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SAZETAK

RAZVOJ I VALIDACIJA KROMATOGRAFSKE METODE ZA ODREDIVANJE
SULFAMETOKSAZOLA U VODI

Cilj ovoga rada jest validacija analiticke kromatografske metode odredivanja
farmaceutika sulfametoksazola u vodi na HPLC-DAD uredaju. Validacija prethodno razvijene
metode vazna je iz razloga §to ¢e osigurati potvrdu o pouzdanosti i kvaliteti metode koja ¢e se
u buduénosti moci sa sigurnos¢éu primjenjivati pri analizi odredenog uzorka na odredenom
uredaju. Analiticki sustav u ovome radu validiran je na nacin da su ispitane izvedbene znacajke
metode, tj. validacijski parametri poput selektivnosti, linearnosti, osjetljivosti, granice
detekcije, granice kvantifikacije, preciznosti, istinitosti, radnog podrucja te robusnosti. Na

temelju rezultata zakljucuje se ispravnost ispitivane analiticke metode.

Prilikom odredivanja navedenih kriterija, provedeno je kvantitativno odredivanje
antibiotika sulfametoksazola otopljenog u deioniziranoj i izvorskoj vodi. Svaki eksperiment
proveden je dodatkom standardne otopine sulfametoksazola u obje vrste vode, kako bi se
usporedili rezultati dobiveni za eksperimente provedene s deioniziranom vodom koju
karakterizira visoka ¢isto¢a, s onima u izvorskoj vodi koja sadrzi razne interferencije. Na
osnovu rezultata istraZivanja, dolazi se do zakljuc¢ka kako je navedena metoda pouzdana i

ispravna, ili, drugim rije¢ima, validirana.

Istrazivanje u ovom radu posluzit ¢e za daljnja ispitivanja analitiara koji ¢e imati
zadatak kvalitativno i kvantitativno odrediti farmaceutik sulfametoksazol u uzorcima vode

tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti uz detektor s nizom dioda.

Kljucne rijeci: validacija analiticke metode, tekucinska kromatografija, farmaceutici,

sulfametoksazol



ABSTRACT

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

The aim of this work is to validate the chromatographic analytical method for the
determination of sulfamethoxazole in water on a HPLC-DAD instrument. Validation of a
previously developed method is important because it provides confirmation of the reliability
and quality of the method, which can be used with confidence in the future when analyzing a
particular sample on a particular instrument. The analytical system in this work was validated
by examining the method performance characteristics, i.e., validation parameters such as
selectivity, linearity, sensitivity, limit of detection, limit of quantification limits, precision,
trueness, working range, and robustness. Based on the results, the correctness of the

investigated analytical method is concluded.

To determine the above criteria, a quantitative determination of the antibiotic
sulfamethoxazole dissolved in deionized and spring water was performed. Each experiment
was carried out with samples in both types of water in order to compare the results of
experiments with deionized water, which is characterized by high purity, with the results of
experiments with spring water, which contains various interferences. Based on the research
results, it is concluded that the mentioned method is reliable and correct, or, in other words, it

is validated.

The research in this work will serve for further tests of analysts who have the task to
qualitatively and quantitatively determine the drug sulfamethoxazole in water samples by high-

performance liquid chromatography with a diode array detector.

Key words: validation of analytical method, liquid chromatography, pharmaceuticals,

sulfamethoxazole
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1. UvOD

Farmaceutici, kao 1 njihovi metaboliti, vrlo su raSireni u okoliSu. NajcesS¢e ih
pronalazimo u vodenim ekosustavima. Ovakvo pojavljivanje farmaceutika van njihove
primarno zamisljene namjene, moze Stetiti ljudskom zdravlju i narusiti kvalitetu okolisa. U
vodene medije dospijevaju ispustanjem otpadnih voda iz kucanstava, tvornica, bolnica i
proizvodnih djelatnosti. Takoder se mogu akumulirati u sedimentima te prilikom njihovog
ispiranja dospjeti u podzemne vode. Zbog ovakvih emisija u konacnici moze do¢i do
onecis¢enja vode koja je namijenjena za pic¢e kao i ugroziti zivot organizama u vodenim

staniS$tima.

Sulfametoksazol je antibiotik Siroke primjene. Prihvatljive je cijene i1 efektivnog
djelovanja te se koristi pri lije¢enju ljudi oboljelih od infekcija izazvanim prisutnoséu raznih
bakterija. Kao i svaki farmaceutik, nije poZeljan u okolisu. Stoga je u ovom radu validirana
metoda njegove detekcije u vodi na teku¢inskom kromatografu visoke djelotvornosti vezanom

na detektor s nizom dioda (HPLC-DAD).
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2.1. Farmaceutici

2.1.1. Primjena i vaznost farmaceutika [1]

Farmaceutici su pojam koji op¢enito predstavlja organske tvari namijenjene upotrebi
radi zdravstvenih razloga. Koriste se pri lijeCenju i prevenciji bolesti kod ljudi i zivotinja ¢ime
poboljsavaju kvalitetu Zivljenja te u tome lezi njihova vaznost. Otkrice i primjena farmaceutika
pridonijeli su daljnjem razvoju medicine, farmacije, kemije i ostalih srodnih znanosti. Njihovo
bitno svojstvo jest biorazgradivost u tijelu. Cetiri su najvaznije skupine farmaceutika:

antibiotici, antineoplastici, kardiovaskularni lijekovi i reproduktivni hormonski lijekovi.

2.1.2. Problematika farmaceutika u okolisu [2]

Svaki farmaceutik posjeduje specifi¢na bioloska, farmakoloska i fizikalno-kemijska
svojstva koja variraju ovisno o okolini u kojoj se nalaze te se smatraju novim zagadivalima. To
su spojevi za koje se do nedavno nije smatralo da imaju ucinak zagadivala, a sve vise se
ispustaju u okoli§ u ve¢im koli¢inama. Problem predstavlja nepostojanje zakonske regulative
o njihovom ispustanju u okoli$. Kontinuirano unosenje farmaceutika u okolis, ¢ak i u niskim
koncentracijama potencijalno moze rezultirati ve¢im koncentracijama pa time 1 negativnim
ucincima na ekosustav. U okoli§ dospijevaju nepropisnim zbrinjavanjem neupotrijebljenih
farmaceutika, putem ljudskih ili zivotinjskih izlu¢evina, iz ku¢anstava, bolnica, groblja, raznih
industrija te postrojenja, naj¢es¢e onih koja se bave obradom voda putem aktivnog mulja 1
vodenih tokova. PonaSanje 1 utjecaj farmaceutika na ekosustav nije dovoljno istraZzen §to
predstavlja dodatni problem zbog kojeg su mnogi farmaceutici na ,listi promatranja“ Okvirne

direktive o vodama pod vodstvom Europske unije.
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2.1.3. Analiticke tehnike detekcije farmaceutika u okolisu [3]

Za kvalitativno i kvantitativno odredivanje farmaceutika prisutnih u uzorcima iz okolisa
najcesce se primjenjuju plinska i tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — HPLC,
zajedno sa spektrometrijom masa (HPLC-MS). S obzirom da svojstva farmaceutika poput
nehlapljivosti, nestabilnosti pri visokim temperaturama i polarnosti ograni¢avaju upotrebu
plinske kromatografije, teku¢inska kromatografija visoke djelotvornosti koristi se ceSce te se
pokazala kao zadovoljavaju¢a metoda detektiranja farmaceutika koji su termicki nestabilni i
polarni. Metode koje koriste detektor s nizom dioda (DAD) i fluorescentni detektor (FLD) sve
se vise zamjenjuju uporabom HPLC-MS metode za ovu namjenu. [2] Uz navedene metode,
ucinkovita se pokazala i primjena nuklearne magnetske rezonancije (NMR) za karakterizaciju

detektiranih farmaceutika i njihovih razgradnih produkata.

2.1.4. Primjena i svojstva sulfametoksazola

Antibiotiok sulfametoksazol, C10H1:1N3OsS, otkriven je te se primjenjuje od 60.-ih
godina proslog stoljeca. To je sulfoamidni lijek, strukturno analogan para-aminobenzoatnoj
kiselini koji kompetitivno inhibira sintezu dihidropteroata sprjecavaju¢i stvaranje
dihidropteroatne kiseline, prekursora folne kiseline koja omogucava rast i razvoj bakterija.
Najcesc¢a primjena ovog lijeka je pri lijeCenju urinarnih infekcija kao 1 infekcija respiratornog
sustava uzrokovanih prisutnoS¢u bakterija poput Escherichie coli, Klebsielle pneumoniae i
Proteus mirabilis. Prakticira se oralno i intravensko unoSenje sulfametoksazola, koji Cesto
dolazi u kombinaciji s trimetoprimom. Moguce kontraindikacije tijekom lijecenja
sulfametoksazolom uklju¢uju mucninu, gubitak apetita, povracanje 1 kozne osipe. Standardne
doze ovog lijeka su 400 mg i 800 mg, ovisno o lije¢ni¢koj procjeni. [4] Na Slici 1. prikazana
je kemijska strukturna formula sulfametoksazola.

-0
o o N

\V/
\S/ /U\/>_\

o
H
H,N

Slika 1. Strukturna formula sulfametoksazola [5]
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Molekulska masa ovog spoja iznosi 253,28 g mol™, a toéna masa 253,05211239 g.
Temperatura taljenja iznosi 169 °C. IUPAC ime sulfametoksazola je 4-amino-N-(5-metil-1,2-
oksazol-3-il) benzensulfonamid. Moze uzrokovati nadrazljivost koze, alergijske reakcije,
osjetljivost za o¢i 1 respiratorni sustav, te je akutno i kroni¢no opasan za vodeni okolis. U svojoj
strukturi sadrzi dvije donorske vodikove veze, Sest akceptorskih vodikovih veza te tri rotirajuce

veze. [6]

2.2.  Kromatografija

2.2.1. Primjena kromatografije [7]

Kromatografija je separacijska tehnika temeljena na razlici u veli€ini Cestica i razdiobi
izmedu faza. Ime kromatografija dolazi od grckih rijeci chroma, $to znaci boja, i graphein, sto
znaci pisati. Danas je ona $iroko koriStena metoda za razdvajanje, identifikaciju i odredivanje
kemijskih komponenata u sloZenim smjesama. Ovu metodu razvio je 1906. godine znanstvenik
M. S. Tswett primjenjujuéi kromatografsku tehniku za odjeljivanje biljnih pigmenata klorofila
I ksantofila prolazom kroz staklenu kolonu napunjenu CaCOs te je na koloni odvojene
komponente uocio kao obojene vrpce. Kromatografija se primjenjuje za razdvajanje malih
koli¢ina uzoraka, kada su komponente vrlo sli¢nih svojstava te kada su prisutne u vrlo malim
koncentracijama. Pouzdana je metoda za identifikaciju supstanci, ispitivanje Cistoce tvari,
analizu pesticida, ugljikohidrata, vitamina, antiparazitika itd. te za odredivanje broja sastojaka

u uzorku. Vrlo je brza i u¢inkovita metoda koja se moze primijeniti na razliCite sustave.

Ova fizikalno-kemijska metoda temelji se na postojanju dvije razlicite faze koje se
medusobno ne mijeSaju, medu kojima se komponente razdjeljuju, a to su nepokretna
(stacionarna) faza i1 pokretna (mobilna) faza koja se krece u odredenom smjeru. Komponente
ispitivane smjese prolaze kroz nepokretnu fazu protokom pokretne faze te se, radi razli¢itih
svojstava 1 veli€ine, razdvajaju na osnovu afiniteta kojeg pokazuju prema pokretnoj i/ili
nepokretnoj fazi. Kromatografski sustav ¢ine pokretna, nepokretna faza i ispitivana smjesa.
Dvije faze sustava izmedu kojih dolazi do raspodjele mogu biti ¢vrsto-tekuce, tekuce-plinovito,
i tekuce-tekuce. Kod kromatografije normalnih faza, polarna faza bit ¢e nepokretna, a

nepolarna pokretna, dok je kod kromatografije obrnutih faza obratno.
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2.2.2. Podjela kromatografskih tehnika [8]

Kromatografske tehnike mozemo podijeliti na osnovu tri kriterija:

e Podjela prema mehanizmu separacije

o Kromatografija isklju¢enjem — mehanizam isklju¢ivanja na osnovu velicine.

o lonska kromatografija — razdvajanje razli¢itih iona.

o Razdjelna kromatografija — temelji se na principu ekstrakcije.

o Afinitetna kromatografija — primjenjuju se specijalno dizajnirane kolone u kojima

se odredeni spojevi vezu po to¢no odredenom afinitetu
s obzirom na nepokretnu fazu.

o Adsorpcijska kromatografija — u ovoj metodi dolazi do adsorpcije.

e Podjela prema obliku kromatografske podloge

o Plo$na kromatografija

= Papirna kromatografija — kao nepokretna faza koristi se posebno pripremljen
kromatografski papir.
= Tankoslojna kromatografija — nepokretna faza je u obliku homogenog, tankog
sloja nanesena na inertnu podlogu.

o Kolonska kromatografija — nepokretna faza je gusto pakirana u stupcu.

e Podjela prema fizikalnom stanju pokretne faze

o Plinska kromatografija

— jedna od najcesce koriStenih metoda za kvantitativnu i kvalitativnu analizu lako
hlapljivih komponenata; komponente se razdvajaju izmedu pokretne plinovite
faze (He, N2, Ar, Hz, CO>) i tekucée ili ¢vrste nepokretne faze.

o Tekucinska kromatografija

— najsvestranija je i1 najceS¢e koriStena vrsta kromatografije namijenjena za
razdvajanje 1 odredivanje komponenata u raznovrsnim bioloSkim, anorganskim
i organskim materijalima koja kao pokretnu fazu koristi kapljevinu male
viskoznosti.

o Fluidna kromatografija pri superkriti¢nim uvjetima

— kromatografija temeljena na separaciji s fluidom koji ima ulogu pokretne faze

te se nalazi u uvjetima iznad svoje kriticne temperature 1 kriti€nog tlaka.
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2.2.3. Kromatografski sustav i njegovi parametri [9, 10]

Na Slici 2. dan je jednostavan prikaz tankoslojne kromatografije na TLC plocici, gdje
je vidljiva bazna linija, fronta ili put otapala, razina otapala 1 prijedeni put odredenih
komponenata uzorka. R¢ vrijednost je faktor zadrzavanja, tj. retencijski faktor, a predstavlja
omjer puta kojeg je preSao ispitivani sastojak uzorka i fronte otapala. Ova vrijednost

karakteristi¢na je za pojedinu tvar u to¢no odredenom kromatografskom sustavu.

Fronta
4 otapala
-
. A
b
a bod R =—
foa
b
Bazna | , .y
linja Razina
otapala

Slika 2. Prikaz kromatografije na TLC plocici

Kromatogram je zapis masenog ili koncentracijskog profila sastojaka ispitivanog
uzorka nakon zavrSene separacije. Prikazuje se graficki kao odnos odziva detektora

(koncentracije analita) u eluatu i vremena ili volumena eluata.

[7 2]
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kromatografskom sustavu, min

Slika 3. Kromatogram
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Na Slici 3. prikazan je kromatografski sustav s odgovaraju¢im parametrima. Vrijeme
zadrzavanja, tr, predstavlja vrijeme koje je uzorak proveo u pokretnoj i nepokretnoj fazi.
Zadrzano vrijeme, tm, je vrijeme potrebno da sastojak koji se ne zadrzava na koloni prode kroz
kolonu, tj. vrijeme od trenutka injektiranja do trenutka mjerenja. Korigirano vrijeme
zadrZavanja, t'r, raCuna se iz razlike tr I tm. Oznaka w predstavlja Sirinu kromatografske

krivulje.

Faktor kapaciteta, k, ra¢una se kao omjer korigiranog vremena zadrzavanja i vremena
zadrZzavanja. Separacijski faktor, a, je mjera selektivnosti kromatografskog sustava jer daje
informaciju o mogucénosti separacije dvaju spojeva. Racuna se kao omjer njihovih retencijskih
vremena te se uzima kao pokazatelj koliko je u¢inkovito razlu¢ivanje dvije komponente na
kromatogramu. Ipak, a nije najpouzdaniji faktor iz razloga $to ne uzima u obzir Sirinu
kromatografske krivulje te se iz tog razloga puno vise primjenjuje faktor razlucivanja, Rs. Rs
je jedan od najvaznijih parametara u kromatografskoj analizi jer, zbog Sirine kromatografske
kolone koju uzima u obzir, ukazuje na sposobnost odjeljivanja dva susjedna analita na
kromatografskoj koloni. Pozeljno je da njegova vrijednost bude vec¢a od 1 kako bi separacija

bila moguca.

_ tll? _ tR _tM
T ®
tz (A)
o= (2)
tz(B)

W, +Wp ®)

Prilikom 1identifikacije komponenata (kvalitativne analize), vazan je polozaj
kromatografske krivulje, dok je visina kromatografske krivulje te njezina povrSina bitna
prilikom kvantitativne analize uzorka jer je povrSina ispod kromatografske krivulje
propocionalna koli¢ini odredenog analita u uzorku. Kako je prikazano na Slici 3., Sirina
kromatografske krivulje mjeri se na polovici njegove visine. Prilikom kromatografske analize
pozeljno je da je vrh kromatografske krivulje oStar, a njegova zona $to uza. Trajanje analize

ovisi o detektoru koji se koristi te koliko su komponente razli¢ite po svojim svojstvima.
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2.2.4. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — detektor s nizom dioda
(HPLC-DAD)

HPLC je skracenica za tekucinsku kromatografiju visoke djelotvornosti. Razdjelna
kromatografija najrasprostranjenija je vrsta HPLC-a. UV/Vis kvantitativna analiza takoder se

Cesto koristi u HPLC. Suvremeni HPLC instrument sastoji se od staklenih spremnika koji

sadrZze pokretne faze, uredaja za uklanjanje praSine i otopljenih plinova iz tekué¢ina kako ne bi

doslo do oStecenja i neto¢nih rezultata, pumpe koja stvara pritisak na otapalo potpomazudi time

prolazak kroz kolonu, sustava za injektiranje kojim se uzorci uvode u pokretnu fazu, kolone u

kojoj se komponente uzorka razdvajaju, nac¢injene od metalnog kuéista u obliku cijevi koje je
ispunjeno nepokretnom fazom, detektora koji otkriva pojedine komponente smjese izlu¢enih
iz kolona te mjeri pojedine komponente kako izlaze iz kolone i pretvara promjene u eluentima

u elektri¢ni signal koji se zabiljezi u podatkovnom sustavu na rac¢unalu.

HPLC se vrlo cesto koristi u farmaceutskoj industriji pri analizi uzoraka raznih

farmaceutika odredujuci Cistocu spojeva i prate¢i promjene pri sintetskim postupcima. [11]

HPLC-DAD skracenica je za uredaj na kojem se provodi tekucinska kromatografija
visoke djelotvornosti vezana na detektorom s nizom dioda. Ovakav detektor ima moguénost
detekcije u cijelom UV spektru, prolaskom analita kroz detektor uredaj mjeri apsorbanciju po
svim valnim duljinama spektra. Ovim nafinom rada analit ostaje nepromijenjen. Prednost
koriStenja HPLC-DAD metode jest moguénost razlikovanja spektara onih kromatografskih
krivulja koji imaju vrlo blisko vrijeme zadrzavanja kao i vrlo dobra osjetljivost i selektivnost,
reproducibilnost 1 moguénost odredivanja cistoe kromatografske krivulje. Kvalitativni
parametri temelje se na Lambert-Beerovu zakonu u kvantitativnoj primjeni. Rad na ovom

uredaju jednostavan je i univerzalan. [12]

2.3. Validacija

2.3.1. Primjenai svrha validacije [13, 14]

Validacija jest potvrda ispitivanjem i prikupljanjem objektivnih dokaza o ispunjenju
odredenih zahtjeva za predvidenu uporabu. Provodi se radi provjere i potvrde odredenih

metoda i uredaja za zeljenu analizu. Nakon razvijene metode od strane analiticara, valja ju
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provjeriti kroz niz koraka koje validacija obuhvaca kako bi se utvrdilo je i metoda primjenjiva,

to¢na 1 u¢inkovita.

Pri razvoju metode i validacije, bitno je odabrati reprezentativan uzorak materijala koji
¢e biti podvrgnut analizi. Reprezentativan uzorak jest onakav uzorak koji posjeduje sva bitna
obiljezja cjeline iz koje je uzet, poput kemijskog sastava i veli¢ine Cestica. Uzorak je
reprezentativan ukoliko je homogen, stabilan i siguran. Homogenost uzorka podrazumijeva
jednoliku rasporedenost svojstva tvari u materijalu te ovisi o vrsti materijala, o njegovom
agregatnom stanju 1 veli€ini ispitivanog uzorka. Uzorci moraju ostati nepromijenjeni prilikom
transporta od mjesta uzorkovanja do mjesta analize. Takoder je poZeljno da uzorak u svojem
sastavu ne sadrzi opasne tvari koji mogu Stetiti ljudskom zdravlju, no ukoliko sadrze iste,
osoblje koje njime rukuje treba biti stru¢no i educirano o pravilnom postupanju s takvim

uzorkom.

Laboratorij treba validirati metode koje su nenormirane, razvijene u samom laboratoriju
te normirane metode koje se primjenjuju izvan svoje prvobitne namjene. Isto tako, baveci se
validiranjem nuzno je prouciti ljudske, okoliSne i tehnicke ¢imbenike koji potencijalno mogu

ometati rad i dati neto¢ne rezultate.

2.3.2. Pristup validaciji [15]

Postoje dva pristupa validaciji; unutarlaboratorijska i medulaboratorijska validacija.

Unutarlaboratorijska validacija odvija se unutar jednog laboratorija gdje se vrSi

validacija novorazvijene metode unutar toga laboratorija ili potvrda o uspjesnosti analiti¢ke
metode razvijene u drugom laboratoriju. Dvije vrste kriterija, tj. validacijskih parametara, vazni
su pri ovoj vrsti validacije, a to su primarni (to¢nost, preciznost i granica detekcije) i sekundarni
kriteriji (linearnost, selektivnost, osjetljivost, granica kvantifikacije, robusnost i radno
podrucje). Vrste unutarlaboratorijske validacije su prospektivna validacija, retrospektivna
validacija, testovi prikladnosti sustava, testovi prikladnosti prijenosa metode te kontrola
kvalitete.

Medulaboratorijska validacija potrebna je u sluc¢aju kada je analiticka metoda razvijena

za Siroku primjenu. Dva ili viSe laboratorija ispituju isti uzorak istom, unaprijed definiranom 1

dogovorenom analitickom metodom te se dobiveni podaci objavljuju u svrhu skra¢ivanja
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opsega posla za laboratorije koji ¢e se u buduénosti koristiti tom metodom. Medulaboratorijska
validacija prema svrsi moze se podijeliti na ispitivanje kvalitete rada odredenog laboratorija,

ispitivanje karakteristika metode i studije certifikacije materijala.

2.3.3. Validacijski parametri [16]

Selektivnost je mogucnost to¢nog, specificnog i nedvosmislenog odredivanja Zeljenog
analita u prisutnosti sastojaka koji se mogu ocekivati u uzorku. Selektivna metoda je metoda s
mogucnos$cu odredivanja vise komponenata istovremeno, ukoliko prisutnost neke komponente
ne ometa odredivanje druge komponente. Selektivnost je kao parametar vrlo vazan pri
validiranju gotovo svih metoda. Dokazuje se usporedbom odziva metode na analitu i

mjerodavnom materijalu.

Linearnost je mogu¢nost metode da unutar danog podruéja daje rezultate mjerenja
direktno proporcionalne koncentraciji analita u uzorku. NetoCnost metode ocituje se
nelinearnoscu pri grafickom prikazu. Rezultate je moguce prikazati matematicki jednadzbom
pravca ili koeficijentom korelacije te grafickim prikazom ovisnosti odziva o koncentraciji

analita.

Osjetljivost je svojstvo uredaja ili metode da razlikuje uzorke razli¢itih koncentracija
analita uz definiranu razinu pouzdanosti. U kvantitativnoj kemijskoj analizi osjetljivost
predstavlja nagib kalibracijskog pravca, ukoliko je ovisnost izmedu signala i koncentracije

analita linearna, dok odsjecak pravca moze ukazati na sustavnu pogresku.

Granica detekcije jest najmanja koli¢ina analita u uzorku koju je moguce detektirati
uz odredenu preciznost 1 to¢nost. Prihvatljiv omjer signala 1 Suma je 3 : 1. Granicu detekcije

statisticki je moguce odrediti pomocu jednadzbe (4):

:3,3-0
a

GD

(4)
gdje o predstavlja standardno odstupanje slijepe probe ili analita u podrucju granice detekcije
ili y-odsjecka kalibracijskog pravca, a a nagib kalibracijskog pravca.

Granica kvantifikacije jest najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze
kvantificirati uz odredenu preciznost i tocnost. Prihvatljiv omjer signala i Suma je 10 : 1.

Statisticko odredivanje granice kvantifikacije moguce je pomocu jednadzbe (5):

10
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GK=—"= (%)

gdje o predstavlja standardno odstupanje slijepe probe ili analita u podru¢ju granice

kvantifikacije ili y-odsjecka kalibracijskog pravca, a a nagib kalibracijskog pravca.

Isto tako, granicu detekcije 1 kvantifikacije moguce je izraCunati i na sljede¢i nacin. S
obzirom da je pri analizi odredenog spoja potrebno provesti vise mjerenja iste koncentracije,
rauna se standardno odstupanje (o) dobivenih rezultata, npr. ocitanih povrSina ispod

kromatografskih krivulja prema jednadzbi (6):

o :\/%i‘(xi —X)? (6)

gdje N predstavlja broj izmjerenih uzoraka, xi o¢itanu povrsinu ili drugi odredivani parametar,

a X izraCunatu srednju vrijednost. Prema jednadzbi (7) zatim se rauna oo.

Gy = g @)

N

Granica detekcije moZe se zatim izracunati putem jednadzbe (8):

GD=33.0, (8)
a granica kvantifikacije putem jednadzbe (9):

GK =10-0, )

Preciznost je parametar koji se ispituje pri ispitivanju karakteristika metode i mjera je
ponovljivosti rezultata, odnosno podudaranja numerickih vrijednosti dvaju ili viSe mjerenja
izvedenih na potpuno isti nacin. Ista metoda ispituje se u razli€itim uvjetima; na razli¢itim
uzorcima, u razli¢itim laboratorijima ili ispitivanje vrsi drugi analiticar. Ovisno o uvjetima u
kojima se provodi ispitivanje preciznosti, provode se eksperimenti ponovljivosti i

medupreciznosti.

Istinitost opisuje bliskost rezultata mjerenja i njegove prihvacene vrijednosti, a
izrazava se kao apsolutna ili relativna sustavna pogreSka. Eksperiment istinitosti provodi se

nakon provedbe linearnosti i preciznosti, najmanje tri puta.

11



2. OPCI DIO

Radno podrudje je interval izmedu gornje i donje granice analita koje se mogu
kvantificirati uz odgovarajucu preciznost, tocnost i linearnost te ovisi o svrsi metode. Zakljucak
se donosi na osnovu eksperimenta linearnosti te stoga nije potrebno provoditi zasebno
ispitivanje u tu svrhu. Maksimalno podruc¢je metode potrebno je definirati ukoliko se radi s

uzorcima sa Sirokim rasponom koncentracija, u suprotnom to nije nuzno.

Robusnost je mjera otpornosti analiticke metode na male i namjerne promjene
parametara metode poput vlage, temperature, stabilnosti instrumenta, elektri¢nih instalacija i
stabilnost otopina. NajceSc¢e se izrazava kao relativno standardno odstupanje (RSD). Ukoliko

promjena nekog parametra ne utjece bitno na rezultat, metoda se smatra robusnom.

12
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3.1.

3.2.

Materijali

3.1.1. Kemikalije

Sulfametoksazol, C10H11N3O3S, koriSten za analizu proizvodaca je Sigma-Aldrich
(SAD), p.a. CAS: 723-46-6.

Metanol, CH3OH, koristen za otapanje uzorka farmaceutika uz deioniziranu vodu

proizvodaca je J. T. Baker (SAD), Cisto¢e = 99.9 %,

Acetonitril, CoHsN, koristen kao organska mobilna faza za HPLC-DAD uredaj
proizvodaca je Fisher Scientific (SAD), Cistoc¢e = 99.9 %, CAS: 75-05-8.

Mravlja Kiselina, HCOOH, koristena u koli¢ini 1 % u odnosu sa deioniziranom vodom

kao vodena mobilna faza za HPLC-DAD uredaj proizvodada je Lach Ner (Ceska),
Cistoce ~ 98 %, CAS: 64-18-6.

Deionizirana voda kori$tena za pripremu otopina farmaceutika i kao vodena pokretna

faza na HPLC-DAD uredaju prociséena je kroz uredaj Millipore, Simplicity (SAD), iz
destilirane vode pripravljene u prostorijama Fakulteta kemijskog inZenjerstva 1

tehnologije.
Izvorska voda koristena za eksperiment ponovljivosti nakon filtracije na uredaju za

filtraciju vode proizvodaca Pall (SAD), uzorkovana je 7. prosinca 2021. na podrucju

naselja Horvati u Zagrebu.

Instrumenti

3.2.1. Analiticka vaga

Analiticka vaga koriStena pri vaganju uzoraka sulfametoksazola proizvodaca je Mettler

Toledo (Svicarska), XA 105 DualRange, ID: 1877 te je prikazana na Slici 4.

13



3. EKSPERIMENTALNI DIO

Slika 4. Analiticka vaga

3.2.2. Ultrazvucna kupelj

Ultrazvucna kupelj proizvodaca Iskra (Slovenija), (Slika 5), koristena je za degaziranje

otopina acetonitrila i deionizirane vode kao pokretnih faza za HPLC-DAD analizu.

1R

Slika 5. Ultrazvu¢na kupel;

14
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3.2.3. Tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti — detektor s nizom dioda
(HPLC-DAD)

HPLC-DAD uredaj koristen za analizu uzoraka sulfametoksazola u vodi i provedbu
validacije proizvodaca je Waters 2795 (SAD), te koristi kolonu Cig proizvodaca Kinetex,
promjera zrna ¢estica 5 um, duljine 150 mm i promjera 4,6 mm. HPLC-DAD uredaj prikazan

je na Slici 6., a koriStena kolona je prikazana na Slici 7.

Slika 6. HPLC-DAD uredaj Slika 7. C1s kolona

3.2.4. Sustav za filtraciju izvorske vode

Sustav za filtraciju izvorske vode proizvodaca je Pall te je prikazan na Slici 8.

Slika 8. Sustav za filtraciju izvorske vode

15
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3.3.

Opis rada

3.3.1. Priprema otopina

Za eksperiment linearnosti bilo je potrebno pripremiti otopine sulfametoksazola u
deioniziranoj vodi raspona koncentracija: 0,01 mg L™, 0,05 mg L%, 0,1 mg L, 0,25 mg L™,
05mgL%075mgLY 1mgLt 25mgLY5mgL?t,75mgL? 10mgL? 15mg L™,

20 mg L i 25 mg L. Odvagano je 2 mg farmaceutika u maloj ¢asi i dodano 200 pL metanola
kako bi se farmaceutik lakSe otopio. Otopina je prebacena u tikvicu od 20 mL te je do oznake
dodana deionizirana/izvorska voda kako bi se dobila otopina koncentracije 100 mg L. Zatim
je iz te otopine uzeto 5 mL i prebaceno u tikvicu od 20 mL te je do oznake dodana

deionizirana/izvorska voda ¢ime se dobila otopina koncentracije 25 mg L™ iz koje su se

pripremale otopine preostalih 13 koncentracija na nacin prikazan shemom 1.

25mg L} 4mLu5mL= 20 mg 1.2
3mLu5mL
» 15mgL?!
4 mlLu 10 mL
» 10mgL!
3mLu 10 mL I mLul0mL
toom » 7,5mgL! » 05mgL!
2mLu 10 mL 1.5mLu 10 mL
» SmgL! : T, 0,75 mg LY
1 mLu 10 mL 2mLu 10 mL
» 2,5mgL! » 1mgL!
1 mLu 10 mL
0,05 mg L! <
g S ml u 10 mL 2,5mLu 10 mL
b
0,1 mg L' 0.25mg L!
1 mLu 10 mL
0,01 mg L!

Shema 1. Postupak pripreme standardnih otopina za potrebe odredivanja linearnosti
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Za eksperiment preciznosti (ponovljivost i medupreciznost), raden u razmaku od 6 dana
za mjerenja provedena s obje vrste vode, bilo je potrebno pripremiti otopine koncentracija
0,4mgL?t 4mgL?ti17mg L™ Otopine su prebacene u 40 vijala (10 za svaku koncentraciju).
Odvagano je 1 mg farmaceutika u maloj ¢asi i dodano 100 pL metanola kako bi se farmaceutik
lakSe otopio. Otopina je prebacena u tikvicu od 10 mL te je do oznake dodana
deionizirana/izvorska voda kako bi se dobila otopina koncentracije 100 mg L™ iz koje se
pripravila otopina koncentracije 25 mg L™ te su se potrebne otopine pripravile na nacin

prikazan shemom 2.

1,6 mLu 10 mL 1 mLu 10 mL
» 4mgL? » 04mgL?
25 mg Lt
h 4
> 17mglL?! 0,06 mg L!
6,8 mLu 10 mL

Shema 2. Postupak pripreme standardnih otopina za potrebe odredivanja preciznosti

Za eksperiment robusnosti koristena je radna otopina koncentracije 4 mg L™ koja je

rasporedena u 50 vijala za analizu. Cilj ovoga eksperimenta bio je ispitati utjecaj promjene

sastava i protoka pokretne faze. Granica detekcije i granica kvantifikacije odredile su se iz

eksperimentalnih podataka za otopinu farmaceutika koncentracije 0,06 mg L.

3.3.2. Rad na HPLC-DAD uredaju

Pokretna faza sastojala se od 1 L vodene otopine mravlje kiseline (0,1 %) kao vodena
faza (A) i 1 L otopine mravlje kiseline (0,1 %) u acetonitrilu kao organska faza (B), a kao
nepokretna faza koristila se C1g kolona. Kori$tena metoda je izokratna, odnosno omjer vodene
i organske faze podesen je na 65 : 35 s protokom od 0,5 mL min i volumenom injektiranja od
20 pL za eksperimente linearnosti i preciznosti. Za eksperiment robusnosti mijenjao se protok
pokretne faze (0,45 mL min™ i 0,55 mL mint) te omjer vodene i organske pokretne faze (63 :
37 1 67 : 33). Sulfametoksazol je identificiran i kvantificiran pri valnoj duljini od 270 nm i

vremenu zadrZavanja oko 6,17 minuta.
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4.1.  Selektivnost

Za eksperiment selektivnosti potrebno je usporediti kromatograme dobivene analizom na
HPLC-DAD uredaju. Na Slikama 9.-11. prikazani su kromatogrami sulfametoksazola u
deioniziranoj i izvorskoj vodi, te usporedba kromatograma uzoraka u obje vrste voda, gdje je

vidljiva ovisnost odziva DAD detektora o vremenu zadrzavanja uzorka u kromatografskom

sustavu.
10_1 Diode Array
5.91 Range: 3.073e+1
1.0e+1-
9.5
3.29
9.0
8.5
8.0
7.5
7.0
6.5
6.0
- 5.5
<<
5.0
4.5
4.0
3.5
3.0
2.5
2.0
1.5
1.0
5.0e-1-
0.0 T T T T 2"‘\4 T T T T T T T T T T T T T T 1 Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00
Slika 9. Kromatogram sulfametoksazola u deioniziranoj vodi.
10_1_081221 Diode Array
. 3.37 Range: 4.156e+1
2.0e+14
1.8e+14
1.6e+1-
1l.4e+14
| 5.82
1.2e+1
2
2 1
1.0e+14
8.0+
6.0
4.04
2.77
2.04
0.0 T T T T T T T T T T 1 Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Slika 10. Kromatogram sulfametoksazola u izvorskoj vodi.
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10_1 Diode Array
5.91 Range: 3.073e+1
2.0e+1
3.2
1.8e+1
1.6e+1
1.4e+1
1.2e+14
2
"z
1.0e+14
8.04
6.0
4.0
2.0 J\
2 "
0.0 T T T e aaS RS T T T T T T T T T T T T 1 Time
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00 7.00 8.00 9.00 10.00

Slika 11. Usporedba kromatograma sulfametoksazola u deioniziranoj i izvorskoj vodi.

Vrijeme zadrzavanja sulfametoksazola u deioniziranoj vodi iznosi 5,91 minuta, a u
izvorskoj vodi 5,82 minute. Ove vrijednosti su vrlo bliske, no vrijeme zadrzavanja
farmaceutika u deioniziranoj vodi nesto je vece. U oba slu¢aja zone su uske i ostre, Sto ukazuje
na dobru separaciju i zadovoljavajucu djelotvornost kolone. Na Slici 12. prikazana je ovisnost
odziva detektora o valnoj duljini, iz ¢ega je uocljivo da se uzorak detektira pri valnoj duljini od
270 nm zbog toga §to pri toj vrijednosti sulfametoksazol najvise apsorbira. Kriterij selektivnosti

je zadovoljen.

210.8
269.8

1.5e-1

1.0e-1-

AU

5.0e-2

o
o

II||\|||\|I|II\|||||||II\I|||\\||I\I|nm
250 300 350 400

Slika 12. Ovisnost apsorbancije o valnoj duljini za sulfametoksazol.
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4.2. Linearnost

Za eksperiment linearnosti s otopinama sulfametoksazola u deioniziranoj vodi odvagano

je 2,06 mg farmaceutika te su se radne otopine pripremile na prethodno opisan nacin (str. 16).

Otopina svake koncentracije analizirana je na uredaju tri puta te su dobivene po tri izmjerene

povrsine ispod pika za svaku koncentraciju. Uz ocitane povrsine, Tablica 1. 1 Tablica 2. sadrze

1 izraCunatu srednju vrijednost povrSina za svaku koncentraciju farmaceutika, izracun

standardnog odstupanja te relativnog standardnog odstupanja (RSD). Slika 13. i Slika 14.

prikazuju graficki prikaz ovisnosti srednje vrijednosti povrSine ispod kromatografske krivulje

o stvarnoj koncentraciji farmaceutika.

Tablica 1. Eksperimentalni podaci povrsina ispod kromatografskih krivulja za eksperiment

linearnosti s deioniziranom vodom.

Nazivha Stvarna
koncentracija | koncentracija A1 A2 As Asr Standardno RSD [%]
odstupanje

[mg L] [mg L]
0,01 0,0103 69,87 68,03 99,04 78,98 17,3968129 | 22,02685861
0,05 0,0515 177,32 177,79 157,68 170,93 11,4772427 6,71458650
0,1 0,103 243,37 247,35 259,63 250,12 8,4757143 3,38870434
0,25 0,2575 585,71 592,41 584,25 587,46 4,3513829 0,74071556
0,5 0,515 1149,94 | 1113,85 | 1099,15 | 1120,98 26,1349134 2,33143441
0,75 0,7725 1564,17 | 1651,87 | 1607,64 | 1607,89 43,8505488 2,72720509
1 1,03 2172,08 | 2220,39 | 227351 | 2221,99 50,7340047 2,28326539
2,5 2,575 5560,06 | 5597,78 | 5524,20 | 5560,68 36,7939180 0,66168019
5 5,15 10795,64 | 11117,14 | 10962,21 | 10958,33 | 160,7851153 | 1,46724104
7,5 7,725 16481,49 | 16525,49 | 16124,92 | 16377,30 | 219,6719106 | 1,34131945
10 10,30 2143459 | 22726,33 | 22674,54 | 22278,49 | 731,2945638 | 3,28251454
15 15,45 34307,11 | 34548,70 | 33505,76 | 34120,52 | 545,9321378 | 1,60001103
20 20,60 42948,04 | 41604,66 | 42025,61 | 42192,77 | 687,1130222 | 1,62850892
25 25,75 52528,25 | 48992,72 | 54438,29 | 51986,42 | 2762,9229030 | 5,31470123
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Slika 13. Umjerni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine ispod kromatografske

60000
50000
40000
30000
20000
10000

y = 2057,5x + 267,35

R2 =0,9982

)

25 30

krivulje o stvarnoj koncentraciji farmaceutika u deioniziranoj vodi.

2,11 mg farmaceutika te su radne otopine pripremljene na prethodno opisan nacin.

Tablica 2. Eksperimentalni podaci povrSina ispod pikova za eksperiment linearnosti s

izvorskom vodom.

Za eksperiment linearnosti s otopinama sulfametoksazola u izvorskoj vodi odvagano je

Nazivna Stvarna
koncentracija | koncentracija A1 A2 As Asr Standardno RSD
odstupanje [9%6]
[mg L] [mg L]
0,01 0,01055 88,24 96,66 119,57 101,49 16,2139 15,97581
0,05 0,05275 195,32 194,08 205,43 198,28 6,2259 3,14002
0,1 0,1055 337,90 333,69 346,12 339,24 6,3219 1,86356
0,25 0,26375 691,28 559,53 550,05 600,29 78,9450 13,15121
0,5 0,5275 1111,62 | 1076,59 | 1062,16 1083,46 25,4349 2,34757
0,75 0,79125 1528,32 | 1545,65 | 1471,92 1515,30 38,5517 2,54417
1 1,055 1949,45 | 1889,55 | 1808,70 1882,57 70,6344 3,75203
2,5 2,6375 4605,20 | 4711,99 | 4834,53 4717,24 114,7551 2,43268
5 5,275 9766,24 | 10136,13 | 9910,66 9937,68 186,4191 1,87588
7,5 7,9125 19403,76 | 19587,37 | 19318,37 | 19436,50 137,4561 0,70721
10 10,55 25736,23 | 25799,41 | 25727,67 | 25754,44 39,1825 0,15214
15 15,825 38066,43 | 38459,09 | 38531,14 | 38352,22 250,1095 0,65214
20 21,1 50943,16 | 50738,02 | 50970,75 | 50883,98 127,1527 0,24989
25 26,375 65082,30 | 64665,30 | 64786,27 | 64844,62 214,5369 0,33085
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Slika 14. Umjerni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine ispod kromatografske

krivulje o stvarnoj koncentraciji farmaceutika u izvorskoj vodi.

Kiriterij linearnosti zadovoljen je u oba provedena eksperimenta. Kao indikator to¢nosti
metode, uz graficki prikaz ovisnosti srednje vrijednosti povrsine ispod kromatografske krivulje
0 stvarnoj koncentraciji farmaceutika u deioniziranoj/izvorskoj vodi, vrijednost relativnog
standardnog odstupanja takoder ukazuje na ispravnost metode. Pri koncentracijama od 0,05 —
25 mg L sulfametoksazola vrijednost RSD u postotku iznosi manje od 10 % $to je poZeljno,
dok pri koncentraciji 0,01 mg L™ RSD iznosi nesto vise od 10 %, ali s obzirom da se radi o
vrlo maloj koncentraciji farmaceutika u otopini ovakvo odstupanje smatra se prihvatljivim.
Vrijednosti koeficijenta korelacije (R?) prikazane uz graficki prikaz na Slici 13. i Slici 14. za
oba eksperimenta iznose vrlo blizu 1; 0,9982 za eksperiment s deioniziranom vodom te 0,9983

za eksperiment s izvorskom vodom ¢ime je potvrdena linearnost.

4.3. Osjetljivost

Osijetljivost predstavlja nagib umjernog pravca. U provedenim analizama osjetljivost je
velika za oba uzorka; za otopinu deionizirane vode iznosi 2057,5 L mg?, a za otopinu izvorske
vode iznosi 2455,9 L mg™?. Ove vrijednosti razlikuju se za manje od 3 % §to ukazuje na
prihvatljivo odstupanje. Veéi nagib predstavlja vecu osjetljivost, koju u ovom sluc¢aju imaju

otopine izvorske vode.
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4.4. Granica detekcije i granica kvantifikacije

U Tablici 3. prikazane su ocitane povrsine ispod kromatografskih krivulja kao i
koncentracije sulfametoksazola izracunate dijeljenjem povrSine s nagibom umjernog pravca,
naznacenog na Slici 12. Pri mjerenju Kkoristile su se radne otopine nazivne koncentracije 0,06
mg L sulfametoksazola na¢inom prikazanim na str. 17, otopljenog u deioniziranoj, odnosno

Oizvorskoj vodi. Mjerenja su provedena 10 puta.

Tablica 3. Ocitane povrsine i koncentracije sulfametoksazola u otopinama koncentracije

0,06 mg L.
Deionizirana voda Izvorska voda
uzc?rrlg ; i Stvarna koncentracija sulfametoksazola [mg L]
0,0618 0,0594
A Koncentracija [mg L] A Koncentracija [mg L]
1 217,98 0,105132 253,96 0,104721
2 184,67 0,089066 231,34 0,095394004
3 197,94 0,095466 236,87 0,097674
4 187,70 0,090528 254,77 0,105055462
5 210,08 0,101322 243,08 0,100235
6 182,06 0,087807 258,52 0,106602
7 187,11 0,090243 248,32 0,102396
8 194,52 0,093817 247,94 0,102239
9 171,06 0,082502 256,11 0,105608
10 174,23 0,084031 268,04 0,110527
Srednja
vrijednost 190,735 0,091991 249,895 0,102214
o 14,82 0,01 10,79729 0,004452307
0o 4,69 0,00 3,414403 0,001408
RSD 7,77 7,77 4,32 4,355873
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Na osnovu podataka prikazanih u Tablici 3. izraunate su vrijednosti granice detekcije 1
granice kvantifikacije pomocu jednadzbi (6) — (9). Granica detekcije za radne otopine
sulfametoksazola u deioniziranoj vodi iznosi 0,0075 mg L™, a u izvorskoj vodi 0,00465 mg L
!, Granica kvantifikacije za otopine sulfametoksazola u deioniziranoj vodi iznosi 0,0226 mg L°
! a u izvorskoj vodi 0,01406 mg L. Granica kvantifikacije za obje vrste otopine veéa je od

granice detekcije te obje vrijednosti iznose nesto vise za deioniziranu vodu.

45. Preciznost

Za eksperiment preciznosti; ponovljivosti i medupreciznosti, odabrane su i pripremljene
koncentracije sulfametoksazola u iznosima, 0,4 mg L™, 4 mg L i 17 mg L™ na opisan nacin
(str. 17). Svaka otopina prebacena je u 10 vijala. Za analizu obje vrste vode mjerenje se vrsilo
dva puta, dva razli¢ita dana na nacin da su se temeljna i radne standardne otopine svaki put
ponovno pripremale.

Prvo mjerenje za otopinu sulfametoksazola u deioniziranoj vodi provedeno je 4.
studenog 2021. kada je pocetna otopina sadrzavala 1,03 mg farmaceutika otopljenog u 10 mL

deionizirane vode. Rezultati ovoga mjerenja prikazani su u Tablici 4.

Drugo mjerenje za otopinu sulfametoksazola u deioniziranoj vodi vrsilo se 10. studenog
2021. kada je pocetna otopina sadrzavala 1,00 mg farmaceutika otopljenog u 10 mL
deionizirane vode, $to daje jednake vrijednosti nazivne 1 stvarne koncentracije. Rezultati ovog

mjerenja prikazani su u Tablici 5.

Prvo mjerenje za otopinu sulfametoksazola u izvorskoj vodi vrsilo se 9. prosinca 2021.
kada je pocetna otopina sadrzavala 0,99 mg farmaceutika otopljenog u 10 mL izvorske vode.

Rezultati ovog mjerenja prikazani su u Tablici 6.

Drugo mjerenje za otopinu sulfametoksazola u izvorskoj vodi vrsilo se 15. prosinca
2021. kada je pocetna otopina sadrzavala 1,11 mg farmaceutika otopljenog u 10 mL izvorske

vode. Rezultati ovog mjerenja prikazani su u Tablici 7.
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Slika 15. Umjerni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine ispod kromatografske
krivulje o stvarnoj koncentraciji farmaceutika u deioniziranoj vodi raden s podacima za

koncentracije neukljucujuéi one krajnje.

Tablica 4. Eksperimentalni podaci o¢itanih povrsina ispod kromatografskih krivulja za

eksperiment preciznosti s deioniziranom vodom prvog mjerenja.

Nazivna koncentracija [mg L] 0,4 4 17
Stvarna koncentracija [mg L] 0,412 4,12 17,51
Broj uzorka, n A A A
1 1151,99 10256,84 43775,04
2 1195,81 10221,93 4352256
3 1166,26 10072,74 43401,22
4 1116,31 10066,64 42540,35
5 1126,75 10218,37 42713,02
6 1169,40 10112,23 43694,01
7 1168,92 10301,97 43168,01
8 1162,08 9899,05 43481,84
9 1166,10 10123,13 43697,55
10 1193,20 9994,66 43842,52
Srednja vrijednost 1161,68 10126,76 43383,61
o 25,13 125,22 446,62
0o 7,95 39,60 141,23
RSD [%0] 2,16 1,24 1,03

25




4. REZULTATI | RASPRAVA

Tablica 5. Eksperimentalni podaci o¢itanih povrSina ispod kromatografskih krivulja za

eksperiment preciznosti s deioniziranom vodom drugog mjerenja.

Nazivna koncentracija [mg L] 0,4 4 17
Broj uzorka, n A A A
1 1363,53 12160,27 51481,28
2 1354,50 12248,98 50298,51
3 1346,90 12182,79 50549,58
4 1349,69 12315,58 50065,59
5 1350,35 12157,00 50644,03
6 134391 12235,31 50083,15
7 1366,90 12307,60 50475,10
8 1366,73 12162,13 50489,00
9 1356,73 12044,42 51375,93
10 1385,53 12347,09 50274,87
Asr 1358,48 12216,12 50573,70
o 12,49 92,49 489,17
RSD [%] 0,92 0,76 0,97

Sve vrijednosti relativnih standardnih odstupanja oba eksperimenta iznose manje od 10
% te se izracunate srednje vrijednosti povrsina za pojedinu koncentraciju ne razlikuju znacajno.
Rezultati provedena dva mjerenja za otopine farmaceutika u deioniziranoj vodi zadovoljavaju

kriterij preciznosti.
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Slika 16. Umjerni pravac ovisnosti srednje vrijednosti povrsine ispod kromatografske

krivulje o stvarnoj koncentraciji farmaceutika u izvorskoj vodi raden s podacima za

koncentracije neukljucujuéi one krajnje.

Tablica 6. Eksperimentalni podaci o¢itanih povrsina ispod kromatografskih krivulja za

eksperiment preciznosti s izvorskom vodom prvog mjerenja.

Nazivna koncentracija [mg L] 0,4 4 17
Stvarna koncentracija [mg L] 0,396 3,96 16,83
Broj uzorka, n A A A
1 1016,33 6793,66 28708,38
2 1065,00 6897,03 28919,72
3 929,60 6798,34 28363,35
4 1030,03 6906,35 28804,22
5 999,99 6857,53 28837,87
6 1039,89 6903,69 28452,35
7 1024,69 6811,58 28538,48
8 985,50 6833,98 28647,22
9 980,01 6801,45 28714,85
10 995,61 6828,46 28359,01
Srednja vrijednost 1006,67 6843,207 28634,55
() 37,61698501 | 45,04537713 | 198,71989340
0o 11,89554 14,2446 62,84075
RSD [%] 3,74 0,66 0,69
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Tablica 7. Eksperimentalni podaci o¢itanih povrSina ispod kromatografskih krivulja za

eksperiment preciznosti s izvorskom vodom drugog mjerenja.

Nazivna koncentracija [mg L] 0,4 4 17
Stvarna koncentracija [mg L] 0,444 4,44 18,87
Broj uzorka, n A A A
1 1094,10 10330,27 41963,15
2 1083,90 10206,52 42552,90
3 1058,96 10203,14 41736,77
4 1103,88 10218,17 42480,73
5 1080,77 10144,22 42888, 77
6 1067,50 10359,01 42379,65
7 1081,09 10392,09 41843,17
8 1077,27 10189,25 41663,64
9 1070,83 10302,28 42349,40
10 1067,12 10377,96 42421,36
Asr 1078,54 10272,29 42227,95
() 13,42123 89,83540 402,66090
ao 4,24417 28,40845 127,33250
RSD [%] 1,24 0,87 0,95

Sve vrijednosti relativnih standardnih odstupanja oba eksperimenta iznose manje od 10
% te se izracunate srednje vrijednosti povrsina za pojedinu koncentraciju ne razlikuju znacajno.
Rezultati provedena dva mjerenja za otopine farmaceutika u izvorskoj vodi zadovoljavaju

kriterij preciznosti.

Pomodu rezultata koji su dobiveni za preostale tri koncentracije (0,4 mgL™?, 4mg L7
17 mg L) proveden je F-test. Svrha F-testa jest usporedba standardnih odstupanja dvaju
nizova, odnosno varijanci (s?), u ovom slué¢aju usporedivani su uzorci u istoj vodi uzorkovani
i analizirani u odredenom vremenskom razmaku radi provjere medupreciznosti. U Tablici 8. i
Tablici 9. naznacene su vrijednosti standardnih odstupanja uzoraka u deioniziranoj i izvorskoj

vodi te odgovarajuca teorijska i racunska F-vrijednost dobivena izrazom (10):

F=21 (10)

28



4. REZULTATI | RASPRAVA

gdje je s1 > s.

Tablica 8. Prikaz odgovarajuéih F-vrijednosti za eksperiment s deioniziranom vodom,

Koncentracija [mg L] S1 S Fratunski Frteorijski
0,4 25,13 12,49 4,05 3,18
4 125,22 92,49 1,83 3,18
17 446,62 489,17 0,83 3,18

Tablica 9. Prikaz odgovarajuéih F-vrijednosti za eksperiment s izvorskom vodom.

Koncentracija [mg L] Sy S Fracunski Fteorijski
0,4 37,62 13,4212 7,86 3,18
4 45,05 89,8354 0,25 3,18
17 198,72 402,6609 0,24 3,18

U slucaju kada je izracunata F-vrijednost veéa od teorijske F-vrijednosti, nulta hipoteza
se odbacuje te se varijance dvaju mjerenja definiraju kao nejednake Sto je slucaj pri
koncentraciji farmaceutika u vrijednosti od 0,4 mg L zbog male vrijednosti koncentracije.
Odnosno, pokazana je signifikantna razlika u preciznosti dvaju provedenih mjerenja pri
navedenoj koncentraciji. Odstupanje ove vrijednosti u eksperimentu s deioniziranom vodom
vrlo je malo, dok je u eksperimentu s izvorskom vodom ono nesto vece, radi interferencija

prisutnih u izvorskoj vodi.

4.6. Istinitost

Provjera kriterija istinitosti vr$i se s podacima za otopine istih koncentracija kao u
eksperimentu ponovljivosti. U Tablici 10. i Tablici 11. prikazane su vrijednosti pravih
pripravljenih koncentracija, koncentracija izmjerenih instrumentom i iskoristenje za uzorke
provedenih mjerenja s otopinama farmaceutika u deioniziranoj i izvorskoj vodi. Koncentracije
izmjerene instrumentom izraunate su dijeljenjem ocitane povrSine ispod kromatografske
krivulje s vrijedno$¢u nagiba odgovarajuéeg umjernog pravca naznacenih na Slici 13. 1 Slici

14.
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Tablica 10. Prikaz vrijednosti pravih pripravljenih koncentracija, koncentracija izmjerenih na

HPLC-DAD uredaju i iskoristivosti za prvo mjerenja s deioniziranom vodom.

Stvarna
konc. 0,412 4,12 17,51
[mg L]
Broj Izmjerena Izmjerena Izmjerena
Uzorka Konec. Iskoristivost Konc. Iskoristivost Konc. Iskoristivost
n [mg L] [%0] [mg L] [%0] [mg L] [%0]
1 0,428871 104,0950 4,854287 117,8225 21,145820 120,7642
2 0,450170 109,2646 4,837319 117,4107 21,023102 120,0634
3 0,435807 105,7785 4,764805 115,6506 20,964125 119,7266
4 0,411529 99,8857 4,761840 115,5786 20,545699 117,3369
5 0,416603 101,1174 4,835589 117,3687 20,629625 117,8162
6 0,437334 106,1489 4,783999 116,1165 21,106435 120,5393
7 0,437100 106,0923 4,876222 118,3549 20,850773 119,0792
8 0,433776 105,2854 4,680383 113,6015 21,003310 119,9504
9 0,435730 105,7596 4,789297 116,2451 21,108156 120,5491
10 0,448902 108,9567 4,726854 114,7295 21,178619 120,9516
Vrsijr.ggrr‘&t 0433582 | 1052384 | 4,791060 | 1162879 | 20,955570 | 119,6777
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Tablica 11. Prikaz vrijednosti pravih pripravljenih koncentracija, koncentracija izmjerenih na

HPLC-DAD uredaju i iskoristivosti za prvo mjerenja s izvorskom vodom.

Stvarna
konc. 0,444 4,44 18,87
[mg L]
Broj Izmjerena Izmjerena Izmjerena
uzorka, Konc. Iskoristivost Konc. Iskoristivost Konc. Iskoristivost
n [mg L] [%0] [mg L] [%6] [mg L] [%0]
1 0,451157 101,6119 4,259729 95,9399 17,303678 91,699408
2 0,446951 100,6646 4,208701 94,7906 17,546864 92,988151
3 0,436667 98,3483 4,207307 94,7592 17,210329 91,204714
4 0,455189 102,5202 4,213505 94,8988 17,517104 92,830442
5 0,445660 100,3739 4,183011 94,2120 17,685361 93,722106
6 0,440188 99,1415 4,271581 96,2068 17,475424 92,609559
7 0,445792 100,4036 4,285221 96,5140 17,254204 91,437223
8 0,444217 100,0488 4,201579 94,6302 17,180174 91,044907
9 0,441561 99,4507 4,248188 95,6799 17,462950 92,543455
10 0,440031 99,1062 4,279395 96,3828 17,492623 92,700705
Vﬁ;gg?&t 0444741 |  100,1669 4,235822 95,4014 17,412871 92,2781

Da bi kriterij istinitosti bio zadovoljen, pozeljno je da su odstupanja izmjerenih od

stvarnih pripravljenih koncentracija uzoraka u rasponu od 90 % - 110 %. U eksperimentu

provedenom s otopinama u deioniziranoj vodi, pri koncentracijama farmaceutika od 4,12 mg

L1, odnosno 17,51 mg L postoji odstupanje od navedenih vrijednosti, dok rezultati

eksperimenta provedenog u izvorskoj vodi u potpunosti zadovoljavaju Kkriterij.

4.7.

Radno podrucje

Radno podruc¢je metode moZe se definirati na osnovu ispitivanja kriterija linearnosti.

Kriterij linearnosti je zadovoljen s obzirom da je iznos korelacijskog faktora R? vrlo blizak 1

te je RSD za sve koncentracije manji od 10 %, osim pri koncentraciji sulfametoksazola u iznosu
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od 0,01 mg L. Stoga, radnim podru¢jem se moZe smatrati raspon koncentracija od granice
kvantifikacije (0,0226 mg L™* za deioniziranu vodu, 0,01406 mg L™ za izvorsku vodu) koje su

u oba slu¢aja nesto veée od navedenih 0,01 mg L%, pa sve do 25 mg L.

4.8. Robusnost

Provjera kriterija robusnosti izvela se na nain da se provelo 5 mjerenja iste
koncentracije sulfametoksazola koja je iznosila 4 mg L™ nazivno, odnosno stvarne 4,2 mg L
u deioniziranoj vodi i 3,88 mg L™ u izvorskoj vodi. Prvi eksperiment proveo se pri unaprijed
definiranom omjeru vodene i organske faze (65 : 35) i protoku od 0,5 mL min™. Drugi i treéi
eksperiment provedeni su pri istom protoku od 0,5 mL min? promijenivsi omjere vodene i
organske pokretne faze na omjer 63 : 37 za drugi eksperiment, odnosno 67 : 33 za treci
eksperiment. Cetvrti i peti eksperiment provedeni su pri istom omjeru vodene i organske
pokretne faze (65 : 35) promijenivsi protok pokretne faze na 0,45 mL min? za etvrti
eksperiment, odnosno 0,55 mL min! za peti eksperiment.

U Tablici 12. 1 Tablici 13. prikazane su o€itane povrsine ispod kromatografskih krivulja,
srednja vrijednost povrSina za pojedini eksperiment, standardno odstupanje te relativno
standardno odstupanje.

Vrijednost RSD za svaki provedeni eksperiment iznosi manje od 3 % $to ukazuje kako

je metoda robusna i kriterij je zadovoljen.
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Tablica 12. Prikaz rezultata eksperimenta provjere kriterija robusnosti u deioniziranoj vodi.

Eksperiment 1 2 3 4 5

A1 7936,78 7460,48 7901,90 8695,59 7172,75

A2 7753,56 7818,13 7665,14 8781,49 7211,59

As 7647,05 7793,00 7804,99 8536,90 7128,55

A4 7681,01 7762,71 7754,93 8643,60 7189,09

As 7895,44 7792,38 7847,35 8804,09 7052,14

As 7611,30 7878,06 7772,19 8577,45 7232,55

A7 7719,28 7948,45 7847,35 8813,03 7206,89

As 7762,47 7979,33 7707,24 8649,21 7233,25

Ao 7926,43 7934,23 7772,05 8809,82 7172,15
Aio 7915,20 7895,23 7957,45 8410,04 7016,04
Asr 7784,85 7826,20 7803,06 8672,12 7161,50

[ 123,8366 148,1786 88,1709 135,8171 74,5136
RSD [%0] 1,590737 1,893366 1,129953 1,566135 1,040475

Tablica 13. Prikaz rezultata eksperimenta provjere Kriterija robusnosti u izvorskoj vodi.

Eksperiment 1 2 3 4 5

A1 9278,12 9294,76 9419,75 10285,95 8484,45

A2 9202,99 9362,91 9386,78 10432,26 8551,74

As 9454,63 9425,26 9254,74 10297,53 8586,28

As 9366,62 9452,15 9394,39 10319,30 8568,28

As 9449,93 9517,52 9369,63 10459,30 8474,94

As 9239,70 9416,03 9336,81 10297,66 8462,03

A7 9383,15 9319,75 9319,52 10279,01 8492,61

As 9416,13 9453,71 9259,21 10438,18 8460,27

Ao 9465,29 9467,23 9350,91 10425,36 8363,95
Ao 9273,13 9281,35 9393,65 10226,62 8441,96
Asr 9361,84 9412,15 9343,53 10359,39 8493,84

o 97,0333 80,1322 56,6458 83,5444 66,0961
RSD [%0] 1,036477 0,851370 0,606257 0,806460 0,778166
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4.9, Sazetak rezultata metode

L Z lj j
Parametar Kriterij Rezultat adlz\,/ict)ejr?yam ¢
L . A g ja
validacije prihvatljivosti MiliQ/izvorska MiliQ/izvorska
Selektivnost informacija 5,91 min /5,82 min DA /DA
Linearnost
Koeficijent R2 > 0,995 0,9982/0,9983 DA /DA
korelacije
N . . 2057,5L mg?/
Osjetljivost informacija 24559 L mg™
. . : .. 0,0075mg L/
Granica detekcije informacija 0,00465 mg L
Granica i . 0,0226 mg L/
kvantifikacije informactja 0,01406 mg L
Preciznost
Ponovljivost RSD <10 %
y=04mgL? 2,16 % /3,74 % DA/DA
y=4mgL? 1,24 % /0,66 % DA/DA
y=17mgL? 1,03% /0,69 % DA/DA
Medupreciznost RSD <10 %
y=0,4mgL? 0,92% /1,24 % DA/DA
y=4mgL? 0,76 % /0,87 % DA/DA
y=17mgL? 0,97 %/ 0,95 %/ DA/DA
F-test:
Fratunski < Fteorijski
Fteorijski = 3,18
y=0,4mgL? 4,05/7,86 NE/NE
y=4mgL? 1,83/0,25 DA/DA
y=17mgL? 0,83/0,24 DA/DA
Istinitost
Iskoristivost 90-110%
_ -1 105,2384 % /
v=04mgl 100,1669 % DA/DA
- -1 116,2879 % /
y=4mgL 95,4014 % NE/DA
_ -1 119,6777 % /
y=17mgL 92,2781 % NE/DA
. .. 0,0226 -25mg Lt/
Radno podrudje informacija mg

0,01406 — 25 mg Lt
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U ovome radu provedeno je ispitivanje valjanosti metode za odredivanje uzoraka
farmaceutika sulfametoksazola u deioniziranoj i izvorskoj vodi. Zaklju¢ci doneSeni na osnovu

provedenih eksperimenta su sljedeci:

= Metoda je selektivna za odredivanje sulfametoksazola u obje vrste vode radi vrlo male

razlike u vremenu zadrzavanja.

= Kiriterij linearnosti zadovoljen je za otopine sulfametoksazola u obje vrste vode radi

vrijednosti korelacijskog faktora za otopine svih koncentracija, koji je iznosio > 0,995.

» Metoda je osjetljivija za odredivanje sulfametoksazola u izvorskoj vodi, nego u

deioniziranoj vodi.

» Granica detekcije za otopinu farmaceutika u deioniziranoj vodi iznosi 0,0075 mg L?, a za

otopinu u izvorskoj vodi 0,00465 mg L.

= Granica kvantifikacije za otopinu farmaceutika u deioniziranoj vodi iznosi 0,0226 mg L,

a za otopinu u izvorskoj vodi 0,01406 mg L.

= Kriterij preciznosti zadovoljen je za otopine sulfametoksazola u obje vrste radi vrijednosti
korelacijskog faktora za otopine svih koncentracija koji je iznosio > 0,995. Provedbom
F-testa za otopinu koncentracije 0,4 mg L™ u obje vrste vode vidljivo je kako su izradunate
F-vrijednosti vece od teorijske F-vrijednosti, $to se moZe smatrati prihvatljivim radi vrlo

male koncentracije uzorka, ili pogreske analitiara pri pripravi otopina.

= Kriterij istinitosti zadovoljen je za otopine svih koncentracija u izvorskoj vodi, dok su blaza
odstupanja od kriterija prisutna pri koncentracijama otopina deionizirane vode od
AmgLti1l7mgL™

= Metoda je robusna na male promjene protoka i omjera vodene i organske pokretne faze
samog uredaja. RSD vrijednosti svih za otopine svih radnih koncentracija za obje vrste

vode iznose manje od 3 %.

» Radno podrugje otopina farmaceutika u deioniziranoj vodi je od 0,0226 mg L* do
25 mg L, a u izvorskoj vodi od 0,01406 mg L™ do 25 mg L.
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5. ZAKLJUCAK

Primijenjena analiticka metoda validirana je po vecini validacijskih kriterija te je ovime
potvrdena njezina ispravnost i stoga se moze primjenjivati u kromatografskoj analizi
farmaceutika sulfametoksazola u uzorcima vode na HPLC-DAD uredaju, §to predstavlja
vaznost za istrazivanja koja se bave tematikom kakvoce i sastava voda. Detekcija farmaceutika
u uzorcima vode vazna je radi analize uc¢inaka na okoli§ i ljudsko zdravlje koje prisustvo
farmaceutika moze uzrokovati, §to do danas nije istrazeno u dovoljnoj mjeri da bi se mogli

donijeti konkretni zakljucci o njihovom potencijalnom $tetnom djelovanju.
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