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Sazetak

Razvoj brojnih farmaceutika i njihova primjena u medicini imaju znacajan utjecaj na
poboljsanje kvalitete ljudskog Zivota. Nazalost, tijekom proizvodnje ili uslijed kori$tenja, dio
farmaceutika dospijeva u okoli§ zbog Cega je bitno poznavati ponasanje farmaceutika u
razli¢itim ekosustavima. Pokazalo se da farmaceutici, njihovi metaboliti i razgradni
(nus)produkti, ukoliko su prisutni u ve¢im koli¢inama, imaju dugoro¢ne negativne ucinke na

.....

farmaceutika zbog Cega je takoder potrebno poznavati puteve njihove razgradnje.

Cilj ovog rada je bio provesti testove prisilne razgradnje emtricitabina i ribavirina
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti te tako dobiti predodzbu $to se zbiva s
navedenim spojevima u okoliSu. Emtricitabin i ribavirin podvrgnuti su neutralnoj, luznatoj i
kiseloj hidrolizi, fotolizi, prisilnoj razgradnji s oksidansom te termickoj razgradnji. Za oba
farmaceutika su razvijene i validirane HPLC metode. Za razvijene metode utvrdena je
linearnost uz koeficijent determinacije veci od 0,99 te analiticki povrat u granicama 70-130%.

Preciznosti metoda su veoma dobre uz relativna standardna odstupanja manja od 2%.

Kljuéne rije€i: farmaceutici, okolis, prisilna razgradnja, kromatografija



Abstract

The development of various pharmaceuticals and their active use in medicine greatly
improve the quality of people's lives. However, the intensive use of pharmaceuticals also has
a bad side. Unfortunately, the production or use of pharmaceuticals releases certain amounts
of these chemicals into the environment, so it is important to know the behavior of
pharmaceuticals in different ecosystems. Pharmaceuticals, their metabolites, and degradation
(by) products have been shown to have long-term adverse effects on ecosystems. Sometimes
the metabolites and degradation products themselves are more toxic than the original

pharmaceutical, so it is necessary to know the degradation pathways.

The aim of this work was to conduct the forced degradation study on emtricitabine and
ribavirin to see what is potentially happening with the above compounds in the environment.
Emtricitabine and ribavirin undergo neutral hydrolysis, alkaline hydrolysis, acid hydrolysis,
photolysis, forced degradation with an oxidizing agent, and thermal degradation. The LC
methods were developed and validated for each pharmaceutical. For both methods developed,
linearity was confirmed with a coefficient of determination greater than 0.99, and analytical
recoveries were within 70-130%. The precisions of the methods were very good with relative

standard deviations of less than 2%.

Key words: pharmaceuticals, environment, forced degradation, chromatography
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1. Uvod

Farmaceutici predstavljaju veliku skupinu lijekova namijenjenih primjeni u medicini.
Ukljucuju tisuce jedinstvenih i1 raznolikih kemijskih spojeva koji posjeduju razlicita fizikalna i
kemijska svojstva poput bioaktivnosti, opti¢ke aktivnosti, topljivosti, bioraspolozivosti,
toksi¢nosti 1 dr. [1,2] Upotrebom farmaceutika povecao se ljudski Zivotni vijek te se
poboljsala kvaliteta zivota. [3] Medutim, sve je veca i prisutnost farmaceutika u okolisu zbog

Cega se postavlja pitanje kako oni djeluju na okolis. [1,4]

Najvise farmaceutika u okolis ulazi njihovom primjenom. U tijelu se dio aktivne tvari
iskoristi 1 metabolizira, a dio ostaje neiskoriSten te skupa s metabolitima dospijeva u otpadne
vode. Uz to, ulaz farmaceutika u okoli§ predstavljaju i nesvjesno zbrinuti neiskoriSteni
lijekovi. Ostaci farmaceutika pronadeni su povrSinskim i podzemnim vodama, tlu, sedimentu i
u zivotinjskim tkivima. [4] Farmaceutici su u okoliSu prisutni u niskim koncentracijama, ali
kontinuirani unos moze rezultirati njihovom akumulacijom $to u konacnici moze imati
dugoro¢ne negativne ucinke na vodene i kopnene organizme. Takoder, veliku zabrinutost

predstavljaju i njihovi metaboliti te razgradni produkti koji mogu posjedovati znatno razlicita

.....

Medunarodna konferencija za uskladivanje tehnickih zahtjeva za lijekove (eng.
International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for
Human Use; ICH) ima za cilj posti¢i vecu uskladenost na svjetskoj razini za razvoj i
odobravanje sigurnih, ucinkovitih i visokokvalitetnih lijekova na resursno najucinkovitiji
nacin. Stoga je ICH oformila skup sigurnih smjernica za otkrivanje potencijalnih rizika poput

kancerogenosti, genotoksi¢nosti i reprotoksic¢nosti. [5]



2. Teorijski dio

2.1 Antivirotici

Farmaceutici se koriste za prevenciju i lijeCenje bolesti kod ljudi i zivotinja.
Kontinuirano se unose u okoli§ u sve ve¢im koli¢inama: putem izlu€evina, nepropisnim
odlaganjem te upotrebom u akvakulturi kao dodataka prehrani. [6] Zbog svog kontinuiranog
unosa i mogucih negativnih u¢inaka farmaceutici se smatraju tzv. ,,novim onec¢isc¢ivalima‘. [1]
Pod pojmom ,,nova onecis¢ivala® misli se na supstance prirodnog ili sintetskog podrijetla ¢iji

se utjecaji na okolis i zdravlje tek trebaju utvrditi. [7]

Farmaceutici se mogu Klasificirati prema mehanizmu djelovanja, kemijskoj strukturi i
fizioloskom ucinku. [8] Antivirotici ili antivirusni lijekovi su farmaceutici koji se koriste za
lijeCenje infekcija uzrokovanih virusima. William Prusoff sintetizirao je prvi antivirotik,
5-jod-2'-deoksiuridin (IDU), koji je dobio dozvolu za klinicku upotrebu. [9] Djelovanje
antivirotika ovisi 0 vrsti virusa. Opcenito, oni sprjeCavaju replikaciju virusa na naéin da

inhibiraju razlicite enzime: proteaze, reverzne transkriptaze, integraze, neuraminidaze itd. [10]

2.1.1 Emtricitabin

Emtricitabin, obi¢no nazivan kraticom FTC, je antivirotik molekulske formule
CgH10FN303S (M=247,25 g/mol). Struktura emtricitabina prikazana je na slici 1. on je
C5'-fluorirani analog lamivudina. Emtricitabin je nukleozidni inhibitor reverzne transkriptaze.
Pri sobnoj temperaturi (25 °C) emtricitabin je praskasta krutina bijele boje. Topljivost
emtricitabina u vodi je 112 mg/mL pri 25 °C. [11-13]

Emtricitabin se na trziStu moze nac¢i pod imenom Emtriva, a ¢esto se moze naci u
kombinaciji s HIV lijekovima kao Sto su Truvada (emtricitabin/tenofovir) i Atripla
(emtricitabin/tenofovir/efavirenz). [14,15] L-enantiomer emtricitabina pokazao se stotinu puta
aktivniji protiv virusa HIV-a nego njegov D-enantiomer. [16] Takoder, emtricitabin bi se
potencijalno mogao koristiti za lijeenje infekcija uzrokovanih virusom hepatitisa B, medutim
Americka agencija za hranu i lijekove ga jo§ nije odobrila za tu upotrebu. [14] Isto tako,
pandemija uzrokovana SARS-CoV-2 virusom potakla je znanstvenike na daljnja istrazivanja
koja su pokazala da emtricitabin zajedno u kombinaciji s tenofovirom ometa normalno
djelovanje ovisne RNA polimeraze (RdRp) zbog ¢ega je onemogucéena transkripcija virusa.

[17,18] Upravo ga taj mehanizam ¢ini pogodnim za lije¢enje COVID-a.
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Slika 1. Strukturna formula emtricitabina

2.1.2 Ribavirin

Ribavirin (RIB) je antivirotik molekulske formule CgH12N4Os (M=244,20 g/mol).

Struktura ribavirina prikazana je na slici 2.
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Slika 2. Strukturna formula ribavirina

Ribavirin je pri sobnoj temperaturi (25 °C) praskasta krutina bijele boje. Postoji u dva
polimorfna oblika koja se razlikuju po temperaturi taljenja: A oblik ima taliste 166-168 °C,
dok B oblik ima taliste 174-176 °C. Topljivost ribavirina u vodi je 142 mg/mL 25 °C. [19,20]
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Sintetiziran 1972. kao analog gvanozina, ribavirin pokazuje Siroki spektar djelovanja
protiv nekoliko DNA i RNA virusa. [21] Ribavirin se u kombinaciji s interferonom o smatra
,»Zlatnim standardom® u lijeCenju hepatitisa C. [22] Za sada su pretpostavljena Cetiri
mehanizma djelovanja ribavirina, pri ¢emu je jedan od njih inhibicija ovisne RNA
polimeraze. [21] Upravo se taj mehanizam djelovanja istrazuje u lijeCenju infekcije
SARS-CoV-2 virusom. [23]

2.2 Prisilna razgradnja

Prisilna razgradnja (eng. forced degradation) farmaceutika podrazumijeva izlaganje
farmaceutika razli¢itim stresnim uvjetima. [24] Prisilna razgradnja opisana je razli¢itim
medunarodnim smjernicama. ICH je objavila skup smjernica koje su prihvacene od strane
Europskih, Americ¢kih i Japanskih regulatornih tijela. [25] Prisilna razgradnja pomaze u
razvijanju i validiranju metoda vezanih uz stabilnost farmaceutika te u identifikaciji strukture

i odredivanju toksi¢nosti razgradnih produkata. [26]

Stabilnost farmaceutika i/ili njegove aktivne tvari vitalan je parametar koji utje¢e na
njegovu kvalitetu i sigurnost. Promjene u stabilnosti mogu ugroziti sigurnost pacijenata
stvaranjem toksi¢nih degradacijskih produkata i smanjenjem koncentracije aktivne tvari nuzne
za pravilno djelovanje farmaceutika. Svrha prisilne razgradnje je pokazati kako kvaliteta
farmaceutika i/ili aktivne supstance varira s vremenom pod utjecajem razlicitih stresnih
uvjeta, kao §to su poviSena temperatura, vlaga i svjetlost, te utvrditi rok trajanja i preporucene

uvjete skladiStenja. Priroda testiranja ovisi o vrsti farmaceutika te o aktivnoj supstanci. [27]

ICH smjernica Q1A daje indikacije za ispitivanje parametara koji mogu biti podlozni
promjenama tijekom dugog skladiStenja i koji vjerojatno utjeCu na kvalitetu, sigurnost i
u¢inkovitost, a moraju se provesti stabilnim validiranim metodama. Prisilna razgradnja
provodi se pri povisenim temperaturama, pri cemu se temperature moraju razlikovati za
10 °C, u Sirokom rasponu pH vrijednosti (kisela, luznata i neutralna razgradnja), te se provodi

pod fotolitickim i oksidativnim uvjetima. [25,28]

Hidroliticka razgradnja u Sirokom rasponu pH vrijednosti jedna je od najéesce
primjenjivanin kemijskih reakcija prisilne razgradnje. Farmaceutik se izlaze kiselim i
alkalnim uvjetima pri ¢emu vrsta i koncentracija kiseline, odnosno baze, ovisi 0 njegovoj
stabilnosti. Kao prikladni reagensi za kiselu hidrolizu najvise se koriste HCl1 i H2SO4 u

koncentracijama od 0,1 M do 1 M, dok se kao prikladni reagensi za luznatu hidrolizu najvise
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koriste NaOH i KOH u istom rasponu koncentracija. Preporuka je da se hidroliticka

razgradnja ne provodi duze od tjedan dana.

Oksidativna razgradnja najée$¢e se provodi s H202. Koncentracija koriStenog H20:
takoder ovisi o stabilnosti farmaceutika, a varira 3-30%. Oksidativna razgradnja trebala bi se
provoditi tjedan dana pri sobnoj temperaturi ili krace ukoliko je postignut raspad promatranog

spoja od 20%.

Termicka razgradnja trebala bi se provoditi pri temperaturama visim od onih koje

propisuje ICH Q1A smijernica. Provodi se maksimalno 7 dana. [27]

Kao nuzan dio prisilne razgradnje, provodi se i fotoliticka razgradnja kako bi se ispitala
stabilnost farmaceutika izlaganjem svjetlu. Prilikom fotoliticke razgradnje potrebno je
odrzavati odgovaraju¢u temperaturu kako ne bi doslo do lokaliziranih promjena temperature
ili raditi u tamnom nacinu rada. Kao izvor svjetlosti moze se Koristiti bilo koji izvor svjetla
koji proizvodi zracenje slicno D65/ID65 — fluorescentne Zarulje koje kombiniraju vidljivo i
ultraljubiCasto zraCenje, ksenonske Zarulje ili metal halogene zarulje. Ukoliko se fotoliza
provodi u tamnom nacinu rada, farmaceutik treba biti izloZzen i hladnom, bijelom
fluorescentnom svjetlu i zarulji koja emitira blisko ultraljubiasto zracenje. [27,2926] lako
trenutno ne postoji smjernica 0 tome kolika bi se razgradnja trebala posti¢i, prema

industrijskoj praksi potrebno je posti¢i 5-30% razgradnje promatranog spoja. [26,27]

Smatra se da je idealni postotak razgradnje 10% od pocetne vrijednosti, kako bi se
mogli promatrati razgradni produkti. [24,27] Ukoliko je postotak razgradnje veci od 30%
potrebno je primijeniti blaze uvjete, npr. smanjiti koncentraciju reagensa, sniziti temperaturu
itd.

2.3 Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti

Kromatografija je fizikalna metoda separacije u kojoj se tvari razdvajaju zbog razlicitih
afiniteta prema dvama fazama: nepokretnoj (stacionarnoj), i pokretnoj (mobilnoj). Kao
rezultat dobiva se kromatogram, tj. brojnost Cestica analita na izlazu iz kromatografske kolone
U volumenu eluata ili vremenu elucije. Izgled kromatograma ovisi o vise cimbenika: pripremi

uzoraka, temperaturi, koristenoj koloni, vrsti i protoku mobilnih faza itd. [30,31]

Jedna od najceSc¢e primjenjivanih kromatografskih metoda je tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti (eng. High Performance Liquid Chromatography, HPLC). Ona se
5



koristi za identifikaciju, kvantifikaciju, pro¢i§éavanje i separaciju tvari. Cesto se koristi za
pracenje tijeka prisilne razgradnje jer je njome moguce odvojiti razgradne produkte od

pocetnog farmaceutika. [26]

TERMOSTATIRANO KUCISTE

PUMPA DETEKTOR
o= (L ! TR JEDINICA ZA
% UZORKOVANIJE |  — e—— 0N @ R OBRADU
INJEKTIRANJE PODATAKA
UZORKA KROMATOGRAFSKA KOLONA
PUMPA
SPREMNICI 2 IR Seret

MOBILNIH FAZA

QTPAD

Slika 3. Shematski prikaz HPLC sustava

Glavne komponente HPLC sustava shematski su prikazane na slici 3. Mobilne faze
transportiraju se pomoc¢u pumpi do mjesaca pri ¢emu omjer mobilnih faza ovisi o
primijenjenoj metodi i uzorku koji se analizira. Ukoliko se omjer mobilnih faza ne mijenja s
vremenom onda se radi o izokratnoj eluciji, a ako se mijenja s vremenom je rije¢ O
gradijentnoj eluciji. Mobilna faza dolazi do tzv. injekcijske petlje gdje preuzima injektirani
uzorak i nosi ga dalje kroz sustav do kromatografske kolone. Kromatografska kolona
ispunjena je stacionarnom fazom koja moze biti zrnata ili monolitna. [32] Danas postoji niz
razli¢itih kolona koje se razlikuju po duljini, promjeru te vrsti i veli¢ini Cestica punila. Odabir
kolone ovisi o vrsti tvari koju je potrebno separirati te o njenim svojstvima. Ako je
kromatografska kolona polarnija od pokretne faze tada govorimo kromatografiji normalnih
faza, a ako je nepokretna faza nepolarna onda se radi o kromatografiji obrnutih faza. Tijekom
prolaska uzorka kroz kolonu dolazi do interakcija izmedu kolone i Zeljenog analita §to
rezultira razdvajanjem analita od matrice uzorka. Dakle, tvari koje provode vise vremena u
pokretnoj fazi eluiraju prije, dok one koje se preferiraju nepokretnu fazu eluiraju kasnije.
Zbog razli¢itih puteva kojima komponente prolaze kroz kolonu dolazi do raspodjele Cestica
analita, odnosno do nastanka kromatografskih pikova koji daju kvantitativnu i/ili kvalitativnu
informaciju o analitu. Dolaskom analita na detektor stvara se signal proporcionalan
koncentraciji analita. Odabir detektora takoder ovisi o tvari koja se analizira. UV/VIS je
najcesce koristeni detektor, ali takoder se koriste i fluorescentni te konduktometrijski

detektori, a ponekad se HPLC sprezZe sa spektrometrom masa. [32-36]



2.4 Validacija HPLC metode

Validacija je postupak kojim se potvrduje i dokumentira prikladnost analiti¢kog sustava
za odredenu namjenu. Pod pojmom validacija ¢esto se misli na validaciju metode. Rezultati
validacije koriste se za ocjenjivanje kvalitete, pouzdanosti i dosljednosti analiti¢kih rezultata.
Validacija se provodi u tri koraka. Prvi korak je karakterizacija ispitnog postupka, odnosno
potrebno je definirati i opisati koji se specifi¢ni zahtjevi postavljaju pred metodu, a zatim i
karakterizirati metodu ispitivanjem njezinih glavnih izvedbenih karakteristika (npr. linearnost,
to¢nost, preciznost, granica kvantifikacije i detekcije, selektivnost, osjetljivost). Drugi korak
je usporedba sa zahtjevima korisnika. Ugovor koji se postize izmedu narucitelja i laboratorija
koji provodi validaciju definira zahtjeve koje metoda mora zadovoljiti da bi bila prikladna za
namjeravanu upotrebu. Kada je metoda karakterizirana, tako da su odredene njene izvedbene
karakteristike, i kada su rezultati usporedeni sa zahtjevima korisnika, na temelju rezultata
validacije piSe se izjava o prikladnost/neprikladnosti metode za namjeravanu upotrebu.
Validacija se provodi za nenormirane metode, za metode razvijene u vlastitom laboratoriju,
prilikom prenamjene ili modifikacije postoje¢e metode te kada se normirana metoda zeli

primijeniti izvan normiranog podrucja. [37-38]

2.4.1 Linearnost

Linearnost je svojstvo metode da unutar odredenog koncentracijskog podrucja daje
rezultate direktno proporcionalne koncentraciji analita u ispitnom uzorku. Odreduje se
postupkom umijeravanja ili kalibracije, odnosno mjerenjem odziva standardnih otopina
razli¢itih koncentracija analita te analizom ovisnosti odziva o koncentraciji. Svrha kalibracije
je smanyjiti ili ukloniti pogresku mjernog sustava. Linearnost metode se najce$ce potvrduje

preko koeficijenta determinacije R? koji mora biti > 0,9900.

2.4.2 Tolnost

Tocnost izrazava slaganje srednje vrijednosti niza ponovljenih mjerenja i prave,
odnosno referentne vrijednosti. Razlike u vrijednostima posljedica su sustavne pogreske.

Tocnost se Cesto iskazuje kao analiticki povrat koji se racuna prema jednadzbi (1).

izmjerena vrijednost

Analiti¢ki povrat= —
prava vrijednost

100% (1)



2.4.3 Preciznost

Preciznost se definira kao stupanj podudaranja viSe nezavisnih rezultata izvedenih iz
istog homogenog uzorka. Preciznost se izrazava kao standardno odstupanje, relativno
standardno odstupanje (RSD) ili varijanca. Takoder, preciznost se iskazuje kao ponovljivost,
medupreciznost ili obnovljivost. Ponovljivost je preciznost pri istim uvjetima (npr. isti
analitiar, ista metoda, isti instrument, vrlo kratko vremensko razdoblje), a medupreciznost je
preciznost pri razli¢itim uvjetima (npr. razli¢iti analiti¢ar, instrument, metoda). Obnovljivost
se, s druge strane, definira kao mjerenje izvedeno na identicnom uzorku u razli¢itim

laboratorijima zbog ¢ega se Cesto koristi kod medulaboratorijskih usporedbi.

U ovom radu preciznost ¢e biti iskazana preko RSD vrijednosti koja se racuna prema

sljede¢oj jednadzbi:

RSD =2 .100% )
X
gdje je s standardno odstupanje odredenog broja ponovljenih mjerenja, a x njihova srednja

vrijednost.

2.4.4 Granica detekcije i granica kvantifikacije

Kako bi se izbjeglo dokazivanje nepostojeceg ili nedokazivanje postojeéeg analita vrlo
je bitno definirati granicu detekcije (GD) i granicu kvantifikacije (GK) primijenjene analiticke
metode. Granica detekcije definira se kao najmanja koli¢ina analita koju je moguce razluditi
od pozadinskog signala, dok se granica kvantifikacije definira kao najmanja koncentracija
analita koja se moze odrediti uz odgovarajucu to¢nost i preciznost. GD i GK racunski se

odreduju primjenom jednadzbi (3) i (4).

3,30
GD ==
A ®3)
10-0
GK=——
" @

Pri tome je a nagib kalibracijskog pravca, a o standardna devijacija slijepe probe, odsjecka

kalibracijskog pravca ili uzorka veoma niske koncentracije analita. [39-44]



3. Eksperimentalni dio

3.1 Kemikalije i reagensi

Kemikalije 1 reagensi upotrebljavani za prisilnu razgradnju te validaciju metoda za

odredivanje emtricitabina i ribavirina navedeni su u tablici 1.

Tablica 1. Popis koriStenih kemikalija i reagensa

Kemikalija Formula Cistoca Proizvoda¢  Drzava Upotreba
Emtricitabin CgH10FN3O3S  krutina, 99,93% Sigma-Aldrich  US CRM
Kalij dihidrogen . o, Alkaloid AD mobilna
fosfat KH2PO4 krutina, > 99,5% Skopje MK faza
Klorovodicna HCI otopina, 37% VWR us reagens
kiselina
Metanol CH30OH otop|nz;_1,vlj|PL,C J.T. Baker us mobilna
stupanj Cistoce faza
Natrijev hidroksid NaOH krutina, 99,3% Lach-ner Cz reagens
Ribavirin CsH12N40Os krutina, 99,5%  Sigma-Aldrich  US CRM
Vodikov peroksid H202 otopina, 30% Grgrg-cr)nol HR reagens
3.2 Popis instrumenata i opreme

Tijekom izrade ovog diplomskog rada koristena je sljedeca analiticka oprema:

tehni¢ka vaga Mettler Toledo, model PB1502-L, US,

analiticka vaga Mettler Toledo, model XA105DU, US,

pH metar Mettler Toledo, model S20 SevenEasy, US,

pH elektroda Mettler Toledo, model InLab Expert Pro, US,

sustav za proizvodnju Milli-Q (ultra-Ciste) vode, Reagent Grade Water System,
Millipore Co., US,

HPLC sustav LC-20ADXR sa SPD-20AV UV detektorom, Shimadzu, JP,
kromatografska kolona XBridge C18 3,5 um, 4,6x150 mm, Waters, US,
magnetska mijesalica Witeg Labortechnik GmbH, model MSH-20A, DE,
Suntest uredaj Atlas Material Testing Technology GmbH, model CPS+, US,
ultrazvucna kupelj Rocker, model Soner 210, TW i

termostat Bodalec & Havoi¢, model EBT, HR.



3.3 Eksperimentalni dizajn
3.3.1 Validacija LC metoda za analizu emtricitabina i ribavirina

Stock otopine emtricitabina i ribavirina pripremljene su otapanjem 31,03 mg standarda
emtricitabina, odnosno 26,03 mg standarda ribavirina u 50 mL ultra-Ciste vode. Iz stock
otopina pripremljena su razrjedenja za kalibraciju u rasponu koncentracija od 0,0010 do
0,1250 mM. Navedene otopine pripremane su u triplikatu, a svaka od pripremljenih otopina
analizirana je tri puta pri uvjetima navedenim u tablici 2. Za analizu oba spoja razvijene su

izokratne HPLC metode pri ¢emu je koristena C18 kolona.

Tablica 2. Kromatografski uvjeti metoda za analizu emtricitabina i ribavirina

Emtricitabin Ribavirin
Mobilna faza 5% CH3OH i 95% 20 mM KHzPOs  100% 20 mM KH2PO4
Protok / mL min' 1 1
Volumen injektiranja / uL 30 30
Temperatura peénice / °C 30 30
Valna duljina detekcije / nm 280 207
Trajanje metode / min 15 6

3.3.2 Prisilna razgradnja

Nakon validacije LC metoda za analizu emtricitabina i ribavirina provedena je prisilna
razgradnja. Prisilne razgradnje emtricitabina i ribavirina provedene su: luznatom, Kiselom i
,heutralnom* hidrolizom, oksidacijom vodikovim peroksidom te fotolitiCkom i termi¢kom
razgradnjom. Pod pojmom ,,neutralna“ hidroliza misli se na hidrolizu spoja u ultra-¢istoj vodi
pri ¢emu nije podeSavana pH vrijednost. ,Neutralna“ hidroliza pratila se 7 dana na
temperaturi od 25 °C te je takva otopina koriStena kao slijepa proba, za usporedbu s drugim
razgradnjama. Sve razgradnje provedene su na otopini farmaceutika pocetnih koncentracija
0,1 mM.

3.3.2.1 Luznata hidroliza

Luznata hidroliza emtricitabina i ribavirina provodila se 1 M otopinom NaOH koja je

pripravljena otapanjem 10 g krutog NaOH u 250 mL ultra-¢iste vode.
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Luznata hidroliza emtricitabina provodila se u odmjernoj tikvici od 50 mL pri ¢emu je
dodano 15 mL 1 M otopine NaOH i 35 mL 0,1 mM otopine emtricitabina. Razgradnja se
pratila 4 h, a uzorci su uzimani svakih 30 min. Luznata hidroliza ribavirina provodila se pri
istim uvjetima, medutim pracenje razgradnje trajalo je 2 h pri ¢emu su uzorci uzimani svakih

10 min zbog vece brzine razgradnje spoja.

3.3.2.2 Kisela hidroliza

Kisela hidroliza emtricitabina i ribavirina provodila se 1 M otopinom HCI koja je
pripravljena razrjedivanjem 37%-tne otopine HCI. Razgradnja se provodila u odmjernoj
tikvici od 50 mL pri ¢emu je dodano 25 mL 1 M otopine HCI i 25 mL 0,1 mM otopine
emtricitabina, odnosno ribavirina. Razgradnja se u oba slucaja pratila 24 h. Uzorci su tijekom
prvog sata uzimani svakih 30 min, nakon toga svakih sat vremena do petog sata te se u

konacénici uzeo 24-satni uzorak.

3.3.2.3 Oksidacija vodikovim peroksidom

Prisilna razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se 3 i 30%-tnom otopinom H2O;
U odmjernoj tikvici od 50 mL pri ¢emu je u tikvicu dodano 5 mL H202 i 45 mL 0,1 mM
otopine emtricitabina. Razgradnja 3%-tnom otopinom H2O- pratila se 3 h, a 30%-tnom 2 h.
Kako bi se sprijecila razgradnja uzrokovana svjetlosnim zracenjem, sve su tikvice bile

omotane aluminijskom folijom.

3.3.2.4 Termicka razgradnja

Termicka razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se na 50 mL 0,1 mM otopine

oba farmaceutika tijekom 7 dana, u tamnim boc¢icama u termostatu na 30 i 40 °C.

3.3.2.5 Fotoliticka razgradnja

Fotoliti¢ka razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se na Suntest uredaju gdje su
uzorci izloZeni svijetlosti valnih duljina 300-800 nm. Uzorci su osvjetljavani svjetlos¢u jacine
600 W/m? na 25 °C, a razgradnja je pracena kroz 6 h. Uz osvjetljavane uzorke, radile su se i
tamne slijepe probe omotane aluminijskom folijom koje su bile smjeStene u uredaju pokraj

osvjetljavanih uzoraka.
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4. Rezultati i rasprava

4.1 Validacija LC metoda

Za prisilnu razgradnju emtricitabina i ribavirina razvijena je metoda, u laboratoriju
Analitickog zavoda Fakulteta kemijskog inzenjerstva i tehnologije u Zagrebu, kojom je
ispitana linearnost, to¢nost, preciznost te granice detekcije i kvantifikacije. Granice detekcije i
granice kvantifikacije odredene su raCunski primjenom jednadzbi (3) i (4) uz koristenje

standardne devijacije uzorka niske koncentracije analita.

4.1.1 Linearnost

Linearnost je odredena postupkom kalibracije, odnosno preko kalibracijskog pravca.

Kalibracijski pravac pokriva koncentracijsko podrucje od 0,0010 do 0,1250 mM.
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Slika 4. Kalibracijski pravac FTC-a jednadzbe y=1,5-10"x+2,1-10° i R? vrijednosti od
0,9999 za podrucje koncentracija od 0,0010 mM do 0,1250 mM

Na slici 4 prikazan je kalibracijski pravac dobiven za FTC. Uz jednadzbu kalibracijskog
pravca prikazan je i koeficijent determinacije R? ¢ija vrijednost mora biti ve¢a od 0,9900. U
ovom slucaju koeficijent determinacije iznosi 0,9999 S§to znaci da je uvjet zadovoljen.
Medutim, kako bi se linearnost u potpunosti potvrdila, napravljen je i graf rezidualnih
odstupanja (slika 5). Na njemu se jasno vidi vece rasipanje podataka pri veéim
koncentracijama, odnosno da su veéa odstupanja zbog Cega se pristupilo izradi dvaju

kalibracijskih pravaca: za manje i za vece koncentracijsko podrucje (slike 6 i 7). Oba pravca
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pokazuju koeficijent determinacije ve¢i od 0,9900 S§to znaci da je i razdvajanjem

kalibracijskog pravca uvjet linearnosti zadovoljen.
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Slika 5. Graf rezidualnih odstupanja FTC-a za kalibracijski pravac y =1,5-10"x+2,1-10°
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Slika 6. Kalibracijski pravac FTC-a jednadzbe y=1,5-10"x+9,2-10% i R? vrijednosti od
0,9995 za podrucje koncentracija od 0,0010 mM do 0,0100 mM
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Slika 7. Kalibracijski pravac FTC-a jednadzbe y=1,5-10"x+4,8-10° i R? vrijednosti od
0,9999 za podrucje koncentracija od 0,0100 mM do 0,1250 mM
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Slika 8. Kalibracijski pravac RIB-a jednadzbe y =2,1-10"x+2,3-10° i R? vrijednosti od
0,9998 za podrucje koncentracija od 0,0010 mM do 0,1250 mM
Na slici 8 prikazan je kalibracijski pravac za RIB kojeg karakterizira velika linearnost
(R?>0,9900). Graf rezidualnih odstupanja (slika 9) i ovdje pokazuje ve¢a odstupanja pri veéim
koncentracijama zbog ¢ega sam domenu razdvojila na dva koncentracijska podrucja (slike 10

i 11). Za oba podrugja dobivena je visoka linearnost odziva (R%>0,9900).
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Slika 9. Graf rezidualnih odstupanja R1B-a za kalibracijski pravac y=2,1-10"x+2,3-10°
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Slika 10. Kalibracijski pravac RIB-a jednadzbe y =2,1-10"x+81 i R? vrijednosti od 0,9997
za podrucje koncentracija od 0,0010 mM do 0,0100 mM
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Slika 11. Kalibracijski pravac RIB-a jednadzbe y=2,1-10"x+4,6-10° i R? vrijednosti od

0

0,9997 za podrucje koncentracija od 0,0100 mM do 0,1250 mM

4.1.2 Tocénost

Za sve kalibracijske krivulje analiziran je odnos mjerenih i pripremljenih vrijednosti
koncentracija (slika 12 za FTC i slika 13 za RIB).
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Slika 12. Usporedba mjerenih i pripremljenih vrijednosti koncentracija FTC-a
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Slika 13. Usporedba mjerenih i pripremljenih vrijednosti koncentracija RIB-a

Toc¢nost se odreduje procjenom sustavne pogreske. Sustavna pogreska moze biti
konstantna ili proporcionalna. U idealnom slucaju, kada nema proporcionalne pogreske nagib
pravca trebao bi biti 1, a u odsustvu konstantne pogreske odsjecak bi trebao biti 0. Analiza
to¢nosti FTC-a i RIB-a (tablice 3 i 4) pokazuju da kod svih razvijenih metoda 95%-tni
intervali pouzdanosti za odsjecak 1 nagib kalibracijskih pravaca sadrze vrijednosti 0, odnosno
1, §to znaci da s 95%-tnom vjerojatnoS¢u mozemo tvrditi kako razvijene metode ne sadrze ni
konstantnu ni proporcionalnu sustavnu pogresku. Takoder, za razvijene metode izracunat je i
analiti¢ki povrat i to za sve pripremljene otopine. Ipak, zbog jednostavnijeg prikaza uzimane
su srednje vrijednosti pojedine koncentracijske razine (tablice 5 i 6). Kriterij prihvatljivog
analiti¢kog povrata varira od propisa do propisa, medutim najces¢e se uzima interval od 70 do
130%. Srednje vrijednosti analitiCkog povrata za FTC i RIB ne prelaze te granice $to znaci da

je 1 ovaj kriterij tocnosti zadovoljen.

Tablica 3. Rezultati analize to¢nosti FTC-a

Kalibracijsko Naziv Vrijednost Interval pouzdanosti 95,0%
podru¢je / mM  parametra parametra  Donja granica Gornja granica
odsjecak 0,0000 -0,0002 0,0002
0,0100-0,1250 nagib 1,0000 0,9973 1,0027
odsjecak 0,0000 0,0000 0,0000
0,0010-0,0100 nagib 1,0000 0,9934 1,0066

17



Tablica 4. Rezultati analize to¢nosti RIB-a

Kalibracijsko Naziv Vrijednost Interval pouzdanosti 95,0%
podruc¢je / mM  parametra parametra  Donja granica Gornja granica
odsjecak 0,0000 -0,0004 0,0004
0,0100-0,1250 nagib 1,0000 0,9949 1,0051
odsjecak 0,0000 0,0000 0,0000
0,0010-0,0100 nagib 1,0000 0,9945 1,0055

Tablica 5. Prikaz srednjih vrijednosti analitickog povrata za FTC

C(FTC)pripravijeno / MM C(FTC)mijereno / MM analiticki povrat /%

0,1250 0,1247 99,76
0,1000 0,1003 100,29
0,0750 0,0751 100,08
0,0500 0,0501 100,20
0,0250 0,0251 100,26
0,0100 0,0100 100,11
0,0075 0,0075 100,22
0,0050 0,0049 98,32
0,0025 0,0026 102,04
0,0010 0,0010 99,96

Tablica 6. Prikaz srednjih vrijednosti analitickog povrata za RIB

C(RIB)pripravaeno / mM C(RIB)mjereno / mM analiticki pOVI‘at / %

0,1250 0,1252 100,16
0,1000 0,0995 99,53
0,0750 0,0752 100,27
0,0500 0,0502 100,35
0,0250 0,0249 99,74
0,0100 0,0100 100,11
0,0075 0,0075 99,81
0,0050 0,0050 100,03
0,0025 0,0025 99,67
0,0010 0,0010 101,01

4.1.3 Preciznost

Preciznost je u ovom radu iskazana kao ponovljivost te je izrazena kao relativno
standardno odstupanje (RSD). Obzirom na veliki broj toaka, preciznost je odredivana samo

na koncentraciji 0,0050 mM za koncentracijsko podruc¢je od 0,0010 mM do 0,0100 mM te
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koncentracija 0,0750 mM za koncentracijsko podrucje od 0,0100 mM do 0,1250 mM. Kriterij
za preciznost bio je RSD < 10%.

U tablici 7 prikazani su rezultati analize preciznosti za FTC. RSD za koncentraciju
0,0050 mM iznosi 1,42%, a za koncentraciju 0,0750 mM 0,39%. Obje RSD vrijednosti su

manje od 10% Sto znaci da je zadovoljen Kriterij preciznosti metode.

Tablica 7. Analiza preciznosti za FTC

Cpripravljeno /I mM Cmijereno /I mM Cpripravljeno /I mM Cmjereno / mM

0,0050 0,0049 0,0750 0,0755

0,0050 0,0049 0,0750 0,0748

0,0050 0,0048 0,0750 0,0749

0,0050 0,0048 0,0750 0,0754

0,0050 0,0049 0,0750 0,0748

0,0050 0,0049 0,0750 0,0750

0,0050 0,0050 0,0750 0,0754

0,0050 0,0050 0,0750 0,0750

0,0050 0,0050 0,0750 0,0747

Csrednje / MM 0,0050 0,0049 0,0750 0,0751
standardna devijacija/ mM 0,0001 0,0003

RSD / % 1,42 0,39

Tablica 8 sadrZzi rezultate analize preciznosti metode odredivanja RIB-a. RSD za
koncentraciju 0,0050 mM iznosi 1,07%, a za koncentraciju 0,0750 mM 1,13%. Kao i kod
FTC, i kod RIB obje su RSD vrijednosti manje od 10% ¢ime je zadovoljen uvjet preciznosti.

Tablica 8. Rezultati odredivanja preciznosti za RIB

Cpripravljeno /I mM Cmijereno /mM Cpripravljeno /I mM Cmjereno / mM

0,0050 0,0050 0,0750 0,0747

0,0050 0,0050 0,0750 0,0762

0,0050 0,0049 0,0750 0,0750

0,0050 0,0050 0,0750 0,0740

0,0050 0,0050 0,0750 0,0748

0,0050 0,0049 0,0750 0,0742

0,0050 0,0051 0,0750 0,0758

0,0050 0,0050 0,0750 0,0757

0,0050 0,0050 0,0750 0,0763

Csrednje / MM 0,0050 0,0050 0,0750 0,0752
standardna devijacija/ mM 0,0001 0,0008

RSD /% 1,07 1,13
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4.1.4 Granica detekcije i granica kvantifikacije

GD i1 GK (tablica 9) odredene su iz otopina najmanje koncentracije, odnosno iz 0,0010
mM otopina FTC-a i RIB-a.

Tablica 9. Proracunate vrijednosti GD i GK za FTC i RIB

FTC RIB
GD/mM 6,410 54.1012
GK/mM 1,910 16-1011

4.2 Prisilna razgradnja

,Neutralna“ hidroliza pratila se 7 dana na temperaturi od 25 °C. Prvi dan zabiljezena je
pH vrijednost FTC od 5,69 i pH vrijednost RIB od 5,86. Pracenjem kinetike hidrolize

utvrdeno je da kroz 7 dana nije doslo do razgradnje nijednog od navedenih spojeva.

4.2.1 Luznata hidroliza

Luznata hidroliza FTC-a provodila se 4 h, a uzorci su uzimani svakih 30 min. Luznata
hidroliza RIB-a provodila se 2 h: uzorci su tijekom prvog sata uzimani svakih 10 min, a
potom svakih 30 min. U tablici 10 prikazani su rezultati razgradnje preko normalizirane
povrsine A/Ao, gdje je t vrijeme, A povrsina ispod kromatografskog pika nakon odredenog
vremena trajanja hidrolize, a Ao povrsina ispod kromatografskog pika prije hidrolize. Vidljivo
je da se FTC pri navedenim uvjetima nakon 4 h razgradio 20%, dok se RIB ve¢ nakon 40 min
razgradio 19%, a nakon 2 h ¢ak 48%.

Tablica 10. Rezultati luznate razgradnje FTC-a i RIB-a

FTC RIB
¢t/ min AlAo ¢t/ min AlAo
0 1,00 0 1,00
30 0,97 10 0,96

60 0,95 20 0,90
90 0,93 30 0,86
120 0,90 40 0,81
150 0,87 50 0,77
180 0,85 60 0,73
210 0,83 90 0,62
240 0,80 120 0,52
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4.2.2 Kisela hidroliza

Kisela hidroliza FTC-a i RIB-a provodila se 1 M HCI. Hidroliza se pratila tijekom 5 h
pri ¢emu nije doslo do razgradnje ni jednog od spojeva. Stoga je nastavljeno pracenje

razgradnje do 24 h nakon ¢ega je FTC ostao nerazgraden, dok se RIB razgradio 1%.

4.2.3 Oksidacija vodikovim peroksidom

Prisilna razgradnja FTC-a provodila se 3%-tnom i 30%-tnom otopinom H20O..
Razgradnja 3%-tnom otopinom provodila se 3 h, a 30%-tnom 2 h. U tablici 11 prikazani su

rezultati razgradnje s obje koncentracije H2O2 preko normalizirane povrSine A/Ao.

Tablica 11. Rezultati razgradnje FTC-a s H>O>

FTC + 3% H202 FTC + 30% H20:

t/ min AlAg AlAg
0 1,00 1,00
15 0,99 0,93
30 0,99 0,87
60 0,97 0,79

120 0,96 0,62
180 0,93 -

Lo+ 4 4
0,95

0.90
0,85

=075
0.70
0,65
0,60
0.55

+

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
f/min

Slika 144. Graficki prikaz razgradnje FTC-a 3%-tnom (+) i 30%-tnom otopinom H20> (+)
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Nakon 3 h, FTC se 3%-tnom otopinom H2O. razgradio za 7%, dok se 30%-tnom
otopinom H20- nakon 2 h razgradio za 38% (slika 14).

Razgradnja RIB-a se takoder provodila 3%-tnom i 30%-tnom otopinom H2O> tijekom 3,
odnosno 2 h. U tablici 12 prikazani su rezultati razgradnje s obje koncentracije H202 preko
normalizirane povrSine A/Ao. Nakon 3 h RIB se 3%-tnom otopinom H»O:> razgradio 7%, dok
se 30%-tnom otopinom nakon 2 h razgradio 12%. Na slici 15 graficki je prikazana razgradnja

RIB-a s obje koncentracije H20x.

Tablica 12. Rezultati razgradnje RIB-a s H2O>

RIB + 3% H20: RIB + 30% H20:

t/min AlAg AlAg
0 1,00 1,00
15 0,98 0,97
30 0,96 0,94
60 0,95 0,90
120 0,93 0,88
180 0,93 -
1,00 +
0,98 i
0.96 +
= 0,94 -+ +
N + +
= 0.92
0.90 +
0.88 +
0.86

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

f/min

Slika 15. Graficki prikaz razgradnje RIB-a 3%-tnom (+) i 30%-tnom otopinom H20- (+)

Na slikama 16 i 17 prikazan je kromatogram razgradnje RIB-a 30%-tnom otopinom
H20.. Vidljiva je mala razludivosti i velika nesimetri¢nost pika RIB-a (tr=3,49 min).

Razlucivost Rs i asimetri¢nost As izra¢unate su jednadzbom (5), odnosno (6).
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Izracunate vrijednosti Rs=1,16 i As=0,30 ne odgovaraju zahtijevanim uvjetima zbog
¢ega kvantitativna analiza RIB u ovom slu¢aju nije pouzdana. Kod primjene 3%-tne otopine
H20., Rs zadovoljava uvjet, no As ni u tom slu¢aju ne pada u trazeni raspon. Zbog toga bi bilo

pozeljno u ovom slucaju razviti novu HPLC metodu.

4.2.4 Termicka razgradnja

Termicka razgradnja FTC-a i RIB-a provodila se na temperaturama od 30 °C i 40 °C

tijekom 7 dana te u tom periodu nije doslo do razgradnje spojeva.

4.2.5 Fotoliticka razgradnja

Fotoliticka razgradnja FTC-a i RIB-a pratila se 6 h usporedno s njihovim tamnim
slijepim probama. FTC se nakon 6 h, u odnosu na slijepu probu, razgradio za 56%. U tablici
13 prikazani su rezultati razgradnje preko normalizirane povrsine A/Ag. S druge strane, RIB se

nakon 6 h nije razgradio.

Tablica 1311. Rezultati fotoliticke razgradnje FTC-a i RIB-a

FTC RIB
t/h AlAo t/h A/Ao
0,0 1,00 0,0 1,00
0,5 0,94 0,5 1,00
1,0 0,89 1,0 1,00
2,0 0,79 2,0 1,00
3,0 0,69 3,0 1,00
4,0 0,60 4,0 1,00
5,0 0,52 5,0 1,00
6,0 0,44 6,0 1,00

4.2.6 Usporedba svih primijenjenih postupaka razgradnje

Prisilna razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se pri istim uvjetima. U tablici
14 objedinjeni su svi rezultati dobiveni prisilnom razgradnjom spojeva. Oba spoja sklonija su
razgradnji u luZznatom mediju, dok su u kiselom pokazali vecu stabilnost. Spojevi se u
luznatom mediju ponasaju sli¢no, ali ribavirin se u odnosu na emtricitabin brze raspada. Do

kisele razgradnje ribavirina dolazi tek nakon 24 h $to inicira da bi pri intenzivnijim uvjetima
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stresa (npr. poviSena temperatura, duze izlaganje i jaca koncentracija kiseline) doslo do veceg
postotka razgradnje. Emtricitabin je i nakon 24 h pokazao stabilnost u kiselom, medutim

prema literaturnim podacima [16,46-48] bi se i on razgradio pri intenzivnijim uvjetima.

Tablica 14. Objedinjeni rezultati primijenjenih uvjeta prisilne razgradnje

Uvjeti/medij/trajanje Razgradnja FTC-a /% Razgradnja RIB-a /%
Kiseli/l M HCI/5 h 0 0
Kiseli/1 M HCI/24 h 0 1
LuZnati/l M NaOH/2 h 10 48
Luznati /1 M NaOH/4 h 20 -
Oksidativni/3% H20./3 h 7 7
Oksidativni/30% H202/2 h 38 12
Termicki/30 °C/7 dana 0 0
Termicki/40 °C/7 dana 0 0
Fotoliti¢ki/200 W/m?/6 h 56 0

Oksidacijska razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se s 3%-tnom i 30%-tnom
otopinom H202. Manja koncentracije H202 nije bila dovoljna za zeljeni postotak razgradnje
(10-15%) zbog Cega su oba spoja tretirana s 10 puta ve¢om koncentracijom H20.. U oba
slucaja oba spoja se ponaSaju vrlo sli¢no te podlijeZzu razgradnji. Unato¢ tome, obzirom na
malu razlu€ivost 1 veliku nesimetri¢nost pika ribavirina, kao §to je objaSnjeno u prethodnom
poglavlju, ti rezultati nisu pouzdani. Prema literaturnim podacima [49] emtricitabin bi, zbog
svoje strukture, trebao biti manje podlozan radikalima/radikalskim reakcijama nego ribavirin

te pri istim uvjetima bi trebao biti manje podlozan razgradnji s H20x.

Tijekom termic¢ke razgradnje emtricitabina 1 ribavirina nije doSlo do razgradnje ni

jednog spoja. Dobiveni rezultati su u skladu su s literaturom [16,48].

U konacnici provedena je i fotoliticka razgradnja oba spoja. Emtricitabin se nakon 6 h
razgradio 56% dok je ribavirin ostao postojan. Emtricitabin i ribavirin osvjetljavani su

2 koja je 3 puta jata od minimalne jadine propisane ICH

svjetlo§¢u jacine 600 W/m
smjernicom Q1B zbog ¢ega se dobiveni rezultati ne podudaraju s literaturom. U literaturi je
navedeno da su oba spoja stabilna, odnosno da ne dolazi do njihove fotoliticke razgradnje.
[16,46,48]
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5. Zakljucak

Siroka primjena farmaceutika u medicini neizbjezna je za poboljsanje kvalitete Zivota.
Medutim, povecana upotreba farmaceutika rezultira i njihovom pove¢anom koncentracijom u
okolisu Sto dovodi do sve vece zabrinutosti jer farmaceutici, njihovi metaboliti i razgradni

produkti pokazuju odredenu razinu toksi¢nosti.

Cilj ovog rada bio je provesti za prisilnu razgradnju emtricitabina i ribavirina. Za
potrebe istog razvijene su i validirane odgovaraju¢e HPLC metode analize emtricitabina i
ribavirina. Validacija metoda provedena je ispitivanjem njezinih glavnih izvedbenih
karakteristika. Linearnosti metoda potvrdene su dobivenim koeficijentima determinacije
ve¢im od 0,9900. Tocnosti metode iskazane su preko analitickog povrata koji je bio u
granicama 70-130 %,. Uz to, utvrdeno je odsustvo sustavne pogreske. Preciznost razvijenih
metoda iskazana je preko relativne standardne devijacije koji je imala vrijednosti manje od
10%. Granica detekcije i granica kvantifikacije ribavirina su nesto nize od granice detekcije i
granice kvantifikacije emtricitabina, ali u oba slu¢aja granice detekcije su reda 102 mM, a

granice kvantifikacije su reda 10 mM.

Prisilna razgradnja emtricitabina i ribavirina provodila se prema ICH smjernicama
primjenjuju¢i uvjete koji bi se mogli pojaviti u okoliSu. Kod vecine eksperimenata
emtricitabin i ribavirin se nisu razgradili §to ukazuje na njihovu postojanost u okolisu te malu
sklonost jednostavnim procesima razgradnje (dodatkom kemijskih sredstava ili promjenom
fizikalnih uvjeta temperature i svjetlosti). Odnosno, jednom kad dospiju u okolis, vrlo slabo
¢e se razgraditi pod utjecajem vanjskih-okolisnih uvjeta. Zbog toga je od izrazite vaznosti
istrazivati napredne metode njihovog uklanjanja, kao S$to su to primjerice napredni

oksidacijski procesi ili bioloSka razgradnja ciljanim organizmima.

Razgradni produkti jedni su od glavnih komponenata koje se uobicajeno prate kod
istrazivanja prisilne razgradnje. Njihovo pracenje i odredivanje upotrebom spektrometra masa
planirano je u nastavku istrazivanja. Ovim radom odredeni su uvjeti prisilne razgradnje Koji
daju zeljeni postotak razgradnje (10-15%) kako bi se dobile optimalne vrijednosti razgradnih

produkata za njihovo odredivanje.
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