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I. UVOD 

Farmaceutici su organski spojevi koji se koriste u dijagnostici, liječenju i prevenciji bolesti te u 

svrhu obnavljanja, modificiranja i korekcije rada pojedinih organa kod ljudi i životinja. 

Eliminacijom iz organizma, ispuštanjem iz farmaceutskih postrojenja ili nesavjesnim odlaganjem 

starih lijekova, farmaceutici dolaze u okoliš gdje čine bitnu grupu zagađivala zbog sve učestalije 

uporabe u ljudskoj i životinjskoj medicini, potencijalno negativnog djelovanja na žive organizme 

i ljudsko zdravlje te pseudo stabilnosti1. Stoga, analiza okolišnih razina farmaceutika i ispitivanje 

njihovog djelovanja na živi svijet postali su imperativ. 

Analiza farmaceutika u okolišu može se provoditi prikupljanjem i analizom uzoraka vode, 

sedimenta ili biote. Dosadašnja istraživanja bila su fokusirana na analizu farmaceutika u  

otpadnoj2–4, morskoj5–7 ili riječnoj3,8–10 vodi te sedimentu5,11,12. Takva istraživanja govore o 

izloženosti, no ne daju konkretan uvid u bioakumulaciju i utjecaju farmaceutika na žive organizme. 

U novije vrijeme raste broj istraživanja i objavljenih radova koji se bave problematikom analize 

farmaceutika u bioti, a gdje se pod biotom smatraju biljni i životinjski uzorci iz okoliša. Analizom 

biote može se pratiti utjecaji izloženosti i bioakumulacije farmaceutika u organizmu, primjerice, 

na njegovo brazdanje, izlijeganje i organogenezu13,14, plodnost15, vizualno-motoričke 

odgovore16,17 i instinkt za preživljavanje17–19. 

Analiza farmaceutika u bioti može se ugrubo podijeliti u nekoliko koraka1: prikupljanje i priprema 

uzoraka, ekstrakcija, pročišćavanje i ukoncentriravanje, instrumentna analiza, obrada podataka te 

njihova interpretacija i primjena. Svaki od navedenih koraka, s naglaskom na analitičke postupke 

ekstrakcije, pročišćavanja i ukoncentriravanja te instrumentne analize, bit će detaljnije obrađeni u 

nastavku. 

  



2 

 

II. PRIKUPLJANJE I PRIPREMA UZORAKA 

Način prikupljanja uzorka ovisi o cilju istraživanja. Za praćenje bioakumulacije, toksičnosti i 

općeg utjecaja na živi organizam zbog izloženosti farmaceuticima, najbolji način prikupljanja 

uzoraka biote jest putem kontroliranog, laboratorijskog uzgoja20–23. Najčešće se kao model koriste 

ribe koje su uzgojene u kontroliranim uvjetima te ih se u određenom vremenskom periodu izlaže 

određenim količinama farmaceutika. Ukoliko se želi pratiti stvarna izloženost živih organizama 

farmaceuticima u realnom okruženju na nekom području, potrebno je prikupiti uzorke direktno iz 

okoliša10,24–26. Treća opcija jest pribavljanje uzoraka od distributera, kao što su lokalne farme, 

trgovine, tržnice, ribarnice i sl., što omogućuje uvid u ljudsku izloženost farmaceuticima putem 

prehrane24,27,28. Najčešće analizirani uzorci biote u dosad objavljenim radovima su ribe, školjke, 

beskralježnjaci i alge1. 

Priprema uzorka je prvi analitički korak gdje se uzorak priprema za ekstrakciju, a čiji je cilj 

omogućiti maksimalnu ekstrakciju farmaceutika iz uzorka. Priprema uzoraka razlikovat će se 

ovisno o vrsti prikupljene biote, a možemo ju podijeliti na uzorke bioloških tekućina (žuč, krv, 

plazma) i čvrste uzorke (mišićno tkivo i organi). S obzirom na veličinu uzoraka, uzorci se 

analiziraju zasebno ili se udružuju29,30. Najčešći postupci pripreme uzorka su vaganje ili mjerenje 

uzorka, mehaničko čišćenje, homogenizacija, usitnjavanje, zamrzavanje i liofilizacija31. 

Homogenizacija je čest pristup pripremi krutih uzoraka jer doprinosi reprezentativnosti što je 

naročito bitno kod udruživanja uzoraka29,30,32. Homogenizacija se može provesti jakim 

miješanjem, ali i uređajima namijenjenim prvenstveno za usitnjavanje kao što su mikseri i mlinovi. 

Homogenizacija povezana s usitnjavanjem bitna je kod analize cijelog tijela organizma33–35 gdje 

analiti neće biti podjednako zastupljeni u različitim tkivima30,36, ali i olakšava manipulaciju 

uzorcima jer kompaktnu masu pretvara u tekuću smjesu ili prah, ovisno o udjelu vode u uzorku. 

Liofilizacija je postupak sušenja smrznutog uzorka čime se čuvaju toplinski osjetljive strukture. 

Ovim postupkom uzorci biote se dehidriraju što olakšava manipulaciju i skladištenje, ali i 

omogućuje određivanje suhe tvari. Organizmi poput mekušaca i organi poput mozga i bubrega, 

sadržavaju veliki udio vode čije prisustvo može utjecati na određivanje koncentracije 

farmaceutika, zbog čega je liofilizacija čest postupak u pripremi uzoraka biote.  
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Centrifugiranje je tehnika odjeljivanja suspendiranih čestica koja se koristi na tekućim uzorcima, 

najčešće na uzorcima krvi. Krv je kompleksna matrica koja, između ostalog, sadrži proteine 

zaslužne za zgrušavanje krvi zbog čega nije pogodna za dulje čuvanje i manipulaciju te se mali 

broj radova bavi njenom analizom1. S druge strane, centrifugiranjem svježe krvi, dobiva se plazma 

koja se često prikuplja i analizira zbog jednostavnosti pripreme i ekstrakcije uzorka37–39. Plazma i 

nakon centrifugiranja može sadržavati proteine u manjoj količini pa se njihova denaturacija 

provodi dodatkom organskog otapala, alkohola ili kiseline čime se uzorak pročišćava prije 

ekstrakcije. 

Za analizu farmaceutika u uzorcima žuči i jetre40–43 te kod analize cijelog tijela44, često se dodaju 

hidrolizirajući enzimi glukuronida, β-glukuronidaze. Glukuronidi su produkti glukuronizacije, 

procesa vezanja ksenobiotika u organizmu. Nastali kompleks ksenobiotika i proteina dobro je 

topljiv u vodi što omogućuje njihovu jednostavnu eliminacija iz tijela putem urina. Kako bi se 

odredila ukupna količina farmaceutika u uzorku, slobodnih i vezanih u glukuronid, dodaju se 

enzimi koji hidroliziraju kompleks, oslobađajući farmaceutike u njihovom roditeljskom obliku. 
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III. EKSTRAKCIJA ANALITA 

Ekstrakcija je separacijski postupak kojim se želi odvojiti analite od matrice uz što veće analitičke 

povrate. Izbor ekstrakcijskih tehnika i njihovih varijacija je širok stoga će izbor tehnike ovisiti o 

matrici i analitima, a veliku ulogu u postizanju optimalnih analitičkih povrata imat će i korišteno 

otapalo33,45,46. S obzirom na to da su analiti često strukturno različiti, s različitim funkcionalnim 

grupama i fizikalnim karakteristikama, kod analize širokog spektra analita bitna je optimizacija 

postupka ekstrakcije zbog dobivanja što viših analitičkih povrata, a nerijetko se pribjegava 

korištenju više ekstrakcijskih tehnika. 

i. Ekstrakcija tekuće-tekuće 

Kako uzorci bioloških tekućina i većine organa sadrže velike udjele vode, a samim time i analite 

u tekućoj fazi, najjednostavnija i najbrža korištena tehnika ekstrakcije je tekuće-tekuće ili LLE 

(engl. liquid-liquid extraction). LLE se temelji na različitoj topljivosti analita u organskoj i 

anorganskoj fazi te koeficijentu razdjeljenja koji opisuje koncentracijsku ravnotežu analita između 

dva otapala (Slika 1.). Za LLE farmaceutika iz krutih uzoraka biote neophodna je homogenizacija 

i usitnjavanje. U uzorke se dodaje određeni volumen organskog otapala ili smjese otapala u 

nekoliko ciklusa, a najčešće korištena otapala su aceton, acetonitril i metanol, sa ili bez dodatka 

kiseline. Silovitim miješanjem, centrifugiranjem i odjeljivanjem, dobiva se farmaceuticima 

obogaćeno organsko otapalo koje se ukoncentrira uparivanjem u struji dušika. 

 

Slika 1. Shematski prikaz ekstrakcije tekuće-tekuće 
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LLE je jednostavna i brza tehnika ekstrakcije koja se najviše koristi za tekuće uzorke biote. 

Pregledom literature vidljivo je kako se LLE koristi većinom kod ekstrakcija malog broja 

farmaceutika sličnih fizikalno-kemijskih svojstava, najvjerojatnije zbog velikog utjecaja otapala 

na proces ekstrakcije analita i iskorištenje postupka46. Pomoću LLE, dosada su analizirani 

farmaceutici u plazmi46–48, jetri46,47,49, bubrezima46, mišićima45–47,49–52 i mozgu46,47 riba, 

beskralježnjacima50,52 i mekom tkivu školjki53. 

Na osnovi jednostavne LLE kreirane su razne modificirane LLE kao što je LLE sa SUPRAS (engl. 

supramolecular solvent). SUPRAS LLE je ekstrakcija tekuće-tekuće koja koristi 

supramolekularno otapalo. Takvo otapalo tvori nanostrukture koje omogućuju ekstrakciju na 

temelju različitih vrsta interakcija (npr. vodikove veze i disperzivne interakcije) i veličine 

molekule (veličina šupljine supramolekule otapala se može podešavati). Zbog velikog broja veznih 

mjesta na malom prostoru, SUPRAS LLE povećava iskorištenje ekstrakcije analita iz biote u 

odnosu na klasični LLE i daje visoke analitičke povrate54. 

Druga modifikacija LLE je mikro ekstrakcija tekuće-tekuće (LPME, engl. liquid phase 

microextraction). LPME (Slika 2.) funkcionira na principu difuzije analita iz uzorka u željeno 

otapalo. Najčešća izvedba je preko šupljeg vlakna (HF-LPME, engl. hollow fiber liquid phase 

microextraction) koje ima formiranu tekućinsku membranu, unutar kojeg se nalazi akceptorsko 

otapalo. Vlakno se uranja u uzorak te dolazi do prelaska analita iz uzorka u akceptorsko otapalo 

preko tekućinske membrane. Akceptorsko otapalo je ujedno i završno otapalo koje se nakon 

ekstrakcije može injektirati u kromatografski sustav. Ovom metodom Kanimozhi i suradnici su 

pripremili uzorke za analizu bioakumulacije estrogena u jetri zebrica55. 

 

Slika 2. Shematski prikaz mikro ekstrakcije tekuće-tekuće 
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ii. Ekstrakcija na čvrstoj fazi 

Ekstrakcija na čvrstoj fazi, poznatija kao SPE (engl. solid-phase extraction) temelji se na adsorpciji 

analita na čvrstoj fazi tj. punilu kolonica za SPE te njihovoj desorpciji odgovarajućim otapalom 

(Slika 3.). Ekstrakcija se provodi sporim propuštanjem uzorka kroz sloj punila koji zadržava analit, 

nakon čega se punilo suši pod vakuumom ili u struji dušika, a naposljetku se analiti eluiraju s 

punila pogodnim otapalom, najčešće metanolom. Ovaj tip ekstrakcije pogodan je za tekuće, 

neviskozne uzorke poput plazme38,42,56. SPE-om mogu se ekstrahirati i analiti iz uzoraka mišića, 

jetre i mozga ribe koji su prethodno usitnjeni i homogenizirani te otopljeni u pogodnom otapalu57, 

kao i homogenizirani uzorci cijelog tijela beskralježnjaka58. Ipak, češća uporaba SPE u analizi 

farmaceutika u bioti jest kod pročišćavanja uzoraka prije instrumentne analize. 

 

Slika 3. Shematski prikaz ekstrakcije na čvrstoj fazi 

U literaturi je moguće pronaći analize uzoraka biote nekim novijim, modificiranim SPE tehnikama 

kao što je mikro ekstrakcija na čvrstoj fazi (engl. solid-phase microextraction, SPME)41,59. SPME, 

slično kao i kod HF-LPME, provodi se pomoću vlakana koja se uranjaju u tekući uzorak (npr. 

žuči), a analiti se iz uzorka ekstrahiraju procesom adsorpcije, bez upotrebe otapala, što odgovara 

načelima zelene kemije. Zanimljiva je i činjenica da ova metoda omogućuje in vivo uzorkovanje59. 
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iii. QuEChERS 

QuEChERS je skraćenica od „Quick Easy Cheap Effective Rugged Safe“, a naziv je kreiranog 

protokola ekstrakcije za analizu pesticida60. Protokol se sastoji od dva dijela, ekstrakcije pomoću 

ekstrakcijskih soli i pročišćavanjem disperzivnom ekstrakcijom na čvrstoj fazi. Ekstrakcija se 

provodi u nekoliko koraka. Prvi korak je LLE gdje se u homogenizirane uzorke dodaje otapalo te 

se uzorak silovito miješa. Drugi korak je dodatak ekstrakcijskih soli u uzorak nakon čega se uzorak 

ponovo silovito miješa i centrifugira, a nastali supernatant se odvaja za daljnje pročišćavanje. 

Tri su najpoznatije verzije QuEChERS protokola, a razlikuju se u korištenim solima za ekstrakciju 

koje mogu biti: a) bezvodni magnezijev sulfat i natrijev klorid, prema originalnoj verziji 

protokola60, b) acetatni pufer prema Europskom odboru za standardizaciju (EN 15662)61, ili c) 

citratni pufer prema AOAC metodi (AOAC Official 2007.1 Method)62. Iako je protokol nastao s 

ciljem analize pesticida, u novijim istraživanjima postoje primjene QuEChERS protokola s ciljem 

analize farmaceutika u biljakama27,63, ribama33,64,65, beskralježnjacima65 i školjkama66. 

iv. Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom 

Ekstrakcija potpomognuta ultrazvukom (USE, engl. ultrasound-assisted extraction) inačica je 

LLE gdje se ekstrakcija pospješuje primjenom ultrazvučnih valova (frekvencije >20 kHz). 

Usitnjeni, homogenizirani uzorak miješa se s ekstrakcijskim otapalom te se sonificira. Energija 

ultrazvučnih valova uzrokuje akustičnu kavitaciju koja dovodi do lokalnog porasta temperature, 

tlaka i formiranje kavitacijskih balona u uzorku. Pucanje kavitacijskog balona uzrokuje mehaničku 

štetu na uzorku što dovodi do oštećenja i pucanja stjenke stanica i oslobađanja staničnog sadržaja. 

USE poboljšava izmjenu tvari, olakšava prolaz ekstrakcijskog otapala u uzorak te omogućuje bolje 

iskorištenje postupka ekstrakcije. Dvije su moguće izvedbe ekstrakcije, pomoću ultrazvučne 

kupelji i ultrazvučne probe (Slika 4.).  
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Slika 4. Shematski prikaz najčešće korištenih metoda ekstrakcije potpomognute ultrazvukom 

Prema pregledu literature, pomoću USE dosada su ekstrahirani farmaceutici iz embrija i ikre ribe29, 

plazmi, jetri i mozgu ptica43, riblje plazme38,67, različitih tkiva36,43,68,69 i cijele ribe70,71, mekog tkiva 

školjki72, beskralježnjaka i perifitona73 te biljki73,74. 

Za razliku od klasične USE, FUSLE (engl. focused ultrasound liquid extraction) fokusira valove 

što omogućuje ciljano stvaranje kavitacijskih balona, odnosno ablaciju tkiva. FUSLE metodom 

Mijangos sa suradnicima je ekstrahirao farmaceutike iz uzoraka ribljeg mišića, jetre, mozga i škrga 

te mekog tkiva školjki75. Prednosti FUSLE metode, u odnosnu na klasični USE, jest kraće vrijeme 

ekstrakcije (30-60 sek), manji volumen otapala (do 10 cm3) i manja količina uzorka (0,1-1 g).  

Iskorištenje postupka ekstrakcije uvelike će ovisiti o ekstrakcijskom otapalu73,75,76, kao i kod LLE 

s obzirom na to da primijenjena energija pomaže isključivo u prijenosu tvari, ne i u distribuciji 

farmaceutika između matrice i otapala. Osim otapala, parametri koji imaju utjecaj na iskorištenje 

USE su pH vrijednost otapala, volumen uzorka, trajanje sonifikacije i temperatura kupelji za 

vrijeme sonifikacije73. 

v. Ekstrakcija potpomognuta mikrovalnim zračenjem 

Ekstrakcija potpomognuta mikrovalnim zračenjem ili MAE (engl. microwave-assisted extraction) 

zasniva se na činjenici da otapalo i voda u uzorku apsorbiraju mikrovalove (300 MHz – 300 GHz) 

što uzrokuje pojačane dipolne rotacije polarnih molekula i kidanje vodikovih veza. Posljedica 

apsorpcije energije je slična kao kod USE; nastaje pritisak na staničnu stjenku koja puca što 

omogućuje prodiranje otapala u stanicu. 
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Ova metoda ekstrakcije nije uobičajena u literaturi za analizu farmaceutika u bioti1. Međutim, 

postoje radovi koji su koristili modificirane MAE tehnike kao što su enzimatska ekstrakcija 

potpomognuta mikrovalovima77 (MAEE, engl. enzymatic microwave-assisted extraction) 

i micelarna ekstrakcija potpomognuta mikrovalovima78,79 (MAME, engl. microwave-assisted 

micellar extraction). Kod MAEE koriste se enzimi koji mogu pomoći pri ekstrakciji, primjerice 

dodaje se enzim za razgradnju stjenke u uzorak, dok MAME koristi tenzide pri čemu se analit 

ekstrahira micelama. 

vi. Ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom 

Ekstrakcija potpomognuta visokim tlakom ili PLE (engl. pressurized liquid extraction) temelji se 

na izlaganju uzorka s dodatkom otapala povišenom tlaku što dolazi do povišenja temperature i 

zagrijavanja uzorka. Povećanje temperature smanjuje viskoznost otapala što omogućuje bolje 

močenje uzorka i otapanje analita, te olakšava desorpciju analita iz uzorka i njegovu difuziju u 

otapalo. U ekstrakcijsku ćeliju stavlja se celulozni filter i uzorak, a ostatak se nadopunjuje 

adsorbensom kao što su hidromatriks32,80–83 i aluminijev oksid28,32,84,85, kao što je prikazano na slici 

5. Dodatak spomenutog materijala služi popunjavanju praznog prostora, poboljšanju prodiranja 

otapala, smanjenju udjela vode u ekstraktu te zadržavanju matrice, naročito lipida.  

 

Slika 5. Najčešći način punjenja PLE ekstrakcijske ćelije 

Bitno je napomenuti da postoji nekoliko različitih vrsta PLE koje se razlikuju u vrsti korištenog 

otapala, odnosno fluida (voda, organsko otapalo, superkritični fluid itd.). Kada je u pitanju 

ekstrakcija farmaceutika iz uzoraka biote, koriste se gotovo isključivo organska otapala. 

Terminologija nije u potpunosti definirana pa se PLE često naziva i ubrzanom tekućinskom 
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ekstrakcijom ili ASE (engl. accelerated solvent extraction), što je tzv. trademark tvrtke Dionex, 

pionira među proizvođačima instrumenata za ekstrakciju potpomognutu visokim tlakom. 

PLE je brza i visoko automatizirana tehnika ekstrakcije koja koristi manje otapala od klasičnih 

metoda ekstrakcije te je najkorištenija tehnika ekstrakcije farmaceutika iz čvrstih i polučvrstih 

uzoraka biote. Mnoga istraživanja pokazala su dobre rezultate ekstrakcije farmaceutika iz različitih 

matrica biote, kao što su biljke23,25,74, mišići kornjača i ptica25, različita tkiva20,28,86–89 i cijele 

ribe33,36,81,90–92, beskralježnjaci25,86,87,93, planktoni86,87 i školjke32,85,87. U usporedbi s USE, drugom 

najkorištenijom metodom ekstrakcije za čvrste i polučvrste uzorke, PLE metoda pokazuje veće 

analitičke povrate, bolju ponovljivost te omogućuje nižu granicu detekcije74. Slične rezultate 

pokazalo je istraživanje Huerte i suradnika gdje je PLE uspoređen s USE i QuEChERS33. PLE 

pokazuje bolje analitičke povrate za većinu farmaceutika nego druge dvije metode, dok se neki 

farmaceutici nisu niti ekstrahirali drugim tehnikama. Kao i kod prijašnjih tehnika, i kod PLE je 

izrazito važan odabir otapala88. Mana PLE tehnike jest koeluacija komponenti iz matrice kao što 

su lipidi, proteini, pigmenti i slične molekule velikih masa koje mogu interferirati kod 

instrumentne analize.  



11 

 

IV. PROČIŠĆAVANJE I UKONCENTRIRAVANJE 

Kako je biota kompleksna organska matrica, a u procesima ekstrakcije koriste se organska otapala, 

dobiveni ekstrakti nisu obogaćeni isključivo farmaceuticima već i mnogim drugim spojevima. 

Takva matrica interferira i otežava proces instrumentne analize, zbog čega se pribjegava 

postupcima pročišćavanja94. Uz klasične tehnike dodatnog pročišćavanja kao što su taloženje, 

filtracija, centrifugiranje ili LLE, najčešće tehnike pročišćavanja nakon ekstrakcije su SPE i 

kromatografija. 

i. Pročišćavanje ekstrakcijom na čvrstoj fazi 

Postupak SPE je već opisan te je spomenuto kako se on kod analize uzoraka biote najčešće koristi 

za pročišćavanje. Ekstrakt u organskom otapalu prvo se mora upariti i razrijediti u većem 

volumenu vode kako bi se smanjio udio organskog otapala. Dobivena vodena otopina se propušta 

kroz kolonice za SPE te se provodi već opisani postupak. Za pročišćavanje koristi se i disperzivna 

ekstrakcija na čvrstoj fazi ili dSPE (engl. dispersive solid-phase extraction) kod koje je punilo 

funkcionalizirano dugim ugljikovodičnim lancima što omogućuje ekstrakciju slabo polarnih i 

nepolarnih molekula što je dobra opcija za ekstrakciju lipida. Izvedba dSPE može biti preko 

kolonica kao i kod SPE, ili dodatkom krutine u uzorak, silovitim miješanjem, centrifugiranjem i 

odvajanjem supernatanta. 

Za pročišćavanje i ukoncentriravanje uzoraka SPE postupkom, najčešće se koriste kolonice Oasis 

HLB čije punilo je polimerni sorbens reverzne faze s uravnoteženim hidrofilnim i lipofilnim 

interakcijama što ga čini dobrim sorbensom za široki spektar spojeva te često daje dobre analitičke 

povrate. Osim kolonica Oasis HLB25,86,95,96, koriste se i kolonice Oasis MCX24,81,97 čije je punilo 

kationski izmjenjivač, Strata-X73,74,85 čije punilo tvori interakcije s analitom na temelju π-π, dipol-

dipol i hidrofobnih interakcija, Florisil30,75,82 punila odnosno magnezijev silika gel i PSA33,63,98 ili 

kombinacija SAX/PSA39,99 sorbensa gdje SAX ima punilo s jakim anionskim izmjenjivačem, a 

PSA sadrži primarne i sekundarne aminske skupine.  

Dosadašnja istraživanja pokazala su različite uspješnosti pročišćavanja uzoraka biote. Vidljivo je 

kako su spomenuti sorbensi različitih kemijsko-fizikalnih karakteristika zbog čega nisu 

univerzalni. Odabir sorbensa ovisit će uvelike o vrsti analita te njihovim kemijsko-fizikalnih 
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karakteristika. Primjerice, Oasis HLB zbog svoje karakteristike je dobar izbor kod ekstrakcija 

većeg broja različitih analita, no problem su koeluacije drugih neželjenih spojeva matrice. 

Eksperimenti su pokazali da Oasis HLB ne daje dobre rezultate pročišćavanja uzoraka jetre koji 

ima velik udio lipida75,81,95. Kod takvih uzoraka, koriste se druga punila, kao primjerice Oasis 

MCX81 ili PES (poliethersulfon) sorbensa75 koji daju zadovoljavajuće rezultate. Može se koristiti 

i kombinacija sorbensa gdje se prvo koristi sorbens za uklanjanje lipida, primjerice SAX/PSA99, 

nakon čega se koristi punilo za ukoncentriravanje, npr. HLB. Steinbach i Schwack su pokazali 

kako se pomoću PSA kolonica najbolje uklanjaju lipidi u odnosu na ukupno sedam različitih 

testiranih kolonica, a da klasični dSPE može imati usporedive rezultate, no s velikom količinom 

korištenog sorbensa98. SPE je relativno brza i jeftina tehnika u odnosu na druge metode 

pročišćavanja te ne zahtjeva dodatne postupke obrade uzorka32,81, no zbog svih navedenih 

problema s koeluacijom, SPE često nije prvi izbor za pročišćavanje uzoraka biote od lipida. Kako 

bi se dobili čišći uzorci, koriste se tehnike kromatografije, dok se SPE koristi kao zadnji korak 

pročišćavanja od anorganskih komponenti i proteina te ukoncentriravanje prije instrumentne 

analize43. 

ii. Pročišćavanje kromatografijom 

Kromatografske tehnike korištene za pročišćavanje uzoraka biote su kromatografija isključenjem 

kod koje se tvari odvajaju na temelju veličina i kolonska kromatografija kod koje se tvari odvajaju 

na temelju različitog afiniteta prema stacionarnoj fazi. Najkorištenija kromatografija isključenjem 

za pročišćavanje je gel propusna kromatografija33,43,100,101 (GPC) čija stacionarna faza je polimerni 

gel. Kod kolonske kromatografije za stacionarnu fazu najčešće se koristi silika gel88,101–103 (SGC). 

Obje metode koriste se isključivo za pročišćavanje uzoraka od lipida, nakon kojih je potreban 

proces ukoncentriravanja (uparavanje). Najčešće se ukoncentrirani ekstrakt razrjeđuje u većim 

volumenom vode kako bi se smanjio udio organske faze te se provodi SPE kako bi se analiti 

ukoncentrirali na punilu, preostali lipidi istaložili, a uzorak dodatno pročistio od makromolekula 

prisutnih u matrici100. 
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Slika 6. Shematski prikaz separacije analita kolonskom kromatografijom 

Huerta i suradnici su pokazali da GPC pročišćavanje daje bolje rezultate nego pročišćavanje SPE 

Florisil kolonicama ili kombinacijom SPE-HLB i GPC33, štoviše neki farmaceutici nisu ni bili 

prisutni u završnim ekstraktima drugih dviju metoda. Bitno je spomenuti kako je isti eksperiment 

provođen uz PLE ekstrakciju, gdje je u ekstrakcijsku ćeliju dodan aluminijev oksid koji zadržava 

lipide. Tanoue i suradnici su usporedili pročišćavanje GPC i SGC metodom te ispitivali različita 

otapala43. U prosjeku SGC metoda pročišćavanja davala je bolje analitičke povrate i bolje 

pročišćavanje uzoraka od lipida, osim za uzorke jetre i mozga. Kod tih uzoraka, korišten je dodatni 

korak pročišćavanja GPC metodom čime je dobiven čišći ekstrakt. Također, pokazano je kako 

analitički povrati i pročišćavanje uvelike ovise o otapalu. Kromatografske tehnike pokazuju dobro 

pročišćavanje uzoraka biote od matrice, no njihova mana je dugo vrijeme pročišćavanja uzoraka, 

velika količina potrebnog organskog otapala te potreba za dodatnim procesom ukoncentriravanja. 
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V. INSTRUMENTNA ANALIZA 

Završni ekstrakti uzoraka biote pripremljeni na prethodno opisani način sadrže vrlo niske 

koncentracije analita unutar kompleksne matrice uzorka te se za njihovu kvalitativnu i 

kvantitativnu analizu uglavnom upotrebljavaju visokoselektivni i visokoosjetljivi spregnuti sustavi 

kromatografije i spektrometrije masa. Kromatografska separacija na ovim hibridnim analitičkim 

sustavima može se provoditi primjenom tekućinske ili plinske kromatografije dok se 

masenospektrometrijska detekcija provodi uglavnom primjenom različitih tipova tandemnih 

spektrometara masa. Podaci dobiveni instrumentnom analizom obrađuju se računalnim 

programima integriranim s instrumentom. 

i. Tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa 

Tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (LC-MS) predvodnik je u 

instrumentnoj analizi okolišnih uzoraka općenito, pa tako i uzoraka biote. Jednostavnost, kratko 

vrijeme analize, laka prilagodba metode i mogućnost analize velikog broja spojeva samo su neke 

od prednosti analize LC-MS sustavom. Od LC sustava koriste se tekućinska kromatografija visoke 

djelotvornosti47,49,96,50,51,53,68,69,72,73,75 (HPLC, engl. high performance liquid chromatography) ili 

tekućinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti32,33,36,48,67,74,85 (UPLC, engl. ultra high 

performance liquid chromatography). Glavna razlika između ovih kromatografskih sustava jest 

trajanje analize. Punila UPLC kolona manjeg su promjera od punila HPLC kolona, što poboljšava 

kromatografsku rezoluciju i znatno skraćuje vrijeme analize. Za analizu farmaceutika koristi se 

kromatografija obrnutih faza gdje je stacionarna faza, odnosno punilo na kolonama inačica C18 

modificiranih lanaca, a mobilnu fazu čini kombinacija ultračiste vode i organskog otapala, s ili bez 

dodatka kiseline, soli ili pufera.  

Nakon separacije provedene u tekućinskom kromatografu, separirani analiti otopljeni su u velikom 

volumenu otapala što nije kompatibilno sa spektrometrijom masa koja se radi u uvjetima visokog 

vakuuma. Kako bi se analiti prije uvođenja u spektrometar masa preveli u plinsku fazu i ionizirali, 

najčešće se koristi elektroraspršenje20,25,27,58,63,64,72,73,75 (ESI, engl. electrospray ionization). ESI je 

uvjerljivo najkorištenija metoda meke ionizacije kod LC-MS vezanog sustava, a namijenjena je 

ionizaciji polarnih nehlapljivih organskih i biomolekula koje su ionizirane u otopini, molarnih 



15 

 

masa do 200 000 Da. Osim ESI, korištene su i metode kemijske ionizacije pri atmosferskom tlaku 

(APCI)81,91, zagrijani elektrosprej (HESI)66,74,85 i turbo ion sprej (TIS)38,54,67. Kada su analiti 

prevedeni u [M+H]+ oblik, ulaze u MS sustav gdje dolaze na analizator koji ih dodatno separira i 

fragmentira. Pregledom literature vidljivo je kako se za analizu mogu koristiti razni analizatori, no 

opće prihvaćeni standard u kvantitativnoj analizi je trostruki kvadrupol20,23,89,90,93,97,25,27,44,58,63,73,86,87 

(QqQ). Snimanja se mogu provoditi u dvije opcije, puno snimanje gdje se snimaju svi ioni bez 

separacije u analizatoru i, češće, tandemska spektrometrija u tzv. MRM (engl. multi reaction 

monitoring) načinu rada, uz praćenje odabranih tranzicija analita koje su specifične i selektivne za 

analiziranu komponentu čime se utjecaj matrice dodatno smanjuje. MRM metodom u analizatoru 

se provodi separacija prema roditeljskom spoju i njegovoj zadanoj tranziciji (fragmentaciji) što 

povećava točnost i preciznost kvantitativnog određivanja bez obzira na kompleksnost uzorka. 

Osim QqQ, koriste se i drugi analizatori poput ionske stupice spregnute s kvadrupolom32,33,38,41,59,67,104 

(QTrap), analizatora s vremenom preleta spregnutim s kvadrupolom48 (QTof) i Orbitrap66,74, 

međutim njihovo korištenje je češće kod kvalitativnih identifikacijskih analiza74,105, dok se 

kvantitativne analize uglavnom provode QqQ sustavima. 

 

Slika 7. Shematski prikaz LC-MS/MS sustava 

Nedostatak primjene LC-MS tehnika za kvantitativnu analizu je promjena intenziteta signala 

(supresija ili pojačanje) u ekstraktima uzoraka koji sadrže kompleksnu matricu, zbog čega kod 

njihove primjene često nije prikladno kvantifikaciju provoditi na temelju eksternih kalibracijskih 

krivulja108. Stoga se za tu svrhu primjenjuje metoda dodatka unutarnjeg standarda pri čemu je 

idealni unutarnji standard izotopno obilježen analit čije bi ponašanje tijekom priprave uzoraka, 

ekstrakcije i instrumentne analize trebalo biti istovjetno analitu109. Ukoliko je takav spoj 
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nedostupan, kriterij za odabir internog standarda jest struktura i sličnost fizikalno-kemijskih 

svojstava te najvažnije, sličnost ponašanja s analitom što se provjerava postupkom validacije. 

Interni standardi se u uzorak dodaju na samom početku kako bi se na taj način kompenzirali svi 

potencijalni gubitci do kojih dolazi tijekom priprave uzorka. Postoje i druge opcije kalibracije, no 

ni jedna nije pokazala dovoljno dobru kompenzaciju i na gubitke i na utjecaj matrice kao metoda 

dodatka unutarnjeg standarda49. 

ii. Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa 

Plinska kromatografija spregnuta sa spektrometrijom masa (GC-MS) nije uobičajena tehnika 

analize farmaceutika u bioti, budući da je ova tehnika prikladnija za analizu hlapljivih i termički 

stabilnih analita, što nisu karakteristike većine farmaceutika. Prednost koju ima GC-MS nad LC-

MS tehnikama su manji volumeni injektiranog uzorka i smanjeni utjecaj matrice što olakšava 

analizu106. Plinska kromatografija zasniva se na istom principu kao i tekućinska, komponente se 

odjeljuju s obzirom na afinitet prema zadržavanju na stacionarnoj fazi. Mobilna faza je inertni plin 

nosač, najčešće helij, u koji se injektira uzorak, dok je stacionarna faza punilo kolone čije čestice 

su često presvučene mikroskopskim slojem viskozne tekućine. Za ionizaciju se koristi jaka tehnika 

ionizacije, ionizacija brzim elektronima (EI, engl. electron impact) koja daje stabilne odzive. 

Analizatori u GC-MS sustavima su najčešće kvadrupoli, a detekcija analita funkcionira na istom 

principu kao i kod LC-MS sustava. 

Prije nego se uzorak farmaceutika injektira u sustav, potrebno je analite derivatizirati. 

Derivatizacija je postupak modifikacije funkcionalnih skupina čiji je cilj učiniti komponente 

hlapljivijima što je nužan postupak u analizi farmaceutika GC-MS tehnikom. Postoje mnogobrojni 

derivatizacijski agensi, no najčešće korišteni su BSTFA (N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamid)29, 

MSTFA (N-metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamid)102,103,107 i MTBSTFA (N-tert-

butildimetilsilil-N-metiltrifluoroacetamid)29,42. U istraživanju Moline-Fernandez i suradnika, 

MTBSTFA pokazao se kao bolji derivatizacijski agens nego BSTFA jer su uzorci derivatizirani 

pomoću MTBSTFA pokazali bolju osjetljivost i rezoluciju što je omogućilo bolje određivanje 

niskih koncentracija farmaceutika29. Pomoću GC-MS tehnike uspješno su analizirani farmaceutici 

iz skupine nesteroidnih protuupalnih lijekova29,30,42,56, lipidnih regulatora29,42, antidepresiva57,88,103, 

steroida42,82,107, antimikotika42,88,102,103, antikonvulzanata42,88,103 i fibrata42,56.  
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