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Određivanje anizomicina u životinjskim tkivima

Determination of anisomycin in animal tissues 

Ljiljana Tolić1 , Nikolina Antić1, Svetlana Grujić1, 
Goran Bačić2, Mila D. Laušević1

1Tehnološko-metalurški fakultet, Univerzitet u Beogradu, Karnegijeva 4, Beograd 
(ndujakovic@tmf.bg.ac.rs)
2Fakultet za fizičku hemiju, Univerzitet u Beogradu, Studentski trg 12-16, Beograd

Anizomicin je antibiotik izolovan iz bakterijske vrste Streptomyces griseolus za 
koji je nekoliko studija pokazalo da je citotoksičan prema ćelijama malignog tu-
mora, tj. da može suzbiti njihov rast [1]. Cilj ovog rada bio je razvoj i optimizacija 
metode ekstrakcije ovog antibiotika iz životinjskih tkiva, kao što su srce i jetra. 
Ispitivani su različiti rastvarači za ekstrakciju, kao i metode prečišćavanja dobi-
jenog ekstrakta. Ekstrakt je analiziran metodom tečne hromatografije sa tandem 
masenom spektrometrijom (LC–MS/MS, engl. liquid chromatography–tandem 
mass spectrometry).

Kao rastvarači za ekstrakciju anizomicina iz tkiva ispitivani su metanol i ace-
tonitril. S obzirom na to da antibiotici strukturno slični anizomicinu pokazuju 
afinitet prema proteinima, posebna pažnja je posvećena deproteinizaciji u cilju 
povećanja ekstrakcije analita iz matrice, što se postiže upotrebom trihlorsirćetne 
kiseline (TCA, engl. trichloroacetic acid) [2]. Dodatni problem prilikom ekstrak-
cije iz tkiva kao kompleksne matrice predstavlja masnoća, koja se može ukloniti 
upotrebom heksana [3].

U optimizovanoj metodi ekstrakcije na prethodno homogenizovan uzorak tki-
va dodat je metanol i vršena je sonikacija 30 min. Uzorak je zatim centrifugiran i 
odvojen je supernatant. Postupak ekstrakcije metanolom je ponovljen, a dobijeni 
supernatanti su spojeni i preneti u levak za razdvajanje, gde je dodat heksan radi 
odmašćivanja. Nakon razdvajanja faza, odliven je donji sloj metanola i uparen 
do suva u struji azota u vodenom kupatilu na 30 °C. Ostatak je suspendovan u 
5% rastvoru TCA. Dobijeni ekstrakt je potrebno prečistiti, a prisutan anizomicin 
izolovati i koncentrovati, za šta se koristi metoda ekstrakcije na čvrstoj fazi (SPE, 
engl. solid-phase extraction). Dobijeni uzorak je nanošen na OASIS HLB (HLB, 
engl. hydrophilic-lipophilic balance) SPE kolonu, prethodno kondicioniranu me-
tanolom i dejonizovanom vodom. Po nanošenju uzorka, kolona je sušena na va-
kuumu oko 10 min. i eluirana sa metanolom. Eluat je uparen do suva u struji azota 
u vodenom kupatilu na 30 °C, a zatim rekonstituisan sa 1 ml metanola. Dobijen 
ekstrakt je propušten kroz filter veličine pora 0,45 μm i analiziran.

Za razvijenu i optimizovanu metodu dobijeni su visoki prinosi, u opsegu 
73–114% (za tkivo srca) i 81–104% (za tkivo jetre). Za kvantitativno određiva-
nje korišćeni su standardi koji odgovaraju matrici uzorka. Naime, utvrđeno je 
da matrica uzorka umanjuje jonizaciju analita za 53–78%, zbog čega je potrebno 
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koristiti odgovarajuće standarde koji se pripremaju za svaku vrstu tkiva dodatkom 
određene zapremine standardnog rastvora anizomicina u krajnji ekstrakt dobijen 
nakon SPE procedure.

Za LC–MS analizu korišćen je Surveyor LC sistem (Thermo Fisher Scientific, 
SAD) i Zorbax Eclipse® XDB-C18 kolona (Agilent Technologies, SAD), dimenzija 
4,6 mm x 75 mm x 3,5 μm. Mobilna faza sastojala se od metanola, dejonizovane 
vode i 10% sirćetne kiseline. Maseni spektri dobijeni su korišćenjem LCQ Ad-
vantage (Thermo Fisher Scientific) jonskog trapa, kao masenog spektrometra uz 
elektrosprej jonizacionu tehniku. Za kvantifikaciju i potvrdu prisustva anizomici-
na odabrane su reakcije fragmentacije protonovanog molekula analita u najinten-
zivnije fragmentne jone (slika 1).

Slika 1. (a) MS/MS spektar anizomicina sa reakcijom odabranom za 
kvantifikaciju; (b) hromatogram odabrane reakcije kvantifikacije anizomicina.

Granica detekcije metode, izračunata kao koncentracija pri kojoj je vrednost 
odnosa signala i šuma 3:1, iznosi 1,5 ng g–1, a granica kvantitativnog određiva-
nja, koja odgovara koncentraciji pri kojoj je vrednost odnosa signala i šuma 10:1, 
iznosi 5,0 ng g–1. Dobijeni parametri pokazuju da je razvijena metoda osetljiva i 
pouzdana za određivanje tragova anizomicina u tkivu.
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