Razvoj i validacija kromatografske metode za
odredivanje smjese farmaceutika u vodi

Cakié, Leona

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2023

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Chemical Engineering and Technology / SveucilisSte u Zagrebu, Fakultet
kemijskog inzenjerstva i tehnologije

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:715995

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-29

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Chemical Engineering and
Technology University of Zagreb

FKITMCMXIX

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:149:715995
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://repozitorij.fkit.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/fkit:2336
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/fkit:2336
https://dabar.srce.hr/islandora/object/fkit:2336

SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Leona Cakié

ZAVRSNI RAD

Zagreb, rujan 2023.



SVEUCILISTE U ZAGREBU
FAKULTET KEMIJSKOG INZENJERSTVA I TEHNOLOGIJE

SVEUCILISNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ

Leona Cakié

RAZVQOJ I VALIDACIJA KROMATOGRAFSKE
METODE ZA ODREDIVANJE SMJESE
FARMACEUTIKA U VODI

ZAVRSNI RAD

Voditeljica rada: prof. dr. sc. Dragana Mutavdzi¢ Pavlovi¢
Clanovi povjerenstva: prof. dr. sc. Dragana Mutavdzi¢ Pavlovi¢
dr. sc. Kristina Toli¢ Cop

dr. sc. Ida Boéek Pavlinac

Zagreb, rujan 2023.



Iskrene zahvale mojoj mentorici, prof. dr. sc. Dragani Mutavdzi¢ Pavlovi¢ na pruzenoj prilici
za rad pod njezinim mentorstvom, na ukazanom povjerenju i svim savjetima i prijedlozima

tifekom izrade ovog rada.

Veliko hvala asistentici, dr. sc. Kristini Toli¢ Cop na prenesenom znanju, savjetima, podrsci i

na svom vremenu provedenom sa mnom u labosu.

Zahvaljujem dragoj gospodi Anici Vlasi¢-Anié, dr. sc. na korekturi ovoga rada.

Najvecu zahvalu upucujem roditeljima, sestri, ostaloj obitelji i prijateljima te Marinu na

beskrajnoj podrsci, utjehama i ohrabrenjima.



Ovaj rad izraden je na Zavodu za analiticku kemiju Fakulteta kemijskog inZenjerstva i

tehnologije Sveucilista u Zagrebu pod mentorstvom prof. dr. sc. Dragane Mutavdzi¢ Pavlovic.



SAZETAK

RAZVOJ I VALIDACIJA KROMATOGRAFSKE METODE ZA ODREDIVANJE
SMJESE FARMACEUTIKA U VODI

Farmaceutici u okoliSu i njihovo pracenje dva su znacajna problema uzrokovana sve
ve¢im razvitkom farmaceutske industrije. Ovi spojevi u okoliSu podlijezu strukturnim
promjenama pa tako mogu uzrokovati sinergijsko djelovanje s drugom tvari ili pak kemijski

reagirati. Njihovo pracenje nuzno je za pravovremeno sprjecavanje ozbiljnijih posljedica.

U ovom radu prikazani su i objas$njeni razvoj i validacija kromatografske tekucinske
metode na HPLC-DAD uredaju u svrhu detekcije, identifikacije 1 kvantifikacije farmaceutika
u deioniziranoj i u vodovodnoj vodi. Smjesa se sastojala od sljede¢ih farmaceutika:
amoksicilin, atenolol prokain, ofloksacin, sulfametazin, sulfametoksazol, torasemid,
karbamazepin, deksametazon, f-estradiol, diazepam i diklofenak. Razvijena je metoda
gradijentna. Za nepokretnu fazu koristi Kinetex 5 um kolonu, a za pokretnu odabrani su voda
kao anorganska i acetonitril kao organska faza. Mjerenje se provodilo pri valnim duljinama od
230, 240, 254, 275 1 290 nm, odredenima snimanjem apsorpcijskih spektara farmaceutika u

smjesi.

Razvijena metoda validirana je eksperimentima u svrhu ispitivanja analiti¢kih znacajki
te metode, koje ukljucuju: linearnost metode, granice detekcije 1 kvantifikacije farmaceutika,
osjetljivost, preciznost, istinitost, radno podru¢je 1 robusnost metode. Svi eksperimenti

provedeni su pomocu otopina farmaceutika u deioniziranoj i vodovodnoj vodi.

Kljuéne rije€i: kromatografija, metoda, validacija, farmaceutici, vodovodna voda



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND VALIDATION OF A CHROMATOGRAPHIC METHOD FOR
THE DETERMINATION OF PHARMACEUTICALS MIXTURE IN WATER

Pharmaceuticals found in water and their monitoring seem to be two common problems
due to the growth of pharmaceutical industry. These compounds can often interfere and act in
synergy with other substances or materials. Pharmaceutical monitoring becomes inevitable in

order to prevent serious consequences beforehand.

This present work deals with the development and wvalidation of a liquid
chromatographic method performed with the instrument HPLC-DAD for the detection,
identification and quantification of pharmaceuticals in deionized and tap water. Mixture of
pharmaceuticals used in this work includes amoxicilin, atenolol, procaine, ofloxacin,
sulfamethazine, sulfametoxazole, torasemide, carbamazepine, dexamethazone, S-estradiol,
diazepam and diclofenac. The developed method is gradient-based. A Kinetex 5 pm column
was chosen as the stationary phase. The mobile phase consisted of water as the inorganic
component and acetonitrile as the organic component. The measurement was performed under
defined conditions, at wavelengths of 230, 240, 254, 275 and 290 nm, which were selected

based on the absorption maximums.

The developed method was validated by experiments to investigate validation
parameters, such as linearity, limit of detection, limit of quantitation, sensitivity, precision,
accuracy, range and robustness. All experiments were performed for pharmaceutical mixtures

in both deionized and tap water.

Key Words: chromatography, method, validation, pharmaceuticals, tap water
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1. UVOD



Eksponencijalni razvoj industrije, posebice farmaceutske i kemijske, predstavlja veliki
napredak CovjeCanstva. Razvoj novih spojeva, lijekova 1 proizvoda nuzan je za normalno
funkcioniranje modernog drustva, a iziskuje velike koliine sirovina, od kojih je vecina
organskoga podrijetla. Bilo koji takav proces, osim primarnim produktima, rezultira i
ogromnim koli¢inama otpada koji se, nerijetko otopljen u vodi, ispusta u okoliS. Pracenje

ispustanja ove vrste otpada u okoli$ jedna je od glavnih tema aktivne strategije Zastite okoliSa.

Monitoring otpadnih voda u Republici Hrvatskoj sveden je na minimum. Prema
Pravilniku o granicnim vrijednostima emisija otpadnih voda, za propisane maksimalne emisije
pri proizvodnji farmaceutskih i kemijskih proizvoda dani su jednaki parametri, svojstveniji
kemijskoj, nego li farmaceutskoj industriji, s obzirom da Pravilnikom nije propisana emisija

niti jednog farmaceutika.

Vrlo je vazno pridavati sve viSe znaCaja farmaceuticima kao novim zagadivalima,
istrazivati njihov utjecaj na okoli§ te razvijati nove metode njihova pracenja, kao i ograniciti
njihove emisije. Stoga, ovaj se rad bavi upravo razvojem i validacijom kromatografske metode

za odredivanje smjese, koju ¢ine neki od najcesc¢e upotrebljavanih farmaceutika.



2. OPCI DIO



2.1. FARMACEUTICI

Farmaceutici su farmakoloski aktivni, sloZzeni organski spojevi Cija je upotreba u
konstantnom usponu. U humanoj se medicini najceS¢e upotrebljavaju za lijeCenje bolesti 1
zdravstvenu zastitu, a u veterini kao promotori rasta. Uza sve prednosti njihova koriStenja,
farmaceutici predstavljaju sve ¢es¢i oblik zagadivala, posebice vodenog okolisa zbog svoje

rezistentnosti i otpornosti na biorazgradnju. [1]

Najcesca je klasifikacija farmaceutika s obzirom na njihovu biolosku aktivnost i svrhu.
Primjerice, to su: antibiotici koriSteni u lijeCenju bakterijskih upala i infekcija, analgetici za
smanjenje boli te antineoplastici, poznatiji kao citostatici, za smanjenje rasta tumorskih stanica.
Klasifikacija s obzirom na kemijsku strukturu uzima u obzir aktivni farmaceutski sastojak
(API)! pa tako antibiotike dijelimo na S-laktame, peniciline, kinoline, cefalosporine itd. Ostale
podjele ukljuéuju nadin djelovanja aktivne tvari (MOA)2 Na primjer, neke od podgrupa
antineoplastika su antimetaboliti 1 alkiliraju¢i agensi, koji se prema molekulskim strukturama

mogu uvelike razlikovati pa tako i druk¢ije djelovati na okolis. [2]

2.1.1. Antibiotici [3]

Antibiotici su kemoterapeutski agensi koji usporavaju ili sprjeCavaju rast
mikroorganizama poput bakterija ili gljivica. Inicijalno je ovaj naziv obuhvacao sve spojeve s
bioloSkom aktivnoS¢u protiv zivucih organizama, no danas se odnosi isklju¢ivo na tvari s

antibakterijskim, antigljiviénim 1 antiparazitskim djelovanjem.

2.1.1.1.  Penicilini
» Amoksicilin [4, 5]

Amoksicilin je protuupalni lijek iz skupine aminopenicilina. Kako im samo ime govori,
aminopenicilini sadrze amino skupinu vezanu na o-ugljiku postrani¢nog lanca molekule.
Najcesca je primjena amoksicilina u lijeCenju bakterijskih infekcija 1 upala poput bronhitisa,
infekcija uha, grla i urinarnog trakta, tifusa 1 gonoreje. Moze se primjenjivati u obliku uljnih

suspenzija, tableta, peroralnih pasta ili vodotopljivih prasaka.

Yeng. active pharmaceutical ingredient, AP1
2 eng. mode of action, MOA



2.1.1.2. Kinoloni
» Ofloksacin [6]

Ofloksacin je racemat ekvimolarne smjese levofloksacina 1 dekstrofloksacina. Poznati
je fluorokinolon za lijeCenje bakterijskih infekcija urinarnog trakta, koze 1 mekih tkiva te sepse

i gonoreje. U strukturi ima i dodatni morfolinski prsten i kiralni centar.

2.1.1.3.  Sulfonamidi
» Sulfametazin [7]

Bijeli kristalini¢ni prah sulfametazina djeluje antibakterijski i protuupalno. Rijec je o
sulfonamidu s pirimidinom, metilnim supstituentom i aminobenzensulfonamidnom grupom.

Na okoli§ djeluje negativno te ga ubrajamo u ksenobiotike i okoli$na zagadivala.
» Sulfametoksazol |5, 8]

Izoksazolnu molekulu sulfametoksazola ¢ini metilna skupina na petom polozaju i 4-
benzensulfonamidni supstituent na tre€em. Ovaj bakteriostatski sulfonamidni antibiotik
zajedno s folnom kiselinom, poznatijom kao vitamin B9, djeluje usporavajuci rast bakterija.
Najcesce se primjenjuje u kombinaciji s trimetoprimom 1 kao takav se koristi u lije¢enju upale

pluca, toksoplazmoze i nokardioze.

2.1.2. p-blokatori
» Atenolol [9]

Atenolol je kardioblokator druge generacije, f1- selektivan lijek, koji se Siroko
primjenjuje u sniZavanju visokog krvnog tlaka 1 lijeCenju angine pectoris. Sintetizirani je

derivat izopropil-aminopropanola.

2.1.3. Lokalni anestetici
» Prokain [10]

Kao dietilaminoetilni derivat p-aminobenzojeve kiseline, poznat 1 pod nazivom
novokain, prokain ima antiaritmi¢ka svojstva. NajceS¢e se koristi kao lokalni anestetik,

depresor srediSnjeg ziv€anog sustava te kao lijek za periferni Ziv€ani sustav.



2.1.4. Diuretici
» Torasemid [5, 11]

Torasemid je diuretik Henleove petlje, strukturno piridin-sulfonilurea. Koristi se kao
antihipertenzi¢ni agens, a Gest je izbor i u terapiji za lijeCenje sréanog zatajivanja. Inhibira Na*

/K" /2CI" suprijenosnik u uzlaznom traku Henleove petlje.

2.1.5. Antiepileptici
» Karbamazepin [12]

Karbamazepin, poznat i kao Tegretol, nositelj je karbamoilne skupine na azepinskom
dusiku. Pripada skupini antiepileptika, koji djeluju na presinapticki i postsinapticki neuron, a

koristi se kod kroni¢ne boli i bipolarnog poremecaja.

2.1.6. Kortikosteriodi
» Deksametazon [13]

Ovaj sinteticki kortikosteroid na devetom polozaju ugljikova atoma nosi atom fluora te tri
hidroksilne skupine na poloZaju 11-, 17-, 21-. Cest je u sastavu lijekova za tretiranje endokrinih,
reumatskih, dermatoloSkih, hematoloskih 1 alergijskih poremecaja. Procjena funkcije

nadbubrezZne Zlijezde provodi se pomocu testa supresije deksametazona.

2.1.7. Hormonska nadomjesna terapija

» P-estradiol [14]

Ovaj je spoj prirodni hormon prisutan u tijelu Zena, a u obliku farmaceutika koristi se u
svrhu terapije kod sluCajeva preniske koncentracije estrogena u organizmu. Izlucuje se 1 u

obliku metabolita Daphnie magne.



2.1.8. Anksiolitici
» Diazepam [5, 15]

Diazepam je psihotropna tvar, supstituirana klorom, metilnom i fenilnom skupinom na
pozicijama 7-,1- i 5-. Uvrdten je u skupinu ksenobiotika, a koristi se kao anksiolitik. Cestu

primjenu pronalazi kod sportasa kao miorelaksans.

2.1.9. Nesteroidni protuupalni lijekovi

» Diklofenak [16]

Diklofenak je metilacetatna kiselina supstituirana (2,6-diklorofenil)amino skupinom na
drugom polozaju. Derivat je feniloctene kiseline. UvrSten je medu ksenobiotike, a najéesce se

koristi kao nesteroidni protuupalni lijek.

2.2. FARMACEUTICI U OKOLISU [1, 17]

Osim u podzemnim i povrSinskim vodama, farmaceutike ¢esto pronalazimo i u tlu,
sedimentu 1 vodovodnoj vodi. Nerijetko nedovoljno obradene, industrijske otpadne vode
predstavljaju glavni izvor organskih i anorganskih Stetnih tvari u okoliSu, medu kojima
farmaceutici bivaju ,,novim zagadivalima®. Ovaj se pridjevak odnosi na tvari koje se do sada
nisu smatrale zagadivalima te za koje ne postoji zakonska regulativa, a ispustaju se u okoli§ u
koli¢inama potencijalno opasnim za ekosustav. JoS neki izvori njthova dospijeca u okoli§
obuhvacaju otpadne vode iz kucanstava, farmi, bolnica, odlagaliSta otpada te metabolite. Slika
2.1. prikazuje glavne izvore farmaceutika u okoliSu.

Mnogi farmaceutici u ljudskom tijelu podlijezu strukturnim promjenama, a njihovim
izlu€ivanjem iz organizma zajedno s ostalim tvarima ¢ine metabolite. Nadalje, njihovim
dospije¢em u okoli§ moguée su slijedece promjene biotickim ili abioti¢kim procesima
razgradnje. Navedenim je procesima mogu¢ nastanak novih stabilnih spojeva s kojima prvotni
farmaceutici mogu djelovati sinergijski. Neka su istraZzivanja pokazala vecu koncentraciju
farmaceutika u izlaznom toku postrojenja za obradu otpadne vode nego li na ulaznom toku, Sto

se najcesce pripisuje gore opisanim promjenama.
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Slika 2.1. Izvori farmaceutika u okoliSu [18]

Glavninu problema prac¢enja farmaceutika u okolisu pronalazimo u izostanku zakonskih
regulativa kojima bi trebale biti definirane njihove grani¢ne vrijednosti u otpadnim vodama.
Brojna istrazivanja pokazuju zabrinjavajuce vrijednosti koncentracija farmaceutika u vodama.
Primjerice, njemacko istrazivanje rezultiralo je koncentracijama karbamazepina, diklofenaka i
sulfametoksazola u vrijednostima 6,3, 2,1 1 2 ug/L u uzorku efluenta te 1,1, 1,21 0,48 pg/L u
povrsinskoj vodi. [19] Kanadski znanstvenici proveli su istraZivanje fitotoksi¢nog djelovanja
cak 25 farmaceutika, od toga 22 iz skupine antibiotika, na vodenoj biljci Lemma Gibba.
Zanimljivo je kako su iskljucivo farmaceutici iz skupina fluorokinolona, sulfonamida i
tetraciklina pokazali najStetnije djelovanje. [20] JoS jedan zabrinjavajuéi problem predstavlja
torasemid, koji je prema ICPR3-u ve¢ uvriten u posebni program monitoringa rijeke Rajne, a
pronaden je i u podzemnim vodama podno bivSeg postrojenja za obradu otpadnih voda, a u
manjoj koncentraciji pronaden je i u pitkoj vodi. [21] Niske koncentracije farmaceutika i
produkata njihove razgradnje, kao 1 fizikalne 1 kemijske karakteristike poput polarnosti,
netopljivosti 1 nestabilnosti predstavljaju ograni¢avajuce faktore u izboru metode njihova
odredivanja. Neke od najprimjenjivanijih su plinska i1 tekucinska kromatografija visoke
ucinkovitosti (HPLC) =zajedno sa spektrometrijom masa (MS). Ipak je tekucinska
kromatografija pronasla najSiru primjenu upravo zbog moguénosti odredivanja polarnih 1
termolabilnih spojeva. Uz navedene, jo§ jedna prednost HPLC-MS metode je i moguénost

odredivanja molekulske mase spoja. Uzimajuci u obzir vaznost pracenja koli¢ine farmaceutika

3 eng. International Commission for the Protection of the Rhine, ICPR



u okoliSu, posebna se pozornost posvecuje razvoju novih metoda odredivanja s ciljem

smanjenja njihova utjecaja na okolis.

2.3.  KROMATOGRAFIJA

2.3.1. Opcenito o kromatografiji [22]

Kao najucinkovitija separacijska tehnika, kromatografija je Cest izbor analitiCara u
slucajevima potrebe razdvajanja sastojaka ispitivanog uzorka. Svoj naziv dobila je
kombinacijom gr¢kih rije¢i ypowpa [hroma] i ypagerv [grafein], Cije znacenje moZemo
interpretirati kao pisanje bojom. Ta sintagma ve¢ odaje da je rije¢ o zaostalim tragovima
komponenata, a ovaj fenomen prvi je otkrio Mihail Cvet, ruski botanicar i biokemicar, 1900.
godine u svom istrazivanju pigmenata klorofila i ksantofila. U svom eksperimentu rabio je

staklenu kolonu ispunjenu kalcijevim karbonatom.

Osim odjeljivanja, metoda je i analiziranja tvari prema razli¢itoj sorpciji sastojaka
smjese na pogodnom sorbensu, na koji se povrSinski vezu ili ih sorbens upija. Prilikom
odjeljivanja karakteristi¢no je reverzibilno djelovanje — molekule se, noSene pokretnom fazom,
kontinuirano sorbiraju i desorbiraju iz nepokretne faze. Ovaj mehanizam prikazan je slikom

2.2.

e
Pokretna

Slika 2.2. Raspodjela tvari medu fazama: a dinamicka ravnoteza izmedu mirujucih

faza ; b model procesa [22]

Ta rutinska metoda jednostavna je i primjenjiva u mnogim analizama, a kromatografski ureda;ji
ubrajaju se u standardnu laboratorijsku opremu. Osim odjeljivanja 1 odredivanja sastojaka
smjese, koristi se 1 za odredivanje termodinamickih 1 kinetickih veli¢ina ispitivanih tvari. Jo§
jedna prednost je mogucénost regeneracije ispitivanih tvari, a nakon izoliranja one izlaze
kromatografski ¢iste. Vazno je spomenuti i1 ¢injenicu kako se kromatografskom analizom mogu

izolirati 1 analizirati tvari ¢ija prisutnost u analitu inicijalno nije pretpostavljena.



2.3.2. Podjela kromatografije [23]

Kromatografiju, upravo zbog Siroke primjene 1 svojstava, mozemo podijeliti glede tri

kriterija:

» Podjela s obzirom na prirodu ravnoteZe izmedu dviju faza:

razdjelna — pri kojoj se ravnoteza uspostavlja izmedu dvije faze,
obje kapljevite, od kojih je nepokretna vezana na inertni ¢vrsti nosac
adsorpcijska — za koju je karakteristicna adsorpcija molekula na
povrSinu adsorbensa te ravnoteza izmedu Cvrste nepokretne i
pokretne faze, a potonja moze biti kapljevina ili plin

afinitetna — Ciji naziv upucuje na interakcije ispitivanih molekula s
ligandom, kemijski vezanim za povrSinu nepokretne faze te
definiranim rasporedom u prostoru

isklju¢enjem — kod koje se molekule analita razdvajaju prolazeci
kroz pore nepokretne faze, tocno definiranih dimenzija, na temelju
razlike u molekulskoj masi i volumenu

ionoizmjenjivacka — pri kojoj se razdvajaju razliciti ioni na temelju

razlike u afinitetima prema ionskim izmjenjiva¢ima

> Podjela na temelju sastava pokretne faze:

plinska — s inertnim plinom kao pokretnom fazom
tekudinska — kod koje je pokretna faza kapljevina male viskoznosti
fluidna u superkriticnim wuvjetima — uz kapljevinu iznad svoje

kriti€ne temperature i tlaka

» Podjela prema obliku kromatografske podloge

kromatografija na stupcu — podrazumijeva gusto pakiranje zrnatog
praska velike specifi¢ne povrSine u kromatografskom stupcu
ploSna kromatografija:
o tankoslojna — kod koje je nepokretna faza nanesena na
inertnu podlogu kao tanak homogeni film
o kromatografija na papiru — ona koja za nepokretnu fazu

koristi poseban kromatografski papir



2.3.3. Kromatografski sustav i parametri razdvajanja [23]

Pokretna 1 nepokretna faza te ispitivani uzorak ¢ine kromatografski sustav. Gibanjem
pokretne faze naruSava se prethodno uspostavljena dinamicka ravnoteza spoja izmedu dviju
faza, Sto uzrokuje selektivno gibanje skupina molekula zajedno s pokretnom fazom. Vrijeme
zadrzavanja pojedinih molekula u nepokretnoj fazi klju¢no je za moguénost razdvajanja smjese
i kao takvo predstavlja jedan od kromatografskih parametara. Optimalan izbor pokretne i

nepokretne faze predstavlja najbitniji uvjet uspjesSne separacije komponenata.

Nepokretna faza uvijek je kruti ili kapljeviti sorbens nosen inertnom krutinom, najéesée
staklom, metalnom ili plasticnom folijom. Razlikujemo vise vrsta sorbensa, poput polarnih i
nepolarnih anorganskih, polarnih i nepolarnih vezanih te polarnih organskih. Pitanje izbora
nepokretne faze rjesava se analizirajuéi prirodu ispitivanog spoja, prirodu ravnoteze procesa i
vrstu veze izmedu spoja i podloge. Od brojnih opcija, ipak je najcesc¢i odabir silikagel zbog

mogucnosti kemijske modifikacije njegovih podloga.

Za uspjesnu razdiobu potrebno je odabrati i pogodan sustav otapala pokretne faze, a
njih dijelimo u skupine s obzirom na to tvore li vodikove veze. Otapala mogu biti: tekucine Cije
su molekule povezane viSestrukim vodikovim vezama; iste koje mogu tvoriti vodikovu vezu i
s molekulama ispitivanog spoja; tekuéine kojima molekule sadrze atome kisika, od kojih neki
mogu sudjelovati u vodikovoj vezi, ali pak ne sadrze atome vodika; teku¢ine s atomom vodika
koji sudjeluje u vezi, no ne sadrze atome koji bi mogli imati udjela u vezi te naposljetku, ostale

tekucine ¢ije molekule mogu sudjelovati u vodikovoj vezi.

Zadrzavanje predstavlja prvi parametar kromatografskog razlucivanja. Molekule

prilikom prolaska dio vremena provode u pokretnoj, a dio u nepokretnoj fazi.

ZadrZano vrijeme, tn — zajednicko je svim molekulama koje se ne veZu na nepokretnu

fazu, a jednako je vremenu od trenutka injektiranja do trenutka detekcije.

Vrijeme zadrzavanja otopljene tvari, tr — vrijeme je od trenutka unoSenja uzorka do

njegova maksimalnog odziva.

Prilagodeno vrijeme zadrZavanja, trr — predstavlja razliku prethodna dva vremena,

odnosno vrijeme koje otopljena tvar provede vezana na nepokretnu fazu.

tpr=1tp — ty (1)



Za S$to uspjesniju separaciju bitan je omjer vremena koje otopljena tvar provede u

pokretnoj i vremena provedenog u nepokretnoj fazi, a definiramo ga faktorom zadrzavanja, k:

k=% )

tm
Separacijskim faktorom, a izrazavamo mogucnost separacije dvaju spojeva, prema
jednadzbi:

tr"(4) k(4)
= = 3
tr"(B) k(B) G)

Ovaj faktor ne daje informaciju o $irini kromatografske zone, w, stoga se uvodi pojam

Rs-vrijednosti, omjera razmaka izmedu dviju susjednih krivulja i njihove Sirine:

R, = 2Ura—'rs) (4)

WpA ~WbB

Opisane veli¢ine karakteristicne za kromatografske krivulje prikazane su na slici 2.3.

le——start -

'
=

___________

v )

i)
v J e
' axH :

— vrijeme

Slika 2.3. Kromatogram s karakteristicnim veli¢inama [23]

Drugi parametar razlucivanja jest protok kroz porozni medij. Nepokretna faza ne
moZze popunjavati sav volumen stupca pa u praznim meduprostorima zaostaje pokretna faza,
koja uglavnom biva stagniraju¢a. Brzina protjecanja pokretne faze ovisi o svojstvima otopljene
tvari, 0o njezinoj sposobnosti prodiranja u pore, ali i o propusnosti stupca. Profil te brzine

najcesce je laminaran pa se moze opisati Darcyjevim zakonom.

Posljednji parametar je Sirenje kromatografske zone, koje je proporcionalno duljini
puta ili vremenu, a ukazuje na ucinkovitost kromatografskog razdvajanja. Uzroci ovog Sirenja
ukljucuju otpor prijenosu mase kod obje faze, brzinu protoka kroz nepokretnu fazu, sorpciju i

desorpciju molekula kao 1 uzduznu difuziju.
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2.3.4. Visokoucinkovita tekuéinska kromatografija s nizom dioda (HPLC-

DAD) [24]

Radi se o visokotlacnoj tekuéinskoj kromatografiji, koju cesto nazivamo
visokoucinkovitom s obzirom na vecu djelotvornost naspram tekuéinske kromatografije pri
atmosferskom ili snizenom tlaku. Najces¢e se primjenjuje u farmaceutskoj industriji, kod
ispitivanja Cisto¢e novih ili potencijalnih lijekova, testiranja u formuliranju lijekova ili u
kontroli njihove kvalitete. Izbor je 1 za pracenje promjena scale-up sintetskih procesa. Tipi¢ni
HPLC uredaj sadrzi spremnike pokretne faze, pumpu, injektor, detektor, kolonu i uredaj za

obradu podataka — racunalo.
HPLC metoda pociva na Cetiri glavna pravila:

1. Uzorak mora biti topljiv, ukoliko uzorak nije otopljen, ne mozZe biti analiziran HPLC-
om

2. Analiti u uzorku moraju biti zadrzani i razlikovati se po vriemenu zadrzavanja, kako bi
mogli biti odvojeni

3. Pokretna faza regulira cjelokupnu separaciju, stoga je klju€an odabir adekvatnog para
otapala

4. Analit treba biti otopljen u pokretnoj fazi; pozeljno je da je otapalo smjese jedno od

otapala pokretne faze ili otapalo ,,slabije* od pokretne faze
Za uspjesnu separaciju i analiziranje uzorka nuzno je voditi se gore navedenim aksiomima.

Detektor s nizom dioda mozZe se koristiti 1 za provjeru Cisto¢e pika, postotka
podudarnosti signala eluata snimljenih pri nekoj dimenzijskoj veli¢ini, a koja nije
kromatografsko vrijeme. Cesta je pojava da iz oblika pika nije moguée razabrati radi li se o
zasebnom piku ili su sastojci koeluirali. Za rjeSavanje te nedoumice, u omjer se dovode
apsorbancije pri razliCitim valnim duljinama. Kod HPLC-DAD metode, detektor s nizom
dioda, mjere¢i apsorbancije u UV ili VIS spektru, prati koncentracije svih sastojaka u eluatu i

na temelju mjerenja izraduje se kromatogram.

S obzirom na sve receno, HPLC-DAD nedvojbeno je dobar izbor pri kvalitativnim 1

kvantitativnim analizama.
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24. VALIDACIJA

2.4.1. Svrha i nadini provedbe [25]

Validacija analitickog sustava podrazumijeva ispitivanje i utvrdivanje prikladnosti svih
njegovih sastavnica: uzorka i uzorkovanja, metodologije, metode 1 dobivenih podataka. Cilj
validacije uzorka je utvrditi reprezentativnost i autenticnost uzorka predstavnika populacije.
Validacija metodologije provodi se u svrhu ispunjavanja kriterija narucitelja i karakterizacije
ispitnog postupka. Dobiveni podatci validiraju se postupcima provjere ispravne identifikacije
uzoraka, provjere pogreSaka, provjere sastava uzorka i kemometrijskom analizom, sve u svrhu
prihvacanja ili odbacivanja podataka prije njihova konacnog izlaganja. Validacija metode
obuhvacda odredivanje njezinih izvedbenih znacajki, a to su: linearnost, tocnost, preciznost,
selektivnost i specifi¢nost, granica detekcije, granica kvantifikacije, osjetljivost, robusnost,

radno podrucje i iskoristivost.

Dva su nacina provedbe validacije. Unutarlaboratorijska obuhvaca validaciju vlastite
razvijene metode ili validaciju metode inicijalno razvijene u nekom drugom laboratoriju.
Medulaboratorijska ispitivanja provode se u nekoliko laboratorija, a sudjeluju samo oni
laboratoriji koji su osposobljeni provesti ispitivanu metodu, a ona je razvijena za Siroku
primjenu. Ovakvim ispitivanjima dobivaju se podatci o obnovljivosti podataka, ali ne govore

0 to¢nosti metode.

2.4.2. Izvedbene znacajke metode [23, 26]

Linearnost predstavlja mogu¢nost metode da ostvaruje linearnu, tj. proporcionalnu
funkcijsku vezu izmedu rezultata i koncentracije analita. Prakti¢no se odreduje mjerenjem
odziva na viSe mjerenja razliCitih poznatih koncentracija. Graficki se prikazuje jednadzbom

pravca, a interpretira se koeficijentom determinacije.

Specifi¢nost ukazuje na svojstvo metode da specifi¢no i nedvosmisleno odredi zeljeni
analit u sloZenoj matici uzorka. Selektivnost metode pak oznaCava svojstvo detekcije ili
kvantifikacije zeljenog analita, s tim da se prvotno moraju ukloniti smetnje koje potencijalno
mogu utjecati na rezultat analize. Sumarno, specifi¢na metoda odreduje tocno jedan zeljeni

analit, a selektivna viSe komponenata istovremeno, uz uvjet uklanjanja interferencija.
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Radno podruéje obuhvaca sve koncentracije izmedu grani¢nih, ukljucujuci i potonje,
unutar kojega analiticki postupak zadovoljava kriterije toCnosti, preciznosti i linearnosti. Za
njegovo odredivanje nije nuzno provodenje eksperimentalnog ispitivanja, ve¢ se odreduje iz

podataka linearnosti.

Preciznost je stupanj podudaranja vise nezavisnih ispitnih rezultata izvedenih iz istoga
homogenog podrucja uzorka u propisanim uvjetima, a iskazuje se kao standardno odstupanje,
relativno standardno odstupanje ili varijanca. S obzirom na uvjete provodenja analize
razlikujemo ponovljivost, kao ocjenu preciznosti rada jednog analitiCara u uvjetima jednog
laboratorija te medupreciznost, kriterij preciznosti metode kod rada viSe analitiCara s

minimalnim promjenama uvjeta rada.

Istinitost metode odnosi se na podudarnost stvarnih podataka i srednje vrijednosti
dobivene postupkom odredeni broj puta. Matematicki ju interpretiramo sustavnim

odstupanjem, razlikom aritmeticke sredine rezultata i referentne vrijednosti.

Granica detekcije predstavlja minimalnu koncentraciju analita, koju je u odredenim

uvjetima toCnosti i preciznosti tom metodom moguce detektirati, ali ne i kvantitativno odrediti.

Granica kvantifikacije je minimalna koncentracija analita, koju je u odredenim

uvjetima tocnosti 1 preciznosti tom metodom moguce kvantificirati.

Robusnost je sposobnost metode da ne reagira na male, namjerne promjene parametara
poput protoka, koncentracije reagensa ili brzine zagrijavanja. IzraZava se putem relativnog

standardnog odstupanja.

Osjetljivost metode je moguénost raspoznavanja uzoraka razli¢itih koncentracija uz
odredenu pouzdanost. U kvantitativnoj analitickoj kemiji predstavlja nagib kalibracijske

krivulje ovisnosti izlaznog signala o koncentraciji analita.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO



3.1. MATERIJALI

3.1.1. Kemikalije

Tablica 3.1. Popis koriStenih kemikalija i njihove karakteristike

Naziv Kratica Molekulska Proizvodacd Cistota
formula

Acetonitril ACN CoH3N VWR Chemicals HPLC

Metanol MeOH CH3;OH Fisher Scientific HPLC

Deionizirana voda, koja se koristila za otapanje nekih farmaceutika, ali 1 za provedbu

ispitivanja validacije kao druga matica, dobivena je pomoc¢u instrumenta za deionizaciju.

3.1.2. Kolona
U eksperimentalnom je dijelu rada koristena kolona prikazana na slici 3.1.

> Kinetex 5 um C18 100 A, Phenomenex

- Dimenzije: 150 x 4,6 mm

Slika 3.1. Kinetex kolona koriStena u radu

3.1.3. Vodovodna voda

Za potrebe provedbe validacije metode, koriStena je vodovodna voda iz slavine
laboratorija Zavoda za analiticku kemiju FKIT-a, prethodno profiltrirana vakuumskom

dubinskom filtracijom (Slika 3.4.).
14



3.1.4. Farmaceutici

Farmakoloski aktivne tvari koriStene u ovom radu, kao i njihovi podatci dani su u

tablicama 3.2.-3.13.

Tablica 3.2. Fizikalno-kemijska svojstva amoksicilina [4]

FARMACEUTIK AMOKSICILIN
KRATICA AMOX
(2S,5R,6R)-6-[[(2R)-2-amino-2-(4-
hidroksifenil)acetil]Jamino]-3,3-dimetil-7-
NAZIV PO IUPAC-U . ..
okso-4-tia-1-azabiciklo[3.2.0]heptan-2-
karboksilna kiselina
EMPIRIJSKA FORMULA Ci6H19N30s5S
CAS BROJ 26787-78-0
NH,
HO/O/%/H s
STRUKTURA '
0 j;m
o
O//"‘OH
PROIZVOPAC Veterina d.o.o.
MOLARNA MASA, g/mol 365,4
VRELISTE, °C 743,2
TALISTE, °C 194
SVOJSTVA bijela praskasta krutina
log Koy = 0,87
KONSTANTE pKx1 =3,2
pKi2 = 11,7
OTAPALO deionizirana voda
KLASA FARMACEUTIKA penicilini
TOPLJIVOST 10,7 pg/mL H>O




Tablica 3.3. Fizikalno-kemijska svojstva atenolola [9]

FARMECUTIK

ATENOLOL

KRATICA

ATL

NAZIV PO IUPAC-U

2-[4-[2-hidroksi-3-(propan-2-

ilamino)propoksi]fenilJacetamid

EMPIRIJSKA FORMULA C14H22N203
CAS BROJ 29122-68-7
oH
0 O\)\/N\r
STRUKTURA
H,N
PROIZVODPAC Acros Organics B.V.B.A.
MOLARNA MASA, g/mol 266,34
VRELISTE, °C 508
TALISTE, °C 158-160
SVOJSTVA bijela kristalini¢na krutina
log Kov=10,16
KONSTANTE
pKk=9,16
OTAPALO deionizirana voda
KLASA FARMACEUTIKA [-blokatori
TOPLJIVOST >40 pg/mL H>O
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Tablica 3.4. Fizikalno-kemijska svojstva prokaina [10]

FARMACEUTIK

PROKAIN

KRATICA

PROK

NAZIV PO IUPAC-U

2-(dietilamino)etil 4-aminobenzoat

EMPIRIJSKA FORMULA C13H20N20;
CAS BROJ 59-46-1
o rCH3
STRUKTURA /©)Lo/\/NvCH3
HoN
PROIZVOPAC Sigma Aldrich
MOLARNA MASA, g/mol 236,31
VRELISTE, °C 373,6
TALISTE, °C 61
SVOJSTVA krutina
log Kov=1,92
KONSTANTE
pKk = 8,05
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA lokalni anestetici
TOPLJIVOST 9450 mg/L H20 pri 30°C
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Tablica 3.5. Fizikalno-kemijska svojstva ofloksacina [6]

FARMACEUTIK

OFLOKSACIN

KRATICA

OFX

NAZIV PO IUPAC-U

7-fluoro-2-metil-6-(4-metilpiperazin-1-il)-
10-okso-4-oksa-1-
azatriciklo[7.3.1.05,13]trideka-5(13),6,8,11-

tetraen-11-karboksilna kiselina

EMPIRIJSKA FORMULA C13H20FN304
CAS BROJ 82419-36-1
O O
F
OH
STRUKTURA |
(\N N
N \) O\)\
PROIZVOPAC Acros Organics B.V.B.A.
MOLARNA MASA, g/mol 361,4
VRELISTE, °C 571,5
TALISTE, °C 254
SVOJSTVA blijedozuti kristalini¢ni prah
log Kov=-0,39
KONSTANTE
pKi = 8,31
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA kinolonski antibiotici
TOPLJIVOST 28,3 mg/mL
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Tablica 3.6. Fizikalno-kemijska svojstva sulfametazina [7]

FARMACEUTIK

SULFAMETAZIN

KRATICA

SMETH

NAZIV PO IUPAC-U

4-amino-N-(4,6-dimetilpirimidin-2-

il)benzen-1-sulfonamid

EMPIRIJSKA FORMULA C12H14N405S
CAS BROJ 57-68-1
Qo N o
STRUKTURA Yo -
IOR:
H,N
PROIZVODAC Veterina d.0.0.
MOLARNA MASA, g/mol 278,33
VRELISTE, °C 294
TALISTE, °C 198,5
SVOJSTVA bijeli kristalini¢ni prah
log Kov = 0,89
KONSTANTE pKi1 = 2,65
pKk2 = 7,65
OTAPALO deionizirana voda
KLASA FARMACEUTIKA sulfonamidni antibiotik
TOPLJIVOST 1500 mg/L pri 29°C




Tablica 3.7. Fizikalno-kemijska svojstva sulfametoksazola [§]

FARMACEUTIK

SULFAMETOKSAZOL

KRATICA

SMETOX

NAZIV PO IUPAC-U

4-amino-N-(5-metil-1,2-oksazol-3-

il)benzensulfonamid
EMPIRIJSKA FORMULA C1o0H11N303S
CAS BROJ 723-46-6
-0
o, 0
b
S’ V.
STRUKTURA N
H
H,N
PROIZVODPAC Sigma-Aldrich Corporation
MOLARNA MASA, g/mol 253,28
VRELISTE, °C 4821
TALISTE, °C 167
SVOJSTVA kristalini¢ni bijeli prah
log Kov = 0,89
KONSTANTE pKki = 1,6
pKi2 = 35,7
OTAPALO MeOH
KLASA FARMACEUTIKA sulfonamidni antibiotik
TOPLJIVOST > 38 ug/mL pri pH=7,4
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Tablica 3.8. Fizikalno-kemijska svojstva torasemida [11]

FARMACEUTIK

TORASEMID

KRATICA

TOR

NAZIV PO IUPAC-U

1-[4-(3-metilanilino)piridin-3-il]sulfonil-3-

propan-2-ilurea

EMPIRIJSKA FORMULA C16H20N403S
CAS BROJ 56211-40-6
- : NH 0]
STRUKTURA QxS:P I J\
N N
H H
PROIZVODPAC Pliva d.o.o0.
MOLARNA MASA, g/mol 348.4
VRELISTE, °C /
TALISTE, °C 163-164
SVOJSTVA bijela krutina
log Kov =3,356
KONSTANTE
pKk=17,1
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA diuretik
TOPLJIVOST > 52,3 ug/mL pri pH=7,4
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Tablica 3.9. Fizikalno-kemijska svojstva karbamazepina [12]

FARMACEUTIK

KARBAMAZEPIN

KRATICA

KARBA

NAZIV PO IUPAC-U

benzo[b,f]benzazepin-11-karboksamid

EMPIRIJSKA FORMULA CisH12N>O
CAS BROJ 208-46-4
STRUKTURA N
PR
0O“ “NH,
PROIZVOPAC Sigma-Aldrich
MOLARNA MASA, g/mol 236,27
VRELISTE, °C 399,6 + 45,0
TALISTE, °C 189-192
SVOJSTVA bijela krutina/prah
log Kov = 2,77
KONSTANTE pKii = 15,96
pKix =-3,8
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA antiepileptik
TOPLJIVOST > 35,4 ug/mL pri pH=7,4
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Tablica 3.10. Fizikalno-kemijska svojstva deksametazona [13]

FARMACEUTIK

DEKSAMETAZON

KRATICA

DEXA

NAZIV PO IUPAC-U

(8S,9R,108S,118S,138S,14S,16R,17R)-9-
fluoro-11,17-dihidroksi-17-(2-
hidroksiacetil)-10,13,16-trimetil-
6,7,8,11,12,14,15,16-

oktahidrociklopenta[a]fenantren-3-on

EMPIRIJSKA FORMULA C22Ha9FOs
CAS BROJ 50-02-2
STRUKTURA
PROIZVOPAC Acros Organics
MOLARNA MASA, g/mol 3925
VRELISTE, °C 568,2 + 50,0 °C pri 760 mmHg
TALISTE, °C 262-264
SVOJSTVA bijeli kristalini¢ni prah
log Kov = 1,83
KONSTANTE pKia = 1,18
pKk2 =-3,4
OTAPALO MeOH
KLASA FARMACEUTIKA kortikosteriod
TOPLJIVOST 89 mg/L pri 25°C
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Tablica 3.11. Fizikalno-kemijska svojstva f-estradiola [14]

FARMACEUTIK

B-ESTRADIOL

KRATICA

B-ESTRA

NAZIV PO IUPAC-U

(8R,9S,138S,148S,17S)-13-metil-
6,7,8,9,11,12,14,15,16,17-
dekahidrociklopentaa]fenantren-3,17-diol

EMPIRIJSKA FORMULA Ci8H2402
CAS BROJ 50-28-2
STRUKTURA
PROIZVOPAC Acros Organics
MOLARNA MASA, g/mol 2724
VRELISTE, °C 4459 + 45,0
TALISTE, °C 178,5
SVOJSTVA bijeli kristalini¢ni prah
log Kov =4,01
KONSTANTE
pKi=10,46 £ 0,03
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA hormonska nadomjesna terapija
TOPLJIVOST 3,6 mg/L pri 27°C
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Tablica 3.12. Fizikalno-kemijska svojstva diazepama [15]

FARMACEUTIK

DIAZEPAM

KRATICA

DIA

NAZIV PO IUPAC-U

7-kloro-1-metil-5-fenil-3H-1,4-

benzodiazepin-2-on

EMPIRIJSKA FORMULA C16H13CIN>,O
CAS BROJ 439-14-5
\' 0
N \g
STRUKTURA Cl ‘ =N
PROIZVODPAC JGL d.d.
MOLARNA MASA, g/mol 284,74
VRELISTE, °C 497 4
TALISTE, °C 132
SVOJSTVA zuckasti kristalini¢ni prah
log Kov =2,82
KONSTANTE
pKk=34
OTAPALO ACN
KLASA FARMACEUTIKA anksiolitik
TOPLJIVOST 50 mg/L pri 25°C




Tablica 3.13. Fizikalno-kemijska svojstva diklofenaka [16]

FARMACEUTIK

DIKLOFENAK

KRATICA

DCF

NAZIV PO IUPAC-U

2-[2-(2,6-dikloroanilino)fenilJoctena kiselina

EMPIRIJSKA FORMULA CisH11C1oNO2
CAS BROJ 15307-86-5
Cl
STRUKTURA NH
Cl OH
O
PROIZVOPAC Sigma Life Science
MOLARNA MASA, g/mol 296,1
VRELISTE, °C /
TALISTE, °C 283-285
SVOJSTVA kristali
log Kov=4,51
KONSTANTE
pKk =4,15
OTAPALO deionizirana voda
KLASA FARMACEUTIKA nesteroidni protuupalni lijek
TOPLJIVOST 2,37 mg/L pri 25°C
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3.2. INSTRUMENTI
Analiticka vaga

Vaganje farmaceutika za pripremu standardnih otopina provodilo se na Mettler Toledo

analiti¢koj vagi (Svicarska), XA105 Dual Range, ID: 1877 (Slika 3.2.).

Slika 3.2. Analiticka vaga Mettler Toledo

Ultrazvucna kupelj

Pomoc¢u ultrazvucne kupelji (Slika 3.3.) proizvodaca Iskra, poboljSano je otapanje

farmaceutika u prikladnim otapalima.

Slika 3.3. Ultrazvuc¢na kupelj

27



Sustay za filtraciju

Vodovodna voda iz slavine laboratorija filtrirana je dubinskom vakuumskom filtracijom
u sustavu za filtraciju (Pall Life Sciences, SAD), prikazanom na slici 3.4. Koristeni su PTFE
membranski filtri (47 mm, 0,45 um). Do provedbe eksperimenata, profiltrirana voda ¢uvana je

u hladnjaku pri temperaturi od 4°C.

Slika 3.4. Sustav za dubinsku filtraciju

Visokodjelotvorna tekudinska kromatografija s detektorom s nizom dioda

(HPLC-DAD)

Pomoc¢u HPLC-DAD (A4gilent 1100 Series) uredaja, prikazanog na slici 3.5., provedene
su analize uzoraka dvanaest farmaceutika, kao 1 njihove smjese, potrebne za sam razvoj i
validaciju metode. Unutar uredaja postavljena je Phenomenex kolona tipa Kinetex 5 pum,
dimenzija 150 x 4,6 mm. Odabrana otapala pokretne faze su 0,1 %-tna otopina HCOOH u
deioniziranoj vodi kao anorganska (vodena) te acetonitril kao organska faza. Protok
pokretne faze iznosio je 0,5 mL/min. Pri temperaturi od 30°C injektiralo se 30 uL uzorka,
a analiza se provodila pri valnim duljinama od 230, 240, 254, 275 1 290 nm. Metoda
koriStena na HPLC uredaju je gradijentna. Promjena sastava pokretne faze prikazana je u

tablici 3.14.
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Slika 3.5. HPLC-DAD uredaj

Tablica 3.14. Gradijent razvijene metode

w(0,1 % HCOOH u

t, min deioniziranoj vodi), % w(acetonitril), %
0,00 98,0 2,0
2,00 98,0 2,0
22,00 60,0 40,0
25,00 50,0 50,0
27,00 50,0 50,0
32,00 10,0 90,0
35,00 2,0 98,0
36,00 2,0 98,0
36,01 98,0 2,0
40,00 98,0 2,0
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3.3. OPIS RADA

3.3.1. Priprema temeljne standardne otopine farmaceutika

Za pripremu temeljnih standardnih otopina masene koncentracije 1000 mg/L, vagano
je 5 mg svakog od ispitivanih farmaceutika (osim OFX, koji je pripravljen u koncentraciji od

100 mg/L) 1 otopljeno u 5 mL (50 mL za OFX) pogodnog otapala.

3.3.2. Priprema standardne otopine i razrjedenja za linearnost u

deioniziranoj i u vodovodnoj vodi

Standardna otopina potrebna za izvedbenu znacajku linearnosti pripravljena je u
odmjernoj tikvici od 20 mL. Dodano je 2 mL OFX, 400 uL AMOX, ATL i f-ESTRA te 200 pL
svih ostalih farmaceutika. Iz standardne otopine koncentracije 10 mg/L dalje su pripravljena

razrjedenja u vrijednostima 7.5, 5, 2,5, 1, 0,5, 0,25, 0,1, 0,025, 0,01, 0,0025, 0,005, 0,001 mg/L.

3.3.3. Priprema standardne otopine i razrjedenja za preciznost u

deioniziranoj i u vodovodnoj vodi

Prema rezultatima linearnosti za pojedini farmaceutik, unutar radnog podrucja odabrane
su 1 na isti nacin pripremljene Cetiri koncentracije (10, 7,5, 2 10,2 mg/L; odnosno 20, 15, 4, 0,4

mg/L) kako bi se odredila preciznost 1 istinitost razvijene kromatografske metode.

3.3.4. Priprema radnih otopina za robusnost

U svrhu ispitivanja robusnosti metode, pripravljena je standardna otopina koncentracije
7,5 mg/L s deioniziranom/vodovodnom vodom. Robusnost je ispitana promjenom protoka

metode s 0,5 mL min"' na 0,45 mL min' i 0,55 mL min’".
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4. REZULTATI I RASPRAVA



4.1. APSORPCIJSKI SPEKTRI FARMACEUTIKA

U svrhu odredivanja valnih duljina za maksimalnu apsorpciju pojedinih farmaceutika,

snimljeni su njihovi odgovarajué¢i apsorpcijski spektri. Tablica 4.1. prikazuje maksimume

apsorpcijskih spektara farmaceutika pri kojima se provodila njihova kvalitativna i

kvantitativna analiza.

Tablica 4.1. Maksimalne valne duljine farmaceutika

FARMAECUTIK VALNI MAKSIMUM, nm

AMOX 230
ATL 230
PROK 290
OFX 290
SMETH 275
SMETOX 275
TOR 290
KARBA 230
DEXA 240
B-ESTRA 230
DIA 230
DCF 275
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4.2. LINEARNOST

Kriterij linearnosti ispitan je u eksperimentima s deioniziranom i vodovodnom vodom
te u oba sluc¢aja zadovoljava. Vrijednosti koeficijenata korelacije (R°) veéi su od 0,99 za svaki
farmaceutik u oba eksperimenta, §to uz veéinu relativnih standardnih odstupanja (RSD

vrijednosti) manjih od 10 % potvrduje linearnost metode za odabrane farmaceutike.

4.2.1. Linearnost u deioniziranoj vodi

Slike 4.1. do 4.12. prikazuju grafove linearnosti pojedinih farmaceutika u deioniziranoj

vodi.

y=72,702x+3,7214
RZ=1
1600

1400
1200
1000

800

Asr
9

600
400 .

200

Y, mg/L

Slika 4.1. Graf linearnosti za amoksicilin u deioniziranoj vodi

y=97,857x-1,2955
R?=0,9999

2500
2000 )

1500 .
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1000 _”'_,,,
500 __”._,“,
o eo?®
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Slika 4.2. Graf linearnosti za atenolol u deioniziranoj vodi
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Slika 4.3. Graf linearnosti za prokain u deioniziranoj vodi
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Slika 4.4. Graf linearnosti za ofloksacin u deioniziranoj vodi
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Slika 4.5. Graf linearnosti za sulfametazin u deioniziranoj vodi
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Slika 4.6. Graf linearnosti za sulfametoksazol u deioniziranoj vodi
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Slika 4.7. Graf linearnosti za torasemid u deioniziranoj vodi
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Slika 4.8. Graf linearnosti za karbamazepin u deioniziranoj vodi
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Slika 4.9. Graf linearnosti za deksametazon u deioniziranoj vodi
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Slika 4.10. Graf linearnosti za f-estradiol u deioniziranoj vodi
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Slika 4.11. Graf linearnosti za diazepam u deioniziranoj vodi
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Slika 4.12. Graf linearnosti za diklofenak u deioniziranoj vodi

4.2.2. Linearnost u vodovodnoj vodi

Na slikama 4.13. do 4.24. prikazani su grafovi linearnosti za pojedine farmaceutike u

vodovodnoj vodi.
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Slika 4.13. Graf linearnosti za amoksicilin u vodovodnoj vodi
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Slika 4.14. Graf linearnosti za atenolol u vodovodnoj vodi
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Slika 4.15. Graf linearnosti za prokain u vodovodnoj vodi
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Slika 4.16. Graf linearnosti za ofloksacin u vodovodnoj vodi
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Slika 4.17. Graf linearnosti za sulfametazin u vodovodnoj vodi
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Slika 4.18. Graf linearnosti za sulfametoksazol u vodovodnoj vodi
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Slika 4.19. Graf linearnosti za torasemid u vodovodnoj vodi
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Slika 4.20. Graf linearnosti za karbamazepin u vodovodnoj vodi
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Slika 4.21. Graf linearnosti za deksametazon u vodovodnoj vodi
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Slika 4.22. Graf linearnosti za S-estradiol u vodovodnoj vodi
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Slika 4.23. Graf linearnosti za diazepam u vodovodnoj vodi
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Slika 4.24. Graf linearnosti za diklofenak u vodovodnoj vodi
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4.3. GRANICE DETEKCIJE I GRANICE KVANTIFIKACIJE

Granice detekcije odredene su kod prvih uspjesno integriranih vrijednosti povrsina na
HPLC uredaju za svaki farmaceutik, a predstavljaju minimalne koncentracije farmaceutika
koje uredaj ovom metodom moze detektirati, ali ne i kvantificirati. Analogno, granice
kvantifikacije odredene su kao druge najnize vrijednosti koncentracija farmaceutika, a koje se

mogu kvantificirati. Odredene vrijednosti ovih granica prikazane su u tablici 4.2.

Tablica 4.2. Granice detekcije i1 granice kvantifikacije farmaceutika

Deionizirana voda Vodovodna voda
Granica Granica Granica Granica
Farmaceutik detekcije, kvantifikacije, detekcije, kvantifikacije,
mg/L mg/L mg/L mg/L
AMOX 0,50 0,99 0,50 1,00
ATL 0,10 0,20 0,05 0,10
PROK 0,05 0,10 0,05 0,10
OFX 0,05 0,10 0,05 0,10
SMETH 0,05 0,10 0,05 0,10
SMETOX 0,10 0,25 0,10 0,25
TOR 0,05 0,10 0,10 0,25
KARBA 0,05 0,10 0,05 0,10
DEXA 0,25 0,50 0,50 0,99
P-ESTRA 0,20 0,50 0,20 0,51
DIA 0,02 0,05 0,10 0,25
DCF 0,05 0,10 0,05 0,10
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4.4. OSJETLJIVOST

Iz podataka linearnosti konstruira se pravac, a njegov nagib predstavlja osjetljivost

metode. Za svaki farmaceutik nacinjeni su pravci, a u tablici 4.3. prikazane su osjetljivosti

metode na pojedine farmaceutike u deioniziranoj i u vodovodnoj vodi.

Tablica 4.3. Vrijednosti nagiba pravaca farmaceutika u deioniziranoj i u vodovodnoj

vodi
Deionizirana voda Vodovodna voda
FARMACEUTIK NAGIB PRAVCA, L/mg

AMOX 72,70 63,94
ATL 97,86 103,48
PROK 176,87 173,93
OFX 215,60 239,72
SMETH 164,41 170,04
SMETOX 62,11 44,46
TOR 91,49 96,81
KARBA 212,54 228,75
DEXA 117,88 25,54
P-ESTRA 49,14 45,26
DIA 314,43 103,53
DCF 111,03 89,86

Metoda pokazuje najvecu osjetljivost prema OFX, a iznosi 239,72 L/mg u vodovodnoj

1 215,60 L/mg u deioniziranoj vodi. Najmanju osjetljivost metoda ima prema S-ESTRA.

Osjetljivost prema tom farmaceutiku iznosi 45,26 L/mg u vodovodnoj 1 49,14 L/mg u

deioniziranoj vodi. Cinjenicu da matica smanjuje osjetljivost metode potvrduje i pojava manjeg

nagiba pravca u vodovodnoj vodi kod vec¢ine farmaceutika.
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4.5. SELEKTIVNOST

Procjena selektivnosti metode provodi se usporedbom dobivenih kromatograma u
deioniziranoj i u vodovodnoj vodi. Slika 4.25. 1 slika 4.26. prikazuju kromatograme smjese
farmaceutika u deioniziranoj i u vodovodnoj vodi pri 254 nm, dobivene HPLC-DAD analizom.

Prikazan je odziv detektora i vrijeme zadrZavanja pojedinih farmaceutika u smjesi.

¥ 1

Slika 4.25. Kromatogram smjese farmaceutika u deioniziranoj vodi

® #3

»

Slika 4.26. Kromatogram smjese farmaceutika u vodovodnoj vodi

Na kromatogramima je vidljivo 12 kromatografskih krivulja, od kojih je za SMETH u
oba slucaja dobivena najoStrija kromatografska krivulja, koja je ujedno 1 najvece povrsine,
shodno njegovu apsorpcijskom maksimumu. Vrijeme zadrzavanja SMETH u deioniziranoj
vodi iznosi 17,154 min, a u vodovodnoj vodi 17,125 min, pri ¢emu je ocitana povrSina u
deioniziranoj vodi ve¢a nego u vodovodnoj. S obzirom na apsorpcijski maksimum pri 230 nm,
najmanju povrsinu kromatografske krivulje ima f-ESTRA s vremenom zadrZavanja od 30,18
min u deioniziranoj vodi te 30,14 min u vodovodnoj vodi. Ostre, uske kromatografske krivulje
ukazuju na dobru separaciju, izuzev AMX 1 ATL u oba slucaja, za koje su dobivene bliske
kromatografske krivulje. Nesto veca razlika u krivuljama javlja se kod deksametazona, za koga
je u vodovodnoj vodi ona znatno manja od one u deioniziranoj vodi, no vrijeme zadrzavanja

mu je, uz ostale farmaceutike, podjednako.
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4.6. PRECIZNOST

U svrhu ispitivanja ponovljivosti i medupreciznosti metode, pripravljene su otopine
farmaceutika koncentracija 10, 7,5, 2 1 0,2 mg/L (20, 14, 4 1 0,4 mg/L za AMOX, ATL 1 p-
ESTRA). Svaka otopina testirana je u 5 vijalica, a dobiveni rezultati prikazani su u tablici 4.4.
za deioniziranu i tablici 4.5. za vodovodnu vodu. Mjerenja su se za obje vrste vode provodila

dva puta, u dva razlicita dana.

Tablica 4.4. Vrijednosti relativnih standardnih odstupanja za ponovljivost u deioniziranoj

vodi izmjerene prvog i drugog dana

Prvi dan Drugi dan
y, mg/L 0,2 2 7,5 10 0,2 2 7,5 10
FARMACEUTIK RSD, % RSD, %

AMOX 1,21 0,33 0,28 2,00 5,39 0,64 0,40 1,75
ATL 1,45 0,38 0,16 0,44 1,61 0,40 0,15 | 0,11
PROK 3,64 0,36 0,27 0,63 5,09 0,37 0,26 | 0,57
OFX 32,82 | 3,33 7,10 5,70 2,74 | 13,00 | 6,74 1,89
SMETH 1,19 0,31 0,18 0,34 1,12 0,36 0,12 | 0,19
SMETOX 3,85 0,39 0,21 0,54 4,24 0,54 0,17 | 0,26
TOR 21,77 | 0,35 0,45 0,52 2,88 0,33 0,21 0,23
KARBA 1,55 0,40 0,21 0,46 4,80 3,80 0,17 | 0,07
DEXA / 0,89 0,38 0,32 / 1,57 0,15 | 0,26
P-ESTRA 45,08 1,27 4,40 7,27 2,74 2,09 5,28 | 4,80
DIA 8,13 0,81 0,87 0,39 4,86 0,85 0,79 | 3,87
DCF 0,54 0,30 0,16 0,42 3,16 0,52 0,16 | 0,33

44



Tablica 4.5. Vrijednosti relativnog standardnog odstupanja za ponovljivost u vodovodnoj

vodi izmjerene prvog i drugog dana

Prvi dan Drugi dan
y, mg/L 0,2 2 7,5 10 0,2 2 7,5 10
FARMACEUTIK RSD, % RSD, %

AMOX 2,57 3,69 2,61 2,13 | 39,26 | 3,30 3,21 5,63
ATL 3,02 1,00 0,77 0,50 3,00 3,13 0,44 | 0,59
PROK 3,33 0,95 0,65 0,48 2,40 0,68 0,54 1,16
OFX 2,97 1,32 0,19 0,53 2,97 1,32 0,19 | 0,53
SMETH 3,53 0,47 0,60 0,25 1,46 0,46 0,18 | 0,19
SMETOX 7,90 1,15 0,61 0,30 1,52 0,29 0,20 | 0,08
TOR 2,48 0,64 0,55 0,45 0,76 0,50 0,25 | 0,18
KARBA 6,33 0,55 0,48 0,26 2,71 0,61 0,32 | 0,17
DEXA 1,38 0,80 0,57 0,31 1,53 9,58 0,24 | 0,15
S-ESTRA 0,66 0,60 10,08 | 10,73 | 3,62 0,79 5,95 | 3,99
DIA 7,56 1,53 0,26 0,36 8,02 0,59 0,26 | 0,22
DCF 2,70 0,48 0,67 0,33 2,27 0,40 0,25 | 0,23

Uz odredivanje preciznosti, iz podataka ponovljivosti odreduje se i medupreciznost kao

izvedbena znacfajka metode, a provodi se pomocu F-testa. Ovaj statisticki test usporeduje

varijance nizova u svrhu prihvacanja ili odbacivanja nulte hipoteze. F-vrijednost dobivena je

kao omjer standardnih odstupanja mjerenja iste koncentracije u dva ponavljanja. Dobivene

vrijednosti prikazane su u tablicama 4.6. 1 4.7.
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Tablica 4.6. F-vrijednosti farmaceutika za deioniziranu vodu

7, mg/L o1 02 Frat Fan | Frae<Ftabl
0,4 0,3808 1,5738 0,06 6,39 DA
% 4 0,9960 1,9235 0,27 6,39 DA
z 15 3,3186 44913 0,55 6,39 DA
20 23,8358 20,2731 1,38 6,59 DA
0,4 0,5612 0,6107 0,85 6,39 DA
B 4 1,4639 1,5172 0,93 6,39 DA
> 15 2,3510 2,2063 1,14 6,39 DA
20 8,8370 2,1847 16,36 6,39 NE
0,2 0,9311 1,6529 0,32 6,39 DA
e 2 1,2832 1,3084 0,96 6,59 DA
% 7.5 3,7875 3,4361 1,22 6,39 DA
10 11,5337 10,3033 1,25 6,39 DA
0,2 5,3756 0,9074 35,10 1925 | NE
o 2 10,8501 38,7754 0,08 6,39 DA
=
o 7,5 11,6258 102,8991 1,18 6,39 DA
10 124,4672 39,9593 9,70 6,39 NE
0,2 0,4062 0,3578 1,29 6,39 DA
= 2 1,0330 1,1323 0,83 6,39 DA
= 7,5 2,4191 1,4481 2,79 6,39 DA
i 10 5,9325 3,0458 3,79 6,39 DA
0,2 0,3082 0,4743 0,42 6,39 DA
§ 2 0,2881 0,5431 0,28 6,39 DA
= 7,5 0,5848 0,6261 0,87 6,39 DA
s 10 2,0416 13103 2,43 6,39 DA
0,2 3,2300 0,5367 36,23 6,39 NE
o 2 0,6611 0,6058 1,19 6,39 DA
= 7,5 3,2775 1,4082 5,42 6,39 DA
10 5,0727 2,1617 5,51 6,39 DA
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Tablica 4.6. (nastavak) F-vrijednosti farmaceutika za deioniziranu vodu

7, mg/L o1 02 Frat Fuan | Frae<Fabl
0,2 0,6380 1,9870 0,10 6,39 DA
g 2 1,6709 16,1847 0,01 6,39 DA
E 7,5 3,4172 2,6454 1,67 6,39 DA
10 9,9761 1,5859 39,57 6,39 NE
0,2 / / / /
§ 2 0,4722 0,7981 0,35 6,39 DA
g 7,5 0,7842 0,2864 7,50 6,39 NE
10 0,8961 0,6782 1,75 6,39 DA
0,4 14,8206 0,5560 710,46 9,28 NE
g 4 2,5264 4,1963 0,36 6,59 DA
5. 15 30,1362 38,8132 0,60 6,39 DA
= 20 71,8639 48,9253 2,16 6,39 DA
0,2 1,2339 0,7969 2,40 6,39 DA
< 2 1,6410 1,8780 0,76 6,39 DA
=] 7,5 7,4791 6,8321 1,20 6,39 DA
10 4,0893 47,3374 0,01 6,39 DA
0,2 0,1304 0,6979 0,03 6,39 DA
= 2 0,7369 1,2116 0,37 6,39 DA
8 7,5 1,0700 1,4167 0,57 6,39 DA
10 5,3323 3,96081 1,81 6,39 DA

Izracunate F-vrijednosti ve¢ine farmaceutika manje su od teorijskih, Sto zadovoljava
kriterij medupreciznosti u deioniziranoj vodi. Veca odstupanja javljaju se pri nizim
koncentracijama kod OFX, TOR, 1 f-ESTRA. Navedena odstupanja mogu biti posljedica viSih
granica detekcije i kvantifikacije, posebice kod f-ESTRA, ¢ija granica kvantifikacije iznosi 0,5

mg/L.

U vodovodnoj vodi takoder vecina farmaceutika zadovoljava kriterij medupreciznosti,
s obzirom da su im racunske F-vrijednosti manje od tablicnih. Manja odstupanja javljaju se

kod OFX i SMETH pri 7,5 mg/L te kod TOR i KARBA pri nizim koncentracijama.
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Tablica 4.7. F-vrijednosti farmaceutika za vodovodnu vodu

7, mg/L o1 02 Frat Ftan | Frae< Ftabl
0,4 0,5718 13,1409 0,001 9,12 | DA
% 4 9,4862 8,3482 1,29 639 | DA
z 15 253008 | 29,9667 0,71 639 | DA
20 27,7232 67,6329 0,17 639 | DA
0,4 1,1818 1,2396 0,91 928 | DA
B 4 3,8639 12,5932 0,09 639 | DA
< 15 11,5410 6,5922 3,07 639 | DA
20 9,8646 11,6886 0,71 639 | DA
0,2 1,1798 0,8515 1,92 639 | DA
Y 2 2,1902 2,2731 0,93 639 | DA
% 7.5 5,8824 4,8790 1,45 639 | DA
10 5,9095 14,0496 0,18 639 | DA
0,2 1,7911 1,3240 1,83 639 | DA
v 2 5,7790 5,9789 0,93 639 | DA
=
S 7.5 9,6533 3,4107 8,01 639 | NE
10 10,7400 12,5876 0,73 639 | DA
0,2 1,1760 0,4827 5,94 639 | DA
= 2 1,5156 1,5007 1,02 639 | DA
= 7.5 7,4559 2,2354 11,12 639 | NE
’ 10 4,1776 3,1329 1,78 639 | DA
0.2 0,6658 0,5070 1,73 694 | DA
§ 2 0,9290 0,9581 0,94 639 | DA
= 7.5 1,8929 2,5036 0,57 639 | DA
g 10 12337 1,2834 0,92 639 | DA
0,2 0,4930 0,1483 11,05 639 | NE
o 2 1,1925 0,9503 1,57 639 | DA
= 7.5 3,9298 1,7527 5,03 639 | DA
10 4,3062 1,7286 6,21 639 | DA
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Tablica 4.7. (nastavak) F-vrijednosti farmaceutika za vodovodnu vodu

ispod kromatografske krivulje 1 povrSine izraCunate prema umjernim pravcima.

7, mg/L o1 02 Frat Fuan | Frae<Ftan
0,2 2,6402 0,8620 9,38 6,59 NE
g 2 2,3480 2,5821 0,83 6,39 DA
E 7,5 8,0807 5,2295 2,39 6,39 DA
10 5,8357 3,7206 2,46 6,39 DA
0,2 0,1291 0,5541 0,002 6,59 DA
;5 2 0,7829 21,3395 2,00 6,39 DA
g 7,5 2,2007 2,1279 0,01 6,39 DA
10 1,6125 1,8185 0,57 6,39 DA
0,4 0,1915 0,7649 0,06 6,59 DA
é 4 1,6503 1,7312 0,91 6,94 DA
(HDI 15 70,5061 48,0983 2,15 6,59 DA
= 20 106,1277 45,8191 5,36 6,39 DA
0,2 1,13358 5,3125 0,05 6,39 DA
< 2 3,2094 3,6297 0,78 6,39 DA
!
= 7,5 2,2260 6,1138 0,13 6,39 DA
10 4,1033 6,8431 0,36 6,39 DA
0,2 0,6164 0,5225 1,39 6,59 DA
- 2 1,0310 0,8849 1,36 6,39 DA
8 7,5 4,3684 2,1036 4,31 6,59 DA
10 2,8448 2,5677 1,23 6,39 DA
4.7. ISTINITOST

Kiriterij istinitosti provjerava se na temelju podataka ponovljivosti. Tablice 4.8. do 4.19.
prikazuju detektirane i stvarne koncentracije farmaceutika u oba uzorka vode te vrijednosti

iskoriStenja izracunatih kao omjer detektirane 1 stvarne koncentracije, odnosno omjer povrsine
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Tablica 4.8. Podatci istinitosti za amoksicilin

y, mg/L 0,40 3,98 19,88
Detekt. IskoriStenje, Detekt. IskoriStenje, Detekt Iskoristenje,
Voda konc., konc., konc.,

mg/L " mg/L " mg/L v
0,35 89,25 4,14 104,20 15,57 78,31
E 0,36 91,32 4,07 102,36 16,23 81,65
ZE 0,31 79,21 4,10 103,13 16,14 81,19
-§ 0,37 93,40 4,09 102,92 15,90 79,96
0,35 88,21 4,10 103,19 15,72 79,07
Srednje 0,35 88,28 4,10 103,16 15,91 80,04
1,23 303,92 4,52 112,22 18,79 93,23
g 0,95 236,04 4,72 117,08 19,63 97,39
E 1,31 324,87 4,55 112,92 20,71 102,72
E 0,89 220,13 4,48 111,00 17,89 88,75
/ / 4,36 108,17 19,69 97,65
Srednje 1,09 271,24 4,53 112,28 19,34 95,95

Tablica 4.9. Podatci istinitosti za atenolol
y, mg/L 0,40 4,03 20,16
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda konc, Iskoristenje, konc, Iskoristenje, Konc, IskoriStenje,

mg/L " mg/L " mg/L v
0,30 73,81 3,62 89,66 18,75 93,00
E 0,31 75,73 3,61 89,54 18,79 93,22
ZE 0,30 73,81 3,58 88,89 18,78 93,16
- 0,30 75,49 3,62 89,81 18,80 93,26
= 0,29 72,14 3,62 89,71 18,79 93,23
Srednje 0,30 74,20 3,61 89,52 18,78 93,17
0,35 86,52 3,99 99,06 19,32 95,85
3 0,33 81,24 3,67 91,10 19,10 94,74
-§ / / 3,88 96,30 19,02 94,35
E 0,32 79,57 3,78 93,64 19,19 95,20
0,33 81,96 3,78 93,78 19,18 95,15
Srednje 0,33 82,32 3,82 94,78 19,16 95,06
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Tablica 4.10. Podatci istinitosti za prokain

y, mg/L 0,20 1,99 9,96
Detekt. IskoriStenje, Detekt. IskoriStenje, Detekt Iskoristenje,
Voda konc., konc., konc.,
mg/L " mg/L " mg/L v
0,20 97,92 2,00 100,42 10,08 101,21
E 0,19 93,38 2,00 100,25 10,21 102,51
ZE 0,17 87,13 2,01 100,73 10,21 102,50
§ 0,20 99,05 1,99 100,08 10,18 102,21
0,19 94,80 1,99 99,74 10,22 102,65
Srednje 0,19 94,45 2,00 100,24 10,18 102,21
0,27 134,74 1,98 99,31 6,97 69,98
g 0,26 129,55 1,97 98,65 7,09 71,16
E 0,26 132,15 1,96 98,30 7,17 71,97
E 0,26 128,68 1,99 99,89 7,00 70,29
0,26 129,84 1,96 98,50 7,01 70,34
Srednje 0,26 130,99 1,97 98,93 7,05 70,75
Tablica 4.11. Podatci istinitosti za ofloksacin
y, mg/L 0,20 2,01 10,04
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, konc., IskorisStenje, kone. IskoriStenje,
mg/L " mg/L v mg/L v
0,39 196,24 1,58 78,90 10,03 99,90
% 0,24 121,40 1,76 87,42 9,92 98,85
:é 0,40 196,93 1,34 66,91 9,86 98,24
’§ 0,40 200,17 1,80 89,66 10,32 102,77
0,24 121,40 1,65 82,29 10,17 101,32
Srednje 0,34 167,23 1,63 81,03 10,06 100,22
0,16 78,10 1,86 92,82 9,89 98,48
s 0,16 79,97 1,83 91,07 9,88 98,36
E 0,16 77,69 1,88 93,63 9,91 98,66
§ 0,16 81,01 1,89 94,00 9,92 98,85
0,17 84,54 1,84 91,72 9,79 97,49
Srednje 0,16 80,27 1,86 92,65 9,88 98,37
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Tablica 4.12. Podatci istinitosti za sulfametazin

y, mg/L 0,20 2,00 10,02
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, Konc, IskoriStenje, Konc, Iskoristenje,
mg/L v mg/L v mg/L "
0,20 101,58 1,95 97,08 9,99 99,66
E 0,20 101,58 1,95 97,27 9,97 99,48
:E 0,20 101,58 1,95 97,11 9,94 99,20
'§ 0,20 99,76 1,93 96,42 9,96 99,44
0,21 102,80 1,95 97,21 9,95 99,26
Srednje 0,20 101,46 1,94 97,02 9,96 99,41
0,18 88,12 1,91 95,18 9,74 97,23
s 0,17 86,65 1,89 94,06 9,72 97,04
-§ 0,18 88,42 1,90 95,03 9,74 97,24
§ 0,18 89,30 1,90 94,77 9,74 97,24
0,17 85,77 1,89 94,53 9,70 96,82
Srednje 0,18 87,65 1,90 94,71 9,73 97,11
Tablica 4.13. Podatci istinitosti za sulfametoksazol
y, mg/L 0,20 2,02 10,08
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone., Iskoristenje, konc., IskorisStenje, kone. IskoriStenje,
mg/L v mg/L v mg/L v
0,18 91,39 1,63 80,78 8,19 81,21
% 0,18 88,99 1,61 79,98 8,22 81,55
:é 0,17 86,60 1,61 79,74 8,17 81,05
°§ 0,17 84,20 1,61 79,82 8,22 81,51
0,19 93,78 1,62 80,38 8,19 81,27
Srednje 0,18 88,99 1,62 80,14 8,20 81,32
y, mg/L 0,20 2,00 10,04
0,72 357,82 7,28 362,41 37,34 371,87
3 0,71 354,46 7,31 363,87 37,37 372,23
-§ 0,70 347,74 7,33 365,21 37,39 372,43
E 0,73 362,30 7,31 363,87 37,40 372,47
0,71 351,10 7,32 364,76 37,34 371,89
Srednje 0,71 354,69 7,31 364,02 37,37 372,18
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Tablica 4.14. Podatci istinitosti za torasemid

7, mg/L 0,20 2,00 10,00
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, Konc, IskoriStenje, Konc, Iskoristenje,
mg/L v mg/L v mg/L "
0,19 93,26 1,99 99,66 10,17 101,71
E 0,19 93,26 1,99 99,28 10,22 102,20
:E 0,18 88,89 1,99 99,50 10,17 101,73
'§ 0,18 92,17 1,98 99,22 10,22 102,18
0,19 97,09 2,00 100,04 10,19 101,91
Srednje 0,19 92,94 1,99 99,54 10,19 101,95
0,16 80,66 1,90 95,09 9,85 98,46
s 0,16 79,63 1,89 94,42 9,87 98,69
-§ 0,16 80,14 1,91 95,66 9,85 98,50
§ 0,16 81,69 1,91 95,40 9,87 98,71
0,16 80,66 1,91 95,50 9,83 98,27
Srednje 0,16 80,56 1,90 95,21 9,85 98,52
Tablica 4.15. Podatci istinitosti za karbamazepin
», mg/L 0,20 2,00 10,02
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, kone, IskoriStenje, kone. IskorisStenje,
mg/L " mg/L v mg/L %
0,19 96,75 2,14 106,78 10,02 100,05
% 0,19 94,40 2,02 100,58 10,04 100,25
:E 0,21 105,20 1,99 99,10 10,03 100,12
§ 0,20 100,04 1,95 97,46 10,04 100,17
0,21 104,27 1,96 97,81 10,04 100,17
Srednje 0,20 100,13 2,01 100,35 10,03 100,15
0,15 75,86 1,98 98,96 10,20 101,81
s 0,16 78,67 2,00 99,85 10,20 101,84
E 0,15 75,62 2,01 100,16 10,19 101,73
§ 0,16 80,32 2,02 100,61 10,24 102,16
0,15 76,56 2,01 100,07 10,20 101,76
Srednje 0,16 77,41 2,00 99,93 10,21 101,86
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Tablica 4.16. Podatci istinitosti za deksametazon

y, mg/L 0,20 2,00 9,98
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda konc., Iskoristenje, konc., Iskoristenje, Konc., IskoriStenje,
mg/L " mg/L " mg/L v
/ / 0,49 24,53 2,29 22,99
g / / 0,47 23,60 2,30 23,05
IE / / 0,48 23,90 2,29 22,90
-§ / / 0,48 24,07 2,29 22,97
/ / 0,48 24,07 2,30 23,02
Srednje / / 0,48 24,03 2,29 22,99
7, mg/L 0,20 1,98 9,92
1,46 736,41 9,10 458,84 46,38 467,57
s 1,43 720,63 9,06 456,47 46,56 469,31
E 1,41 708,79 9,15 461,40 46,45 468,24
E 1,43 718,65 7,24 364,71 46,39 467,61
1,41 710,76 9,10 458,44 46,41 467,85
Srednje 1,43 719,05 8,73 439,97 46,44 468,12
Tablica 4.17. Podatci istinitosti za f-estradiol
», mg/L 0,40 4,04 20,20
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, kone, IskoriStenje, kone. IskorisStenje,
mg/L " mg/L v mg/L %
0,28 70,38 4,05 100,18 20,50 101,48
% 0,27 67,87 / 0,00 21,85 108,17
:E / 0,00 3,84 95,09 19,25 95,30
§ 0,28 68,87 3,95 97,86 21,25 105,17
0,26 63,84 3,92 96,95 20,20 100,02
Srednje 0,27 67,74 3,94 97,52 20,61 102,03
0,31 76,08 4,72 116,83 24,33 120,45
3 0,33 82,10 4,70 116,23 25,93 128,35
E 0,34 83,74 4,76 117,81 24,33 120,47
§ 0,33 81,00 4,67 115,57 26,61 131,73
0,35 87,57 4,75 117,65 24,91 123,33
Srednje 0,33 82,10 4,72 116,82 25,22 124,87
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Tablica 4.18. Podatci istinitosti za diazepam

y, mg/L 0,20 1,97 9,87
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda konc., Iskoristenje, konc., Iskoristenje, Konc., IskoriStenje,
mg/L " mg/L " mg/L v
0,09 46,80 0,75 38,25 3,87 39,22
g 0,10 49,54 0,74 37,69 3,88 39,32
ZE 0,10 49,38 0,75 37,82 4,20 42,61
'§ 0,09 47,12 0,75 37,77 3,86 39,17
0,09 47,60 0,76 38,35 3,86 39,09
Srednje 0,09 48,09 0,75 37,97 3,93 39,88
7, mg/L 0,20 2,00 9,98
0,75 377,62 5,97 299,32 30,53 305,90
g 0,72 362,62 5,93 297,05 30,68 307,46
E 0,76 380,52 6,00 300,38 30,56 306,17
E 0,66 331,65 6,02 301,69 30,62 306,79
0,65 325,35 6,00 300,58 30,53 305,96
Srednje 0,71 355,55 5,98 299,80 30,58 306,45
Tablica 4.19. Podatci istinitosti za diklofenak
7, mg/L 0,20 1,99 9,94
Detekt. Detekt. Detekt.
Voda kone, Iskoristenje, kone, IskoriStenje, kone. IskorisStenje,
mg/L " mg/L v mg/L %
0,21 104,92 2,07 104,36 10,70 107,69
% 0,19 96,76 2,09 105,31 10,76 108,22
:E 0,19 97,67 2,08 104,73 10,69 107,50
'2, 0,20 99,93 2,10 105,63 10,77 108,33
0,20 99,93 2,10 105,54 10,75 108,12
Srednje 0,20 99,84 2,09 105,12 10,73 107,97
0,19 93,97 2,36 118,88 12,27 123,42
s 0,18 92,29 2,37 119,00 12,29 123,65
'é 0,19 97,88 2,37 119,39 12,30 123,77
§ 0,19 95,65 2,39 120,00 12,35 124,21
0,20 99,56 2,38 119,84 12,31 123,84
Srednje 0,19 95,87 2,37 119,42 12,30 123,78
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Zadovoljavajuce vrijednosti za kriterij istinitosti su ona iskoriStenja koja se nalaze u
intervalu od 90 % do 110 %. U slucaju deionizirane vode, metoda je potpuno zadovoljavajuca
za PROK, SMETH, TOR, KARBA i DCF, a kod ATL i f-ESTRA metoda zadovoljava u dvjema
viS§im koncentracijama. U sluc¢aju vodovodne vode, metoda pri svim trima koncentracijama ne
zadovoljava niti za jedan farmaceutik, ali za dvije viSe koncentracije zadovoljava za ATL, OFX,

SMETH, TOR 1 KARBA.

4.8. RADNO PODRUCJE

Kako je ve¢ definirano, radno podrucje podrazumijeva interval vrijednosti
koncentracija izmedu grani¢nih, ukljucujué¢i ih — kao interval unutar kojega metoda

zadovoljava kriterije, a odreduje se iz podataka linearnosti.
Radna podrucja iznose:

e AMOX:

Deionizirana voda: 0,99 — 20,00 mg/L

Vodovodna voda: 1,00 — 20,00 mg/L
o ATL:

Deionizirana voda: 0,20 — 20,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,05 — 20,00 mg/L
e PROK:

Deionizirana voda: 0,10 — 20,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,10 — 20,00 mg/L
e OFX:

Deionizirana voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,10 — 10,00 mg/L
e SMETH:

Deionizirana voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,10 — 10,00 mg/L
e SMETOX:

Deionizirana voda: 0,25 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,25 — 10,00 mg/L
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e TOR:

Deionizirana voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,25 — 10,00 mg/L
e KARBA:

Deionizirana voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,10 — 10,00 mg/L
e DEKSA:

Deionizirana voda: 0,50 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 1,00 — 10,00 mg/L
e [-ESTRA:

Deionizirana voda: 0,50 — 20,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,50 — 20,00 mg/L
o DIA:

Deionizirana voda: 0,05 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,25 — 10,00 mg/L
e DCF:

Deionizirana voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Vodovodna voda: 0,10 — 10,00 mg/L

Sumarno, moZe se reci kako je radno podru¢je metode u objema vrstama vode od 0,05

mg/L do 20 mg/L.

4.9. ROBUSNOST

U svrhu provedbe ispitivanja robusnosti metode, protok pokretne faze promijenjen je s
0,5 mL/min na 0,45 mL/min i 0,55 mL/min, kako bi se testirala promjena odziva detektora.
Priredene su otopine farmaceutika nazivne koncentracije 7,5 mg/L, a odziv se mjerio u 5
vijalica za svaki farmaceutik. Dobivene vrijednosti srednjih povrSina pikova te relativna
standardna odstupanja 1 koeficijenti korelacije prikazani su u tablici 4.20. za deioniziranu vodu,

a u tablici 4.21. za vodovodnu vodu.

Sve vrijednosti RSD odstupanja manje su od 3 % izuzev f-ESTRA, ¢iji RSD iznosi
28,32 % u deioniziranoj te 13,76 % u vodovodnoj vodi. Mozemo zakljuciti kako metoda

zadovoljava kriterij robusnosti.
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Tablica 4.20. Vrijednosti za ispitivanje robusnosti metode u deioniziranoj vodi

PROTOK 0,45 mL/min 0,50 mL/min 0,55 mL/min

RSD, RSD, RSD
NAZIV Agr STD A STD Agr STD

% % , %
AMOX 1313,32 1,61 0,12 1172,40 5,84 0,50 1062,56 1,86 0,17
ATL 1669,60 2,41 0,14 1504,80 6,56 0,44 1358,56 3,29 0,24
PROK 1507,86 10,58 0,70 1358,46 5,59 0,41 1224,92 3,85 0,31
OFX 1801,44 63,99 3,55 1680,46 36,78 2,19 1429,92 76,01 5,32
SMETH 144422 1,95 0,13 1289,72 5,10 0,40 1161,32 1,51 0,13
SMETOX 1392,98 3,09 0,22 1244,50 1,81 0,15 1130,40 3,37 0,30
TOR 875,06 2,80 0,32 793,38 7,27 0,92 718,26 1,22 0,17
KARBA 1894,08 2,52 0,13 1710,62 4,36 0,25 1557,50 3,31 0,21
DEXA 213,32 0,89 0,42 192,46 0,50 0,26 175,20 0,52 0,30
P-ESTRA 798,68 40,29 5,04 722,72 9,16 1,27 1060,54 | 300,44 | 28,32
DIA 837 5,73 0,68 731,32 4,20 0,57 709,80 15,49 2,18
DCF 1061,08 2,26 0,21 1041,38 45,78 4,40 871,14 1,66 0,19

Tablica 4.21. Vrijednosti za ispitivanje robusnosti metode u vodovodnoj vodi

PROTOK 0,45 mL/min 0,5 mL/min 0,55 mL/min
RSD, RSD, RSD,
NAZIV A STD A STD Asr STD
% % %
AMOX 924,18 | 58,10 6,29 755,50 117,96 | 15,61 760,82 | 22,56 | 2,97
ATL 1644,12 8,12 0,49 1484,06 11,25 0,76 1325,32 7,59 0,57
PROK 1369,54 | 12,60 0,92 | 120590 | 21,53 1,79 1097,74 | 2,99 | 0,27
OFX 1975,06 | 9,57 0,48 1773,40 11,30 0,64 | 1601,78 | 14,80 | 092
SMETH | 136994 | 2,95 022 | 1222,10 2,57 0,21 1103,58 | 4,40 | 0,40
SMETOX | 139298 | 3,08 0,22 1244,50 1,81 0,15 1130,40 | 3,37 | 0,30
TOR 793,48 2,56 0,32 714,30 2,06 0,29 650,32 1,58 | 0,24
KARBA | 1759,96 | 3,66 0,21 1586,12 2,42 0,15 144486 | 508 | 0,35
DEXA 993,06 1,97 0,20 894,86 2,70 0,30 813,20 3,08 | 0,38
B-ESTRA | 823,64 2,80 0,35 763,60 22,63 2,96 756,18 | 104,03 | 13,76
DIA 248464 | 7137 0,30 | 2220,14 3,30 0,15 | 207022 | 542 | 026
DCF 984,88 3,58 0,36 907,86 41,69 4,59 807,86 2,84 | 035
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4.10. SAZETAK REZULTATA

Tablica 4.22. SaZetak rezultata za amoksicilin

mg/L

IZVEDBENA REZULTAT ZADOVOLJAVA
) KRITERIJ
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R?>>0,995 1,0000 /0,9970 DA/DA
Granica
rezultat 0,4970/0,5040
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,9940 / 1,0080
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 72,702 / 63,935
L/mg
Selektivnost, min rezultat 10,77 / 10,74 DA/DA
Preciznost
RSD <10 %
v=0,4 mg/L 1,21/2,57 DA/DA
Ponovljivost vy =4,0 mg/L 0,33 /3,69 DA/DA
y=15mg/L 0,28 /2,61 DA/DA
vy =20,0 mg/L 1,20/2,13 DA/DA
y=0,4 mg/L 5,39 /39,26 DA/NE
Medupreciznost Y =4,0mg/L 0,64 /3,30 DA/DA
y=15mg/L 0,40/3,21 DA/DA
y =20,0 mg/L 1,75/5,63 DA/DA
Fraé<Fteor
y=0,4 mg/L, 0,06 / 0,02 DA/DA
6,39/9,12
: y=40mglL, 0,27 /1,29 DA/DA
Frtest 6,39/6,39
y=175mg/L, 0,55/0,71 DA/DA
6,39 /6,39
y=20,0 mg/L, 1,38/0,17 DA/DA
6,59/6,39
90 % - 110 %
Istinitost v=0,4 mg/L 88.21 /271,24 NE/NE
Iskoristivost vy =4,0 mg/L 103,16/ 112,28 DA/NE
vy =20,0 mg/L 80,04 /95,95 NE/DA
Radno podruje, rezultat 0,9940 — 20,0000 / 1,0080

—20,0000
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Tablica 4.23. SaZetak rezultata za atenolol

IZVEDBENA REZULTAT
. KRITERIJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R?>>0,995 0,9999 / 0,9996 DA/DA
Granica
rezultat 0,1008 / 0,0504
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,2016/0,1008
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 97,857 /103,48
L/mg
Selektivnost, min rezultat 11,08 /11,04 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
v=0,4 mg/L 1,45/3,02 DA/DA
Ponovljivost vy =4,0 mg/L 0,38 /1,00 DA/DA
vy =15 mg/L 0,16/0,77 DA/DA
vy =20,0 mg/L 0,44 /0,50 DA/DA
y=0,4 mg/L 1,61/3,00 DA/DA
Medupreciznost ¥ __4’0 mg/L 0,40/3,13 DA/DA
y=15mg/L 0,15/0,44 DA/DA
y=20,0 mg/L 0,11/0,59 DA/DA
Frae<Fteor
v=0,4 mg/L,
6.39/9.28 0,84/091 DA/DA
vy =4,0 mg/L,
F-test 6.39/6,39 0,93 /0,09 DA/DA
vy=7,5 mg/L
6.39 / 6.38 1,38/0,71 DA/DA
v =20,0 mg/L,
6.39/6,39 16,36 /0,71 NE/DA
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost v =04 mg/L 74,20 / 82,32 NE/NE
v = 4,0 mg/L 89,52 /94,78 DA/DA
y=20,0 mg/L 93,17 /95,06 DA/DA
Radno podrugje, — 0,2016 — 20,0000 / 0,0504

mg/L

—20,0000
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Tablica 4.24. Sazetak rezultata za prokain

IZVEDBENA REZULTAT
) KRITERIJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R%> 0,995 0,9998 / 0,9992 DA/DA
Granica
rezultat 0,0498 / 0,0498
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,0996 / 0,0996
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 176,87 /173,93
L/mg
Selektivnost, min rezultat 12,21 /12,19 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
y=0,2 mg/L 3,64 /3,33 DA/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,36 /0,95 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,27 /0,65 DA/DA
y = 10,0 mg/L 0,63 /0,48 DA/DA
y=0,2mg/L 5,09 /2,40 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,37/0,68 DA/DA
y=7,5mg/L 0,26 /0,54 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,57/1,16 DA/DA
Fraé<Fte0r
y=0,2mg/L, 0,32/1,92 DA/DA
6,39/6,39
: y=2,0mg/L, 0,96 /0,93 DA/DA
Ftest 6.59/6.39
y=7,5mg/L 1,22 /1,45 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 1,25/0,18 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2 mg/L 94,45 / 130,99 DA/NE
y=2,0mg/L 100,24 / 98,93 DA/DA
y=10,0 mg/L 102,21/ 70,75 DA/NE
Radno podruje, regultat 0,0996 — 10,0000 / 0,0996

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.25. Sazetak rezultata za ofloksacin

IZVEDBENA REZULTAT
§ KRITERILJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R®> 0,995 0,9938 / 0,9997 NE/DA
Granica
rezultat 0,0502 / 0,0502
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,1004 / 0,1004
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 215,6 /239,72
L/mg
Selektivnost, min rezultat 15,62 /15,59 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
y=0,2 mg/L 32,82 /3,90 NE/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 3,33 /1,28 DA/DA
vy=17,5mg/L 7,10/0,19 DA/DA
y = 10,0 mg/L 5,70 / 0,45 DA/DA
y=0,2mg/L 2,74 /2,97 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 13,00/ 1,32 NE/DA
y=7,5mg/L 6,74 /0,19 DA/DA
y=10,0 mg/L 1,89/0,53 DA/DA
Fraé<Fte0r
v=0,2mg/L, 35,10/ 1,83 NE/DA
19,25/6,39
5 y=2,0 mg/L, 0,08 /0,93 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=7,5 mg/L 1,18/8,01 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 9,70 /0,73 NE/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2 mg/L 167,23 /80,27 NE/NE
y = 2,0 mg/L 81,03 /92,65 NE/DA
y=10,0 mg/L 100,22 / 98,37 DA/DA
Radno podruje, regultat 0,1004 — 10,0000 / 0,1004

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.26. SaZetak rezultata za sulfametazin

IZVEDBENA REZULTAT
) KRITERIJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R®> 0,995 0,9999 / 0,9999 DA/DA
Granica
rezultat 0,0501 / 0,0501
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,1002 /70,1002
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 164,41 /170,04
L/mg
Selektivnost, min rezultat 17,15/17,13 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
vy=0,2 mg/L 1,19/3,53 DA/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,31/0,47 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,18 /0,60 DA/DA
y = 10,0 mg/L 0,34 /0,25 DA/DA
y=0,2mg/L 1,12/ 1,46 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,36/0,46 DA/DA
y=7,5 mg/L 0,12/0,18 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,19/0,19 DA/DA
Fraé<Fte0r
y=0,2 mg/L, 1,29 /5,94 DA/DA
6,39/6,39
5 y=2,0 mg/L, 0,83 /1,02 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=7,5 mg/L 2,79/ 11,12 DA/NE
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 3,79/1,78 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2mg/L 101,46 / 87,65 DA/NE
y=2,0mg/L 97,02 /94,71 DA/DA
y=10,0 mg/L 99.41 /97,11 DA/DA
Radno podruje, regultat 0,1002 — 10,0000 / 0,1002

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.27. Sazetak rezultata za sulfametoksazol

IZVEDBENA REZULTAT
§ KRITERILJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R®> 0,995 0,9999 / 1,0000 DA/DA
Granica
rezultat 0,1008 / 0,1004
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,2520/0,2510
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 62,11 /44,46
L/mg
Selektivnost, min rezultat 21,06 /21,03 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
vy=0,2 mg/L 3,85/7,90 DA/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,39 /1,15 DA/DA
y=7,5mg/L 0,21 /0,61 DA/DA
y = 10,0 mg/L 0,54 /0,30 DA/DA
y=0,2 mg/L 4,24 /1,52 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,54/0,29 DA/DA
y=7,5mg/L 0,17/0,20 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,26 /0,08 DA/DA
Fraé<Fte0r
y=0,2 mg/L, 042/1,73 DA/DA
6,39/6,94
: y=2,0mg/L, 0,28 /0,94 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=7,5 mg/L 0,87/0,57 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 2,43/0,92 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2 mg/L 88,99 / 354,69 NE/NE
y = 2,0 mg/L 80,14 / 364,02 NE/NE
y=10,0 mg/L 81,32 /372,18 NE/NE
Radno podruje, regultat 0,2520 — 10,0000 / 0,2510

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.28. SaZetak rezultata za torasemid

IZVEDBENA REZULTAT
y KRITERIJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R2> 0,995 0,9997 / 0,9999 DA/DA
Granica
rezultat 0,0500/ 0,1000
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,1000/ 0,2500
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 91,49 /96,81
L/mg
Selektivnost, min rezultat 22,41/22,38 DA/DA

Preciznost
RSD <10%
y=0,2 mg/L 21,77 /2,48 NE/DA

Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,35/ 0,64 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,45/0,55 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,52 /0,45 DA/DA
y=0,2 mg/L 2,88 /0,76 DA/DA

Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,33/0,50 DA/DA
y=7,5mg/L 0,21/0,25 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,23/0,18 DA/DA
Fraé<Fte0r
y=0,2 mg/L, 36,23 /11,05 NE/NE
6,39/6,39
5 y=2,0 mg/L, 1,19/1,57 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=7,5mg/L 5,42 /5,03 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 551/621 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %

Iskoristivost y=0,2 mg/L 92,94 / 80,56 DA/NE
y=2,0mg/L 99,54 /95,21 DA/DA
y=10,0 mg/L 101,95/ 98,52 DA/DA

Radno podruje, regultat 0,1000 — 10,0000 / 0,2500

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.29. Sazetak rezultata za karbamazepin

IZVEDBENA REZULTAT
§ KRITERILJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R®> 0,995 1,0000 / 0,9999 DA/DA
Granica
rezultat 0,0501 / 0,0501
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,1002 /70,1002
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 212,54 /228,75
L/mg
Selektivnost, min rezultat 26,01 /26,59 DA/DA
Preciznost
RSD <10 %
vy=0,2 mg/L 1,55/6,33 DA/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,40/ 0,55 DA/DA
y=7,5mg/L 0,21/0,48 DA/DA
y = 10,0 mg/L 0,46 /0,26 DA/DA
y=0,2mg/L 4,79 /2,71 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 3,80/0,61 DA/DA
y=7,5mg/L 0,17/0,32 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,07 /0,17 DA/DA
Fraé<Fte0r
v=02mg/L, 0,10/9,38 DA/NE
6,39/6,59
5 y=2,0 mg/L, 0,01/0,83 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=7,5 mg/L 1,67 /2,39 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 39,57 /2,46 NE/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2 mg/L 100,13 / 77,41 DA/NE
y = 2,0 mg/L 100,35 /99,93 DA/DA
y=10,0 mg/L 100,15 /101,86 DA/DA
Radno podruje, regultat 0,1002 — 10,0000 / 0,1002

mg/L

—10,0000
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Tablica 4.30. SaZetak rezultata za deksametazon

IZVEDBENA REZULTAT
. KRITERIJ ZADOVOLJAVA
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R?>>0,995 0,9998 / 1,0000 DA/DA
Granica
rezultat 0,2495 /4960
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,4990 / 0,9920
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 117,88 /25,54
L/mg
Selektivnost, min rezultat 26,63 /26,59 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
vy=0,2 mg/L -/1,38 NE/DA
Ponovljivost vy =2,0 mg/L 0,89 /0,80 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,38 /0,57 DA/DA
vy =10,0 mg/L 0,32 /0,31 DA/DA
y=0,2 mg/L -/ 1,53 NE/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 1,5779,58 DA/DA
y=75mg/L 0,15/0,24 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,26 /0,15 DA/DA
Frae<Fteor
y=0,2 mg/L, -/0,00 DA/DA
-/6,59
5 y=2,0 mg/L, 0,35/2,00 DA/DA
Ftest 6,39/6,39
y=7,5mg/L 7,50 /0,01 NE/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 1,75 /0,57 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2mg/L -/ 719,05 NE/NE
Radno podruje, regultat 0,4990 — 10,0000 /

mg/L

0,9920 — 10,0000
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Tablica 4.31. Sazetak rezultata za f-estradiol

IZVEDBENA REZULTAT ZADOVOLJAVA
y KRITERIJ
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R2> 0,995 0,9945 / 0,9914 DA/NE
Granica
rezultat 0,2020 / 0,2020
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,5050/0,5050
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 49,149 / 45,258
L/mg
Selektivnost, min rezultat 30,18 /30,14 DA/DA

Preciznost
RSD <10%
y=0,4 mg/L 45,08 / 0,66 NE/DA

Ponovljivost y=4,0 mg/L 1,27 /0,60 DA/DA
y=15mg/L 4.40/10,08 DA/NE
y =20,0 mg/L 7,27 /10,73 DA/NE
y=0,4mg/L 2,74 /3,62 DA/DA

Medupreciznost ¥ __4’0 mg/L 2,09/0,79 DA/DA
y=15mg/L 5,28 /5,95 DA/DA
Y =20,0 mg/L 4,80 /3,99 DA/DA
Fraé<Fteor
y=0,4 mg/L, 710,46 / 0,06 NE/DA
6,39/9,28
: y=4,0 mg/L, 0,36 /0,91 DA/DA
Ftest 6.59/6,94
y=7,5mg/L 0,60 /2,15 DA/DA
6,39/6,59
y=20,0 mg/L, 2,16/5,36 DA/DA
6,59/6,39
Istinitost 90 % - 110 %

Iskoristivost y=0,4 mg/L 67,74 / 82,10 NE/NE
y=4,0 mg/L 97,52/ 116,82 DA/NE
y=20,0 mg/L 102,03 / 124,87 DA/NE

Radno podrugje, — 0,5050 — 20,0000 / 0,5050

mg/L

—20,0000
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Tablica 4.32. Sazetak rezultata za diazepam

IZVEDBENA REZULTAT ZADOVOLJAVA
. KRITERIJ
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R?>>0,995 0,9999 / 0,9998 DA/DA
Granica
rezultat 0,0247 / 0,0998
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,0493 / 0,2495
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 314,43 /103,53
L/mg
Selektivnost, min rezultat 31,06/31,10 DA/DA
Preciznost
RSD <10%
v=0,2 mg/L 11,20/ 7,56 NE/DA
Ponovljivost vy =2,0 mg/L 0,81/1,53 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,87/0,26 DA/DA
vy =10,0 mg/L 0,39/0,36 DA/DA
y=0,2mg/L 4,86 /8,02 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,85/0,59 DA/DA
v=7,5mgL 0,79/0,26 DA/DA
y=10,0 mg/L 3,87/0,22 DA/DA
Fraé<Fteor
y=0,2 mg/L, 4,22 /0,05 DA/DA
6,39/6,39
] v=2,0 mg/L, 0,76 /0,78 DA/DA
Ftest 6,39/6,39
y=7,5mg/L 1,20/0,13 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 0,01/0,36 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2mg/L 48,09/355,55 NE/NE
vy =10,0 mg/L 39,88 /306,45 NE/NE
Radno podrugje, — 0,0493 — 20,0000 / 0,2495

mg/L

—20,0000
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Tablica 4.33. Sazetak rezultata za diklofenak

IZVEDBENA REZULTAT ZADOVOLJAVA
y KRITERIJ
ZNACAJKA Deionizirana/Vodovodna
Linearnost R2> 0,995 0,9999 / 0,9999 DA/DA
Granica
rezultat 0,0497 / 0,0497
detekcije, mg/L
Granica
kvantifikacije, rezultat 0,0994 / 0,0994
mg/L
Osjetljivost,
rezultat 111,030 / 89,864
L/mg
Selektivnost, min rezultat 33,98 /34,00 DA/DA
Preciznost
RSD <10 %
vy=0,2 mg/L 0,54 /2,70 DA/DA
Ponovljivost y=2,0 mg/L 0,30 /0,48 DA/DA
vy=17,5mg/L 0,16 /0,67 DA/DA
y = 10,0 mg/L 0,42 /0,33 DA/DA
y=0,2 mg/L 3,16/2.27 DA/DA
Medupreciznost v 2,0 mg/L 0,52/0,40 DA/DA
y=7,5mg/L 0,16 /0,25 DA/DA
y=10,0 mg/L 0,33 /0,23 DA/DA
Fraé<Fteor
y=0,2 mg/L, 0,03 /1,39 DA/DA
6,39/6,39
5 y=2,0 mg/L, 0,37 /1,36 DA/DA
Ftest 6.39/6.39
y=75mg/L 0,57/4,31 DA/DA
6,39/6,39
y=10,0 mg/L, 1,81 /1,23 DA/DA
6,39/6,39
Istinitost 90 % - 110 %
Iskoristivost y=0,2mg/L 99,84 /95,87 DA/DA
y=2,0 mg/L 105,12/ 119,42 DA/NE
y = 10,0 mg/L 107,97 / 123,78 DA/NE
Radno podrugje, rezultat 0,0994 — 20,0000 / 0,0994

mg/L

—20,0000
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5. ZAKLJUCAK



Ovim radom razvijena je kromatografska metoda za odredivanje smjese farmaceutika

u deioniziranoj i u vodovodnoj vodi. Uporabljivost metode ispitana je eksperimentima, koji

ukljucuju ispitivanje njezinih izvedbenih znacajki. Uza sve do sada reeno, moze se zakljuciti:

v

v

Metoda je linearna za sve farmaceutike u objema vrstama vode.

Najmanja vrijednost granice detekcije u deioniziranoj vodi iznosi 0,02 mg L' za DIA,

a 0,05 mg L' u vodovodnoj vodi za ATL, PROK, OFX, SMETH, KARBA, DCF.

Najmanja vrijednost granice kvantifikacije u deioniziranoj vodi iznosi 0,05 mg L™ za
DIA, a 0,1 mg L' u vodovodnoj vodi za istih Sest farmaceutika: ATL, PROK, OFX,
SMETH, KARBA, DCF.

Metoda je kod vecéine farmaceutika osjetljivija u deioniziranoj nego li u vodovodnoj

vodi; najosjetljivija je na OFX, ¢ija je osjetljivost 215,60 L/mg u deioniziranoj te 239,72

L/mg u vodovodnoj vodi; najmanje je osjetljiva na f-ESTRA, za koji je osjetljivost

49,14 L/mg u deioniziranoj te 45,26 L/mg u vodovodnoj vodi.

Metoda je selektivna za sve farmaceutike u objema vrstama vode, s obzirom na gotovo

jednake vrijednosti vremena njihova zadrzavanja.

Metoda u potpunosti zadovoljava kriterij preciznosti za AMOX, PROK, SMETOX,

DIA i DCF, s obzirom da je kriterij F-testa za te farmaceutike ostvaren kod svih

koncentracija. ATL, SMETH, TOR i DEXA zadovoljavaju F-test kod tri od Cetiriju

koncentracija. Kod ATL i SMETH javljaju se manja odstupanja pri viSim

koncentracijama, a TOR 1 S-ESTRA pokazuju odstupanja kod niZih koncentracija.

Uvjet vrijednosti relativnog standardnog odstupanja, R*> < 10% — u_potpunosti je
ispunjen za ATL, PROK, SMETH, SMETOX, KARBA, DCF. Odstupanja pri nizim
koncentracijama javljaju se kod AMOX, DEXA, f-ESTRA i DIA u deioniziranoj vodi,
te kod AMOX i DEXA u vodovodnoj vodi.

Metoda je u deioniziranoj vodi istinita za PROK, SMETH, TOR, KARBA i DCF pri

svim koncentracijama, za ATL i f-ESTRA pri dvjema viSim koncentracijama, za

AMOX pri 4 mg/L, a za OFX pri 10 mg/L.
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Metoda je u vodovodnoj vodi istinita za AMOX, ATL, OFX, SMETH, TOR i KARBA

pri dvjema od triju koncentracija, za PROK pri srednjoj koncentraciji, za DCF pri

najnizoj koncentraciji, a za f-ESTRA nije istinita. Metoda za SMETOX, DEXA i DIA

nije istinita niti u jednoj od dvije vrste vode.

v Sumarno radno podruéje metode je od 0,05 mg/L do 20 mg/L u objema vrstama vode.

v’ Metoda je u objema vrstama vode robusnma na promjene protoka za veéinu

farmaceutika, osim za OFX i f-ESTRA u deioniziranoj vodi te za AMOX i f-ESTRA,

kod kojih se javljaju odstupanja RSD vrijednosti iznad 3 % pri promjeni protoka.

Razvijena kromatografska metoda validirana je i ispravna za vecinu farmaceutika.
Moze se zakljuciti da je najprikladnija za odredivanje atenolola, prokaina, diazepama,
sulfametoksazola, karbamazepina i diklofenaka, a najmanje je pouzdana pri odredivanju
ofloksacina i1 f-estradiola. Ovom metodom dokazana je moguénost jednostavnog pracenja
smjese farmaceutika u vodi, §to je neizmjerno vazno u odrzavanju ispravnosti voda. Ispustanje
nekontrolirane otpadne vode u okoli§ predstavlja sve vec¢i problem — ali s ipak postoje¢im
rjeSenjem. Nuzno je pokrenuti podrobnije ispitivanje kakvoée voda prije njihova ispustanja,

kako za dobrobit okolisa, tako 1 za vlastito zdravlje.
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