidi, ɓ-laktami, 

linkozamidi, hinon 

Miġiĺi Oasis HLB LCïESI-MS Tang et al., 2012 

Makrolidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi 

Oasis HLB LCïESI-MS Dubois et al., 2001 

Tetraciklini Miġiĺi, jetra, 

bubrezi  

Oasis HLB LCïESI-MS Cherlet et al., 2003 

Kolistin Plazma Oasis HLB LCïESI-MS Ma et al., 2008 

Aminoglikozidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi  

Oasis HLB LCïESI-MS Zhu et al., 2016 

Veterinarski lekovi Miġiĺi, jetra Oasis HLB LCïESI-MS Chen et al., 2016 

Amoksicilin Miġiĺi, jetra Oasis HLB LCïESI-MS Freitas et al., 2012 

Pramipeksol Plazma, jetra, 

bubrezi, 

slezina, mozak 

Strata X LCïESI-MS Guo et al., 2015 

Hinoloni Plazma Strata X LCïESI-MS Garcés et al., 2006 

Fluoksetin i olazapin Plazma Strata X LCïESI-MS Gopinath et al., 2011 

Kortikosteroidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi 

Strata XL LCïESI-MS Tölgyesi et al., 2012 

Aminoglikozidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi 

Oasis MCX LCïESI-MS Kaufmann et al., 2012 

Hloramfenikol, 

florfenikol, florfenikol 

amin, tiamfenikol 

Jetra Oasis MCX LCïESI-MS Fedeniuk et al., 2015 

Aminoglikozidi Bubrezi WCX Accell 

Plus CM 

LCïESI-MS Kumar et al., 2012 

Aminoglikozidi Miġiĺi Oasis WCX LCïESI-MS Plozza et al., 2011 

Aminoglikozidi Miġiĺi, jetra, 

bubrezi 

WCX CBA 

Bond Elute 

LCïESI-MS Tao et al., 2012 

Veterinarski lekovi Miġiĺi Superclean C18 LCïTIS-MS Xie et al., 2012 

Makrolidi Bubrezi Bond Elut C18 LCïESI-MS Dickson et al., 2012 

Cefaleksin Plazma Sep-Pak C18 LCïUV Davis et al., 2005 

Penicilini Miġiĺi ENV + Isolute LCïTIS-MS Macarov et al., 2012 

 

Kao ġto je u tabeli 3 prikazano, za analizu tragova antibiotika prilikom pripreme 

bioloġkih uzoraka najļeġĺe se koriste Oasis HLB, Strata X (Phenomenex, Torrance, 

SAD), Oasis MCX (Waters, Milford, SAD), razni WCX i C18 kertridģi. Strata X 

polimerni kertridģi, koji predstavljaju kombinaciju modifikovanih stiren-divinilbenzena 

i N-vinilpirolidona, mogu da se koriste za ekstrakciju kiselih, baznih i neutralnih 

jedinjenja u ġirokom opsegu pH vrednosti (Phenomenex, 2017a; Phenomenex, 2017b). 

TakoĽe se za pripremu bioloġkih uzoraka koriste i kertridģi sa jonoizmenjivaļkim 
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adsorbensima, posebno katjonski izmenjivaļi kao ġto su MCX (eng. mixed-mode cation 

exchange) i WCX (eng. weak cation exchange) kertridģi. Oasis MCX kertridģi sadrģe 

reverzno-fazno i jonoizmenjivaļko pakovanje tako da predstavljaju meġovite 

adsorbense, koji imaju moguĺnost ekstrakcije baznih komponenata (Waters, 2017a), 

dok WCX kertridģi imaju moguĺnost ekstrakcije jakih baza i kvaternernih amina 

(Waters, 2017b). C18 kertridģi se najļeġĺe koriste za ekstrakciju nepolarnih analita 

(Agilent, 2017; Sigma Aldrich, 2017b; Waters, 2017c). 

 

2.4.2. Teļna hromatografija visokih performansi 

 

Najļeġĺa analitiļka metoda koja se koristi za odreĽivanje antibiotika iz bioloġkih 

materijala, prilikom odreĽivanja zavisnosti koncentracije leka od vremena provedenog u 

bioloġkoj matrici i proraļunavanja farmakokinetiļkih parametara, kao i za analizu 

uzoraka dobijenih u eksperimentima forsirane degradacije lekova je teļna 

hromatografija. Ova metoda je pogodna za odreĽivanje polarnih, termonestabilnih i 

neisparljivih jedinjenja. Znaļajna je i upotreba teļne hromatografije visokih performansi 

(HPLC, eng. high performance liquid chromatography) u sprezi sa tandem masenom 

spektrometrijom (MS/MS, eng. tandem mass spectrometry) kao osetljivom i 

selektivnom detekcionom metodom. HPLCïMS/MS ili samo LCïMS/MS metoda je 

posebno rasprostranjena u analizi antibiotika u bioloġkim uzorcima (tabele 2 i 3). 

 

Do hromatografskog razdvajanja dolazi kada komponente u smeġi interaguju na razliļit 

naļin sa mobilnom (pokretnom) i stacionarnom (nepokretnom) fazom, pa im je 

potrebno razliļito vreme da preĽu put od mesta ulaza uzorka u sistem do mesta gde se 

detektuju (Ardrey, 2003). MeĽusobne interakcije izmeĽu komponenata uzorka i 

mobilne faze, kao i stacionarne faze, odreĽuju stepen migracije i separacije analita. 

Molekuli koji formiraju jaļe veze sa stacionarnom fazom nego sa mobilnom, sporije se 

eluiraju sa kolone i samim tim imaju veĺa retenciona vremena, dok molekuli koji 

formiraju jaļe veze sa mobilnom fazom imaju kraĺa retenciona vremena. 
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Osnovne komponente HPLC ureĽaja (slika 4) su (Ardrey, 2003): 

¶ rezervoar mobilne faze; 

¶ sistem za uvoĽenje uzorka (najļeġĺe se koristi injektor sa petljom, kojim se teļni 

uzorak uvodi u tok mobilne faze); 

¶ pumpa (ima zadatak da obezbedi konstantan protok mobilne faze izmeĽu  

10 µL min
-1

 i 2 mL min
-1

 u zavisnosti od koriġĺene kolone); 

¶ stacionarna faza (kolona); 

¶ detektor i 

¶ sistem za snimanje i obradu podataka. 

 

 

Slika 4. Prikaz HPLC sistema 

 

Na osnovu prirode interakcija izmeĽu komponenata uzorka i stacionarne faze razlikuje 

se viġe tipova hromatografije. Za analizu lekova najļeġĺe se koristi hromatografija sa 

reverznom fazom, gde je mobilna faza polarnija od stacionarne faze, tako da se sa 

kolone brģe eluiraju polarniji od manje polarnih analita (Ardrey, 2003). 
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2.4.2.1. Stacionarna faza 

 

Svojstva koja stacionarna faza mora da poseduje su: nerastvorljivost u mobilnoj fazi, 

stabilnost na promene pritiska, temperature i pH, kao i ġto uniformnija raspodela 

ļestica, do 10% odstupanja od srednje vrednosti (Ardrey, 2003). Stacionarna faza se 

pakuje u kolone. HPLC kolone su najļeġĺe duģine 100ï300 mm sa unutraġnjim 

preļnikom od 3ï4,6 mm. Hromatografska kolona je izraĽena od nerĽajuĺeg ļelika i 

ispunjena finim, hemijski modifikovanim silikatnim ļesticama (Niessen, 2006). 

Pakovanje hromatografske kolone se sastoji od ļestica veoma malih dimenzija 

ujednaļene veliļine (3ï10 ɛm), ļime se obezbeĽuje velika kontaktna povrġina, a time i 

visoki stepen razdvajanja analita (Pryde i Gilbert, 1979). 

 

2.4.2.2. Mobilna faza 

 

Kod teļne hromatografije analit mora da bude rastvoran u mobilnoj fazi. Da bi se 

rastvaraļi mogli  koristiti kao mobilna faza, moraju da poseduju sledeĺa svojstva: visok 

stepen ļistoĺe, dobra rastvorljivost analita, kompatibilnost sa detektorom, mala 

viskoznost, hemijska inertnost i prihvatljiva cena. Kako nije uvek moguĺe da se 

postigne odgovarajuĺa separacija koriġĺenjem mobilne faze koju ļini jedan rastvaraļ, 

obiļno se koriste smeġe rastvaraļa, a efikasnost hromatografskog razdvajanja zavisi od 

interakcija analita sa mobilnom i stacionarnom fazom (Rouessac i Rouessac, 2007). 

Separacija u kojoj je sastav mobilne faze konstantnog sastava (nezavisno od broja 

komponenata koje sadrģi) naziva se izokratsko eluiranje, dok se ona kod koje se menja 

sastav mobilne faze naziva gradijentno eluiranje. U reverzno-faznoj hromatografiji 

mobilna faza se najļeġĺe sastoji od vode i organskog rastvaraļa (npr. metanol, 

acetonitril). Kod HPLC metode mobilna faza je pod visokim pritiskom (do oko 400 bara 

ili 4³10
7
 Pa), da bi se ostvario neprekidan protok mobilne faze i reproduktivna 

hromatografija. Pri tom se mora obratiti paģnja na degasiranje, tj. na uklanjanje 

mehuriĺa vazduha iz mobilne faze koji bi doveli do ometanja rada instrumenta (Ardrey, 

2003). 
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2.4.2.3. Detektori  

 

Izbor detektora je obiļno kljuļni korak za uspeġnu hromatografsku analizu. Koriste se 

razliļiti detektori: ultraljubiļasti (UV, eng. ultraviolet), fluorescentni, elektrohemijski, 

refrakcioni i maseni, i svaki od njih ima prednosti i nedostatke. Prednost masenog 

spektrometra kao detektora je ġto moģe da razdvaja komponente sliļnih retencionih 

karakteristika ili moģe da vrġi identifikaciju i/ili kvantifikaciju komponenata koje su 

samo delimiļno razdvojene hromatografski ili ļak koje su potpuno nerazdvojene. Na 

ovaj naļin se moģe skratiti vreme potrebno za razvoj metode. Detektor koji se najļeġĺe 

koristi u teļnoj hromatografiji i onaj koji, posle masenog spektrometra, daje najbolji 

uvid u identifikaciju analita, je UV detektor, mada UV spektri retko omoguĺavaju 

nedvosmislenu identifikaciju. UV detektor omoguĺava identifikaciju grupe 

komponenata i zajedno sa retencionim karakteristikama analita obezbeĽuje uvid u 

identitet analita. Ipak, primenom UV detektora se ne moģe postiĺi identifikacija sa 

potpunom sigurnoġĺu (Ardrey, 2003). 

 

2.4.3. Masena spektrometrija 

 

Identifikacija jedinjenja pomoĺu hromatografije se zasniva na poreĽenju retencionih 

vremena nepoznatih sastojaka i standardnih supstanci pod istim eksperimentalnim 

uslovima. Ipak, identiļna retenciona vremena nisu siguran pokazatelj da je u pitanju isto 

jedinjenje. MeĽutim, kako su maseni spektri veĺine supstanci dovoljno specifiļni da 

omoguĺe njihovu identifikaciju sa velikom sigurnoġĺu, kombinovanjem separacionih 

moguĺnosti hromatografije sa identifikacionim moguĺnostima masenog spektrometra 

omoguĺeno je razlikovanje supstanci sa istim ili sliļnim retencionim vremenima na 

osnovu njihovih razliļitih masenih spektara (Ardrey, 2003). Masena spektrometrija je 

pogodna zbog svoje osetljivosti, brzine analize, moguĺnosti automatizacije i 

kompatibilnosti sa metodom kao ġto je HPLC (Pokrajac, 2001). 

 

Masena spektrometrija je analitiļka metoda kojom se razdvajaju naelektrisane ļestice 

prema odnosu mase i naelektrisanja (m/z). Osnovne komponente masenog spektrometra 

su (slika 5): 
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¶ sistem za unos uzorka koji se analizira, 

¶ jonski izvor (vrġi jonizaciju uzorka), 

¶ jedan ili viġe masenih analizatora (razvrstavanje jona prema odnosu mase i 

naelektrisanja), 

¶ detektor (registracija jona koji dolaze iz analizatora), 

¶ vakuum (spreļava da se joni na svom putu od jonskog izvora do detektora sudaraju) i 

¶ sistem za obradu podataka (daje maseni spektar, koga ļini skup pikova pri ļemu 

svaki odgovara jednoj jonskoj vrsti, kao krajnji rezultat analize). 

 

Slika 5. Prikaz masenog spektrometra 

 

Maseni spektrometar vrġi sledeĺe procese (de Hoffman i Stroobant, 2007): 

¶ formiranje jona iz uzorka u jonskom izvoru, 

¶ razdvajanje jona u masenom analizatoru u zavisnosti od vrednosti odnosa m/z, 

¶ fragmentacija odabranih jona i analiziranje fragmenata, 

¶ detektovanje nastalih jona i merenje koliļine detektorom koji jone konvertuje u 

elektriļni signal i 

¶ obrada rezultata. 

 

2.4.3.1. Tehnike jonizacije 

 

U masenoj spektrometriji se koriste razliļite jonizacione tehnike. Neke tehnike 

jonizacije su vrlo energiļne i izazivaju obimnu fragmentaciju. Druge tehnike su mekġe i 
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izazivaju samo jonizaciju molekulskih vrsta. Neke od jonizacionih tehnika koje se 

koriste su: jonizacija elektronskim udarom (EI, eng. electron impact ionization), 

termosprej jonizacija (TS, eng. thermospray ionization), hemijska jonizacija (CI, eng. 

chemical ionization), hemijska jonizacija na atmosferskom pritisku (APCI, eng. 

atmospheric pressure chemical ionization), elektrosprej jonizacija (ESI, eng. 

electrospray ionization), MALDI ( eng. matrix-assisted laser desorption/ionization), itd. 

Tehnike elektronske jonizacije i hemijske jonizacije mogu da se koriste samo u sluļaju 

kada su analiti u gasovitom stanju. Termosprej, elektrosprej i hemijska jonizacija na 

atmosferskom pritisku su pogodne za jonizaciju neisparljivih i termonestabilnih 

jedinjenja (Ardrey, 2003). 

 

Elektrosprej jonizacija je najļeġĺe koriġĺena tehnika jonizacije prilikom  

LCïMS analize tragova antibiotika u tkivima i bioloġkim teļnostima (tabele 2 i 3), kao i 

prilikom analiziranja uzoraka nastalih u eksperimentima forsirane degradacije 

antibiotika (Rao et al., 2011, 2013, 2014; Ramesh et al., 2014; Patel et al., 2015; Bhandi 

et al., 2016; Kaushik et al., 2016). ESI se najļeġĺe koristi za analizu polarnih analita, ali 

i u analizi manje polarnih jedinjenja. 

 

Elektrosprej jonizacija (slika 6) se odvija u ļetiri koraka: formiranje kapi iz teļnog 

uzorka, naelektrisavanje kapi, desolvatacija kapi i formiranje jona analita. Za razliku od 

veĺine drugih jonizacionih tehnika koje se koriste u masenoj spektrometriji, ESI se 

odvija na atmosferskom pritisku. Princip rada ESI tehnike se zasniva na propuġtanju 

teļnog uzorka, u kome je rastvoren analit, kroz ļeliļnu kapilaru na ļiji se vrh primenjuje 

visok napon (3ï4 kV). Pod uticajem visokog napona, dolazi do preraspodele 

naelektrisanja u uzorku tako da se na vrhu kapilare formira tzv. Tejlorova kupa. Kada na 

vrhu Tejlorove kupe pozitivno naelektrisanje prevaziĽe povrġinski napon, teļnost se 

rasprġuje formirajuĺi sprej naelektrisanih kapi. Formirane kapi podleģu desolvataciji u 

izvoru masenog spektrometra na atmosferskom pritisku. Usled isparavanja rastvaraļa 

dolazi do smanjivanja kapi. U momentu kada povrġinski napon ne moģe da izdrģi 

nagomilano naelektrisanje dolazi do eksplozije kapi, pri ļemu se formiraju manje 

kapljice. Zatim se ponavlja niz takvih eksplozija sve dok se ne formiraju joni 

osloboĽeni od rastvaraļa. Joni dobijeni na ovaj naļin se prenose dalje u maseni 
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spektrometar. Ovom tehnikom dobijaju se protonovani ili deprotonovani molekuli 

([M+H]
+
, odnosno [MïH]

ï
), u zavisnosti od elektriļnog polja. Elektrosprej 

jonizacionom tehnikom se ļesto formiraju i viġestruko naelektrisani joni ([M+nH]
n+

) 

(Pramanik et al., 2002; Ardrey, 2003; de Hoffman i Stroobant, 2007). 

 

Slika 6. Prikaz elektrosprej jonizacije 

 

2.4.3.2. Maseni analizator 

 

Maseni analizatori koriste statiļko, dinamiļko, elektriļno ili magnetno polje, ili njihovu 

kombinaciju da razdvoji jone na osnovu odnosa m/z. Osnovne karakteristike 

performansi masenog analizatora su graniļni opseg merenja masa, brzina analize, 

transmisija, taļnost i rezolucija. U masenoj spektrometriji se koriste razliļiti analizatori: 

trostruki kvadrupol, jonski trap, analizator vremena preleta jona (TOF, eng. time of 

flight), kao i njihove kombinacije (de Hoffman i Stroobant, 2007). 

 

2.4.3.2.1. Jonski trap 

 

Jonski trap je ureĽaj koji koristi oscilirajuĺe elektriļno polje za skladiġtenje jona. Jonski 

trap koristi radiofrekventno (RF) kvadrupolno polje koje ļuva jone u tri ili dve 

dimenzije. Tako se jonski trapovi mogu podeliti na 3D jonski trap i 2D jonski trap. 
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3D (Polov) jonski trap se sastoji od prstenaste elektrode, na koju se primenjuje RF 

napon, i dve tanjiraste elektrode (slika 7). Na tanjirastim elektrodama se nalaze otvori za 

uvoĽenje jona u trap i za izbacivanje jona iz trapa do detektora. U LCïMS sistemima, 

joni se formiraju u eksternom jonskom izvoru, odakle se usmeravaju kroz skimer i dva 

oktopola do analizatora. Izvor je pod atmosferskim pritiskom, dok u analizatoru vlada 

vakuum. Joni uvedeni u trap se skladiġte primenom odgovarajuĺeg RF napona na 

prstenastu elektrodu i analiziraju u zavisnosti od njihove mase. Joni u centralnom delu 

trapa imaju ograniļeno kretanje u aksijalnom pravcu, meĽutim u radijalnom pravcu oni 

bivaju ubrzani prema tanjirastim elektrodama i nisu zadrģani. Gas helijum je prisutan u 

trapu kako bi jone drģao u stabilnim putanjama. Postupak se zavrġava podeġavanjem RF 

napona tako da se joni iz trapa izbacuju prema redosledu koji odgovara odnosu m/z 

(Niessen, 2006; de Hoffman i Stroobant, 2007). Glavni nedostatak 3D masenog 

analizatora je ograniļen dinamiļki opseg usled ograniļenog broja jona koji mogu biti 

prisutni u trapu. 

 

Slika 7. 3D jonski trap 

 

2D (linearni) jonski trap (LIT, eng. linear ion trap) je analizator koji se sastoji od dva 

para elektroda (slika 8) na ļijim krajevima se nalaze soļiva koja usmeravaju jone ka 

unutraġnjosti trapa. U centralnom delu dve naspramno postavljene elektrode se nalaze 

prorezi za izlaz jona iz trapa. Naspramno postavljene elektrode su podeljene u tri 

segmenta. U trapu su joni u radijalnom pravcu zarobljeni kvadrupolnim poljem, a u 

aksijalnom pravcu statiļkim elektriļnim poljem. Da bi LIT funkcionisao kao maseni 

spektrometar, na elektrode je potrebno primenjivati tri razliļita jednosmerna napona na 
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razliļite segmente trapa (0 do Ñ 100 V). U trap se uvodi inertni gas (helijum) da bi se 

smanjila kinetiļka energija jona i obezbedile stabilne putanje. Poveĺanjem RF napona 

joni se izbacuju iz trapa kroz proreze na elektrodama prema odnosu m/z. Joni se iz trapa 

mogu selektivno izbacivati primenom odgovarajuĺeg jednosmernog napona duģ ose 

(aksijalno izbacivanje) ili normalno na osu (radijalno izbacivanje) (Niessen, 2006; de 

Hoffman i Stroobant, 2007). 

 

Slika 8. Linearni jonski trap 

 

Velika prednost LIT analizatora u odnosu na Polov jonski trap je viġe od 10 puta veĺi 

kapacitet skladiġtenja jona. Veĺi kapacitet skladiġtenja dolazi od veĺe zapremine trapa i 

toga ġto se joni ne skladiġte samo u jednoj taļki u centru trapa, veĺ po centralnoj liniji 

trapa. Druga prednost 2D u odnosu na 3D jonski trap je veĺa efikasnost zadrģavanja 

jona. Kod 2D trapa efikasnost zadrģavanja unetih jona je 50%, dok je kod 3D trapa 5%. 

Obe ove prednosti poveĺavaju osetljivost i dinamiļki opseg 2D jonskog trapa (Niessen, 

2006; de Hoffman i Stroobant, 2007). 

 

2.4.3.3. Detektori 

 

Detektor moģe da proizvede elektriļni signal nasumiļnog jona koji je proporcionalan 

njegovoj koliļini. Izbor detektora zavisi od dizajna instrumenta i analitiļke primene za 

koju ĺe se koristiti. Detekcija jona se zasniva na naelektrisanju, masi ili brzini jona. 

 

Najļeġĺe koriġĺen detektor u masenoj spektrometriji je elektron multiplikator (EM, eng. 

electron multiplier). U ovom detektoru se joni iz analizatora ubrzavaju do velikih brzina 

kako bi se poveĺala efikasnost detekcije. Ovo se postiģe upotrebom elektrode pri 
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velikom potencijalu (od ± 3 do ± 30 kV) na izlazu jona iz masenog analizatora. 

Pozitivni ili negativni joni udaraju u elektrodu i dolazi do emisije nekoliko sekundarnih 

ļestica, koje mogu da budu pozitivni ili  negativni joni, elektroni i neutralne ļestice. 

Kada negativni joni udare u elektrodu nastaju sekundarni joni. Sekundarni joni se 

prevode u elektrone na prvoj dinodi. Oni se zatim pojaļavaju kaskadnim efektom u 

elektron multiplikatoru kako bi se proizvela struja (slika 9) (de Hoffman i Stroobant, 

2007). Grafiļki prikaz odziva masenog detektora u toku vremena predstavlja maseni 

hromatogram. 

 

Slika 9. Elektron multiplikator 

 

2.4.4. Tandem masena spektrometrija 

 

Tandem masena spektrometrija (MS/MS) omoguĺava identifikaciju i kvantifikaciju 

analita koji imaju istu molekulsku masu, ali razliļite produkt (fragmentne) jone, kao i 

onih jedinjenja koja nisu potpuno hromatografski razdvojena. Ipak, odreĽeni stepen 

razdvajanja je potreban radi smanjenja uticaja matrice i poboljġanja odnosa signala i 

ġuma, ļime se postiģe poveĺanje signala analita (de Hoffman i Stroobant, 2007). Prvo se 

izoluje prekursor jon odreĽenog odnosa m/z (slika 10a), koji zatim podleģe 

fragmentaciji pomoĺu helijuma i primenom RF napona koji im poveĺava energiju, pri 

ļemu dolazi do formiranja produkt jona i neutralnog fragmenta (slika 10b). Poslednji 

korak je analiziranje nastalih produkt jona. Moģe se poveĺati broj stupnjeva masene 

analize tako ġto se jon ponovo fragmentiġe, tako da se izvode MS
n
 eksperimenti, pri 

ļemu n predstavlja broj generacija jona koji se analiziraju. 
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Slika 10. Maseni spektri molekulskog jona i fragmentnih jona gentamicina 

 

Tandem masena analiza moģe se vrġiti u vremenu (eksperimenti se izvode u istom 

prostoru, ali u razliļito vreme) i u prostoru (dva masena spektrometra su vezana serijski 

i eksperimenti se simultano izvode, ali su prostorno razdvojeni) (Niessen 2006). 

 

2.4.4.1. Naļini skeniranja u tandem masenoj spektrometriji 

 

Ļetiri osnovna naļina skeniranja koja se koriste u tandem masenoj spektrometriji su 

(Ardrey, 2003; de Hoffman i Stroobant, 2007): 

1. Skeniranje produkt jona: sastoji se od odabira prekursor jona odreĽene vrednosti m/z 

i odreĽivanja svih produkt jona koji nastaju fragmentacijom; 

2. Skeniranje prekursor jona: sastoji se od odabira produkt jona i odreĽivanja prekursor 

jona. Na ovaj naļin se detektuju svi prekursor joni koji daju produkt jone odabrane 

mase; 

3. Skeniranje neutralnog gubitka: sluģi za detekciju prekursor jona koji daju isti 

neutralni fragment; 

4. Praĺenje odabrane reakcije (SRM, eng. selected reaction monitoring): sastoji se od 

odabira reakcija fragmentacije. Ovde se prati fragmentacija odabranog prekursor 

jona u odabrani produkt jon. 
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2.4.5. Validacija metode 

 

Da bi se pokazalo da odabrana metoda odgovara nameni, potrebno je izvrġiti validaciju 

analitiļke metode. Validacija analitiļke metode koja se koristi za analiziranje lekova u 

uzorcima bioloġkog porekla (krv, serum, plazma, urin, tkivo, koģa, itd.), tj. bioanalitiļke 

metode, vrġi se prema preporukama pravilnika Agencije za hranu i lekove (FDA, eng. 

Food and Drug Administration) SAD-a (FDA, 2001). Prilikom validacije potrebno je 

odrediti selektivnost, taļnost, preciznost, prinos i osetljivost predloģene analitiļke 

metode, kao i stabilnost analita. Za analizu lekova u bioloġkim uzorcima se koriste 

kalibracioni i kontrolni (QC, eng. quality control) uzorci. 

 

Traģeni validacioni parametri za bioanalitiļku metodu se prema FDA pravilniku 

definiġu na sledeĺi naļin: 

¶ Selektivnost analitiļke metode predstavlja moguĺnost metode da identifikuje i 

kvantitativno odredi traģeni analit u prisustvu drugih komponenata u uzorku. Da bi se 

odredila selektivnost metode potrebno je porediti hromatograme slepe probe, 

standarda i uzorka pri koncentraciji koja odgovara donjoj granici kvantifikacije 

(LLOQ, eng. lower limit of quantification), kako bi se utvrdilo da ne postoje 

interferentni pikovi na retencionom vremenu analita. 

¶ Taļnost analitiļke metode predstavlja bliskost srednje vrednosti odreĽene 

koncentracije pravoj vrednosti koncentracije analita. Vrednost taļnosti treba da bude 

Ò 15%, dok pri LLOQ ova vrednost ne bi trebalo da bude veĺa od 20%. 

¶ Preciznost analitiļke metode opisuje bliskost viġe individualnih merenja analita u 

veĺem broju alikvota dobijenih iz homogenog bioloġkog uzorka. Preciznost se 

predstavlja kao relativno standardno odstupanje (RSD, eng. relative standard 

deviation). Vrednost RSD ne bi trebalo da bude veĺa od 15%, sem u sluļaju LLOQ 

kada ova vrednost ne bi trebalo da bude veĺa od 20%. 

¶ Prinos analitiļke metode predstavlja odnos intenziteta signala instrumenta dobijenog 

za analit koji je dodat bioloġkom uzorku, a zatim ekstrahovan iz njega, i intenziteta 

signala instrumenta dobijenog za ļist standard. Prinos opisuje efikasnost ekstrakcije 

analitiļke metode. 



Teorijski deo 

33 

 

¶ Kalibraciona kriva predstavlja vezu izmeĽu intenziteta signala instrumenta i poznate 

koncentracije analita. 

¶ Osetljivost analitiļke metode se opisuje pomoĺu donje granice kvantifikacije 

(LLOQ) i granice detekcije (LOD, eng. limit of detection). LLOQ i LOD se najļeġĺe 

odreĽuju kao minimalne koncentracije koje je moguĺe detektovati, pri ļemu se 

dobija odnos signala i ġuma 10:1, odnosno 3:1 (Pang et al., 2016). 

¶ Stabilnost leka u bioloġkom uzorku zavisi od naļina skladiġtenja, hemijskih svojstava 

leka i od prirode bioloġkog materijala. Treba imati u vidu da stabilnost leka u 

odreĽenom bioloġkom materijalu i na odreĽenom mestu skladiġtenja vaģi samo pod 

tim uslovima i ne sme se prenositi na druge bioloġke materijale i druge uslove 

skladiġtenja. Stabilnost je obiļno potrebno ustanoviti tokom prikupljanja i koriġĺenja 

uzorka, nakon dugotrajnog (zamrzavanje) i kratkotrajnog (radni uslovi) ļuvanja, 

nakon ciklusa zamrzavanja i odmrzavanje, kao i nakon analitiļkog postupka, tako da 

se oponaġaju uslovi kojima su uzorci izloģeni tokom njihovog ļuvanja, koriġĺenja i 

analize. 

 

Validacija analitiļke metode koja se koristi za ispitivanje stabilnosti lekova vrġi se 

prema ICH smernici Q2(R1) (ICH Q2(R1), 1994). Validacioni parametri koje je 

potrebno odrediti su: taļnost, preciznost, specifiļnost, granica detekcije, granica 

kvantifikacije, linearnost, opseg i robusnost. 

 

ICH Q2(R1) smernicom se definiġu traģeni validacioni parametri na sledeĺi naļin: 

¶ Taļnost analitiļke metode pokazuje slaganje izmeĽu vrednosti koja je prihvaĺena 

kao prava ili referentna vrednost i odreĽene vrednosti. 

¶ Preciznost analitiļke metode predstavlja slaganje serija merenja dobijenih 

viġestrukim uzorkovanjem homogenog uzorka pod propisanim uslovima i izraģava se 

kao relativna standardna devijacija (RSD). 

¶ Specifiļnost analitiļke metode je moguĺnost metode da nedvosmisleno identifikuje 

analit u prisustvu drugih komponenata koje se mogu nalaziti u uzorku. 

¶ Granica detekcije je najniģa vrednost koncentracije analita u uzorku koja se moģe 

detektovati, ali ne obavezno i kvantifikovati kao taļna vrednost. 
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¶ Granica kvantifikacije je najniģa koncentracija analita u uzorku koja se moģe 

kvantitativno odrediti sa odgovarajuĺom taļnoġĺu i preciznoġĺu. 

¶ Linearnost analitiļke metode predstavlja moguĺnost metode da (u odreĽenom 

opsegu) dobije rezultate koji su direktno proporcionalni koncentraciji analita u 

uzorku. 

¶ Opseg analitiļke metode je interval izmeĽu najveĺe i najmanje koncentracije analita 

u uzorku za koji se postiģe odgovarajuĺa taļnost, preciznost i linearnost. 

¶ Robusnost analitiļke metode je mera kapaciteta metode da ostane nepromenjena pri 

malim, ali namernim promenama parametara metode i ukazuje na pouzdanost 

metode tokom regularne upotrebe. 

 

2.4.5.1. Uticaj matrice 

 

Iako se LCïESIïMS/MS tehnika uspeġno koristi u kvantitativnoj analizi tragova analita, 

njen veliki nedostatak je pojava uticaja matrice koja moģe dovesti do pogreġne 

kvantifikacije. Pod uticajem matrice ili matriks efekta (ME, eng. matrix effect) prilikom 

LCïESIïMS/MS analize organskih jedinjenja dolazi do smanjenja ili poveĺanja signala 

analita u prisustvu drugih jedinjenja u matrici. Pri ekstrakciji antibiotika treba obratiti 

paģnju na svaki od bioloġkih materijala pojedinaļno, jer svaki od njih ima razliļit 

sadrģaj proteina, lipida i soli. 

 

Supresija (smanjenje), kao i pojaļanje intenziteta signala je obiļno praĺeno smanjenjem 

preciznosti analitiļke metode. Neisparljive komponente uzorka spreļavaju nastanak 

jona analita u gasovitoj fazi. Zato je izuzetno vaģno uklanjanje neisparljivih sastojaka u 

toku pripreme uzorka. Komponente velike povrġinske aktivnosti mogu da potisnu 

jonizaciju analita, dok komponente koje formiraju jonske parove sa jonima analita, npr. 

trifluorosirĺetna kiselina, mogu da smanje intenzitet signala analita (Niessen 2006). 

 

Postoji nekoliko naļina da se utvrdi uticaj matrice u kvantitativnoj analizi LCïMS 

metodom. Najbolji naļin da se proceni ME je da se uporedi signal analita u ļistom 

rastvaraļu sa signalom analita u standardu koji odgovara matrici uzorka (MMS, eng. 

matrix-matched standard) prema sledeĺoj jednaļini (4): 
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100ï    100    
A

A
  (%) matrice Uticaj

standard

matrica ³=    (4) 

 

Povrġina pika analita u standardu koji odgovara matrici uzorka (Amatrica) se podeli sa 

povrġinom pika analita u odgovarajuĺem standardu u rastvaraļu (Astandard). Od dobijene 

vrednosti (u %) oduzima se vrednost 100 kako bi se odredilo smanjenje (negativna 

vrednost) ili poveĺanje (pozitivna vrednost) signala usled prisustva komponenata 

bioloġkog materijala. Razlika u intenzitetu signala ukazuje da postoji uticaj matrice. 

Selektivniji proces ekstrakcije analita ili poboljġano preļiġĺavanje uzorka mogu da 

smanje broj komponenata bioloġkog materijala koje se unose u analitiļki sistem. Jedan 

od najefikasnijih naļina da se redukuje uticaj matrice je paģljiv izbor odgovarajuĺe 

kalibracione tehnike. Najļeġĺe koriġĺene kalibracione tehnike su eksterna kalibracija, 

metoda unutraġnjeg standarda i metoda standardnog dodatka (Niessen 2006). Kod 

eksterne kalibracije se koriste MMS, koji se dobijaju tako ġto se u ekstrakte uzoraka 

nakon pripreme dodaju standardni rastvori poznate koncentracije i konstruiġe se 

kalibraciona kriva. Za kvantifikaciju, intenzitet signala uzorka se poredi sa intenzitetom 

signala MMS. Metoda unutraġnjeg standarda se koristi kada je osetljivost 

instrumentalne metode promenljiva sa vremenom, kod znaļajnog uticaja matrice na 

signal analita, kada je moguĺ gubitak uzorka za vreme odreĽivanja i kod nestabilnog 

rada instrumenta, tako da ona eliminiġe sve uticaje eksperimentalnih uslova. Unutraġnji 

standard je jedinjenje poznate i konstantne koncentracije koje se dodaje uzorku, a 

takoĽe je poznat i signal koji odgovara unutraġnjem standardu za odreĽenu 

koncentraciju. Metoda standardnog dodatka je pogodna za kompleksne matrice, kao ġto 

je bioloġki materijal, gde je znaļajan uticaj matrice ili kada su koncentracije analita u 

uzorku vrlo blizu granici odreĽivanja. Ona podrazumeva dodavanje razliļitih zapremina 

standardnog rastvora poznate koncentracije u viġe alikvota uzorka iste zapremine, nakon 

ļega se svi uzorci dopunjavaju do iste zapremine (Guģvanj, 2011). 

 

2.4.6. Elektrohemijske metode za analizu lekova 

 

Elektrohemijske tehnike, posebno voltametrija, se koriste za ispitivanje velikog broja 

lekova. Prednost voltametrijskih metoda je to ġto su osetljive i brze, priprema uzoraka je 

jednostavna i matrica nema velikog uticaja na merenje (Avramov Iviĺ et al., 2016). 



Teorijski deo 

36 

 

Voltametrija obuhvata skup elektroanalitiļkih metoda kod kojih se merenjem jaļine 

struje, koja se javlja kao posledica oksidacionih i redukcionih procesa, u zavisnosti od 

zadatog potencijala na stacionarnoj radnoj elektrodi, dobijaju podaci o analitu koji 

procesom difuzije dospeva na elektrodu (Despiĺ, 2005; Skoog et al., 2013). Potencijal 

elektrode je pokretaļka sila elektrohemijske reakcije. Intenzitet redukcije ili oksidacije 

zavisi od primenjenog potencijala. Elektrohemijska redukcija ili oksidacija molekula se 

odvija na graniļnoj povrġini elektrodaïrastvor. Tako da se u ovom procesu elektroni 

transportuju do graniļne povrġine elektrodaïrastvor kako bi doġlo do reakcije redukcije 

ili oksidacije. Cilj elektrohemijskih eksperimenata kod kojih se kontroliġe potencijal 

jeste da se dobije struja koja je povezana sa koncentracijom posmatranog analita 

(Ozkan, 2012). Tako se kod voltametrijskih metoda do saznanja o ispitivanom analitu 

dolazi na osnovu snimljene krive zavisnosti struje i potencijala (Guģvanj, 2011). 

 

Elektroanalitiļka merenja se izvode u elektrohemijskoj ĺeliji (slika 11), koja sadrģi 

elektrode koje su u kontaktu sa rastvorom elektrolita. Izbor koriġĺenih materijala 

elektrohemijske ĺelije zavisi od karakteristika uzorka i uslova eksperimenta. Za 

elektroanalitiļke eksperimente se obiļno koriste elektrohemijske ĺelije sa tri elektrode. 

Zapremina koriġĺene ĺelije je obiļno 5ï50 mL i izraĽena je najļeġĺe od stakla, a reĽe od 

kvarca, teflona ili polietilena (Ozkan, 2012). 

 

 

Slika 11. Prikaz elektrohemijske ĺelije 
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Elektroda na kojoj dolazi do oksidacije ili redukcije analita naziva se radna elektroda. 

Uglavnom je izraĽena od inertnih metala, kao ġto su zlato ili platina, od staklastog 

ugljenika, pirolitiļkog grafita, dijamanta ili ugljeniļnih vlakana. Na njoj se odrģava 

konstantan potencijal ili se menja sa vremenom. Potencijal radne elektrode se odreĽuje 

u odnosu na standard, tj. referentnu elektrodu (Ozkan, 2012; Skoog et al., 2013). 

 

Referentna elektroda obezbeĽuje stabilan potencijal sa kojim se poredi radna elektroda. 

Referentna elektroda proizvodi isti potencijal bez obzira na rastvor. Zbog toga, 

potencijal referentne elektrode ostaje konstantan tokom reakcije i primenjeni napon je 

jednak potencijalu radne elektrode. Referentna elektroda se u elektrohemijsku ĺeliju 

uvodi preko elektrolitiļkog mosta sa Luginovom kapilarom. Vrh kapilare treba da se 

postavi na ġto je moguĺe kraĺe rastojanje od radne elektrode kako bi otpornost 

elektrolita izmeĽu elektrode i vrha kapilare mogla da se svede na zanemarljivu vrednost. 

Ovo je vaģno s obzirom na to da, na tom rastojanju kada teļe struja, javlja se pad 

potencijala koji se sabira sa potencijalom elektrode, te mereni potencijal ne odgovara 

vrednosti elektrodnog potencijala koji se ģeli meriti ili primeniti na elektrodi. Najļeġĺe 

koriġĺene referentne elektrode su zasiĺena kalomelova elektroda (SCE, eng. saturated 

calomel electrode) i Ag/AgCl elektroda (Despiĺ, 2005; Ozkan, 2012). 

 

Kontra (pomoĺna) elektroda obezbeĽuje prenos struje od izvora kroz elektrolit do radne 

elektrode, tako da samo mala koliļina struje prolazi kroz referentnu elektrodu, jer bi u 

suprotnom moglo da doĽe do neģeljene promene potencijala. Kontra elektroda moģe biti 

razliļitih oblika i od razliļitih materijala (platina, zlato, ģiva). Poģeljno je da povrġina 

kontra elektrode bude ġto veĺa (ne manja od radne elektrode) (Ozkan, 2012; Skoog et 

al., 2013). 

 

Obiļno se kao elektrolit koriste kiselina, baza, so ili rastvor pufera. Koncentracija 

elektrolita treba da bude barem 100 puta veĺa od koncentracije ispitivanog analita 

(obiļno 0,1ï1 M). Pre merenja je potrebno ukloniti kiseonik iz rastvora, ġto se postiģe 

uvoĽenjem gasa (azota ili helijuma) (Ozkan, 2012). 
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Elektrohemijske metode koje se najļeġĺe koriste u elektroanalitici lekova su (Brett i 

Brett, 1994; Skoog et al., 2013): 

¶ voltametrija sa linearnom promenom potencijala, 

¶ cikliļna voltametrija, 

¶ Ăstrippingò voltametrija sa taloģenjem i rastvaranjem, 

¶ diferencijalna pulsna voltametrija i normalna pulsna voltametrija, 

¶ voltametrija sa pravougaonim impulsima. 

 

2.4.6.1. Cikliļna voltametrija 

 

Cikliļna voltametrija (CV, eng. cyclic voltammetry) je metoda pogodna za praĺenje 

redoks reakcija organskih i neorganskih jedinjenja. Ovom metodom se vrġi ispitivanje 

elektrohemijskog sistema u celini i svih procesa koji se u njemu odigravaju u datom 

opsegu koncentracija. CV metoda se zasniva na kontinuiranoj promeni potencijala radne 

elektrode (E) tokom vremena i merenju dobijene struje. Koristi se jednostruko ili 

viġestruko ponavljanje trougaonog pulsa potencijala. Testiranje se vrġi poļevġi od 

potencijala pri kome ne dolazi do reakcije na elektrodi, pa do potencijala pri kome 

dolazi do oksidacije ili redukcije ispitivanog jedinjenja, a nakon toga se potencijal 

reverzibilno menja do poļetne vrednosti potencijala (slika 12) (Despiĺ, 2005; Ozkan, 

2012). 

 

Slika 12. Promena potencijala sa vremenom tokom CV eksperimenta 

 

Kada se dostigne potencijal na kome odreĽeni proces moģe da se odigrava primetnom 

brzinom, struja poļinje naglo eksponencijalno da raste. Sa nastupanjem difuzione 

polarizacije dolazi do usporavanja tog porasta, da bi se dostigao maksimum posle koga 
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struja za taj proces opada na nulu, ali registrovana struja zadrģava neku minimalnu 

vrednost ukoliko se nije dostigao potencijal zapoļinjanja sledeĺeg procesa (Despiĺ, 

2005). 

Za snimanje procesa oksidacije sistemu se zadaje poļetni elektrodni potencijal na kome 

se ne odigrava proces oksidacije, a u toku snimanja se menja prema pozitivnijim 

vrednostima. Za proces redukcije se zadaje poļetni elektrodni potencijal na kome se ne 

odigrava proces redukcije, a zatim se elektrodni potencijal menja prema negativnijim 

vrednostima. Elektrodni potencijal, u toku promene od poļetne do krajnje vrednosti, u 

datom trenutku se moģe opisati jednaļinom: 

ɜt    E  E i(t) +=       (5) 

pri ļemu je E(t) potencijal elektrode u vremenu t, Ei je poļetni potencijal, a ɜ je brzina 

promene potencijala. 

 

Nakon postizanja konaļne vrednosti elektrodnog potencijala, koja se za primer 

oksidacije obiļno postavlja na vrednost neġto manju od potencijala oksidacije rastvaraļa 

ili osnovnog elektrolita, elektrodni potencijal se vraĺa na poļetnu vrednost, a elektrodni 

potencijal u odreĽenom trenutku ima vrednost (6): 

ɜt    E  E i(t) -=       (6) 

Prilikom povratka potencijala redukuje se deo vrste koja je oksidovana u direktnom 

snimanju. Uobiļajeno je da reduktivnom procesu odgovara negativna struja, a 

oksidacionom pozitivna. Obiļno se merenje vrġi u opsegu brzina promene potencijala 

10ï100 mVs
ï1

 (Despiĺ, 2005; Ozkan, 2012). Dobijena grafiļka zavisnost potencijala i 

struje naziva se voltamogram (slika 13). 

 

Slika 13. Voltamogram CV eksperimenta 
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Tokom CV eksperimenata se mogu javiti povratni i nepovratni procesi. Povratnim 

procesom smatra se proces koji ima dovoljnu vrednost konstante brzine da se za 

koriġĺenu brzinu promene potencijala na svakom postignutom potencijalu uspostavlja 

ravnoteģa izmeĽu reaktanta i produkta u prielektrodnom sloju ļija je koncentracija 

odreĽena iskljuļivo difuzijom. Pri nepovratnom procesu, brzina prenosa elektrona je 

nedovoljna da omoguĺi povrġinsku ravnoteģu. Najvidljiviji efekat ovakvog nepovratnog 

ponaġanja je poveĺanje razlike potencijala katodnog i anodnog pika sa poveĺanjem 

brzine polarizacije (Despiĺ, 2005). 

 

2.4.6.2. Voltametrija sa pravougaonim impulsima  

 

Voltametrija sa pravougaonim impulsima (SWV, eng. square wave voltammerty) je 

osetljiva i brza metoda. Kod ove metode se potencijal menja na radnoj elektrodi i oblik 

promene potencijala predstavlja stepeniļastu formu. Trajanje potencijalnog stepena 

odgovara trajanju pulsa pravougaonog talasa. Oblik ukupnog potencijala predstavlja 

superpoziciju pravougaonog talasa sa relativno velikom amplitudom i stepena 

potencijala (Brett i Brett, 1994). Struja se meri dvaput u toku svakog ciklusa, jednom na 

poļetku polaznog pulsa i drugi put na kraju pulsa suprotnog smera, u taļkama 1 i 2 

(slika 14a). Polazni puls proizvodi katodnu struju, a povratni puls stvara anodnu struju. 

Razlika tih struja prikazuje se u zavisnosti od potencijala i dobija se kriva strujaï 

ïpotencijal (slika 14b) koja je srazmerna koncentraciji analita u elektrolitu (Wang, 

2000). 

 

Slika 14. a) Ġema promene potencijala, b) Zavisnost strujaïpotencijal kod SWV metode 
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3. EKSPERIMENTALNI DEO  

 

3.1. Koriġĺene hemikalije 

 

Standard anizomicina (ļistoĺe Ó 98%) je nabavljen od proizvoĽaļa Fermentek 

(Jerusalim, Izrael). Osnovni standardni rastvor leka pripremljen je u metanolu pri 

koncentraciji od 100 ɛg mL
ï1

. Da bi se pripremili standardni rastvori razliļitih 

koncentracija (1ï2500 ng mL
ï1
) vrġeno je razblaģivanje osnovnog standardnog rastvora 

metanolom. Svi rastvori su ļuvani na 4 °C. Svi koriġĺeni rastvaraļi (metanol, 

acetonitril, sirĺetna kiselina, heptafluorobuterna kiselina, heksan i trihlorsirĺetna 

kiselina) su bili HPLC ļistoĺe i nabavljeni su od proizvoĽaļa J. T. Baker (Center 

Valley, SAD) ili Sigma-Aldrich (St. Louis, SAD). Koriġĺene su i supstance analitiļke 

ļistoĺe, kao 35% hlorovodoniļna kiselina, natrijum-hidroksid, 30% vodonik-peroksid 

(Lach-Ner, Neratovica, Ļeġka) i natrijum-hidrogenkarbonat (Merck, Darmstadt, 

Nemaļka). Dejonizovana voda je dobijena propuġtanjem destilovane vode kroz 

GenPure sistem (TKA, Niederelbert, Nemaļka). Za podeġavanje pH vrednosti koriġĺene 

su hemikalije analitiļke ļistoĺe: sirĺetna kiselina proizvoĽaļa Sigma-Aldrich i amonijak 

proizvoĽaļa NRK inģenjering (Beograd, Srbija). 

 

3.2. Snimanje masenih spektara anizomicina 

 

Za snimanje masenih spektara anizomicina koriġĺeni su LCQ Advantage (Thermo 

Scientific, Waltham, SAD) 3D jonski trap i LTQ XL (Thermo Scientific, Waltham, 

SAD) 2D jonski trap, kao maseni spektrometri. Elektrosprej jonizacija je koriġĺena kao 

jonizaciona tehnika. Spektri su snimani u pozitivnom reģimu rada jonskog izvora. 

Direktnim unoġenjem standardnog rastvora analita koncentracije 10 ɛg mL
ï1

 u maseni 

spektrometar snimljeni su maseni spektri u opsegu m/z 50ï1000. UtvrĽeno je da su za 

detektovanje anizomicina optimalni sledeĺi parametri jonskog izvora: temperatura 

kapilare (300 °C), protok azota (47 au (eng. arbitrary units) na skali opsega 0ï100 koji 

je definisan LCQ, odnosno LTQ XL sistemom) i napon izvora (5,0 kV). 
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U snimljenom masenom spektru je odabran najintenzivniji jon, protonovani molekul, 

kao prekursor jon. Zatim je izvrġena optimizacija kolizione energije, tj. energija sudara 

sa atomima helijuma u jonskom trapu, kako bi se dobili intenzivni i stabilni fragmentni 

joni. Najintenzivniji fragmentni jon je izabran za reakciju fragmentacije. TakoĽe su 

dobijeni joni dalje fragmentisani u MS
n
 reakcijama, uz optimizaciju kolizionih energija. 

 

Praĺenje i identifikacija degradacionih proizvoda nastalih u studiji forsirane degradacije 

vrġeno je MS
n
 analizom, upotrebom 2D jonskog trapa kao masenog detektora sa 

elektrosprej jonizacijom, analiziranjem pozitivnih jona. Identifikacija dobijenih 

degradacionih proizvoda je izvrġena snimanjem masenih spektara uzoraka u opsegu m/z 

50ï1000 i praĺenjem molekulskih i fragmentnih jona i njihove relativne zastupljenosti, 

kao i praĺenjem dalje fragmentacije nastalih fragmenata. 

 

3.3. Optimizacija hromatografskih parametara 

 

Za teļno-hromatografsku analizu koriġĺeni su Surveyor (Thermo Scientific, Waltham, 

SAD) i Dionex UltiMate 3000
®
 (Thermo Scientific, Waltham, SAD) HPLC sistemi. Za 

reverzno-faznu hromatografiju je koriġĺena Zorbax Eclipse
®
 XDB-C18 kolona (Agilent 

Technologies, Santa Clara, SAD), dimenzija 4,6 mm × 75 mm i veliļine ļestica 3,5 ɛm. 

Ispred hromatografske kolone postavljena je predkolona istog proizvoĽaļa, dimenzija 

4,6 mm × 12,5 mm × 5 ɛm. Kao mobilna faza koriġĺeni su dejonizovana voda (A), 

metanol (B) i 10% (v/v) rastvor sirĺetne kiseline (C). Sirĺetna kiselina je koriġĺena kako 

bi se poboljġala jonizacija analita. Tabelarno su predstavljeni optimalni sastav i protok 

mobilne faze za odreĽivanje anizomicina iz bioloġkih uzoraka (tabela 4), za analiziranje 

uzoraka dobijenih tokom ispitivanja stabilnosti anizomicina pri elektrohemijskim 

uslovima (tabela 4), kao i za analiziranje uzoraka dobijenih tokom studije forsirane 

degradacije anizomicina (tabela 5). Zapremina od 10 ɛL konaļno dobijenog ekstrakta je 

injektovana u HPLC sistem. Obrada rezultata izvrġena je pomoĺu softverskog paketa 

Xcalibur v. 2.2 (Thermo Scientific, Waltham, SAD) pri koriġĺenju Surveyor HPLC 

sistema, odnosno Chromeleon 6.8 (Thermo Scientific, Waltham, SAD) pri koriġĺenju 

Dionex UltiMate 3000
®
 HPLC sistema. 
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Tabela 4. Sastav i protok mobilne faze: a) za odreĽivanje anizomicina iz bioloġkih 

uzoraka; b) za analiziranje uzoraka dobijenih pri elektrohemijskom ispitivanju 

anizomicina  

Vreme (min) A (%) B (%) C (%) 
a) Protok  

(mL min
ï1

) 

b) Protok 

(mL min
ï1

) 

0,00 69 30 1 0,5 0,4 

5,00 69 30 1 0,5 0,4 

5,01 0 100 0 0,5 0,4 

9,00 69 30 1 0,5 0,4 

14,00 69 30 1 0,5 0,4 

 

Tabela 5. Sastav i protok mobilne faze za odreĽivanje anizomicina  

u uzorcima dobijenih tokom studije forsirane degradacije 

Vreme (min) A (%) B (%) C (%) Protok (mL min
ï1

) 

0,00 79 20 1 0,9 

5,00 79 20 1 0,9 

5,01 0 100 0 1,0 

11,00 0 100 0 1,0 

11,01 79 20 1 0,9 

17,00 79 20 1 0,9 

 

3.4. Optimizacija LCïMS/MS parametara 

 

Nakon izbora optimalnih hromatografskih uslova, ponovo je podeġena osetljivost 

masenog spektrometra i optimizovani su instrumentalni uslovi za nedvosmislenu 

identifikaciju tragova anizomicina. Standardni rastvor analita koncentracije 10 ɛg mL
ï1

 

unet je u tok mobilne faze, uz protok od 0,5 mL min
ï1

 (bioloġki uzorci), 0,4 mL min
ï1

 

(elektrohemijski eksperimenti), odnosno 0,9 mL min
ï1

 (studija degradacije). Prilikom 

analize leka iz bioloġkih uzoraka i onih dobijenih u elektrohemijskim eksperimentima 

mobilna faza sastojala se od 69% vode (A), 30% metanola (B) i 1% rastvora sirĺetne 

kiseline koncentracije 10% (C), dok je prilikom analiziranja degradacije leka sastav 

mobilne faze bio 79:20:1 (A:B:C). Reakcija fragmentacije protonovanog molekula 

anizomicina u najintenzivniji fragmentni jon je izabrana za kvantifikaciju u SRM 

reģimu skeniranja u konaļno razvijenoj LCïMS/MS metodi. 
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3.5. LCïUV analiza 

 

Surveyor detektor sa nizom fotoĺelija (PDA, eng. photodiode array) proizvoĽaļa 

Thermo Scientific je koriġĺen za LCïUV analizu uzoraka dobijenih u studiji forsirane 

degradacije. Identifikacija supstanci na PDA detektoru je vrġena prema retencionim 

vremenima i UV spektrima, poreĽenjem rastvora uzorka sa standardnim rastvorom 

ispitivane supstance. 

 

3.6. OdreĽivanje anizomicina u uzorcima bioloġkog materijala  

 

3.6.1. Optimizacija postupka priprem e uzoraka bioloġkog materijala 

 

Optimizacija postupka pripreme bioloġkih uzoraka vrġena je na uzorku svinjskog srca. 

Prvi korak u pripremi uzoraka bioloġkog materijala je homogenizacija. Usitnjavanje i 

homogenizacija 200 g organa, tj. svinjskog srca, izvrġeno je koriġĺenjem blendera 

(Robert Bosch GmbH, Stuttgart, Nemaļka). Ekstrakcija analita iz uzoraka je 

optimizovana testiranjem razliļitih parametara. Testirani ekstrakcioni parametri su 

rastvaraļ za ekstrakciju i pH vrednost ekstrakta pre preļiġĺavanja. 

 

Na osnovu pregleda literature koja se bavi odreĽivanjem razliļitih lekova u bioloġkom 

materijalu (tabela 2) za testiranje su odabrana sledeĺa tri rastvaraļa za ekstrakciju: 

metanol (Yamada et al., 2006; Berrada et al., 2010; Singh et al., 2014; Stariat et al., 

2014; Montesano et al., 2016), 5% rastvor TCA (Cherlet et al., 2003; Zhu et al., 2008; 

Kaufmann et al., 2012; Bousova et al., 2013) i acetonitril (Arnold et al., 2004; Shao et 

al., 2005; Yamada et al., 2006; Dickson et al., 2012; Huang et al., 2012; Macarov et al., 

2012; Xie et al., 2012; Bousova et al., 2013; Lee et al., 2016). Postupak optimizacije 

rastvaraļa za ekstrakciju je izvoĽen na sledeĺi naļin: u plastiļnu kivetu zapremine 

50 mL odmeren je 1 g tkiva srca. U kivetu je zatim dodato 5 mL rastvaraļa za 

ekstrakciju. Za homogenizaciju uzorka tkiva sa rastvaraļem za ekstrakciju koriġĺen je 

Ultra-Turrax T-25 (IKA
®
-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Nemaļka). Da bi se 

ubrzao i poboljġao proces ekstrakcije, uzorak je postavljen na ultrazvuļno kupatilo 

tokom 30 min. U cilju odvajanja teļne faze (supernatanta), uzorak je centrifugiran 
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tokom 10 min pri brzini od 5000 o min
ï1
. Postupak ekstrakcije je ponovljen joġ jedanput 

nakon odvajanja supernatanta. Dobijeni supernatanti su pomeġani i dalje preļiġĺeni 

primenom SPE metode. Da bi se adsorbens pripremio za nanoġenje ekstrakta, SPE 

kertriģi su kondicionirani smeġom vode i metanola. Nakon nanoġenja ekstrakta, 

adsorbens je suġen na vakuumu, a zatim je vrġeno eluiranje analita metanolom u 

staklene kivete. Kivete su zatim prenete u vodeno kupatilo, gde je prikupljeni ekstrakt 

uparen u struji azota do 1 mL. Nakon toga je ekstrakt profiltriran kroz poli(viniliden 

fluorid) (PVDF) filter (Roth, Karlsruhe, Nemaļka), veliļine pora 0,45 ɛm, i analiziran. 

Na slici 15 je prikazan postupak pripreme uzorka tkiva prilikom izbora rastvaraļa za 

ekstrakciju za koji se dobijaju najveĺi prinosi analita. 

 

 

Slika 15. Shematski prikaz postupka pripreme uzoraka  

za izbor rastvaraļa za ekstrakciju anizomicina iz bioloġkih uzoraka 
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Nakon izbora odgovarajuĺeg rastvaraļa za ekstrakciju, postupku je dodat joġ jedan 

korak radi uklanjanja masti iz bioloġkih uzoraka, tako ġto je dobijenom ekstraktu 

dodavan heksan, pre preļiġĺavanja na SPE kolonama. Prikupljen ekstrakt je prebaļen u 

levak za odvajanje gde je dodat heksan. Nakon ruļnog meġanja vrġeno je odvajanje 

donje faze koja sadrģi ekstrakt sa analitom, od gornjeg dela koji predstavlja heksan u 

kome su rastvorene masti iz uzorka. Nakon odvajanja ekstrakta vrġeno je njegovo 

nanoġenje na SPE kolone radi daljeg preļiġĺavanja. 

 

U metodi gde su koriġĺeni metanol i acetonitril kao rastvaraļi za ekstrakciju dodavan je 

5% rastvor TCA radi deproteinizacije. Prikupljeni ekstrakt je nakon odvajanja masti 

uparen do suva, a zatim rekonstituisan u rastvoru TCA, nakon ļega je dobijeni uzorak 

nanoġen na SPE kolone za preļiġĺavanje. 

 

Nakon izbora optimalnog rastvaraļa za ekstrakciju vrġen je odabir optimalne pH 

vrednosti ekstrakta. Podeġavanje pH vrednosti ekstrakta vrġeno je nakon ekstrakcije 

analita organskim rastvaraļem i pre preļiġĺavanja ekstrakta na SPE kolonama. Vrġeni 

su eksperimenti bez podeġavanja pH (1,7), kao i eksperimenti sa kontrolisanim pH (7,0 i 

8,0) bliskim pKa vrednosti anizomicina (Koesukwiwat et al., 2007). 

 

Naknadno su testirani i kertridģi za preļiġĺavanje uzoraka sa razliļitim pakovanjima. Na 

osnovu pregleda literature (tabela 3), za testiranje su odabrana dva komercijalna 

pakovanja: Oasis HLB (200 mg/6 mL, Waters, Milford, SAD) (Dubois et al., 2001; 

Cherlet et al., 2003; Ma et al., 2008; Zhu et al., 2008, 2016; Freitas et al., 2012; Tang et 

al., 2012; Chen et al., 2016) i Strata X (200 mg/6 mL, Phenomenex, Torrance, SAD) 

(Garcés et al., 2006; Stolker et al., 2008; Gopinath et al., 2012; Guo et al., 2015). 

 

3.6.2. Validacija metode 

 

Prethodno razvijena i optimizovana metoda za odreĽivanje prisustva anizomicina u 

tkivu svinjskog srca je testirana koriġĺenjem drugih svinjskih tkiva i organa, kao ġto su 

mozak, slezina, bubrezi, jetra, butni miġiĺ, masno tkivo, kao i serum. Validacija je 

izvedena odreĽivanjem selektivnosti, taļnosti, preciznosti, prinosa, kalibracione krive, 
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uticaja matrice i stabilnosti leka u skladu sa FDA pravilnikom za validaciju 

bioanalitiļkih metoda objavljenog od strane Agencije za hranu i lekove SAD-a (FDA, 

2001). 

 

U postupku validacije, za odreĽivanje validacionih parametara kao ġto su selektivnost, 

taļnost, preciznost, prinos i stabilnost anizomicina, koriġĺeni su kontrolni uzorci (QC). 

QC uzorci su pripremani tako ġto je homogenizovanom uzorku tkiva (1 g) ili seruma 

(1 mL) dodat 1 mL odgovarajuĺeg standardnog rastvora u opsegu koncentracija LLOQï

2500 ng g
ï1

 za tkiva, odnosno LLOQï2500 ng mL
ï1

 za serum, a zatim su uzorci 

pripremani u skladu sa razvijenim postupkom pripreme bioloġkih uzoraka. Za 

odreĽivanje validacionih parametara kao ġto su prinos i uticaj matrice su koriġĺeni 

MMS, koji su pripremani tako ġto je ekstrakt na samom kraju procedure pripreme nakon 

preļiġĺavanja rekonstituisan u 1 mL standardnog rastvora anizomicina odgovarajuĺe 

koncentracije. 

 

Za odreĽivanje selektivnosti pripremljena je slepa proba, tj. bioloġki materijal bez 

dodatka analita, za ġest ispitivanih tkiva i serum, kao i svaki bioloġki materijal sa 

dodatkom standardnog rastvora (kontrolni uzorci, QC) tako da se dobije koncentracija 

koja odgovara donjoj granici kvantifikacije (LLOQ). Dobijeni hromatogrami su 

uporeĽeni kako bi se utvrdilo prisustvo ili odsustvo nepoģeljnih pikova na retencionom 

vremenu anizomicina. 

 

Taļnost i preciznost metode su testirani analizom po pet uzoraka za svaku od ļetiri 

testirane koncentracije, za svako ispitivano tkivo i serum. Pripremani su kontrolni 

uzorci pri LLOQ, kao i pri niskoj (50 ng g
ï1

), srednjoj (500 ng g
ï1

) i visokoj  

(2500 ng g
ï1
) koncentraciji. Taļnost, koja predstavlja bliskost odreĽene vrednosti pravoj 

vrednosti koncentracije analita, se izraļunava kao relativna greġka i izraģava se u 

procentima (RE %, eng. relative error). Preciznost predstavlja bliskost individualnih 

merenja analita. Izraļunava se kao relativna standardna devijacija (RSD). Za 

odreĽivanje intra- i interdnevne taļnosti i preciznosti izvoĽeni su eksperimenti istog 

dana i tokom tri uzastopna dana.  

 




