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PREDGOVOR

Ovo istrazivanje provedeno je u sklopu Poslijediplomskog specijalistickog studija

Razvoj lijekova na Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu Sveucilista u Zagrebu.

Na odabir teme zavrSnog specijalistickog rada utjecala je prvenstveno izrada mog
doktorskog rada na temu razvoja novih analitickih metoda za analizu statina u aktivnim
farmaceutskim supstancijama, gotovim farmaceutskim oblicima te dodacima prehrani.
Tijekom izrade doktorskog rada susrela sam se s izazovima i problemima tehnike kapilarne
elektroforeze koja u analizi oneciS¢enja lijekova mora osigurati dovoljnu osjetljivost. Stoga
sam zeljela proSiriti svoje znanje upravo na ovom podrucju i vidjeti koje se danas moguénosti
nude u poboljsanju osjetljivosti, ali isto tako u osiguranju razdvajanja te kvalitativne i

kvantitativne analize onecis¢enja u lijekovima primjenom tehnike kapilarne elektroforeze.

Zahvaljujem mentorici, prof. dr. sc. Biljani Nigovi¢, na svesrdnoj podrsci i svim
strucnim savjetima tijekom izrade ovog rada. Takoder joj se zahvaljujem na znanju koje mi je
nesebicno prenosila sve ove godine, kao i na potporu koju mi pruza, kako u radu, tako i u

Zivotu.

Zahvaljujem svojim roditeljima na podrsci, ljubavi i pomoci koju mi pruzaju od prvog

danal

Zahvaljujem svome suprugu i svojoj djeci na potpori koju su mi pruzili, na strpljenju i
odricanju na koje su bili spremni, i na ljubavi koju dijelimo! Bez vas ovo sve ne bi imalo

smislal



SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je dobiti uvid u regulatorne zahtjeve za kontrolu oneciS¢enja u
lijekovima kao 1 moguénostima njihovog ispitivanja u lijekovima primjenom tehnike
kapilarne elektroforeze. Naglasak bi bio stavljen na najveci izazov u odredivanju oneciS¢enja

u lijekovima tehnikom kapilarne elektroforeze, problem osjetljivosti.

MATERUALI | METODE

U ovom teorijskom specijalistickom radu koriStena je relevantna znanstvena i stru¢na
literatura koja obraduje problematiku ispitivanja oneciS¢enja u lijekovima. KoriSteni su
udzbenici, mrezne stranice te znanstvena i struéna literatura koja obraduje tehniku kapilarne
elektroforeze s posebnim naglaskom na odredivanje oneciS¢enja u lijekovima i razliitim

nacinima poboljsanja osjetljivosti metode.

RASPRAVA

Onecisc¢enje je svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao
ljekovita tvar ili svaki sastojak farmaceutskog proizvoda koji nije ljekovita ili pomo¢na tvar u
samom proizvodu. ICH smjernice propisuju dopuStene granice za oneciSéenja u
farmaceutskim proizvodima.

Za ispitivanje onecis¢enja u lijekovima koristi se i kapilarna elektroforeza kao nova
separacijska tehnika s nizom prednosti pred uobicajenim analitickim tehnikama, poput on-line
separacije, identifikacije 1 kvantifikacije analita, visoke ucinkovitosti, niskih troSkova
odrzavanja, ekoloske prihvatljivosti. Tehnika ima 1 neke nedostatke, posebice slabiju

osjetljivost, §to predstavlja izazov u analizi oneciS¢enja. NajéeSce se problem osjetljivosti



rijeSava primjenom odgovarajucih kapilara, odabirom primjerenog detektora te on-line

tehnikama ukoncentriravanja analita.

ZAKLJUCAK
Uz takve pristupe koji poboljsavaju osjetljivost metode kao najveéeg izazova u analizi
oneciS¢enja, kapilarna elektroforeza svakako moze biti tehnika izbora, komplementarna

tehnici teku¢inske kromatografije za ispitivanje onecis¢enja u lijekovima.



SUMMARY

OBJECTIVES

Obijective of this research is to get an overview of regulatory demands on control of
impurities in medicines, as well as possibilities on determination of impurities in
pharmaceuticals by capillary electrophoresis. The emphasis would be on the biggest challenge

in impurities determination by capillary electrophoresis, the issue of sensitivity.

MATERIALS AND METHODS

In this theoretical specialist thesis, relevant scientific and professional literature that
deals with issues of impurities in pharmaceuticals was used. Textbooks, web pages, scientific
and professional papers on capillary electrophoresis were also used, with special emphasis on

impurities determination and different approaches on improvement of method sensitivity.

DISCUSSION

Impurity is any component of the new drug substance that is not the chemical entity
defined as the new drug substance and any component of the new drug product that is not the drug
substance or an excipient in the drug product. ICH guidelines prescribe limits for impurities in
pharmaceutical products.

For determination of impurities in pharmaceuticals, capillary electrophoreis is used as a
new separation technique with numerous advantages over usual analytical techniques, such as on-
line separation, identification and quantification of analytes, high efficiency, and low maintenance
cost, ecological friendliness. Technique does have sensitivity challenges, which are addresses by
the use of the appropriate capillary and detector, and different on-line preconcentration

techniques.



CONCLUSION

With such approaches thath enchance method sensitivity as the biggest challenge in
determination of impurities, capillary electrophoresis can be the technique of choice,
complementary to liquid chromatography technique for determination of impurities in

pharmaceuticals.

\
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1. UVOD I PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Oneciscenje je svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao
ljekovita tvar ili svaki sastojak farmaceutskog proizvoda koji nije ljekovita ili pomoé¢na tvar u
samom proizvodu. Kako je za lijek, pored njegove uéinkovitosti, najvaznija sigurnost same
primjene i kvaliteta proizvoda, danas se u farmaceutskoj industriji velika pozornost pridodaje
upravo ispitivanju profila Cisto¢e lijeka, odnosno detekciji, identifikaciji, odredivanju
strukture 1 kvantitativnom odredivanju oneciS¢enja u lijekovima. OneciS¢enja u lijekovima
nisu pozeljna, 1 njihova se prisutnost nastoji iskljuciti u potpunosti, ili ograniciti na najmanju
mogucu koli¢inu. Naime, onec¢iS¢enja mogu imati nezeljene farmakoloske ucinke, uzrokovati
nuspojave, biti toksi¢na, mijenjati aktivnost ili stabilnost ljekovite tvari, mogu utjecati na
bioraspolozivost ili u¢inkovitost samog lijeka, a takoder mogu utjecati na rezultate analitickih
postupaka. Osiguranje kakvoce lijeka odgovornost je proizvodaca, no i regulatorna tijela
moraju takoder kontrolirati kakvocu lijeka, kako bi se osigurala zastita pacijenta, odnosno na
trziSte stavio djelotvoran, siguran i kvalitetan lijek. Stoga se danas u skladu sa sve ve¢im
zahtjevima u kontroli kakvoce i odredivanju oneciS¢enja, razvijaju nove analiticke metode
kako bi zadovoljile potrebe regulatornih tijela i industrije, a pacijenti opskrbili kvalitetnim,
sigurnim i djelotvornim lijekovima.

Istrazivanje u okviru ovog rada ukljucuje pregled literature iz podrucja razvoja novih
analitickih metoda za ispitivanje oneciS¢enja u razlic¢itim lijekovima, i to primjenom tehnike
kapilarne elektroforeze, kao nove separacijske tehnike, koja nudi niz prednosti pred
uobicajenim analitickim tehnikama, poput on-line separacije i identifikacije te kvantifikacije
analita, kratkog vremena analize, visoke ucinkovitosti, razli¢itih mehanizama razdvajanja,
mogucénosti analize svih vrsta analita, potrebnih vrlo malih koli¢ina uzoraka i otapala, niskih
troskova odrzavanja, automatiziranosti tehnike i ekoloske prihvatljivosti. Kako tehnika ima i

neke nedostatke, posebice slabiju osjetljivost, Sto svakako predstavlja izazov u analizi
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oneciS¢enja u lijekovima, buduéi da se oni ocekuju u vrlo malim koli¢inama, u radu ¢e
takoder biti navedeni nacdini poveéanja osjetljivosti metode. Takoder ¢e biti detaljno opisani
odabrani primjeri odredivanja oneciS¢enja u lijekovima primjenom tehnike kapilarne

elektroforeze.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja u ovom teorijskom specijalistickom radu je dobiti uvid u regulatorne
zahtjeve za kontrolu onecis¢enja u lijekovima kao i U moguénosti njihovog ispitivanja u
lijekovima primjenom tehnike kapilarne elektroforeze. Naglasak bi bio stavljen na najveéi
izazov u odredivanju oneciS¢enja u lijekovima tehnikom kapilarne elektroforeze, problem
osjetljivosti. Bit ¢e navedene mogucnosti poboljsanja osjetljivosti kapilarnoelektroforetskih
metoda, kao i odabrani primjeri odredivanja oneciScenja u lijekovima primjenom tehnike

kapilarne elektroforeze.



3. MATERIJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

3. 1. Oneciséenja u lijekovima

Onecis¢enje u lijekovima je, prema smjernicama Medunarodne konferencije o
harmonizaciji (engl. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use, ICH), definirano kao svaki sastojak nove ljekovite tvari
koji nema definiran kemijski entitet kao nova ljekovita tvar (1) ili svaki sastojak novog
farmaceutskog proizvoda (gotovog lijeka) koji nije ljekovita ili pomocna tvar u samom
proizvodu (gotovom lijeku) (2).
koli¢inu zbog moguéeg utjecaja na djelotvornost i sigurnost primjene lijeka. Naime,
oneciS¢enja mogu imati nezeljene farmakoloSke ucinke, uzrokovati nuspojave, biti toksi¢ni,
mijenjati aktivnost ili stabilnost ljekovite tvari, mogu utjecati na bioraspolozivost ili
ucinkovitost samog lijeka, a takoder mogu utjecati na rezultate analiti¢kih postupaka (3,4,5).

Nazalost, farmaceutska oneciS¢enja su neizbjezna jer niti jedna kemijska reakcija nije
potpuno selektivna, niti je bilo koji kemijski spoj u svim uvjetima potpuno stabilan. Stoga se
prisutnost oneciS¢enja u odredenim granicama koncentracije smatraju prihvatljivima (6,7).
Zahtjevi kvalitete lijeka definiraju prihvatljive granice za oneciS¢enja koja se dozvoljavaju u
roku trajanja farmaceutskog proizvoda (8,9). Ipak, ispitivanje i kontrola onecis¢enja, odnosno
identifikacija oneciS¢enja, nije samo sebi svrha. Identifikacija, kvantifikacija, kvalifikacija i
kontrola oneciS¢enja su klju¢an korak u razvoju lijeka. Identifikacijom potencijalnih
oneciscenja, stvara se preduvjet za otkrivanjem njihovog podrijetla, a onda se moze pokusati
smanijiti ili, samo ponekad, u potpunosti ukloniti njihova prisustnost.

Zakonska regulativa postavlja vrlo stroge zahtjeve u osiguranju kakvoce lijeka, a ono,

izmedu ostalog, ukljucuje 1 ispitivanje cistoce lijeka, odnosno odredivanje eventualno



prisutnih oneciS¢enja. Upravo traZenje i kontrola onecis¢enja osigurava kvalitetu i sigurnost

lijeka, pa su i1 vezane analiticke aktivnosti klju¢ne u farmaceutskoj kontroli kakvoce.

3.1.1. Podrijetlo i vrste onecis¢enja

Oneciscenja u lijekovima mogu potjecati iz vrlo razli¢itih izvora. Opcéenito se moze
re¢i da postoje dva osnovna tipa oneciSCenja u lijekovima, ona povezana s aktivhom
djelatnom tvari i onecis¢enja povezana s gotovim ljekovitim oblikom, bilo da nastaju tijekom
formulacije ili pak starenjem.

Onecis¢enje se u ljekovitu tvar moze unijeti kroz polazne sirovine, ili mogu nastati
kao meduprodukti i nusprodukti tijekom proizvodnog postupka. Onecis¢enja mogu nastati i
kao produkti razgradnje lijeka tijekom izrade ili tijekom ¢uvanja i skladistenja gotovog oblika
pod utjecajem svjetla, temperature, vode ili prilikom promjene pH vrijednosti. U gotovim
ljekovitim onecis¢enja mogu nastati i kao produkti interakcije djelatnih tvari u
viSekomponentnim dozirnim oblicima, kao produkti reakcija izmedu Ijekovite tvari 1
primarnog spremnika ili izmedu djelatnih 1 pomoc¢nih tvari. OneciS€enjima se takoder
smatraju 1 katalizatori te ostatna otapala. Ukoliko je tijekom izrade lijeka koriSten prirodni
produkt, onda onecis¢enja mogu biti i usput ekstrahirane tvari (10).

Prema ICH smjernicama, oneciS¢enja se mogu podijeliti u organska oneciScenja,
anorganska oneciS¢enja i ostatna otapala te metalna oneéiSéenja, s novouvedenim
smjernicama (Slika 1) (11). Vaze¢e ICH smjernice koja se odnose na oneci$éenja u
lijekovima i aktivnim farmaceutskim tvarima obraduju zahtjeve za organska oneciScenja i
ostatna otapala, a opisana su trima dokumentima ICH Q3A, Q3B i Q3C. Kontrola
anorganskih onecis¢enja temeljila se na farmakopejskim zahtjevima, najcesce ispitivanju
graniénih vrijednosti za teSke metale., dakle temeljila se na tehnikama vlazne kemije s

upitnom osjetljivos¢u i mogucénoséu detektiranja, i svakako bez primjene modernih



analitickih uredaja. Takav pristup ve¢ dulje vrijeme u farmaceutskoj struci apsolutno se
smatrao zastarjelim i nedostatnim. Stoga je predlozeno stvaranje nove ICH Q3D smjernice
koja bi osigurala harmonizirani pristup za kontrolu metala klasificiranih kao anorganska
oneciscenja (7,12). Imajuéi na umu sigurnosti pacijenata, dugo se radilo na zahtjevima i
harmonizaciji smjernica za kontrolu metalnih onecis¢enja. ICH Q3D smjernice imaju tri
dijela, prvi se odnosi na procjenu toksi¢nosti potencijalnog metalnog oneciS¢enja, zatim
odredivanje dozvoljene dnevne izlozenosti (engl. Permitted Daily Exposure, PDE), i na kraju
na primjenu procjene rizika za kontrolu metalnih onecis¢enja u gotovom ljekovitom obliku.
Ovaj pristup koristio bi modernu analiticku instrumentalnu tehniku ICP-MS za dobivanje

kvantitativnih i specifi¢nih informacija o sadrzaju metala u lijekovima i sirovinama.

organska
oneciScenja

anorganska

ostatna otapala oneciScenja

razliciti polimorfni oblici

Slika 1. Klasifikacija onecis¢enja.

Smjernice koje su opisane u ICH Q3B dokumentu odnose se na oneciS¢enja koja
nastaju kao razgradni produkti ili kao nusprodukti djelatne tvari s pomoénom tvari ili

primarnim spremnikom (2). OneciSc¢enja koja su prisutna u novoj ljekovitoj tvari se ne moraju
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pratiti ili identificirati ukoliko nije rije¢ o razgradnim produktima (13). Ovaj dokument ne
obuhvaca onecCiS¢enja koja potjeCu od ekscipijensa prisutnih u gotovom lijeku ili
ekstrahiranih ili ispranih iz primarnog ili sekundarnog spremnika (14).

Organska oneciS¢enja mogu nastati tijekom proizvodnog procesa i/ili prilikom
skladistenja ljekovite tvari ili farmaceutskog proizvoda. Mogu biti identificirana ili
neidentificirana, hlapljiva ili nehlapljiva, a ukljuCuju pocetne sirovine, nusprodukte,
meduprodukte, razgradne produkte. lako rijetko, kao onecis¢enja u lijeku se mogu naci i
reagensi, ligandi 1 katalizatori te uzrokovati brojne probleme, pa proizvodaci moraju poduzeti

odgovarajuc¢e mjere opreza (Slika 2).

pocetni materijal

reagensi, nusprodukti ili

meduprodukti

ligandi,
katalizatori

razgradni
produkti

Slika 2. Podjela organskih onecis¢enja.

Anorganska oneci$¢enja, tj. metalna oneciS¢enja, mogu potjecati iz razli¢itih izvora i faza, a
najces¢e iz proizvodnog postupka farmaceutskog proizvoda. NajceS¢e su poznata i1

identificirana, a obuhvac¢aju ponovno reagense, ligande i katalizatore, anorganske soli i ostale



materijale poput drvenog ugljena i tvari koje se koriste za filtraciju, poput dijatomejske

zemlje, silikagela, celuloze, te teSke metale 1 druge zaostale metale (Slika 3).

anorganske soli

teski metali i
drugi zaostali
metali

reagensi, ligandi i
katalizatori

materijali za filtraciju

dijatomejska zemlja,
drveni ugljen,
silika gel i dr.

Slika 3. Podjela anorganskih onecis¢enja.

Ostatna otapala su zaostale, hlapljive organske kemikalije koje se koriste u postupku
proizvodnje ili nastaju u samom procesu proizvodnje. Budué¢i da su ova oneciS¢enja Cesto
prisutna, otapala za koja je dokazano da su toksi¢na trebaju se izbjegavati u proizvodnji
lijeka. Ovisno o potencijalnom riziku za ljudsko zdravlje, ostatna otapala su podijeljena u 3
skupine. Prva klasa ostatnih otapala obuhvaca otapala koja se moraju izbjegavati zbog
dokazane karcinogenosti ili snazne sumnje na karcinogenost kod ljudi, te otapala opasna za
okoli§. Druga klasa su otapala Cija upotreba treba biti ogranicena uslijed moguce

neurotoksiénosti, teratogenosti i drugih tipova toksi¢nosti. Treca klasa ostatnih otapala su



otapala niske toksi¢nosti i malog rizika za zdravlje ljudi. Ova otapala, prisutna u uobicajenim
koncentracijama u lijekovima, ne predstavljaju opasnost za ljudsko zdravlje. No, ne postoje
studije koje su ispitale toksicnost i karcinogenost uslijed dugotrajne izlozenosti ovim
otapalima. Za njih je dokazano da nisu genotoksi¢ni te je uslijed akutne i kratkotrajne
izlozenosti toksicnost slaba ili nikakva. Za ovu skupinu otapala prihvatljiva je koli¢ina do 50
mg dnevno, odnosno 5000 ppm bez potrebe za opravdanjem. Za veée koli¢ine od ovih,
potrebno je pruziti dokaz o opravdanosti i neizbjeznosti u proizvodnom postupku, u skladu s
Dobrom proizvodackom praksom (Good Manufacturing Practise, GMP). Za trecu klasu
ostatnih otapala se dopustene koncentracije odreduju u skladu s Dobrom proizvodackom
praksom i drugim zahtjevima za ocuvanje kvalitete.

Tijekom proizvodnje lijeka i gotovog proizvoda, posebna pozornost se posvecuje
eventualnom nastanku kristalizacijskih onecis¢enja. Budué¢i da svojstva lijeka ovise o
njegovom kristalnom obliku, farmaceutska industrija danas provodi strogu kontrolu
polimorfnih oblika. Polimorfizam je pojava iste ¢vrste tvari u vise razlicitih kristalnih oblika,
pa polimorfi imaju isti kemijski sastav, ali razli¢itu molekulsku konformaciju 1 razlic¢it
raspored unutar kristala. Stoga polimorfi imaju razli¢ita fizikalna svojstva, primjerice
topljivost, tvrdo¢u, higroskopnost, indeks loma, entalpiju, tocku taljenja, stabilnost, brzinu
oslobadanja djelatne tvari 1 bioraspolozivost. Pseudopolimorfe karakterizira razlic¢ita kristalna
struktura zbog inkluzije jedne ili viSe molekula otapala ili vode.

Stereokemijska oneciS¢enja u lijekovima takoder se kontroliraju. Ljudski organizam je
kiralna sredina, i u takvim uvjetima enantiomeri 1/ili stereoizomeri mogu i imaju razliitu
selektivnost za receptore, enzime i proteine u procesima prijenosa i metabolizma, pa samim
time i razli¢ite kemijske i farmakoloske ucinke te potencijalnu toksi¢nost (15). lako postoje

slucajevi gdje je farmakokinetika S- i R-izomera jednaka pa ne postoji prednost primjene



odredenog enantiomernog oblika, sve je veca teznja za proizvodnjom enantiomerno ¢istog

spoja koji se smatra boljim kemijskim entitetom (8).

3.1.2. Granice izvjeStavanja identifikacije i kvalifikacije oneciS¢enja

Ispitivanje profila Cistoce lijeka (engl. Impurity profiling) je naziv za analiticke postupke
kojima je cilj detekcija, identifikacija, strukturna karakterizacija i kvantitativno odredivanje
organskih i anorganskih oneciS¢enja kao i ostatnih otapala u aktivnoj ljekovitoj tvari i
gotovom ljekovitom obliku. Ovim postupkom se precizno odreduje kvaliteta i stabilnost
lijeka 1 gotovog ljekovitog oblika pa se ispitivanje profila ¢istoée smatra kljucnim dijelom
analize lijeka. U skladu sa sve velim zahtjevima u kontroli kakvoce i1 odredivanju
oneci$¢enja, razvijaju se nove analiticke metode kako bi zadovoljile potrebe regulatornih
tijela i industrije, a pacijente opskrbili kvalitetnim, sigurnim i djelotvornim lijekovima (8).

Sve farmaceutske sirovine koje se koriste u proizvodnji gotovog lijeka na podrucju
Europske unije moraju odgovarati zahtjevima navedenima u monografiji Europske
farmakopeje (10). OneciS¢enja i razgradni produkti koji nisu opisani u monografiji, a
zaostanu tijekom pripreme farmaceutske tvari uslijed primjene novog ili promijenjenog
proizvodnog postupka, moraju se definirati, njihove dozvoljene granice propisati, a dobiveni
rezultati dokumentirati u svrhu davanja odobrenja za stavljanje gotovog ljekovitog oblika u
promet.

Zahtjevi kakvoce lijeka definiraju prihvatljive granice za dozvoljena oneciS¢enja u
roku trajanja farmaceutskog proizvoda (16). Kako raste svjesnost o moguéim nezeljenim
ucincima oneciS¢enja te njihovim potencijalnim aktivnostima, nastaju sve sloZeniji zahtjevi
zakonske regulative koji nalaZzu primjenu naprednih analitickih tehnika. Najnoviji primjer je
upravo ICH Q3D dokument koji uvodi potpuno nove analiticke tehnike i postupke te

dopustene koncentracije za teSke metale u gotovim ljekovitim oblicima.
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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). Propisani pragovi za izvjeStavanje, identifikaciju i kvalifikaciju oneciS¢enja
ovise o maksimalnoj dnevnoj dozi lijeka. Pragovi izvjeStavanja odnose se na razinu iznad
koje je potrebno priloziti izjavu o onecis¢enjima, koja ukljucuje njihov tocan postotak i
metodu analize kojom su odredeni. Za oneciS¢enja koja prelaze prag identifikacije, potrebna
je strukturna karakterizacija tih onec¢i$¢enja, a za oneciS¢enja koja prelaze prag kvalifikacije,
zahtijeva se procjena njihove bioloske sigurnosti. Propisani pragovi prikazane su u Tablici 1.
Maksimalna dnevna doza je koli¢ina ljekovite tvari koja se unese u organizam u jednom
danu. Ako oneciS¢enje ima farmakoloski ucinak ili je toksi¢no, moguée je postaviti nize
pragove izvjeStavanja, identifikacije i kvalifikacije, dok je za visi prag izvjeStavanja potrebno
priloziti odgovaraju¢i znanstveni dokaz koji to opravdava. Ukoliko je dnevna doza aktivne
tvari ve€a od 2 g, potrebna je karakterizacija kemijske strukture za oneciS¢enje prisutno u
koli¢ini ve¢oj od 0,05 %.

Propisani pragovi izvjestavanja, identifikacije i kvalifikacije za razgradne produkte u
novom ljekovitom proizvodu prikazane su u Tablici 2. Pragovi za razgradne produkte izrazeni
su ili kao postotak ljekovite tvari ili kao ukupni dnevni unos (engl. Total Daily Intake, TDI)
razgradnog produkta. Za iznimno toksi¢ne razgradne produkte pragovi su nizi, dok primjena

visih pragova mora biti znanstveno opravdana.
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Tablica 1. Propisani pragovi izvjestavanja, identifikacije i kvalifikacije za onecis¢enja

Maksimalna dnevna

Prag izvjestavanja Prag identifikacije Prag kvalifikacije
doza
0,10% ili 1,0 mg/dan  0,15% ili 1,0 mg/dan
<2g 0,05%
unosa * unosa *
»2 g 0,03% 0,05% 0,05%

*ovisno koja je vrijednost niza

Tablica 2. Pragovi izvjestavanja, identifikacije i kvalifikacije za degradacijske produkte

maksimalna dnevna prag prag prag
doza izvjeStavanja identifikacije kvalifikacije
<] mg 0,1% 1,0% ili 5 pg TDI * 1,0% ili 50 pg TDI
1,0% ili 50 pug TDI
1-10 mg 0,1% 0,5% ili 20 pg TDI
*x
10-100 mg 0,1% 0,2% ili 2 mg TDI 0,5% ili 200png TDI
100 mg - 1g 0,1% 0,2% ili 2 mg TDI 0,2% ili 3 mg TDI
1-2¢g 0,05% 0,2% ili 2 mg TDI 0,2% ili 3 mg TDI
2¢g 0,05% 0,10% 0,15%

* TDI — ukupni dnevni unos

** prag kvalifikacije za maksimalnu dnevnu dozu od 10 mg iznosi 0,5% ili 200 pg TDI

Kvalifikacija onecis¢enja je proces prikupljanja i procjene podataka koji utvrduju
biolosku sigurnost pojedinog onecis¢enja. ICH smjernice daju "stablo odluke" (engl. Dicision

Tree) o identifikaciji 1 kvalifikaciji oneciS¢enja prisutnih u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji
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koje razmatra postupke ukoliko su prijedene vrijednosti pragova identifikacije i kvalifikacije
(Slika 4).

Kontrola onecis¢enja prema ICH smjernicama mora obuhvatiti te navesti u
specifikacijama svako nepoznato i poznato organsko oneciS¢enje, svako nepoznato organsko
onecis¢enje pronadeno u koliini iznad postavljenog praga identifikacije strukturno
karakterizirati, navesti ukupna organska onecis¢enja, kojih ne smije neidentificiranih zajedno

biti vise od 0,5 % te anorganska onecisc¢enja i ostatna otapala.

Je li oneciSéenje prisutno u veéoj kolicini od
postavljene granice identifikacije?

DA v NE

\ 4

Smanjiti
Struktura DA | Poznato toksi¢no DA koncentraciju
karakterizirana? - djelovanje? oneiséenja
l NE
NE
Smanjiti koncentraciju DA >
oneciSéenja ispod praga
identifikacije? i
Iznad praga NE —-
kvalifikacije?
NE 1 DA
NE

- = DA
Smanjiti koncentraciju ]
oneci§éenja ispod praga >

identifikacije? J

Ispitati toksi¢nost, razmotriti Klinicki NE

ciljanu skupinu pacijenata i znacajne
duljinu primjene? nuspojave?

Smanijiti
koncentraciju
oneciscenja

Slika 4. ,,Stablo odluke* za identifikaciju 1 kvalifikaciju oneciS¢enja.
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3.1.3. Analiticke tehnike u ispitivanju Cistoce lijeka

Razvoj novog lijeka nuzno zahtijeva pouzdane i konkretne analitiCke podatke svih
koraka razvoja i proizvodnje lijeka. Ispitivanje sigurnosti lijeka zahtijeva ispunjavanje
postavljenih standarda cisto¢e samog kemijskog spoja, ali i toksikoloskih studija na
zivotinjama. Osim toga, stabilnost lijeka mora biti postojana sve do propisanog roka primjene.
Svi ovi zahtjevi nuzno trebaju analiticku metodologiju koja je dovoljno osjetljiva da mjeri
niske koncentracije onecis¢enja. Stoga je razvoj analitickih metoda iSao prema granicama
identifikacije i1 odredivanja i nizima od mikrogramskih vrijednosti. Osnovni preduvjet
analiticke metode za pracenje oneciS¢enja je moguénost da razlikuje pojedine analite od
interesa. Za identifikaciju oneciS¢enja mogu se koristiti referentne standardne metode,
spektroskopske metode, separacijske metode, izolacijske metode i metode karakterizacije (3,
11). Pri tome klju¢nu ulogu imaju spektroskopske i separacijske tehnike, ili njihova
kombinacija.

Od spektroskopskih tehnika moguce je primijeniti ultraljubiastu 1 vidljivu
spektrofotometriju, infracrvenu spektrofotometriju, nuklearnu magnetsku rezonantnu
spektrometriju i masenu spektrometriju.

Ultraljubicasta 1 vidljiva spektrofotometrija, pogotova ona pri samo jednoj valnoj
duljini, osigurava minimalnu selektivnost analize. Danas dostupni detektori, poput detektora
niza dioda, daju i cijeli UV-vis spektar analita, §to omogucéuje vecu selektivnost analize.

Infracrvena spektrofotometrija daje specificne informacije o nekim funkcionalnim
skupinama analita. Selektivnost metode je iznimna, pogotovo u podrucju otiska prsta (engl.
fingerprint) koje ima veliku osjetljivost poloZaja maksimuma vrpce na vrlo male promjene u
strukturi. Kvantitativno odredivanje je mogucée ovom tehnikom, ali vrlo rijetko se primjenjuje

te je moguce detektirati samo veliku koli¢inu oneciséenja u uzorku (10).
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Nuklearna magentska rezonantna spektroskopija pruza detaljne strukturne informacije
o molekuli, pa je vrlo korisna tehnika izbora za karakterizaciju onecis¢enja. Uz rendgensku
strukturnu analizu, smatra se najmo¢nijom tehnikom za pouzdano odredivanje molekulske
strukture. S druge strane, glavno ogranicenje primjene ove metode je visoka cijena,
sofisticiranost, ali i ¢injenica da je tehnika slabo osjetljiva, odnosno da trazi veéu koli¢inu
uzorka, $to kod onecis¢enja predstavlja izazov.

Masena spektrometrija pruza izvrsnu strukturnu informaciju, i svakako je tehnika
izbora, u kombinaciji s kromatografskim tehnikama, za identifikaciju tragova onecis¢enja, kao
i njihovu karakterizaciju, u ljekovitim i pomo¢nim tvarima. U rutinskoj kontroli kakvoce se
jos uvijek ne koristi, ponajprije zbog visoke cijene i zahtjevnosti same tehnike.

Osim spektroskopskih metoda, u analitici lijekova, a posebno u ispitivanju
onecis¢enja, koriste se separacijske tehnike. Danas postoji nekoliko separacijskih tehnika:
tankoslojna kromatografija (engl. Thin Layer Chromatography, TLC), plinska kromatografija
(engl. Gas Chromatography, GC), tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl.
High Pressure Liquid Chromatography, HPLC), kapilarna elektroforeza (engl. Capillary
Eelectrophoresis, CE) i superkriti¢na fluidna kromatografija (engl. Supercritical Fluid
Chromatography, SFC). Sve su navedene tehnike, kromatografske tehnike, osim kapilarne
elektroforeze, budu¢i da glavni princip tehnike nije razdvajanje izmedu dvije faze (Sto je
preduvjet kromatografskog sustava). CE je elektroforetska separacijska tehnika, ali se u
pravilu uvijek svrstava u ovu skupinu zbog mnogih zajednickih obiljezja.

Tehnika izbora u ispitivanju oneci$¢enja lijekova je svakako tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti. U pravilu, u farmakopejskim metodama, ova tehnika dolazi uz primjenu
DAD detektora. No potrebno je istaknuti da su upravo spregnute tehnike (LC-MS, LC-
MS/MS, GC-MS) najmoc¢nije za identifikaciju, strukturnu karakterizaciju i kvantitativno

odredivanje onecisc¢enja.
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3.2. Kapilarna elektroforeza

Kapilarna elektroforeza (CE) je farmakopejska tehnika. Prvi put se javlja u ¢etvrtom
izdanju Europske farmakopeje (Ph. Eur. 4. izdanje). U farmaceutskoj industriji se, 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
DNA i proteina, a rezultati su prikazani elektroferogramom.

Kapilarna elektroforeza se koristi za analizu razlic¢itih ljekovitih oblika, tableta,
kapsula, krema, injekcijskih otopina, ali i slozenih uzoraka poput bioloskih tekucina i tkiva,
otpadnih voda, sto¢ne hrane i biljnih materijala (17). Upravo je primjena moguénosti razlicitih
kapilarnoelektroforetskih metoda na ovakvim sloZzenim uzorcima bez prethodne znatnije
predobrade uzorka jo$ jedna prednost kapilarne elektroforeze.

U analitici lijekova kapilarna elektroforeza koristi se prvenstveno kao brza i
jednostavna metoda za tono 1 precizno odredivanje sadrzaja aktivnih farmaceutskih
supstancija u svim vrstama ljekovitih oblika. Zbog visoke mo¢i razlu€ivanja koristi se za
odredivanje profila Cisto¢e 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 1 proteina. Zahvaljujuci
jednostavnoj primjeni kiralnih selektora, selektivna je i djelotvorna tehnika u odjeljivanju
enantiomera 1 odredivanju enantiomerne Cistoce. Primjenom afinitetne kapilarne
elektroforeze, moguce je proucavati biomolekularne interakcije 1 odrediti stupanj vezanja

lijeka za proteine plazme, Sto je vazno u farmakokinetici 1 bioraspoloZivosti lijeka.
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Najzastupljenije su kapilarna zonska elektroforeza (CZE) i micelarna elektrokineticka
kromatografija (MEKC). Kapilarna zonska elektroforeza koristi se za odredivanje djelatne
tvari u ljekovitom obliku, za provjeru Cistoée, odredivanje oneciS¢enja, farmakokineticke
studije, identifikaciju i odredivanje metabolita lijekova u bioloskim uzorcima itd. 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 uspjesno koristi za odredivanje aktivnih tvari i one¢iS¢enja u tabletama (18), kremama
i injekcijskim formulacijama (19). Primjenjuje se za odredivanje lijeka (vrlo Cesto
hidrofobnog) i njegovih polarnih metabolita u bioloskim uzorcima (20) te za stabilitetne
studije (21).

Tehnika se takoder koristi i za razdvajanje anorganskih iona i 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.

Osim u famaciji, kapilarna se elektroforeza koristi u molekularnoj biologiji, genetici,
biokemiji, mikrobiologiji, virologiji i forenzici. U biotehnologiji je zamijenila tradicionalnu
elektroforezu u gelu za analizu DNA, RNA, 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 1 terapijskih DNA molekula.
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3.2.1. Nacela tehnike kapilarne elektroforeze

Osnovno nacelo tehnike kapilarne elektroforeze je migracija elektricki nabijenih
Cestica u uskoj kapilari prema jednoj od elektroda pod djelovanjem elektri¢nog polja visokog
potencijala (10-30 kV). Kapilara je ispunjena elektrolitnom otopinom pufera, otopinom pufera
koja sadrzi polimere koji povecavaju viskoznost otopine ili gelom. 1z samog naziva tehnike
ocito je da upravo kapilara ima temeljnu ulogu. O kapilari ovisi uéinkovitost razdvajanja,
razluCivanje i obiljeZja signala te odaziva detektora. Kapilare mogu biti duljine od 10 do 110
cm, unutarnjeg promjera od 50 do 300 um. NajéeSée 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 elektri¢nog izvora se uspostavlja elektri¢ni
napon koji uzrokuje elektricno polje kroz kapilaru (9, 10, 22, 23). Shema instrumenta

kapilarne elektroforeze prikazana je na Slici 5.

Slika 5. Shema uredaja za kapilarnu elektroforezu:
termostatirana kapilara (1), dvije elektrode (2),
visokonaponski  izvor  istosmjerne  struje  (3),

7 ulazni/izlazni spremnik za pufere (4), sustav za
unoSenje uzorka (5), sustav za izmjenu pufera (6),
detektor (7).

5

Razdvajanje analita u kapilarnoj elektroforezi temelji se na razli¢itim brzinama kojima

Cestice putuju kroz kapilaru, a opisano je izrazom:

Vep = Moo E
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gdje je vep brzina putovanja iona, e, je elektroforetska pokretljivost Cestice, a E je jakost
primijenjenoga elektricnog polja.

Elektroforetska pokretljivost Cestice (uep) definirana je izrazom:

-4
6znr

:uep
gdje je g naboj Cestice, I polumjer Cestice (Stokesov polumjer), a 7 viskoznost otopine
elektrolita, dok jakost primijenjenoga elektri¢nog polja (E) ovisi o primijenjenom naponu i

duljini kapilare:

E=Y
L

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

Povezivanjem svih jednadzbi, dobije se izraz za brzinu putovanja analita:

Vv =y E=—"—.
w = Hep 67nr

a VvV
L

Iz navedenih jednadZbi vidljivo je da ¢e analiti unutar kapilare putovati razli¢itom
brzinom, koja ovisi o njihovim svojstvima, kao i o duljini kapilare i primijenjenom naponu.
Sto je naboj Gestice veéi, a ionski radijus manji, brzina analita je veéa. Brzina je nadalje
proporcionalna jacini primijenjenog elektriénog polja, odnosno primijenjenog napona, a
obrnuto proporcionalna duljini kapilare.

Vazno je takoder naglasiti da, za razliku od kromatografije gdje se koristi pojam
vrijeme zadrZavanja, u kapilarnoj elektroforezi se u kapilari niSta ne zadrZzava (osim u
kapilarnoj elektrokromatografiji), pa se govori o pojmu vrijeme migracije. To je vrijeme
potrebno da otopljeni analit od pocetka kapilare dode do mjesta detektora u kapilari. Detekcija

u kapilarnoj elektroforezi se u pravilu odvija u samoj kapilari (engl. on-line detection), ali
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moguce su izvedbe s primjenom detektora nakon §to analit prode kroz cijelu kapilaru i izade
iz nje (primjerice maseni detektor). Stoga se kod kapilarne elektroforeze uvijek u opisu
analiticke metode navodi i ukupna duljina kapilare, i efektivna duljina kapilare, odnosno
duljina od pocetka kapilare do mjesta gdje se nalazi prozor za detektor. Dio kapilare koji se
nalazi nakon detektora je kljucan kako bi se ostvario elektri¢ni kontakt s drugom otopinom

elektrolita i elektrodom (24).

3.2.2. Elektroosmotski tok

Prema do sada spomenutim izrazima, na prvi pogled izgleda da se kapilarnom
elektroforezom mogu analizirati isklju¢ivo nabijeni spojevi koji ¢e se kretati nakon Sto se
primijeni elektri¢no polje prema katodi ili anodi, ovisno o svom naboju. No, kapilarnom
elektroforezom moguce je analizirati i neutralne spojeve. Naime, neutralni analiti ¢e se
takoder kretati unutar kapilare noseni tzv. elektroosmotskim (elektroendoosmotskim) tokom
(engl. electroosmostic flow, EOF). EOF predstavlja tok ¢istog pufera u kapilari, a posljedica je
povrsinskog naboja koji se stvara na unutraSnjoj stijenci kapilare te se kaze da je to
pokretatka sila u kapilarnoj elektroforezi. Unutrasnja povrSina stijenke (najeSce od
izvucenog kvarca) sadrzi brojne silanolne grupe koj,e ovisno o pH-vrijednosti elektrolita,
mogu biti viSe ili manje ionizirane. lako je pl silanolnih skupina kvarcne kapilare tesko
odrediti, zna se da EOF postaje znacajan u pH vrijednostima ve¢ima od 4. Koliko je pojava
elektroosmotskog toka slozena, potvrduje i Cinjenica da cak i kod kapilara izradenih od
neionskog materijala, poput teflona, takoder dolazi do stvaranja elektroosmotskog toka, ne
uslijed ionizacije povrSinskih skupina, ve¢ zbog adsorpcije aniona na unutras$nju povrsinu
kapilare.

Kad je kapilara ispunjena otopinom elektrolita, uz negativho nabijene silanolne

skupine, elektrostatskim silama privuceni su pozitivno nabijeni ioni iz elektrolitske otopine,
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¢ime se stvara elektri¢ni dvosloj. U ovom elektriénom dvosloju kationi elektrolita rasporedeni
su u tzv. ¢vrstom ili nepomicnom sloju, nakon cega slijedi difuzijski dio sloja, u kojem se
javljaju 1 kationi i anioni. Ovakav raspored iona stvara potencijal koji ima linearan pad u
¢vrstom sloju i eksponencijalni pad u difuznom sloju elektricnog dvosloja. Upravo je ovaj
eksponencijalni pad potencijala odgovoran za nastanak elektroosmoze i naziva se zeta
potenacijal ({). 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 tekucinu, uzrokujuci protok cijele otopine prema katodi, $to
nazivamo elektroosmotskim tokom (Slika 6). Zajedno s elektroosmotskim tokom bit ¢e

nosene i sve neutralne Cestice uzorka te ¢e koeluirati iz kapilare.

Slika 6. Elektroosmotski tok.
Kao i kod brzine kretanja nabijenih Cestica, 1 brzina elektroosmotskog toga definirana
je izrazom
Veor = Meor E
gdje je Veor brzina elektroosmotskog toka, s« je elektroosmotska pokretljivost, a E je jakost

primijenjenoga elektricnog polja koja ovisi 0 o primijenjenom naponu i duljini kapilare:
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-V
L
gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u cm.

Elektroosmotska pokretljivost (teoF) definirana je izrazom:
Veor=€(/M

gdje je ¢ dielektri¢na konstanta, { zeta potencijal, a 77 viskoznost otopine elektrolita.
Zahvaljujuéi Cinjenici da je sila koja pokre¢e tok jednoliko rasporedena uzduz kapilare,
odnosno uz njene stijenke, nema pada tlaka unutar kapilare, pa je tok gotovo uniforman
cijelom duzinom kapilare. Stoga EOF ima jedinstvenu odliku, a to je ravan profil toka kroz
kapilaru, sto za posljedicu ima zna¢ajno manju disperziju zona analita, odnosno uske i ostre
pikove, a time i bolje razlu¢ivanje, odnosno vecu ucinkovitost same tehnike. To je jedna od
prednosti kapilarne elektroforeze pred teku¢inskom kromatografijom gdje se stvara laminarni
ili parabolni tok do kojeg dolazi zbog primjene vanjske pumpe koja pokre¢e mobilnu fazu
kroz sustav i kolonu, ¢ime dolazi do trenja stijenke. Stoga kod kromatografskih pikova dolazi
do Sirenja zona zbog razli€itih brzina kretanja iona iste vrste u ovisnosti o udaljenosti od
unutrasnje stijenke kapilare (Slika 7).

laminarni tok

] >
AN

Slika 7. Ravan profil elektroosmotskog toka u kapilarnoj elektroforezi i uzi pikovi, te

laminarni profil toka u kromatografiji i posljedi¢no Siri kromatografski pikovi.
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Jos jedna prednost elektroosmotskog toka je da uzrokuje kretanje svih analita u istom
smjeru, neovisno o naboju. Pod normalnim uvjetima, odnosno uz uvjet da se radi 0 negativno
nabijenoj povrSini kapilare 1 da se negativno nabijena elektroda, katoda, nalazi na
detektorskom dijelu kapilare, a pozitivno nabijena elektroda, anoda, na injektorskom kraju,
elektroosmotski tok je usmjeren od anode prema katodi. Anioni, iako bi zbog svog negativnog
naboja trebali putovati prema pozitivno nabijenoj anodi na injektorskom kraju kapilare,
takoder ¢e putovati prema katodi, jer je veli¢ina elektroosmotskog toka za vise od jednog reda
veli¢ine veca od njihove elektroforetske pokretljivosti. Zahvaljujuéi tome, kationi, neutralne
molekule i anioni mogu se analizirati istovremeno jer se svi kre¢u u istom smjeru. Kationi
putuju najbrze jer su njihovo elektroforetsko privla¢enje 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. Utjecaj elektroosmotskog toka
na vrijeme zadrzavanja Cestice u kapilari, ovisno o tome da li se njegova elektroosmotska
pokretljivost pridodaje ili oduzima elektroforetskoj pokretljivosti Cestice, moze se opisati

izrazom:
L L2

t = =
Vep * Veo (/uep * Heo )V

gdje je t vrijeme putovanja Cestice cijelom duzinom kapilare, L duljina kapilare, ve, brzina
putovanja analita, veor brzina elektroosmotskog toka, e elektroforetska pokretljivost analita,
Lep elektroosmotska pokretljivost, a V primijenjeni napon.

No, elektroosmotski tok, iako glavna pokretacka sila u kapilarnoj elektroforezi 1 bez
obzira na gore iznesene prednosti, ima i svoje nedostatke. Naime, elektroosmotski tok se
tijekom uzastopnih analiza mijenja uslijed adsorpcije ispitivanih tvari na unutrasnju stijenku
kapilare. Zbog toga je vrlo Cesto tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode

potrebno, izmedu ostalog, optimizirati 1 ispiranja kapilare izmedu dva mjerenja, kako bi se na
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taj nacin osigurala reproducibilnost metode i sprijecilo ¢ak i moguce zacepljivanje te pucanje
kapilare.

Elektroosmotski tok ovisi o dielektricnoj konstanti pufera, zeta potencijalu,
viskoznosti pufera te primijenjenom elektricnom polju. Potrebno je pri tome istaknuti da
elektroosmotska pokretljivost ne ovisi o jakosti primijenjenog elektricnog polja. Postoji
nekoliko nacina na koji se EOF moze kontrolirati, odnosno mijenjati, pri ¢emu treba voditi
raCuna i o tome utjece li Se i na svojstva, odnosno elektroforetsko ponasanje i samog analita.

Kako je ve¢ receno, stupanj ionizacije silanolnih skupina, odnosno povrsinski naboj
kapilare, snazno ovisi o pH vrijednostima, stoga je to vrlo ¢esto prvi parametar koji se odabire
i optimizira tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode. Vecina metoda koristi
pufere visoke vrijednosti pH (9-9,5) pri ¢emu su silanolne skupine na unutra$njoj stijenci
kapilare u velikoj mjeri ionizirane, stvara se vrlo snazan zeta potencijal i gusti elektricni
dvosloj. Sve to rezultira vrlo velikim elektroosmotskim tokom, odnosno kra¢om analitickom
metodom. lako je poZeljno da svaka analiticka metoda traje Sto krace, ne moze se uvijek
koristiti najsnazniji, odnosno najbrzi EOF zbog toga $to mozda nije osigurano razdvajanje
svih analita. Osim toga, odabir pH utjece 1 na stupanj ionizacije samog analita te na njegovu
elektroforetsku pokretljivost. S druge strane, pri niskim vrijednostima pH moze do¢i do
adsorpcije kationa na unutrasnju stijenku kapilare uslijed Coulombovih elektrostatskih
interakcija (25).

EOF se takoder moZe mijenjati promjenom vrste, odnosno koncentracije 1 ionske
jakosti pufera.

Ve¢ spomenuti zeta potencijal moze se opisati izrazom

gdje je 0 debljina elektricnog dvosloja ili Debye ionski radijus, € je ukupni visak
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naboja u otopini po jedicni povrSine, a ¢ je dielektri¢na konstanta pufera.

Debljina elektricnog dvosloja proporcionalna je broju valentnih elektrona i korijenu
vrijednosti koncentracije pufera. Pove¢anjem ionske jakosti pufera, zeta potencijal i EOF se
smanjuju. To je potvrdeno i eksperimentalno za razli¢ite tipove pufera, pri ¢emu je pokazano
da EOF linearno ovisi o kvadratu prirodnog logaritma koncentracije pufera.

Tijekom provodenja analize, preniske koncentracije pufera moraju se izbjegavati kako
ne bi doslo do adsoprcije analita na unutrasnju stijenku kapilare uslijed elektrostatskih
interakcija. No, previsoke koncentracije pufera za posljedicu imaju veéu provodnost pufera,
odnosno vecu jakost struje uz konstantant napon, pa se oslobada vise topline, odnosno dolazi
do zagrijavanja unutar kapilare i produzuje se vrijeme analize. lako je pri vecoj ionskoj jakosti
pufera brzina kretanja analita manja, eksperimentalno je pokazano da su pri takvim uvjetima
bolje definirane i razdvojene zone izmedu pojedinih analita, §to pridonosi vecoj uc¢inkovitosti
metode.

Unutrasnju stijenku kapilare moguce je modificirati dinamickim (dodatkom aditiva u
pozadinski pufer) ili kovalentnim vezanjem ili adsorpcijom razli¢itih polimera. Na ovaj na¢in
EOF se moze ubrzati, usporiti, promijeniti mu smjer (dodatkom kovalentnih grupa na
unutrasnju stijenku kapilare), ili potpuno eliminirati (primjerice, pomoc¢u poliakrilamida ili
polietilenglikola). Ovakve kovalentne modifikacije su trajne, ali nisu stabilne. Pretpostavka je
da ¢e se s vremenom na trZiStu pojaviti razlicite kapilare prevucene odredenim slojevima, kao
Sto danas na trzistu ve¢ postoje LC i GC kolone.

Najjednostavniji nacin na koji se moze smanjiti EOF je promjena elektri¢nog polja,
odnosno primijenjenog napona na krajevima kapilare. No, ovo je parametar koji se mijenja
medu zadnjima tijekom razvoja nove metode, nakon Sto je osigurano razdvajanje svih analita.
Kako je ovisnost elektroosmotskog toka o elektricnom polju proporcionalna, smanjenjem

primijenjenog napona, usporit ¢e se EOF. To ¢e sigurno dovesti do duljeg trajanja analize, ali
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moze dovesti i do gubitka ucinkovitosti i1 razlu€ivanja medu analitima. S druge stane,
primjenom najveceg moguceg napona (kod novijih instrumenata 30 kV), ovisno o vrsti i
koncentraciji pufera te eventualnom dodatku ostalih modifikatora u pozadinski pufer, moze
do¢i do Jouleovog zagrijavanja unutar kapilare. Jouleovo zagrijavanje je toplina koja se
razvija u kapilari protjecanjem elektri¢ne struje. Definirana je dimenzijama (duljinom i
promjerom) kapilare, provodljivosti elektrolita, odnosno pozadinskog pufera te primijenjenim
naponom. Jouleovo zagrijavanje potrebno je izbjegavati zbog dva razloga. Prvi je moguca
degradacija analita uslijed njegove termolabilnosti. No, veéi problem predstavlja nastajanje
radijalnog temperaturnog gradijenta unutar kapilare. Kako formiranje ovog gradijenta ovisi o
samim materijalima, problem ¢e biti objasnjen na primjeru kvarca, od koje su kapilare
najéeSce izradene, i vode kao osnove pozadinskog pufera. Kvarc ima manju toplinsku
otpornost od vode, $to znaci da lakSe rasipa odnosno odvodi toplinu koja nastaje uslijed
protoka struje kroz kapilaru. Stoga je uz stijenke kapilare temperatura niza nego u njezinom
srediStu, ¢ime se formira radijalni gradijent viskoznosti pozadinskog pufera. Uslijed tako
formiranog gradijenta, zone odijeljenih analita se nece kretati istom brzinom u sredistu
kapilare, gdje pozadinski pufer ima manju viskoznost, i uz njezine stijenke, gdje pufer ima
vecu viskoznost. Zbog toga dolazi da Sirenja zona te na kraju do gubitka ucinkovitosti i
razlucivanja (25). Dana$nji instrumenti nude moguénost hladenja zrakom tijekom analize i
odrzavanja temperature kapilare konstantnom. Kako bi se sprijecilo stvaranje previsokih
struja unutar kapilare, moguce je 1 programsko ogranicenje vrijednosti koja se moze u kapilari
razviti, pri ¢emu ¢e do¢i do smanjenja napona kako bi se odrzala gornja postavljena granica
struje u kapilari. Osim ovih opisanih nacina, na EOF je moguce utjecati, primjerice, i
promjenom temperature ili dodatkom organskog otapala. Utjecaj organskog otapala je vrlo
sloZzen 1 ucinci se u pravilu odreduju eksperimentalno. Organsko otapalo mijenja viskoznost

pufera 1 zeta potencijal. Linearni alkoholi, poput metanola, etanola i izopropanola najcesce
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smanjuju EOF jer povecavaju viskoznost elektrolita. Acetonitril dodan u otopinu radnog
pufera nema znacajnog utjecaja na EOF. Organska otapala se u kapilarnoj elektroforezi
najcesce koriste iz dva razloga, jedan je $to mogu znacajno poboljSati topljivost uzorka, a
drugi je $to mogu promijeniti selektivnost metode, posebice u CZE i MEKC tehnikama. Kod
analiza u kojima se koristi organsko otapalo dodano u radni pufer, potrebno je kontrolirati
isparavanje otapala, kako ne bi dolazilo do promjene selektivnosti metode tijekom uzastopnih

analiza. Nacini kontrole elektroosmotskog toka, te dodatne opaske navedene su u Tablici 3.

Tablica 3. Nacini kontrole elektroosmotskog toka.

Parametar Utjecaj Komentar
. ) ] smanjenjem el. polja moze do¢i do smanjenja
Elektri¢no polje proporcionalno uc¢inkovitosti i razlucivanja, povecanjem el.
polja moZe do¢i do Joule-ovog zagrijavanja
unutar kapilare
H pufera pri ve¢em pH, povecanje najucinkovitiji na¢in promjene EOF-a; utjece 1
pPrp EOF-a na naboj i strukturu analita
ionskajako_gt ili povecanjem se smanjuje visoka ionskq jakost. uzrokuje visoku struju
koncentracija zeta potencijal i EOF unutar  kapilare 1  moguée  Jouleovo
pufera zagrijavanje; niska ionska jakost moze dovesti
do adsorpcije uzorka
mijenja viskoznost ) ) )
temperatura pozadinskog pufera (2-3%  Jjednostavno se kontrolira programski

organsko otapalo

surfaktant

neutralni hidrofilni
polimeri

kovalentne
modifikacije

za svaki °C)

mijenja zeta potencijal ili
viskoznost (najéesce
smanjuje EOF)

adsorpcija na stijenku
kapilare hidrofobnim ili
ionskim interakcijama

adsorpcija na stijenku
kapilare hidrofobnim
interakcijama

kemijsko vezanje na
stijenku kapilare

utjecaj je sloZzen i ucinci se najéeSée odreduju
eksperimentalno; mogu promijeniti
selektivnost metode

anionski povecavaju EOF; kationski mogu
promijeniti smjer EOF-a

smanjuje EOF promjenom povrsinskog naboja
ili povecanjem viskoznosti

trajne su; stabilnost upitna
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3.2.3. Vrste kapilarne elektroforeze
Kapilarna elektroforeza podrazumijeva razli¢ite mehanizme razdvajanja, razlicite

modifikacije kapilare ili radnog pufera te razliCite naCine detekcije, Sto tehnici nudi ¢itav niz
moguénosti primjene i brojne prednosti. Postoji nekoliko vrsta kapilarnoelektroforetskih
tehnika, koje se razlikuju prema mehanizmu razdvajanja razli¢itih analita (Serti¢, 2013).

Kapilarna zonska elektroforeza (engl. Capillary Zone Electrophoresis, CZE),
pravim imenom ,,kapilarna elektroforeza slobodne otopine®, najjednostavniji je i najvazniji tip
kapilarne elektroforeze. Separacije se u CZE odvijaju u homogenom elektrolitu, a isti
elektrolit ispunja kapilaru i nalazi se u spremnicima u koje su uronjene elektrode. Kapilara je
ispunjena samo puferom. Cetiri su preduvijeta za razdvajanje analita kapilarnom zonskom
elektroforezom. Prvi je da se barem malo razlikuju njihove elektroforetske pokretljivosti u
puferu. Analiti s razli¢itom elektroforetskom pokretljivoss¢u se razdvajaju u zone, a u
odijeljenim zonama putuju kroz kapilaru razli¢itom brzinom. Brzina kretanja pojedine zone
ovisi o elektri¢noj pokretljivosti pojedinog analita i o brzini elektroosmotskog toka otopine
pufera. Drugi preduvjet za CZE je da radni pufer bude homogen i da jakost polja bude
jednoliko distribuirana kroz cijelu kapilaru. Zatim, analiti i matriks se ne smiju vezati ili
stupati u interakcije s unutrasnjom stijenkom kapilare. I posljedni preduvjet je da vodljivost
radnog pufera bude veca od ukupne vodljivosti analita u uzorku, osim u slu¢ajevima kada se
injektiraju jako mali uzorci (24).

Kapilarnom zonskom elektroforezom mogucée je odijeliti 1 anionske i1 kationske
otopljene tvari, zahvaljujuéi elektroosmotskom toku jer zbog njega i anioni putuju prema
katodi na detektorskom kraju kapilare. Neutralne otopljene tvari se ne mogu medusobno
razdvojiti ovom metodom, ve¢ one koeluiraju s elektroosmotskim tokom (9, 17, 23).

Micelarna elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic Capillary

Chromatography, MEKC) je drugi najvazniji tip kapilarne elektroforeze kojim je, za razliku
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od kapilarne zonske elektroforeze, moguée analizirati i neutralne analite. Cesto se kaze da
ovaj tip predstavlja kombinaciju elektroforeze i kromatografije, Sto sugerira ve¢ i sam naziv
tehnike. U otopinu radnog pufera dodaju se povrSinski aktivne tvari, surfaktanti. Pri
koncentracijama surfaktanta iznad kriticne micelarne koncentracije formiraju se nakupine
molekula surfaktanta, koje nazivamo micele. Micele imaju sferi¢an oblik, njihovi hidrofobni
repovi okrenuti su prema sredis$tu da bi izbjegli kontakt s hidrofilnim puferom, a polarne glave
su na povrSini u kontaktu s puferom. Neutralni spojevi stupaju u razliCite interakcije s
micelama te zahvaljujuéi naboju na micelama putuju kroz kapilaru. Micele najceS¢e imaju
odreden naboj jer su molekule surfaktanta koje ih tvore, u najveéem broju slucajeva, nabijene.
Stoga micele putuju u istom ili suprotnom smjeru u odnosu na EOF, ovisno o njihovom
naboju. lako postoji iznimno veliki broj kationskih, anionskih, zwitterionskih, pa ¢ak i
neionskih surfaktanata, u vecini do sada objavljenih MEKC metoda koriStene su micele
anionskih surfaktanata, najéesSce natrijeva dodecilsulfata (eng. Sodium dodecyl sulfate, SDS).
Anionske micele imaju negativan naboj pa stoga putuju prema anodi. No buduéi da je
elektroosmotski tok pri neutralnom ili bazi¢nom pH brzi od brzine putovanja micela, ukupno
kretanje ¢e biti usmjereno u smjeru katode na detektorskom kraju kapilare. Stoga brzina
kretanja neutralnih analita ovisi samo o konstanti raspodjele izmedu micele 1 vodene otopine.
Nabijeni analiti takoder stupaju u razli¢ite hidrofobne i elektrostatske interakcije te brzina
njithova putovanja ovisi o konstanti raspodjele izmedu micela 1 otopine pufera te o
elektroforetskoj pokretljivosti samog analita Za vrijeme migracije, micele mogu ulaziti u
interakcije s analitima putem hidrofobnih i elektrostatskih interakcija, a to je nacelo s kojim se
susre¢emo u kromatografiji, pa kazemo da one tvore pseudostacionarnu fazu. Sto analit u
vecoj mjeri ulazi u interakcije s micelom, dulje je njegovo vrijeme zadrzavanja, s obzirom da

ga micela vuce u smjeru suprotnom od EOF-a. Analit koji ne ulazi u interakciju s micelom
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nosen je elektroosmotskim tokom. Sto su analiti hidrofobniji, to ulaze u ja¢e interakcije s
micelom, pa se i dulje zadrzavaju u kapilari (9, 17, 23, 26).

Kapilarna gel elektroforeza (engl. Capillary Gel Electrophoresis, CGE) vrsta je
kapilarne elektroforeze koja se po svom nacelu i mehanizmu odjeljivanja moze usporediti s
tradicionalnom gel elektroforezom na ploci, s time da se gel nalazi unutar kapilare. Prednosti
pred tradicionalnom gel elektroforezom na plo¢i jesu 10 do 100 puta vece jakosti
primijenjenog elektricnog polja, ali bez Stetnih ucinaka Jouleovog zagrijavanja. Nadalje, tu je
mogucnost on-line detekcije, kvantifikacije 1 potpuna automatizacija analize. Analiti se
razdvajaju na temelju njihove veli¢ine, pri ¢emu otopina polimera koji stvara gel djeluje kao
molekularno sito. Najces¢e koristeni gelovi su linearno povezani (poliakrilamid ili
metilceluloza), kovalentno unakrsno povezani (bis-poliakrilamid) ili gelovi vezani vodikovim
vezama (agaroza). Primjeri polimernih gelova prikazani su u Tablici 5. Tehnika se
prvenstveno koristi za analizu DNA i RNA te peptida i proteina. Iznimno je vazna za
karakterizaciju rekombinantnih proteina prilikom njihove proizvodnje te u stabilitetnim
studijama (25).

Tablica 5. Primjeri polimera u kapilarnoj gel elektroforezi.

Polimer Koncentracija Primjena

UmreZeni polimeri
Poliakrilamid/bis- 2-6% T. 3-6% Co Oligonukleotidi, DNA sekvencioniranje,

akrilamid nativni i SNS-ve7ani nroteini

Linearni polimeri

Poliakrilamid <0,1-6% Restrikcijski fragmenti
Hidroksialkilceluloza, 6 — 15% Oligonukleotidi, DNA sekvencioniranje,
nolivinilalkahnl nroteini

agaroza 0,05-1,2% Restrikcijski fragmenti, proteini
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Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (engl. Capillary Isoelectric Focusing, CIEF) je
gel elektroforetska tehnika visokog razlucivanja koja se koristi za razdvajanje proteina i
peptida na temelju razlike u izoelektricnim tockama. U odnosu na tradicionalno gel
izoelektricno fokusiranje, CIEF je brzi, automatiziran i jednostavniji za primjenu. Primjenom
amfolita (zwitteriona) unutar kapilare postize se pH-gradijent. Amfoliti su molekule koje
sadrze 1 kisele i1 bazi¢ne dijelove (zwitterioni) i nakon S§to se kapilara napuni mjesavinom
analita i amfolita, formira se pH gradijent. Kisela otopina (pH 3) nalazi se na anodi, a bazi¢na
otopina (pH 9) na katodi. Pod djelovanjem elektricnog polja nabijene molekule putuju kroz
medij do podrucja u kojem gube naboj (pH-vrijednost jednaka njihovoj izoelektricnoj tocki) i
na tom mjestu se zaustavljaju. Zavrsetak tog procesa moze se prepoznati po tome $to struja
viSe ne tece kada je postignuto stabilno stanje Tako odijeljene uske vrpce analita pokrecu se
prema detektoru primjenom tlaka ili dodatkom soli. Ovom tehnikom mogu se razdvojiti
proteini koji se u izoelektri¢noj tocki razlikuju za svega 0,005 pl jedinica. Zbog visoke moci
razlucivanja u kapilari duljine 65 cm moguce je razdvojiti i do 1000 analita (25).

Kapilarna izotahoforeza (engl. Capillary Isotachophoresis, CITP) je elektroforetska
tehnika pokretne granice (engl. moving boundary). CITP koristi diskontinuirano elektri¢no
polje za stvaranje oStrih granica izmedu sastavnica uzorka primjenom dviju elektrolitskih
teku¢ina razlicitih pokretljivosti. Vodeca elektrolitska tekuéina ima veéu, a zadnja
elektrolitska teku¢ina manju pokretljivost nego ioni analita. Primjenom elektricnog polja
nastaju odijeljene zone analita izmedu vodeceg i terminalnog elektrolita. Jednom odijeljeni
analiti, uz zadrzavanje vrlo os$trih granica izmedu zona, ¢ime se postiZze znatno koncentriranje
uzorka, u odijeljenim, ali spojenim zonama, putuju istom brzinom koja je definirana brzinom
vodeceg elektrolita. Kako bi se odrzala ravnotezna brzina, unutar svake zone mijenja se
elektricno polje. Elektricno polje je stoga najslabije u zoni s najve¢om elektroforetskom

pokretljivos¢u. Upravo ovaj fenomen odgovaran je za odrzavanje vrlo oStrih granica medu
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zonama. Kapilarna izotahoforeza je standardna metoda u analizi seruma, plazme, urina i
cerebrospinalne tekuc¢ine, a kombinira se i s drugim tehnikama za ukoncentriravanje uzorka
(27).

Kiralna kapilarna elektroforeza (engl. Chiral Capillary Electrophoresis, CCE) vrsta
je kapilarne elektroforeze za analizu kiralnih molekula, odnosno njihovo §to uspjesnije
razdvajanje. lzvodi se tako da se u otopinu radnog pufera doda kiralni selektor. Kao Kiralni
selektori koriste se ciklodekstrini, krunski eteri, Zu¢ne soli, kompleksi bakar(l1)-aspartata, itd.
Selektivnost se postize uporabom odgovarajuce vrste i 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 analize mogu
biti slozene i zahtjevne glede optimizacije, a u pravilu koriste i kiralne stacionarne faze koje
su uglavnom skupe. U usporedbi s kiralnom kromatografijom, koja koristi ¢itav niz kiralnih
faza za mijenjanje selektivnosti, kod kapilarne elektroforeze visoka uéinkovitost postize se
koriStenjem relativno malog broja kiralnih selektora. Kiralna kapilarna elektroforeza uspjesno
se koristi za razdvajanje i analizu aminokiselina, kao i kiralnih lijekova (23,27).

Kapilarna elektrokromatografija (engl. Capillary Electrochromatography, CEC)
nova je i vrlo popularna vrsta kapilarne elektroforeze. Predstavlja kombinaciju kapilarne
elektroforeze i kromatografije u tradicionalnom smislu, a odlikuje se vrlo visokom
ucinkovitoS¢u. CEC kapilara ispunjena je kromatografskom stacionarnom fazom, a
razdvajanje se odvija na temelju razliCite elektroforetske pokretljivosti (svojstvo kapilarne
elektroforeze) i na temelju razlike u konstanti raspodjele izmedu mobilne i stacionarne faze
(nacelo kromatografskog razdvajanja). Kapilara se puni in situ polimerizacijom il
silanizacijom, a postoje i komercijalno dostupne punjene kapilare (23).

Mikroemulzijska elektrokineticka  kromatografija (engl.  Microemulsion

Electrokinetic Chromatography, MEEKC) je kapilarnoelektroforetska tehnika u kojoj se
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analiti razdvajaju izmedu dviju faza — vodene i uljne. Mikroemulzija se moze sastojati od
kapljica vode rasprSenih u uljnoj fazi ili kapljica ulja u vodenoj fazi. Kao organsko otapalo
najcesce se koriste heptan ili oktan, a u otopinu se dodaje surfaktant (najes¢e SDS) i
kosurfaktant poradi stabilizacije emulzije. Odabirom otapala i mijenjanjem koncentracije
surfaktanta i organskih otapala postize se odgovarajuca selektivnost i razlucivanje izmedu
analita. MEEKC se prvenstveno koristi u analizi lijekova tesko topljivih ili netopljivih u vodi
(28, 29).

Nevodena kapilarna elektroforeza (engl. Nonaqueous Capillary Electrophoresis,
NACE) je kapilarnoelektroforetska tehnika koja koristi samo organska otapala. Proizasla je iz
potrebe da se analiti netopljivi u vodi takoder analiziraju tehnikom kapilarne elektroforeze.
Takoder, primjena samo organskih otapala pruza dodatnu selektivnost prilikom razvoja
metode, pa moze biti tehnika izbora ¢ak i kod analita koji jesu topljivi u vodi. Naime
viskoznost i dielektricna konstanta otapala utjeCu izravno na elektroosmotski tok i
elektroforetsku mobilnost analita pa se odabirom odgovaraju¢ih organskih otapala u

odredenim udjelima postize razdvajanje (30).
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4. RASPRAVA

4.1. Kapilare

Kao sto je vidljivo iz samog naziva tehnike, kapilara je klju¢ni dio u kojem se odvija
razdvajanje svih sastavnica smjese tijekom kapilarnoelektroforetske analize. Kao Sto je
spomenuto u uvodu, uvodenjem uske kapilare rijeSeni su mnogi problemi Koji su se javljali
kod elektroforeze na gelu. Osim Sto je izbjegnuta priprava gela koja je vrlo Cesto bila
nereproducibilna i zahtijevala primjenu znatno nizeg elektri¢nog polja, a time i dulje analize,
uvodenjem kapilare dobio se medij u kojem se odvijalo razdvajanje analita i nakon cCega je
uslijedila izravna detekcija te kvalitativna i kvantitavna analiza. O vrsti i dimenzijama
kapilare ovisi u¢inkovitost razdvajanja, razlucivanje i obiljeZja signala te odaziv detektora.

Materijal od kojeg kapilare trebaju biti izradene mora svakako biti kemijski i1 elektricki
inertan, kako ne bi dovodio do laZno pozitivnih ili laZzno negativnih rezultata, ili pak
uzrokovao promjenu analita tijekom same analize. Kako je primjena UV-Vis detektora
uvrijezena u analitici, poZeljno je da je materijal od kojeg je kapilara izradena propustan za
elektromagnetsko zra¢enje u UV-Vis podru¢ju. Obzirom na tehnicku izvedbu instrumenta i
plasti¢no kuc¢iste (Slika 8) u koje se kapilare savijaju i stavljaju, materijal mora biti fleksibilan
1 robustan. Naravno, poZeljno je da materijal bude lako dostupan, odnosno prihvatljiv

cijenom.
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Slika 8. Plasti¢no kuc¢iste u kojem se nalaze kapilare tijekom analize.

Takva svojstva za sada najbolje ispunjava taljeni kvarc, s povrSinskim —SiOH
skupinama. Ova vrsta stakla sastoji se od kvarca u amorfnoj formi, u koji, za razliku od
obi¢nog stakla, nisu dodavani nikakvi drugi sastojci u svrhu sniZavanja temperature tocke
taljenja. Ovakav kvarc ima visoke radne temperature i temperature talista. Optic¢ka i termalna
svojstva taljenog kvarca su znacajno bolja od obi¢nog stakla upravo zbog njegove Cistoce te
se vrlo Cesto koristi u izradi visokosofisticirane laboratorijske opreme. Zbog svojstva da
znatno bolje propuSta UV elektromagnetno zracenje od ostalih vrsta stakla, taljeni kvarc
koristi se za izradu optic¢kih le¢a i druge opreme. U analitici se taljeni kvarc, prije izrade
elektroforetskih kapilara, koristio za izradu optickih ¢elija i GC kolona. Kako bi se osigurala
¢vrstoca kapilara i omogucéilo njihovo savijanje, kapilare se izvana oblazu slojem poliimida

(Slika 9).
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<«— 360 um —»

taljeni kvarc

zastitni poliimidni sloj

12uym  25-75pum

Slika 9. Presjek kapilare od taljenog kvarca.

Buduéi da poliimidni sloj nije UV propustan, prije analize potrebno je ukloniti dio
ovog sloja na mjestu detektora, kako bi se omogucila izravna on-line detekcija analita. To je
moguce provesti mehani¢kim uklanjanjem filma pomocu ostrice ili Zileta, ili puno ceSce
spaljivanjem filma pomocu elektricnog luka ili uzarene Zice (Slika 10). Nakon $to je film
uklonjen, kapilara je na tom dijelu jako osjetljiva i lako lomljiva, pa je potrebno s njom
oprezno rukovati. Zastitni film se takoder uklanja na oba kraja kapilare kako bi se osigurala
minimalna adsorpcija uzorka i osigurali uski 1 oStri pikovi. Najveéi nedostatak kapilara od
taljenog kvarca je promjena unutrasnje povrsine usred interakcija analita i unutrasnje stijenke
kapilare. Ovo dovodi do nereproducibilnih rezultata, kao i moguceg zacepljenja kapilare i
posljedi¢nog pucanja. Kako bi se to izbjeglo, najéesce se tijekom razvoja metode optimizira i
postupak ispiranja kapilare koji moze ukljucivati ispiranje otopinom radnog pufera, vode,
organskog otapala ili ¢ak otopinom 0,1 M NaOH kako bi se uklonili svi adsorbirani analiti,

odnosno postigla ioniziranost silanolnih skupina unutrasnje stijenke kapilare.
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Slika 10. Aparat za uklanjanje zastitnom poliimidnog filma na mjestu detektora pomoc¢u
uzarene zice.

Nesto rjede za izradu kapilara koristi se teflon. Budu¢i da je teflon UV propustan, a ne
zahtijeva upotrebu dodatnog zastitnog poliimidnog filma, nije potrebno praviti mjesto za
opticki prozor. Glavni nedostaci teflona kao materijala za izradu CE kapilara je nemoguénost
postizanja homogenog unutarnjeg promjera, adsorpcija analita (sli¢no kao 1 kod kapilara od

kvarca) i slabija svojstva prijenosa topline (25).

4.1.1. Povecanje osjetljivosti izborom tipa kapilare

Dimenzije kapilara ovise o potrebama analize i tehnickim izvedbama instrumenta.
Najces¢e se koriste kapilare duljine 10-130 cm, s unutraSnjim promjerima 10-200 um.
Vanjski promjeri takoder mogu varirati i razlike je potrebno popratiti odgovaraju¢om
tehnickom izvedbom. Duljina kapilare izravno je proporcionalna trajanju analize. Kako je cilj
svake analiticke metode da bude Sto kraca, pozeljnije su krace kapilare. No, ponekad je u
slucaju slozenih matriksa ili zahtjevnih analiza, uspjesno razdvajanje nemoguce posti¢i bez
dugackih kapilara. U praksi, pogotovo u farmaciji, danas se najcesce koriste kapilare duljine
30-50 cm, unutrasnjeg promjera 50 um. Takoder je potrebno naglasiti da postoji razlika

izmedu stvarne i efektivne duljine kapilare, gdje efektivna duljina kapilare oznacava
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udaljenost od injektorskog dijela kapilare do mjesta detektora, dok je stvarna duljina kapilare
nekih 5-10 cm dulja (ovisno o tipu i proizvodacu instrumenta), i omogucuje da kapilara prode
detektor i elektrodu te bude uronjena u otopinu pozadinskog pufera.

Kao S$to je ve¢ receno, jedan od najvecih izazova kapilarne elektroforeze je, uz
reproducibilnost, njezina osjetljivost. S druge strane, vrlo niska granica detekcije i Siroko
linearno podrucje je preduvjet za analiticku metodu kojom se Zeli odredivati oneciS¢enja u
lijekovima. S jedne strane, onecis¢enja se moraju moci detektirati i kvantitativno odrediti u
vrlo niskoj koncentraciji, dok istovremeno koncentracija lijeka u aktivnoj farmaceutskoj tvari
ili gotovom ljekovitom obliku mora biti 100 puta veca. Osjetljivost i linearno podrucje mogu
se poboljsati poveéanjem unutarnjeg promjera kapilare. No, ovaj pristup ima svoja
ograni¢enja. Naime, povecanjem unutra$njeg promjera kapilare, dolazi do povecéanja struje, a
time i do veéeg zagrijavanja unutar kapilare. Povecanje unutrasnjeg promjera dva puta
(primjerice s 50 pm na 100 um), rezultira dvostruko ve¢om apsorbancijom, ali ¢ak Cetiri puta
ve¢om strujom unutar kapilare. Stoga su se razvili posebni tipovi kapilara kojima se nastoji
povecati opticki put, ali samo proSirenjem malog dijela kapilare u kojem se vrsi detekcija,
odnosno da se ne povecava cjelokupni unutrasnji promjer kapilare.

Obicne kapilare, bez ikakvog proSiriravanja, imaju unutrasnji promjer 50-100 um. Ukupna
duljina kapilara je najce$¢e 30-110 cm. Ove kapilare na unutras$njoj povrSini imaju samo
silanolne skupine kvarca, dok su izvana prevucene zastinim slojem poliimida. Osim obicne
kvarcne kapilare unutraSnjeg promjera od 50-100 um, postoje tri osnovna tipa cCelija s
prosirenim optickim putom: bubble cell kapilara, Z-kapilara i ¢elija visoke osjetljivosti i (25).

Bubble cell kapilara nudi jedinstvenu moguénost za pove¢anjem optickog puta, a da se pri
tome skoro uopce ne gubi na separacijskoj u¢inkovitosti i razlué¢ivanju. Dobiva se tako da se
napravi proSireni dio kapilare, mjehuri¢, u samoj kapilari. Mjehuri¢ je postavljen to¢no na

mjestu detekcije, pa ne dolazi do povecanja struje unutar kapilare (Slika 11). To zapravo znaci
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da na mjestu gdje se nalazi opticki prozor kapilara ima prosirenje (engl. bubble), odnosno
mjehuri¢ koji produljuje optic¢ki put detektora 2,7-5 puta. Ove kapilare najces¢e dolaze u
promjerima 25 pum, 50 um i 75 pm, dok im je opticki put duljine 125 um (5 puta dulji opticki
put), 150 um (3 puta opticki put) i 200 um (2,7 puta opticki put). ProSirenjem kapilare samo
na mjestu detektora osiguralo se da je struja koja se javlja u kapilari jednako niska kao kod
obi¢nih, neprosirenih, kapilara pa ne dolazi do Jouleovog zagrijavanja zbog veceg promjera
kapilare. To je posebno vazno kod pufera visoke elektriéne vodljivosti. Nadalje, na mjestu
mjehurica, elektri¢ni otpor se smanjuje, a to smanjuje elektri¢no polje. Istodobno se razmjerno
smanjuje brzina protoka zbog povecanog volumena na mjestu prosirenja. Ovo sve dovodi do
ukoncentriravanja zone analita. Naime, kada zona analita dode do mjesta prosirenja, njezina
se brzina smanji i zona se ukoncentrira. Kako se zona analita Siri radijalno kroz kapilaru da
ispuni cijeli poveéani volumen, longitudinalno se zona smanjuje duz kapilare. Na taj nacin se
koncentracija uzorka ne mijenja, iako se poveca opticki put. Budu¢i da ne dolazi do proSirenja
zona uslijed proSirenja optickog puta, nema gubitka razluéivanja, odnosno ucinkovitosti
razdvajanja. NajceS¢e je promjer mjehurica tri puta ve¢i od unutrasnjeg promjera kapilare
(150 um naspram 50 um) §to rezultira tri puta veé¢im signalom. Povecanjem apsorpcije svjetla
kroz ve¢i opticki put, na ovaj se nacin povecava osjetljivost, odnosno postizu nizi pragovi
identifkacije 1 odredivanja, te proSiruje linearno podrucje metode, dva klju¢na kriterija za

primjenu kapilarne elektroforeze u analizi lijekova 1 njihovih oneciS¢enja.

150 pm I 50 um

A 4

Slika 11. Kapilara s produljenim optickim putom (bubble cell kapilara).
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Z-kapilara je tehnoloski jo§ napredniji oblik kapilare koji nude neki proizvodaci CE
kapilara na trzi$tu (Slika 12). Umjesto mjehuri¢a, odnosno prosirenja, kapilara je svinuta u
oblik slova Z. Poprec¢ni dio kapilare sluzi kao opticki put. Fokusiranje svjetlosti u ovoj ¢eliji
se dobiva primjenom safirne lece (engl. sapphire ball lens). Dio svjetlosti prode ili se zadrzi u
izvucenom kvarcu, a dio svjetlosti prolazi kroz otopinu u Supljini kapilare visestruko se
reflektirajuéi na povrsini kvarc/zrak. Kapilare su poravnate i ucvrséene u nosac kapilare, koji
moze biti prilagoden svakom instrumentu ponaosob. Ukupna duljina poprec¢nog dijela Z-
kapilare iznosi 3 mm, §to je zapravo jako dugacko u odnosu na zonu analita. No, efektivni
opticki put ¢e biti nesto kra¢i od 3 mm. Naime, prolazak svjetlosti kroz ovaj tip ¢elije temelji
se na refrakciji i refleksiji. Pri tome je cijeli postupak dosta osjetljiv jer indeks refrakcije
otopine jako utjee na opti¢ka svojstva osno-osvijetljenih kapilara, a dio svjetla putuje kroz

stijenku kapilare, a ne otopinu.

Slika 12. Z-kapilara.

Gore navedeni nedostaci Z-kapilare su uklonjeni primjenom ¢éelije visoke osjetljivosti
(Slika 13). Ova je c¢elija tako dizajnirana da ima tijelo od izvucenog kvarca koje je
okruzeno tankim bo¢nim prozorima i ¢eliju od crnog izvucenog kvarca koja reducira

zraku svjetlosti, odnosno sprjecavaju disperziju svjetlosti. Reflektivna unutrasnjost celije
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osigurava gotovo 100%-tnu transmisiju svjetlosti koja ulazi u ¢eliju. Dodatno, boc¢ni
prozori Celije poboljSavaju spektralnu analizu. Sa suprotnih strana ¢elije umecu se dvije
kapilare i spajaju. Opticki put je 1,2 mm i time je dobivena ¢elija detektora s volumenom
od 12 nL. Prednost ¢elije visoke osjetljivosti, osim naravno poboljSanje osjetljivosti,
odnosno nize granice dokazivanja, je znacajno Siri linearni raspon i ¢ak 10 puta bolji

omjer signal/Sum u odnosu na obi¢ne kapilare.

Slika 13. Celija visoke osjetljivosti.

Osim razli¢itih izvedbi kapilara kojima se nastojalo povecati opticki put, na trziStu se
mogu naci kapilare na €iju je unutra$nju povrsinu trajno nanesen sloj koji mijenja njezina
kemijska svojstva. Primjer su kapilare prevucene trajnim slojem adsorbiranog polivinil
alkohola (PVA). Ovaj sloj smanjujem hidrofobne i elektrostatke interakcije izmedu otapala i
unutrasnje stijenke kapilare pa se time eliminira elektroosmotski tok. PVA sloj je stabilan u

Sirokom pH rasponu, od 2,5 do 9,5 pa se mogu primjenjivati svi naj¢e$¢e koriSteni
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kapilarnoelektroforetski puferi. Budu¢i da su silanolne skupine zasticene, proteini i amini se
mogu analizirati bez zavlacenja pika. Osim toga, budu¢i da je EOF u potpunosti eliminiran,
zahtijevna ispiranja u svrhu regeneracije stijenke kapilare postaju nepotrebna i
reproducibilnost migracijskog vremena se moze znacajno poboljsati.

Takozvane CEP prevucene kapilare sadrze sloj trajno vezanog polimera koji zasticuje
silanolne skupine stijenke kapilare i sprjecava adsorpciju uzorka. Osim toga, EOF je gotovo
potpuno eliminiran, pa je ovaj tip kapilare prvi izbor za razdvajanje i analizu DNA molekula.
Eliminacija EOF takoder olakSava analizu aniona i organskih kiselina direktnom UV
detekcijom. U protivnom, bez smanjenja EOF, ioni visoke pokretljivosti - poput nitrata -
migriraju u suprotnom smjeru od dugolancanih kiselina niske pokretljivosti. CEP kapilare
stabilne su u pH rasponu od 2 do 8.

Danas postoje i novi tipovi prevucenih kapilara za kapilarnu elektroforezu koje se
proizvode unakrsnim vezanjem i vezanjem fluorougljiénog polimera, tzv. pSIL-FC i pSIL-
DNA kapilare. Ovo su kapilare izbora za izoelektricno fokusiranje, razdvajanje proteina,
peptida i ugljikohidrata, oligonukleotida, DNA fragmenata i produkata PCR-a. pSIL-WAX
kapilare imaju daljnju modifikaciju hidrofilnim slojem polietilen oksida. Budu¢i da je EOF
ponovno gotovo nepostojeci, kapilare su izbora za CE-MS analizu, te razdvajanja proteina i

peptida u uzem pH rasponu, od pH 2 do 5.

4.2. Mogucénosti detekcije

Detekcija analita se u kapilarnoj elektroforezi moze odvijati izravno u kapilari (on-line
detekcija) ili izvan nje, primjerice kod detektora spektrometrije masa, amperometrijskog ili
konduktometrijskog detektora. Opcéeniti izazov u primjeni ove tehnike je osjetljivost. Buduci
da su dimenzije kapilare tako male (najce$¢i unutarnji promjer kapilare je 50 um) te su joS i
zaobljene, pa samo dio svjetlosti (kod apsorpcijskih detektora) prolazi izravno kroz srediSte
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kapilare, opticki je put zapravo jo§ manji od unutarnjeg promjera kapilare. To je glavni razlog
zaSto je osjetljivost tehnike znatno slabija (za 2-3 reda veli¢ine), od primjerice, HPLC tehnike,
a 1 linearno podrucje je puno uze. Druga velika razlika izmedu kromatografskih tehnika i
kapilarne elektroforeze jest Sto kod vecine tipova CE tehnike analiti, ovisno o svojoj
elektroforetskoj pokretljivosti, putuju razliitim brzinama dok prolaze kroz opticki prozor
detektora. Analiti koji putuju sporije, dulje ¢e se zadrzavati u optickom prozoru, pa ¢e njihova
povrsina ispod krivulje biti ve¢a. Stoga neki autori predlazu da se kod kvantitativnih analiza
povrsina pika podijeli viemenom migracije analita kako bi se spomenuti tip pogreske anulirao
(31). Danas postoji Citav niz na¢ina detekcije u kapilarnoj elektroforezi, prikazanih u Tablici 4
(32).

Detektori koji mjere apsorbanciju su najceS$¢e KkoriSteni detektori u kapilarnoj
elektroforezi. Princip djelovanja je mjerenje apsorbancije svjetla analita koja stvori sjenu
izmedu izvora svjetlosti i detektora prilikom prolaska analita. Intenzitet ove sjene je
proporcionalan koli¢ini analita u uzorku. Stariji ili jednostavniji instrumenti Koriste
monokromatski detektor, koji prati apsorbanciju na samo jednoj valnoj duljini. lako su
relativno jeftini i robustni, ne pruzaju mnogo informacije. Danas se u pravilu Koriste
detektori s nizom dioda (engl. Diode Array Detector, DAD). UV-Vis apsorpcija je najéesca
metoda detekcije zbog svoje univerzalne detekcije prirode. U kapilarnoj elektroforezi, kod
kapilara od izvuéenog kvarca, detekcija se moze provoditi pri valnim duljinama nizim od 200
nm pa skroz do vidljivog dijela spektra (otprilike 600 nm). Budu¢i da je opticki prozor
napravljen na samoj kapilari, nema Sirenja zone uslijed mijeSanja komponenata i otapala ili
zbog mrtvog volumena, kao kod HPLC tehnike. Dapace, i tijekom samog prolaska kroz
detektor, razdvajanje analita se 1 dalje odvija. Budu¢i da je rije¢ o optickom detektoru, kako bi

razlucivanje bilo §to bolje, opti¢ki put treba biti $to kra¢i u odnosu na §irinu zone analita (25).
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Tablica 4. Vrste detekcije u kapilarnoj elektroforezi.

Nacin detekcije LOD (mol/L) Primjena Napomena
UV apsorpcija 10" - 10" analiti aromatske najée$éa i standardna tehnika
strukture, proteini, detekcija ugradena u
nukleinske kiselina... komercijalno  dostupne CE
instrumente
Indirektna uv 10%-10* metalni  ioni,  amini, moguce uz komercijalno
apsorpcija organski i anorganski dostupne CE instrumente
ioni, Seceri
Fluorescencija 10° - 10" derivatizirane nedostatak: potrebna
aminokiseline derivatizacija za vecinu uzoraka
Laserska 10 - 107 DNA fragmenti, nedostatak: laseri su skupi;
fluorescencija derivatizirane primjenjivo u VIS i bliskom UV
aminokiseline podrucju
Indirektna 107 -10° alkoholi, amini, anioni, svega nekoliko poznatih
fluorescencija kationi, Seceri primjena
Amperometrija 10°-10° analiti podlozni oksidaciji  prikladno za vrlo uske kapilare
ili redukciji (npr. (2 umi.d.)
neurotransmitori)
Vodljivost 107 -10° ionski uzorci, kapilare za nedostatak: teSkoce pri zamjeni
amine, karboksilne
kiseline
Potenciometrija 10°® alkalijski i nedostatak: teskoce u rukovanju
zemnoalkalijski  metalni i pripremi mikroelektroda
ioni, selektivna detekcija s
ion-selektivnim
mikroelektrodama
Spektrometrija 10°® proteini, peptidi, nedostatak: teSkoce u
masa komercijalni lijekovi povezivanju; potrebna vanjska
pumpa
On-line  mjerenje 10™°-10°  P* i C" u biokemijski dobra osjetljivost kroz stop-flow
radioaktivnosti relevantnim sustave
komponentama
Plameni 10°-107 ionske organske tvari manja osjetljivost u usporedbi s
fotometrijski GC tehnikom
detektor
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Fluorescencijski detektor koristi vanjski izvor energije da pobudi molekule analita u
viSe energetsko stanje, pa kada se molekule vra¢aju u normalno stanje, emitiraju razliku
energije koja se onda moze detektirati i zabiljeziti. U kapilarnoj elektroforezi fluorescencijski
detektori najcesce koriste laser kao izvor ekscitacijske energije. Laseri imaju prednost jer
proizvode svjetlost velikog intenziteta na jednoj valnoj duljini, a intenzitet je vazan za visoku
ekscitacijsku ucinkovitost. Prednost ovog detektora je njegova velika selektivnost, zbog
Cinjenice da svi analiti ne fluoresciraju, niti se mogu nekom prethodnom kemijskom
reakcijom prevesti u produkt koji ¢ée fluorescirati. No, za one analite koji fluoresciraju,
osjetljivost ovog detektora je 10 do ¢ak 1000 puta ve¢a od UV detektora (31).

Instrumenti  koji koriste amperometrijski i konduktometrijski detektor nisu
komercijalno dostupni, ve¢ najce$¢e budu in-house izvedba, odnosno unaprjedenje CE
tehnike. Oba tipa detektora trebaju elektrode za ocitanje koje moraju biti dimenzionirane za
kapilaru. Jo$ jedan nedostatak ovih detektora je ograni¢enje u koristenju radnih pufera tijekom
analize. Kod amperometrijskog detektora, analiti podlijezu elektrokemijskoj reakciji unutar
detektorske celije. Budu¢i da struja i naponi unutar kapilare za vrijeme razdvajanja 1 oni
unutar detektorske celije nisu istog reda veli¢ine, dva strujna kruga moraju biti odvojena.
NajceSce se poveze kraj kapilare gdje se nalazi detektorska celija na elektrodu visokog
napona. Konduktometrijski detektor ima dvije izvedbe. U oba slucaja, dvije elektrode moraju
biti smjestene unutar kapilare. No, kod prvog tipa, elektrode se nalaze jedna nakon druge, a
kod drugog tipa jedna nasuprot druge. Kod prvog slucaja postoji gradijent napona duz
kapilare pa ¢e prolazak analita promijeniti napon koji ¢e onda elektrode detektirati. U drugom
slu¢aju nema gradijenta napona izmedu dviju elektroda, pa ¢e prolaskom analita doc¢i do
promjene u struji (31).

Sprezanje tehnike kapilarne elektroforeze sa spektrometrijom masa je moguce, uz

neke dodatne tehnicke izvedbe. U pravilu se kod ove spregnute tehnike koristi eletkrosprej
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ionizacija. Potrebno je imati vanjsku pumpu koja ¢e gurati cijeli protok prema masenom
spektrometru. Takoder je potrebno posebno kuciste za kapilaru koje izlazi iz CE instrumenta i
puno dulja kapilara od postojece kako bi se spojilo s masenim spektrometrom. Razli¢iti
proizvodaci nude razliCite tehniCke izvedbe. Naravno, vrijeme analize je produljeno, ali se
dobiva veéa osjetljivost u odnosu na DAD detektor, bolja selektivnost, moguca je
kvantitativna analiza dviju supstancija koje nisu u potpunosti razdvojene na kapilari, a takoder
je moguca strukturna karakterizacija analita.

Beskontaktni detektor vodljivosti (engl. Contactless Conductivity Detection, CCD ili
u nekoj literaturi C*D) je relativno nov detektor, koji zauzima sve znadajnije mjesto u
analitici. Dostupan je u relativno jednostavnoj mehanicko-tehnic¢koj izvedbi i nije preskup.
Dvije cilindri¢ne elektrode, aktuator i pick-up elektrode smjestene su oko kapilare, pri cemu
nije nuzno uklanjati poliimidni omotac. Kapilara takoder ne mora nuzno biti od izvucenog
kvarca, ali mora biti od nevodljivog materijala. Detektor mjeri razliku u vidljivosti izmedu
otopine radnog pufera i zone analita. Za postizanje optimalne osjetljivosti, razlika izmedu
vodljivosti pufera 1 analita bi trebala biti Sto veca. Stoga se preporuCuje primjena
zwitterionskih pufera niske vodljivosti [primjerice, 2-(N-morfolino)etansulfonske kiseline
monohidrata (MES) i L-histidin]. Detektor je moguce Kkoristiti paralelno s UV,

fluorescencijskim ili masenim detektorom.

4.3. On-line ukoncentriravanje
Osnovni nedostatak kapilarne elektroforeze je slabija osjetljivost u odnosu na

komplementarnu HPLC tehniku. Kako veéina instrumenata koristi on-line UV detekciju,
dakle unutar same kapilare, problem predstavljaju mala koli¢ina uzorka (nL) 1 uski opticki

put definiran unutrasnjim promjerom kapilare (naj¢es¢e 50 pum). Ovo predstavlja veliki
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problem u primjeni kapilarne elektroforeze za odredivanje analita u tragovima u razliitim
uzorcima.

Kako bi se na neki nacin poboljsala osjetljivost kapilarnoelektroforetske metode,
odnosno smanjile vrijednosti granica dokazivanja i odredivanja, do danas je razvijeno
nekoliko mehanizama on-line ukoncentriravanja uzorka. Kod svih tehnika se prije samog
razdvajanja i detekcije odvija ukocentriravanje, injektiranjem veéeg volumena uzorka ili
fokusiranjem analita u uske zone unutar kapilare.

Danas postoji stacking uzorka (engl. sample stacking), prolazna izotahoforeza (engl.
transient isotachophoresis), stacking posredovan pH vrijednos¢u medija (engl. pH-mediated
stacking), sweeping, dinami¢ko pH spajanje (engl. dynamic pH junction), samo-fokusiranje
s fotopolimeriziranim poroznim monolitima (engl. self-focusing with photopolymerized
porous monoliths) i u¢inci gradijenta otapala (engl. solvent gradient effects). Navedene se
tehnike mogu izvoditi individualno ili se mogu medusobno kombinirati (33).

Vecina navedenih tehnika temelji se na posebnim tehnikama fokusiranja zona uzorka i
zona radnog pufera. Samo-fokusiranje s fotopolimeriziranim poroznim monolitima i uéinci
gradijenta otapala se temelje na kromatografskim ili kompleksacijskim ucincima. Razliciti
autori daju razli¢ite podjele nac¢ina on-line ukoncentriravanja, no principi su uvijek isti.

Stacking, prema engleskoj rije¢i koja oznaCava slaganje, sugerira kompresiju
otopljenih tvari u zone. Kao tehniku ukoncentriravanja uveli su je 1979. godine Mikkers i
suradnici primijenivsi je na metodi kapilarne zonske elektroforeze. Postoji nekoliko nacina
izvedbe stackinga: stacking posredovan razli¢itom ionskom jakos¢u (engl. ionic-strength-
mediated stacking), stacking posredovan pH-om medija, stacking posredovan smjesom
acetonitril-sol, stacking neutralnih analita, stacking i injektiranje cijelog volumena kapilare,

stacking s elektrokinetickim injektiranjem, prolazna izotahoforeza.
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Stacking posredovan ionskom jakosc¢u radnog pufera temelji se na razlici u vodljivosti
izmedu otopine analita u injektiranoj zoni i one radnog pufera. Ta razlika djeluje na jakost
polja koje se distribuira preko svake zone. Na temelju Ohmovog zakona, kako je
elektroforetska brzina analita proporcionalna jakosti polja, unutar svake zone razvit ¢e se
brzine. Stacking u ovom slucaju osigurava jako polje unutar zone injektiranja, a prakti¢no se
ostvari injektiranjem otopine niske provodljivosti.

Ovisno o tome koristi li se otopina radnog pufera niske ili visoke pH vrijednosti, sam
mehanizam stackinga je neSto drugaciji. U puferu niske pH vrijednosti, injektiranjem
otopine niske provodljivosti, jakost polja je unutar te zone znacajno veca nego unutar
ostatka kapilare. Kada pozitivno nabijeni analiti migriraju izvan zone injektiranja i dodu do
otopine radnog pufera, jakost polja iznenada padne i elektroforetska brzina analita se smaniji.
Istovremeno, analiti u srediStu i na kraju zone injektiranja, koji su i dalje izloZeni jakom
polju, putuju veliko brzinom prema naprijed, dok ne dodu do otopine radnog pufera, gdje im
ponovno pada brzina. Na taj nacin dolazi do skupljanja analita u uskoj zoni. Negativno
nabijeni protuioni (engl. counterion) se takoder nakupljaju, na straznjem dijelu zone
injektiranja. U puferu visoke pH vrijednosti je mehanizam nesto sloZeniji, buduci da unutar
kapilare postoji snazan elektroosmotski tok koji gura sve analite u smjeru katode. Negativno
nabijeni analiti migriraju prema anodi 1 prelaze granicu izmedu zone injektiranja 1 otopine
radnog pufera na straznjem dijelu zone injektiranja (24).

Stacking posredovan pH-om medija je tehnika izbora za zwitterionske analite,
primjerice proteine. Najc¢esce se proteini u otopini amonijevog hidroksida (dakle u visokom
pH) injektiraju u kapilaru ispunjenu puferom niske pH vrijednosti. Primjenom napona,
negativno nabijeni peptidi migriraju prema anodi. Peptidi koji se nalaze na straznjem dijelu
zone ulaze u kiseli medij pufera te mijenjaju svoj naboj, a stoga i smjer migracije.

Istovremeno, peptidi koji se nalaze na pocetku zone 1 dalje migriraju prema anodi. Zbog
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toga se zona uru$i u samu sebe. Sav materijal iz uske zone sada postaje pozitivno nabijen i
migrira prema katodi.

Stacking posredovan smjesom acetonitril-sol je tehnika ukoncentriravanja ciji
mehanizam nije poznat. Preduvijet je da se u uzorku nalazi smjesa acetonitrila i soli visoke
koncentracije. Ovaj na¢in ukoncentriravanja je dobar izbor kod bioloskih uzoraka, seruma ili
plazme, jer acetonitril odmah djeluje na proteine, taloze¢i ih iz uzorka. Nacelo je moguce
primjeniti i na uzorke urina.

Stacking neutralnih analita je posebna tehnika zbog Cinjenice da neutralni analiti u
elektroforezi nemaju naboj, pa se stoga niti ne kreéu u elektricnom polju, ve¢ koeluiraju
zajedno s elektroosmotskim tokom. Za takve analite tehnika izbora je nuzno micelarna
elektrokineticka kromatografija. Kako bi se osiguralo ukoncentriravanje neutralnih analita,
nuzno je koristiti nabijene reagense. Ako je analit otopljen u razrijedenoj otopini radnog
pufera, onda je jakost polja na mjestu injektiranja visoka. Nabijene se micele unutar zone
injektiranja brzo krecu, sve dok ne dodu do otopine radnog pufera. Analit koji je u
interakciji s micelom se na taj nacin ukoncentrirava. Analiti koji vise vremena provedu
unutar micele, u odnosu na one koji su u vodi, bez afiniteta za micelu, ovim se na¢inom vise
ukoncetriravaju. Drugi nacin ukoncentriravanja neutralnih analita je primjena pH radnog
pufera u niskim vrijednostima (pH 2,5) jer je pri njima brzina migracije micela SDS-a veca
od elektroosmotskog toka. U tim uvjetima molekule surfaktanta migriraju prema pozitivno
nabijenoj elektrodi pa je nuzno koristiti i obrnuti polaritet tijekom analize. Nakon $to se
primijeni elektri¢no polje, negativno nabijene micele migriraju u zonu injektiranja u kojoj
vlada snazno polje. Tu se micele ukoncentriraju i na taj se nacin ukoncentriraju i neutralni
analiti. Povecanjem koncentracije surfaktanta, jakost polja se smanjuje sve dok se ne

izjednaCi s poljem unutar radnog pufera. Tada prestaje ukoncentriravanje, i zapocinje
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razdvajanje analita. Ovim se na¢inom hidrofobni analiti koji snazno stupaju u interakciju s
micelama mogu ukoncentrirati i do 50 puta, a hidrofilni analiti do 3 puta (24).

Ukoncentriravanje primjenom stackinga i injektiranja cijele kapilare omoguéuje
injektiranje vrlo velikih volumena uzorka. Najces¢e se izvodi tako da se negativno nabijeni
analiti otopljeni u vodu injektiraju i napune cijelu ili najveéi dio kapilare. Primjenom
negativnog napona, anioni migriraju prema pozitivno nabijenoj elektrodi i ukoncentriravaju
se na granici izmedu zone injektiranja i radnog pufera. EOF prema svojoj prirodi nosi sve
analite prema negativno nabijenoj elektrodi. Istovremeno, voda elektroosmotski izlazi iz
kapilare kod negativno nabijene elektrode. Kako voda izlazi, na suprotnom kraju u kapilaru
ulazi otopina radnog pufera. Kada analit dode u doticaj s radnim puferom, zapocinje
migracija, budu¢i da doslovno nema elektri¢cnog polja iznad radnog pufera visoke ionske
jakosti jer iznad vode napon potpuno pada. Kada sva voda izade iz kapilare, promijeni se
polaritet i tada se analiti brzo razdvajaju i eluiraju. Vazno je napomenuti kako izgleda
dobiveni elektroferogram u ovoj situaciji. Na samom pocetku je bazna linija podignuta
budu¢i da je cijela kapilara ve¢ ispunjena otopinom analita. Kako dolazi do
ukoncentriravanja na kraju zone, vidljiv je pik koji oznafava ukoncentrirane, ali
nerazdvojene anione kada prolaze kroz kapilaru na mjestu detektora noSeni
elektroosmotskim tokom. Nakon S$to se zamijeni polaritet tijekom analize, dolazi do
razdvajanja analita u preostalom dijelu kapilare nakon mjesta prolaska detektora i ponovno
analiti, ali ovaj put razdvojeni, prolaze kroz detektor. Isti se postupak moze primijeniti i za
analizu kationa, ali je tada nuzno u otopinu dodati surfaktant koji ¢e izmijeniti smjer
elektroosmotskog toka.

Sweeping su kao on-line tehniku ukoncentriravanja uveli Quirino i Terabe 1998.
godine. Mehanizam se temelji na interakciji analita i aditiva (primjerice pseudostacionarne

faze u elektrokinetickoj kromatografiji, ili kompleksiraju¢eg agensa u kapilarnoj zonskoj
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elektroforezi) i elektroforezi koja uzrokuje interakciju. Akumulacija i fokusiranje analita se
odvija zahvaljuju¢i kromatografskom odjeljivanju, kompleksaciji ili bilo kojoj drugoj
interkaciji izmedu analita i aditiva djelovanjem elektroforeze. Na ovaj se nadin mogu
ukoncentrirati i neutralni i nabijeni analiti. Quirino i Terabe su u svom radu izvijestili da su
postigli 5000 puta veéu koncentraciju analita primjenom ove tehnike, $to je iznimno
poboljsanje osjetljivosti metode (34). Isti autori su samu tehniku razvijali i dalje, pa su
primjerice  kombinirali stacking 1 sweeping tehniku ukoncentriravanja primjenom
mirkoemulzije i ciklodekstrina kao pseudostacionarne faze u MEKC metodi.

Prijelazna izotahoforeza je tehnika koja omoguéuje ukoncentriravanje (do 1000 puta)
analita prisutnih u tragovima u uzorku, dok glavne komponente pri tome ostaju
nepromijenjene. Sama izotahoforeza oznacava -elektroforezu pri istim, ujednacenim
brzinama. U ovoj tehnici svi analiti putuju kapilarom istom brzinom, bez obzira na vlastite
pokretljivosti. Prije same analize, oba spremnika za pufer napunjena su vode¢im
elektrolitom koji mora imati vecu pokretljivost od analita od interesa. Kapilara se zatim
ispuni vodec¢im elektrolitom. Potom se izvede injektiranje velikog volumena uzorka (do
nekih 50% volumena kapilare), a nakon toga se spremnik na inlet dijelu promijeni u zavr$ni
elektrolit (engl. terminating electrolyte), koji ima pokretljivost manju od svih analita
prisutnih u uzorku, i zatim se primijeni napon na krajevima kapilare. Budu¢i da su otopina
pufera i uzorka heterogeni, jakost polja ¢e biti obrnuto proporcionalna vodljivosti svake
pojedine zone. Vodljivost ovisi o pokretljivosti i koncentraciji svakog analita. Za razliku od
kapilarne zonske elektroforeze, izotahoforeza ima zone koje su uvijek u medusobnom
kontaktu sa susjednom zonom. Budu¢i da se ne koristi elektrolit u daljnoj analizi, ovo je
nuzno kako bi se osigurao elektri¢ni kontinuitet kroz cijeli sustav.

Danas se izotahoforeza Kkoristi neposredno nakon injektiranja u svrhu

ukoncentriravanja, nakon ¢ega uslijedi separacija kapilarnom zonskom elektroforezom. Prema

51



tome heterogeni pufer (vode¢i, pa zatim zavrSni) je u sustavu samo djelomi¢no, odnosno
prolazno, nakon ¢ega slijedi primjena homogenog pufera i CZE razdvajanja.

Ukoncetriravanje uzorka primjenom pojacanog elektricnog polja (engl. Field
Amplified Sample Stacking, FASS) je iznimno Cesto koriStena metoda ukoncentriravanja u
kapilari. Jednostavna je i ne zahtijeva dodatne izvedbe na samom instrumentu. FASS koristi
gradijent provodljivosti elektrolita, S§to rezultira nejednolikim elektromigracijskim
protocima, a dovodi do poveéanja koncentracije iona analita. FASS se najcesce koristi kao
prekoncentracijski korak koji se odvija prije samog elektroforetskog razdvajanja analita. U
prvoj fazi, ioni analita se prekoncentriraju primjenom heterogenih otopina elektrolita. loni
analita su otopljeni u elektrolitu nize provodljivosti koji ima veliki elektri¢ni otpor. To
rezultira jac¢im elektricnim poljem na mjestu uzorka, a time i veéom lokalnom
elektroforetskom pokretljivoséu. Ioni analita se kre¢u od mjesta jaceg polja i zone vece
elektroforetske brzine, u podrucje niZzeg polja i manje elektroforetske brzine. U drugoj fazi
slijedi elektroforetsko razdvajanje ukoncentriranih analita primjenom homogene otopine

elektrolita (Slika 14) (35).

High Conductivity Low Conductivity High Conductivity
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U >

Slika 14. Shematski prikaz ukoncetriravanja uzorka primjenom pojacanog elektri¢nog polja.
loni uzorka (oznaceni zuto) se ukoncentriravaju na izlasku iz zone niske vodljivosti, a na
ulasku u zonu visoke vodljivosti (35).
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4.4. Odabrani primjeri odredivanja oneci¢enja u lijekovima primjenom kapilarne

elektroforeze

4.4.1. Odredivanje ciklosporina A i glavnih razgradnih produkata

Ciklosporin A (CyA) je ciklicki polipeptid, sastoji se od 11 aminokiselina. Koristi se u
terapiji prevencije odbacivanja organa nakon transplantacije, primjerice bubrega, jetre ili
kostane srzi. Ciklosporin pomaze zaustaviti odgovor odbacivanja blokirajuci razvoj posebnih
stanica koje bi napale presadeno tkivo. Takoder se koristi za lijeCenje teSke psorijaze ili
atopijskog dermatitisa, kao i kod teskog reumatoidnog artritisa ili nefrotskog sindroma.

Ciklicka struktura ciklosporina smatra se stabilnom, no pod stres uvjetima dolazi do
razgradnje u razli¢ite razgradne produkte. Racemizacijom N-metilvalina nastaje ciklosporin H
(CyH). U Kkiselim uvjetima dolazi do N,O-acil migracije i formacije izociklosporina A

(IsoCyA) kao glavnog razgradnog produkta (Slika 15).
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Slika 15. Struktura ciklosporina A (CyA), ciklosporina H (CyH) i izociklosporina A
(IsoCyA).
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U svom radu Gotti i suradnici (36) predlozili su kapilarnoelektroforetsku metodu za
analizu ciklosporina A i glavnih razgradnih produkata primjenom MEKC metode uz dodatak
ciklodekstrina. Sluzbena farmakopejska metoda primjenjuje HPLC tehniku za analizu
ciklosporina A i njegova dva razgradna produkta. Uspjesno razdvajanje navedenih analita
moguce je jedino primjenom Hypersil ODS kolone i zakiseljene mobilne faze uz dodatak
SDS-a. Kod drugih objavljenih HPLC metoda u pravilu je koristena jako visoka temperatura
(70-80 °C) kako bi se izbjeglo Sirenje kromatografskih pikova zbog razli¢itih konformera
ciklosporina. Autori su naveli da su do sada objavljene i neke kapilarno elektroforetske
metode za analizu ciklosporina, ali su iznimno duge (96 min), i nisu uzimale u obzir
odredivanje razgradnih produkata.

Razdvajanje ciklosporina A i njegovih razgradnih produkata CyH i ISoCyA je
zahtjevno zbog njihove strukturne sli¢nosti i velike hidrofobnosti, kao i nedostatka kromofora
nuznih za analizu UV detektorom. CyA i CyH su neutralni spojevi, pa je primjena MEKC
metode, odnosno dodatka ionskog surfaktanta, nuzna za njihovu analizu. Autori su odabrali
primjenu luZznatih uvjeta analize kako bi osigurali $to snazniji EOF. Ispitali su dvije vrste
pufera, natrijev fosfat i natrijev tetraborat. Boratni pufer pH 9,2 je pruzao stabilniju baznu
linijju od fostatnog pufera, pa je odabran za daljnju analizu. Koristena je kapilara s
produljenim optickim putom, kako bi se postigla bolja osjetljivost neophodna u analizi
oneciscenja, duljine 64,5 cm, odnosno 56 cm do detektora. Napon analize bio je 22 kV, a
temperatura kapilare 30 °C.

Nakon toga je ispitan utjecaj razli¢itih ionskih surfaktanata. Zuéne soli (natrijev kolat,
natrijev deoksikolat) i zwitterionski surfaktant CHAPS nisu bili prikladni zbog vlastite
apsorpcije u niskom UV podruéju (200-210 nm), $to je bila ujedno jedina valna duljina pri
kojoj se mogla vrsiti analiza samog ciklosporina i njegovih razgradnih produkata. Najboljim

ionskim surfaktantom pokazao se SDS. Buduci da su analiti jako hidrofobni, njihovo vezanje
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za micele SDS-a je bilo izrazeno pa je vrijeme analize bilo jako dugo. Pri koncentraciji 50
mM SDS-a postignuto je tek djelomicno razdvajanje CyA i IsoCyA u 60 minuta. Kako bi se
rijeSio problem velike interakcije hidrofobnih analita i micela, autori su ispitali utjecaj
dodatka organskog otapala u otopinu radnog pufera. Organsko otapalo u MEKC analizi moze
smanjiti afinitet i vezanje hidrofobnog analita i SDS micela. Ispitan je utjecaj acetonitrila,
metanola, etanola, 1-propanola i 2-propanola. Nije bilo poboljSanja u razdvajanju analita.
Dodatak 10% (v/v) 1-butanola omogucio je potpuno razdvajanje ISOCyA i CyA, i to u nekih
20 minuta, no CyA je jo§ uvijek ko-eluirao s CyH. Daljnji dodatak 1-butanola, a s ciljem
razdvajanja analita, nije bio moguc¢ jer je dolazilo do zamuéenja otopine. Stoga su Gotti i
suradnici ispitali utjecaj dodatka ciklodesktrina (CD) u otopinu radnog pufera. Ovo se
pokazalo kljuénim korakom jer je sada na razdvajanje analita utjecalo i vezanje analita na
micele, kao i interakcija analita s hidrofobnom unutrasnjos¢u ciklodekstrina. Nastajanje
inkluzijskog kompleksa s kiralnom unutrasnjosc¢u ciklodekstrina je u izravnom nadmetanju s
raspodjelom analita izmedu vodene otopine radnog pufera i SDS micele. Na ovaj se nacin
znacajno poboljSala selektivnost metode te omogucilo enantioselektivno razdvajanje
ciklosporina. Autori su ispitali utjecaj aCD, BCD, yCD te derivatizirane HP-BCD, DM-BCD i
TM-BCD u koncentraciji od 15 mM, dodanoj u otopinu 50 mM boratnog pufera i 50 mM
SDS-a. Dodatak nativnih ciklodekstrina i HP-BCD nije zna¢ajno unaprijedio razdvajanje niti
vrijeme analize. Metilirani ciklodekstrini su znacajno smanjili vrijeme analize ciklosporina te
poboljsali njihovo razdvajanje. TM-BCD se pokazao optimalnim 1 koriSten je u daljnjim
analizama. Nakon toga je ispitan utjecaj koncentracije ciklodekstrina (10-20 mM) i najbolje
razdvajanje uz najkrace vrijeme analize dobiveno je primjenom 15 mM TM-BCD. U ovom je
slu¢aju zapravo uspostavljena ravnoteza izmedu analita u dvije razliite pseudostacionarne
faze, SDS micela koje imaju negativni naboj i putuju prema anodi, i neutralnih TM-BCD koji

noSeni elektroosmotskim tokom putuju prema katodi i detektoru.
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Utjecaj koncentracije ciklodekstrina je ogranicen ¢injenicom da CD ulazi u snazne
interakcije s SDS monomerima i sprjecava njihovu agregaciju, odnosno formiranje micela.
Dapacen CD utjece na kritiénu micelarnu koncentraciju (cmc) SDS-a, pa su autori u svom
radu ujedno ispitali ovu vrijednost primjenom mjerenja elektricne struje.

Cmc vrijednost SDS-a u vodi je iznosila 7,9 mM, dok je u prisutnosti BCD i HP-BCD
iznosila 8,2, odnosno 8,4 mM. Dodatkom 2 mM TM-BCD, cmc vrijednost je narasla na
visokih 12,2 mM.

No, upravo je kombinacija SDS-a i TM-BCD bila klju¢na za formiranje SDS agregata,
koje karakterizira smanjena raspodjela analita, §to je omogucilo razdvajanje i analizu
strukturno vrlo sli¢nih hidrofobnih spojeva, i to bez primjene iznimno visoke temperature
tijekom analize.

Metoda je uspjesno validirana i primijenjena za analizu farmaceutskih oblika. LOD
vrijednosti iznosile su 2,5 pg/mL, a LOQ vrijednosti 0,25 mg/mL za CyA te 5,0 pg/mL za
dva razgradna produkta. lako to nije vrlo niska vrijednost, potrebno je napomenuti da je u

analizi koriStena koncentracija lijeka od 2,0 mg/mL.

4.4.2. Odredivanje imatinib mesilata i njegovih oneciS¢enja

Imatinib mesilat je inhibitor tirozin kinaze, odobren od Americke agencije za lijekove i
hranu (American Food and Drug Administration, FDA) za terapiju tumora gastrointestinalne
strome 2002. godine te za terapiju kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije 2011. godine. Kao 1 svaki
lijek, imatinib ima svoja potencijalna, o¢ekivana oneciséenja. U ovom su radu Li i suradnici
(37) pratili tri potencijalna onecis¢enja. N-(5-amino-2-metilfenil)-4(3-piridil)-2-pirimidinamin
(PYA), poznat pod nazivom ima amin, koji moze nastati u kiselim ili bazi¢nim uvjetima
hidrolizom imatiniba. Drugo potencijalno onecis¢enje je meduprodukt 4-klorometil-N-(4-

metil-3-((4-piridin-3-il) pirimidin-2-il) amino) fenil benzamid (CPB). N-desmetil imatinib
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(NDI) je N-[4-metil-3-(4-(piridin-3-il) pirimidin-2-ilamino]fenil)-4((piperazin-1-
il)metil)benzamid, i moze biti jedno od onecis¢enja imatiniba ili ¢ak glavni metabolit (Slika

16).
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Slika 16. Struktura imatiniba i potencijalnih oneéiS¢enja N-(5-amino-2-metilfenil)-4(3-
piridil)-2-pirimidinamin  (PYA), 4-klorometil-N-(4-metil-3-((4-piridin-3-il) pirimidin-2-il)
amino) fenil benzamid (CPB) i N-desmetil imatinib (NDI).

Autori su koristili instrument s UV detektorom. KoriStena je uobicajena kapilara
promjera 50 pm, duljine 60 cm (efektivne duljine 52 cm) ispirana uobicajenom procedurom.
Analiti su bazi¢ni 1 stoga dobro topljivi u kiselim uvjetima. U preliminarnim pokusima
autori su ispitali utjecaj fosfatnog i Tris vodenog pufera pri niskim pH vrijednostima. No,
razdvajanje svih analita nije bilo moguée. Stoga su autori ispitali utjecaj dodatka tri razlicita
aditiva u otopinu radnog pufera, natrij- karboksimetil celulozu (Na-CMC), natrijev duodecil
sulfat (SDS) i 2-hidroksipropil-p-ciklodekstrin (HP-B-CD). Dodatak svih aditiva je znacajno
poboljsao razdvajanje, no najbolje razdvajanje medu analitima je postignuto dodatkom HP-
B-CD, pa je u daljnjim pokusima u otopinu radnog pufera dodavan ovaj ciklodekstrin. Osim
vrste aditiva, vaznu ulogu u selektivnosti metode, odnosno razdvajanju analita, ima njegova
koncentracija. Autori su ispitali utjecaj HP-B-CD u koncentraciji 0-30 mM. Kriti¢ni

parametar bilo je razdvajanje NDI i imatiniba zbog njihovih vrlo sli¢nih struktura.
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Povecanjem koncentracije HP-B-CD, produljuju se vremena migracije analita, a rezolucija
raste. Optimalnom se pokazala koncentracija od 5 mM HP-B-CD. Kako su svi analiti
nabijeni, pH pufera ima dvojak utjecaj na vrijeme migracije i razlu¢ivanje medu analitima.
Povecéanje pH radnog pufera rezultira vise ioniziranim silanolnim skupinama na unutrasnjoj
stijenki kapilare, ali ¢e i utjecati na stupanj ionizacije odabranih analita. Imatinib i
oneciS¢enja su u kiselim uvjetima dobro topljivi i protonirani. Povecanje pH pufera od 1,4
do 4,0 je produljilo vrijeme analize. Pri vi§im pH vrijednostima, iako je EOF jaci, pa bi i
analiza trebala biti brza, utjecaj pH medija na deprotonaciju analita je imao veéi ucinak jer je
znacajno smanjio elektroforetsku pokretljivost analita. Dakle, utjecaj pH je na EOF i naboj
analita imao suprotan ucinak. Nakon optimizacije uvjeta i uspjeSnog razdvajanja analita,
buduéi da je rije¢ o oCekivanim oneciS¢enjima u gotovom ljekovitom obliku, autori su
pristupili rjeSavanju problema osjetljivosti metode, buduci da su koristili instrument s UV
detekcijom, koja zbog kratkog opti¢kog puta ima nisku osjetljivost. Kako bi osigurali nize
granice dokazivanja i1 odredivanja, Li 1 suradnici su odabrali pristup ukoncentriravanja u
samoj kapilari, kombiniraju¢i FASS s tehnikom injektiranja velikog volumena uzorka.

Hidrodinamicko injektiranje je postignuto primjenom gravitacije. Visinska razlika
izmedu inleta 1 outleta je postavljena na 12 cm, a utjecaj vremena injektiranja je ispitan u
rasponu od 10 do 120 s. Iako je, o¢ekivano, intenzitet pika bio proporcionalan vremenu
injektiranja, no pri jo$ duljim vremenima je bazna linija bila nestabilna, pa je 120 s odabrano
kao optimalno.

FASS se temelji na razlici u elektricnom polju izmedu radnog pufera i otopine uzorka.
Kada se primjenjuje elektrokineticko injektiranje, onda osobine otopine uzorka igraju vaznu
ulogu u postizanju ukoncentriravanja analita. Stoga je klju¢ni korak u optimizaciji metode
bio ispitati utjecaj razlicitih tipova 1 pH otapala u kojem je uzorak otopljen. Odabir vrste

otapala rezultirat ¢e razli¢itom viskozno$¢u, ionskom jakos¢u i silama izmedu Cestica koje
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utjecu na elektroforetski okoli§. Autori su u ovom radu ispitali utjecaj metanola, acetonitrila,
acetona i vode te koncetracije natrijevog dihidrogen fosfatnog radnog pufera. Od ispitanih
otapala, najintenzivniji signal dao je metanol, zatim smjesa acetonitril-voda, aceton-voda,
Cista voda 1 na kraju fosfatni pufer. Ovakav rezultat vjerojatno je posljedica ¢injenice da je
najveca razlika u vodljivosti upravo izmedu metanola i radnog pufera. Takoder je
primijeceno da je intenzitet signala opadao kako je rasla koncentracija fosfatnog pufera, $to
takoder odgovara teorijskog pretpostavci, da Sto je razlika izmedu vodljivosti otapala i
otopine radnog pufera manja, i ukoncentriravanje ¢e biti slabije.

Nakon §to je metanol odabran kao otapalo za analit, proufen je utjecaj kiselosti
metanola. Naime, ispitivani su analiti bazi¢ni pa u kiselom mediju dolazi do njihove
protonacije. Primjenom elektrokineti¢kog injektiranja, protonirani analiti su pogodni za
ulazak u Kkapilaru. Primjena metanola kao otapala umanjuje ionizaciju analita, §to rezultira
znacajno slabijim stackingom, odnosno slabijim intenzitetom signala. Stoga je ispitan utjecaj
dodatka HCIl u metanol. No, oprez je bio nuzan jer dodatak HCI zapravo povecava
vodljivosti zone uzorka, Sto ponovno djeluje nepovoljno na ukoncentriravanje. Ispitan je
dodatak HCI u koncentraciji 0-20 mM. Kako nije intenzitet signala svih ispitivanih analita
pokazivao najveci intenzitet pri istoj koncentraciji HCl-a, kao optimalnom je odabran 0,5
mM HCI.

Nakon §to je odabrano otapalo, ispitan je utjecaj napona 1 vremena injektiranja. lako je
volumen injektiranja proporcionalan naponu i vremenu injektiranja, pri previsokim
vrijednostima napona injektiranja, elektri¢na struja je bila nestabilna i dovodila je do slabe
ponovljivosti. Ispitan je utjecaj napona injektiranja, pri vremenu injektiranja od 10 s, u
rasponu od 2 kV do 15 kV. Povecanjem napona, intenzitet signala je rastao. Istovremeno se
povecavala struja tijekom injektiranja. Kako ne bi doSlo do pada struje pri visokim

naponima injektiranja zbog niske vodljivosti uzorka, napon od 15 kV je odabran kao
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optimalan. Tada je ispitano vrijeme injektiranja, u rasponu 10 — 90 s. Ponovno je intenzitet
pika, ocekivano, rastao s vremenom injektiranja. No, pri vrijednostima veéima od 60 s,
pikovi su postajali iskrivljeni. Stoga je za daljnju analizu odabrano vrijeme injektiranja od
60 s.

Kada su optimizirani svi uvjeti, ponovno je ispitana razlika izmedu elektrokinetickog i
hidrodinamickog (gravitacijskog) injektiranja. Iako je razlika u vodljivosti bila ista, zona
uzorka je bila znacajno kraca pri elektrokinetickom injektiranu, pa je ono koriSteno u
daljnjim analizama.

Metoda je uspje$no validirana i primijenjena za pracenje procesa sinteze imatiniba.
Postignute granice dokazivanja su bile iznimno niske i iznosile su redom za PYA, NDI i
CPB 1,5 mg/mL, 2,7 ng/mL i 5,6 ng/mL, dakle gotovo tri reda veliine niZe nego

uobicajenom kapilarnoelektroforetskom metodom bez on-line ukoncentriravanja.

4.4.3. Odredivanje tobramicina i srodnih tvari
Idu¢i je primjer odredivanje tobramicina i srodnih tvari primjenom kapilarne
elektroforeze i beskontaktnog detektora vodljivosti (C*D) (38). Tobramicin je
aminoglikozidni antibiotik deriviran iz nebramicina, antibiotskog kompleksa koji se dobiva
fermentacijom aktinomicete Streptomyces tenebrarius (Slika 17). lzazov u analitici
tobramicina je da nema kromofor niti fluorofor u svojoj strukturi, §to znaci da ga se ne moze

analizirati primjenom UV ili fluorescencijskog detektora.
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Slika 17. Kemijska struktura tobramicina i glavnih oneciséenja.

U ovom su radu autori predlozili metodu kapilarne elektroforeze uz primjenu C*D kao
nacina izravne metode detekcije tobramicina i njegovih oneéis¢enja. C'D je elektrokemijski
detektor, pri ¢emu se dvije elektrode nalaze izvan kapilare. Signal visoke frekvencije se
primijeni na prvu elektrodu. Signal koji prolazi kroz otopinu unutar kapilare dolazi do druge
elektrode 1 tamo se ocitava na elektronickom sklopu. Struja koja prolazi kroz detektorsku
éeliju je proporcionalna vodljivosti otopine unutar kapilare. C*D je detektor koji postaje sve
popularniji za primjenu u kapilarnoj elektroforezi. Moze se Koristiti za sve vrste analita,
anorganske anione i katione, organske ione, aminokiseline, peptide i proteine, DNA
fragmente, antibiotike i druge molekule. Uglavhom nisu potrebne nikakve modifikacije
analita, a ogranicenja detektora su usporediva s onima UV detektora.

Prednost u odnosu na postoje¢e objavljenje metode je Cinjenica da nije potrebna
derivatizacija prije ili nakon kolone kao kod metoda tekucinske kromatografije. Osim
detektora, autori su koristili uobicajenu kapilaru od neizvucenog kvarca, promjera 75 pum,
duljine 65 cm 1 duljine do detektora 43 cm. Uzorci su injektirani hidrodinamicki pri 3,45 kPa
tijekom 5 s uz primijenjen napon od — 30 kV (katoda na injektorskom dijelu kapilare) i
temperaturu od 25 °C. Koristen je eDAQ C*D detektor, uz amplitudu izmedu pikova od 80 V i
frekvenciju 600 kHz.
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Tijekom razvoja metode koriSten je eksperimentalni dizajn, pri ¢emu su Cetiri
parametra: koncentracija radnog pufera, pH, koncentracija CTAB i temperatura kapilare,
istovremeno mijenjana iznad i ispod srediSnje vrijednosti koja je odabrana na temelju
preliminarnih ispitivanja. U otopinu radnog pufera dodana je smjesa 2-(N-
morfolino)etansulfonske kiseline monohidrata (MES) i L-histidina, kako bi se vodljivost
ranog pufera odrzala $to nizom te kako bi se osigurao potrebni puferski sustav. Kao
modifikator elektroosmotskog toka koristen je N-cetiltrimetil amonijev bromid (CTAB),
ispod kriti¢ne micelarne koncentracije. Isprobane su razli¢ite smjese odnosno sastavi, a kao
kriterij je promatrana dobra selektivnost, pracena kao razlucivanje izmedu kanamicina B i
neamina, te izmedu neamina i tobramicina. Drugi je kriterij bila osjetljivost, prac¢ena visinom
pikova tobramicina i njegovih onecis¢enja. Optimalnim se pokazao pufer sastava 25 mM
MES, 0,3 mM CTAB i pH 6,4, podesen dodatkom L-histidina.

Prednost predlozene metode u odnosu na postojece je da nije potrebna derivatizacija,
metoda je brza (vrijeme analize je 7 min) i uspjesno je primijenjena za odredivanje sadrzaja u
komercijalno dostupnim tabletama. Postignute granice dokazivanja i odredivanja izraZene su
kao udio onecis¢enja u uzorku koji sadrzi 1,0 g/LL tobramicina. Postignuta je dobra osjetljivost
s LOD vrijednosti 0,4 mg/mL (0,04% m/m) 1 LOQ vrijednosi 1,3 mg/mL (0,1% m/m), $to

odgovara vrijednosti od 9 pg, odnosno 31 pg.

4.4.4. Analiza heparina i njegovih oneciS¢enja
Heparin je prirodni antikoagulant. To je heterogena smjesa sulfatnih mukopolisaharida
koji se vezu za povrSinu endotelnih stanica 1 plazmatskih proteina. Koristi se u terapiji
lijeCenja duboke venske tromboze, pluéne embolije, nestabilne angine pektoris, akutne
periferne arterijske okluzije te prevenciji zgrusavanja krvi pri vantjelesnoj cirkulaciji (tijekom

postupka hemodijalize).
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Tijekom 2008. godine dogodila se velika kriza heparinske kontaminacije, koja je jos
jednom uputila na zakljuéak o vaznosti kontrole kakvoce lijekova i analize potencijalnih
onecis¢enja. FDA je tada pocela zaprimati izvjestaje o razli¢itim nuspojavama izazvanima
primjenom heparina, poput rekacija preosjetljivosti, niskog krvnog tlaka, angioedema,
nedostatka daha, mucnine, povracanja, proljeva i bolova u trbuhu. Nazalost, prijavljeni su i
smrtni ishodi. U veljaci 2008. godine je Baxter Healthcare Corporation povukao s trzista niz
proizvoda s heparinom. FDA je provela istragu i otkrila do tada nepoznato onecisCenje u
heparinu. Ovaj kontaminirati heparin je takoder koriSten u nekim medicinskim proizvodima,
poput katetera, koji su takoder povuceni. Svi su proizvodi Koristili djelatnu tvar (engl. Active
Pharmaceutical Ingredient, API) od americ¢ke tvrtke SPL smjestene u Kini. Daljnje su istrage
otkrile da se onec€iSc¢enja nisu kontrolirala i uklonila odgovaraju¢im postupcima. Otkriveno je
da je oneciSéenje prisutno u svim uzorcima upitne kvalitete bio presulfatirani kondroitin sulfat
(OSCS). To je polusintetski polimer koji se dobiva reakcijom sulfonacije kondroitin sulfata,
glikozamina koji se koristi u terapiji osteoartritisa.

Posljedica ovog nesretnog dogadaja je da su se za karakterizaciju heparina pocela
promatrati njegova molekulska svojstva, a ne samo antikoagulacijska aktivnost. Danas se
obavezno koriste ortogonalne analiticke metode kako bi se osigurala kvaliteta heparina.
Nakon toga su uslijedile korekcije monografija i u Americ¢koj, i u Europskoj farmakopeji.
Uglavnom se metode sada temelje na primjeni i spektroskopskih tehnika, i separacijskih
metoda.

Wilegos i suradnici su odredivali one¢iS¢enja u heparinu kapilarnom elektroforezom
(39). U prethodnom su istrazivanju pokazali su da je optimalan izbor radnog pufera 600 mM
litijev fosfat, pH 2,8. Njime su autori uspjeSno odvojili heparin, presulfatirani kondroitin
sulfat (OSCS), dermatan sulfat (DS) i heparan sulfat (HS). Primjena pufera ovako visoke

koncentracije, a niske pH vrijednosti, gotovo je u potpunosti smanjila elektroosmotski tok §to
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je osiguralo dobru ponovljivost vremena migracije. Kako bi se vrijednost struje tijekom
analize odrzala §to nizom, korisStena je kapilara unutra$njeg promjera 25 um.

Autori isticu da se u kapilarnoj elektroforezi vrlo ¢esto razmatra izbor pufera, no da se
ponekad manje vodi racuna o protuionu. No, postoje brojna istrazivanja koja su ukazala na to
da se, primjerice, dobivaju puno brze analize i bolje razlu¢ivanje primjenom natrijevog fosfata
nego kalijevog fosfata. U MEKC metodi litij daje puno bolju ucinkovitost i razlu¢ivanje od
natrija i kalija. Primjena trietilamina smanjuje elektroosmotski tok.

Na temelju svojih preliminarnih ispitivanja i prethodno objavljenih istrazivanja, autori
su zakljucili da je za dobru separaciju heparina i njegovih onecis¢enja nuzan odabir fosfatnog
pufera visoke koncentracije i niske pokretljivosti protuiona. Tijekom optimizacije metode
autori su promatrali utjecaj pH pufera, odabira protuiona, koncentracije pufera, volumena
injektiranja, duljine kapilare, napona, temperature, procedure ispiranja kapilare i koncentracije
uzorka na brzinu analize, razlucivanje, robustnost i preciznost.

Wielgos i suradnici nadalje isti¢u da je primjena $to dulje kapilare u svrhu postizanja
Sto boljeg razluCivanja zapravo pogreSan pristup. Naime, spomenuti autori kazu da dvostruko
dulje vrijeme analize rezultira svega 41% boljim razlu¢ivanjem zbog difuzije, da je puno bolji
pristup koristiti §to kracu kapilaru, a optimizaciju razlu€ivanja ispitati odabirom
odgovarajuceg pufera. U svom su radu autori injektirali heparin hidrodinamicki, uz primjenu
napona — 14 kV na katodnom dijelu kapilare, pa je duljina iznosila svega 8,5 cm.

Tijekom razvoja i optimizacije metode, autori su najprije odabrali odgovarajuci pufer.
Autori su tako ispitali utjecaj natrija, etanolamina, amonija, TRIS-a, BIS-TRIS-a i litijevog
fosfata, pri cemu su koncentraciju protuiona drzali stalnom na 600 mM. Autori su na temelju
dobivenih elektroferograma mogli zakljuciti da se najostriji pik dobio primjenom BIS-TRIS
fosfatnog pufera, ali da razlu¢ivanje izmedu heparina i OSCS-a nije bilo dobro. Najbolje

razluCivanje dobiveno je primjenom litijevog fosfata.
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Utjecaj pH na ionizaciju heparina i njegovih onecis¢enja nije znac¢ajan buduci da su pri
cijelom pH rasponu koji se koristi u CE sulfatne skupine ionizirane. No, ipak se, ovisno o
odabiru protuina, primjerica natrija ili litija, utjecaj pH razlikovao. Kod litijevog fosfatnog
pufera, utjecaj pH je bio najmanji, a za daljnju je analizu odabrana pH vrijednost 2,5.

Nadalje je ispitan utjecaj duljine kapilare. Primjenom istih uvjeta analize (pufer,
temperatura, jakost polja, uzorak, ispitan je utjecaj injektiranja na dugom (24,5 cm) i kratkom
(8,5 cm) dijelu kapilare. Ocekivano, injektiranjem na dugom kraju kapilare, uz primjenu 600
mM litijevog fosfata pH 2,5 razlucivanje je bilo postignuto. Na kracem je kraju kapilare bila
potrebna dodatna optimizacija uvjeta analize kako bi se osiguralo razdvajanje analita. Autori
su stoga jo§ povecali koncentraciju radnog pufera do vrijednosti 1,0 M, pri ¢emu je struja
unutar kapilare iznosila svega 75 pA. Ovakav je pristup, gdje je duljina kapilare skrac¢ena za
otprilike dvije tre¢ine, samo neznatno smanjila razluc¢ivanje izmedu OSCS-a i heparina, ali je
znacajano poboljsala osjetljivost i razluCivanje izmedu pikova heparina i DS-a, vjerojatno
uslijed manjeg Sirenja pikova.

Wielgos 1 suradnici su takoder ispitali utjecaj volumena injektiranja, vodec¢i pri tome
rac¢una o potrebi postizanja niskih vrijednosti granica dokazivanja i odredivanja te 0 problemu
sirenja pikova kod vecih injektiranih volumena uzorka. Ve¢ primjenom 1 M pufera dolazi do
stackinga analita. No, izazov je predstavljala ¢injenica da heparin ima veliki broj sulfatnih
skupina pa stoga ima visoku gusto¢u naboja. Osim toga, primijenjena koncentracija heparina
(50 mg/mL) je vrlo visoka za kapilarnu elektroforezu, gdje je uobic¢ajena koncentracija analita
tijekom analize za tri reda veli¢ine manja (50 pg/mL). Povecanje tlaka i vremena injektiranja
od 250 do 1000 mbs, o¢ekivano je dovelo do Sirenja pika OSCS-a. Za pikove heparina i DS-a
nije bilo znacajnog utjecaja vremena injektiranja jer su pikovi u startu ve¢ bili vrlo Siroki.

Kako je uvjet prema ICH smjernicama da LOD za onecis¢enja bude manji od 0,1%

koncentracije heparina, ispitana je najve¢a moguca koncentracija lijeka koja se moze
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injektirati, a da ne dolazi do pretjeranog Sirenja pika. Pri koncentraciji 48 mg/mL, Sirenje pika
OSCS-a je bilo umjereno, dok je pri koncentraciji 100 mg/mL bilo znacajno.

Utjecaj temperature kapilare nije bio znacajan. Povecanje temperature s 20 °C na 30 °C
je smanjilo vrijeme migracije OSCS-a za nekih 12 sekundi, no razlu¢ivanje je bilo najbolje pri
temperaturi 20 °C, stoga je ona koristena u daljnoj analizi.

Nakon optimizacije kapilarnoelektroforetske metode, analiza je provedena primjenom
CE i NMR tehnike, kao farmakopejskih tehnika za odredivanje onecisc¢enja, posebice OSCS-a
u uzorcima heparina. NMR tehnikom je udio OSCS-a i DS-a izraunat prema normaliziranoj
povrsini pika heparina. CE tehnikom je kvantifikacija oneciS¢enja radena primjenom
kalibracijskih krivulja uz upotrebu vanjskog standarda.

Iznimno brza (5 min) CE metoda uspjesno je primijenjena za analizu 29 uzoraka

heparina te su je autori poslali na verifikaciju u razlicite laboratorije diljem svijeta.
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5. ZAKLJUCAK

Ispitivanje i1 kontrola onecis¢enja u lijekovima klju¢no je pitanje u farmaceutskoj
kontroli kakvo¢e zbog njihovog potencijalnost ucinka na sigurnost i ucinkovitost lijeka.
Farmakopejske monografije u pravilu koriste tehniku tekuéinske kromatografije visoke
djelotvornosti za analizu oneciS¢enja, a ICH smjernice odreduju granice za oneciS¢enja
prisutna u aktivnim supstancijama u gotovim farmaceutskim proizvodima.

Kapilarna elektroforeza je farmakopejska tehnika koja se najceS¢e koristi kao
komplementarna tehnika tekucinskoj kromatografiji. Ima ¢itav niz prednosti, poput kratkog
vremena analize, mogucnosti analize gotovo svih vrsta analita, zahvaljuju¢i velikom broju
mehanizama koji omogucuju razdvajanje analita, takoder su potrebni vrlo mali volumeni
otapala i uzorka, sto ju ¢ini i financijski, i ekoloski vrlo prihvatljivom.

Dva najveca nedostatka tehnike su slabija robusnost i osjetljivost u odnosu na tekucinsku
kromatografiju. Problem slabije ponovljivosti najceS¢e se uspjeSno svlada primjenom
unutra$njeg standarda. Postizanje bolje osjetljivosti metode moguce je primjenom kapilara s
prosirenim optickim putem (bubble cell kapilara, Z-kapilara ili ¢elije visoke osjetljivosti).
Primjena detektora koji ima bolju osjetljivost od uobicajeno koristenog UV detektora
(primjerice maseni ili fluorescencijski detektor) takoder ¢e osigurati nize granice dozivanja i
odredivanja, ali laboratorij mora takvu tehnologiju imati na raspolaganju. Tre¢i nacin
postizanja bolje osjetljivosti metode je on-line ukoncentriravanje: stacking uzorka, prolazna
izotahoforeza, stacking posredovan pH vrijedno$¢u medija, sweeping, dinamic¢ko pH spajanje,
samo-fokusiranje s fotopolimeriziranim poroznim monolitima i uc¢inci gradijenta otapala.
Navedene se tehnike mogu izvoditi individualno ili se mogu medusobno kombinirati, a svima
im je zajednicko da prije samog razdvajanja analita, najprije dolazi do njegovog
ukoncentriravanja. Primjenom nekih od ovih tehnika, bez dodatnih tehnoloskih izvedbi na

samom instrumentu, mogu se osigurati i do tri reda veli¢ine nize granice dokazivanja i

67



odredivanja. Na taj nacin kapilarna elektroforeza moze odgovoriti zahtjevima postavljenima u
ICH smjernicama te se njenom primjenom uspjeSno mogu odredivati oneciscenja u

lijekovima.
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7. POPIS KRATICA

API (engl. Active Pharmaceutical Ingredient) — aktivna ljekovita supstancija

CCE (engl. Chiral Capillary Electrophoresis) — kiralna kapilarna elektroforeza

CE (engl. Capillary Electrophoresis) — kapilarna elektroforeza

CEC (engl. Capillary Electrochromatography) — kapilarna elektrokromatografija

CE-MS — vezani sustav kapilarne elektroforeze i masene spektrometrije

CGE (engl. Capillary Gel Electrophoresis) — kapilarna gel elektroforeza

CIEF (engl. Capillary Isoelectric Focusing) — kapilarno izoelektri¢no fokusiranje

CITP (engl. Capillary Isotachophoresis) — kapilarna izotahoforeza

CZE (engl. Capillary Zone Electrophoresis) — kapilarna zonska elektroforeza

DAD (engl. Diode Array Detector) — detektor s nizom fotosenzitivnih dioda

EOF (engl. Electroosmostic Flow) — elektroosmotski tok

ESI (engl. Electrospray lonization) — ionizacija elektroraspr§enjem

FDA (engl. Food and Drug Administration) — Americka agencija za hranu i lijekove

GC (engl. Gas Chromatography) — plinska kromatografija

GC-MS - vezani sustav plinske kromatografije i masene spektrometrije

HPLC (engl. High Performance Liquid Chromatography) — tekué¢inska kromatografija
visoke djelotvornosti

HPTLC (engl. High Performance Thin-Layer Chromatography) — tankoslojna
kromatografija visoke djelotvornosti

ICH (engl. International Conference on Harmonization) — Medunarodna konferencija o
harmonizaciji

LC-MS — vezani sustav tekuc¢inske kromatografije i masene spektrometrije

LOD (engl. Limit of Detection) — granica dokazivanja

LOQ (engl. Limit of Quantification) — granica odredivanja

MEEKC (engl. Microemulsion Electrokinetic Chromatography) — mikroemulzijska
elektrokineticka kromatografija

MEKC (engl. Micellar Electrokinetic Capillary Chromatography) — micelarna
elektrokineticka kromatografija

MS (engl. Mass Spectrometry) — masena spektrometrija

MS/MS - tandemska masena spektrometrija

NACE (engl. Nonaqueous Capillary Electrophoresis) — nevodena kapilarna elektroforeza

NMR (engl. Nuclear Magnetic Resonance) — nuklearna magnetska rezonancija
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Ph. Eur. (engl. European Pharmacopoeia) — Europska farmakopeja

SDS (engl. Sodium Dodecyl Sulphate) — natrijev dodecilsulfat

SPE (engl. Solid-Phase Extraction) — ekstrakcija na ¢vrstoj fazi

TLC (engl. Thin-Layer Chromatography) — tankoslojna kromatografija

UPLC (engl. Ultra Performance Liquid Chromatography) — tekucinska kromatografija

ultravisoke djelotvornosti
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Organizacija  javnozdravstvenih  projekata Sekcije farmaceuta juniora Hrvatskog
farmaceutskog drustva (Dan dijabetesa 2014 i 2015; Europski dan svjesnosti o antibioticima
2014 i 2015; Dan ljekarni 2015; Svjetski dan KOPB-a 2015; Svjetski dan astme 2016)
Organizacijski i znanstveni odbor Simpozija studenata farmacije i medicinske biokemije
FARMBES (2012, 2013, 2014, 2015, 2016)

Popularizacija znanosti (Festival znanosti 2010, 2012, 2013, 2015, 2016)

76



