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§ Sazetak v

Diplomski rad

SAZETAK

Analiza krema i masti nepoznatog sastava
Vida Petrusi¢

U ovom radu su za odredivanje sastava uzoraka krema i masti indicirane za lije¢enje
psorijaze primjenjene vibracijska spektroskopija, tekucinska kromatografija visoke
djelotvornosti 1 spektrofotometrija u ultraljubi¢astom 1 vidljivom podru¢ju. Na temelju
analize snimljenih spektara IR u uzorku kreme 1 potvrdena je prisutnost kortikosteroida kao
aktivne tvari, a u uzorku 2 prisutnost salicilne kiseline. Na temelju usporedbe spektara i
asignacije identificirane su nosive tvari u oba uzorka, belobaza za uzorak 1 i vazelin za uzorak
2. Nadalje, koristenjem tekucéinske kromatografije visoke djelotvornosti odredena su
retencijska vremena aktivnih komponenti komercijalnth masti 1 krema. Usporedba
kromatograma uzoraka 1 i 2, upucuje na prisutnost kortikosteroida betametazona u uzorku 1,
dok je za uzorak 2 potvrdena prisutnost salicilne kiseline. Spektri LC-MS potvrdili su
navedene spojeve u uzorcima. Otapanjem matrica vazelina i belobaze u propan-1-ol-u
napravljeni su preliminarni bazdarni dijagrami sa ciljem mogucnosti kvantitativnog
odredivanja koli¢ine matrica u uzorku.
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ABSTRACT

Analysis of ointments and creams of unknown composition
Vida Petrusi¢

Vibrational and UV spectroscopies and high performance liquid chromatography (HPLC)
have been used to determine active components in ointment and cream samples. On the basis
of IR spectral analysis the presence of corticosteroids has been detected in the sample 1 while
salicylic acid has been found in the sample 2. Furthermore, belobase matrix has been detected
in the sample 1 and vaseline in the sample 2. These findings have been confirmed by the
HPLC and LC-MS analyses which revealed betamethasone as the active compound in the
sample 1 and salicylic acid in the sample 2. By using UV spectroscopy in propan-1-ol
calibration diagram for quantitative determination of matrices have been constructed.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Psorijaza je kroni¢na kozna bolest koja se manifestira razli¢itim klini¢kim oblicima. Temeljna
promjena u psorijazi je oStro ogranieno ZzariSte prekriveno srebreno-bijelim ljuskama.
Najces¢e zahvacena podrucja koze su laktovi, vlasiSte, koljena i sakralno podrucje. Uzrok
nastanka nije u cijelosti poznat, te se pretpostavlja da bolest nastaje medudjelovanjem
genetskih, vanjskih 1 imunoloskih ¢imbenika. Od psorijaze u svijetu boluje 2-3%, a u
Hrvatskoj 1.6% pucanstva. Psorijaza se danas smatra multisustavnom boleS¢u koja uz kozu
moze zahvatiti i mnoge druge organske sustave. Kod bolesnika koji boluju od psorijaze
postoji povecéani rizik od drugih bolesti kao $to su anksioznost, depresija, kardiovaskularne
bolesti i Chronova bolest. Psorijaza op¢enito narusava kvalitetu Zivota.

Cilj ovog rada je analiza uzoraka krema i masti nepoznatog sastava koji su bili
indicirani na psorijazu. U tu svrhu na pocetku samog istrazivanja potrebno je razviti sustav
otapala u kojem su kreme 1 masti najbolje topljivi. Za daljnju analizu i1 odredivanje nepoznatih
sastojaka krema 1 masti koristit ¢e se kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC),
spektroskopija UV-VIS 1 spektroskopija IR. Paralelno ¢e se snimati uzorci poznatog sadrZaja
u svrhu usporedbe s uzorcima nepoznatog sadrzaja. Na temelju usporedbe snimljenih spektara
uzoraka poznatog sadrzaja sa spektrima uzoraka nepoznatog sadrzaja pokusat ¢e se analizirati

aktivna komponenta 1 sastav krema i masti.

Vida Petrusic¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Tehnike za analizu i identifikaciju farmaceutskih oblika

2.1.1. Spektroskopija UV-VIS
Elektronska spektroskopija ili spektroskopija u ultraljubi¢astom 1 vidljivom podrucju
proucava prijelaze u molekuli uslijed pobude elektromagnetskim zracenjem valnih duljina
200-800 nm. Vec¢ina molekula se pri sobnoj temperaturi nalazi u osnovnom elektronskom
stanju. Elektroni vanjskih ljuski u osnovnom stanju popunjavaju vezne (o, m) odnosno
nevezne (n) orbitale. Apsorpcijom elektromagnetskog zracenja, mogu prije¢i u visa
elektronska stanja, popuniti protuvezne orbitale i nakon toga vratiti se u osnovno stanje.
Prolaskom zraCenja kroz uzorak dolazi do djelomicne apsorpcije zracenja, propusteno
zraCenje detektira se detektorom UV-VIS. Detektor UV-VIS pretvara intezitet zraenja u
elektricni signal. Apsorbancija (4) je mjera za apsorpciju, te je prema Beer-Lambertovom
zakonu proporcionalna koncentraciji (c) :
A=ech (1)

¢ je molarni apsorpcijski koeficijent
b je duljina puta zracenja kroz uzorak

Apsorpcijski  spektar predstavlja ovisnost apsorbancije o valnoj duljini. U
ultraljubicastom ili vidljivom podru¢ju naziva se spektar UV-VIS. Za apsorpciju u podrucju
UV-VIS odgovorni su kromofori. Kromofori su nezasi¢ene organske funkcijske skupine.
Konjugacija, otapalo i prisutnost auksokroma mogu povecati (hiperkromni efekt) odnosno
smanjiti (hipsokromni efekt) intezitet apsorpcijskog zracenja te ga pomaknuti prema manjim
(plavi ili hipsokromni pomak) ili ve¢im (crveni ili batokromni pomak) valnim duljinama.
Auksokromi su funkcijske skupine vezane za kromofore koje utjecu na polozaj i intezitet
njegovog apsorpcijskog maksimuma. Dodatak auksokroma uzrokuje crveni pomak te
hiperkromni efekt za prijelaze 7—z te plavi pomak za n—m. Navedeni efekti dovode do
smanjenja razlike u energijama 7 i 7 orbitala uz istodobno poveéanje razlike u energiji # i

7 orbitala.!

Vida Petrusic¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3

Apsorpcijske vrpce konjugiranih kromofora koje odgovaraju prijelazima z—m
pomaknute su prema vecim valnim duljinama uz pojavu hiperkromnog efekta. Pomak
apsorpcijskog maksimuma prema manjim valnim duljinama moZe se objasniti smanjenjem
energije protuvezne orbitale (7). Konjugacijom dodatnih kromofora povecava se molarni
apsorpcijski koeficijent, a maksimum apsorpcije se pomice prema vidljivom podrucju spektra.
Poveéanjem polarnosti otapala moze se uzrokovati plavi pomak vrpci koje odgovaraju
prijelazima n—=x. Ovaj pomak uzrokovan je smanjenjem energije n orbitale koji dovodi do
poveéanja razlike u energijama n i 7 orbitala. Vrpce koje odgovaraju prijelazima 7—s7~
pomaknute su prema vec¢im valnim duljinama (crveni pomak), to je rezultat smanjenja
energije 7 orbitale u odnosu na 7 orbitalu. Analizirana tvar u spektru UV-VIS moze imati
jedan ili viSe apsorpcijskih maksimuma. Na temelju polozaja i inteziteta apsorpcijskog
maksimuma mogu se dobiti informacije o konjugaciji spoja 1 prisutnosti kromofora. Prednost
elektronske spektroskopije su njezina robustnost, jednostavnost, osjetljivost i brzina. Najveci
nedostatak je ogranicena koli¢ina kvalitativnih informacija, pa se ona najviSe koristi u

kvantitativnoj analizi. '

2.1.2. Vibracijska spektroskopija

Vibracijska spektroskopija koristi se za identifikaciju molekula na temelju njihovih vibracija.
Do apsorpcije zradenja dolazi u infracrvenom podrudju, 10''-10'* Hz. Primjenjiva je za
polarne molekule kod kojih se prilikom vibracija atoma u molekuli mijenja ili nastaje dipolni
moment. Morseovom funkcijom moZe se opisati ovisnost vibracije molekule o udaljenosti
1izmedu atoma. Vibracijske razine su diskretne, a razlika izmedu njih se zbog anharmoni¢nosti
porastom energije smanjuje. Daljnjim poveCanjem energije navedene razine prelaze u
kontinuum pri ¢emu dolazi do disocijacije molekule. Energija disocijacije (Do) je razlika
izmedu energije kontinuuma i energije nulte vibracijske razine. Ravnotezna energija
disocijacije (D¢q) racuna se pri ravnoteznoj udaljenosti atoma (7¢q), a ukljucuje 1 energije nulte
vibracijske razine. Izborna pravila za vibracijske spektre dopusStaju promjenu vibracijskog
kvantnog broja za 1 za harmonini, odnosno 2, +3 za anharmonicni oscilator. '

U vibracijskim spektrima se mogu pojaviti vrpce

a) gornjih ili visih tonova

b) kombinacijske vrpce

Vida Petrusic¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Prijelaz iz nultog u prvo stanje naziva se osnovni prijelaz, dok se prijelazi iz nultog u drugo ili
treCe stanje nazivaju prvi odnosno drugi vi§i harmonik. Prema Boltzmanovom zakonu
raspodjela napucenosti prve vibracijske razine je 1 % od napucenosti osnovne vibracijske
razine. Dvoatomne molekule mogu izvoditi jedno vibracijsko gibanje. Ovisno o broju atoma u
molekuli, viseatomne molekule mogu imati viSe osnovnih vibracija. Svaki pojedini atom u
viSeatomnoj molekuli moze se gibati u tri prostorna smjera, pa je za njihovo opisivanje
potrebno 3N prostornih koordinata. Broj vibracijskih stupnjeva slobode za nelinearne
molekule je 3N—-6, za linearne molekule je 3N-5, pri ¢emu je N broj atoma u molekuli. Broj
stupnjeva slobode rotacije i translacije je za nelinearne molekule jednak 6. Linearne molekule
imaju samo dva rotacijska stupnja, jer rotacija oko molekulske osi nije vezana ni za kakvo
gibanje atoma ili centra mase. Primjeri vibracija za nelinaernu i linearnu molekulu prikazani
su na slikama 1 i 2. Vibracije viSeatomnih molekula mogu se sprezati pod odredenim
uvjetima:'

a) vibracije koje se sprezu moraju biti iste simetrije,

b) najjaca je interakcija izmedu vibracija bliskih frekvencija,

¢) sprega izmedu vibracija istezanja prisutna je ako vibracije ukljucuju zajednicki atom,

d) sprega izmedu vibracija svijanja prisutna je ako vibracije ukljucuju zajednicku vezu,

e) sprega izmedu vibracija svijanja 1 istezanja postoji ako je veza koja se rasteze sastavni dio

kuta koji se svija

4

Slika 1. Osnovne vibracije molekule vode (nelinerana molekula).

Vida Petrusic¢ Diplomski rad
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Slika 2. Osnovne vibracije molekule ugljikovog dioksida (linearna molekula)

Infracrvena spektroskopija, IR, proucava interakciju tvari i elektromagnetskog zracenja u
rasponu valnih duljina 12500-10 cm'. Spektar IR pokazuje ovisnost apsorbancije ili
transmitancije o valnom broju ili valnoj duljini. Podrugje spektra IR moze se podijeliti na
blisko (12500-4000 cm™), srednje (4000-400 cm ') i daleko (400-10 cm™'). Za organske
spojeve najzanimljivije je srednje podrucje valnih duljina. Njega mozemo podijeliti na

podruéje funkcijskih skupina (4000-1400 cm ') i podrugje otiska prsta (1400-400 cm™) !

p:druf:je funkeijskih podrutje otiska
skupina

prtaf,
[ |

177 \

a0

&0

40

20
|

T 1 T 1 I I 1 I
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 S00

Slika 3. IR spektar koji pokazuje podrucje funkcijskih skupina i podrucje otiska prsta
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Do vibracija dolazi uslijed apsorpcije elektromagnetskog zracenja. U infracrvenom spektru
biti ¢e opaZene samo one vibracije kod kojih dolazi do promjene elektricnog dipolnog
momenta. Ovisno o energiji apsorbiranog zracenja, u molekuli ¢e se pobuditi tocno odredene
vibracije pojedinih funkcijskih skupina, koje se mogu promatrati odvojeno.'

Uredaj koji omogucava snimanje infracrvenih spektara nazivamo infracrveni
spektrometar. Infracrveni spektrometar dolazi u dvije izvedbe:
a) disperzivni spektrometar IR,
b) spektrometar FT-IR .
Danas se najviSe koristi spektrometar FT-IR zbog svoje osjetljivosti, brzine snimanja i
toc¢nosti. Glavni dijelovi spektrometra FT-IR su izvor zradenja, Michelsonov interferometar,
pukotina, prostor za uzorak, detektor spojen na kompjuter. Kao izvor zracenja koriste se
Globarov stapi¢ i Nernstov Stapi¢, a primjenjuju se i laseri. Infracrveno zracenje iz izvora
prolazi kroz pukotinu i ulazi u Michelsonov interferometar. Michelsonov interferometar
upadno zracenje na dijeljitelju zrake dijeli na dva snopa koja putuju prema pokretnom,
odnosno nepokretnom zrcalu gdje dolazi do refleksije, pa interferencije. Do konstruktivne ili
destruktivne interferencije dolazi ovisno o razlici u optickom putu. Nakon izlaska iz
Michelsonovog interferometra zraCenje prolazi kroz uzorak i1 djelomi¢no se apsorbira.
Propusteno zraCenje dolazi do detektora koji to zracCenje biljezi kao signal. Signal se
radunskim postupkom Fourierove transformacije pretvara u frekvencijsku domenu.'

Infracrvenu spektroskopiju moZzemo Kkoristiti za analizu uzoraka u svim aregacijskim
stanjima. Za pripremu ¢vrstih uzoraka koristimo tehniku KBr pastile ili pripremu suspenzije u
mineralnom ulju. KBr pastile pripremaju se usitnjavanjem uzorka 1 kalijevog bromida u
tarioniku 1 to u omjeru 1:100 ili preSanjem u hidraulickoj presi. Suspenzija uzorka u
mineralnom ulju priprema se mijeSanjem uzorka s nekoliko kapi ulja i to se postavlja izmedu
dvije plocice od KBr ili NaCl. Tekuéi uzorci snimaju se u kivetama za tekucine. Sa svake
strane kivete nalaze se prozori izradeni od alkalijskih 1 zemnoalkalijskih halogenida
postavljenih na metalni nosac. Plinoviti uzorci snimaju se u plinskim kivetama. Opticki put u
kivetama je dulji. Opticki put se moze produZiti sustavom zrcala.'

Skupinska vibracija je vibracija ¢ija se vrpca nalazi u spektru molekule koja sadrzi
odredenu skupinu i nalazi se u uskom podruc¢ju spektra. Dijelovi molekule ¢ije su konstante

sila 1 mase slicnog iznosa stupaju u jaku interakciju. Pri slabom uzajamnom utjecaju

Vida Petrusic¢ Diplomski rad
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apsorpcijski maksimumi ostaju u uskim i karakteristicnim podruc¢jima. Skupinska vibracija 1
njezina frekvencija odreduju se empirijski. Na polozaj vibracijske vrpce mogu utjecati
vodikove veze, induktivni 1 rezonatni efekt i konjugacija.

Valni broj vrpce skupinske vibracije v prema Hookeovom zakonu proporcionalan je konstanti

sile k, a obrnutno proporcionalna reduciranoj masi p.:

s_ 1 |k
- 2me |u

)

Vodikova veza, konjugacija i rezonancija utjeCu na jakost veze i konstantu sile. Vibracije
funkecijskih skupina koje sudjeluju u vodikovoj vezi nalaziti ¢e se pri niZim valnim brojevima.
Ako se u blizini skupine nalazi elektronegativni heteroatom, poloZaj vibracijske vrpce ovisi o
induktivnom efektu. Induktivni efekt povecava konstantu sile i valni broj vibracije funkcijske
skupine. Intezitet vibracijske vrpce ovisi o promjeni elektricnog dipolnog momenta, vrpca je
intenzivnija ako je promjena veca.

Molekule sa centrom simetrije posjeduju razli¢ite vrpce u infracrvenim spektrima.
Vibracijama kojima se mijenja polarizibilnost molekule ne dolazi do promjene elektricnog
dipolnog momenta. Iz tih razloga vrpce koje se pojavljuju u Ramanovim spektrima nisu
prisutne u infracrvenim spektrima.Vibracijama kod kojih dolazi do promjene elektri€nog
dipolnog momenta ne mijenja se njezina polarizibilnost, te vibracijske vrpce nisu prisutne u

Ramanovim spektrima. Pravilo iskljuenja vrijedi samo kada molekula ima centar simetrije."

2.1.3 Kromatografija

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dvije
faze. Jedna faza je nepokretna, a druga se krece u odredenom smjeru. Razdvajanje kemijskih
vrsta kromatografskom tehnikom temelji se na razlikama u njihovoj raspodjeli izmedu dvije
faze koje se medusobno ne mijesaju. Uzorak za analizu mora biti topljiv u pokretnoj fazi.
Nepokretna faza moze biti tekucina, gel ili krutina. Uzorak noSen pokretnom fazom krece se
kroz ili uzduz nepokretne faze koja je smjeStena na koloni ili na podlozi. Sastojci uzorka se
neprestano raspodjeljuju izmedu faza. Sto se viSe puta ravnoteZna raspodjela uspostavi to je

bolje i djelotvornije razdvajanje uzoraka.’
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Kromatografske tehnike mozemo podijeliti prema obliku kromatografske podloge na
kolonsku i plo$nu (papirna i tankoslojna ) kromatografiju.

Prema fizickom stanju kromatografske tehnike dijele se na:
-plinsku kromatografiju, GC, u kojoj je pokretna faza plin,
-tekucinsku kromatografiju, LC, u kojoj je pokrena faza tekucina, teku¢inska kromatografija u
kojoj se upotrebljavaju nepokretne faze vrlo malih Cestica uz visoki tlak pokretne faze na
ulazu u kolonu naziva se teku¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti, HPLC.
-fluidnu kromatografiju pri superkriticnim uvjetima, u kojoj je pokretna faza fluid,
temperature ili tlaka blizu ili iznad njegove kriti¢ne vrijednosti

Prema mehanizmu odvajanja kromatografske tehnike dijele se na :

- adsorpcijsku kromatografiju,

- razdjelnu kromtografiju,

- ionsko-izmjenjivacku kromatografiju,

- kromatografiju isklju¢enjem,

- afinitetnu kromatografiju.

Tekucinska kromatografija koristi se za odjeljivanje spojeva malih 1 velikih molekulskih
masa, termicki nestabilnih spojeva, spojeva koji se mogu prevesti u plinovito stanje, te
bioloski aktivnih spojeva. Pokretna faza u tekucinskoj kromatografiji je tekuc¢ina (voda ili
organska otapala) u kojoj se analizirani uzorak mora otapati. Tekucinska kromatografija moze
se provoditi u koloni ili na tankom sloju nepokretne faze.

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti, HPLC, je najviSe koriStena od svih
tehnika separacije. Principi kromatografskog razdvajanja su: adsorpcija, ionska izmjena,
iskljucivanje, afinitetna kromatografija.

Tekucinsko-¢vrsta kromatografija temelji se na principu adsorpcije.
Tekuéinsko-tekucinska kromatografija temelji se na principu razdjeljivanja, a dijeli se na:

- kromatografiju normalnih faza,

- kromatografiju obrnutih faza.
Ionsko-izmjenjivacka kromatografija u kojoj se razdvajanje temelji na razlici u afinitetu
sastojaka prema ionskoj izmjeni.
Kromatografija isklju¢enjem u kojoj se odvajanje temelji na razlikama u veli¢inu 1 obliku
molekula. Molekule odredene veli¢ine ne mogu uci u pore nepokretne faze i tako se odvajaju

od manjih molekula.
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Afinitetna kromatografija u kojoj se razdvajanje temelji na interakcijama analita i molekula
vezanih za nepokretnu fazu. Izokratno eluiranje je najjednostavniji nacin odjeljivanja
tekuc¢inskom kromatografijom. Kada se sastav pokretne faze mijenja tijekom ispiranja dobije
se bolji kromatogram. Za potiskivanje pokretne faze u kromatografsku kolonu koristi se
crpka. Postoje dvije vrste crpki: ubrizgavajuca crpka i naizmjeni¢na crpka. Otapala koja se
koriste u tekudinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti ne smiju sadrzavati otopljene
plinove 1 Cvrste Cestice 1 moraju biti visoke Cistoce. Za unoSenje uzorka koristi se premosni
injektor s petljom. Petlje se mogu mijenjati 1 razli¢itih su volumena. Uzorak se u petlju unosi
injekcijskom $pricom. Usmjeravanjem eluensa kroz napunjenu petlju uzorak se injektira u
kolonu. Kolone koje se koriste u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti moraju
imati odredene karakteristike:
-duljina 250 mm i unutarnji promjer 4.6 mm
-Cestice nepokretne faze promjera 5 ili 10 pm
Danas se upotrebljavaju kolone manjih dimenzija duljine 30 mm do 75 mm,
unutarnji promjer < 1 mm, promjer Cestica nepokretne faze 3 pm
Ispred glavne kolone stavlja se predkolona zbog zastite kolone 1 boljeg razdvajanja sastojaka.
U tekucinskoj kromatografiji moguca je detekcija sastojaka na temelju njihovih svojstava i1
indirektna detekcija. Detekcija sastojaka apsorpcijskim detektorima mjeri se na temelju
apsorpcije UV i vidljivog svijetla u pokretnoj fazi. Postoje razligite vrste UV-detektora. >

- fotometar s ugradenom optickom reSetkom,

- detektor s nizom fotodioda,

- fotometar sa Zivinom lampom.
Za detekciju sastojaka koji fluoresciraju koriste se fluorimetrijski detektori koji su 1000 puta
se valne duljine pobude i1 emisije biraju pomocu monokromatora. Fluorometrijskim
detektorima mogu se detektirati i1 sastojci koji ne fluoresciraju, ako se prevedu u

fluorescirajuée derivate.
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2.2. Psorijaza

Psorijaza je kroni¢na recidivirajua autoimuna bolest s multigenetskom predispozicijom.
Psorijaza moze biti udruzena s drugim bolestima od autoimunih do alergijskih, iz tih razloga
nazivamo je i multisustavnom boles¢u. Uzrokuju je abnormalnost keratinocita (epidermalnih
stanica) i imunosne disfunkecije.* Klini¢ki se manifestira pojavom upalnih, o3tro ogranienih
ploca razligite veli¢ine prekrivenih srebreno-bijelim ljuskama®. Etiopatogenzea jo$ uvijek nije
dovoljno istrazena, ali se pretpostavlja da psorijaza nastaje medusobnim ispreplitanjem
genetskih 1 okoliSnih ¢imbenika. Za ispoljavanje bolesti kod osoba koje imaju genetske
predispozicije neophodno je djelovanje virusnih i bakterijskih ¢imbenika. Kao okida¢ bolesti
mogu biti i male traume lokalizirane na kozi npr. opekline od sunca, tetovaze i ogrebotine, te
klimatski uvjeti i izloZenost prirodnom suncu. Psorijaza tipa I. nastaje prije 40. godine Zivota
1 karakterizira je vrlo jaka genetska predispozicija, dok psorijaza tipa Il. nastaje u razdoblju
izmedu 50 i 60 godine Zivota. Cak i kada psorijaza nastaje u blazem obliku uvelike utje¢e na
zivot pacijenta narusavajuci njegovu kvalitetu. Psorijazu dijelimo u pet glavnih oblika:

- inverzna psorijaza,

-gutantna psorijaza,

- plak psorijaza,

- gnojna psorijaza,

- ertirodemic¢na psorijaza.

S time da se mora naglasiti da se prema klini¢koj slici dijeli samo na plak psorijazu i
pustuloznu psorijazu. Pustuloznu (gnojnu) psorijazu karakteriziraju pustule ispunjene
neinfektivnim gnojem. Zahvac¢a male povrine koze kao §to su dlanovi, nokti i tabani."'

Plak psorijaza je najces¢i tip psorijaze, koji zahvaca vecinu pacijenata oboljelih od psorijaze.
Plak psorijazu karakteriziraju crveni plakovi, upaljenih oStrih rubova i razlicitih veli¢ina koji
su prekriveni srebreno-bijelim ljuskicama. Plak psorijaza obuhvaca koljena, laktove,
podlaktice, nadlaktice, tjeme, lice, dlanove 1 nokte.!!

Inverznu psorijazu karakteriziraju duboki bijeli ili crveni plakovi ostrih rubova koji su glatki i
sjajni. Inverzna psorijaza zahvaca laktove, pazuhe i nabore koze.

Gutatna ili kapljicna psorijaza jedan je od rijedih oblika psorijaze koji najceS¢e zahvaca
adolescente i1 djecu. Karakteriziraju je crvene papule na kozi, a nastaje nakon infekcije diSnih

puteva streptokokom.*
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Eritrodemi¢na psorijaza je najopasniji oblik psorijaze koji moze dovesti do smrti pacijenta.
Karakteriziraju je jako crvenilo, te jaki bolovi.

Pacijenti oboljeli od psorijaze imaju povecan rizik oboljevanja od kardiovaskularnih bolesti,
limfoma, karcinoma koze, dijabetes, atritis, ucelarnog kolitisa i Chronove bolesti.

Vrlo je bitno razlikovati psorijazu od seboreicnog dermatitisa, koznog limfoma i
razli¢itih oblika dermatitisa. Kod dijagnostike psorijaze vrlo je bitno dobro odrediti stupanj
bolesti, jer se prema njemu odreduje terapija. Tezina bolesti se opisuje prema tri skale.

BSA (eng. Body Surface Area), je aritmeticka mjera koja vrednuje postotak zahvacéenosti
povrsine tijela. PASI (eng. Psoriasis Severity Area Index) uzima u obzir stupanj eritema,
inflitracije 1 stupanj ljuStenja psorijaticnih lezija na glavi, trupu, gornjim i donjim
ekstreminitetima. Ove su znaajke procijenjene koristeci skalu :

- 0 znaci izostanak simptoma,

-1 mali broj simptoma,

- 2 umjerene simptome,

- 3 srednje teske simptome,

- 4 teSke simptome.

Prekrivenost koze se vrednuje prema sljedecoj skali: 0 : 0% prekrivena povrSina, 1:<10%
prekivenosti povrsine, 2: 10-29% prekrivenosti povrsine, 3: 30-49% prekrivenosti povrsSine,
4: 50-69% prekrivenosti povrSine, 5: 70-89% prekrivenosti povrSine, 6: 90-100%
prekrivenosti povrsine.

DQLI (eng.Dermatological quality of life index) je upitnik od 10 pitanja na koje odgovara
pacijent. Dobna granica pacijenta je 16 godina. Na temelju tih pitanja i odgovora se utvrduje
tezina bolesti. Svako pitanje se boduje sa 0—3 boda: 0-1 bod (bolest ne utjece na pacijentov
zivot), 2-5 (ima mali utjecaj), 610 (umjereni utjecaj), 11-20 (veliki utjecaj), 21-30
(ekstremno veliki utjecaj). Ovisno o obliku bolesti odreduje se terapija za apacijenta. Kako je
vecina pacijenata blago ili srednje oboljela najceS¢e se koristi topij¢ka terapija. Topicka
terapija ima za cilj njegu koZe i hidrataciju pomocu emolijensa, keratoliticko djelovanje 1
nanoSenje kortikosteroida. Emolijensi kao Sto je vazelin njeguje kozu i umiruje, a pomocu

salicilne kiseline se uklanjaju ljuskice. *
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2.3. Kortikosteroidi i nesteroidni protuupalni lijekovi

Kortikosteroidi su steroidni hormoni koje proizvodi kora nadbubrezne Zzlijezde. Danas su
razvijeni sintetski derivati prirodnih kortikosteroida kojima su neke farmakoloSke osobine
pojacane, a druge potisnute. Sintetiziraju se iz kolesterola, pa su im kemijske formule jako
sli¢ne. Dvije se vrste lu¢e u organizmu —mineralokortikoidi i glukokortikoidi.
Glukokortikoidi sa kortizolom kao glavnim predstavnikom sudjeluju u regulaciji
metabolizma ugljikohidrata, masti 1 proteina, imaju protuupalno djelovanje, te dugoro¢no
pripremaju organizam na stres. Mineralokortikoidi s aldosteronom kao glavnim
predstavnikom sudjeluju u regulaciji razine vode i elektrolita. Glukokortikoidi smanjuju
imunoloski odgovor organizma, $to znaci da imaju jako antiinflamantarno, imunosupresivno
djelovanje zbog koje su postali jedna od najznacajnijih skupina lijekova. Sintetski analozi
kortizola su: betametazon, deksametazon, prednizolon i prednizon.
Postoji jo§ podjela prema: nacinu primjene, kemijskoj strukturi, jacini djelovanja i vremenu

djelovanja. Prema jacini djelovanja dijele se u Cetri razreda.

Slika. 4 Kolesterol (a) 1 kortizol (b)
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Na odabir kortikosteroida za lijeCenje psorijaze uzima se u obzir dob pacijenta, postotak
zahvacene koze i druga terapija koju pacijent pije. U terapiji psorijaze kortikosteroidi se
koriste kao monoterapija ili u kombinaciji sa sistemskom terapijom.

Kortikosteroidi izazivaju snazne terapijske ucinke, za odredivanje terapijskog ucinka koristi
se test vazokonstrikcije.

Prema europskom sustavu kortikosteroidi se klasificiraju u Cetri skupine: vrlo jaki
kortikosteroidi, jaki kortikosteroidi, umjereni Kkortikosteroidi, blagi kortikosteroidi.
Mehanizam djelovanja kortikosteroida ukljucuje imunosupresivne, vazokonstruktivne i
protuupalne efekte. Ucinkovistost djelovanja kortikosteroida raste s njihovom jakoscu.
Koriste se pod lijecnickim nadzorom, i to u vremenskom razdoblju od 2 tjedna. Veliki

problem predstavlja tolerancija na terapiju ili smanjena u¢inkovitost.

Nesteroidni protuupalni lijekovi (NSAR) se mogu podijeliti u nekoliko kemijskih skupina:
derivati propionske kiseline, derivati feniloctene kiseline, derivati indola i oksikami. Svi
predstavnici ove skupine su slabe organske kiseline. Svi pripadnici NSAR-a imaju iste
nuspojave u organizmu. To su lijjekovi koji imaju analgetiCke, antipireti¢ke, 1 u veéim
koli¢inama protuupalne karakteristike. Oni istovremeno ublazavaju upale 1 bolove.
Najpoznatiji su predstavnici ove skupin aspirin i ibuprofen.

Salicilati su se koristili jo§ u vrijeme Sumarena. ® U Europi je kao izvor salicilata koristila
kora bijele vrbe. Vrba pripada porodici Salicaceae 1 farmakoloSki ima protuupalno,
antipiretsko, antireumatsko i analgeti¢ko djelovanje. Njezin aktivni sastojak zove se salicin.
1828. godine izoliran je salicin koji ima glikozidni karakter, te je preveden u salicilnu

kiselinu. Acetilizacijom salicilna kiselina je prevedena u acetilsalicilnu kiselinu .
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Acetilsalicilna kiselina, ASK, organska je kiselina koja se u organizmu hidrolizira na octenu
kiselinu 1 salicilat. Koristi se kao salicilatni lijek koji djeluje protuupalno, te kao analgetik i
antipiretik. U visokim dozama koristi se kod reumatoidnog artritisa. Danas se primjenjuje i u

terapiji raka pluca i prostate.

Slika 5 Acetilsalicilna kiselina

Salicilna kiselina, 2-hidroksibenzojeva kiselina, osnovna je supstanca salicilata. Pripada
skupini nesteroidnih protuupalnih lijekova. Salicilna kiselina ima antireumatsko 1 analgetsko

djelovanje.

Slika 6. Salicilna kiselina
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2.4. Poludvrsti pripravci za lokalnu primjenu

Polucvrsti pripravci za kozu rabe se za radi postizanja lokalnog ili transdermalnog nanosenja
djelatnih tvari ili zbog njihovog zastitnog uc¢inka. Homogenog su izgleda. Polucvrsti pripravci
za primjenu na kozi sastoje se od jednostavne ili slozene podloge, u kojoj je obi¢no otopljena
ili raspSena jedna ili viSe djelatni tvari. Ovisno o pripravku podloga moze utjecati na
djelotvornost pripravka. Podloga moze prirodne ili sintetske tvari i ima jednu ili viSe faza.
Ovisno o podlozi pripravci mogu imati hidrofilne ili hidrfobne osobine. Mogu sadrzavati
prikladne pomoéne tvari kao Sto su konzervansi, antioksidansi, tvari koje povecavaju
stabilnost, emulgatore, tvari koje povecavaju viskoznost. Razlikujemo nekoliko skupina tih

tvari: kreme, masti, gelovi, paste, kataplazme, ljekoviti flasteri.

Masti se sastoje od jednofazne podloge u kojoj mogu biti rasprSene ¢vrste tvari ili tekucine.
Hidrofobne masti mogu apsorbirati samo malo vode. Tipi¢ne su podloge u oblikovanju: tvrdi
parfin, tekuéi parafin, vrlo tekuéi parafin, biljna ulja, Zivotinjska mast, sinteti¢ki parafin S
vodom emulgirajuée masti mogu apsorbirati ve¢u koli¢inu vode te tako tvore emulzije tipa
voda u ulju ili ulje u vodi ovisno o prirodi emulgatora . Emulgatori koji tvore emulzije tipa
voda u ulju su lanolin, sorbitanski esteri, monogliceridi 1 masni alkoholi, a emulgatori koji
tvore emulzije tipa ulje u vodi su sulfatizirani masni alkoholi, polisorbati, esteri makrogola 1
viS§ih masnih kiselina. Imaju podlogu kao i hidrofobne masti. Hidrofilne masti su pripravci
koji su sastavljeni od podloga koje se mijeSaju sa vodom. Podlogu ¢ine smjese tekucih 1

¢vrstih makrogola (polimeri polietilenglikola). Mogu sadrzavati odredenu koli¢inu vode.
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Kreme su viSefazni pripravci koji se sastoje od lipofilne i vodene faze. Lipofilne kreme imaju
kao vanjsku fazu lipofilnu fazu. Sadrze emulgatore koji tvore emulzije tipa voda u ulju, kao
Sto su lanolin, esteri sorbitana i monoglicerida. Hidrofilne kreme imaju, kao vanjsku fazu

hidrofilnu fazu. Sadrze emulgatore koji tvore emulziju tipa ulja u vodi, kao Sto su natrijevi

sapuni, polisorbati i kombinacije masnih kiselina i estera masnih kiselina.
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

Analizirana su dva uzorka kreme i masti nepoznatog sastava koji su bili indicirani na
psorijazu. Kako bi definirali toCan sastav krema 1 masti, te za usporedbu spektara bilo je
potrebno analizirati i komercijalno dostupne kreme 1 masti koji su indicirani na psorijazu, te
isto tako nosive matrice za takve pripravke. Paralelno analizirane matrice su bile belobaza i
vazelin. Analizirane su sljede¢e kreme i1 masti: Afloderm, Elocom, Beloderm, Belogent,
Oronazol 1 Aloe Vera. Sve ove kreme 1 masti su kao aktivni sastojak sadrzavale
kortikosteroide kao aktivnu komponentu. Za analizu uzoraka koriStene su: tekucinska

kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC), vibracijska spektroskopija i spektrometrija UV.

3.1. Spektrometrija u podrué¢ju UV

Uzorci 1 matrice su otopljeni u razli¢itim organskim otapalima. Na analitickoj vagi Mettler
Toledo izvagano je 25 mg uzorka nepoznatog sastava kao i 25 mg belobaze i vazelina. Nakon
toga su uzorci uz ultrazvucnu agitaciju otopljeni u organskim otapalima /=25 ml. Otapala
koja su se koristila bila su: metanol, etanol, propan-1-ol, propan-2-ol, butan-1-ol, sec-butanol,
diklormetan, kloroform, tetraklormetan, aceton, etilacetat, heksan. Primjenjena je i smjesa
otapala kloroform/etanol, metanol/voda, acetonitril/voda i to u razli¢itim volumnim omjerima
40:60 %, 50:50 %, 60:40 %. Najbolja topljivost uocena je u propan-1-ol-u uzorka 1 1 2, te
belobaze 1 vazelina. Mjerenja su napravljena na uredajima Analytikjena Specord200 1 Cary3

(varium).
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= 1-butanol Abs
=——2-butanol Abs
e ] -propanol Abs
—2-propanol Abs

——aceton Abs

acetonitril Abs

——CCl4 Abs

——CHCI3 Abs

——CH2CI2 Abs

—— Et-acetat Abs

—— EtOH Abs
heksan Abs

MeOH Abs
200 250 300 350 400 450 500

valna duljina / nm

Slika 7. Spektri UV uzorka 1 u razli¢itim otapalima.

Kod otapala koja smo upotrebljavali u svrhu odredivanja topljivosti postoji donja granica
propusnosti ultraljubicastog zracenja, za propan-1-ol je to na nizim valnim duljinama od

210-220 nm. Iz tog razloga nisu sva otapala prikladna za analizu spektroskopijom UV. Donja
granica propusnosti utjece na izgled spektra UV. Spektri otapala mogu utjecati na spektralna

svojstva sustava.

3.2. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza, RP-
HPLC

Kao mobilna faza koriStena je otopina vode i acetonitrila s dodatkom octene kiseline.
Volumen injektiranja je bio 20 pl, valna duljina 254 nm, uzorak je injektiran dva puta.
Vagano je 0,5 g kreme ili masti koja je otapana u 10 ml mobilne faze uz pomo¢ povisSene

temperature 1 ultrazvuka.
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3.3. Metoda LC-MS

Mjerenje uzoraka 1 i 2 napravljena su na uredaju HPLC Agilent 1200 Series s DAD
detektorom 1 spektrometrom mase s trostrukim kvadrupolom uz ionizaciju elektrorasprSenjem
u negativnom 1 pozitivnom modu. Parametri MS-a su bili sljedeci: kapilarni napon 3,0 kV,
konusni napon 20 V, temperatura otapanja 250 °C, temperatura izvora 100 °C, protok dusika

420 L/sat.

3.4. Infracrvena spektroskopija

Mjerenja uzoraka 1 i 2 napravljena su na uredaju Bruker Vector 22. Uzorci su snimani u

obliku KBr pastile. Svaki spektar je dobiven kao rezultat 32 skena u rasponu 4000-400 cm ™' i

-1
rezolucijiod 1 cm .
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§ 4. Rezultati i rasprava

§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Za odredivanje sastava zaprimljenih uzoraka nepoznatog sastava, kao i uzoraka komercijalno
dostupnih krema i masti, prikazanih u Tablici 4.1, primijenjena je vibracijske spektroskopija

IR. Uzorci su snimani u obliku KBr pastile.

Tablica 4.1 Aktivna tvar analiziranih krema i masti

Krema ili mast Aktivna tvar
Afloderm Alklometazon dipropionata
Belosalic betametazon, salicilna kiselina

Elocom mometazon furoat
Oronazol Ketokonazol (antimikotik)

4.1. Infracrvena spektroskopija

Podrobnijim promatranjem infracrvenih spektara matrica i uzoraka opazene su slicnosti i
razlike u poloZaju signala. Usporedbom infracrvenih spektara dva zaprimljena uzorka i
nosivih baza doslo se do zakljucka da je u uzorku 1 matrica belobaza, a u uzorku 2 vazelin.
Belobaza je po svom sastavu slozeni uzorak koji sadzi alifatske, ciklicke te aromatske
ugljikovodike, alkohole, fosfornu kiselinu 1 natrijev hidroksid. Vazelin je takoder smjesa

spojeva, ali uglavnom sadrzi ravnolanc¢ane ugljikovodike.

Vida Petrusic¢ Diplomski rad
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Slika 8. Infracrveni spektri belobaze i uzorka 1

U infracrvenom spektru belobaze i uzorka 1 prikazanom na slici 8§ uocene su neke

. Ltw . v . —1 ey . .
karakteristi¢ne vrpce. Tri vrpce opaZzene pri ~ 3000 cm  karakteristi¢ne su za istezanje veze

C-H u alifatskim skupinama. Vrpce u podrutju 1740 — 1600 cm ' mogu se pripisati

istezanju veze C=0. Vrpce opazene pri 1470, 1380 i 720 cm ' odgovaraju savijanju veza C—

H. Vrpca opazena pri 1100 cm™' moze se pripisati vezi C—Cl. Vrpca opaZena pri 1400 cm™'

pripada aromatskim spojevima, dok ona pri 720 cm ™' odgovara skupini CH..

U spektru uzorka 1 kojem je matrica belobaza uo€ava se velika koli¢ina prisutne vode. Ona je

sastojak same belobaze. Neke od prisutnih apsorpcijskih maksimuma u uzorku 1 nije moguce

asignirati na temelju usporedbe sa spektrom belobaze, a pripadaju aktivnoj komponenti.
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Slika 9. Infracrveni spektar vazelina i uzorka 2

U infracrvenom spektru uzorka 2 i1 vazelina najuocljivije su vrpce koje se mogu pripisati

zasi¢enim ugljikovodicima. Vrpca opazena pri ~ 3000 cm' karakteristi¢na je za alifatsko

istezanje C—H. Vrpce u podruéju 1610-1600 cm ' mogu se pripisati vi§im harmonicima

aromatskih spojeva. Vrpce opazene pri 1470, 1380, 720 cm ™' mogu se pripisati svijanju veze

C—H. Vrpca pri 1300 cm ™' pripisuje se aromatskim spojevima.

U spektru uzorka 2 dominira alifatski ugljikovodik, $to upucuje da je vazelin dominantan

sastojak.

Da bi se mogla detektirati aktivna tvar u uzorku 1 snimljeni su i analizirani spektri

komercijalno dostupnih krema i masti: Afloderm, Elocom, Beloderm, Belogent, Oronazol, a

prikazani su na slici 10.
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Slika 10. Infracrveni spektri komercijalnih krema i masti
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Iz slike 10 je vidljivo da spektri Belodema i Belogenta nemaju sli¢nosti sa spektrom uzorka
1, iako je osnovni nositelj belobaza Cije se vrpce ocituju u svim spektrima. Vrpca pri 3500
cm ' odgovara istezanju veze O—H. Vrpcu pri 3000 cm™' moZemo pripisati alifatskom
istezanju

veze C—H. Vrpce pri 1740 i 1600 cm ™' odgovaraju skupini C=0, u svim spektrima se vidi
znatna prisutnost hidroksilnih skupina i vrpce istezanja alifatskih skupina C—H.

Stoga je potrebno usporediti spektre u tzv. podrucju otiska prsta od 1900 cm ' i niZe. Spektri

su prikazani na slici 11.

Afloderm Beloderm
T[%] T[%:]

N

wvalna duljina em

wvalni broj/em

Uzorak 1 Belogent

T[%] T[%]

vakna duljina em :
valna duljina cm
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Elocom Oronazol
T[] T[]

valna duljina cm valna duljina em

Slika 11. Infracrveni spektri uzorka i komercijalnih pripravaka u podru&ju od 1900 cm™ do

400 cm ™!

Promatranjem ovog dijela spektra izbor komercijalnih krema i masti mozemo suziti na
Afloderm, Elocom i Oronazol. U infracrvenom spektru Beloderma i Belogenta uocene su
karakteristi¢ne vrpce pri 1610 cm ™' koja se moZe pripisati istezanju veze C=0. Vrpca pri
1400 cm™' odgovara vi§im harmonicima aromatskih spojeva, dok se vrpca pri 720 cm™' moze

pripisati svijanju veze C-H.
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Slika 12. Infracrveni spektari uzorka 1 (dolje) 1 Afloderma (gore)

Afloderm kao aktivhu komponentu sadrzi spoj alkometazon dipropionat. Alkometazon je
sintetCki glukokortikoidni steroid za topi¢ku primjenu u dermatologiji. To je spoj Cija je

struktura prikazana na slici 13

Slika 13. Struktura Alkometazona
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sustavnog 1imena [7-kloro-11-hidroksi-10,13,16-trimetil-3-okso-17-(2-propanoiloksiacetil)-
7,8,9,11,12,14,15,16-oktahidro-6 H-ciklopenta[a]fenantren-17-il] propanoat.
Alkometazon dipropionat je spoj Cija je struktura prikazana na slici 14., molarne mase

521,042 g mol .
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Slika 14. Struktura Alkometazon dipropionata

U literaturi postoje podaci o razli¢itim tehnikama snimanja spektara koji sadrze alkometazon
dipropionat. U novijoj literaturi autori Yamamoto i suradnici ¥ zadrzali su se na identifikaciji

signala pri 1608, 1656 i 1720 cm ' koje su pripisali ketonskim i esterskim skupinama.
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Slika 15. Infracrveni spektari Elocoma (dolje) i uzorka 1 (gore)

Elocom krema kao aktivnu komponentu sadrzi mometazon furoat. To je spoj €ija je struktura

prikazana na slici 16,

Slika 16. Struktura Mometazon furoata
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sustavnog imena (11B,16a)-9,21-dikloro-11-hidroksi-16-metil-3,20-dioksopregna-1,4-dien-
17-11 2-furoat. Mometazon furoat je sinteticki steroidni hormon iz glukokortikoidne skupine
steroidnih hormona. To je bijeli ili prljavo bijeli prah, skoro netopljiv u vodi, slabo topljiv u
oktanolu i umjereno topljiv u etanolu . Goyal i suradnici * asignirali su sljedeée karakteristiéne
vrpee za mometazon furoat: 3430 cm ' (istezanje O—H) 2938 i 2886 cm ' (istezanje C—H),
1726 cm™' (istezanje C=0), 1658 cm ™' (istezanje C=0 u ciklickom sustavu ), 1610 cm™
(aciklicko istezanje C=0), 1468 cm ' i 1393 cm ' (deformacije C—H) i 1026 cm ' (istezanje
C-0).
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Slika 17. Infracrveni spektri uzorka 1 (dolje) 1 Oronazola (gore)
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Oronazol sadrzi kao aktivnhu komponentu ketokonazol. To je antimikotik kemijske formule
CasHpsCpN4Oy4, a molarne mase 531,43 g mol™', &ija je aktivnost temeljena na azolu, tj

imidazolu. Sadrzi i piperazinski prsten, a struktura je prikazan na slici 18.

Slika 18. Struktura Ketokonazola

Kemijski naziv mu je 1-[4-[4-[[2-(2,4-diklorofenil)-2-(imidazol-1-ilmetil)-1,3-dioksolan-4-
il]metoksi]fenil[piperazin-1-il]etanon.

Pandeeswaran i suradnici '* asignirali su sljedeée karakteristiéne vrpce : 1646s v(O=C—CH3);
1586w w(C=C), v(C=N); 1372w v(C-N); 1244s, 1041m w(C-O-C); 816s v(C—Cl); (oznake:
s, jaka; m, srednje jaka ; w, slaba; v, istezanje).

Aloe Vera je jedna od najceS¢e upotrebljavanih biljaka u dermatologiji 1 kozmetici.
Glavni sastojci koje sadrzi su polisaharidi, glikoproteini i1 fenolni spojevi. Nejatzadeh-
Barandozi i suradnici '° asignirali su spektar IR lista Aloe Vere. Karakteristi¢ne apsorpcijske
vrpee pojavljuju se pri 2852 cm ', 2925 cm™, 1630 cm ', 2852 em ', 1420 cm ', 1319 cm™
11245 ecm™, 1100 cm ™', 780 cm ™' i 465 cm™'. Vrpcee pri priblizno 3300 cm ™' mogu se pripisati
prisutnosti vodikovih veza u kojima sudjeluje skupina N-H, S§to je karakteristicno za
aminokiseline. Apsorpcijske vrpce pri 2900-2850 cm™' pripadaju simetri¢nom i asimetri¢nom
istezanju skupina CH, a karakteristicne su i1 za prisutnost alifatskih skupina —CH.
Apsorpcijska vrpca pri 1750-1655 cm™' karakteristi¢na je za istezanje veze C=0 te indicira
prisutnost karbonilnih skupina. Snazna apsorpcijska vrpca pri 1620-1610 cm™' odgovara
istezanju veze C=C $§to upucuje na postojanje vinilnog etera i aloinskog spoja. Vrpca jakog
intenziteta pri 1637 cm ™' karakteristiéna je za aminokiseline, a druga srednje jaka vrpca pri

1419 cm™' takoder moze pripadati aminokiselinama.
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Apsorpcijska vrpca u podru&ju 13601320 cm ™' pripada simetri¢nom istezanju NO, u
aromatskim nitro spojevima. Vrpca pri 1240 cm ' odnosi se na vibracije istezanja C—O
skupina u esterima i fenolima. Vrpca u podrugju 1160-1100 cm™' odgovara istezanju veze
C=S.

Apsorpcijska vrpca pri 780 cm ' karakterizira izvanravninsku deformaciju skupine C—H.

Apsorpcija u podrudju 1530-1450 cm™' odgovara antisimetriénom istezanju skupine N=N-O.

Na temelju snimljenih spektara IR uzorka 1 i komercijalno dostupnih krema i masti ne moze
se zakljuciti koja je aktivna komponenta zastupljena u uzorku 1. Moguénosti se mogu suziti
na tri tipa spojeva: kortikosteroidi, aktivni derivati imidazola i niz spojeva sadrzanih u

prirodnom sustavu biljke Aloe Vera.
Analiza uzorka 2 bila je znatno jednostavnija od analize uzorka 1.

Asigniranjem infracrvenog spektra uzorka 2 , ustanovljeno je da je matrica vazelin, a aktivna

komponenta salicilna kiselina.

Uzorak 2 Vazelin
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Salicilna kiselina
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Slika 19. Infracrveni spektri uzorka 2, vazelina i salicilne kiseline

Promatranjem infracrvenih spektara vazelina 1 uzorka 2 uocene su karakteristi¢ne vrpce koje
se poklapaju. Vrpca opaZena pri 3000 cm ' arakteristi¢na je za istezanje veze C—H u
alifatskim skupinama. Vrpca opaZena pri 1470 cm ™' moze se pripisati savijanju veze C—H, a
ona pri 720 cm ™' pripada skupini CH,.

Potrebno je promatrati spektar u tzv.podrucju otiska prsta, jer su u tom dijelu uocene
karakteristi¢ne vrpce koje se mogu pripisati uzorku 1 1 salicilnoj kiselini. Vrpce opazene pri
1600 cm™' pripadaju vi§im harmonicima aromatskih spojeva dok one opazene pri 1470, 1380,

720 cm ' odgovaraju svijanjima veze C—H.

Salicilna kiselina (latinski Salix — vrba, iz ¢ije se kore dobivala) je monohidroksibenzojeva
kiselina. Ta se bezbojna kristali¢na organska kiselina Siroko upotrebljava, posebice u medicini
1 kozmetickoj industriji, a struktura je prikazana na slici 20. Sustavni [IUPAC-ov naziv je 2-

hidroksibenzojeva kiselina.
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Slika 20. Struktura salicilne kiseline

Molekulska formula je C;H¢O3 a molarna masa 138.12 g mol .

Iz spektara koji su prikazani na slici 19 mozemo zakljuciti da u uzorku 1 dominira vazelin,
dok je aktivna komponenta najvjerojatnije salicilna kiselina.

Podaci dobiveni spektroskopijom IR pokazali su da je matrica uzorka 1 belobaza, a matrica
uzorka 2 vazelin . Kako bismo identificirali aktivhu komponentu u uzorku 1 provedena je
analiza teku¢inskom kromatorafijom visoke djelotvornosti obrnutih faza nepoznatih uzoraka

masti 1 krema, te komercijalno dostupnih masti 1 krema.

4.2. Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza, RP-
HPLC

Analizirani su uzorci komercijalno dostupnih krema i1 masti koji sadrZe kortikosteroid kao
aktivnu tvar 1 salicilnu kiselinu u svrhu utvrdivanja istih u nepoznatim uzorcima. Snimljeni su
uzorci Belosalica, Oronazola, Afloderma i1 Elocoma. Svi uzorci kao pomo¢nu tvar sadrze
vazelin. KoriStena je metoda tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti obrnutih faza.

Odabran je sustav otapala za mobilnu fazu sa ciljem $to boljeg odvajanja komponenti.
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l}1 047
; 2.424a

Slika 21. Kromatogram uzorka Afloderma

Pik retencijskog vremena pri 8,429 min pripada alkometazonu kao $to je prikazano na slici

21.

11

8.710

Slika 22. Kromatogram Belosalic kreme

27

Slika 23. Kromatogram salicilne kiseline
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Na kromatogramu uzorka Belosalic, slika 22, mogu se uociti dva pika, jedan pri retencijskom
vremenu od 1,118 min koji odgovara salicilnoj kiselini, $to se moze potvrditi kromatogramom

na slici 23. Pik pri 9,710 minuti odgovara aktivnoj komponenti betametazonu.

mal -
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100 —

Slika 24. Kromatogram Elocoma

U kromatogramu elocoma uocen je jedan pik retencijskog vremena 11,014 min koji odgovara

mometazon fuoratu.
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Slika 25. Kromatogram Oronazola

Pik koji se pojavljuje na 5,367 minuti moze se pripisati ketokonazolu.
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Slika 26. Kromatogram uzorka 1

U kromatogramu uzorka 1 uoc¢ena su dva pika, jedan pri 9,203 min cije je retencijsko vrijeme
sli¢no onome za betametazon. Kromatografski pik pri 5,184 min se ne poklapa niti s jednom

aktivnom komponentom analiziranih komercijalnih uzoraka.
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Slika 27. Kromatogram uzorka 2
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Slika 28. Kromatogram uzorka 2 s dodatkom salicilne kiseline

Prema kromatogramima prikazanim na slikama 27 i 28, mozemo zakljuciti da uzorak 2 sadrzi
salicilnu kiselinu.

Tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti obrnutih faza odredena su retencijska
vremena odredenih tipova kortikosteroida. Za uzorak 2 utvrdena je prisutnost salicilne
kiseline, ali ne 1 prisutnost kortikosteroida. U uzorku 1 potvrdena je prisutnost kortikosteroida
betametazona. Na temelju RP-HPLC analize moZe se procijeniti da 1g nepoznatog uzorka 1
sadrzava izmedu 0,70 1 2 mg betametazona, te da u uzorku 2 udio salicilne kiseline moze biti

u rasponu od 12-20 mg po 1 g kreme.

4.3. Metoda LC-MS

Kako bismo potvrdili rezultate dobivene u prethodnim mjerenjima koristili smo 1 spregnutu
metodu tekuéinska kromatografija-spektrometrija masa, LC-MS. Analizom LC-MS spektara
uzorka 1 utvrdeno je da postoji pik LC u podrucju 9,030-9,508 min ¢iji molekulski ion pri

m/z=393 odgovara kortikosteroidu betametazonu. Na ovaj nacin potvrdili smo njegovu

prisutnost u uzorku 1.
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x10 5 +ESI Scan:1 (9.030-9.508 min, 31 Scans) Frag=135.0V 1_20130619_DAD_MS.d Subtract
2.5 393.2
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Counts vs. Mass-to-Charge (m/z)

Peak List

m/z z |Abund
371.3 1 |97980.6
372.2 1 ]|18028.3
388.3 1 |107861.5
389.3 1 |20926.9
393.2 1 |236622
394.2 1 |40233.5
409.2 52616.1

Slika 29. Spektar masa uzorka 1 (LC pik pri 9,030-9,508 min)

4.4. Spektrometrija u UV podruéju

Snimljeni su spektri UV za uzorke vazelina i belobaze i usporedeni s onima za uzorke 112 u
1-propanolu

Usporedbom spektara UV uzoraka 1 1 2 sa spektrima belobaze 1 vazelina moglo se zakljuciti
da je nosiva baza u uzorku 1 belobaza, a u uzorku 2 vazelin. Promjena apsorbancije s

promjenom mase matrice otvara mogucénost za odredivanje sadrZaja matrice u uzorku.
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Slika 30. Ovisnost apsorbancije o promjeni mase matrice

1z slike 30. vidljiva je linearna ovisnost apsorbancije o koncentraciji matrice.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Istrazivanje u sklopu ovog diplomskog rada pokazalo je da su infracrvena spektroskopija i
kromatografija HPLC prigodne metode za analizu farmaceutskih pripravaka nepoznatog
sastava. Na temelju usporedbe kromatograma te spektara i asignacije karakteristi¢nih
vibracijskih vrpci i kromatografskih pikova, moze se zakljuciti da je nosiva tvar u uzorku 1
belobaza, a u uzorku 2 vazelin. Daljnjom analizom IR spektara i kromatograma moze se
identificirati aktivna komponenta u uzorku 2, a to je salicilna kiselina. Najveéa sli¢nost
spektara IR uzorka 1 i komercijalnih pripravaka bila je sa spektrom afloderm kreme koja
sadrzi alkometazon. Medutim, na temelju usporedbe kromatograma HPLC uzorka 1 i
komercijalnih uzoraka moze se pretpostaviti da je betametazon jedna od aktivnih komponenti.
Analiza spektra LC-MS potvrdila je postojanje ovog kortikosteroida u uzorku 1.
Spektrometrija UV pokazala se kao dobra metoda za kvantitativno odredivanje nosivih baza u

uzorcima.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

A —apsorbancija

ASK — acetilsalicilna kiselina

b -duljina puta zracenja

BSA —eng. Body surface area

¢ —mnozinska koncentracija

DQLI — eng. Dermatological quality of life index
D, — energija disocijacije
D.q— ravnotezna energija disocijacije

FT- Fourierova transformacija

GC — plinska kromatografija

HPLC — tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti
IR — infracrvena spektroskopija

LC- teku¢inska kromatografija

N-broj prostornih koordinata

NSAR-nesteroidni protuupalni lijekovi

PASI —eng.Psoriasis Security Area Index

Feq- Tavnotezna udaljenost atoma

RP-HPLC- tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti obrnutih faza

UV- spektroskpija u ultraljubicastom podrucju

UV-VIS — spektroskopija u ultraljubicaastom i vidljivom podrucju

¢ - molarni apsorpcijski koeficijent
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Slika D5. UV spektri belobaze otopljene u smjesama acetonitrila i vode
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