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SAZETAK

RAZVOJ I VALIDACIJA KROMATOGRAFSKE METODE ZA ODREDIVANJE
DIKLOFENAKA U VODI

Validacija, tj. vrednovanje svih bitnih postupaka analitickog sustava, predstavlja prvi
korak kojim se odreduje 1 dokumentira prikladnost analitickog sustava za odredenu namjenu.
Kako bi validirali analitic¢ki sustav potrebno je ispitati izvedbene znacajke kao $to su: linearnost,
tocnost, specificnost/selektivnost, granicu detekcije i granicu kvantifikacije, robusnost, radno

podrugje, preciznost i osjetljivost.

Cilj ovoga rada bio je osmisliti i validirati kromatografsku metodu za odredivanje
farmaceutika diklofenaka u izvorskoj i MilliQ vodi te se upoznati s izvedbenim znacajkama
analitickog sustava. U ovome je radu opisana priprema otopina diklofenaka u izvorskoj i MilliQ
vodi te je analiza provedena na tekué¢inskom kromatografu visoke ucinkovitosti uz detektor s
nizom dioda (HPLC-DAD). Rezultati analize potvrdili su da je ispitana kromatografska metoda
valjana za odredivanje diklofenaka u vodi jer su gotovo sve izvedbene znacajke zadovoljile

kriterij.

Kljuéne rije€i: validacija kromatografske metode, tekuéinska kromatografija visoke

ucinkovitosti, diklofenak, izvedbene znacajke



SUMMARY

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF CHROMATOGRAPHIC METHOD
FOR THE DETERMINATION OF DICLOFENAC IN WATER

Validation, i.e., evaluation of all relevant procedures of the analytical system, represents
the first step to determining and documenting the suitability of the analytical system for a
specific purpose. Performance parameters such as linearity, accuracy, specificity/selection,
limit of detection and limit of quantitation, robustness, work area, precision, and sensitivity

need to be examined to validate.

This work aims to develop and validate a chromatographic method for the determination
of diclofenac in spring water and MilliQ water and become familiar with the performance
parameters of the analytical system. In this work, the preparation of diclofenac solutions in
spring water and MilliQ water is described. The analysis was performed on a high-performance
liquid chromatograph coupled to a diode array detector (DAD). The research results have
confirmed that the tested method is acceptable for the determination of diclofenac in water

because almost all parameters met the criterion.

Key words: validation of chromatographic method, high performance liquid chromatography,

diclofenac, performance parameters



SADRZAJ

L UVOD ettt ettt sttt et ettt et nae e 1
2 OPCIDIO ..ottt 3
2.1 FARMACGCEUTICT ..ottt sttt 4
2.1.1  FarmaceutiCi U OKOLISU ...ccueriiiiiiiiiieiieicetee e 4
2.1.2  DIKIOFEN@K ..ot 5

2.2 KROMATOGRAFIJA ...ttt et st 6
2.2.1 POVIIEST .ttt et et e e et e e et e e e raa e e e baeenareeennnes 6
2.2.2  Podjela Kromatografije .........ccoeriiriiiiiiiiiiiie e 6
2.2.3  KaAlIDIACHA cueieutiiiiieiie ettt ettt ettt e 7
2.2.4  Metoda vanjskog standarda.............occeeeiiiiiiiiienii e 7
2.2.5  Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti...........ceceeveeeiieenieniieenieeieenne 8

2.3 VALIDACITA ettt sttt ettt et st b et sae e 9
231 DEIINICIJA cutiiiiieiieciie ettt ettt ettt ettt te et e e beestaeenbeesaaeeebeensaeenbeeeaaeenbeenns 9
2.3.2  Izvedbene zZnaCajKe [1]...cccceeriiieiiieeiieecie ettt e 9
2.3.3  Kada je potrebno provoditi validaciju? .........ccceevcvieeriieeiiieeiieeieeee e 11

3 EKSPERIMENTALNI DIO ....ooiiiiiiiiiieriieeee ettt 12
3.1 MATERITALL ..ottt ettt ettt et ae e sneens 13
3.1.1 KeMIKAIIJE ottt e 13
3.1.2  DIKIOENAK ... s 14
3.1.3  IZVOISKA VOA@ ..ottt et 14

3.2 INSTRUMENTI ..ottt sttt ettt e 15
3.2.1  ANalitiCka VAZA.....cccuiiiieiiieiiee ettt 15
3.2.2  Uredaj za filtraciju VOAE ........coouieiiiiiiiiiieeieee ettt 15
3.2.3  Teku¢inski kromatograf visoke uc¢inkovitosti (HPLC) .........ccceoceveiiiniinirennnns 16
324 Ultrazvulna Kada.......oc.ooiiiiiiiiiiiiee e 16

3.3 OPIS RADA ...ttt sttt e 17



3.3.1 Kromatografska analiza.............cceeecuieiiiiieiiie et 17

3.3.2  Priprema standardnih OtOPINa..........ccceeruieeieerieniiieiieeitesee et et ens 17
3.3.2.1 Priprema standardnih otopina za ispitivanje linearnosti............cccecceerveennennne. 17
3.3.2.2 Priprema standardnih otopina za ispitivanje ponovljivosti.............cccecveeuneenee. 18
3.3.2.3 Priprema standardnih otopina za ispitivanje robusnosti............cceecveruveennennne. 18

4  REZULTATITRASPRAVA ..ottt 19
4.1 VALIDACIJA HPLC-DAD KROMATOGRAFSKE METODE ZA
ODREDIVANIJE DIKLOFENAKA U VODI .....ccoooiiiiieiieieieeesiee s 20
4.2 SELEKTIVNOST/SPECIFICNOST ....oviieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 20
4.3 LINEARNOST ...ttt ettt ettt sttt esteesaenseensassaenseenseeneans 22
S © NN 1 D 1 Y4 1 1 USSR 25
4.5 GRANICA KVANTIFIKACIJE (GK) I GRANICA DETEKCIJE (GD)................. 26
4.6 PRECIZNOST ..ottt sttt se et esenseeaeenen 26
4.7 ISTINITOST ..ottt ettt e e ne et e e bensasneenens 30
4.8  RADNO PODRUCITE ......tvuiiuieriieeieeiesiee s sss s 31
4.9 ROBUSNOST ..ottt ettt ettt eneeneene et ensessesaeenens 31
4.10 SAZETAK REZULTATA ....ooiimiveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 33

5 ZAKLIUCAK ..ottt 34

6 LITERATURA ..ottt ettt ae s se et et entessesae e 36

T ZIVOTOPIS oo e e 39



1 UVOD



Razvojem farmaceutske industrije i prekomjernom upotrebom raznih lijekova, njihova
prisutnost u okoliSu postaje sve ve¢a. Godinama se provode analize zagadivala okolisa, kako bi
se utvrdila prisutnost pesticida, zagadivala zraka, ostataka nafte i mnogih drugih tvari, koje
svojim prisustvom zagaduju okoliS. Lijekovi pripadaju novoj klasi zagadivala, iako njihova
prisutnost u okoliSu nije nova. Poradi toga, pracenje farmaceutika u okoliSu postaje sve vazniji

postupak u ispitivanju kakvoée vode, zraka i tla.

Problem nastaje kada se lijekovi transformiraju u jedan ili viSe metabolita, izIlu¢uju urinom
1 dospijevaju u okolis. Takoder, rasprSena upotreba antibiotika stvara antimikrobnu rezistenciju

te za posljedicu, bakterije imaju sposobnost modificiranja svog genetskog materijala.

Zabrinutost zbog visoke koncentracije farmaceutika u okoliSu, znanstvenike poziva da
naglasak stavljaju na nove metode identifikacije 1 kvantifikacije tih spojeva u razli¢itim
uzorcima. NajceS¢a metoda za odredivanje i kvantificiranje farmaceutika je tekucinska

kromatografija visoke u¢inkovitosti.

Prije provedbe mjerenja potrebno je odraditi validaciju metode i instrumenta, a konacan

cilj svake analize je dati pouzdan i tocan rezultat.



2 OPCIDIO



2.1 FARMACEUTICI

Naziv farmaceutici obuhvaca sve terapijske lijekove namijenjene ljudima, veterinarske
lijekove 1 dodatke prehrani. U Europskoj se uniji koristi oko 3000 razli¢itih farmaceutski
aktivnih spojeva (PhAC). To su uglavnom mali organski spojevi, molekulske mase ispod 500
Da, koji moraju zadovoljiti glavnu karakteristiku; moraju biti umjereno topljivi u vodi i
lipofilni, kako bi bili bioloSki aktivni [1]. Za farmaceutike se oduvijek smatralo da su
komplicirane i sloZene molekule, no oni to ne moraju biti. Farmaceutici mogu biti jednostavne
aromatske molekule poput propofola ili alifatske molekule poput nitroglicerina. Bez obzira na

strukturne karakteristike, farmaceuticima je zajednicka njihova primjena [2].

Farmaceutici pripadaju grupi mikrozagadivala, zbog toga Sto su u vodenim medijima
prisutni u mikrogramskim ili nanogramskim koncentracijama [3]. Farmaceutike, prema

terapijskom djelovanju, mozemo podijeliti na:

analgetike,

e diuretike,

e farmaceutike s protubakterijskim djelovanjem,
e antikonvulzive,

e antidijabetike,

e protuupalne farmaceutike,

e anksiolitike.

Medu najpoznatijim farmaceuticima istiCu se paracetamol, azitromicin, kofein,

klaritromicin, diklofenak, ibuprofen te penicilin [1].
2.1.1 Farmaceutici u okoliSu

Uz brzi razvoj znanosti 1 tehnologije, stvara se 1 ispusta sve viSe zagadivala u okolis.
Znanja 1 vjeStine analitickih kemicCara postaju sve vaznije, kako bi unijele promjene, tj.
modifikacije u instrumentaciju, uzorkovanje i postupke pripreme uzoraka, te time znatno
povecale uspjesnost pracenja koncentracije zagadivala u okolisu [4]. Farmaceutici su pronadeni

u ispustima nakon obrade otpadnih voda, u tlu 1 povrSinskim vodama te u vodovodnim vodama.

Na slici 1. je prikazan put farmaceutika u okoliSu. Iz slikovnog se prikaza moze vidjeti da se
farmaceutici, koji su uneseni u organizam, ispustaju u otpadne vode. Takve se vode zatim

koriste u poljoprivredne svrhe. Takoder, farmaceuticima se nastoji suzbiti Stetocine u tlu.



Njihova koncentracija nije visoka, no postoji zabrinutost zbog izloZenosti zivih bi¢a tim
spojevima. Antibiotici i estrogeni dvije su, od brojnih drugih vrsta, za koje se vjeruje da opstaju
u okolisu, zbog toga Sto se tesko bioloski razgraduju te zbog njihovog konstantnog ispustanja
u okolis. Posljedica koristenja farmaceutika je njihovo ispustanje u okoli$ te vezanje na tlo 1
sediment. Takoder, postoji opasnost zbog moguénosti nastanka novih spojeva, koji mogu biti

vise ili manje stabilni i toksi¢ni prema pocetnoj molekuli farmaceutika [5].

Slika 1. Put farmaceutika u okolisu. [6]

2.1.2 Diklofenak

Diklofenak, poznatiji kao Voltaren, nesteroidni je lijek iz klase feniloctene kiseline s
protuupalnim, analgetskim i antipireti¢kim svojstvima. Koristi se za lije¢enje blage do umjerene
boli te pomaZze u ublazavanju simptoma artritisa, kao $to su upale, otekline, ukocenost i bol u
zglobovima. Povijest diklofenaka seze u 1973. godinu, kada su ga prvi puta sintetizirali Alfred
Sallmann i Rudolf Pfister, a prvi ga je uveo Ciba-Geigy (danas Novartis AG, Basel, Svicarska)
[7]. Fizikalno-kemijska svojstva ovoga spoja navedena su u eksperimentalnom dijelu na stranici

14.



2.2 KROMATOGRAFIJA

Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju (IUPAC) definira kromatografiju kao
fizikalnu tehniku odjeljivanja u kojoj se sastojci raspodjeljuju izmedu dviju faza, od kojih je
jedna nepokretna, a druga pokretna te se krece u odredenom smjeru [1]. Kromatografija se
temelji na pojavama adsorpcije, ionske izmjene i razdjeljenja, koje omogucéuju odjeljivanje
sastojaka smjese. Ravnoteze koje odreduju fenomene razdiobe ovise o svojstvima tvari koje se

raspodjeljuju izmedu faza [8].
2.2.1 Povijest

Pojam kromatografija, u novije vrijeme povezujemo s analitickom kemijom i metodama
separacija, iako ona izvorno nije povezana s kemicarima ve¢ biolozima, botani¢arima i
agronomima. Nastoje¢i izolirati pigmente iz raznih biljaka, pojam kromatografija prvi
spominje Mihail Semjonovi¢ Cvet pocetkom 20. stolje¢a [9]. Primijenio je kromatografsku
tehniku za odjeljivanje otopine biljnih pigmenata klorofila i ksantofila prolaskom kroz staklenu
kolonu napunjenu sitnozrnastim kalcijevim(II) karbonatom. Tehnika je dobila naziv od grcke
rije¢i chroma, $to znaci boja te od rijeCi graphein, $to znaci pisati [10]. Daljnje istrazivanje
kromatografije nastavljaju A. J. P. Martin i R. L. M. Synge, koji su prvi razjasnili razdjelnu
kromatografiju na papiru, tumacenjem teorije tavana. Kasnije, Sezdesetih godina prosloga

stoljeca, instrumentalna tekucinska kromatografija krece se sve viSe i viSe razvijati [1].
2.2.2 Podjela kromatografije

S obzirom na prirodu ravnoteze, kromatografija se moZe podijeliti na:

razdjelnu kromatografiju, gdje se ravnoteza uspostavlja izmedu pokretne faze (tekucéina

ili fluid pri superkriticnim uvjetima) i tekuce nepokretne faze vezane za inertni Cvrsti

nosac

e adsorpcijsku kromatografiju, gdje se ravnoteza uspostavlja izmedu pokretne faze
(tekucina 1li inertni plin) 1 ¢vrste nepokretne faze, a molekule ispitivane tvari izravno
vezu na povrsinu adsorbensa

e ionsko-izmjenjivacku kromatografiju, u kojoj dolazi do izmjene iona ispitivanog uzorka
1 ionima nepokretne faze

e afinitetnu kromatografiju, u kojoj dolazi do vezanja zbog interakcija molekula s

kemijskim vezanim ligandom na povrSini nepokretne faze



e kromatografiju iskljucenjem po velicini, gdje nepokretnu fazu ¢ini materijal s porama
definiranih dimenzija i slabo izrazenim adsorpcijskim svojstvom te se odjeljivanje zbiva

zbog razlike u molekulskoj masi i obujmu.

Kromatografija se moze podijeliti i na temelju sastava pokretne faze. S obzirom na pokretnu
fazu, mozemo koristiti plinsku kromatografiju, gdje je pokretna faza inertni plin nosioc,
tekucinsku kromatografiju, gdje je pokretna faza tekucina male viskoznosti te fluidnu

kromatografiju gdje je pokretna faza fluid iznad svoje kriti¢ne temperature i tlaka [1].

Takoder, kromatografiju mozemo podijeliti na kromatografiju u stupcu 1 plosnu
kromatografiju ako je u pitanju nepokretna faza, koja moze biti tekuca ili ¢vrsta. Tekucinska se
kromatografija dalje dijeli na tankoslojnu kromatografiju (TLC), teku¢insku kromatografiju
visoke djelotvornosti (HPLC), kromatografiju ultravisoke djelotvornosti (UHPLC), ionsku
kromatografiju (IC) i kromatografiju iskljucenjem po veli¢ini (SEC) [1].

2.2.3 Kalibracija

Kalibracija spada u jedan od najvaznijih koraka kemijske analize. Definira se kao
postupak u kojemu se mjerni sustav usporeduje sa standardiziranim sustavom. Kalibracija se
provodi kako bi pogreska mjernog sustava bila minimalna, tj. kako bi to¢nost konacnog

rezultata bila maksimalna.
Postoje tri kalibracijske metode [11]:

e metoda vanjskog standarda,
e metoda unutarnjeg standarda,

e metoda standardnog dodatka.
U ovome je radu koriStena i opisana metoda vanjskog standarda.

2.2.4 Metoda vanjskog standarda

Kalibracijski, tj. umjerni dijagrami prikazuju ovisnost signala, koji je dobiven
mjerenjem signala standarda pri to¢no definiranim uvjetima rada, prema koliini analita, tj.
koncentraciji. Cesto se linearnost, kod niskih ili visokih koncentracija, ne zadovoljava, pa se
uzima sredina umjernog pravca, tj. linearan dio koji se moZze opisati jednadZbom pravca:
y=a+bx. Tada y predstavlja signal s instrumenta, a signal slijepe probe a b je nagib pravca za

ispitivani sustav. Na slici 2. prikazan je umjerni dijagram [12].



P Y =0,03286+0,06647 X
R*=0,99968

Y =0,05371+0,06039 X
R*=0,99815

¥ {ugml”

Slika 2. Umjerni dijagram. [12]

Ova se metoda kalibracije koristi kada je utjecaj matice zanemariv 1 kada ne ovisi o

analitu. Nuznost ove metode je stabilnost mjernog instrumenta [12].

2.2.5 Tekudinska kromatografija visoke djelotvornosti

U ovome je radu koriStena tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti.

Opcéenito, tekudinska se kromatografija moze provoditi u otvorenim ili zatvorenim
sustavima, tj. na kromatografskoj plocici ili u stupcu. Svaki se instrument za tekucinsku
kromatografiju visoke djelotvornosti sastoji od spremnika za otapala pokretne faze, pumpe,

injektora, pretkolone (nije nuzno), kolone i detektora (slika 3.) [1].
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Slika 3. Shematski prikaz HPLC kromatografa .[1]

Najbitniji dio samog instrumenta je pumpa, koja crpi pokretnu fazu u stupac pod
visokim tlakom stalnom brzinom (0,1-10 ml/min), a uzorak se automatskim dodavanjem unosi
u sustav u tzv. petlju (obujma 5-500 pL), gdje se odrzava stalni tlak. Otapalo zatim prolazi kroz
injektor te unosi uzorak u kolonu. Kako bi kolona dulje trajala pozeljno je koristiti pretkolone.
Kao detektori mogu se koristiti spektrometri masa, spektrofotometrijski detektori u UV-VID

podrucju elektromagnetskoga zracenja, detektori na osnovi molekulske fluorescencije, indeksa

8



loma, oni koji se osnivaju na rasprSenju elektromagnetskoga zra¢enja na isparenom uzorku te

elektrokemijski detektori (konduktometrijski i amperometrijski) [1].

Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti upotrebljava se pri odjeljivanju i
odredivanju polarnih i nepolarnih nehlapljivih spojeva u farmaceutskoj, biokemijskoj, klini¢koj
1 forenzickoj industriji. Osobito je vazna njena primjena u odredivanju Stetnih tvari u tlu, hrani,

vodi, zraku 1 industrijskim procesima [1].

2.3 VALIDACIJA

2.3.1 Definicija

U novije vrijeme, u analiti¢koj se kemiji, naglasak stavlja na razvoj novih analitickih
metoda i tehnika pomocu kojih se mogu pouzdano identificirati i kvantificirati komponente u
uzorcima [13]. Prije same provedbe eksperimenta, potrebno je provesti validaciju metode.
Validacija je skup postupaka kojima potvrdujemo da nasa metoda sluZi svrsi te da ju moZemo
primijeniti pri provedbi eksperimenta [14]. Nakon postupka validacije, sve radnje i1 postupci

moraju biti jasno i uredno dokumentirani [13].

2.3.2 Izvedbene znacajke [1]

Da bi validirali metodu potrebno je procijeniti izvedbene znacajke mjernog sustava.
Neke od glavnih izvedbenih znacajki su: tocnost, preciznost, selektivnost i specificnost,
osjetljivost metode, granice dokazivanja 1 granice kvantifikacije, linearnost, iskoristivost te
otpornost metode. Nakon provedenog postupka validacije, dobiva se rezultat, koji moze dati
binarne rezultate poput DA/NE, POZITIVNO/NEGATIVNO ili IZNAD/ISPOD odredene
granice prihvatljivosti [15]. Na slici 4. prikazane su izvedbene znaajke koje se procjenjuju

postupkom validacije.



—{ linearnost H osjetljiivost |

—‘ selektivnost, specificnost ‘

% to&nost H iskoristivost |

ponovljivost

preciznost unutarlaboratorijska I

validacija

obnovliivost

medulaboratorijska

dokazivanja

granice

kvantifikacije

otpornost

Slika 4. Izvedbene znacajke metode koja se procjenjuje postupkom validacije. [1]

Preciznost je parametar koji govori o ponovljivosti rezultata koji su dobiveni pomocu

iste metode, istog uzorka u istim uvjetima provedbe mjerenja.

Tocnost definiramo kao razliku prosjeCne vrijednosti niza mjerenja 1 referentne
vrijednosti. MoZemo ju procijeniti iz referentnih materijala, no ako oni nisu prisutni, mozemo
se posluziti dodatkom poznate koliine analita matici uzorka. To¢nost se moze dokumentirati
na kontrolnim dijagramima, a iskazuje se razlikom izmjerene i prave vrijednosti analiziranog

certificiranog referentnog materijala.

Specificnost tj. selektivnost svojstva su metode da egzaktno i specificno odredi analit u
prisutnosti ostalih komponenti u matici uzorka. Vazno je naglasiti da specifi¢nost i selektivnost
nisu ekvivalentni parametri. Pomocu specifi¢nosti moguce je odrediti samo jedan specificni
analit, dok se pomocu selektivnosti moze odrediti vise komponenti istodobno, no tako da jedna

komponenta ne utjece na drugu [14].

Granica kvantifikacije je najmanja koncentracija koja se moze odrediti, dok se granica
dokazivanja definira kao najmanja koncentracija koja se moze dokazati, ali se ne moze

kvantitativno odrediti.

10



Linearnost se definira kao mogucénost da se metodom unutar radnog podrucja dobije
izravno proporcionalna ovisnost mjernih rezultata o koncentraciji analita, te se odreduje

postupkom umjeravanja uz primjenu regresijske analize.

Iz umjernog se pravca, oCitavanjem nagiba, moze odrediti osjetljivost. Osjetljivost je
svojstvo instrumenta ili metode da razlikuje razlicite koncentracije analita uz definiranu razinu

pouzdanosti.

Robusnost je svojstvo analiticke metode u kojoj se dobiveni rezultati smatraju
pouzdanima, ¢ak i kada se izvode u neznatno promijenjenim uvjetima. Moze se jo$ definirati i

kao sposobnost metode da ostane nepromijenjena kada se primjenjuju male varijacije [16].

2.3.3 Kada je potrebno provoditi validaciju?

Potrebno je naglasiti da validacija moze biti potpuna, ako se odreduju sve izvedbene

znacajke, ili djelomic¢na.
Validacija se treba provoditi:

e uvodimo li novu metodu,

e nakon svake promjene ili veceg servisa instrumenta,

e prilikom prenamjene 1 modifikacije postojece metode,

e u odredenim vremenskim intervalima,

e kada se metoda razvija u vlastitom laboratoriju,

e kada se normirana metoda Zeli primijeniti izvan normiranog podrucja,

e kada se normirana metoda upotrebljava u razliCitim laboratorijima ili je u istom

laboratoriju izvode razliciti analiti¢ari razli¢itim instrumentima.

Validacija se joS moZe provoditi nakon zamjene proizvodne poSiljke, ako promijenimo

reagens, ako analitiCar metodu koristi prvi put i pri promjeni sastava gotovog proizvoda [11].

11



3 EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1 MATERIJALI

3.1.1 Kemikalije

Kemikalije 1 podaci o kemikalijama, koje su koriStene za izradu ovoga zavrSnoga rada

prikazane su u tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije koristene za izradu ovoga rada:

Naziv Molekulska formula Cistoéa Proizvodac

Diklofenak _ .

- C14H10CI2NNaO» p.a. Sigma-Aldrich
(natrijeva sol)

Acetonitril CH3;CN HPLC Fischer Scientific
Mravlja kiselina CHOH p-a. Lach-Ner
Ultracista voda Millipore

. . HZO .
(MilliQ) Corporation
Izvorska voda H20O profiltrirana Izvor Horvati

13



3.1.2 Diklofenak

U tablici 2. prikazana su fizikalno-kemijska svojstva ispitivanog farmaceutika

diklofenaka (natrijeve soli).

Tablica 2. Fizikalno-kemijska svojstva farmaceutika diklofenaka:

Genericko ime

Diklofenak (natrijeva sol)

Terapijsko djelovanje

Protuupalni farmaceutik

Strukturna formula [16]

0]

Cl ONa

H
N

Cl

Molekulska formula

C14H10Cl;NNaO»

Molarna masa

318,13 g/mol

CAS broj [17]

15307-79-6

Naziv po [UPAC-u

2-[(2,6-diklorfenil)amino] benzenoctena

kiselina

Topljivost u vodi, S [17]

50 mg/mL

Svojstva Bijeli kruti prah bez mirisa
pKa [18] 4,15
Podrucje taljenja [19] 283-285 °C

Izvor (dobivanje)

Sigma-Aldrich

3.1.3 Izvorska voda

Radi provedbe eksperimenta, koristila se izvorska voda uzorkovana na izvoru Horvati.
Uzorkovanje je provedeno 7. prosinca 2021. godine, a izvorska je voda profiltrirana 8. prosinca

2021. godine.
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3.2 INSTRUMENTI

3.2.1 Analiticka vaga

Analiticka se vaga koristi za egzaktno mjerenje mase ispitivane tvari. U ovome se radu
koristila vaga proizvodaca Mettler Toledo XA 105 DualRange prikazana na slici 5. Maksimalni

kapacitet vage iznosi 120 g te ima sposobnost o€itavanja 0,1 mg.

Slika 5. Analticka vaga proizvodaca Mettler Toledo XA105 DualRange.
3.2.2 Uredaj za filtraciju vode

Prije provedbe eksperimenta, izvorska se voda morala profiltrirati kako bi se uklonile
nepozeljne Cestice. U radu je koriSten uredaj za filtraciju PALL Life Sciences, prikazan na slici

6.

Slika 6. Uredaj za filtraciju PALL Life Sciences.
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3.2.3 Tekudinski kromatograf visoke uc¢inkovitosti (HPLC)

Za razvoj 1 validaciju diklofenaka koriSten je tekucinski kromatograf visoke
ucinkovitosti Waters 2795 Alliance HPLC System s DAD detektorom prikazan na slici 7.
Kolona koristena u ovome radu je KINETEX C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm te 5 pum

promjera Cestice unutar kolone.

Slika 7. Tekuéinski kromatograf visoke ucinkovitosti Waters 2795 Alliance.
3.2.4 Ultrazvucna kada

Ultrazvu¢na kada koriStena u ovom radu, proizvodaca Iskra, namijenjena je za brzo

degaziranje otapala za HPLC analizu te je prikazana na slici 8.

Slika 8. Ultrazvucna kada proizvodaca Iskra.
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3.3 OPIS RADA

3.3.1 Kromatografska analiza

Za odredivanje diklofenaka u vodi koristila se kromatografija obrnutih faza, Sto znaci
da je pokretna faza u usporedbi s nepokretnom bila polarnija. Kao pokretne faze koriStene su
0,1% mravlja kiselina u MilliQ vodi, koja predstavlja fazu (A) te 0,1 % mravlja kiselina u
acetonitrilu (ACN), koja predstavlja fazu (B). U ovome je radu koristena izokratna metoda, tj.
metoda stalnog sastava otapala, takva da je omjer A prema B bio jednak 35:65. Protok pokretne
faze iznosi 0,5 mL/min. Rezultati mjerenja uocavaju se pri valnoj duljini od 276 nm. Volumen

injektiranja iznosio je 20 pL.
3.3.2 Priprema standardnih otopina

Temeljna standardna otopina (TSO) diklofenaka, masene koncentracije 25 mg/L,
priredena je vaganjem 1,34 mg (stvarno izvagano 1,38 mg) diklofenak-natrijeve soli na
analitickoj vagi. Odvaga je prenesena u tikvicu od 50 mL koja je nadopunjena MilliQ vodom,

odnosno izvorskom vodom.

3.3.2.1 Priprema standardnih otopina za ispitivanje linearnosti

Za provjeru linearnosti priredene su otopine farmaceutika masenih koncentracija 0,01
mg/L, 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75 mg/L, 1 mg/L, 2,5 mg/L, 5 mg/L, 7,5
mg/L, 10 mg/L, 15 mg/L te 25 mg/L. Otopine masenih koncentracija 2,5 mg/L, 5 mg/L, 7,5
mg/L, 10 mg/L te 20 mg/L priredene su u odmjernim tikvicama od 10 mL, u koje je redom
dodano 1, 2, 3, 4, 6 te 8§ mL temeljne standardne otopine diklofenaka, masene koncentracije 25
mg/L. Tikvice su zatim nadopunjene vodom do oznake. Otopine masenih koncentracija 0,5
mg/L, 0,75 mg/L te 1 mg/L pripremljene su u tikvicama od 10 mL te je redom dodano 1, 1,5, 2
mL otopine masene koncentracije 5 mg/L te je svaka tikvica nadopunjena vodom do oznake.
Otopine masenih koncentracija 0,1 mg/L te 0,25 mg/L pripremljene su u tikvicama od 10 mL
dodatkom 1 mL te 2,5 mL otopine masene koncentracije 1 mg/L te su tikvice nadopunjene
vodom do oznake. Otopine masenih koncentracija 0,01 te 0,05 mg/L priredene su u odmjernim
tikvicama volumena 10 mL 1 5 mL te im je dodano 1 mL i 2,5 mL otopine masene koncentracije

0,1 mg/L te su tikvice nadopunjene vodom do oznake.
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3.3.2.2 Priprema standardnih otopina za ispitivanje ponovljivosti

Za provjeru ponovljivosti pripremljena je otopina masene koncentracije 25 mg/L u
odmjernoj tikvici od 10 mL, vaganjem 0,27 mg diklofenak-natrijeve soli. Za ispitivanje
ponovljivosti bilo je potrebno prirediti otopine masenih koncentracija 17 mg/L, 4 mg/L, 0,4
mg/L te 0,06 mg/L. Otopina masene koncentracije 17 mg/L pripremljena je u odmjernoj tikvici
od 10 mL u koju je dodano 6,8 mL otopine masene koncentracije 25 mg/L te je tikvica
nadopunjena vodom do oznake. Otopina masene koncentracije 4 mg/L pripremljena je u
odmjernoj tikvici od 10 mL dodatkom 1,6 mL prethodno pripremljene otopine masene
koncentracije 17 mg/L. Otopina masene koncentracije 0,4 mg/L priredena je u odmjernoj tikvici
od 10 mL dodatkom 1 mL otopine masene koncentracije 4 mg/L. Otopina masene koncentracije
0,06 mg/L pripremljena je u odmjernoj tikvici od 10 mL dodatkom 1,5 mL otopine masene

koncentracije 0,4 mg/L.

3.3.2.3 Priprema standardnih otopina za ispitivanje robusnosti

Za provjeru robusnosti pripremljena je otopina masene koncentracije 25 mg/L u
odmjernoj tikvici od 10 mL, vaganjem 0,27 mg diklofenak-natrijeve soli. 8 mL tako priredene
otopine preneseno je u odmjernu tikvicu od 50 mL te je nadopunjeno vodom do oznake.
Dobivena je potrebna otopina, masene koncentracije 4 mg/L, za ispitivanje parametra

robusnosti.
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4 REZULTATII RASPRAVA
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4.1 VALIDACIJA HPLC-DAD KROMATOGRAFSKE METODE ZA
ODREDIVANJE DIKLOFENAKA U VODI

Cilj provedbe validacije je dati pouzdanu i to¢nu informaciju o prirodi i sastavu ispitivane

tvari. Provedba validacije sastoji se od tri povezana koraka:

e karakterizacije ispitnog postupka,
e usporedbe sa zahtjevima korisnika,

e izjave o udovoljavanju zahtjeva.

U ovome je radu validacija ispitana pomocu sljede¢ih  parametara:
selektivnosti/specifi¢nosti, linearnosti, osjetljivosti, granice kvantifikacije 1 granice detekcije,

preciznosti, istinitosti, radnog podrucja i robusnosti.

4.2 SELEKTIVNOST/SPECIFICNOST

Odredivanje diklofenaka provodilo se na teku¢inskom kromatografu visoke u€inkovitosti
s nizom dioda (HPLC-DAD) te su signali uoceni pri valnoj duljini od 276 nm. Apsorpcijski

spektar diklofenaka prikazan je na slici 9.

Ako je metoda specifi¢na, njome mozemo odrediti jedan analit u prisutnosti drugih
sastojaka uzorka, dok se kod selektivnih metoda identificira i kvantificira to€no Zeljeni analit,

samo pod uvjetom da jedna komponenta ne smeta drugo;j.

1.5-1-

1.0e-1-
E 276.8

AU

5.0e-2-

0.0 ~— nm

rrrTprTTTT T T T T T T T T T T T T
250 300 350 400

Slika 9. Apsorpcijski spektar diklofenaka.
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Na slici 10. je prikazan kromatogram diklofenaka u MilliQ vodi, pri ¢emu vrijeme
zadrZavanja iznosi 6,21 minutu. Na slici 11. prikazan je kromatogram diklofenaka u izvorskoj
vodi te vrijeme zadrzavanja iznosi 6,17 minuta. Na kromatogramu, gdje je koriStena izvorska
voda, javljaju se signali na 2,38 min i 3,48 min, zbog toga Sto je rije¢ o izvorskoj vodi koja ima
sitne necistoce u usporedbi s MilliQ vodom, koja je ultra ¢ista voda. Medusobnim preklapanjem
grafova (slika 12.) da se uociti da je povrSina ispod obiju krivulja priblizno istih vrijednosti te

mozemo re¢i da je metoda selektivna prema analitu.
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Slika 10. Kromatogram diklofenaka u MilliQ vodi.
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Slika 11. Kromatogram diklofenaka u izvorskoj vodi.
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Slika 12. Preklopljeni kromatogrami diklofenaka u MilliQ i izvorskoj vodi.

4.3 LINEARNOST

Ispitivanje linearnosti od velike je vaznosti jer ona daje proporcionalnu ovisnost mjernih
rezultata o koncentraciji analita. Linearnost je ispitivana postupkom umjeravanja uz primjenu

regresijske analize.

Za ispitivanje linearnosti, koriStenjem MilliQ vode, izvagano je 1,38 mg diklofenak-
natrijeve soli, dok je kod izvorske vode izvagano 1,34 mg te je pripremljeno Cetrnaest
standardnih otopina razli¢itih koncentracija. Od svake je otopine uzeto po tri uzorka za analizu.
GrafiCkom ovisnos¢u povrsine ispod signala 1 stvarne koncentracije, prikazanoj na slikama 13.
1 14., dobiva se jednadzba pravca, iz koje je pomocu koeficijenta determinacije, koji u oba
slu€aja iznosi 1, vidljivo da je kriterij linearnosti zadovoljen, tj. da je koeficijent u oba slucaja

veci od 0,995.
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Tablica 3. Podaci dobiveni nakon analize u MilliQ vodi, potrebni za crtanje umjernog pravca.

Nazivna Stvarna _
koncentracija, mg/L | koncentracija, mg/L 4 oD
0,05 0,05149 75,51 6,68
0,1 0,1029 147,93 9,89
0,25 0,2575 341,87 8,48
0,5 0,5149 595,27 2,86
0,75 0,7724 1028,78 3,51
1 1,0299 1439,69 0,95
2,5 2,5746 3761,51 3,22
5 5,1493 7204,67 0,58
7,5 7,7239 10644,61 0,91
10 10,2985 14339,52 0,32
15 15,4478 21331,34 1,49
20 20,5970 28585,2 1,10
25 25,7463 35557,8 1,10

40000 -
y=1383,4x + 13,842
35000 - RZ =1
30000
25000

20000
15000
10000

5000

25 30

Slika 13. Ovisnost povrsine ispod signala i stvarne koncentracije diklofenaka u MilliQ vodi.
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Tablica 4. Podaci dobiveni nakon analize u izvorskoj vodi, potrebi za crtanje umjernog pravca.

Nazivna Stvarna _
koncentracija, mg/L | koncentracija, mg/L 4 oD,

0,01 0,01015 15,38 29,21
0,05 0,05074 71,78 4,41
0,1 0,1015 143,93 4,49
0,25 0,2537 339,35 2,77
0,5 0,5075 722,62 0,85
0,75 0,7612 1030,62 0,30

1 1,0149 1401,64 1,79

2,5 2,5373 3571,54 0,80

5 5,0746 7042,28 1,05

7,5 7,6119 10722,54 1,89

10 10,1493 13911,76 0,92

15 15,2239 21342,52 0,41

20 20,2985 28305,61 1,14

25 25,3731 35394,50 0,24

40000
35000
30000
25000
20000
15000
10000

5000

y =1395,12x-7,52

30

Slika 14. Ovisnost povrsine ispod signala i stvarne koncentracije diklofenaka u izvorskoj vodi
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Nakon provedene analize, moze se zakljuciti da su ve¢e RSD vrijednosti postignute u uzorcima
MilliQ vode. Takvi rezultati nisu bili ocekivani, obzirom da je MilliQ voda vece Cistoce od
izvorske vode. Veca odstupanja bila su ocekivana kod izvorske vode. Mogu¢i razlog tako
dobivenih rezultata je manja izvagana masa diklofenaka u sluc¢aju MilliQ vode, a samim time i

niza koncentracija.

4.4 OSJETLJIVOST

Osjetljivost metode moguce je odrediti iz jednadzbe pravca, to¢nije osjetljivost je jednaka
nagibu umjerne krivulje, y=f(x). Na slici 15. prikazana je ovisnost povrsine o koncentraciji, tj.
umjerni dijagram za MilliQ vodu i izvorsku vodu. Osjetljivost za izvorsku vodu iznosi 1395,1
L/mg, dok za MilliQ vodu iznosi 1383,4 L/mg (ocitano sa slika 13. i 14.). Iz dobivenih
vrijednosti da se zakljuciti da su vrijednosti bliske. Iz bliskih vrijednosti osjetljivosti, vidljivo
je da izvorska voda i MilliQ voda razlikuju uzorke, razli¢itih koncentracija analita, uz sli¢nu

razinu pouzdanosti.

40000 -
35000 -
30000 -
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Slika 15. Preklopljeni dijagrami ovisnosti povrsine ispod signala i stvarne koncentracije diklofenaka u

MilliQ i izvorskoj vodi.
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4.5 GRANICA KVANTIFIKACLJE (GK) I GRANICA DETEKCIJE
(GD)

Granica detekcije (GD) i granica kvantifikacije (GK) racunaju se prema izrazima (1) i

2):

GD = 3,35} (1)

GK =10 - s (2)

Gdje s'o racunamo prema jednadzbi (3):

3)

Sl

so predstavlja procjenu standardnog odstupanja n mjerenja pri koncentraciji blizu nule. Broj

ponovljenih mjerenja je 10 te su rezultati prikazani u tablici 5.

Tablica 5. Granica kvantifikacije i granica detekcije za MilliQ i izvorsku vodu

Granica kvantifikacije (GK) Granica detekcije (GD)
MilliQ voda 0,009241 mg/L 0,003049 mg/L
Izvorska voda 0,020826 mg/L 0,006873 mg/L

Iz dobivenih vrijednosti granica detekcije 1 granica kvantifikacije da se zakljuciti da je
kod MilliQ vode, pri puno niZim vrijednostima masene koncentracije, moguce detektirati i

kvantitativno odrediti diklofenak u vodi. Razlog tomu je upravo veca €isto¢a MilliQ vode.

4.6 PRECIZNOST

Preciznost je definirana stupnjem podudaranja rezultata, koji su dobiveni nezavisnim
ispitivanjem istoga homogenog uzorka u propisanim uvjetima. U ovome je radu preciznost

ispitana preko ponovljivosti 1 medupreciznosti.

Ispitana je ponovljivost mjerenja povrSina izvorske 1 MilliQ vode, za koncentracije

unutar radnog podrucja. Rezultati analize prikazani su u tablicama 6-9.
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Tablica 6. Ispitivanje ponovljivosti 1. dan za otopine diklofenaka razlicitih koncentracija u MilliQ

vodi.

MilliQ voda-
PONOVLIIVOST
1. DAN
Nazivna Stvarna
koncentracija | koncentracija A s RSD, %

/ mg/L / mg/L
0,4 0,3873 643,214 6,45 1,00
4 3,8729 6549,786 38,29 0,58
17 16,4600 27131,894 178,43 0,66

Tablica 7. Ispitivanje ponovljivosti 1. dan za otopine diklofenaka razlicitih koncentracija u izvorskoj

vodi.
Izvorska voda-
PONOVLIIVOST
1. DAN
Nazivna Stvarna
koncentracija | koncentracija A s RSD, %

/ mg/L / mg/L
0,4 0,4 593,022 17,19 2,90
4 4 5881,641 55,94 0,95
17 17 26046,118 276,95 1,06
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Tablica 8. Ispitivanje ponovljivosti 2. dan za otopine diklofenaka razlicitih koncentracija u MilliQ

vodi.
MiliQ voda-
PONOVLIIVOST
2. DAN
Nazivna Stvarna
koncentracija | koncentracija A s RSD, %

/ mg/L / mg/L
0,4 0,4 542,883 7,56 1,39
4 4 5423,098 42,94 0,79
17 17 22781,801 283,68 1,25

Tablica 9. Ispitivanje ponovljivosti 2. dan za otopine diklofenaka razlicitih koncentracija u izvorskoj

vodi.
Izvorska voda-
PONOVLIIVOST
2. DAN
Nazivna Stvarna
koncentracija | koncentracija A S RSD, %

/ mg/L / mg/L
0,4 0,4 527,545 8,37 1,59
4 4 5359,872 21,53 0,40
17 17 23390,166 271,70 1,16

Ponovljivost mjerenja povrsine ispod kromatografske krivulje za odredivanje
diklofenaka u MilliQ vodi za koncentraciju od 0,3873 mg/L iznosi 1,00 %, za 3,8729 mg/L
iznosi 0,58 % te za koncentraciju 16,460 mg/L iznosi 0,66 %. Ponovljivost mjerenja povrSine
ispod kromatografske krivulje, provedena 2. dan, za koncentraciju 0,4 mg/L iznosi 1,39 %, za
koncentraciju 4 mg/L iznosi 0,79 % te za koncentraciju 17 mg/L iznosi 1,25 %. Iz dobivenih

RSD vrijednosti, koje su manje od 10 %, zakljucuje se da je kriterij zadovoljen.
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Ponovljivost mjerenja povrSine ispod kromatografske krivulje za odredivanje
diklofenaka u izvorskoj vodi za koncentraciju 0,4 mg/L iznosi 2,90 %, za koncentraciju 4 mg/L
iznosi 0,95 % te za koncentraciju 17 mg/L iznosi 1,06 %. %. Ponovljivost mjerenja povrSine
ispod kromatografske krivulje, provedena 2. dan, za koncentraciju 0,4 mg/L iznosi 1,59 %, za
koncentraciju 4 mg/L iznosi 0,40 % te za koncentraciju 17 mg/L iznosi 1,16 % Kriterij
prihvatljivosti (RSD<10) zadovoljen je kod koncentracija od 0,4 mg/L, 4 mg/L te kod

koncentracije 17 mg/L.
Nize RSD vrijednosti, tj. bolji rezultati ponovljivosti postignuti su kod MilliQ vode.

Medupreciznost je odredivana iz dvaju ponovljenih mjerenja, odnosno mjerenja
provedena u dva dana. Pomocu F-testa odredene su F-vrijednosti, dok su tabli¢ne vrijednosti
ocitane s 95%-tnom pouzdanosti za 10 ponovljenih mjerenja. Rezultati su prikazani u tablici
10.

Tablica 10. Rezultati F testa.

MilliQ voda
Masena
koncentracija, mg/L £ Frabl = Flait Frac < Frit
0.4 1,38 3,18 DA
4 1,26 3,18 DA
17 2,53 3,18 DA
Izvorska voda
0,4 4,22 3,18 NE
4 6,75 3,18 NE
17 1,04 3,18 DA

1z tablice 10. moze se vidjeti da, u MilliQ vodi, sve koncentracije zadovoljavaju kriterij
jer je Frac manji od tabli¢ne vrijednosti. Mjerenja u izvorskoj vodi, pri koncentraciji 0,4 mg/L 1
4 mg/L ne zadovoljavaju kriterij jer je izraCunata vrijednost veca od tabli¢ne, tj. moze se
zakljuciti da postoje signifikantne razlike u preciznosti mjerenja provedena u dva razlicita dana.

Kod koncentracije 17 mg/L zadovoljen je kriterij.
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4.7 ISTINITOST

Istinitost metode definirana je stupnjem podudaranja stvarne, odnosno prihvacene
vrijednosti 1 srednje vrijednosti dobivene primijenjenim postupkom odredeni broj puta. Podatci
za izvorsku 1 MilliQ vodu prikazani su u tablicama 11. 1 12. Za racunanje istinitosti, koriSteni

su podaci dobiveni eksperimentom ponovljivosti.

Tablica 11. Vrijednosti iskoristivosti za otopine diklofenaka u izvorskoj vodi.

Izvorska voda

Stvarna koncentracija, mg/L

Srednja koncentracija, mg/L

Iskoristivost, %

0,4 0,431 92,89
4 3,752 106,60
17 18,811 91,10

Tablica 12. Vrijednosti iskoristivosti za otopine diklofenaka u MilliQ vodi.

MilliQ voda

Stvarna koncentracija, mg/L

Srednja koncentracija, mg/L

Iskoristivost, %

0,3873 0,4550 81,97
3,8729 4,7255 83,97
16,46 19,6025 96,32

Provedenom analizom vidljivo je da se bolje iskoristivosti postizu kod izvorske vode, §to
nije bilo za ocekivati jer je MilliQ voda vece €istoce od profiltrirane izvorske vode. Parametar
istinitosti prihvaca se ako su iskoristivosti u intervalu od 90 do 110 %. Kod MilliQ vode, samo
koncentracija 16,46 mg/L. zadovoljava kriterij. Za ocekivati je bilo da ¢e izvorska voda, voda
manje Cistoce, dati manje vrijednosti iskoristivosti. Nakon provedene analize, rezultati
pokazuju obrnuti slucaj. Nize vrijednosti postizu se kod MilliQ vode. Mogu¢i razlog takvog

odstupanja je veca razlika stvarne i srednje koncentracije.
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4.8 RADNO PODRUCJE

Radno se podrucje definira kao interval u kojemu odabrana metoda ima Zeljene
vrijednosti preciznosti, istinitosti i linearnosti. Radno podrucje moze se predociti 1 kao niz
vrijednosti analita, gdje se unutar odredenih granica nalazi pogreSka mjernog instrumenta.
Radno podrucje za odredivanje diklofenaka u izvorskoj vodi nalazi se u granicama od 0,020826
mg/L do 25,3731 mg/L, dok se radno podrucje kod MilliQ vode nalazi od 0,009241 do 25,7463

mg/L. Na slici 16. prikazan je nacin o€itavanja radnog podrucja.

’ . Radno podruéje B
o 5| - Podruéje
e linearnosti
QE, v
10 O .
c M ¥ Osjetljivost
4 - - |
» ,
-
3 [+ ¢
L Sy DR
%] '
¢ T L L§ T T )
) 4 H X { 2

Slika 16. Odredivanje radnog podrucja.

4.9 ROBUSNOST

Robusnost metode moze se ispitati mijenjanjem uvjeta rada. U ovome radu, za ispitivanje
robusnosti, mijenjane su brzine protoka i udjeli pokretnih faza (A i B). Dobivene vrijednosti
prikazane su u tablici 13. za izvorsku vodu te u tablici 14. za MilliQ vodu. Nakon provedenog
eksperimenta 1 dobivenih rezultata zakljucuje se da promjena sastava faze nije utjecala previse
na promjenu povrSine signala. Veci se utjecaj vidi s promjenom protoka pokretne faze (kod
MilliQ vode), a razlog tomu je Sto ispitivani analit provede manje, odnosno vise vremena u
koloni, tj. apsorbira razlicitu koli¢inu zracenja. Iz dobivenih RSD vrijednosti (koje su manje od

5 %), moze zakljuciti da je metoda robusna na male promjene u radu
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Tablica 13. Ispitivanje robusnosti za odredivanje diklofenaka u izvorskoj vodi.

Izvorska
voda
Protok
Masena
pokretne | Metoda _
koncentracija, A s RSD, %
faze, (A:B)
mg/L .
mL/min
4 0,5 35:65 7131,05 79,24 1,11
4 0,45 35:65 7911,19 | 49,46 0,63
4 0,55 35:65 6481,09 | 30,89 0,48
4 0,5 37:63 7094,94 | 47,63 0,67
4 0,5 33:67 7123,35 57,30 0,80
Tablica 14. Ispitivanje robusnosti za odredivanje diklofenaka u MilliQ vodi.
MilliQ
voda
Protok
Masena
| pokretne | Metoda _
koncentracija, A S RSD, %
faze, (A:B)
mg/L
mL/min
4 0,5 35:65 5511,73 39,54 0,72
4 0,45 35:65 6106,94 | 7591 1,24
4 0,55 35:65 5001,62 | 52,71 1,05
4 0,5 37:63 5491,71 55,34 1,01
4 0,5 33:67 5555,46 | 35,96 0,65
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4.10 SAZETAK REZULTATA

Tablica 15. Sazetak rezultata.

Zadovoljava
Rezultat
Parametar validacije Kriterij kriterij
MilliQ / Izvorska
MiliQ / Izvorska
Selektivnosti/specifi¢nost Informacija Slika 12. DA
Linearnost
RSD>0,995 1/1 DA /DA
Koeficijent determinacije
Osjetljivost Informacija 1383,4/1395,1
Granica kvantifikacije (mg/L) Informacija 0,009241 /0,020826
Granica detekcije (mg/L) Informacija 0,003049 / 0,006873
Preciznost
RSD <10 %
Ponovljivost
v=0,4 mg/L 1,00 %/ 2,90 % DA /DA
Ponovljivost 1. dan v=4 mg/L 0,58 %/ 0,95 % DA /DA
y=17 mg/L 0,66 %/ 1,06 % DA /DA
v=0,4 mg/L 1,39 %/ 1,59 % DA /DA
Ponovljivost 2. dan v=4 mg/L 0,79 %/ 0,40 % DA /DA
y=17 mg/ 1,25 %/ 1,16 % DA /DA
Frae < Fabl (F <3,18)
v =0,4 mg/L Frae=1,38 / Frac=4,22 DA /NE
Medupreciznost
y=4 mg/L Frae=1,26 / Frac=6,75 DA /NE
vy=17 mg/L Frae=2,53 / Frae=1,04 DA /DA
Istinitost 90-110 %
v=0,4 mg/L 81,97 %/ 92,89 % NE /DA
Iskoristivost y=4 mg/L 83,97 %/ 106,60 % NE /DA
y=17 mg/L 96,32 %/ 91,10 % DA /DA
) 0,009241 mg/L-25,7463 mg/L
Radno podrudje Informacija
0,020826 mg/L-25,3731 mg/L
RSD<5%
v=0,4 mg/L
Protok
pokretne faze / metoda
(mL/min) AB
Robusnost
0,5/35:65 0,72 %/ 1,11 % DA /DA
0,45/35:65 1,24 %/ 0,63 % DA /DA
0,55/37:63 1,05 %/ 0,48 % DA /DA
0,5/37:63 1,01 %/ 0,67 % DA /DA
0,5/33:67 0,65 %/ 0,80 % DA /DA
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5 ZAKLJUCAK



U ovome je radu provedena validacija kromatografske metode za odredivanje diklofenaka

u vodi teku¢inskom kromatografijom visoke ucinkovitosti uz detektor s nizom dioda (HPLC-

DAD). Postupkom validacije ispitivali smo izvedbene znacajke analitickog sustava te smo

pomocu dobivenih podataka donijeli sljedece zakljucke:

metoda je, za odredivanje diklofenaka u izvorskoj 1 MilliQ vodi, selektivna,

za MilliQ vodu i izvorsku vodu, koeficijent determinacije (R?) iznosi 1, §to zna¢i
da su izlazni signali instrumenta proporcionalni koncentraciji analita,

iz dobivenih vrijednosti osjetljivosti MilliQ vode i izvorske vode ne postoji
znacajna razlika, tj. matica uzorka ne utjece na osjetljivost metode,

metoda je ponovljiva u vremenu za odredivanje diklofenaka u MilliQ i izvorskoj
vodi,

iz vrijednosti iskoristivosti vidljivo je da metoda nije primjenjiva za niske
koncentracije, tj. parametar istinitosti nije zadovoljen pri niskim koncentracijama,

metoda je otporna (robusna) na male promjene uvjeta rada.

Nakon provedene validacije, moze se tvrditi da je kromatografska metoda primjenjiva

za odredivanje diklofenaka u vodi.
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