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1. UvOoD

U posljednjih desetak godina u svijetu se povecala proizvodnja i potroSnja dodataka prehrani,
posebice onih oznacenih kao biljni pripravci. KoriStenje biljnih pripravaka je povezano s
razli¢itim spojevima biljnog podrijetla za koje je poznat fizioloski ucinak na ljude, ukljucujuci
vitamine, minerale, hranjive sastojke, kao i razne bioloski aktivne tvari (Rocha i sur., 2016).
Zbog svog prirodnog podrijetla i nize cijene, biljni pripravci se sve vise koriste kao dodaci
prehrani, homeopatski pripravci, alternativa uobicajeno propisanim lijekovima te kod
proizvodnje kozmetickih proizvoda, biocida ili ekstrakata spojeva za farmaceutsku industriju.
Biljni pripravci primjenjivali su se od davnina, narocito u Indiji i Kini, dok u odredenim drzavama

nije dozvoljeno njihovo koristenje (Vaclavik i sur., 2014).

Bududi da se s pravnog aspekta biljni pripravci smatraju hranom, kako u Europskoj uniji (EU),
tako i u Sjedinjenim Americkim DrZzavama, prema Direktivi 2002/46 / EC i Zakonu o zdravlju i
obrazovanju o dodacima prehrani, njihovo stavljanje na trziSte nije zahtijevalo procjenu
sigurnosti prije same komercijalizacije (Rocha i sur., 2016). No, razlicita istrazivanja su ukazala
na prisutnost neovlastenog dodavania lijekova ili njihovih analoga (farmaceutski aktivnih tvari)
Sto znacajno utjece na sigurnost hrane i ima izravne ucinke na zdravlje. Razvojem tehnologije,
kao i osjetljivih i specificnih analitickih tehnika poput spektrometrije masa, u posljednjem
desetljecu objavljeno je mnogo znanstvenih radova koji opisuju razvoj i primjenu spomenute

tehnike u pracenju kvalitete biljnih pripravaka.

Cilj ovog zavrsnog rada bio je poblize opisati samu metodu spektrometrije masa (MS), kao i
temeljem pretraZivanja dostupne znanstvene literature istaknuti njenu primjenu u analizi biljnih

pripravaka s ciljem pronalaska ilegalnih farmaceutski aktivnih tvari.



2. TEORIJSKI DIO

2.1. Zakonske regulative tradicionalnih biljnih lijekova i pripravaka

Sve vecom potrosnjom dodataka prehrani biljnog podrijetla, na vaznosti dobiva sigurnost ovih
proizvoda, radi Cega je osnovana regulatorna agencija fokusirana iskljucivo na biljne proizvode,
njihovu kvalitetu, koli¢inu unosa, proizvodnju i etiketiranje. Osim navedenog, rad agencije
ukljucuje i pracenje tehnickih zahtjeva i osiguravanje sigurnih sastojaka vezano za koli¢inu
aditiva i kontaminanata (Vaclavik i sur., 2014). Jedna od najbitnijih direktiva Europske agencije
za sigurnost hrane, 2002/46/EC, definira dodatke prehrani i dopustene vitamine i minerale,
biljnog ili fungalnog podrijetla te one dobivenih od algi (Vaclavik i sur., 2014).

Slijedeci europske regulative, i u Republici Hrvatskoj je 2007. godine izdan Zakon o lijekovima
koji jasno definirana razliku izmedu biljnih pripravaka i biljnog lijeka. Naime, biljni pripravci su
pripravci dobiveni razli¢itim postupcima iz biljnih tvari (usitnjavanje, ekstrakcija, fermentacija,
destilacija, procis¢avanje, ukoncentriravanje) te obuhvacaju usitnjene ili praskaste biljne tvari,
tinkture, ekstrakte, esencijalna ulja, istisnute sokove i preradene izlucine biljaka (Zakon o
lijekovima, 2007). Biljni lijek jest lijek koji kao djelatne tvari sadrZi iskljucivo jednu ili viSe tvari
bilijnog podrijetla ili jedan ili viSe biljnih pripravaka, ili jednu ili vise biljnih tvari u kombinaciji s
jednim ili viSe biljnih pripravaka (Zakon o lijekovima, 2007).

Nadalje, prema Clanku 19. Zakona o lijekovima tradicionalni biljni lijek mora ispunjavati

sljedeée uvijete:

1) indikacije su prikladne iskljucivo za tradicionalne biljne lijekove, koji se zbog svog sastava i

namjene primjenjuju bez nadzora lijecnika,

2) namijenjeni su iskljucivo za primjenu u skladu s nazna¢enom jacinom i doziranjem,

3) namijenjeni su za vanjsku ili peroralnu primjenu ili za inhaliranje,

4) razdoblje tradicionalne uporabe je u skladu sa stavkom 2. podstavkom 1. ovoga €lanka,

5) postoji dovoljno podataka o tradicionalnoj uporabi lijeka, osobito dokaza o sigurnosti
primjene lijeka u naznacenim uvjetima primjene i dokaza da je djelotvornost lijeka vijerojatna

na temelju dugotrajne primjene i iskustva.

Tradicionalni biljni lijekovi mogu sadrzavati i vitamine i minerale, dobro poznate sigurnosti

primjene, Cije djelovanje potpomaze djelovanju sadrzanih biljnih djelatnih tvari s obzirom na



naznacenu indikaciju (Zakon o lijekovima, 2007). Bitno je istaknuti da sama kategorizacija
proizvoda biljnog podrijetla odreduje razinu kontrole istog.

2.2. Dodavanje farmaceutskih tvari u biljne pripravke ili dodatke prehrani

KoriStenje nekontroliranih biljnih pripravaka ili dodataka prehrani moze imati Stetne posljedice,
pogotovo ako su izmijenjeni, kontaminirani ili pogreSno brendirani, pri emu negativno utjecu
na zdravlju potrosaca. Naime, kontaminacija biljnim toksinima, pesticidima ili mikotoksinima
moZe izazvati razne alergijske reakcije i nuspojave (Vaclavik i sur., 2014). Osim navedenog, u
preparate se u razliitim fazama proizvodnje mogu dodati sintetske farmaceutski aktivne tvari

(jedna ili viSe njih) radi prikrivanja nuspojava ili pojacanja ucinka neke od komponenata.

Takvi proizvodi Cesto se reklamiraju u medijima kao Sto su televizija i internet oglasi, a najéesce
ukljucuju pripravke za mrsavljenje (Carvalho i sur., 2011), artritis, hipertenziju, lijekove za
erektilnu disfunkciju, ili se pak odnose na razne pripravke za sportase (Vaclavik i sur., 2014).
Ukoliko se radi o prisutnosti nedopustenih tvari u sportu, tj. kod dodataka prehrani koji su
modificirani stimulansima i anabolickim androgenim steroidima, profesionalni sportasi mogu

biti optuZeni za krSenje antidopinskih pravila radi pozitivnog doping testa (Geyer i sur., 2008).

U pripravke za mrsavljenje Cesto se dodaju anoreksici i benzodiazepini koji umanjuju simptome
depresije i stalne promjene raspolozenja, a ukljuCuju fenfluramin, sibutramin, fenolftalein i
orlistat (Lai i sur., 2007). U pripravcima za mrSavljenje je, uz ve¢ spomenute fenolftalein i

sibutramin, pronaden i hipoglikemicni farmaceutik metformin (Vaclavik i sur., 2014).

Hipoglikemic¢ne tvari takoder se mogu pronaci u biljnim pripravcima koji se uzimaju radi
kontrole krvnog Secera ili lijeCenja dijabetesa, a najcesée se koriste gilbenklamid, rosiglitazon
i metformin (Wu i sur., 2012), dok se za odrzavanje optimalnog krvnog tlaka u biljne pripravke
ilegalno dodaju amlodipin, indapamid, valsartan, klonidin i hidroklorotiazid (Haneef i sur.,
2014).

Inhibitori fosfodiesteraze tipa 5 (PDE-5), sildenafil, tadalafil i vardenafil, nalaze se na popisu
odobrenih farmaceutika koji se ilegalno dodaju u biljne preparate za erektilnu disfunkciju, dok
se uz njih dodaju i njihovi ilegalni analozi. Biljni preparati za erektilnu disfunkciju se Cesto
testiraju kako bi se izbjegla prisutnost neregistriranih tvari koji se sintetiziraju kao modifikacije
odobrenih PDE-5 inhibitora, uz manje strukturne izmjene. Vjerojatnost Stetnih posljedica
konzumiranja neodobrenih PDE-5 inhibitora u nepoznatim koli¢inama raste zbog toga jer nema

dovoljno podataka o djelotvornosti i sigurnosti takvih preparata (Venhuis i sur., 2014).



2.3. Metode detekcije ilegalnih farmaceutski aktivnih tvari u biljnim
pripravcima

Kako bi se zastitili potrosaci biljnih pripravaka i dodataka prehrani, razvijene su analiticke
metode koje omogucuju kontrolu kvalitete ovih proizvoda, kao i detekciju ilegalnih i
neodobrenih farmaceutika u navedenim proizvodima. U analitici neodobrenih sastojaka koriste
se tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High-performance liquid
chromatography , HPLC), vezani sustavi tekucinska kromatografija-spektrometrija masa (engl.
Liguid chromatography—-mass spectrometry, LC-MS) i/ili plinska kromatografija-spektrometrija
masa (engl. Gas chromatography—-mass spectrometry, GC-MS), kao i u novije vrijeme tehnika
injektiranja u protok u kombinaciji sa spektrometrijom masa (engl. Flow injction-mass
spectrometry, FI-MS). Od navedenog, najCeS¢e se koristi sustav LC-MS (Slika 1.) jer
omogucuje Siroki spektar razdvajanja, detekcije i identifikacije polarnih i nepolarnih molekula
razliCitih masa (npr. peptidi, proteini, polimeri, lijekovi...), kao i termicki nestabilnih molekula
(Vaclavik i sur.,2014).
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Slika 1. Postupak analize tehnikom LC-MS (prema Pezzatti i sur., 2019).

2.3.1. Tekucinska kromatografija

Tekucinska kromatografija je metoda razdvajanja sastojaka smjese ovisno o njihovoj raspodieli
izmedu dviju faza od kojih je nepokretna (stacionarna) kruta, a druga pokretna (mobilna)



tekuéa. Kemijske interakcija izmedu tvari koja se analizira i stacionarne faze uzrokuju
zadrzavanje tvari na stacionarnoj fazi, a time i zaostajanje jedne komponente za ostalim
komponentama Sto u konacnici omogucuje razdvajanje pojedinih komponenata smjese. Tvari
koje su jaCe zadrzane na stacionarnoj fazi eluiraju se kasnije od onih slabije vezanih, pri ¢emu
dolazi do poveCavanja razmaka izmedu kromatografskih pikova pojedinih komponenata
smjese, ali i Sirenja pikova (Slika 2.).

Stacionarna faza razlikuje se ovisno o vrsti tekucinske kromatografije. U slucaju kromatografije
obrnutih faza (engl. Reverse phase, RP) koja se opcenito najcesce primjenjuje, kao stacionarna
faza koristi se nepolarni anorganski materijal silika-gel s vezanim lancima n-oktadecila (C18)
(Begi¢, 2018). Mobilna faza je u vecini slu¢ajeva smjesa dvaju otapala, ili pufera i otapala te,
ako je sastav mobilne faze konstantan, govorimo o izokratnoj eluaciji. U slucaju promjene

sastava mobilne faze s vremenom, rijeC je o gradijentnoj eluaciji (Begi¢, 2018).

Rezultat kromatografskog postupka prikazuje se kromatogramom (Slika 2.). Kromatogrami su
ispisi funkcije koncentracije analita u ovisnosti o vremenu ili volumenu eluiranja. Usporedbom
sa standardom, na vremenskoj osi mozemo identificirati uzorak temeljem vremena zadrzavanija
(retencijskog vremena) dok iz povrsSine pika odredujemo koli¢inu pojedine komponente uzorka
(Cindri¢ i sur., 2009).
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Slika 2. Primjer kromatograma. Komponente 1, 2 i 3 su eluirane pri razli¢itim retencijskim
vremenima, ovisno o njihovom afinitetu za stacionarnu fazu (National High Magnetic Field
Laboratory, 2021).

Iz kromatograma se takoder mogu odrediti vazne kromatografske veli¢ine kao Sto su faktori

zadrzavanja i razdvajanja, broj teorijskih tavana i razlucivanje.



2.3.1.1. Faktor zadrzavanja i faktor razdvajanja

Faktor zadrzavanja ukazuje koliko dugo se spoj zadrzao na koloni u odnosu na nezadrzanu
komponentu koja ne ostvaruje interakcije s nepokretnom fazom. Oznacava se s ki jednadzbom

ke ="E=M, pri temu t; oznalava vrijeme zadrzavanja analita, a t, vrijeme zadrzavanja
M
pokretne faze (Cindri¢ i sur., 2009).

Odjeljivanje komponenata uzorka je moguce samo ako one imaju razli¢itu brzinu prolaska kroz
kromatografsku kolonu. Faktor razdvajanja odreduje razinu selektivnosti kromatografskog
sustava, a ovisi o interakciji analita i stacionarne faze (Slika 3.) . Definira se kao a4 /. = k,/ki =
tr,/tr,, Pri Cemu su tg i tg, prilagodena vremena zadrzavanja analita 1 i 2, a k;i k, faktori

zadrzavanja analita 1 i 2 (Cindri¢ i sur., 2009).
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Slika 3. Odnos prilagodenih vremena zadrzavanja analita 1 i 2. t,, oznacava prilagodeno

vrijeme zadrzavanja mobilne faze (Peters, 2014).

2.3.1.2. Broj teorijskih tavana

Broj teorijskih tavana oznacava se s N i predstavlja broj uspostavljenih ravnoteza izmedu
mobilne i stacionarne faze pri ¢emu je efikasnost kolone veca sto je veci broj teorijskih tavana.
Definira se jednadzbom N = 16(t; / w,)? gdje je w, Sirina pika osnovice (Slika 4.) (Cindri¢ i
sur., 2009).
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Slika 4. Racunanije teorijskih tavana, N (Stauffer i sur., 2008).
2.3.1.3. Razlucivanje

Razlucivanje je mjera kojom se izrazava sposobnost odjeljivanja dva analita na koloni i ovisi o
faktoru zadrzavanja, razdvajanja i broju teorijskin tavana te se definira kao Rg =
2(tg, — tr,)/(Wp, +wyp,) iliR = 0.25(N)Y2[(a — 1) / allk, / (k, + 1)] (Slika 5.) (Cindri¢ i sur.,
2009).
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tRZ 1 I
g - tg, 1 |
I I I
() 1 * I
o 1 -
© | . | 1 ol
S tm =, | i
v | I
1 I I
I I I
1 Wbl . " sz -
—+ . ° I

Vriileme
Slika 5. Odjeljivanje dva susjedna pika (Dunnivant, 2017)

2.3.1.4. Tekucinski kromatograf

Sustav za tekucinsku kromatografiju naziva se tekucinski kromatograf te se sastoji od sustava
za dobavu mobilne faze, injekcijskog sustava, kucista za kolonu i detektora (Slika 6.). Sustav
za dobavu mobilne faze sadrZi odzraciva¢ mobilnih faza, binarnu ili kvarternu pumpu, regulator

tlaka u sustavu i dinamicku ili staticku mijesalicu. Injekcijski sustav sastoji se od injekcijskog
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ventila, automatskog uzorkivaca (engl. autosampler), injekcijske igle i graduirane injekcije ili
pumpe te kapilare odredenog volumena. Detektori mjere prisutnost pojedine komponente pri
izlazu iz kolone temeljem promijene fizikalnih veli¢ina ili specifi¢nih svojstava efluenta te ih
prevodi u elektri¢ni signal. NajceSce se koriste detektori apsorpcije UV/VIS zraCenja, detektor
indeksa loma, fluorescentnih zraka ili detektor elektricne vodljivosti, kao i spektrometar masa
(Cindric i sur., 2009).

-_—
A..___-
(I l Uzorale Sakupljac
frakcija
Pumpa |- | Injektor _)|I:I|_) Detektor

Kolona
Mobilna _ l
faza (stacionarna faza) mm
-
Otpad Analiza
podataka

Slika 6. Shematski prikaz tekuéinskog kromatografa (Labster Theory, 2021).

Direktno spajanje tekuéinskog kromatografa sa spektrometrom masa moguée je uz odabir
odgovarajuéeg pufera, organskih otapala i protoka, kao i izvora ionizacije te analizatora masa;
kvadrupola (engl. Quadrupole, Q), trostrukog kvadrupola (engl. Triple quadrupole, QQqQ),
analizatora vremena leta (engl. 7ime-of-Flight, TOF) ili orbitrap (engl. Orbitrap) tehnologije
(Begi¢, 2018).

2.3.2, Spektrometrija masa

Spektrometrija masa je analiticka metoda za razdvajanje ioniziranih molekula na osnovu razlike
omjera mase i naboja (/m/2). Osnovni dijelovi spektrometra masa su izvor ionizacije, analizator

masa i detektor (Begi¢, 2018) (Slika 7.). Rezultat analize je spektar masa; dvodimenzionalni



prikaz intenziteta signala (na ordinati) u odnosu na omjer m/z (na apscisi). Spektrometrija

masa najcesce se koristi za odredivanje tocne mase molekula te identifikaciju i kvantifikaciju.

Spektar masa moguce je snimiti na dva nacina, kontinuirano i centroidno. Kontinuiranim
nacinom postize se stvarna spektrometrijska Sirina pika Sto generira viSe podataka pri cemu
racunalni sustav postaje znacajno zaguSen. Centroidni prikaz spektra masa daje prosjecne

mase pikova u obliku stupaca te se najc¢esce koristi u rutinskim analizama (Cindri¢ i sur., 2009).

ionizacija razdvajanje prema m/z detekcija
. —+ >
ol — |—
5 et —
peptidi
. . detektor
izvor iona: ESI, MALDI analizator mase: TOF, Q, Orbitrap

| I N

miz"

Slika 7. Prikaz postupka spektrometrije masa (Agnetti i sur., 2016).

Spektrometar masa karakteriziraju tehnicki parametri: razlucivanje, tocnost mjerenja masa,
podruéje mjerenja masa, osjetljivost, granica detekcije i brzina snimanja spektra, a definirani

su odabirom analizatora masa.

2.3.2.1. Razlucivanje

Razlucivanje je sposobnost odvajanja iona slicnih masa te se definira jednadzbom R = % gdje

je Rrazlucivanje, m prosje¢na molekulska masa kod vrha maseong pika i 4/m raspon masa kod

polovice njegove visine (Slika 8.) (Cindri¢ i sur., 2009).
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8
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499480 489495 500.00 200.05 500.10 50015 m/z
Slika 8. Prikaz masenog pika (UCDAVIS Fiehn Lab,2016).
2.3.2.2. Tocnost mjerenja masa

Tocnost mjerenja masa je sposobnost spektrometra masa da odredi molekulsku masu sto blize

pravoj (izotopnoj) masi (Slika 9.), a izrazava se u ppm. Definirana je kao ppm = 10°Ampeng /

Mmjerenas Pr C€MU j& Amyym, razlika izraCunate i izmjerene molekulske mase (Cindric i sur.,

2009).
A ) Prosjecna
TocCna masa ~A ‘//(eksperimentalna) masa
L
- (I ,
Joi ——p- 44— Preciznost
IS

TocCnost mjerenja

m/z

Slika 9. Toc¢nost izmjerene mase u odnosu na teoretsku (Brenton i sur., 2010).
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2.3.2.3. Podrucje mjerenja masa

Podrucje mjerenja masa je razlika gornje i donje granice m/z koje se mijeri odredenim
spektrometrom masa. Definirano je pomocu Amyegrucja = Mgornja granica — Mdonja granicar
gdje je Myornja granica NAVECA, @ Myonja granica NAJMaNja moguca izmjerena masa. Podrucje
mjerenja mase ovisi o vrsti molekula koje se analiziraju, tj. vrijednosti 7/znjihovih molekulskih
iona i iona fragmenata (Cindri¢ i sur., 2009).

2.3.2.4. Osjetljivost

Osijetljivost je osobina detektora, tocnije njegovog odziva prilikom analize odredene koli¢ine
analita (Slika 10.). Definira se kao S,,,, = Amasa-struja / (GMuzorka), Pri C€MU j€& Aspasa—struja
povrsina ispod masenog pika izmjerena u vremenu, a iskazuje se u kulonima; Godziv detektora

iona; dok je my,orke Masa analita u pg (Cindric i sur., 2009).

Signal

Koncentracija [mg/L]
Slika 10. Osjetljivost detektora je nagib linearnog dijela grafa (Hach, 2017).

2.3.2.5. Granica detekcije

Granica detekcije predstavlja najmanju koli¢inu uzroka koja se moze odrediti kvalitativno, pri

¢emu se izmjereni napon singla za uzorak racuna kao Vi, jereni > Vosnovne tinije + 300snovne tinije
gdje j& Vosnovne 1inije ProsjeCni napon u odredenom vremenu i 0,snovne 1inije Standardna

devijacija napona osnovne linije u istom vremenu (Cindri¢ i sur., 2009).
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2.3.2.6. Brzina snimanja spektara

Brzina snimanja spektara (engl. scan speed) je brzina snimanja zadanih masa u masenim
jedinicama po sekundi (Slika 11.). Definirana je s ®, = (dm /dt), pri ¢emu dm oznacava
raspon masa a df vrijeme snimanja tog raspona. Maksimum svakog masenog pika predstavlja

izmjerenu struju iona (Cindri¢ i sur., 2009).

110000
2

90000
2 70000
©
=
>0
= 50000
S @
%

10000

1 3 5 7 9 11

Brzina snimanja/Hz

Slika 11. Razlucivanje u ovisnosti o brzini snimanja spektra za analizatore TOF (crvena

linija) i orbitrap (plava linija) (Alelyunas i sur., 2013).

2.3.3. Ionizacija u spregnutom sustavu LC-MS

Da bi se mogle analizirati spektrometrom masa, molekule uzorka se najprije ioniziraju pri ¢emu
se uzorak moze uvesti direktno u spektrometar masa ili razdvojen na komponente primjenom
npr. tekucéinske kromatografije. U spregnutom sustavu LC-MS najcesée se koristi ionizacija
elektrorasprsivanjem, ESI (engl. Electrospray ionization), koja sluzi kao meduspoj, a

kompatibilna je sa svim analizatorima masa (Begi¢, 2018).

2.3.3.1. Ionizacija elektrorasprsivanjem (ESI)

Ionizacija elektrorasprSenjem moze biti pozitivna i negativna, a odvija se pri atmosferskom
tlaku u struji dusika pri ¢emu je temperatura visa od 100 °C. Na pocetku ionizacije pokretna
faza i analit uvode se u ionizator kapilarom koja je ujedno i elektroda visokog napona (2-5 kV)
te se na njenom vrhu oblikuje maglica sacinjena od kapljica otapala i dijelom uparenog otapala.
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Kolektorska elektroda priviaci nabijene kapljice, daju¢i im dodatno ubrzanje. Kapljice postaju
sve manje djelovanjem elektricnog potencijala, dusika i temperature te ioni izlaze na njihove
povrsine. Djelovanjem odbojnih kulonskih sila, koje su vece od onih napetosti povrsine, kapljice
se otparavaju ili razbijaju na sitnije kapljice (Slika 12.). Ioni uzorka oko sebe imaju polje
uparenog otapala te se uvode u visoki vakuum i analizator masa (Cindric¢ i sur., 2009).

Nabijene
. Molekule analita ~ 1SParavanje Kulonova molekule
Mlaznica otapala fizija analita

™ Te T

+ L]
) AR YN

+ @t
++f+ /’:@++ _I
4 Nabijena
l kapljica
Visoki napon
+ve —ve

Slika 12. Shematski prikaz ionizacije elektrorasprsivanjem (Banerjee i sur., 2012.).

2.3.4. Analizatori u spregnutom sustavu LC-MS

Analizator masa je komponenta u kojoj dolazi do razdvajanja na temelju omjera mase i naboja,
my/z. Za razliCite analizatore koriste se razliciti ionizacijski izvori i detektori (Cindri¢ i sur., 2009).

Najcesci analizatori su kvadrupol, trostruki kvadrupol, obitrap i analizator vremena leta.

2.3.4.1. Kvadrupol

Kvadrupol je Cesto koriSten analizator koji se sastoji od Cetiri metalna Stapica rasporedena u
dva okomito poloZena para pri ¢emu je jedan par spojen na konstantni napon i promjenjivu
radiofrekvenciju dok drugi ima napon i radiofrekvenciju suprotne polarnosti (Slika 13.). Ovisno
o struji koja je koristena u sustavu, ioni razlicitih vrijednosti 777/zmogu zadrzati stabilnu putanju
i prodi kroz analizator ili postaju neutralne molekule ako dodirnu elektrodu i ne detektiraju se
(Cindric i sur., 2009).
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Stapidi kvadrupola

Prema
detektoru

Izlazni otvor

Ioni Ioni koji se
detetktiraju
Ulazni otvor Ioni koji se ne
detektiraju
Slika 13. Shematski prikaz kvadrupola (Paul J. Gates, 2014).
2.3.4.2, Trostruki kvadrupol (QqQ)

Trostruki kvadrupol je tandem spektrometrije masa koji se sastoji od dva kvadrupola Q izmedu
kojih se nalazi kvadrupol radio-frekvencije, q koji djeluje kao kolizijska Celija (dolazi do
fragmentacije iona uslijed sudara s kolizijskim plinom). Trostruki kvadrupol radi na istom
principu kao i jednostruki kvadrupol. Q i Q su takoder gradeni od Cetiri paralelna metalna
Stapica te su kontrolirani istosmjernom strujom (dc) i radiofrekvencijskim potencijalom (rf) dok
je q podreden samo radiofrekvencijskom potencijalu (Slika 14.). Kod nekih analizatora je q
zamijenjen heksapolom ili oktopolom kako bi se poboljSala efikasnost. Prednosti trostrukog
kvadrupola su jednostavno upravljanje, niska cijena i visoka efikasnost ¢ak i prilikom analize
malih molekula (Yost i Enke, 1979).

Kvadrupol 2
I_zvor Kvadrupol 1 kolizijska celija Kvadrupol 3

lona filter filter

Detektor
q
Uzorak 1
2T ) = —
o - Selekcija -

Ionizacija  Selekcija iona Tonska fragmentiranih Detekcija

prekursora fragmentacija iona

Slika 14. Princip rada trostrukog kvadrupola spektroskopije masa (QQQ-MS) (Yost i Enke,

1979).
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2.3.4.3. Orbitrap

Orbitrap je analizator masa koji se sastoji od vanjske elektrode i unutarnje vretenaste elektrode
koja zarobljava elektrone u orbitalnom kretanju oko vretena (Slika 15.). Struja zarobljenih
elektrona je detektirana i pretvorena u spektar masa Fourierovim transformacijama
frekvencijskog signala. Ioni su zarobljeni zbog elektrostatskih privlacenja koja ostvaruju s
unutarnjom elektrodom; kruze oko nje u elipticnim putanjama, a takoder se pomicu i naprijed-
natrag po osi elektrode te u konacnici njihovo kretanje u prostoru sli¢i zavojnicama. Vanjska
elektroda je na svojem kraju podijeljena na dva simetri¢na senzora spojena na diferencijsko

pojacalo gdje se detektiraju ionski prsteni (Duavi i sur., 2017).

m/z .
Vanjska elektroda

Unutarnja
elektroda

Slika 15. Shematski prikaz orbitrapa i kretanja iona u obliku zavojnice (Duavi i sur., 2017).

2.3.4.4. Analizator vremena leta (TOF)

Analizator vremena leta (engl. 7ime of flight, TOF) analizira ione na temelju razli¢itih brzina
kretanja, ovisnim o masama iona. Ioni manje mase dostizu vece brzine od iona ve¢e mase.
Analizator otpusta skupljene ione te se mjeri vrijeme leta do detektora koje u prosjeku iznosi
5-100 ps. Ioni se razdvajaju prema brzinama kojim stizu na detektor u razli¢itim vremenima.
TOF moze imati i ionsko ogledalo te tako omoguditi ionima istih masa, ali razliCitih kinetickih
energija, istovremeni dolazak na detektor (Slika 16). Obi¢no se hibridiziraju s kvadrupolnim
analizatorima u tandemnoj (MS/MS) analizi (Cindri¢ i sur., 2009). Mana im je uski dinamicki
raspon zbog cega je npr. kod analize biljnog preparata za lijeCenje hipertenzije, dobiveno
nekoliko nepoznatih pikova za koje se sumnjalo da pripadaju amplodipinu, indapamidu i
valsartanu. Prisutnost navedenih tvari dodatno je potvrdena koriste¢i sustav LC-MS u
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kombinaciji s ekstrakcijom na Cvrstoj fazi, SPE (engl. Solid phase extraction) i nuklearnom
magnetskom rezonancijom (engl. Nuclear magnetic resonance, NMR) (Kesting i sur., 2010).

Primarni ioni
Ionsko Cijev za let iona
ogledalo =1
g o o
/~ . .
Sekundarni <||| s i < =
ioni A
Detektor /
Ionsko
ogledalo
' Y Analiza
podataka

Slika 16. Shematski prikaz analizatora vremena leta (Johansson, 2013).
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3. PRIMIENA SUSTAVA LC-MS ZA ANALIZU ILEGALNIH TVARI U BILJNIM
PRIPRAVCIMA

Porastom broja ilegalnih tvari koje se dodaju u biljne pripravke, njihova detekcija je postala
izazov. Zbog iznimno slozenih matrica biljnih pripravaka, analiticki postupci mogu biti
dugotrajni i rezultirati lazno pozitivnim rezultatima. Takoder, rutinske analiticke metode koje
se standardno koriste u analizi farmaceutski aktivnih tvari imaju svoja ograni¢enja jer ne
omogucavaju detekciju nepoznatih tvari (koje nisu sastavni dio lijekova). Stoga je potrebno
razviti robusne, visokoprotocne, osjetljive i pouzdane metode za odredivanje nezakonitih tvari
u biljnim lijekovima i dodatcima prehrani. Navedeno je moguce posti¢i primjenom
automatiziranog sustava (U)HPLC-(HR)MS.

Sustav LC-HRMS koristi se za detekciju i kvantifikaciju farmaceutika u biljnim dodacima
prehrani pri ¢emu se dobiveni spektri masa koriste za pretrazivanje spektralnih knjiznica ili
baza podataka kako bi se pronasla nepoznata komponenta u uzorku. Osim navedenog,
predefiniranom listom omogucen je probir analita koja sadrZi veliki broj ciljanih komponenata,
tj. njihove vrijednosti my/z pri ¢emu se najviSe paznje mora posvetiti granici detekcije koja
odgovara spojevima od interesa, kako se ne bi dobili lazni pozitivni ili negativni rezultati
(Kaufmann i sur., 2013). Takoder se prilazu i podaci o izmjerenoj to¢noj masi tvari, kao i
retencijsko vrijeme. Do sada nije razvijena jedinstvena metoda koja bi automatski objedinila

ciljanu i neciljanu analizu ilegalnih farmaceutika i njihovih derivata (Vaclavik i sur., 2014).

Takoder se kao jedna od metoda probira i identifikacije anaboli¢kih steroida u dodacima
prehrani, moze koristiti bioafinitetna spektrometrija masa. Temelji se na inhibiciji vezanja
oznacenog izotopom oznacenog 17B-testosterona-d; na rekombinantni globulin koji veze
ljudski spolni hormon, imobiliziran na paramagnetskim mikrokuglicama koje sadrze dizajnirane
steroide. Smanjena koncentracija stabilnog izotopa je analizirana sustavom UHPLC-MS/MS
nakon izolacije bioafinitetnom tehnikom, a steroidi identificirani sustavom cip- UHPLC-QQTOF
MS. Istim principom, koristen je rekombinatni receptor a za vezanje humanog estrogena i
tamoksifen za vezanje i oznacavanje prilikom identifikacije estrogena u dodacima prehrani
(Aqai i sur., 2013).

Sto se tice samog postupka analize ilegalnih tvari iz biljnih pripravaka, na Slici 17. prikazan je
koncept analize 98 ilegalnih tvari razli¢itih skupina spojeva (kanabinoidi, nesteroidni
protuupalni lijekovi, lijekovi za smanjivanje tezine te psihotropne tvari), a sastoji se od
homogenizacije biljnih preparata, ekstrakcije, analize UHPLC-MS te interpretacije rezultata
(Hong i sur., 2019).
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Sample LLE UHPLC BPC
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Usitnjavanje Selektivna Detekcija
uzorka ekstrakcija osjetljivosti
Potvrda strukture:
1. Podudaranje retencijskog ECIC Interpretacija
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2. Tocno mjerenje mase NLS / ST(e trE_l
3. Tolerancija razlike prema strukturnim
izmjerene mase S karakteristikama

4. MS/MS spektar
Probir

Slika 17. Postupak analize ilegalnih tvari razli¢itih skupina spojeva. ECIC oznacava
ekstrahirani ionski kromatogram, a NLS neutralni gubitak. Potvrda strukture omogucena je
usporedbom retencijskog vremena, tocnim mjerenjem mase te potvrdom iona produkata
(Hong i sur., 2019).

Ponekad je za odredivanje strukture nepoznate sintetske krivotvorine u biljnim pripravcima i
dodacima prehrani potrebno koristiti nekoliko analitickih tehnika, kao Sto su npr. u slucaju
identifikacije analoga sibutramina i PDE-5 inhibitora koristene tehnike UV, MS i NMR, a dobiveni
rezultati usporedeni su s poznatim farmaceuticima i njihovim analozima. Bitno je istaknuti da

je za nedvojbenu potvrdu pozitivnih rezultata u konacnici potrebno koristiti standarde.

3.1. Priprema uzorka

Pravilna priprema uzorka ovisi o slozenosti i prirodi matriksa uzorka, obliku doziranja i
osjetljivosti analiticke metode. Za ekstrakciju ilegalnih komponenata iz homogeniziranih
tableta, sadrzaja kapsula ili praha koriste se organska otapala (metanol, aceton) koja se
mijeSaju s vodom. Tekuéi uzorci razrieduju se otapalima tijekom nekoliko medukoraka koji
ukljucuju centrifugiranje, filtraciju i dodatna razrjedenja. Ako dodatna prociS¢avanja nisu
potrebna, uglavhom se upotrebljava ekstrakcija, povremeno i centrifugiranje tako da postupak

pripreme uzorka ,razrijedi i unesi* obicno traje od 10 do 35 min (Liang i sur., 2006).

Osim u sadrzaju kapsula, ilegalne komponente pripravaka mogu biti prisutne i u ljuskama

kapsula. Na primjer, pronadeni su tragovi rosiglitazona u ljuskama kapsula anti-dijabetickog
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biljnog pripravka (Pang i sur., 2009) dok u sadrzaju kapsule navedeni spoj nije bio detektiran,
kao ni prisutnost PDE-5 inhibitora tadalafila u ljuskama kapsula pripravaka za erektilnu
disfunkciju (Lanzarotta i sur., 2012). Ugradnja navedenih spojeva u ljuske kapsula provedena
je kako krivotvorene komponente ne bi bile otkrivene uobicajenim analitickim postupcima. Radi
navedenog, potrebno je analizirati cjelokupni proizvod, ljusku kapsule i njen sadrzaj.
Homogenizacija cijele kapsule ili soft-gela se odvija u prisustvu tekuceg dusika, nakon cega se
provodi ekstrakcija krivotvorina gore spomenutim postupkom.

3.2. Analiticke strategije za otkrivanje ilegalnih tvari u biljnim pripravcima

3.2.1. Odabir analizatora masa

Obzirom da analizator masa definira osjetljivost, rezoluciju i raspon masa u analitickim
metodama, odabir analizatora vrlo je vazan za identifikaciju spojeva u slozenim matricama
uzoraka, kao i njihovu kvantifikaciju s to¢noScu i pouzdanos¢u. Upotreba analizatora masa
poput TOF-a i orbitrapa osigurava visoku osjetljivost, tocnost mjerenja mase te selektivnost,
posebice mjerenja ekstrakcijom ionskih kromatograma analita u uskom rasponu masa. Tako
je npr. selektivnost LC-TOF sustava za sildenafil, tadalafil i vardenafil je povecana pra¢enjem
ekstrahiranih ionskih kromatograma za protonirane molekule (pozitivno nabijene ione) i
istaknute fragmentirane ione. Prilikom fragmentacije svih iona moze doéi do potvrde laznih
pozitivnih i negativnih rezultata zbog toga jer neki detektirani fragmenti mogu potjecati od

sueluiranih komponenata matriksa (Kesting i sur., 2010).

Hibridni sustavi HRMS kao Sto su QqTOF i kvadrupol-orbitrap daju pouzdanije rezultate
identifikacije i potvrde analita u odnosu na TOF MS radi moguénosti fragmentacije unaprijed
odabranih iona, kao i vece tocnosti mjerenja mase i snage razlucivanja. Tako je npr. kvadrupol-
ortbitrap spojen s instrumentom UHPLC koristenim za separaciju analita kako bi se istovremeno
odredilo 96 razli¢itih farmaceutika, toksina biljaka i sekundarnih metabolita biljnih dodataka
prehrani. Podatkovno-ovisna analiza (engl. Data dependent analysis, DDA) omogucila je
istovremeno snimanje cijelog spektra masa visoke rezolucije, kao i spektra masa iona produkta
Sto je omogucilo detekciju, kvantifikaciju i potvrdu ciljanog analita. Kolizijska energija
optimizirana je za svaki od analita kako bi se dobio tandemni spektar masa dovoljno visokog
intenziteta iona prekursora, kao i za Sto je viSe moguée njegovih iona produkata. (Vaclavik i
sur., 2014).
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Analizator masa QqQ-LIT (engl. Linear ion trap, LIT) razdvaja uzorak na temelju sub-strukture
pri ¢emu nastaju karakteristi¢ni ioni produkti. Kod analize iona analoga inhibitora PDE-5,
koriSteni su fragmenti iona Sesnaest analoga sidenafila i vardenafila. Kombinirana je metoda
ovisna o podacima (DDA) s skeniranjem iona produkata za potvrdu strukture. Vecu selektivnost
u probiru nepoznatih analoga moguce je posti¢i promjenom metode HRMS s fragmentacijom
svih iona (Vaclavik i sur., 2014).

Analizom uzoraka pripravka za mrsavljenje za koji se sumnjalo da sadrzi analoge sibutramina,
detektiran je intenzivan pik u ekstraktu metanola i vode (Kim i sur., 2013). KoriStena je metoda
UHPLC s detektorima DAD i QqTOF MS. Otkriveno je da nepoznata komponenta ima neznatno
vecCe retencijsko vrijeme, sliCan UV spektar, ali razli¢itu molekulsku masu u odnosu na
sibutramin. Analog je zatim izoliran i analiziran tehnikama UHPLC-HRMS te 1H i 13C NMR-om.
Dobiveni rezultati ponovo su usporedeni s elementarnom formulom sibutramina te je naden
dodatni atom klora u strukturi nepoznate komponente. Metodama NMR (DEPT, COSY i HMBC)
otkriveno je da je 3-klorofenilna grupa sibutramina zamijenjena 3,4-diklorofenilnom, a analog
je nazvan kloroksibutramin zbog stukturne sli¢nosti. JoS jedan od analoga sibutramina,
pronaden u uzorku pripravka za mrsSavljenje, je i 11-desizobutil-11-benzilsibutramin (Mans i
sur., 2013). Nepoznati pik je uocen tijekom probira primjenom tehnike IMS (engl. Ton mobility
mass spectrometry), dok je struktura odredena koristeci sustav HPLC-HRMS s orbitalnom

ionskom stupicom te NMR-om.

3.2.2. Odabir ciljanog ili neciljanog pristupa

Postoje dva nacina nacini prikupljanja podataka kojima se mogu detektirati i identificirati
farmaceutske krivotvorine u dodacima prehrani i biljnim pripravcima, a to su neciljani i ciljani
pristup. Neciljani pristup omogucuje analizu ,svih" tvari u uzroku, a time i identifikaciju novih

spojeva, dok je ciljana analiza usmjerena ka analizi unaprijed odredenih poznatih spojeva.

3.2.2.1, Neciljana analiza

Neciljna analiza omogucéava detekciju i identifikaciju lijekova i njihovih analoga koji joS nisu
prijavljeni kao krivotvorine biljnih pripravaka i dodataka prehrani. Krivotvorine su ¢esto dodane
u vrlo malim koncentracijama te mogu biti posljedica kontaminacije prilikom proizvodnje ili

"razrjedenja" same krivotvorene komponente. Kako bi se postigao Zeljeni bioloski ucinak, a
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smanjila mogucnost detekcije, dodaje se vise od jedne krivotvorine u vrlo maloj kolicini. Zbog
toga je potrebno koristiti metodu koja je vrlo osjetljiva i selektivna radi ¢ega se za otkrivanje
krivotvorina u biljnim pripravcima dodacima prehrani najéesce koristi LC-MS. U ovom slucaju
koristila se metoda s potpunim skeniranjem iona prekursora kao i njihovih iona produkata
potpunim MS nacinom rada, tzv. ,,full MS™ (Slika 18.), koji pokriva raspon masa iona nepoznate
krivotvorine ili analoga. Nepoznate tvari mogu se detektirati primjenom specijaliziranih
racunalnih programa koriste¢i kromatogram osnovnog pika (engl. Base peak chromatogram,
BPC) ili ukupne ionske struje (engl. 7otal ion chromatogram, TIC) za pretraZivanje baza
podataka (Kesting i i sur., 2010).
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Slika 18. Spektar masa biljnog pripravka koji sadrzi 96 spojeva (BPC, nacin rada: full MS)
(Kesting i sur., 2010).

3.2.2.2, Ciljane analize

Kod ciljanih analiza popis analita u uzorku unaprijed je poznat, Sto omogucava jednostavniju
pripremu uzoraka i krace vrijeme analize uz postizanje vece osjetljivosti. Analiza je temeljena
na pracenju odredenih iona. Ovaj pristup omogucio je paralelno odredivanje Sezdeset Cetiri
ilegalne komponente u dodacima prehrani koji su se sastojali od razli¢itih krivotvorina te
ilegalnih ili neodobrenih farmaceutika (Shin i sur., 2020). Uzorci su se sastojali od pripravaka
za erektilnu disfunkciju, mrSavljenje, poboljSanje misi¢ne snage i opustanja te su bili u obliku
kapsula, prahova, tableta, soft-gelova, tekuéina, vrecica ¢aja i energetskih plocica. Od ilegalnih
tvari, u preparatima za mrsavljenje i poboljSanja sportskih performansi najvise je bilo sinefrina

koji je sli¢ne strukture, ucinka i nuspojava kao efedrin, a dodan je i na popis komponenti koje
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se provjeravaju na sportskim natjecanjima od strane Svjetske Anti-Doping Agencije (engl.
World Anti-Doping Agency, WADA). Takoder je u nekoliko uzoraka pripravaka za poboljSanje
sportskih performansi, kao i za erektilnu disfunkciju pronaden i johimbin, Cije nuspojave mogu
uzrokovati psiholoske smetnje. Nadeni su joS 5-HTP (5-hidroksitirofan) i melatonin (koji u
kombinaciji mogu prouzrociti bunilo, padavicu te poremecaj u prehrani), ikarin, kavain, kaskaro
i senoisidi, koji, iako su korisni, u neodgovarajucoj kolicini i kombinaciji mogu izazvati srcani

udar, akutnu ozljedu jetre, zastoj bubrega, plu¢nu emboliju i smrt.

3.2.2.2.1. Pracenje odabranih iona (SIM)

Pracenje odabranih iona (engl. Selectea/Single ion monitoring, SIM) je metoda skeniranja pri
c¢emu se detektiraju samo ioni odredenog omjeri mase i naboja. Obicno se koristi kod uskog
raspona masa pri ¢emu se nastoji uzeti ¢im uZi raspon kako bi se dobili Sto tocniji rezultati.
Problem nastaje kod uzorka Cije su mase komponente matriksa priblizno jednake masi analita
te je bez koriStenja standarda za odredivanje mase i retencijskog vremena i/ili dodatne analize
tandemnom spektrometrijom masa nemoguce razlikovati navedene spojeve. Najefektivnija i

najviSe koristena je kod kvadrupola (Wang i sur., 2009).

3.2.2.2.2. Pracenje visestrukih reakcija (MRM)

Pracenje viSestrukih reakcija (engl. Multiple reaction monitoring, MRM) je visoko specifi¢na i
osjetljiva metoda spektrometrije masa koja moze selektivno kvantificirati komponente u
kompleksnom matriksu. Kao analizator masa koristi trostruki kvadrupol pri ¢emu se prvo cilja
ion prekursor (molekulski ion) koji odgovara komponenti od interesa ¢ijom fragmentacijom
nastaju odredeni ioni produkti. Jedan ili vise takvih fragmenata izdvajaju se za potrebe
kvantifikacije. U spektrometru masa se izoliraju samo one komponente koje zadovoljavaju
uvjete tako da specifi¢ni ion prekursor i njegovi fragmenti odgovaraju teoretskoj masi molekule
od interesa. Zanemarujuci ostale ioni koji ulaze u spektrometar masa, postupak dobiva na

osjetljivosti uz zadrzavanje izvrsne tocnosti (Vaclavik i sur., 2014).

Prilikom analize krivotvorina u biljnim pripravcima (Odluka komisije 2002/657/EC, 2002), u
drzavama ¢lanicama Europske unije, najéescée se provodi analiza MRM pri ¢emu se prate barem
dva viSestruka prijelaza kao i njihov relativni intenzitet. Broj viSestrukih prijelaza , koji mogu

biti istovremeno analizirani u svrhu dobivanja prihvatljivih rezultata, ogranicen je vremenom
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prikupljanja svakog od prijelaza. Prilikom simultane analize 38 PDE-5 inhibitora u
krivotvorenom biljnom pripravku metodom MRM, prijelazi ciljanog analita su praceni samo oko
oCekivanog vremena zadrzavanja pri emu se smanjuje broj konkurentnih viSestrukih prijelaza
(Slika 19.) (Lee i sur., 2013). Time se poboljSava osjetljivost i omogucuje istovremena analiza
veceg broja analita. U novije vrijeme postoje specijalizirani racunalni programi kojima je
omogucéen odabir vremena zadrzavanja u metodi za svaki od analita u svrhu poboljSanja
metode (Vaclavik i sur., 2014).

Intenzitet

44444
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Slika 19. MRM kromatogram dobiven analizom standardne smjese PDE-5 inhibitora i
njihovih analoga sustavom LC-ESI-MS/MS (Lee i sur., 2013).

Druga mogucnost je prikupljanja podataka probirom MRM i naknadne potvrde fragmentacijom
i skeniranjem iona produkta. Postupak je koristen kod ciljanog probira anabolickih steroida u
dodacima prehrani pomoc¢u spektrometra masa s analizatorom masa Qq@Q. Pozitivni rezultati
su dalje potvrdeni usporedbom fragmentacijskog ,otiska" analita i standarda pri cemu se za
analizu jednog uzorka koristi MRM za probiranje, dok se potom generira spektar iona produkta
jednog od anabolickih steroida. Uvodenjem hibridnog sustava omoguéena je kombinacija
razli¢itih metoda skeniranja kako bi se istovremeno dobili podaci MRM i skeniranog spektra

23



iona produkta u istoj analizi LC-MS kao Sto je bio sluc¢aj kod kvantifikacije nekoliko sintetskih
droga u biljnim dodacima prehrani. Sken iona produkta ovisan o podacima se automatski
pokrece u slu¢ajevima u kojima je prijedena prethodno definirana granica intenziteta tijekom
viSestrukog prijelaza za svaki analit (Van Poucke i sur., 2007). Ovakvim pristupom odredena
je koncentracija nedeklariranih sintetskih droga na temelju pracenja viSestrukih prijelaza te je
analit identificiran pomocu pretrazivanja unaprijed kreiranih knjiznica spektara iona produkta,
a isti postupak primijenio se kod probira PDE-5 inhibitora u pripravcima za erektilnu disfunkciju.
Ukoliko se radi o razliitim skupinama spojeva, ponekad je tesko dobiti odgovarajuée podatke
za identifikaciju zbog neodgovarajuce kolizijske energije. Stoga se fragmentacija provodi na
niskim, srednjim ili visokim vrijednostima kolizijske energije te se u konacnici koristi prosjecni

spektar masa, a ne onaj dobiven pri jednoj vrijednosti kolizijske energije (Vaclaviki sur., 2014).
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4. ZAKLJUCAK

Porastom upotrebe biljnih pripravaka i dodataka prehrani sve vise raste i koli¢ina njihovih
ilegalnih sastojaka. Kako bi se Sto viSe zastitili potrosaci takvih preparata, diljem svijeta su
osnovane regulatorne agencije za kontrolu kvalitete ovih preparata te se razvijaju analiticke
tehnike koje omogucuju provjeru njihovog sastava u slu¢aju da sadrze nepoznate, neodobrene

ili zabranjene komponente koje mogu nastetiti konzumentu.

Najnaprednije osjetljive visokoprotocne metode koje se Cesto koriste u analizi su UHPLC-MS,
ponajprije zbog brzine i pouzdanosti kod detekcije i kvantifikacije poznatih krivotvorina i

analoga, ali i identifikacije joS nepoznatih ilegalno dodanih tvari.

Dok se za identifikaciju novih krivotvorina i njihovih analoga koriste neciljane analize, ciljani
pristup koriste¢i SIM ili MRM omogucuje vecu osjetljivost i selektivnost, kao i pouzdanu

simultanu analizu stotine odredenih ilegalnih tvari u biljnim pripravcima i dodacima prehrani.

Vrlo Cesto je za odredivanje strukture nepoznate sintetske krivotvorine potrebno koristiti
nekoliko analitickih tehnika kao Sto su UV, MS i NMR, a novootkriveni spojevi prijavljuju se
nadleznim tijelima i dodaju na listu poznatih ilegalnih spojeva u biljnim pripravcima i dodacima

prehrani.
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