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1. UVOD



1.1 STATINI

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji upravo su koronarne bolesti, odnosno
ishemijska bolest srca te mozdani udar 1 druge cerebrovaskularne bolesti, prvi uzro¢nik
smrtnosti u svijetu (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html). Jedan
od glavnih ¢imbenika za razvoj kardiovaskularnih bolesti je hiperlipidemija, poviSena razina
kolesterola, lipoproteina i triglicerida u plazmi. Naime, brojna ispitivanja su dokazala vezu
izmedu koncentracije kolesterola, triglicerida te drugih lipida u plazmi i razvoja ateroskleroze,
odnosno kardiovaskularnih bolesti. Prevencija 1 lijeCenje hiperlipidemija temelji se na dijeti,
tjelovjezbi i promjeni nacina zivota, a zatim slijedi farmakoterapija. Cilj medikamentozne
terapije je snizenje koncentracije ukupnoga, ,loSega“ aterogenog LDL-kolesterola i
triglicerida, uz poveéanje razine ,,dobrog® HDL-Kolesterola. Postoji nekoliko skupina
hipolipemika, a najvazniji su statini, zatim derivati fibricne kiseline (gemfibrozil, klofibrat,
fenofibrat), adsorbensi zu¢nih kiselina (kolestiramin, kolestipol), nikotinska kiselina i njezini
derivati te ostali lijekovi, poput inhibitora apsorpcije kolesterola (ezetimib) i omega-3 masnih
kiselina, ili kombinirani lijekovi (primjerice ezetimib i simvastatin) (Nigovi¢ i sur., 2007).
Budu¢i da je prepoznata opasnost hiperlipidemija kao jednog od ¢imbenika koji dovodi do
razvoja koronarnih bolesti, velika se pozornost pridaje prevenciji i pravovremenoj terapiji
hipolipemicima. Kao §to je ve¢ spomenuto, najvaznija skupina hipolipemika su upravo statini
koji su, zbog svoje wucinkovitosti u sekundarnoj prevenciji infarkta miokarda 1
cerebrovaskularnog inzulta u bolesnika koji imaju aterosklerotsku bolest, postali jedni od
najéeSc¢e propisivanih i koristenih lijekova u svijetu. Osim u sekundarnoj prevenciji, statini se
koriste i u primarnoj prevenciji arterijske bolesti kod bolesnika visokog rizika uslijed
poviSene koncentracije kolesterola u plazmi, osobito ako postoje drugi ¢imbenici rizika za
razvoj ateroskleroze poput pusenja, tjelesne neaktivnosti, hipertenzije i dijabetesa (Rang i sur.,
2006). Ucinkovitost statina u smanjenju morbiditeta i mortaliteta dokazana je u nekoliko
velikih, nasumic¢nih, placebo-kontroliranih studija (Almansob i sur., 2012; Bybee i sur., 2008;
Heart protection Study Collaborative Group, 2002; Sacks i sur., 1996).

Buduéi da su se zadnjih godina preporucene koncentracije ukupnog kolesterola,
triglicerida i LDL-kolesterola snizavale, sve je veca populacija koja se smatra ugroZzenom,
odnosno sve je veci broj ljudi koji bi trebala biti na terapiji statinima. Stoga ne cudi ¢injenica
da je primjena statina u stalnom porastu diljem svijeta. Nadalje, terapija statinima je
svakodnevna i1 dugotrajna, pa ¢ak i doZivotna. Osim toga, u nekim zemljama svijeta,

primjerice u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Velikoj Britaniji, manje doze statina mogu


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html

se kupiti ¢ak 1 bez recepta lijeCnika. Kako je za svaki lijek vazno da je djelotvoran, siguran i
metoda, kako bi se osigurala kontrola kvalitete i ispitivanje Cistoce statina, kao jednih od

najcesc¢e koristenih lijekova.

1.1.1 Mehanizam djelovanja statina

Statini  svoje  hipolipemi¢ko djelovanje zasnivaju na inhibiciji enzima
hidroksimetilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze. HMG-CoA reduktaza je enzim Koji
reducira 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA u mevalonat u jetri, §to je najsporiji i ujedno kljuéni
korak u biosintezi kolesterola. Svi statini imaju kemijsku strukturu slicnu HMG-Co0A, pa
djeluju kao specifi¢ni, reverzibilni i kompetitivni inhibitori HMG-CoA reduktaze. Koli¢ina
sintetiziranog kolesterola ovisi upravo o aktivnosti enzima HMG-CoA reduktaze
mehanizmom povratne sprege (Bulat i sur., 2001). Smanjenje koli¢ine kolesterola
sintetiziranog u jetri je znacajno jer je vecina cirkuliraju¢eg kolesterola nastala biosintetskim
putem, a samo manji dio se u organizam unosi hranom. Nakon §to se u hepatocitima smanji
koli¢ina kolesterola, inhibitori enzima HMG-CoA reduktaze povecavaju sintezu LDL-
receptora kako bi se povecao unos kolesterola iz cirkulacije u stanice. Veci broj LDL-
receptora na povrsini jetrenih stanica omogucéuje povecani ulazak LDL-kolesterola u
hepatocite te njihov katabolizam (Vrhovac i sur., 2003). Stoga je izravni ucinak statina
snizenje koncentracije ukupnog i LDL-kolesterola u plazmi. Neke studije su pokazale da
statini donekle poveéavaju i koncentraciju HDL-kolesterola u plazmi. Osim izravnoga
hipolipemi¢kog ucinka, statini imaju niz drugih protuaterogenih uc¢inaka poput stabilizacije
postojecih aterosklerotskih plakova, poboljSanja endotelne funkcije, smanjenja vaskularne
upale, povecane neovaskularizacije ishemickog tkiva, prevencije stvaranja tromba, pojacane
fibrolize te opcenito utjecaja na upalni odgovor (Furberg, 1999; Nissen i sur., 2006; Rang i
sur., 2006).

1.1.2 Vrstai podjele statina

Danas je za medikamentoznu terapiju hiperlipidemija u svijetu registrirano sedam
statina: atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin i simvastatin
te juznoj i1 jugoistocnoj Aziji (Mukhtar, 2005). Na trziStu je postojao i cerivastatin, ali 2001.

godine ga je dobrovoljno povukla farmaceutska tvrtka Bayer uslijed brojnih prijavljenih



ozbiljnih nuspojava te nekoliko desetaka smrtnih slucajeva zbog rabdomiolize i smanjenja
bubrezne funkcije.

Statini se dijele s obzirom na podrijetlo, odnosno nacin dobivanja, na prirodne i
sintetske. Prirodni statini dobivaju se fermentacijom iz mikroorganizama, odnosno izolacijom
iz plijesni roda Penicillium ili Aspergillus. Postoji niz metabolita koji su izolirani i pokazali su
hipolipemicki ucinak, no nisu svi jednako uc¢inkoviti ili sigurni za primjenu. Jedini prirodni
statin koji se koristi u terapiji i registriran je kao lijek je lovastatin. Koristi se jo§ i mevastatin,
ali ne u terapiji, ve¢ kao prirodni izvor za dobivanje pravastatina. Polusintetski derivati statina
su pravastatin 1 simvastatin. MikrobioloSkom hidroksilacijom mevastatina dobiva se
pravastatin, dok se simvastatin dobiva kemijskom modifikacijom lovastatina, uvodenjem
metilne skupine na bocni butiril esterski lanac. Potpuno sintetski derivati statina su
fluvastatin, atorvastatin, cerivastatin, rosuvastatin i pitavastatin.

Novija podjela statina temelji se na njihovoj lipofilnosti (Nigovi¢ i sur., 2007).
Lipofilnost predstavlja afinitet molekule za lipidno okruzenje i smatra se najvaznijim
fizikalno-kemijskim parametrom koji utje¢e na farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova
(Mornar i sur., 2011). Pravastatin i rosuvastatin se smatraju hidrofilnim lijekovima;
pravastatin zbog hidroksilne skupine na heksahidronaftalenskom prstenu, a rosuvastatin zbog
polarne metilsulfonamidne skupine. Ostali lijekovi iz skupine statina su lipofilni, a
simvastatin je najlipofilniji buduc¢i da u svojoj strukturi ima dvije metilne skupine. Lovastatin
i simvastatin su prolijekovi s laktonskim prstenom koji se otvara djelovanjem
karboksiesteraza u aktivni B-hidroksilirani oblik. Ostali statini ve¢ dolaze u farmakoloski
aktivnom obliku.
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Slika 1. Kemijske strukture statina.



1.2 ONECISCENJA U LIJEKOVIMA

Oneciscenja u lijekovima su nezeljene tvari u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji koje
mogu zaostati iz proizvodnog postupka, nastati tijekom izrade ljekovitog oblika te stajanjem
farmaceutskog proizvoda ili same aktivne supstancije. Zahtjevi kvalitete lijeka definiraju
prihvatljive granice za oneciS¢enja koja se dozvoljavaju u roku trajanja farmaceutskog
proizvoda (Nigovi¢, 2010; Nigovi¢ i Dami¢, 2012). Buduéi da su razli¢ite nacionalne
farmakopeje i nacionalne agencije imale drugacije definicije, standarde i pravilnike o
lijekovima, 1995. godine je organizirana Medunarodna konferencija o harmonizaciji (engl.
International Conference on Harmonization, ICH). Ona predstavlja zajednicku inicijativu
regulatornih tijela i proizvodaca lijekova s podru¢ja Europske unije, Sjedinjenih Americkih
Drzava 1 Japana da se usklade standardi i zakonska regulativa u svrhu brzeg stavljanja
lijekova u promet, imaju¢i na umu dobrobit pacijenata. Onecis¢enje je, prema ICH
smjernicama, svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao ljekovita
tvar (ICH Q3A) ili svaki sastojak farmaceutskog proizvoda koji nije ljekovita ili pomoéna
tvar u samom proizvodu (ICH Q3B).

Kako je za svaki lijek nuzno da, osim $to je djelotvoran, bude i siguran, provodi se
odredivanje farmakolosko-toksikoloSkog profila lijeka te ispitivanje nuspojava izazvanih
oneciS¢enjima u lijekovima. OneciS¢enja mogu imati neZeljene farmakoloske uc¢inke, toksicna
svojstva, uzrokovati nuspojave, utjecati na aktivnost i stabilnost ljekovite tvari,
bioraspolozivost 1 ucinkovitost samog lijeka, a mogu utjecati i na rezultate analitickih
ispitivanja lijekova. Danas zakonska regulativa donosi sve slozenije zahtjeve u kontroli
kvalitete lijekova, a poseban se naglasak stavlja upravo na pracenje oneciséenja.

Prema ICH smjernicama, oneciS¢enja se mogu podijeliti u tri skupine: organska
oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja i ostatna otapala. Trenutno je u izradi Cetvrti dokument
koji bi davao posebne smjernice za onecis¢enja metalima (ICH Q3D). Oneciséenja se u
ljekovitu tvar mogu unijeti samim polaznim sirovinama, a mogu nastati kao meduprodukti ili
nusprodukti u slozenom proizvodnom postupku ljekovite tvari (tzv. procesna oneciS¢enja).
Nadalje, onecis¢enja mogu nastati kao produkti razgradnje ljekovite tvari djelovanjem svijetla,
temperature, prisutnosti vode ili promjenom pH, ili pak mogu nastati tijekom izrade i ¢uvanja
farmaceutskoga dozirnog oblika. OneciS¢enjima se takoder smatraju produkti reakcija
ljekovite tvari s pomoénim tvarima, ljekovite tvari i primarnog spremnika te produkti

interakcije djelatnih tvari u viSekomponentnim dozirnim oblicima. Ako su u izradi lijeka



koristeni prirodni produkti, oneciS¢enja mogu biti 1 usput ekstrahirane tvari (Nigovi¢ i Sertié,
2012).

Onecisc¢enja se u Europskoj farmakopeji (engl. European Pharmacopoeia, Ph. Eur.)
dijele na specificirana oneciS¢enja (engl. Specified impurities) i ostala oneciS¢enja koja se
mogu dokazati (engl. Other detectable impurities). Specificirana one¢i$¢enja su stvarna, a
mogu biti identificirana i neidentificirana. Identificirana onecis¢enja imaju karakteriziranu
kemijsku strukturu, dok su neidentificirana definirana iskljucivo kvalitativnim analitickim
svojstvima, poput kromatografskog vremena zadrzavanja. Neidentificiranog oneciS¢enja
smije biti najviSe 0,1% za doze ljekovite tvari manje od 2 g, a iznimka su jedino ljekovite
tvari koje su ve¢ dugi niz godina prisutne na trziStu pa neidentificirana onec¢is¢enja u tim
proizvodima mogu iznositi vise od 0,1%. Ostala oneciS¢enja koja se mogu dokazati su
potencijalna, nisu detektirana ni u jednom ispitivanom uzorku tijekom izrade monografije, ali
su ograni¢ena ispitivanjima u Europskoj farmakopeji jer se zna da mogu nastati u
proizvodnom postupku ili stajanjem, a mogu, ili ne moraju, trenutno biti prisutna u ljekovitoj
tvari.

Ispitivanje profila ¢istoce (engl. Impurity profiling) lijeka obuhvaca analiticke
postupke kojima je cilj detekcija, identifikacija, strukturna karakterizacija i kvantitativno
odredivanje organskih i anorganskih onecis¢enja, kao i ostatnih otapala, u ljekovitoj tvari i
farmaceutskom pripravku. Ovim postupkom se precizno odreduju kvaliteta 1 stabilnost
ljekovite tvari 1 gotovoga farmaceutskog proizvoda, pa se ispitivanje profila ¢isto¢e smatra
kljuénim dijelom analize lijeka. U skladu sa sve ve¢im zahtjevima u kontroli kvalitete lijeka 1
odredivanju njegovih oneciS¢enja, razvijaju se nove analitiCke metode kako bi zadovoljile
potrebe regulatornih tijela i industrije, a pacijente opskrbile kvalitetnim, sigurnim i
djelotvornim lijekovima.

ICH smjernice postavljaju pragove (engl. Threshold limits) ispod kojih nije potrebno
izvjeStavanje o prisutnim oneciS¢enjima (prag izvjeStavanja), strukturna karakterizacija
oneCiS€enja (prag identifikacije) ili procjena bioloske sigurnosti oneciS¢enja (prag
kvalifikacije). Pragovi izvjeStavanja o prisutnim oneciS¢enjima odnose se na razinu iznad
koje je potrebno priloZziti izjavu o oneciS¢enjima, a koja ukljucuje njihov tocan postotak u
lijeku i metodu analize kojom su odredeni. Ukoliko je dnevna doza 2 g ili manja potrebno je u
1zjavi navesti svako oneciS¢enje koje se pojavljuje u koli¢ini vecoj od 0,05%. Za doze vece od
2 g navode se sva oneciSc¢enja prisutna u koli¢ini vecoj od 0,03%. Karakterizacija kemijske

strukture potrebna je za svako oneciSéenje prisutno u koli¢ini ve¢oj od 0,1 % za dnevnu dozu



ljekovite tvari 2 g 1 manju, dok je za doze vece od 2 g potrebna strukturna karakterizacija za
onecis¢enja prisutna u koli¢ini vecoj od 0,05%.

Kako bi se tijekom svih faza proizvodnje i kontrole kvalitete lijeka osigurali zahtjevi
koje donose ICH smjernice o oneciS¢enjima, potrebne su pouzdane i sofisticirane analitiCke
tehnike. Da bi se pojedine sastavnice smjese ljekovite tvari i njezinih onec¢is¢enja odvojile,
koriste se separacijske tehnike. NajéeS¢e se koriste tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) (Bianchini i sur., 2009), plinska kromatografija (GC) (Mornar i sur.,
2013c), tankoslojna kromatografija (TLC) i tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti
(HPTLC) te kapilarna elektroforeza (CE) (Altria, 1996). Ponekad je potrebna i izolacija
pojedinog onecis¢enja (Prabu i Suriyaprakash, 2010). Sve navedene separacijske tehnike se
pored odjeljivanja mogu Koristiti i za izolaciju. Osim njih, za izolaciju onecisenja Cesto se
koriste ekstrakcija na ¢vrstoj fazi i ekstrakcija tekuce-tekuce.

Za strukturnu karakterizaciju oneciS¢enja koriste se spektroskopske tehnike masena
spektrometrija (MS) i nuklearna magnetska rezonantna spektrometrija (NMR), a vrlo Cesto se
kombiniraju sa separacijskim, pa govorimo o vezanim sustavima: tekucinska kromatografija —
masena spektrometrija (LC-MS) (Pilaniya i sur., 2010), plinska kromatografija — masena
spektrometrija (GC-MS), tekucinska kromatografija — nuklearna magnetska rezonantna
spektrometrija (LC-NMR) (Sun i sur., 2010) te kapilarna elektroforeza — masena
spektrometrija (CE-MS) (Ingale i sur., 2011).

1.3 CRVENA FERMENTIRANA RIZA

Osim uobicajene terapije hipolipemicima, mnogi pacijenti uslijed neugodnih
nuspojava ili u Zelji da se lije€e prirodnim sredstvima traZe alternativne nacine lijecenja
hiperlipidemije. Danas se na trziStu nalazi ¢itav niz prirodnih hipolipemika, poput omega-3
masnih kiselina, crvene fermentirane rize, zelenog Caja, ¢eSnjaka, koenzima Q10, articoke,
soje, sjemenki lana, gugulipida, fitosterola, polikonazola i brojnih drugih biljaka (maslina,
ruzmarin i dr.) te prirodnih proizvoda (mati¢na mlije¢, med i dr.). Na trziSte ve¢inom dolaze
registrirani kao dodaci prehrani, a mogu se na¢i u ljekarnama, specijaliziranim
prodavaonicama, trgovinama zdravom i organskom hranom, u novije vrijeme i trgovinama
hranom te trgovinskim lancima. Njihova primjena je sve popularnija i ¢e$¢a, a broj proizvoda
na trziStu raste gotovo eksponencijalno. Vecina ovih proizvoda spada u podrucje
samolijeCenja, odnosno ljudi ih uzimaju na temelju vlastite procjene, bez konzultacija s

lije¢nikom ili ljekarnikom.



Ono $§to je potrebno naglasiti kod dodataka prehrani je da legislativa u svijetu nije
jednoznacna. Dodaci prehrani ne podlijezu, kao lijekovi, strogim regulatornim zahtjevima koji
osiguravaju kvalitetu, sigurnost i u¢inkovitost proizvoda. Dobra proizvodacka i laboratorijska
praksa, kontrola regulatornih tijela i detaljna laboratorijska procjena sadrzaja prilikom
registracije proizvoda nisu nuzne. Na nekim proizvodima se Cak i navodi standardizacija
prema jednoj od glavnih djelatnih tvari, ali budu¢i da je rije¢ o vrlo slozenim uzorcima, s
velikim brojem aktivnih sastavnica, upitno je je li ovakav nacin deklariranja sadrzaja
dovoljan.

Nazalost, diljem svijeta nadlezne nacionalne agencije upozoravaju na losu kvalitetu
dodataka prehrani. Prema nekim procjenama svaki Cetvrti proizvod na trziStu ima neki
problem s kvalitetom. Budu¢i da se dodaci prehrani koriste svakodnevno i daju tzv.
ugrozenim skupinama — djeci, trudnicama i dojiljama te starijim osobama, te se koriste u
samolijecenju, odnosno bez savjeta lije¢nika ili ljekarnika, kontrola kvalitete ovih proizvoda
je od iznimne vaznosti. Primjenom sofisticiranih analitickih tehnika moguce je provoditi
kontrolu kvalitete dodataka prehrani, odrediti ima li djelatne tvari u proizvodu, koliko je ima
te ima li oneciS¢enja ili ak toksicnih nusprodukata.

U azijskim zemljama se crvena fermentirana riza stolje¢ima tradicionalno primjenjuje
u prehrambene svrhe, kao dodatak hrani za poboljSanje okusa 1 boje. Tradicionalnom
kulinarskom primjenom uvidjelo se da crvena fermentirana riza ima mnoge dobrobiti za
organizam, posebice za pobolj$anje probave i revitalizaciju krvi. Danas je crvena fermentirana
riza dio tradicionalne kineske medicine i koristi se kod problema s krvozilnim sustavom.

Crvena fermentirana riza dobiva se fermentacijom obi¢ne, bijele rize (Oryza sativa L.,

Poaceae) pomocu kvasca Monascus purpureus (Slika 2).

Slika 2. Fermentacijom rize pomocu gljivice roda Monascus dobiva se crvena fermentirana
riza.



Crvena fermentirana riza postala je poznata diljem svijeta tek 1971. godine kada se
japanski znanstvenik Akira Endo poceo baviti istrazivanjima spojeva koji bi mogli smanjiti
sintezu endogenog kolesterola, lipida koji se nalazi u staniénim membranama svih tkiva i
nuzan je za normalan rad organizma. Endo je otkrio da gljivica roda Monascus kao
sekundarne metabolite proizvodi, izmedu ostalog, spoj nazvan monakolin K, koji ima snazni
hipolipemicki ucinak, odnosno snizava koncentraciju kolesterola u krvi. Istovremeno je u
Sjedinjenim Americkim Drzava farmaceutska tvrtka Merck&Co. takoder proucavala
sekundarne metabolicke produkte gljivice roda Aspergillus. Godine 1976. iz plijesni
Aspergillus terreus izolirali su mevinolin, koji je kasnije nazvan lovastatin. Lovastatin je
postao prvi lijek iz skupine statina koji je prosao sva potrebna klini¢ka ispitivanja i dobio
odobrenje za stavljanje u promet. Na trZi§tu se pojavio 1987. godine kao Mevacor®. Nakon
lovastatina na trZiSte je izaSao Citav niz lijekova iz skupine statina, a svima je farmakolosko
djelovanje smanjenje endogene sinteze kolesterola.

Daljnjim istrazivanjima ustanovljeno je da crvena fermentirana riza kao aktivnu
sastavnicu ima monakolin K, koji ima istu kemijsku strukturu kao lovastatin. Do sada je
otkriveno ukupno 14 monakolina, a njihov sastav i1 koli¢ina ovise o vrsti gljivice roda
Monascus koja se koristi za fermentaciju te o uvjetima u kojima se vr$i proizvodnja crvene
fermentirane rize. U uobiCajenim uvjetima proizvodnje najve¢i dio sadrzaja monakolina
otpada na monakolin K, odnosno lovastatin. No crvena fermentirana riza ima vrlo raznolik
sadrZaj, pa se uz monakoline u sastavu mogu naci $krob, proteini, nezasicene i zasi¢ene masne
kiseline, biljni steroli (B-sitosterol, kampasterol, stigmasterol, sapogenin), izoflavoni, vlakna,
elementi u tragovima, kompleks B vitamina i dr. Mnogi od ovih spojeva ve¢ imaju dokazano
hipolipemi¢ko djelovanje, poput omega-3-masnih kiselina, niacina, [-sitosterola i
kampasterola, koji interferiraju s apsorpcijom kolesterola u crijevima. Do sada provedena
klini¢ka ispitivanja na crvenoj fermentiranoj rizi pokazuju vrlo sli¢an farmakolo$ki ucinak
kao i lijekovi statini. Mehanizam djelovanja monakolina je inhibicija 3-HMG CoA reduktaze,
dakle isti kao 1 komercijalno dostupnih statina. Vjerojatno zahvaljuju¢i sinergijskom
djelovanju svih spojeva u svom bogatom sastavu, crvena fermentirana riZza uspje$no smanjuje
razinu ukupnog kolesterola, ,,loSeg”“ LDL-kolesterola i triglicerida, a povecava i razinu
,dobrog* HDL-kolesterola, prema nekim istrazivanjima ¢ak uspjeSnije nego statini. Stoga ne
cudi Cinjenica da je kasnih 90-tth godina proSlog stoljeta pocela vrlo wuspjesna
komercijalizacija proizvoda s crvenom fermentiranom rizom.

Problem sigurnosti primjene crvene fermentirane rize je mogucénost da ovi proizvodi

sadrze citrinin, sekundarni produkt fermentacije kojeg proizvode neki sojevi Monascus,



Aspergillu i Penicillium roda. Citrinin je mikotoksin koji uzrokuje funkcionalna i strukturna
ostecenja bubrega kao i promjene u radu i metabolizmu jetre. Smatra se da je mehanizam
djelovanja citrinina na stani¢noj razini gdje ometa rad sustava za prijenos elektrona u
mitohondrijima. Najveca dozvoljena koli¢ina citrinina u crvenoj fermentiranoj rizi je 200 ppb
u Japanu, dok je preporuceni limit u Europskoj uniji 100 ppb.

Danas se crvena fermentirana riza na trzistu nalazi kao dodatak prehrani, proizvod koji
se bez recepta moze kupiti u ljekarnama i specijaliziranim prodavaonicama. Postojalo je
nekoliko pokuSaja zabrane prodaje dodataka prehrani s crvenom fermentiranom rizom u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and
Drug Administration, FDA) jo$ od kraja devedesetih godina proslog stoljeca nastoji zabraniti
proizvode s crvenom fermentiranom rizom registrirane kao dodatak prehrani. Njihovo
objasnjenje je da ako proizvod sadrzi lovastatin, koji je registriran kao lijek, onda se ne moze
nalaziti na trziStu registriran kao dodatak prehrani. No ¢injenica ostaje da se danas na trzistu u
cijelom svijetu nalaze deseci razliCitih proizvodaca dodataka prehrani s crvenom

fermentiranom rizom (Slika 3).

Slika 3. Dodaci prehrani i prehrambeni proizvod s crvenom fermentiranom rizom.

Dodaci prehrani s crvenom fermentiranom rizom trebali bi biti deklarirani u skladu s
propisima 1 zahtjevima pojedinih drZava. Standardizacija se najceS¢e provodi na 1%
monakolina K, odnosno lovastatina. No buduéi da crvena fermentirana riza moze sadrzavati
c¢ak 14 monakolina s hipolipemickim ucinkom, mozda bi bilo potrebno provesti
standardizaciju na monakolin K te ukupne monakoline, kako je kod nekih proizvoda i
napravljeno. Nazalost, na trziStu se mogu nac¢i dodaci prehrani s crvenom fermentiranom
rizom na kojima je deklarirano samo da sadrze primjerice 1,0 g ekstrakta crvene rize, §to

naravno nema znacaja ako se ne zna koliko u tom proizvodu ima monakolina. Standardizaciji
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je potrebno posvetiti dodatnu pozornost ako se uzme u obzir da ¢e sastav, vrsta i koli¢ina
monakolina u crvenoj fermentiranoj rizi ovisiti o uvjetima rasta i kultiviranja te obradi nakon
proizvodnje.

Dnevna doza crvene fermentirane rize je 1-2 kapsule, ovisno o proizvodu. Uglavnom
je rije¢ o dozi od 1200-2400 mg dnevno, $to odgovara dozi od 3-5 mg monakolina K,
odnosno lovastatina. Na trziStu postoje dodaci prehrani s crvenom fermentiranom rizom koji
sadrze i do 10 mg monakolina K, $to se ve¢ smatra terapijskom dozom lovastatina (1 tableta
lijeka obi¢no sadrzi 10 ili 20 mg lovastatina). Buduc¢i da ovi dodaci prehrani sadrze lovastatin,
onda se mogu javiti i nuspojave karakteristicne za statine. Moguce je osjetiti bol u abdomenu,
zgaravicu, mucninu i povracanje, glavobolju, osip, vrtoglavicu, slabost u misi¢ima, bol u
misSi¢ima te rabdomiolizu. Primjena proizvoda s crvenom fermentiranom rizom je
kontraindicirana kod trudnica i dojilja, osoba koje su iskazale preosjetljivost na statine te kod
osoba s oSte¢enom funkcijom jetre i bubrega. Takoder je iznimno vazno da kod pacijenata ne
dolazi do dvostruke terapije, odnosno da uz uobicajenu terapiju statinima ili nekim drugim
hipolipemicima ne koriste i prirodni proizvod za snizenje kolesterola u krvi, poput crvene

fermentirane rize.

1.4 KAPILARNA ELEKTROFOREZA

1.4.1 Nacelo tehnike kapilarne elektroforeze

Elektroforeza je razdvajanje elektricki nabijenih Cestica prema brzinama kretanja u
elektricnom polju. Prvi elektroforetski eksperimenti izvedeni su jo§S u 18. stoljecu. Arne
Tiselius je 1948. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju za svoja istrazivanja
elektroforetskih razdvajanja 1 odredivanja. Godine 1981. Mikkers, Jorgenson 1 Tsud razvili su
osnovni tip kapilarne elektroforeze, odnosno instrument kakav koristimo i danas (Boone i
sur., 1999). Stoga se kapilarna elektroforeza jos uvijek smatra relativno novom separacijskom
analitickom tehnikom.

Osnovno nacelo tehnike kapilarne elektroforeze je migracija elektricki nabijenih
Cestica u uskoj kapilari prema jednoj od elektroda pod djelovanjem elektricnog polja visokog
potencijala (10-30 kV) (Nigovi¢, 2010; Watson, 2005). Kapilara je ispunjena elektrolitnom
otopinom pufera, otopinom pufera koja sadrzi polimere koji povecavaju viskoznost otopine ili
gelom. Iz naziva tehnike oc€ito je da upravo kapilara ima temeljnu ulogu. O njoj ovisi

ucinkovitost razdvajanja, razluCivanje i obiljezja signala te odaziva detektora. Kapilare mogu
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biti duljine od 10 do 110 cm, unutarnjeg promjera od 50 do 300 um. Najces¢e se koriste
kvarcne kapilare tankih stijenki, ali mogu se izradivati i od fluorirane ugljikovodi¢ne smole.
Krajevi kapilare su uronjeni u otopinu elektrolita, a preko elektroda iz elektricnog izvora se
uspostavlja elektri¢ni napon koji uzrokuje elektri¢no polje kroz kapilaru (Piljac, 2006). Shema

instrumenta kapilarne elektroforeze prikazana je na Slici 4.

1
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Slika 4. Shema uredaja za kapilarnu elektroforezu: termostatirana kapilara (1), dvije
elektrode (2), visokonaponski izvor istosmjerne struje (3), sustav za unoSenje uzorka (4),
detektor (5), ulazni/izlazni spremnik za pufere (6) i sustav za izmjenu pufera (7).

Analiti se u kapilarnoj elektroforezi razdvajaju na temelju brzine kojom putuju kroz

kapilaru. Brzina kojom Cestice putuju opisana je izrazom:

Vep = Lo E

gdje je vep brzina putovanja iona, e, je elektroforetska pokretljivost Cestice, a E je jakost

primijenjenoga elektricnog polja.
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Elektroforetska pokretljivost Cestice (1ep) dana je izrazom:

_a
6znr
gdje je g naboj Cestice, r polumjer Cestice (Stokesov polumjer), a # viskoznost otopine

/uep =

elektrolita, dok jakost primijenjenoga elektricnog polja (E) ovisi o primijenjenom naponu i
duzini kapilare:

e-2
L

gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u cm.

Dakle djelovanjem elektri¢nog polja analiti putuju razli¢itom brzinom ovisno o svom
naboju i ionskom radijusu. No i neutralni analiti se takoder mogu analizirati kapilarnom
elektroforezom jer ¢e putovati kroz kapilaru zbog djelovanja elektroosmotskog toka (engl.
Electroosmostic flow, EOF). EOF je tok ¢istog pufera u kapilari, a posljedica je povrSinskog
naboja na unutrasnjoj stijenci kapilare. Naime, unutraSnja povrSina stijenke (najces¢e od
izvucenog kvarca) sadrzi brojne silanolne grupe koje se ovisno o pH-vrijednosti elektrolita
mogu nalaziti u anionskoj formi. Uz negativno nabijene silanolne skupine, elektrostatskim
silama privuceni su pozitivno nabijeni ioni iz elektrolitske otopine, ¢ime je zapravo stvoren
elektri¢ni dvosloj. Nakon ¢vrstog dijela slijedi difuzijski dio u kojem se javljaju i kationi i
anioni. Kada se na krajevima kapilare primijeni napon, kationi u difuznom dijelu dvostrukog
sloja bivaju privuceni prema katodi. Budu¢i da su otopljeni, oni svojim kretanjem povlace za

sobom i okolnu tekuc¢inu (Slika 5).
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Slika 5. Elektroosmotski tok pufera.

13



Elektroosmotski tok pufera utjece na vrijeme zadrzavanja Cestice u kapilari s obzirom
na to da se njegova elektroosmotska pokretljivost pridodaje ili oduzima elektroforetskoj
pokretljivosti Cestice, $to je iskazano u jednadzbi:

L L

t p— p—l
Vep + Veo (luep * Heo )V

gdje je t vrijeme putovanja Cestice cijelom duzinom kapilare.

Brzina elektroosmotskog toka u kapilari ovisi o elektroosmotskoj pokretljivosti pufera,
odnosno dielektricnoj konstanti pufera, zeta-potencijalu na povrSini kapilare i viskoznosti
pufera, te jakosti elektricnog polja (Shintani i sur., 1997).

Buduéi da je sila koja pokrece tok jednoliko rasporedena uzduz kapilare odnosno uz
njezine stijenke, nema pada tlaka unutar kapilare i tok je gotovo uniforman cijelom njezinom
duZinom. Stoga je odlika elektroosmotskog toka u kapilari ravan profil. Zahvaljuju¢i tome ne
dolazi do disperzije zona analita, pa su pikovi na elektroferogramu uski i ostri. To je ujedno i
prednost kapilarne elektroforeze u odnosu na tekuéinsku kromatografiju, gdje prilikom
upotrebe vanjske pumpe koja pokrece pokretnu fazu kroz sustav i kolonu dolazi do trenja
stijenke te se javlja laminarni ili parabolni tok, odnosno puno Siri kromatografski pikovi.

Upravo zahvaljujuci elektroosmotkom toku, svi analiti se kreu u istom smjeru,
neovisno o svom naboju. Pri uobiCajenom nacinu analize kapilarnom elektroforezom,
odnosno kada je stijenka kapilare negativno nabijena i na injektorskom kraju se nalazi
pozitivno nabijena elektroda, elektroosmotski tok je usmjeren od anode prema katodi. U tim
uvjetima ¢e anioni takoder putovati prema negativno nabijenoj katodi, jer je veliCina
elektroosmotskog toka za viSe od jednog reda veliCine ve€a od njihove elektroforetske
pokretljivosti koja ih nosi prema pozitivno nabijenoj anodi. Zahvaljujuci tome se u kapilarnoj
elektroforezi mogu istovremeno analizirati kationi, neutralne molekule i anioni, budu¢i da se
svi kre¢u u istom smjeru. Kationi putuju najbrze jer su njihovo elektroforetsko privlacenje i
EOF usmjereni u istom smjeru, tj. prema katodi. Neutralne molekule noSene su brzinom
elektroosmotskog toka, ali se ne razdvajaju jedne od drugih. Anioni putuju najsporije jer su
privuceni prema anodi, ali svejedno putuju prema katodi noSeni elektroosmotskim tokom.

Stoga je prilikom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode potrebno optimizirati
nekoliko parametara koji u prvom redu utjeCu na elektroosmotski tok i elektroforetsku
mobilnost analita. To su vrsta i koncentracija pufera, pH pufera, dodatak organskih otapala,

vrsta 1 koncentracija povrSinski aktivnih tvari, napon i temperatura pri kojima se analiza
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odvija te izbor kapilare (produljeni opticki put, kemijska modifikacija unutrasnje stijenke
kapilare).

Nakon razdvajanja slijedi detekcija analita. Kapilarna elektroforeza moze koristiti
nekoliko vrsta detektora, ovisno o vrsti analita i cilju analize. Najc¢es¢e su koristeni UV-Vis
detektor, fluorescencijski detektor, maseni spektrometar ili povrSinski poboljSana raman

spektroskopija (Dami¢ i Nigovi¢, 2010a).

1.4.2 Vrste kapilarne elektroforeze

Kapilarna elektroforeza podrazumijeva razli¢ite mehanizme razdvajanja te razlicite
nacine detekcije, Sto tehnici nudi Citav niz moguénosti primjene i brojne prednosti. Postoji
nekoliko vrsta kapilarnoelektroforetskih tehnika, koje se razlikuju prema mehanizmu
razdvajanja razli¢itih analita, prikazanih u Tablici 1. Sve donedavno ova tablica je ukljucivala
samo prvih pet tipova, no u zadnje vrijeme kapilarna elektroforeza je dozivjela procvat novih
mehanizama razdvajanja i vrlo specifi¢nih primjena, poput kapilarne elektrokromatografije ili

nevodene kapilarne elektroforeze.

Tablica 1. Vrste kapilarne elektroforeze

Vrste kapilarne elektroforeze Vrste analita

Kapilarna zonska elektroforeza Nabijeni analiti

Micelarna elektrokineticka kromatografija Neutralni i nabijeni analiti
Kapilarna gel elektroforeza DNK, RNK, proteini
Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje Proteini i peptidi

Kapilarna izotahoforeza loni

Kiralna kapilarna elektroforeza Kiralne molekule
Kapilarna elektrokromatografija Male molekule
Mikroemulzijska elektrokineti¢ka kromatografija Analiti slabo topljivi u vodi
Nevodena kapilarna elektroforeza Analiti netopljivi u vodi

15



Kapilarna zonska elektroforeza (engl. Capillary Zone Electrophoresis, CZE),
pravim imenom ,kapilarna elektroforeza slobodne otopine, osnovni je i najvazniji tip
kapilarne elektroforeze. Kapilara je ispunjena samo puferom, a do razdvajanja otopljenih tvari
dolazi na temelju njihove razli¢ite elektroforetske pokretljivosti u puferu. Analiti se
razdvajaju u zone koje putuju kroz kapilaru razli¢itom brzinom. Brzina kretanja pojedine zone
ovisi o elektricnoj pokretljivosti pojedinog analita i o brzini elektroosmotskog toka otopine
pufera. Kapilarnom zonskom elektroforezom moguée je odijeliti i anionske i kationske
otopljene tvari zahvaljuju¢i elektroosmotskom toku. Neutralne otopljene tvari se ne mogu
medusobno razdvojiti ovom metodom, ve¢ one koeluiraju s elektroosmotskim tokom. (Dami¢

1 Nigovi¢, 2010a).

Micelarna elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic Capillary
Chromatography, MEKC) je kombinacija elektroforeze i kromatografije. MEKC je
elektroforetska tehnika koja se moze koristiti i za analizu neutralnih molekula. Naime, u
otopinu radnog pufera dodaju se povrsinski aktivne tvari (surfaktanti) koje u koncentraciji
vecoj od kritiéne micelarne koncentracije formiraju nakupine molekula surfaktanta, koje
nazivamo micele. Micele su sfericnog oblika, imaju nabijene polarne glave na povrSini u
kontaktu s puferom te hidrofobne repove okrenute prema unutrasnjosti. Neutralni spojevi
stupaju u razliite interakcije s micelama te zahvaljuju¢i naboju na micelama putuju kroz
kapilaru. Micele anionskih surfaktanata, poput najéesce koristenog natrijeva duodecilsulfata
(SDS), putuju prema anodi, no zahvaljuju¢i djelovanju elektroosmotskog toka ipak putuju
prema katodi i detektoru. Stoga brzina kretanja neutralnih analita ovisi samo o konstanti
raspodjele izmedu micele i vodene otopine. Nabijeni analiti takoder stupaju u razliCite
hidrofobne i elektrostatske interakcije te brzina njihova putovanja ovisi o konstanti raspodjele
izmedu micela i otopine pufera te o elektroforetskoj pokretljivosti samog analita (El Deeb i

sur., 2001).

Kapilarna gel elektroforeza (engl. Capillary Gel Electrophoresis, CGE)
tradicionalna je gel elektroforeza, s time da se gel nalazi unutar kapilare. Otopina polimera
koji stvara gel djeluje kao molekularno sito, pa razdvaja analite na temelju njihove veli¢ine.

Tehnika se prvenstveno koristi za analizu DNK i RNK te peptida i proteina.

Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (engl. Capillary Isoelectric Focusing, CIEF)

koristi se za razdvajanje proteina i peptida na temelju razlike u izoelektricnim to¢kama. U
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odnosu na tradicionalno gel izoelektricno fokusiranje, CIEF je brzi, automatiziran i
jednostavniji za primjenu. Primjenom amfolita (zwitteriona) unutar kapilare postize se pH-
gradijent. Pod djelovanjem elektricnog polja nabijene molekule putuju kroz medij do podrucja
u kojem gube naboj (pH-vrijednost jednaka njihovoj izoelektri¢noj tocki) i na tom mjestu se
zaustavljaju. Tako odijeljene uske vrpce analita pokre¢u se prema detektoru primjenom tlaka
ili dodatkom soli. Ovom tehnikom mogu se razdvojiti proteini koji se u izoelektri¢noj tocki

razlikuju za svega 0,004, a u kapilari duljine 65 cm moguce je razdvojiti i do 1000 analita.

Kapilarna izotahoforeza (engl. Capillary Isotachophoresis, CITP) koristi
diskontinuirano elektricno polje za stvaranje ostrih granica izmedu sastavnica uzorka
primjenom dvije elektrolitske tekuéine razli¢ite pokretljivosti. Vodeca elektrolitska tekuc¢ina
ima vecu, a zadnja elektrolitska teku¢ina manju pokretljivost nego ioni analita. Djelovanjem
elektri¢nog polja nastaju odijeljene zone analita izmedu vodeceg i terminalnog elektrolita.
Jednom odijeljeni, analiti u zonama putuju istom brzinom uz zadrzavanje vrlo ostrih granica

izmedu zona, ¢ime se postize znatno koncentriranje uzorka.

Kiralna kapilarna elektroforeza (engl. Chiral Capillary Electrophoresis, CCE)
izvodi se tako da se u otopinu radnog pufera doda kiralni selektor (primjerice ciklodekstrini,
zucne soli). Selektivnost se postize uporabom odgovarajuce vrste 1 koncentracije kiralnog
selektora te dodatkom modifikatora poput alkohola, povrSinski aktivnih tvari i metalnih iona.
Tehnika je puno jeftinija od uobicajeno koriStene tekucinske ili plinske kromatografije, ¢ije su

analize slozene i zahtjevne te koriste skupe stacionarne faze.

Kapilarna elektrokromatografija (engl. Capillary Electrochromatography, CEC)
nova je i vrlo popularna vrsta kapilarne elektroforeze. Predstavlja kombinaciju kapilarne
elektroforeze i kromatografije u tradicionalnom smislu. Naime, CEC kapilaru ispuni
kromatografskom stacionarnom fazom, a razdvajanje se odvija na temelju razli¢ite
elektroforetske pokretljivosti (svojstvo kapilarne elektroforeze) i na temelju razlike u
konstanti raspodjele izmedu mobilne i stacionarne faze (princip kromatografskog
razdvajanja). Kapilara se puni in situ polimerizacijom ili silanizacijom, a postoje i

komercijalno dostupne punjene kapilare.

Mikroemulzijska elektrokineticka kromatografija (engl.  Microemulsion

Electrokinetic Chromatography, MEEKC) razdvaja analite izmedu dvije faze — vodene i
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uljne. Mikroemulzija se moze sastojati od kapljica vode rasprSenih u uljnoj fazi ili kapljica
ulja u vodenoj fazi. Osim vode i organskog otapala (naj¢es¢e heptan ili oktan), u otopinu se
dodaje surfaktant (najces¢e SDS) i kosurfaktant u svrhu stabilizacije emulzije. Odabirom
otapala i mijenjanjem koncentracije surfaktanta i organskih otapala postize se odgovarajuca

selektivnost i razlu¢ivanje.

Nevodena kapilarna elektroforeza (engl. Nonaqueous Capillary Electrophoresis,
NACE) koristi samo organska otapala ¢ija viskoznost i dielektri¢na konstanta izravno utjecu

na elektroosmotski tok i elektroforetsku mobilnost analita.

1.4.3 Primjena kapilarne elektroforeze u farmaciji

Kapilarna elektroforeza se u farmaceutskoj industriji, za razliku od tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC), ne koristi u rutinskim svakodnevnim analizama, no njezina primjena u farmaciji je
ipak vrlo Siroka. Upravo zahvaljuju¢i ve¢ navedenim razli¢itim vrstama tehnike, odnosno
mehanizmima razdvajanja, moguce je analizirati sve vrste analita, od malih organskih
molekula, iona i neutralnih molekula do velikih biomakromolekula, poput DNK i proteina.

Kapilarna elektroforeza je nastala ujedinjenjem mocénih mehanizama razdvajanja
karakteristi¢nih za elektroforezu, s instrumentalnim i automatiziranim pristupom koji ima
kromatografija. Stoga se vrlo cesto kaze da se kapilarna elektroforeza nadopunjuje s
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti ili je zamjenjuje, i kao separacijska
tehnika, ali i kao tehnika za dokazivanje i odredivanje pojedinih analita. Od prednosti tehnike
kapilarne elektroforeze potrebno je istaknuti kratko vrijeme analize, visoku ucinkovitost,
razli¢ite mehanizme razdvajanja, moguc¢nost analize svih vrsta analita, vrlo male koliine
uzoraka i otapala, niske troskove, jednostavnost tehnike i ekoloSku prihvatljivost. Unato¢
svim navedenim prednostima te Sirokoj moguénosti primjene, kapilarna elektroforeza se ipak
premalo koristi u rutinskim analizama te se sama tehnika joS uvijek istrazuje i razvija.

Kapilarna elektroforeza je farmakopejska tehnika. Prvi put se javlja u Cetvrtom izdanju
Europske farmakopeje (Ph. Eur. 4. izdanje). U Sestom izdanju nalazi se u poglavlju opce
monografije za monoklonalna antitijela za ljude te za utvrdivanje identiteta i ispitivanje
Cisto¢e u monografijama, primjerice somatropina, eritropoetina, alteplaze za ljude, faktora
zgrusavanja VIII, glutationa, heparin-kalcija, heparin-natrija, levokabastin-hidroklorida,

inhibitora a.1-proteinaze, ropivakapin-hidroklorid-monohidrata i dr. (Ph. Eur. 6. izdanje).
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Kapilarna elektroforeza se u farmaciji koristi za analizu razlicitih ljekovitih oblika,
tableta, kapsula, krema, injekcijskih otopina, ali i slozenih uzoraka poput bioloskih tekucina i
tkiva, otpadnih voda, sto¢ne hrane i biljnih materijala (Dami¢ i Nigovi¢, 2010a). Upravo je
primjena mogucnosti razli¢itih kapilarnoelektroforetskih metoda na ovakvim slozenim
uzorcima bez prethodne znatnije predobrade uzorka joS jedna prednost kapilarne
elektroforeze.

U analitici lijekova kapilarna elektroforeza Kkoristi se prvenstveno kao brza i
jednostavna metoda za to¢no 1 precizno odredivanje sadrzaja aktivnih farmaceutskih
supstancija u svim vrstama ljekovitih oblika. Zbog visoke mo¢i razlu€ivanja koristi se za
odredivanje profila Cistoce lijekova. Uspjesno se primjenjuje u analizi lijekova i njihovih
metabolita u bioloskim teku¢inama (urin, plazma, serum, likvor) i tkivima. Najvecu prednost
kapilarna elektroforeza iskazuje u analizi peptidnih lijekova i proteina. Zahvaljujuci
jednostavnoj primjeni kiralnih selektora, selektivna je i djelotvorna tehnika u odjeljivanju
enantiomera i odredivanju enantiomerne ¢istoce.

Najzastupljenije su kapilarna zonska elektroforeza i micelarna elektrokinetiCka
kromatografija. Kapilarna zonska elektroforeza koristi se za odredivanje djelatne tvari u
ljekovitom obliku (Dong 1 sur.,, 2006), za provjeru Ccisto¢e, odredivanje oneciSc¢enja,
farmakokinetiCke studije (Glowka, 2002), identifikaciju i odredivanje metabolita lijekova u
bioloskim uzorcima itd. Cesto se primjenjuje za analizu peptida i proteina. Znacajan uspjeh
postignut je upravo u peptidnom mapiranju. Kod peptidnog mapiranja se proteini enzimski ili
kemijski cijepaju u manje peptidne fragmente koji se potom razdvajaju. Analiza je
prvenstveno kvalitativna i koristi se da bi se otkrile suptilne promjene u proteinima.

Tehnika se takoder koristi 1 za razdvajanje anorganskih iona 1 organskih kiselina, za
Sto se tradicionalno koristila ionska kromatografija. U tom je slucaju potrebna indirektna UV-
detekcija zbog nedostatka kromofora kod takvih analita. Indirektna UV-detekcija se izvodi na
nacin da se u radni pufer dodaju tvari koje jako apsorbiraju u UV-podrucju, kao Sto su kromati
ili imidazoli, pa im se prati apsorbancija pri valnoj duljini njihova apsorpcijskog maksimuma.
loni analita izguraju ione kromata pa dolazi do pada apsorbancije kromata kada zone analita
stignu do detektora.

Micelarna elektrokineticka kromatografija se koristi za analizu nabijenih i nenabijenih
analita i za Sirok raspon tvari s hidrofilnim ili hidrofobnim karakteristikama (aminokiseline,
nukleotidi, vitamini, velik broj lijekova, aromatski ugljikovodici, eksplozivne tvari...). U
farmaciji se MEKC uspje$no koristi za odredivanje aktivnih tvari i oneciS¢enja u tabletama

(Srinivasu i sur., 2002), kremama i injekcijskim formulacijama (Kuhn i sur., 2008).
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Primjenjuje se za odredivanje lijeka (vrlo cesto hidrofobnog) i njegovih polarnih metabolita u
bioloskim uzorcima (Theurillat i sur., 2010) te za stabilitetne studije (Al Azzam i sur., 2011).

Kapilarna elektroforeza dosta se primjenjuje i u biotehnologiji, gdje je zamijenila
tradicionalnu elektroforezu u gelu za analizu DNK, RNK, proteina i ugljikohidrata. U analizi
biomakromolekula koristi se najceS¢e kapilarna gel-elektroforeza. Primjenjuje se za
odredivanje slijeda nukleotida, utvrdivanje mutacija, u proizvodnji antisense oligonukleotida i
analizi dijagnostickih i terapijskih molekula DNK.

Osim u famaciji, kapilarna elektroforeza se koristi u molekularnoj biologiji, genetici,

biokemiji, mikrobiologiji, virologiji i forenzici (www.beckmancoulter.com).

1.5 VEZANI SUSTAV TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE VISOKE
DJELOTVORNOSTI | MASENE SPEKTROMETRIJE

Tridesetih godina proslog stolje¢a kromatografija postaje rutinska laboratorijska
metoda. Od svog pocetka do danasnjih dana doZivjela je pravi procvat. Danas se tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti smatra standardom u farmaceutskoj industriji, s kojim se
usporeduju sve ostale tehnike. HPLC je separacijska tehnika koja uspjesno i reproducibilno
razdvaja sastojke smjese sa svrhom dokazivanja, odredivanja sadrzaja ili prociS¢avanja
uzorka, odnosno preparativne svrhe (Poole, 2003). Dokazivanje i odredivanje sadrzaja
provodi se primjenom razlicitih detektora, poput ultraljubic¢astog spektrofotometra, detektora s
nizom fotosenzitivnih dioda (engl. Diode Array Detector, DAD), fluorescencijskog detektora
(engl. Fluorescence Detector, FLD), elektrokemijskog detektora (engl. Electrochemical
Detector, ED), detektora indeksa loma (engl. Refractive Indeks Detector, RID) ili detektora
rasprSenja svjetlosti u uparenom uzorku (engl. Evaporative Light-Scattering Detector, ELSD).
Danas se HPLC tehnika povezuje u slozene sustave s nizom drugih nac¢ina dokazivanja i
odredivanja sadrzaja razdvojenih sastavnica smjese, poput vezanog sustava tekuéinske
kromatografije i masene spektrometrije (LC-MS), nuklearne magnetske rezonancije (LC-
NMR) ili infracrvene spektrometrije (LC-IR) i dr.

Nedostatak HPLC tehnike je visoka cijena, velika potro$nja organskih otapala koja se
koriste u analizi, zagadenje okoliSa, nepostojanje univerzalnog detektora za sve analite i
razliite vrste analiza. Za neke spojeve, bez obzira na tip detektora, osjetljivost je niska.
Moguée su ireverzibilne neuocene adsorpcije analita, Sto dovodi do laznih rezultata.
Koeluaciju dva ili viSe analita je uz primjenu nekih detektora tesko uociti. Sofisticiranost i

slozenost tehnike zahtijeva stru¢nog i educiranog analitiCara. No bez obzira na nedostatke,
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HPLC ima niz prednosti poput brzine, visoke rezolucije, osjetljivosti, ponovljivosti, to¢nosti i
automatiziranosti, zbog Cega je postala nezaobilaznom tehnikom kako u farmaceutskoj

industriji, tako i u analitici op¢enito.

1.5.1 Detektor s nizom fotosenzitivnih dioda

DAD je detektor koji se u tekucinskoj kromatografiji najéesée koristi, buduéi da
mnogi lijekovi apsorbiraju ultraljubicasto ili vidljivo zracenje. To je UV-Vis detektor koji
moze snimati cijelo ultraljubicasto i vidljivo podrucje (190 — 800 nm), uz razlucivanje od 1
nm. Njegova prednost pred obi¢nim UV-Vis detektorom ocituje se u tome $to se za vrijeme
jedne analize moze istovremeno provoditi spektroskopsko skeniranje i precizno ocitavanje
vrijednosti apsorbancija. DAD detektor omogucuje snimanje cijelog UV-Vis spektra svakoga
razdvojenoga kromatografskog pika, Sto pruza dodatnu dimenziju tijekom analize. Naime,
dobiveni UV-Vis spektri daju dodatnu kvalitativhu informaciju, odnosno sigurnost u
identifikaciji, pored vremena zadrzavanja analita. Analizom dobivenih UV-Vis spektara DAD
detektorom takoder je moguce procijeniti ¢istocu kromatografskog pika, odnosno utvrditi je li
postignuto potpuno razdvajanje, drugim rije¢ima utvrditi selektivnost analiticke metode,
buduci da sam oblik pika ne otkriva odgovara li on jednoj, dvije ili ¢ak viSe sastavnica smjese.
Nadalje, moguce je istovremeno dobiti kromatograme na nekoliko razli¢itih valnih duljina
(Snyder i sur., 1997; Watson, 2005). To je iznimno korisno kad nema spoznaja o molarnoj
apsorptivnosti analita pri razliitim valnim duljinama ili pak kada sastavnice snaZno
apsorbiraju pri razli¢itim valnim duljinama. Dodatna prednost DAD detektora je Sto se moze
povezati s drugim detektorima, budu¢i da, za razliku od masene spektrometrije, analit 1z
detektora izlazi nepromijenjen, a u svrhu dobivanja viSe informacija, bolje strukturne
karakterizacije pojedinih sastavnica smjese ili osiguranja nizih granica dokazivanja i
odredivanja.

Nedostaci DAD detektora su $to se njime mogu analizirati samo molekule koje u
svojoj strukturi imaju kromofor. Sum bazne linije je relativno velik, pa je i osjetljivost manja
(ovisno o apsorbanciji analita reda veli¢ine 10 do 107 g/mL). Takoder su moguce promjene

u radu lampe, $to dovodi do pogresaka.
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1.5.2 Fluorescencijski detektor

Fluorescencijski detektor je iznimno osjetljiv i specifican. Upravo zbog toga je pravi
izbor kod analiza sastavnica koje se ocekuju u vrlo malim koli¢inama i kod slozenih uzoraka.
Naravno, pretpostavka za oba slucaja je da molekule analita fluoresciraju, $to je ujedno
glavno ograni¢enje primjene ovog detektora, budué¢i da mali broj molekula lijekova pokazuje
fluorescenciju. Prednost fluorescencijskog detektora je velika osjetljivost, otprilike 10 — 1000
puta veca nego za DAD detektor, pa se njime redovito analiziraju sastavnice U
koncentracijama ng/mL, ¢ak i pg/mL.

Ogranicenje detektora je mali broj molekula lijekova koji se njime moZe analizirati.
Moguce je provesti derivatizaciju reagensom koji posjeduje fluorofor, no to zahtijeva dodatnu

predobradu uzoraka (Snyder i sur., 1997).

1.5.3 Maseni spektrometar

Masena spektrometrija je analiticka tehnika kojom se razdvajaju ionizirane molekule
na temelju razlike u omjeru mase i naboja (m/z). Instrument se sastoji od tri glavna dijela,
ionizatora, analizatora i detektora. Nakon unosenja uzorka u maseni spektrometar, analit se
ionizira, zatim se u analizatoru razdvaja s obzirom na omjer mase i naboja djelovanjem
magnetskog ili elektricnog polja te se primjenom detektora (elektronskog pojacala ili
scintilacijskog brojaca) ioni detektiraju, signal se obraduje, a moguce je provesti i
kvantifikaciju analita (Mornar i sur., 2013a; Snyder i sur., 1997; Watson, 2005).

Ionizacija analita se moze provoditi na nekoliko nacina, pa tako razlikujemo ionizaciju
elektroraspr$enjem (engl. Electrospray lonization, ESI), kemijsku ionizaciju (engl. Chemical
lonization, CI), kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric-Pressure
Chemical lonization, APCI), ionizaciju fotonima pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric
Pressure Photo lonization, APPI), matriksom potpomognutu ionizaciju laserskom
desorpcijom (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization, MALDI), ionizaciju
bombardiranjem brzim atomima (engl. Fast Atom Bombardment, FAB) i ionizaciju
termorasprSenjem (engl. Thermospray). Svi tipovi ionizacije se dijele u dvije osnovne
skupine, ovisno o koli¢ini energije koju predaju molekuli analita: tzv. blage ionizacijske
tehnike (engl. soft ionization) i ¢vrste ionizacijske tehnike (engl. hard ionization). Tijekom
ionizacije moze do¢i do fragmentacije molekule analita, a upravo o koli¢ini energije koju
ionizator predaje, odnosno u tip