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PRACA ORYGINALNA

Oznaczanie niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych w surowicy ludzkiej
technikg GC/MS: optymalizacja procedury
ekstrakcyjnej lekow*

GC/MS determination of non-steroidal anti-inflammatory
drugs in human serum: an optimization of the drug
extraction procedure

Stawomir Kurkiewicz, Anna Dzierzega-Lecznar, Krystyna Stepien

STRESZCZENIE

Oznaczanie niesteroidowych lekow przeciwzapalnych (NLPZ) w ptynach
fizjologicznych ludzi i zwierzat wymaga zastosowania szybkich i wydaj-
nych procedur izolacji tych lekoéw z biologicznej matrycy. Celem pracy
byto poréwnanie r6znych metod ekstrakcji NLPZ z surowicy ludzkiej,
jako etapu poprzedzajacego analize tych lekow technikg GC/MS. W bada-
niach wykorzystano dostepna handlowo surowice stosowana jako mate-
riat kontrolny w oznaczeniach biochemicznych, do ktérej dodano ibupro-
fen, paracetamol, flurbiprofen, nabumeton, naproksen, ketoprofen, kwas
mefenamowy oraz s6l sodowg diklofenaku. W celu wyizolowania NLPZ
z surowicy zastosowano ekstrakcje do fazy statej, technike HybridSPE-
-PPT oraz ekstrakcje ciecz-ciecz. Leki poddano derywatyzacji do pochod-
nych trimetylosililowych za pomocg BSTFA, a nastepnie analizowano
technikg GC/MS. Najwyzsza wydajnos¢ ekstrakcji oraz najlepszy stopien
oddzielenia NLPZ od endogennych sktadnikéw surowicy uzyskano meto-
da ekstrakcji do fazy stalej w postaci zelu krzemionkowego z aktywnymi
grupami oktadecylowymi.

SEOWA KLUCZOWE
GC/MS, sililacja, ekstrakcja do fazy statej, NLPZ

ABSTRACT

Determination of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) in hu-
man and animal physiological fluids requires the use of appropriate pro-

* Badania finansowane przez Slaski Uniwersytet Medyczny w Katowicach (grant
nr KNW-2-111/10).



OPTYMALIZACJA PROCEDURY EKSTRAKCYJNEJ NLPZ

cedures permitting rapid and efficient recovery of the drugs from biological matrices. The aim
of this study was to compare various methods of NSAIDs extraction from human serum that is
essential for GC/MS analysis of the drugs. Commercially available biochemistry control human
serum supplemented with ibuprofen, paracetamol, flurbiprofen, nabumeton, naproxen, ketopro-
fen, mefenamic acid and diclofenac sodium salt was used. Solid phase extraction, HybridSPE-
-PPT technology and liquid-liquid extraction were applied for NSAIDs isolation from the serum.
GC/MS analysis of the drugs was preceded by their derivatization to trimethylsilyl esters with
BSTFA. The highest extraction efficiency and the best separation of the drugs from endogenous
components of the serum were achieved using the solid phase extraction on octadecyl-bonded

silica.

KEY WORDS
GC/MS, silylation, SPE, serum, NSAIDs

WSTEP

Rozw6j badan zmierzajacych do opracowania
szybkich, wydajnych i czutych metod oznacza-
nia niesteroidowych lekéw przeciwzapalnych
(NLPZ) zwigzany jest z ogromng popularnos-
cia tej grupy farmaceutykow, z ktérych wiek-
szo$¢ jest sprzedawana bez recepty. Chociaz
NLPZ s3 uznawane za bezpieczne, ich prze-
dawkowanie lub przewlekte stosowanie moze
prowadzi¢ do powaznych efektéw ubocznych.
Poza wzgledami klinicznymi oraz toksykolo-
gicznymi oznaczanie stezenia NLPZ w ptynach
fizjologicznych stato sie istotne takze w medy-
cynie sagdowej oraz weterynarii [1,2], w tym
w kontroli antydopingowej zwierzat bioracych
udzial w wyscigach [3,4,5]. Oznaczanie NLPZ
w osoczu, surowicy lub moczu ludzi i zwierzat
wymaga zastosowania szybkich i wydajnych
procedur izolacji tych lekow z biologicznej ma-
trycy [6,7,8]. Najczesciej stosuje si¢ w tym celu
ekstrakcje do fazy statej SPE [9], mikroekstrak-
cje do fazy statej SPME lub ciekiej LPME [10]
oraz ekstrakcje ciecz-ciecz LLE [11]. Celem ni-
niejszej pracy byto poréwnanie r6znych metod
ekstrakcji NLPZ z surowicy ludzkiej, jako etapu
poprzedzajgcego analize jakosciowq i ilosciowq
tych lekow technikg GC/MS.

MATERIAE I METODY

W badaniach wykorzystano dostepng handlo-
wo surowice ludzka stosowang jako materiat
kontrolny w pracowniach biochemicznych la-
boratoriéow analityki medycznej (Biochemistry
control serum I, human; BioSystems). Do suro-

wicy dodano ibuprofen, paracetamol, flurbi-
profen, nabumeton, naproksen, ketoprofen,
kwas mefenamowy oraz s6l sodowg diklofena-
ku (wszystkie produkcji Sigma-Aldrich), otrzy-
mujac roztwory, w ktorych stezenie kazdego
z lekdéw byto identyczne i wynosito: 1, 10, 20,
30 lub 50 ng/pl. W celu wyizolowania NLPZ
z surowicy zastosowano ekstrakcje do fazy sta-
tej (SPE), technike HybridSPE-PPT (taczaca pre-
cypitacje biatek z usunieciem obecnych w suro-
wicy fosfolipidéw na drodze SPE) oraz ekstrak-
cje ciecz-ciecz (LLE). Wydajnos¢ ekstrakcji ob-
liczono na podstawie krzywych kalibracyjnych
przygotowanych z wykorzystaniem roztworéw
oznaczanych NLPZ w metanolu (Fluka).

EKSTRAKCJA DO FAZY STALEJ (SPE DSC-18)

Do przeprowadzenia ekstrakcji wykorzystano
kolumienki Discovery® DSC-18 (1 ml, 100 mg;
Supelco) i zaopatrzony w pompe zestaw Baker
spe-24G (J.T. Baker®). Warunki przeprowadza-
nego procesu oraz dobor rozpuszczalnikow
ustalono na podstawie materialéw referencyj-
nych producenta dotaczonych do zakupionych
kolumienek. Kazda kolumienke kondycjo-
nowano z uzyciem 1 ml metanolu oraz 1 ml
wody dejonizowanej (Barnstead NANOpure),
po czym wprowadzano 150 ul roztworu NLPZ
w surowicy z dodatkiem 3 pl kwasu fosforo-
wego (Chempur). Prébke powoli przepuszcza-
no przez kolumienke, uzywajac podciSnienia
z pompy. Po przeprowadzeniu ekstrakcji ko-
lumienke przemywano za pomoca 1 ml 5%
wodnego roztworu metanolu, a nastepnie su-
szono strumieniem azotu przez 10 minut. Do
wymycia analitu uzyto 1 ml metanolu, a uzy-
skany eluat (ekstrakt NLPZ) odparowano do
sucha w strumieniu azotu.
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EKSTRAKCJA TECHNIKA HYBRIDSPE-PPT
Niesteroidowe leki przeciwzapalne izolowa-
no z surowicy z wykorzystaniem kolumienek
HybridSPE™ - Precipitation (30 mg/1 ml SPE
Tubes; Supelco). Proces prowadzono zgodnie
ze wskazaniami producenta kolumienek, za-
mieszczonymi w materiatach referencyjnych
[13,14]. Do probowek Eppendorf o pojemno-
Sci 1,5 ml wprowadzano po 150 pl roztworu
NLPZ w surowicy oraz 450 pl 5% roztworu
kwasu mrowkowego w acetonitrylu (Sigma-
-Aldrich). Zawarto$¢ probdéwek wytrzgsano
przez minute (worteks), a nastepnie dwukrot-
nie wirowano (10 min, 9300 g). Supernatant
powoli przesgczano przez kolumienke przy
uzyciu zestawu Baker spe-24G. Zebrany w fiol-
kach eluat zawierajagcy NLPZ odparowano do
sucha w strumieniu azotu.

EKSTRAKCJA CIECZ-CIECZ ZA POMOCA
ETERU DIETYLOWEGO (LLE-E)

Ekstrakcje ciecz-ciecz prowadzono zgodnie
z metodyka opracowana przez Gonzaleza
i wsp. [11]. W probéwkach Eppendorf o po-
jemnosci 1,5 ml zmieszano 250 pl roztworu
NLPZ w surowicy oraz 250 pl wody dejoni-
zowanej, a nastepnie dodano 50 ul 1 M HCI
w celu doprowadzenia pH do wartosci 2-3.
Zawarto$¢ probowek mieszano przez 10 se-
kund (worteks). Nastepnie przeprowadzono
ekstrakcje z uzyciem trzech porcji po 700 pl
eteru dietylowego. Za kazdym razem prob-
ke wraz z eterem dietylowym wytrzgsano
przez 2 minuty (worteks), po czym wirowano
(15 min, 9300 g). Do potaczonych faz orga-
nicznych wprowadzono 30-35 mg mieszaniny
buforujgcej ztozonej z weglanu i wodorowe-
glanu sodu (2 : 1 w/w; Chempur). Catos¢ po-
nownie mieszano na worteksie przez 2 minuty.
Eterowy ekstrakt NLPZ po zdekantowaniu od-
parowano do sucha w strumieniu azotu.

DERYWATYZACJA NLPZ

W celu otrzymania trimetylosililowych po-
chodnych analizowanych NLPZ jako odczyn-
nik derywatyzujacy zastosowano N,O-bis-
-(trimetylosililo)trifluoroacetamid (BSTFA, Su-
pelco). Sililacje NLPZ prowadzono w sposéb
opisany wczesniej [12]. Do ekstraktéw pozo-
statych w fiolkach po odparowaniu rozpusz-
czalnikow wprowadzano po 150 pl BSTFA
i po kilkusekundowym wytrzasaniu (worteks)
zawarto$¢ fiolek ogrzewano w temp. 70°C
przez 60 min. Po schtodzeniu otrzymane prob-
ki poddano analizie technikag GC/MS.

WARUNKI ANALIZY GC/MS

Analizy GC/MS wykonano stosujac chroma-
tograf gazowy Agilent serii 6890 sprzezony
ze spektrometrem mas Agilent Network 5973
i automatycznym podajnikiem probek 7683
firmy Agilent Technologies. Wykorzystano do-
zownik typu ,,zimnego dozowania na kolum-
ne” (COCQ) z elektroniczng kontrolg ci$nienia,
ktorego temperatura w trybie pracy Track Oven
byta o 3°C wyzsza od temperatury pieca chro-
matograficznego. Temperatura zastosowanej
kolumny kapilarnej J&W HP5-MS (60 m x
0,32 mm x 0,25 pm) wynosita poczatkowo
40°C i utrzymywana byta przez 1 min, a na-
stepnie wzrastata z predkoscig 20°C/min do
160°C i dalej z predkoscig 5°C/min do 205°C,
ktore utrzymywano przez 10 min, po czym
zwiekszano do 270°C z predkoscig 3°C/min.
Jako gaz noSny zastosowano hel o szybko-
Sci przeptywu 2,6 ml/min. Temperatura linii
transferowej wprowadzajacej kolumne chro-
matograficzng bezposrednio do Zrédta jonow
spektrometru mas wynosita 250°C. Zastoso-
wano standardowg warto$¢ energii jonizacji
(70eV).

Podczas pracy spektrometru mas w trybie
zbierania petnego widma (full scan) monito-
rowano jony o wartosci m/z od 70 do 420.
Na podstawie zarejestrowanych widm oznacza-
nych lekow wybrano charakterystyczne jony,
ktére poddano analizie w trybie SIM (moni-
torowania wybranych jondéw). Byty to jony
o nastepujacych warto$ciach m/z: 73,117, 160,
234, 263 i 278 dla estru trimetylosililowego
ibuprofenu; 73, 206, 280 i 295 dla pochodnej
di-trimetylosililowej paracetamolu; 73, 166,
181, 208 i 223 dla pochodnej mono-O-trime-
tylosililowej paracetamolu; 73, 165, 180, 198,
301 i 316 dla estru trimetylosililowego flurbi-
profenu; 128, 171, 185 i 228 dla nabumetonu,
73, 141, 185, 243, 287 i 302 dla estru trime-
tylosililowego naproksenu; 73, 105, 282, 295
i 311 dla estru trimetylosililowego ketoprofe-
nu; 73, 180, 194, 208, 223, 298 i 313 dla estru
trimetylosililowego kwasu mefenamowego
oraz 73, 214, 216, 242, 252, 254, 269, 277,
279, 367 i 369 dla estru trimetylosililowego
diklofenaku.

WYNIKI I DYSKUSJA

W niniejszej pracy do wyizolowania analizo-
wanych NLPZ z modelowej surowicy ludzkiej
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zastosowano trzy odmienne techniki: ekstrak-
cje do fazy statej z wykorzystaniem sorbentu
DSC-18, technike HybridSPE-PPT z wykorzy-
staniem fazy stacjonarnej w postaci zelu krze-
mionkowego optaszczonego cyrkonem oraz
ekstrakcje ciecz-ciecz za pomoca eteru diety-
lowego. W wyniku derywatyzacji uzyskanych
ekstraktow za pomoca BSTFA leki posiadajace
grupe karboksylowa, a wigc: ibuprofen, flurbi-
profen, naproksen, kwas mefenamowy, keto-
profen oraz diklofenak, zostaty przeksztalcone
w estry trimetylosililowe. Z uwagi na specy-
ficzna budowe czasteczki, paracetamol moze
ulega¢ derywatyzacji w dwoch miejscach: przy
atomie tlenu grupy wodorotlenowej oraz przy
atomie azotu grupy amidowe;.

W warunkach zastosowanych w niniejszej
pracy otrzymano pochodng mono-O-trime-
tylosililowa paracetamolu o charakterze ete-
ru oraz pochodng di-trimetylosililowa leku.
W analizie ilosciowej uwzgledniono sume¢ obu
pochodnych. Sposréd o$miu analizowanych
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Ryc. 1. Pordwnanie rozdziatéw chromatograficznych miesza-
niny NLPZ poddanych sililacji po ekstrakgji z surowicy (roztwoér o
stezeniu 1 ng/ul) do fazy statej DSC-18 w trybie zbierania petnego
widma (A) oraz w trybie monitorowania wybranych jonéw (B).
Oznaczenia pikow: 1- ester trimetylosililowy ibuprofenu, 2d - po-
chodna di-trimetylosililowa paracetamolu, 2m — pochodna mono-
-O-trimetylosililowa paracetamolu, 3 — ester trimetylosililowy flur-
biprofenu, 4 — nabumeton, 5 - ester trimetylosililowy naproksenu,
6 — ester trimetylosililowy ketoprofenu, 7 — ester trimetylosililowy
kwasu mefenamowego, 8 - ester trimetylosililowy diklofenaku.

Fig. 1. Comparison of the chromatograms of NSAID mixture (1ng/
/ul) silylated after the solid phase (DSC-18) extraction from serum,
obtained in a full scan (A) and selected ion monitoring (B) modes.
Peak designation: 1 - trimethylsilyl ester of ibuprofen, 2d - di-tri-
methylsilyl derivative of paracetamol, 2m mono-O-trimethylsilyl
derivative of paracetamol, 3 - trimethylsilyl ester of flurbiprofen, 4
—nabumeton, 5 - trimethylsilyl ester of naproxen, 6 — trimethylsilyl
ester of ketoprofen, 7 — trimethylsilyl ester of mefenamic acid, 8
— trimethylsilyl ester of diclofenac.

lekéw jedynie nabumeton, zgodnie z oczeki-
waniem, nie ulegl derywatyzacji ze wzgledu
na brak aktywnych atoméw wodoru w jego
czasteczce. Mimo odmiennego charakteru che-
micznego lek ten zostat wigczony do badan
w celu sprawdzenia, czy mozna go oznaczac
w przyjetych warunkach eksperymentu wraz
z lekami, z ktérymi moze wspotwystepowac
w probkach biologicznych.

W analizie lekow technika GC/MS tryb full
scan (zbierania petnego widma) czesto jest za-
stepowany trybem monitorowania wybranych
jonow (SIM) [11,15,16]. Strategie taka zasto-
sowano réwniez w niniejszej pracy. Tryb SIM
charakteryzuje si¢ lepszym stosunkiem sygna-
tu do szumu, co przy probkach pochodzenia
biologicznego pozwala na etapie rejestracji
wzmocni¢ sygnal pochodzacy od analizowa-
nych zwiazkéw, przy jednoczesnym wyttumie-
niu tta. W przypadku izolacji NPLZ z surowicy
krwi jest to istotne, gdyz ekstrakcja nie gwa-
rantuje catkowitego oddzielenia analizowa-
nych lekow od matrycy. Jak wynika z przykta-
dowych danych przedstawionych na rycinie 1,
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Ryc. 2. Poréwnanie rozdziatéw chromatograficznych miesza-
niny NLPZ (10 ng/pl) poddanych sililacji po wyizolowaniu z suro-
wicy technika ekstrakgji ciecz-ciecz (LLE-E), HybridSPE-PPT oraz
ekstrakdji do fazy statej (SPE DSC-18). Oznaczenia pikéw jak na
ryc. 1.

Fig. 2. Comparison of the chromatograms of NSAID mixture (10
ng/l) silylated after drug isolation from serum using liquid-liquid
extraction (LLE-E), HybridSPE-PPT, and solid phase extraction (SPE
DSC-18). For peak designation: see fig. 1.
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zastosowanie trybu SIM rzeczywiScie pozwoli-
o na zwigkszenie czutosci metody.

Na rycinie 2 poré6wnano rozdziaty chroma-
tograficzne mieszaniny NLPZ poddanych
sililacji po wyekstrahowaniu z surowicy me-
todami LLE-E, HybridSPE-PPT oraz SPE
DSC-18. Oprécz analizowanych lekéw, na
chromatogramach obecne s3 rowniez piki od-
powiadajace trimetylosililowym pochodnym
weglowodanéw oraz lipidow pochodzacych
z surowicy krwi. Zidentyfikowano m.in. kwas
heksadekanowy (czas retencji 21,3 min),
kwas oktadecenowy (28,0 min), kwas oktade-
kanowy (29,2 min) oraz kwas arachidonowy
(31,7 min). Na chromatogramach uzyskanych
po ekstrakcji ciecz-ciecz wykryto ponadto
trimetylosililowa pochodna 2,6-di-tert-buty-
lo-p-krezolu o czasie retencji 14,3 min. Zwia-
zek ten dodawany jest do eteru dietylowego
w ilosci 0,0005%, w celu jego stabilizacji. Poza
tym we wszystkich probkach, bez wzgledu na
rodzaj zastosowanej procedury ekstrakcyjnej,
stwierdzono obecnos¢ innych, trudnych do zi-
dentyfikowania zwigzkow.

Rycina 3 ilustruje poréwnanie wydajnosci za-
stosowanych metod ekstrakcji na przyktadzie
ketoprofenu w petlnym zakresie oznaczanych
stezen, a rycina 4 dla wszystkich oznaczanych
NLPZ o stezeniu 30 ng/pl. Z otrzymanych da-
nych wynika, iz najwyzsze wartoSci odzysku
lekéw wystapity przy zastosowaniu techniki
SPE DSC-18. Wsrdd lekoéw ekstrahowanych tg
metoda najlepsze wyniki otrzymano dla po-
chodnych paracetamolu (89-99% zaleznie od
stezenia leku), flurbiprofenu (79-103%) oraz
ketoprofenu (85-94%). Najnizsze wydajnoSci
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Ryc. 3. Wydajnos¢ ekstrakgji ketoprofenu z surowicy technikg
ekstrakcji do fazy statej (SPE DSC-18), HybridSPE-PPT oraz ekstrak-
qji ciecz-ciecz (LLE-E) dla réznych stezef leku.

Fig. 3. The efficiency of solid phase extraction (SPE DSC-18),
HybridSPE-PPT, and liquid-liquid extraction (LLE-E) of ketoprofen
from serum at various drug concentrations.
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Ryc. 4. Poréwnanie wydajnosci ekstrakcji analizowanych NLPZ
z surowicy krwi technika ekstrakji do fazy statej (SPE DSC-18), Hy-
bridSPE-PPT oraz ekstrakgji ciecz-ciecz (LLE-E). Stezenie kazdego
leku w surowicy: 30 ng/pl. Oznaczenia lekéw: 1 - ibuprofen,
2 - paracetamol, 3 - flurbiprofen, 4 — nabumeton, 5 - naproksen,
6 - ketoprofen, 7 — kwas mefenamowy, 8 - diklofenak.

Fig. 4. Comparison of the extraction efficiency of the analyzed
NSAIDs from serum with the use of solid phase extraction (SPE
DSC-18), HybridSPE-PPT, and liquid-liquid extraction (LLE-E).
Each drug concentration in serum: 30 ng/ul. Drug designation:
1 - ibuprofen, 2 - paracetamol, 3 - flurbiprofen, 4 — nabumeton,
5 — naproxen, 6 — ketoprofen, 7 — mefenamic acid, 8 - diclofenac.

ekstrakcji SPE stwierdzono dla nabumetonu
(70-87%) oraz pochodnych ibuprofenu (57—
-82%). W metodzie tej wykorzystano kolu-
mienki ekstrakcyjne Discovery® DSC-18 z faza
odwrocona w postaci zelu krzemionkowego
z aktywnymi grupami oktadecylowymi.
Analogicznych wypelnien (C18 Bond-Elut)
uzyli Bakkali i wsp. do oznaczania diklofena-
ku, indometacyny i fenylobutazonu w moczu
[17]. W tym przypadku probki przed ekstrak-
cja doprowadzono do pH 5, a ekstrakty anali-
zowano za pomocg HPLC Odzyski diklofena-
ku uksztattowaly sie na zblizonym poziomie
85% przy stezeniach w moczu 0,02-0,1 ng/pl.
Takze Ternes [18] wykorzystat fazy odwrécone
C18 do oznaczania farmaceutykéw o wtasci-
wosciach kwasowych w prébkach wody, z ta
roznicy, ze przed ekstrakcjg probki byly do-
prowadzane do pH 2. Uzyskane przez niego
wydajnosci ekstrakcji dla naproksenu, keto-
profenu, diklofenaku i ibuprofenu oscylowaty
w granicach 71-98%.

Z danych otrzymanych w przeprowadzonym
eksperymencie wynika, ze procedura HybridSPE-
-PPT w poréwnaniu z SPE DSC-18 jest metoda
mniej efektywng dla wszystkich analizowanych
lekéw poza nabumetonem, dla ktérego odzyski
uksztattowaly sie na poziomie 77-102%, czyli
niewiele wyzszym niz w metodzie SPE DSC-18.
Fakt ten moze by¢ zwigzany z odmiennymi od
pozostatych lekow wtasciwosciami czgsteczki
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nabumetonu, ktory jest prolekiem o strukturze
ketonu, pozbawionym wtasciwosci kwasowych.
Usrednione wydajnosci dla poszczegblnych le-
kéw izolowanych technika HybridSPE-PPT za-
wieratly sie w przedziale 47-92%.

Niskie odzyski lekéw, znaczny rozrzut ich
wartosci (7-92%) oraz niezadowalajaca po-
wtarzalno$¢ wynikéw otrzymano w metodzie
LLE-E. Podobne warunki eksperymentu zasto-
sowali Gonzalez i wsp. [11] w analizie siedem-
nastu NLPZ w osoczu i moczu konskim. R6z-
nica polegata na metylacji NLPZ za pomoca
jodku metylu w acetonie w obecnosci weglanu
potasu. Uzyskane przez cytowanych autorow
wydajnosci ekstrakcji lekobw z moczu wynosity
od 38% (ketoprofen) do 84% (propyfenazon),
natomiast podczas ekstrakcji z osocza od 23%
(kwas mefenamowy) do 100% (ibuproksam).

WNIOSKI

1. Wszystkie zastosowane techniki ekstrak-
¢ji umozliwiaja wyizolowanie ibuprofenu,
paracetamolu, flurbiprofenu, nabumetonu,
naproksenu, ketoprofenu, kwasu mefena-
mowego oraz diklofenaku z surowicy krwi.

2. Najlepszy stopien oddzielenia NLPZ od en-

dogennych sktadnikéw surowicy uzyskano
metoda SPE z wykorzystaniem sorbentu
DSC-18.

3. Z wyjatkiem nabumetonu, ekstrakcja po-

zostaltych lekoéw do tej fazy charakteryzuje
sie wiekszg wydajnoscig i powtarzalnoscia
w poroéwnaniu z procedura HybridSPE-PPT
oraz ekstrakcjg ciecz-ciecz za pomocg eteru
dietylowego.
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