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CHROMATOGRAPHY METHOD FOR ELVITEGRAVIR ACTIVE PHARMACEUTICAL
INGREDIENT IMPURITIES DETEMINATION

Antonija Radi¢

Elvitegravir is an HIV-1 integrase enzyme inhibitor which, in combination with other drugs is
used to treat human immunodeficiency virus (HIV). During the process of production or
degradation of the active pharmaceutical substance, various impurities are produced that
affect quality and safety of the drug. Determining the purity of the drug includes analytical
methods that can detect, identify, structure and gquantitatively determine the impurities in the
active pharmaceutical substance as well as in the drug itself. In this paper, a fast and efficient
supercritical fluid chromatography (SFC) method for the analysis of impurities has been
developed by using a diode array detector. The developed method is also validated by
determining the following validation parameters: specificity, limit of quantification, precision,
linearity and accuracy.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Aktivna farmaceutska tvar Elvitegravir je inhibitor HIV-1 integraze.* U kombinaciji s
drugim lijekovima koristi se za lijeenje virusa humane imunodeficijencije tipa 1.

Bilo koji sastojak lijeka koji nije definiran kao aktivna tvar ili pomocna tvar u
farmaceutskom proizvodu predstavlja onecis¢enje. Kako bi lijek bio siguran za primjenu
vazno je ispitati njegovu Cistocu, a to ukljuCuje analiticke metode kojima je moguce
detektirati, identificirati, strukturno karakterizirati i kvantitativno odrediti oneéiS¢enja u
aktivnoj farmaceutskoj tvari kao i u samom lijeku. Najvisa preporucena dnevna doza
Elvitegravira je 150 mg. Zahtjevi analiticke metode uvelike su opisani U smjernicama
Medunarodne organizacije za harmonizaciju (engl. International Conference on
Harmonization, ICH). ICH dokument Q3A(R2) donosi smjernice za kontrolu one¢is¢enja u
novim ljekovitim tvarima. Prema tom dokumentu dopustena granica svakoga pojedinoga
poznatog oneciséenja u aktivnoj farmaceutskoj tvari (ako maksimalna dnevna dopustena doza
nije ve¢a od dva grama, tablica 1.) moZe iznositi 0,15 %.%°

Tablica 1. Propisane granice za izvjestavanje, identifikaciju i kvalifikaciju onecis¢enja prema
ICH smjernicama (ICH, 25. listopada, 2006.)

Najvi$a dnevna Granica za Granica za Granica za
doza izvjeStavanje identifikaciju kvalifikaciju
0,10 % ili 1,0 mg/dan | 0,15 % ili 1,0 mg/dan
<2 g/dan 0,05 % (ovisno o tome §to je | (ovisno o tome s§to je
nize) nize)
>2 g/dan 0,03 % 0,05 % 0,05 %

Svrha ovoga diplomskog rada je razviti metodu za kvantitativno odredivanje onecis¢enja
Elvitegravira primjenom fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima te provesti
validaciju razvijene metode koja ukljucuje odredivanje sljedecih validacijskih parametara:

specifi¢nost, granica kvantifikacije, preciznost, linearnost 1 to¢nost.

Antonija Radié¢ Diplomski rad




§ 2. Literaturni pregled 2

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Elvitegravir

Elvitegravir (ELV) je aktivna farmaceutska tvar koja se koristi za lijeCenje osoba
zarazenih virusom humane imunodeficijencije tipa 1 (HIV-1), virusom koji uzrokuje sindrom
steCene imunodeficijencije (AIDS). Prema pravilima Medunarodne unije za Ccistu i
primjenjenu kemiju (IUPAC) naziva se 6-[(2-fluorofenil-3-klor) metil]-1-[(2S)-1-hidroksi-3-
metilbutan-2-il]-7-metoksi-4-okso-1,4-dihidrokinolin-3-karboksilna  kiselina. Molekularna
formula Elvitegravira je C3H23CIFNOs, a molekulska masa iznosi 447,88 Da (slika 1).

Reverzna transkriptaza, proteaza i integraza Ssu enzimi vazni za umnazanje HIV-a u
stanicama domacina i stoga su oni ciljevi lijeka protiv ove virusne infekcije. Elvitegravir je
organska molekula modificirane kinolonske strukture koja posjeduje inhibitorsko djelovanje
na enzim HIV-1 integrazu.! Inhibira enzim i potom sprjecava integraciju genetskog materijala
virusa u genetski materijal zarazenih stanica i na taj nadin smanjuje moguénost
razmnozavanja virusa 1 usporava Sirenje infekcije. Metabolizira se prvenstveno putem
jetrenog enzima CYP3A, a lijek koji inducira ili inhibira CYP3A moze utjecati na
bioraspolozivost Elvitegravira. U lijeenju se koristi u kombinaciji s tvarima koje pomazu
njegovoj stabilizaciji tako S§to usporavaju njegovu razgradnju i time poticu antivirusno
djelovanje.* Oblik terapije koji koristi kombinaciju lijekova, odnosno visokoaktivna
antiretroviralna terapija (HAART, od engl. Highly Active Retroviral Therapy), pomaze u
lije¢enju HIV-1 infekcije tako $to smanjuje replikaciju virusa HIV-1.

Americka organizacija za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration, FDA)
odobrila je 27. kolovoza 2012. godine kombinaciju sljedece Cetiri aktivne tvari u jednoj
tableti: kobicistat, tenofovir, emtricitabin i Elvitegravir. Samo kobicistat djeluje kao

stabilizator, a ostala tri posjeduju anti HIV djelovanje.®

Antonija Radié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 3
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Slika 1. Struktura aktivne farmaceutske tvari Elvitegravira

2.1.1. Virus humane imunodeficijencije

Virus humane imunodeficijencije pripada skupini retrovirusa. Glavna karakteristika
retrovirusa je njthova sposobnost umnazanja mehanizmom reverzne transkripcije kojim
nastaje kopija DNA koja se onda ugradi u stanicu domacina. Infekcija virusom humane
imunodeficijencije je infekcija jednim od dva virusa (HIV-1 ili HIVV-2) koja unistava bijele
krvne stanice odnosno limfocite, te uzrokuje AIDS koji nastaje kao posljedica oslabljenog
imuniteta. HIV-1 je najées¢i u Europi, Aziji i centralnoj, juznoj i isto¢noj Africi. HIV-2 je
glavni virus koji uzrokuje AIDS u zapadnoj Africi.”®

Limfociti, odnosno bijele krvne stanice glavni su cilj ovoga virusa koji onda dovodi do
infekcije. Genetski materijal virusa najprije se ugraduje u DNA zarazene stanice, potom se
umnaza unutar nje i na kraju je razara te ispusta nove virusne Cestice. Nove virusne Cestice
tada zaraze druge limfocite 1 na isti nain ih razaraju. Virus djeluje tako da se pricvrsti na
limfocite koji na svojoj membrani imaju receptorsku bjelancevinu, koja se naziva CDA4.
Stanice s receptorima CD4 uglavnom se nazivaju CD4+ stanice koje aktiviraju i uskladuju
druge stanice imunoloskog sustava, kao $to su B-limfociti, makrofagi i citotoksi¢ni T
limfociti, koje pomaZu unistiti stanice raka ili sli€no. Infekcija HIV-om razara CDA4+,
organizam slabi i ne moze se sam zastititi od infekcije ili nastanka stanica raka. Takoder,
infekcija HIV-om moZe ometati i ulogu B-limfocita odnosno dijela imunoloskog sustava koji
proizvodi protutijela tako Sto dovodi do stvaranja ogromnog broja istih.?

Prijenos infekcije HIV odvija se spajanjem s tjelesnom tekuc¢inom koja sadrzi zarazene
stanice. U takve tekucine ubrajaju se krv, izlu€evine rodnice, sjeme, cerebrospinalna tekuc¢ina
i maj¢ino mlijeko. HIV se prenosi spolnim odnosom, injekcijama ili infuzijama zarazene Krvi

te sa zaraZene majke na dijete tijekom poroda ili preko maj¢ina mlijeka.

Antonija Radié¢ Diplomski rad



§ 2. Literaturni pregled 4

Velik broj ljudi zarazenih HIV-om godinama nemaju nikakve simptome, ali najée$ci
znakovi koji mogu upucéivati da se radi o HIV infekciji su nagli gubitak tezine, groznica,
oteCene limfne zlijezde na vratu i ispod pazuha, bijele mrlje u ustima ili grlu. Svi od tih
simptoma mogu se povezati i s nekom drugom bolesti, ali analizom krvi na HIV moze se
dokazati da su povezani s AIDS-om. Najcesce koristene tehnike koje se koriste u otkrivanju
protutijela u uzorku krvi su imunoenzimska metoda ELISA (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) i Western Blot. Lijekovi za lijeCenje infekcije HIV su inhibitori
reverzne transkriptaze, proteaze i integraze. Svi oni sprje¢avaju virus da se umnaza i na taj
nac¢in usporavaju napredak bolesti. Brojna istrazivanja pokazala su da je lijeCenje
najucinkovitije kad se daje u kombinaciji barem dvaju lijekova jer se moze vise produljiti
zivot nego kad se daje jedan lijek. Takoder, stabilizatori odnosno farmakokineticki pojacivaci
odredene aktivne tvari doprinose boljem djelovanju lijeka na virus. Sva tri inhibitora mogu
dovesti do nekoliko nuspojava kao $to su povracanje, proljev, mucnina i nelagoda u trbuhu,
ali nema svaki od njih istu koli¢inu i trajanje nuspojava.'***

U lijecenju HIV-1 infekcija koristi se HAART terapija koja se pokazala dosta u¢inkovita u
kontroliranju napredovanja virusa tako da moze smanjiti HIV infekciju na vrlo nisku razinu i
tu razinu odrzavati duze vremena nego prijasnjim terapijama. Primjenom antivirusnih lijekova

ciljano se Zeli poboljiati kvaliteta Zivota bolesnika, a potom i produljiti Zivotni vijek."
2.2. Kromatografija

Metoda odjeljivanja sastojaka na temelju njihove razliite raspodjele izmedu dviju faza,
pokretne i nepokretne, naziva se kromatografija. Kromatografski sustav sastoji se od dvije
faze, pokretne i nepokretne, te analiziranog uzorka. Nepokretna faza miruje u
kromatografskoj koloni dok druga, pokretna, nosi uzorak preko nje. Sastojci smjese koji se
odjeljuju nemaju jednaku pokretljivost u nepokretnoj fazi pa se iz kolone eluiraju jedan po
jedan.

Kromatografija se moze Koristiti u preparativne i analiticke svrhe. Preparativna
kromatografija bavi se odjeljivanjem sastojaka iz smjese radi daljnje obrade te se mozZe
smatrati metodom prociS¢avanja. U analitickoj kromatografiji radi sa s malim uzorcima te se
izmedu ostalog pokusava odrediti relativni omjer sastojaka u smjesi.** Postoji vise razli¢itih
vrsta kromatografije ovisno o obliku kromatografske podloge na kojoj se sastojci odjeljuju, o

fiziCkom stanju pokretne i nepokretne faze te 0 mehanizmu odjeljivanja.

Antonija Radié¢ Diplomski rad
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Prema obliku kromatografske podloge, kromatografija se moze podijeliti na
kromatografiju na stupcu odnosno kolonsku kromatografiju i plosnu kromatografiju. Kad
govorimo o fiziCkom stanju pokretne i nepokretne faze, kromatografija moze biti tekuc¢insko-
tekucinska, tekucinsko-Cvrsta, plinsko-tekuéinska, i plinsko-¢vrsta. Prema fizickom stanju
pokretne faze, moze se podijeliti na plinsku, tekucinsku i fluidnu kromatografiju pri
superkriticnim uvjetima. U plinskoj kromatografiji pokretna faza je plin, u tekuéinskoj
tekucina, a u fluidnoj fluid iznad svoje kriticne temperature i tlaka. Sve tri kromatografije
ubrajaju se u tehnike kolonske kromatografije, a tekucinska se moze provoditi i na papiru,
odnosno tankom sloju.™

Na temelju mehanizma odjeljivanja kromatografija se dijeli na adsorpcijsku, afinitetnu,

ionsko-izmjenjivacku, razdjelnu i kromatografiju isklju¢enjem (tablica 2.)

Tablica 2. Podjela kromatografije prema mehanizmu odjeljivanja

Vrsta kromatografije Mehanizam odjeljivanja

Adsorpcijska kromatografija Utemeljen na razli¢itoj adsorpciji sastojaka

uzorka na ¢vrstom nosacéu

Afinitetna kromatografija Utemeljen na posebnim bioloskim
interakcijama izmedu analita i liganda na

nepokretnoj fazi

lonsko-izmjenjivacka kromatografija Utemeljen na razli¢itom afinitetu sastojaka

uzorka prema ionskoj izmjeni

Razdjelna kromatografija Utemeljen na razlicitoj topljivosti sastojaka
uzorka u nepokretnoj fazi (plinska
kromatografija) ili na razli¢itoj topljivosti
sastojaka uzorka u pokretnoj i nepokretnoj

fazi (tekuc¢inska kromatografija)

Kromatografija iskljuenjem Utemeljen na razlicitoj veli€ini i/ili obliku

molekula ili razli¢itom naboju

Antonija Radié¢ Diplomski rad




§ 2. Literaturni pregled 6

2.2.1. Kromatografski parametri

Kromatografski parametri su vazni u kromatografskoj analizi jer se njihovom
optimizacijom postize uspje$nost kromatografskog razdvajanja. Razdvajanje sastojaka smjese
fluidnom kromatografijom pri superkritiénim uvjetima ovisi o odabiru kolone, udjelu i vrsti
modifikatora pokretne faze, sastavu pokretne faze, prirodi sastojka, protoku, volumenu
injektiranja, temperaturi kolone i povratnom tlaku.

Kromatogram predstavlja graficki prikaz ovisnosti odziva detektora o volumenu ili
vremenu eluiranja. Polozaj kromatografske krivulje ili pika daje informaciju za kvalitativnu, a
visina odnosno povrina pika za kvantitativnu analizu.®® Pik na kromatogramu definira se
Sirinom i vremenom zadrzavanja. Sirina pika mjeri se pri osnovici kromatografske krivulje w
ili pri polovini visine wy,.

Vazan parametar za kvalitativnu analizu je vrijeme zadrzavanja (tg). Definira se kao
vrijeme potrebno sastojku da dode do detektora nakon injektiranja u kolonu. Mrtvo vrijeme je
vrijeme koje prode od trenutka injektiranja tvari koja se ne veze na nepokretnu fazu do
trenutka njezine detekcije. Uglavnom se koristi prilagodeno vrijeme zadrzavanja koje se

racuna kao razlika vremena zadrzavanja i mrtvog vremena (jednadzba 1).

t'R = tp — tu (1)

Faktor zadrzavanja, k, predstavlja omjer vremena koje sastojak provede u nepokretnoj fazi
i vremena koje provede u pokretnoj fazi, a racuna se na temelju podataka ocitanih iz
kromatograma, tg i tv (jednadzba 2). Ukoliko je vrijednost faktora k od 1 do 20 utoliko je
odjeljivanje sastojaka uspjesno.*’
tp —ty

k= @)

ty

Prema klasi¢noj teoriji kromatografije uspjesnost odjeljivanja sastojaka na koloni ovisi o
postizanju ravnotezne raspodjele izmedu pokretne i nepokretne faze dok pokretna faza nosi
sastojak kroz kolonu. Broj teorijskih tavana, N, definiran kao broj postignutih ravnoteza
izmedu pokretne i nepokretne faze (jednadzba 3) te visina tavana (H) kvantitativno izrazavaju
djelotvornost kolone. Visina tavana predstavlja omjer duzine kolone (L) i broja teorijskih

tavana (jednadzba 4). Sto su kromatografski pikovi §iri u odnosu na vrijeme zadrzavanja,
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manja je djelotvornost kolone. Teorijski tavan je hipotetska veli¢ina, pa je djelotvornost

kolone to veca §to je veci broj teorijskih tavana.

N =16 (W—b) 3)
L

H= m 4)
B,

V= o (5)

Faktorom razdvajanja, o , definirana je selektivnost kromatografske kolone i takoder se

ratuna na temelju kromatografskih podataka, tr i ty. Sto su vremena zadrzavanja odjeljivanih

.....

t —t
o = R M ©)
tr1 — tm

Razlu¢ivanje pikova, Rs, predstavlja mjeru za selektivnost i djelotvornost kolone.'®*’
Racuna se prema jednadzbi:

_ 2(trz — try)

Ry
Wp1 + Wy

(")

Za uspjesnu analizu vazno je da su susjedni pikovi dobro razluceni. Broj teorijskih tavana,
faktor zadrZzavanja i faktor razdvajanja su povezani s razlu¢ivanjem pikova prema jednadzbi:

n= () ) ®

2.3. Fluidna kromatografija pri superkriti¢cnim uvjetima

Fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima (engl. Supercritical Fluid
Chromatography, SFC) je kromatografska tehnika slicna HPLC (engl. High Performance
Liquid Chromatography) tehnici normalnih faza. Odjeljivanje se temelji na razlic¢itom

afinitetu komponenata uzorka izmedu pokretne i nepokretne faze Sto rezultira eluiranjem
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sastojaka smjese u razli¢itim vremenima. Razlika je u tome Sto se kao pokretna faza koristi
fluid temperature i tlaka iznad svoje kriticne tocke. Primjenjuje se za razdvajanje i
odredivanje skupina spojeva koji se inace ne mogu odrediti niti plinskom niti tekuc¢inskom
kromatografijom. Plinska kromatografija se ne moze upotrijebiti ako spojevi nisu hlapljivi ili
su osjetljivi na poviSenu temperaturu, a tekuéinska ako nemaju kromofora prikladnih za UV-

Vis detekciju.*> 18

2.3.1. Kromatografski sustav

Mogu¢i fluidi koristeni kao pokretna faza u SFC i njihova svojstva prikazani su u
tablici 3. Dusikov oksid ima dostupnu kriticnu tocku, ali je jak oksidans i mijesanjem s
modifikatorom moze izazvati eksploziju. Amonijak ima dobru mo¢ otapanja, ali moze dovesti
do stvaranja krutine amonijevoga karbonata. Voda je lako dostupna i dobro je otapalo, ali je
potrebna ogromna temperatura za postizanje superkriticnih uvjeta. Vise je stvari uzrok tomu
Sto se ugljikov(IV)oksid pokazao kao najbolja pokretna faza za SFC. Ugljikov(IV)oksid je
jeftin, lako dostupan i inertan, nezapaljiv i netoksi¢an i kao takav moze se mijesati s velikim
brojem organskih otapala. Njegova svojstva leze izmedu tekuéine i plina pri odrzavanju
temperature i tlaka iznad njegove kriticne tocke. Kriticna temperatura je temperatura iznad
koje se plin vise ne moze ukapljiti bez obzira na to kakav tlak primijenili, a kriti¢ni tlak je
minimalni tlak koji treba primjeniti da bi plin ukapljili pri kriticnoj temperaturi. Kriti¢na
temperatura i1 kritiéni tlak su karakteristike molekule, ne mogu se mijenjati. Za Cdisti
ugljikov(IV)oksid, definirana kriti¢na temperatura je 31 °C, a kriti¢ni tlak 74 bara. Fazni
dijagram prikazan je na slici 2. Ugljikov(IV)oksid ima nisku viskoznost i povrSinsku napetost
te slabu UV apsorbanciju na niskoj valnoj duljini. Polarnost je slicna heksanu i time ga ¢ini
pogodnim za koristenje kao pokretnu fazu kod eluiranja nepolarnih spojeva. Cisti
ugljikov(IV)oksid nije najbolji izbor kod analize polarnih spojeva i molekula velike

molekulske mase jer moze uzrokovati probleme s topljivoscu.
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| SUPERKRITICNI
' FLUID

=

& TEKUCGA

A FAZA

=

=

PLINOVITA
KRUTA FAZA
FAZA

Temperatura (K)
Slika 2. Fazni dijagram

Tablica 3. Moguce pokretne faze u fluidnoj kromatografiji pri superkriti¢nim uvjetima

Fluid termperatura/oC | 10°pa | Gustoéa/gem”
CO; 31,3 7,39 0,468
N.O 36,5 7,27 0,457
NHs 132,5 11,4 0,235
Metanol 239,4 8,10 0,272
n-Butanol 152,0 3,80 0,228
Diklordifluorometan 11,8 4,12 0,558
Dietil-eter 195,6 3,64 0,265

Pokretnoj fazi dodaje se polarno organsko otapalo (2—40 %) kako bi se povecala topljivost
analita. Postoji niz otapala s razli¢itom snagom eluiranja kako bi se dobila razli¢ita vremena
zadrZavanja za pojedini analit i tako postigla selektivnost. Uporaba modifikatora daje i bolje
kromatografske pikove. NajceS¢e koriSteni su metanol, etanol, izopropanol i1 acetonitril.
Kloroform i etil-acetat koriste se jako malo zbog Stetnog utjecaja na okolis. U brojnim
analizama kao najbolji izbor za eluiranje polarnih spojeva pokazao se metanol jer je lako
dostupan, jeftin, netoksi¢an i potpuno se mijesa s ugljikovim(IV)oksidom u velikom rasponu
temperatura i tlakova. Gradijent obi¢no varira od 2-5 % do 3040 % modifikatora. Koli¢ina

dodanog modifikatora znatno utjece na kriti€nu tocku, pa je vazno odrzavati povratni tlak
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iznad kriti¢ne tocke. Samo male promjene tlaka i temperature mogu uzrokovati drasticne
promjene gustoce pokretne faze, a time i varijacije u vremenu zadrzavanja i rezoluciji.

Modifikator dodan u pokretnu fazu ponekad nije dovoljan za eluiranje jako polarnih i
bazi¢nih smjesa pa se koriste aditivi. Dodaju se u rasponu koncentracija od 0,1 % do 2 % za
organske modifikatore i do 10 % za vodu. Dietilamin i trietilamin dodaju se za poboljSanje
eluiranja bazi¢nih spojeva, dok trifluoroctena, octena i mravlja kiselina za bolje
kromatografske pikove kiselih spojeva. Uzorci koji pokazuju Kisela svojstva ne zahtijevaju
uvijek uporabu aditiva jer je ugljikov(IV)oksid dovoljno kiseo da eluira sve komponente
uzorka.

Sve nepokretne faze razvijene za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti koriste
se 1 u fluidnoj kromatografiji. Kao ¢vrsti nosac koristi se silikagel, aluminijev oksid 1 ionsko-
izmjenjivacka smola. Najc¢eS¢e koriStene skupine nepokretnih faza su umrezene i kemijski
vezane faze na povrsinu silikagela. To su uglavnom lancaste alkilne skupine Cg i Cyg. Punjene
kolone imaju punila ista kao i punila za HPLC kolone, a kapilarne kolone nacinjene su na isti
nacin kao i kolone za GC. Promjer punjenih kolona je 0,5 mm do 4,6 mm i dugacke su 25 cm,
a promjer Cestica punila je 3 um do 10 pm. Kapilarne kolone napravljene su od taljenoga
silicijevog dioksida i dugacke su 10 m do 20 m. Promjer im je 0,05 mm do 0,1 mm, a debljina
filma je 0,05 um do 1 pm. Punjene kolone koriste se za slozene uzorke koji zahtijevaju
odjeljivanje visoke ucinkovitosti dok se kapilarne koriste za uzorke koji sadrZze manje

komponenata.
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2.3.2. Instrumentacija

Vecina dijelova instrumenta za SFC sli¢na je dijelovima instrumenta za HPLC i GC.
Uobicajeni dijelovi za kolonsku kromatografiju su: crpka, injektor za unosenje uzorka, kolona
u termostatski kontroliranom kucéistu, detektor te program za obradu podataka. Shema
instrumenta za SFC prikazana je na slici 3. Dodatni i drugaciji dijelovi instrumentacije koje
ima SFC kromatografski sustav su grani¢nik protoka, regulator povratnog tlaka te detektor s

visokotlaénom proto¢nom c¢elijom koja se koristi za rad pri visokim tlakovima.

1]

Degazer
= CO Modifikator .
Binarna crpka
Komora za mijeiane
SFC modul
_ ] Injektor
Pomocna crpka
co, ' -
st Rashladnik - ./ l
Regulator - = -
povratog taka E—-—-J o s
|
1
Otpad Detektor
Boca za skupljanje
modifikatora

Slika 3. Shematski prikaz Agilent SFC sustava.

Ugljikov(IV)oksid se dovodi iz boce preko rashladnika u komoru za mije$anje pomoénom
crpkom i tu se mijesa s modifikatorom pomocu binarne crpke. Modifikator prije mijeSanja
prolazi kroz degazer (otplinjac) kako bi se uklonio visak plinovitih ¢estica. Grani¢nik protoka
ogranicava protok pokretne faze, a uloga mu je odrzavanje tlaka u kromatografskoj koloni.

Eluiranje moze biti izokratno (sastav pokretne faze je stalan) i gradijentno (sastav pokretne
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faze se mijenja tijekom analize). Injektor sluzi za unoSenje uzorka u pokretnu fazu prije
njenog ulaska u kolonu. Iz bocica za uzorke unosi se tocno odredeni volumen zadan
programom.

Regulator povratnog tlaka (BPR, engl. Back-Pressure Regulator) koristi se za podeSavanje
tlaka u koloni pomocu pipca tako da se izlazni tlak kolone odrzava neovisno o protoku
pokretne faze iz crpke, a mora biti ve¢i od atmosferskog.'*%

Detektor mjeri promjenu fizikalnog ili kemijskog svojstva koju uzrokuje prolaz analita
kroz mjerno-proto¢nu ¢eliju detektora. Budu¢i da je SFC kromatografska tehnika koja
povezuje HPLC i GC tehnike mogu se koristiti i plinskokromatografski i
teku¢inskokromatografski detektori. NajceS¢e koristeni detektori su UV detektor,
fluorescencijski detektor, plamenoionizacijski detektor (FID), dusik-fosfor detektor (NPD),
detektor zahvata elektrona, IR spektrometar i spektrometar masa. Prilikom odabira detektora u
obzir se uzima sastav pokretne faze, vrsta nepokretne faze i brzina protoka. UV-Vis detektori
koriSteni u SFC za razliku od onih u HPLC moraju podnijeti visoki tlak. U ovom
eksperimentu koristen je detekor s nizom fotodioda (slika 4.) koji omogucava snimanje
cijelog spektra analita. Snima u rasponu valnih duljina od 190 nm do 750 nm ili vise. Uzorak
se ozraci polikromatskim zracenjem koje dopire iz volframdeuterijske zarulje i dolazi na
reSetku koja rasprSuje svjetlost prema svakoj valnoj duljini. Svaka dioda mjeri intenzitet
svjetla za odredeni raspon valnih duljina ovisno o poloZaju diode u nizu. Kona¢no dobiveni
spektar zasnovan je na Lambert-Beerovom zakonu. SFC sustavom upravlja se racunalom gdje
se mogu mijenjati i kontrolirati odredeni parametri, a prikupljeni podatci dodatno se

. 152
obraduju. >23

Akromatiéna Optitka Re3etka

leca -Jl g pukotina
| celija |-I
Holmijev |rr

VIS lampa filter
UV lampa

Diodni niz

Slika 4. Dijelovi detektora s nizom fotodioda
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2.4. Usporedba SFC s ostalim kolonskim kromatografijama i primjena

Vrijeme analize i ponovno uravnotezenje kolone u tehnici SFC smanjene su za faktor
3-5 u usporedbi s tehnikom HPLC. S porastom cijene organskih otapala i ekoloske
osvijestenosti kojoj je cilj smanjiti koli¢inu toksi¢nog otpada, SFC se koristi kao ,,zelena
alternativa® HPLC, bilo da se radi o kromatografiji normalnih ili obrnutih faza. SFC je puno
osjetljivija tehnika, posjeduje niz prednosti, ali i nedostataka u odnosu na HPLC i GC

navedenih u tablici 4.

Tablica 4. Prednosti i nedostatci SFC tehnike

Prednosti u odnosu na HPLC Nedostatci u odnosu na HPLC
e Ogranicen izbor pokretne faze
e Vecarezolucija 1 kapacitet e Ogranicena topljivost analita u
e Manje otpadnih organskih otapala pokretnoj fazi
e Veca propusnost e Nepozeljne reakcije s pokretnom
e Brzakalibracija fazom
o Neprikladna za analite topljive u vodi
Prednosti u odnosu na GC Nedostatci u odnosu na GC

e Ogranicen izbor pokretne faze

e Nezeljene reakcije s pokretnom fazom

e SloZeniji sustav

e Dodatak organskih modifikatora
sprjecava upotrebu detektora koji
reagiraju na spojeve s ugljikom (npr.
FID)

e Bolja topljivost

e Siri izbor uzoraka

e Snaga pokretne faze moze se
kontrolirati dodatkom modifikatora

e Pogodna za termicki nestabilne
spojeve

Fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima primjenjuje se u situacijama kada GC ili
HPLC ne zadovoljavaju ili nisu potrebne. Koristi se u analizi parafina, odnosno za
odredivanje ugljikovodi¢nih lanaca formule CnH2n:2. Upotrebljava se za analizu ribljeg ulja
gdje se analiziraju omega-3-masne kiseline koje su vrlo korisne za zdravlje. Takoder, u
kombinaciji s tehnikom ekstrakcije fluidom uz superkritiCne uvjete upotrebljava se za
kontrolu procesa u prehrambenoj industriji. Korisna je u analizi pesticida u uzorcima vode,
kozmeti¢koj industriji za analizu voskova koji sadrze estere s dugim ugljikovodi¢nim
lancima, analizi povrSinski aktivnih tvari 1 eksploziva. Odjeljivanje kiralnih spojeva
predstavlja dosta veliki problem u analitickoj kemiji, ali SFC je u zadnje vrijeme Siroko

prihvacen za analizu ovakve vrste uzoraka. U farmaceutskoj industriji, jako je djelotvorna
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tehnika u analizi visokopolarnih produkata te u prac¢enju razvoja lijeka gdje se analiziraju

onetis¢enja i razgradni produkti.?*

2.5. Validacija analitickih metoda

Razvijene analiticke metode trebaju biti validirane kako bi se osigurala pouzdanost i
to¢nost analitickih podataka. Validacijom dokazujemo da razvijena metoda sluzi svrsi za koju
smo je namijenili odnosno validacija je dokaz da razvijena metoda ispunjava odredene uvjete.
Validaciju analitickih metoda zahtijevaju brojne drzavne regulatorne agencije i industrijski
odbori. Najc¢esce koristeni postupci validacije analitickih metoda propisuje Medunarodna
organizacija za harmonizaciju (ICH, engl. International Conference on Harmonization)-
poglavlje Q2 ,,Validacija analitickih postupaka“ i Organizacija za hranu i lijekove (engl. Food
and Drug Administration, FDA) — ,,Analiti¢cke procedure i validacija metoda za lijekove*.
FDA zahtjeva da se tijekom validacije pokaze 1 dokumentira to¢nost, osjetljivost, specifi¢nost
i ponovljivost analitickih podataka. Sli¢no zahtijeva i Europska agencija za medicinu (EMA,
engl. European Medicines Agency) koja se u svojim smjernicama u potpunosti uskladila s
prijedlozima ICH-a, medunarodnom inicijativom predstavnika regulatornih agencija i
farmaceutske industrije Europe, SAD-a i Japana s ciljem osiguranja sigurnih, kvalitetnih i
u¢inkovitih medicinskih proizvoda. Nadalje, dobra laboratorijska praksa (engl. Good
Laboratory Practice, GLP, 1976. FDA), dobra analiticka praksa (engl. Good Analytical
Practice, GAP), dobra proizvodacka praksa (engl. Good Manufacturing Practice, GMP) i
Medunarodna organizacija za harmonizaciju (engl. International Organization for
Standardization, ISO) daju regulatorne zahtjeve po kojima su postupci validacije postali

obveza.

Dogovoreni i literaturno najcitiraniji parametri validacije su:
1. linearnost, engl. Linearity

2. granica detekcije (LOD), engl. Limit of detection

3. granica kvantifikacije (LOQ), engl. Limit of quantification
4

. preciznost, engl. Precision

ponovljivost, engl. Repeatability

medupreciznost, engl. Intermediate precision

obnovljivost, engl. Reproducibility

(62}

. to¢nost, engl. Accuracy
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6. specifi¢nost/selektivnost, engl. Specificity/ Selectivity

7. podru¢je primjene, engl. Range

Kombinacijom navedenih parametara oblikuje se plan validacije ovisno o tome koji uzorak,

odnosno analit imamo na raspolaganju i ovisno o primijenjenoj analitickoj metodi.

2.5.1. Parametri validacije

Linearnost je parametar koji odreduje podrucje primjene, a izrazava moguénost metode da
unutar odredenog podruc¢ja daje rezultate koji su proporcionalni koncentraciji analita u
uzorku. Odreduje se mjerenjem odziva detektora za razliCite poznate koncentracije standarda.
ICH zahtijeva uporabu najmanje pet koncentracijskih razina uz tri ponavljanja. Procjena
linearnosti provodi se matematicki i graficki. Matemati¢ka procjena ukljucuje linearnu
regresiju koja se izrazava jednadZzbom pravca y = ax + b, gdje nagib pravca (a) ukazuje na
osjetljivost metode, a odsjecak (b) na sustavnu pogresku. Racuna se i koeficijent korelacije r?
koji predstavlja mjeru odstupanja od linearnosti. NajeS¢e se upotrebljavaju dva nacina
grafickog prikaza; grafi¢ki prikaz odstupanja od regresijskog pravca prema koncentraciji ili
logaritmu koncentracije.

Granica detekcije (LOD) je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moZe detektirati, ali
ne nuzno 1 kvantificirati. Odreduje se mjerenjem omjera signala kromatografskog pika i Suma
bazne linije, a prihvatljiv omjer je 2:1 ili 3:1. To se radi razrjedivanjem otopine uzorka ili
dodavanjem analita odredene koncentracije u otopinu uzorka (engl. spiked solution). Takoder,
moze se odrediti 1 statisticki preko racunanja standardne devijacije signala i nagiba prema
jednadzbi LOD=3,3 %0/ a pri ¢emu je a nagib, a o standardna devijacija regresijskog pravca.

Granica kvantifikacije (LOQ) predstavlja najmanju koli¢inu analita u uzorku koja se moze
kvantificirati uz odredenu toCnost 1 preciznost. Posebno ga je vazno odredivati kod
kvantitativnih analiza kod kojih je razina koncentracije analita koji se odreduje vrlo niska
(npr. metode odredivanja razgradnih produkata te metode odredivanja oneciS¢enja $to je cilj
ovoga rada). Dopusteni omjer signala i Suma kod odredivanja LOQ je 10:1. U nekim
slucajevima, LOQ je otprilike dvostruko ve¢a od LOD.

Preciznost predstavlja ponovljivost rezultata dobivenih nizom mjerenja iz istoga
homogenog uzorka. Razlikujemo je u ovisnosti 0 uvjetima u kojima se provodi. Ponovljivost

kao jedna od razina preciznosti odreduje se uzastopnom analizom uzoraka uzetih od istoga
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homogenog uzorka na istom instrumentu, a pripremao ih je isti analiticar. Medupreciznost
predstavlja moguénost metode da proizvodi pouzdane rezultate uz razlicite analitiCare,
instrumente, kolone i kemikalije. Odreduje se unutar istog laboratorija. Obnovljivost rezultata
je vazna ako se metoda koristi u razli¢itim laboratorijima jer Cimbenici poput sobne
temperature, vlage i opreme mogu na to utjecati. Kod odredivanja ponovljivosti ra¢una se
standardno odstupanje (SD), relativno standardno odstupanje (RSD) i interval pouzdanosti
oko srednje vrijednosti.

Tocnost je parametar analiticke metode koji govori koliko se podudaraju stvarna, odnosno
prihvacena referentna vrijednost i srednja vrijednost rezultata dobivenih tijekom analize.
Preporuca se koristit tri koncentracijske razine unutar radnog podrucja metode i provoditi
analizu minimalno tri puta. To¢nost se ispituje na cijelom radnom podru¢ju metode, a provodi
se na glavnoj aktivnoj tvari, u ovome radu Elvitegraviru te na dostupnim onecis¢enjima ON1 i
ONZ2.

Specifi¢nost predstavlja parametar kojim se pokazuje prikladnost odredivanja analita u
prisutnosti drugih komponenata uzorka koje mogu ukljucivati matricu uzorka, produkte
degradacije ili necistoce. U kromatografiji se odabirom optimalnih kolona, sastava pokretne
faze, temperature kolone i uvjeta detekcije postize specificnost. Kromatografske tehnike
poput SFC viSe se temelje na terminu selektivnosti nego specificnosti. Takoder, IUPAC
poti¢e KkoriStenje termina selektivnosti i specificnost definira kao krajnju selektivnost.
Selektivnost daje mogucnost odredivanja vise komponenata istodobno, ali pod uvjetom da ne
smetaju jedna drugoj. U praksi se odreduje usporedbom kromatograma referentnog materijala
1 uzorka, a potrebno je dokumentirati i parametre koji odreduju razlucivanje i simetriju pikova
kako bi se dobili kvantitativni rezultati.

Cetiri najéeséa analiticka postupka kod validacija analiti¢kih metoda su:

L identifikacijski testovi

2 kvantitativni testovi odredivanja sadrZaja one¢is¢enja

% limit testovi za kontrolu one&iiéenja

kvantitativni testovi odredivanja sadrzaja analita u uzorku.

Identifikacijski testovi potvrduju identitet analita u uzorku, a to se obicno postize
usporedbom svojstava uzorka (spektar, kromatografsko ponasanje, kemijska reaktivnost) 1

standarda. Limit testovi 1 kvantitativni testovi sluze za odredivanje oneciS¢enja u

uzorcima i u konacnici daju informaciju o Cisto¢i analiziranog uzorka. Kod ovih testova
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odreduju se validacijski parametri ovisno o primijenjenoj metodi. Kvantitativni testovi za
odredivanje sadrzaja analita u uzorku ukljuuju metodu odredivanja sadrzaja i
ujednacenosti sadrzaja aktivnih tvari, metodu oslobadanja aktivnih tvari, metodu

odredivanja sadrzaja konzervansa, te metodu odredivanja sadrzaja ostatnih otalpalat.26
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Popis polaznih materijala, kemikalija i opreme

Polazni materijali sintetizirani su u TAPI Pliva Hrvatska i kao takvi koriSteni u svrhu

analize. Tablica 5. prikazuje strukture Elvitegravira i njegova dva procesna oneciS¢enja, a

popis koristenih kemikalija nalazi se u tablici 6.

Tablica 5. Popis i strukture spojeva koristenih za SFC analizu

IUPAC naziv Kratica Struktura Proizvodaé
O O
6-b [(2S)-1-hidroksi-3 o OM
-brom-1- -1-hidroksi-3- e .
metilbutan-2-il]-7-metoksi-4- o N | TAPI Pliva
okso-1,4-dihidrokinolin-3- Hrvatska
karboksilat ON1 | ﬁ\““K/OH
0 0
Br
6-brom-1-(1-[(tert- OMe
butildimetilsilil) oksi]-3- | TAPI Pliva
metilbutan-2-il)-7-metoksi-4- o N
okso-14-dihidrokinolin-3- | ON2 | | P Hrvatska
karboksilat W OTBDMS
F o o
6-[(2-fluorofenil-3-klor) metil]- cl o
1-[(2S)-1-hidroksi-3-metilbutan- O O | TAPI Pliva
2-il]-7-metoksi-4-okso-1,4- o N
dihidrokinolin-3-karboksilna ELV

kiselina

Hrvatska
| ﬁ\\‘.‘k/OH
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Tablica 6. Popis koristenih kemikalija

Naziv kemikalije Proizvodat CAS broj Rok valjanosti Cistoéa
MeOH J. T. Baker 1716402801 06/2019 HPLC grade
TEA Sigma-Aldrich 121-44-8 09/2019 HPLC grade
TFA Sigma-Aldrich 76-05-01 09/2019 HPLC grade

Koristena voda je ultravisoke &isto¢e (Mili-Q® Advantage A10, Merck).
Ostala oprema:

e kromatograf: Agilent 1200 i 1260 Infinity SFC module

e mikrovaga: Mettler Toledo XP2U

e analiticka vaga: Mettler Toledo XPE205

e vorteks: IKA Vortex Genius 3

e Ultrazvucna kupelj: Bandelin Sonorex

3.2. Priprema pokretnih faza i otapala

Kao pokretna faza A koristen je ugljikov(lIVV)oksid (CO,). Pokretna faza B pripremljena je kao
smjesa metanola (MeOH), trifluoroctene kiseline (TFA) i trietilamina (TEA) u volumnom
omjeru 200:1:1.

Koristeno otapalo za pripremu uzoraka za SFC analizu bilo je istog sastava kao pokretna

faza B.

3.3. Priprema otopina za SFC analizu

Otopina Elvitegravira koristena za SFC analizu pripremljena je u masenoj koncentraciji 20
mg mL™. Odvagano je 100 mg Elvitegravira u tikvicu od 5 mL na Mettler Toledo XPE205
vagi i nadopunjeno do oznake. Nakon toga su pripremljene otopine dvaju oneciséenja
Elvitegravira koncentracije 0,03 mg mL™ (ON1 i ON2). Na mikrovagi odvagano je 3 mg
svakog onecisc¢enja u tikvicu od 100 mL i nadopunjeno do oznake. Nadalje, pripremljena je

otopina za odredivanje prihvatljivosti sustava koja je sadrzavala 20 mg mL ™" Elvitegravira i
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0,03 mg mL ™" svakoga pojedinoga oneciiéenja. Sve navedene otopine promijesane su na
vorteks mjesalici IKA Vortex Genius i ultrazvucnoj kupelji Bandelin Sonorex.
Priprava otopina koje su koristene u validaciji metode navedena je u poglavlju 3.5 za svaki

validacijski parametar pojedinacno.
3.4. Kromatografski parametri za SFC analizu

SFC analiza pripremljenih otopina provedena je na tri razli¢ite kolone.

e Lux Cellulose-3 dimenzija 250 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 pm

e Agilent Zorbax Rx-Sil dimenzija 150 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 pm

e Acquity UPLC BEH C18 dimenzija 2,1 x 100 mm sa submikronskim Cesticama 1,7 um.
Kromatografski parametri modificirani tijekom analize su protok pokretne faze, udio pokretne
faze B i vrijeme analize. U tim analizama koriSteno je izokratno i gradijentno eluiranje. Od

tablice 7. do tablice 10. navedeni su evaluirani kromatografski parametri provedenih analiza.

Tablica 7. Kromatografski parametri prvog eksperimenta SFC analize.

Agilent Zorbax Rx-Sil dimenzija 4,6 x 150

Kolona i punilo : .
P mm sa submikronskim ¢esticama 5 pm

Pokretna faza A CO;
Pokretna faza B MeOH, TFA, TEA
Protok 1,5mL min*
Tip eluiranja izokratno
. % A % B
Udio pokretne faze 20 20
Vrijeme trajanja 10 min
Temperatura BPR 60 °C
Tlak BPR 140 bar
Volumen injektiranja 5uL
Detektor 260 nm
Temperatura kolone 40 °C
Temperatura injektora za unoSenje uzorka 15 °C
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Tablica 8. Kromatografski parametri drugog eksperimenta SFC analize.

Kolona i punilo

Acquity UPLC BEH C18 dimenzija 2,1 x
100 mm sa submikronskim ¢esticama 1,7 pm

Pokretna faza A CO,
Pokretna faza B MeOH, TFA, TEA
Protok 1 mLmin*t
Tip eluiranja izokratno
: % A % B
Udio pokretne faze 90 10
Vrijeme trajanja 15 min
Temperatura BPR 60 °C
Tlak BPR 140 bar
Volumen injektiranja 5uL
Detektor 260 nm
Temperatura kolone 40 °C
Temperatura injektora za unosenje uzorka 15°C

Tablica 9. Kromatografski parametri treCeg eksperimenta SFC analize.

Kolona i punilo

Lux Cellulose-3 dimenzija 250 x 4,6 mm sa
submikronskim ¢esticama 5 pm

Pokretna faza A CO;
Pokretna faza B MeOH, TFA, TEA
Protok 3mL min™*
Tip eluiranja gradijentno
Vri Je_me/ %A %B
min
0 95 5
2 95 5
3 90 10
4 90 10
5 85 15
.. 6 85 15
Gradijent - 30 20
8 80 20
9 75 25
10 75 25
11 70 30
12 70 30
13 65 35
14 65 35
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Tablica 9. Kromatografski parametri treCeg eksperimenta SFC analize-nastavak

" 15 90 10
Gradijent 16 90 10
Vrijeme trajanja 15 min
Temperatura BPR 60 °C
Tlak BPR 140 bar
Volumen injektiranja 5uL
Detektor 260 nm
Temperatura kolone 40 °C
Temperatura injektora za unosenje uzorka 15°C

Tablica 10. Kromatografski parametri ¢etvrtog eksperimenta SFC analize

Kolona i punilo

Lux Cellulose-3 dimenzija 250 x 4,6 mm sa
submikronskim Cesticama Spum

Pokretna faza A CO;
Pokretna faza B MeOH, TFA, TEA
Protok 3mLmin™
Tip eluiranja izokratno
: % A % B
Udio pokretne faze a5 15
Vrijeme trajanja 12 min
Temperatura BPR 60 °C
Tlak BPR 140 bar
Volumen injektiranja 5uL
Detektor 260 nm
Temperatura kolone 40 °C
Temperatura injektora za unoSenje uzorka 15°C

U tablici 10. prikazani su kromatografski parametri kojima je dobiveno zadovoljavajuce

razdvajanje oba oneciS¢enja medusobno te razdvajanje oba oneciS¢enja od glavne aktivne

tvari Elvitegravira.
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3.5. Validacija metode za odredivanje oneci$¢enja u aktivnoj
farmaceutskoj tvari Elvitegraviru

3.5.1. Specificnost

Specifiénost metode odredena je analizom pojedinaénih otopina Elvitegravira i onecis¢enja
Elvitegravira na razini specifikacijske granice (0,15 % testne koncentracije) te otopine za
odredivanje prihvatljivosti sustava. Pripremljene su dvije zasebne standardne otopine ONL1 i
ON2 masene koncentracije y=0,03 mg mL te otopina Elvitegravira masene koncentracije y=
20 mg mL* prema tablici 11. Tako pripremljena otopina Elvitegravira u masenoj
koncentraciji 20 mg mL ™ predstavljala je testnu koncentraciju.

Tablica 11. Priprema standardnih otopina onec¢is¢enja ON1 i ON2

Standardne Konacna masena
. Odvaga / mg Pocetni volumen / mL koncentracija / mg
otopine )
mL
ELV 100,21 5 20,04
ON1 3,160 100 0,03160
ON2 3,172 100 0,03172
(Sltroeglirv]zri Konaéna masena
. ane. Odvaga / mg Pocetni volumen / mL koncentracija / mg
prihvatljivosti 1
mL
sustava
ON1 3,0235 100 0,030235
ON2 3,0156 0,030156
ELV 200,24 10 20,02

3.5.2. Granica kvantifikacije
Za ispitivanje granice kvantifikacije pripremljena je standardna otopina onecis¢enja na razini
0,05 % testne koncentracije prema tablici 12. Otopina je injektirana Sest puta.

Tablica 12. Priprema standardne otopine onecis¢enja ON1 i ON2 za odredivanje granice
kvantifikacije

Konaé¢na
Standardne Odvaga /m Pocéetni volumen Faktor masena
otopine g g / mL razrjedenja koncentracija /
10°mg mL™
ON1 2,9989 0,89967
100 3,333
ON2 3,1218 0,93654
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3.5.3. Preciznost

Validacijski parametar preciznost ¢ine ponovljivost sustava i ponovljivost metode.

Za ispitivanje ponovljivosti sustava pripremljene su standardne otopine onecis¢enja ONI i
ONZ2 na tri koncentracijske razine 0,05 %, 0,15 % i 0,23 %, prikazane u tablici 13. i tablici 14.
Svaka koncentracijska razina injektira se tri puta.

Tablica 13. Priprema otopina onecis¢enja za ispitivanje ponovljivosti sustava ON1

. Konacna
Koncentracijska Odvaga Pocetni Faktor -

) koncentracija/

razina/ % ON1/mg volumen/ mL | razrjedenja ) L
107 mg mL™

0,05 2,9989 100 3,333 0,8997

0,15 3,1850 100 / 3,1850

0,23 4,7720 100 / 4,7720

Tablica 14. Priprema otopina oneciséenja za ispitivanje ponovljivosti sustava ON2

. Konac¢na
Koncentracijska Odvaga Pocetni Faktor N
_ koncentracija/
razina/ % ON2/mg volumen/ mL | razrjedenja ) L
107" mg mL~
0,05 3,1218 100 3,333 0,9365
0,15 3,1220 100 / 3,1220
0,23 4,8297 100 / 4,8297

Ponovljivost metode odreduje se analizom Sest otopina uzorka Elvitegravira masene
koncentracije y=20 mg mL™. Odvage su prikazane u tablici 16. i svaka je otopljena u 5 mL
otopine onecis¢enja ON1 i ON2. Budu¢i da nije bio dostupan uzorak Elvitegravira koji bi
sadrzavao oba oneci$¢enja, otopine su pripremljene otapanjem uzorka Elvitegravira u otopini
smjese onegis¢enja masene koncentracije y=0,03 mg mL™ (eng. spike solution). Otopina koja

je sadrzavala oba onecis¢enja prethodno je pripravljena prema tablici 15.
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Tablica 15. Priprema standardne otopine oneciscenja za ispitivanje ponovljivosti metode

Naziv Odvaga | Volumen Kona¢na masena Koncentracijska
onediséenja | /mg / mL koncentracija/10mg mL™ | razina oneciiéenja
ON1 3,185 3,185 0,15 %

100
ON2 3,132 3,132 0,15%

Tablica 16. Priprema otopina uzorka Elvitegravira za ispitivanje ponovljivosti metode

Konac¢na masena
_ Odvaga Volumen standardne N
Otopina ) ) koncentracija/ mg
Elvitegravira/ mg | otopine onecis¢enja / mL L1
m
1 102,13 5 20,43
2 102,97 5 20,60
3 102,38 5 20,48
4 103,48 5 20,70
5 101,31 5 20,26
6 102,25 5 20,45

3.5.4. Linearnost
Linearnost je odredena na temelju injektiranja ukupno pet otopina na pet koncentracijskih
razina. Pripravljene su tri standardne otopine oneciséenja iz kojih je pripremljeno ukupno 5
koncentracijskih razina:

1. L1-granica kvantifikacije (y=0,010 mg mL™)

2. L2 (y=0,020 mg mL™)

3. L3(y=0,030 mgmL™)

4. L4 (y=0,040 mg mL™)

5. L5 (y=0,045 mg mL™?)
Otopine za odredivanje linearnosti pripravljene su kako je opisano u tablici 17. i tablici 18.

Otopina L2 dobivena je razrjedenjem otopine L3, a otopina L4 razrjedenjem otopine L5.

Antonija Radié¢ Diplomski rad




§ 3. Eksperimentalni dio 26
Tablica 17. Priprema otopine onecis¢enja za odredivanje linearnosti ON1
Konacna
Otopina Koncentracijska | Odvaga ON1/ Pocetni Faktor masena
P razina/ % mg volumen/ mL | razrjedenja koncentracija/
102 mg mL™
L1 0,05 2,9989 100 3,3333 0,8997
L2 0,10 / / 1,4285 2,0998
L3 0,15 2,9997 100 / 2,9997
L4 0,18 / / 1,25 3,8176
L5 0,23 4,7720 100 / 4,7720
Tablica 18. Priprema otopine oneci$¢enja za odredivanje linearnosti ON2
Konacna
. Koncentracijska | Odvaga ON2/ Pocetni Faktor masena
Otopina . ) ) ..
razina/ % mg volumen/ mL | razrjedenja koncentracija/
102 mg mL™
L1 0,05 3,1218 100 3,3333 0,9365
L2 0,10 / / 1,4285 2,1854
L3 0,15 3,1220 100 / 3,1220
L4 0,18 / / 1,25 3,8638
L5 0,23 4,8297 100 / 4,8297
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3.5.5. Tocnost
Validacijski parametar to¢nosti metode cine parametri odstupanje od linearnosti (engl.
devation from linearity) te analiticki povrat (engl. recovery).

Odstupanje od linearnosti ispituje se na tri koncentracijske razine za svako oneci$éenje
(0,05 %, 0,15 % i 0,23 %). Otopine onecis¢enja priredene su kako je opisano u tablici 19. i
tablici 20.

Analiticki povrat odreduje se usporedbom odziva detektora za otopine poznatih
koncentracija onec¢is¢enja s odzivom detektora za otopine uzorka Elvitegravira otopljenog u
otopini poznatih koncentracija onec¢is¢enja. U tu svrhu pripremljene su standardne otopine
oneci$cenja na tri koncentracijske razine: 0,05 %, 0,15 % i 0,23 % kako je prikazano u tablici
21. i tablici 22. Svaka otopina injektirana je tri puta. Nakon toga u uzorak Elvitegravira
dodaju se prethodno pripravljene standardne otopine oneciséenja (engl. spike solution). Svaka
otopina injektirana je jedanput. Paralelno je pripremljena i otopina Elvitegravira masene

koncentracije y=20 mg mL™ (engl. nonspiked solution).

Tablica 19. Priprema otopina za odredivanje odstupanja od linearnosti za ON1

. Konac¢na
Koncentracijska Odvaga Pocetni Faktor N
_ koncentracija /
razina/ % ON1/mg volumen/ mL | razrjedenja ) L
107" mg mL~
0,05 2,9989 100 3,333 0,8997
0,15 3,1850 100 / 3,1850
0,23 4,7720 100 / 4,7720
Tablica 20. Priprema otopina za odredivanje odstupanja od linearnosti za ON2
.. Kona¢na
Koncentracijska Odvaga Pocetni Faktor N
_ koncentracija /
razina/ % ON1/mg volumen/ mL | razrjedenja ) L
10" mg mL~
0,05 3,1218 100 3,333 0,9365
0,15 3,1220 100 / 3,1220
0,23 4,8297 100 / 4,8297
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Tablica 21. Priprema otopina za odredivanje analitickog povrata za one€iS¢enje ON1
. ] Konac¢na
Koncentracijska Ukupni volumen / N
) Odvaga ON1/mg koncentracija /
razina / % mL 5 L
107" mg mL"™
0,05 1,0048 100 1,0048
0,15 2,9982 100 2,9928
0,23 4,7546 100 4,7546
Tablica 22.Priprema otopina za odredivanje analitic¢kog povrata za onecis¢enje ON2
N ) Konac¢na
Koncentracijska Ukupni volumen / 3
) Odvaga ON2 / mg koncentracija /
razina/ % mL 5 L
107" mg mL~
0,05 1,0362 100 1,0362
0,15 2,9525 100 2,9525
0,23 4,6292 100 4,6292
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§4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Rezultati SFC analize
Provedene su SFC analize Elvitegravira i onecis¢enja ON1 i ON2 na tri razli¢ite kolone. Na
temelju kromatograma dobivenih eksperimentima prikazanim u tablicama 7. do 10.
najprikladnije odjeljivanje Elvitegravira i spomenutih onec¢is¢enja te najbolji kromatografski
pikovi postignuti su na koloni Lux Cellulose-3 dimenzija 250 x 4,6 mm sa submikronskim
Cesticama 5 um koriStenjem parametara prikazanih u tablici 10.

Koristenjem ostale dvije kolone vidljive su lose bazne linije, preklapanje kromatografskih
pikova onecis¢enja ON1 i ON2, preklapanje kromatografskog pika Elvitegravira i bazne linije

te izostanak pikova.

T T G AT A IS YT 1A T/ ArB AN A 1 IFT e 7 11

500 i 2311
\
2 400 %\
S | 2310
g |
3 0 I
3 \‘H
= H
N 200 H ‘
IS I
T
100 M 2568
/|
[l
\
o Lo UL
1 2 3 4 5

Vrijeme zadrzavanja / min

Slika 5. Kromatogram Elvitegravira (tg=2,568 min) i onecis¢enja na koloni Agilent Zorbax
Rx-Sil dimenzija 4,6 x 150 mm sa submikronskim ¢esticama 5 um - preklapanje
kromatografskog pika ON1 (tr=2,319 min) i ON2 (tg=2,311 min)
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Slika 6. Kromatogram Elvitegravira i one¢i$¢enja na koloni Acquity UPLC BEH C18

dimenzija 2,1 x 100 nm sa submikronskim ¢esticama 1,7 um - preklapanje kromatografskog
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Slika 7. Kromatogram Elvitegravira i one¢i$¢enja na koloni Lux Cellulose-3 dimenzija

250 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 pm - izostanak kromatografskog pika

Elvitegravira
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Slika 8. Kromatogram Elvitegravira (tg=3,015 min) i onec¢is¢enja na koloni Lux Cellulose-3
dimenzija 250 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 um prema razvijenoj metodi tipom
izokratnog eluiranja (ON: tg=2,507 min; ON2: tg=1,699 min)
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Slika 9. Kromatogram bazne linije prema razvijenoj metodi na koloni Lux Cellulose-3

dimenzija 250 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 um
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Slika 10. Kromatogram glavne tvari Elvitegravira (tz=3,099 min) prema razvijenoj metodi na

koloni Lux Cellulose-3 dimenzija 250 x 4,6 mm sa submikronskim ¢esticama 5 um

4.2. Validacija metode

Validacijski parametri ispituju se graficki ili matematicki. U tablici 23. prikazani su kriteriji

prihvatljivosti za odredivanje validacijskih parametara prema ICH.

Tablica 23. Kriteriji prihvatljivosti za odredivanje validacijskih parametara

Parametar Kriterij prihvatljivosti
Linearnost

Koeficijent korelacije >0,990

Vrijednost odsjecka u odnosu na izracunatu <10 %

povrsinu testne koncentracije

Granica kvantifikacije

< 0,5 specifikacijske granice

S/N

>10

RSD povrsina svih 6 injektiranja <20%
To€nost

Analiti¢ki povrat 70-150 %
RSD <10 %
Ponovljivost

RSD <20 %
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4.2.1. Specificnost

Specificnost je parametar koji potvrduje da razvijenom metodom mozemo odrediti i

razlikovati jedno onecis¢enje od drugog oneciscenja i glavne tvari. Utvrden je usporedbom

snimljenih  kromatograma standardnih otopina oneciS¢enja ON1

kromatogramom standardne otopine ON1 i ON2.
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Slika 11. Kromatogram standardne otopine onecis¢enja ON1
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Slika 12. Kromatogram standardne otopine onecis¢enja ON2
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Slika 13. Kromatogram standardne otopine oneciséenja ON1 i ON2
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Slika 14. Kromatogram otopine Elvitegravira u koji je dodana standardna otopina
oneciS¢enja ON1 1 ON2
4.2.2. Granica kvantifikacije
Kako bi se ispitala najniza koncentracija analita koja se moze kvantificirati pripremljene su
standardne otopine oneciS¢enja ON1 i ON2 u vrlo niskoj koncentraciji. Svaka otopina je
injektirana Sest puta. Otopina onecis¢enja ON1 pripremljena na koncentracijskoj razini 0,05

% rezultirala je omjerom signala kromatografskog pika i Suma bazne linije od minimalno 12
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dok je otopina onecis¢enja ON2 takoder pripremljena na koncentracijskoj razini 0,05 %

rezultirala omjerom signala kromatografskog pika i Suma bazne linije od minimalno 13. Na

temelju tog omjera i drugi sastojci prisutni u uzorku mogu se kvantitativno odrediti koristec¢i

opisanu metodu. Granica kvantifikacije dodatno se potvrduje validacijom parametara to¢nosti

i linearnosti.

Tablica 24. Omjer signala kromatografskog pika i Suma bazne linije za odredivanje granice

kvantifikacije onecis¢enja ON1

Broj injektiranja Vrijednost povrsine ON1 S/N

1 28,02402 14

2 27,44103 12

3 29,03567 13

4 25,55023 18

5 26,62360 13

6 27,13322 17

Srednja vrijednost 27,80 14
RSD povrsine / % 3,3 /

Tablica 25. Omjer signala kromatografskog pika i Suma bazne linije za odredivanje granice

kvantifikacije onecis¢enja ON2

Broj injektiranja Vrijednost povrsine ON2 S/N
1 28,79023 20

2 28,22852 18

3 26,07594 13

4 25,39916 24

5 27,64178 19

6 27,64261 24

Srednja vrijednost 27,30 19
RSD povrsine / % 4.8 /
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Slika 15. Kromatogram standardne otopine one¢is¢enja ON1 i ON2 za odredivanje granice

kvantifikacije (koncentracijska razina 0,05 %)
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4.2.3. Preciznost

Ponovljivost sustava odredena je analizom standardnih otopina onecis¢enja pripravljenih na
tri koncentracijske razine kako je prikazano u tablici 13. i tablici 14. Svaka otopina je
injektirana tri puta. Ocitane su povrSine ispod kromatografskog pika svakog oneciSéenja te
izraCunata srednja vrijednost i relativno standardno odstupanje (RSD) povrsine. Dobiveni
rezultati prikazani su u tablici 26. i tablici 27.

Tablica 26. Odredivanje ponovljivosti sustava za analizu standardnih otopina oneci$¢enja
ON1

Koncentracijska Broj Vrijednost v?igee?jrrlljoit RSD povrsine
razina/ % injektiranja povrsine ON1 - ON1, %
povrsine ON1

1 28,02402

0,05 2 27,44103 28,17 2,9
3 29,03567
1 104,26159

0,15 2 103,21146 105,87 3,5
3 110,12261
1 163,64085

0,23 2 162,35757 163,73 0,9
3 165,20113

Tablica 27. Odredivanje ponovljivost sustava za analizu standardnih otopina onecisé¢enja ON2

Koncentracijska Broj Vrijednost v?ir'z(cjirrlljoi i RSD povrsine
razina/ % injektiranja povrsine ON2 J¢ ON2, %
povrsine ON2

1 28,79023

0,05 2 28,22852 27,70 5,2
3 26,07594
1 87,96941

0,15 2 89,0530 89,83 2,6
3 92,47467
1 148,91757

0,23 2 150,67189 146,55 3,9
3 140,07481

Dobivene vrijednosti relativnoga standardnog odstupanja povrSine za tri injektiranja
onecis¢enja ON1 i ON2 zadovoljavaju kriterij prihvatljivosti (RSD povrsine < 10%) Ssto
ukazuje na to da je SFC metoda precizna.

U svrhu ponovljivosti metode analizirano je Sest otopina uzorka ELV u koji su dodana
onecis¢enja ON1 i ON2 na koncentracijskoj razini 0,15 %. U tablici 28. prikazani su dobiveni

rezultati.
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Tablica 28. Odredivanje ponovljivosti metode za analizu otopine Elvitegravira.

Uzorak Elvitegravira Postotak ON1 /% Postotak ON2 / %

1 0,148 0,156

2 0,161 0,163

3 0,167 0,160

4 0,158 0,153

5 0,160 0,159

6 0,164 0,161

Srednja vrijednost / % 0,160 0,160
RSD / % 3,95 2,58

Iz dobivenih rezultata uocava se da je relativno standardno odstupanje (RSD) u granicama
prihvatljivosti. Na temelju tog rezultata zaklju¢ujemo da je metoda za odredivanje oneci§¢enja

u uzorku Elvitegravira ponovljiva.

4.2.4. Linearnost

Linearnost metode odredena je na pet koncentracijskih razina. Ishodne otopine su tri
standardne otopine oneciS¢enja ON1 i ON2 koje su pripravljene i dalje razrjedivane kako je
opisano u tablicama 17. i 18. Svaka standardna otopina analizirana je i oCitane su povrsine
ispod kromatografskog pika. Rezultati su prikazani graficki, a iz bazdarnog dijagrama su

odredeni nagib pravca a, odsjecak b i koeficijent linearne regresije R?.

[ S T T

O N b O O

o O O o o
1 1 1 1 J

80 -
60 -
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0 T T T T T 1

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06
y (ON1) 7 mg mLY

Odziv detektora / povrsina

Slika 16. Linearnost odziva detektora za odredivanje ON1 pri 260 nm
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Iz bazdarnog dijagrama odredena je jednadzba pravca s nagibom pravca a =3616,6 i
odsjeckom b =—6,8. Metoda je linearna u zadanom podruc¢ju od 0,05 % do 0,23 % testne

koncentracije uz koeficijent linearne regresije od 0,9946.
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Slika 17. Linearnost odziva detektora za odredivanje ON2 pri 260 nm

Iz bazdarnog dijagrama odredena je jednadzba pravca s nagibom pravca, a=3079,9 i
odsjeckom b=-1,7. Metoda je linearna u zadanom podru¢ju od 0,05 % do 0,23 % testne
koncentracije uz koeficijent linearne regresije od 0,9984.

Na temelju dobivenih rezultata vidljivo je da je metoda linearna za odredivanje
oneci$¢enja u rasponu koncentracijskih razina od 0,05 % do 0,23 %. S obzirom na to da je u
navedenom koncentracijskom podrué¢ju uo¢ena linearna ovisnost odziva detektora 0 masenoj

koncentraciji dovoljna je priprema standardne otopine na jednoj koncentracijskoj razini.

4.2.5. Tocnost

Tocnost metode za odredivanje oneciS¢enja ON1 i ON2 odredena je na otopinama
pripravljenim na tri koncentracijske razine. Svaka otopina injektirana je tri puta. Rezultati za
to¢nost metode odredeni kao odstupanje od linearnosti za odredivanje onecis¢enja prikazani

su u tablicama 29. i 30.
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Tablica 29. Odredivanje to¢nosti metode na tri koncentracijske razine za oneciséenje ON1

.. Vrijednost S'r_ednja S_r_ednja
Koncentracijska Iniektirani v vrijednost | RSD / | To¢nost, | vrijednost
. njektiranje | povrsine v X .
razina/ % ON1 povrsine % % tocnosti /
ON1 %
1 28,02402 107,10
0,05 2 27,44103 28,17 2,9 105,31 107,5
3 29,03567 110,21
1 104,26159 96,44
0,15 2 103,21146 105,87 35 95,53 97,8
3 110,12261 101,53
1 163,64085 98,77
0,23 2 162,35757 163,73 0,9 98,03 98,8
3 165,20113 99,68

Tablica 30. Odredivanje tocnosti metode na tri koncentracijske razine za onecis¢enje ON2

.. Vrijednost S_r_ednja S_r_ednja
Koncentracijska T " vrijednost | RSD/ | To¢nost, | vrijednost
. Injektiranje | povrSine " o gt
razina/ % ON2 povrSine % % tocnosti /
ON2 %
1 28,79023 105,55
0,05 2 28,22852 27,70 5,2 103,60 101,8
3 26,07594 96,14
1 87,96941 93,21
0,15 2 89,05300 89,83 2,6 94,33 95,1
3 92,47467 97,89
1 148,91757 101,22
0,23 2 150,67189 146,55 3,9 102,40 99,6
3 140,07481 95,28
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Analiti¢ki povrat odreden je dodavanjem standardnih otopina onecis¢enja u otopinu uzorka

Elvitegravira na tri koncentracijske razine: 0,05 %, 0,15 % i 0,23 %. Tablica 31. prikazuje

rezultate odredivanja to¢nosti metode odredivanjem analitickog povrata oneciS¢enja na

prethodno navedene tri koncentracijske razine.

Tablica 31. Analiti¢ki povrati onecis¢enja ON1 i ON2 odredeni na tri koncentracijske razine

Srednja
Srednja Povrsine ON u | vrijednost
Povrs§ina vrijednost | otopini uzorka | povrS§ine u Srednja
Otopine standardne povrsine ELV + otopini vrijednost
onelis¢enja otopine standardne standardna uzorka ELV | analitickog
oneciSéenja otopine otopina + standardna | povrata/ %
oneciséenja oneciséenja otopina
oneliS¢enja
Koncentracijska razina 0,05 %
36,89281 35,13211
ON1 34,38488 35,56 33,77029 34,50 97,0
35,41070 34,58384
33,24277 36,47635
ON2 33,13653 32,52 35,09956 35,79 110,1
31,16799 35,79433
Koncentracijska razina 0,15 %
116,63025 117,27477
ON1 120,54436 116,65 117,47610 117,50 100,7
112,77867 117,76286
94,89235 105,38364
ON2 92,85899 93,12 103,45895 104,28 112,0
91,59830 103,99340
Koncentracijska razina 0,23 %
180,42386 188,50623
ON1 178,01102 181,01 185,94496 187,87 103,8
184,01102 189,15138
147,19141 158,52969
ON2 152,14583 149,94 158,01651 158,00 105,4
150,49342 157,44191
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4.3. Sazetak rezultata validacije metode

Tijekom provodenja validacije metode svi odredeni validacijski parametri zadovoljavaju

kriterije prihvatljivosti prema propisanim pravilima ICH, a saZeto su prikazani u tablici 32.

Tablica 32. Sazetak parametara i rezultata validacije metode za odredivanje onec¢iS¢enja ON1

i ON2
Parametar Kriterij Rezultati Zﬁ?t\; c:l%a_va
validacije prihvatljivosti ON1 ON2 (DA / NE)
Linearnost
rﬁgﬁ;;f}fae”t lineare > 0,990 0,9946 0,9984 DA
Vrijednost odsjecka
?Z?:ér:lcf;un ;ovréinu =10,0% 6.7% 1.8% DA
testne kocentracije
Granica kvantifikacije
SIN >10 12 13 DA
RSD povrsine <20% 3,3% 4,8 % DA
Toénost
0,05 % 97,0 % 110,1 % DA
Analiticki | 15 ¢ 70-150 % 100,7 % 112,0 % DA
povrat
0,23 % 103,8 % 105,4 % DA
0,05 % 29% 52 % DA
RSD 0,15 % <10% 3,5% 2,6 % DA
0,23 % 0,9 % 3,9% DA
Ponovljivost
0,05 % 2,9 % 5,2% DA
RSD 0,15 % <20% 3,5% 2,6 % DA
0,23 % 0,9 % 3,9% DA
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§ 5. ZAKLJUCAK

Provedenim eksperimentima uspje$no je razvijena brza i uCinkovita metoda fluidne
kromatografije pri superkriticnim uvjetima za odredivanje aktivne farmaceutske tvari
Elvitegravira i njena dva procesna onecis¢enja. Koristeno je izokratno ispiranje na analitickoj
koloni te detektor s nizom dioda.

U okviru ovog rada pokazano je da je razvijena metoda odredivanja procesnih oneciS¢enja
Elvitegravira fluidnom kromatografijom pri superkriticnim uvjetima linearna, to¢na i
ponovljiva. Testirani su validacijski parametri: specifi¢nost, granica kvantifikacije, preciznost,
linearnost 1 tocnost. Specificnost je evaluirana primjenom analiti¢kih kolona razli¢itog punila
te je za istrazivanje ostalih validacijskih parametara odabrana kolona najboljeg razlucivanja
izmedu pikova Elvitegravira i njegovih procesnih onecis¢enja. Granica kvantifikacije
odredena je na koncentracijskoj razini 0,05 % za oba oneciScenja i dobivene su prihvatljive
vrijednosti ponovljivosti, odziva detektora, vrijednosti omjera signala i Suma te analitickog
povrata. Linearnost metode potvrdena je za oba onecis¢enja u koncentracijskom rasponu od
0,05 % do 0,23 % uz odziv detektora linearno proporcionalan koncentraciji. To¢nost metode
odredena je na tri koncentracijske razine: 0,05 %, 0,15 % i 0,23 % te je prikazana analiti¢kim
povratom koji je u rasponu od 97,0 do 112,0 % za oba oneéiS¢enja. Ponovljivost sustava
odredena je na tri koncentracijske razine te je prikazana relativnim standardnim odstupanjem
(RSD) sto se nalazi u rasponu od 0,9 % do 5,2 % za odredivanje oba oneéiS¢enja §to
zadovoljava postavljene kriterije prihvatljivosti. ViSestrukim pripremama uzorka uz dodatak
poznate koli¢ine oneciS¢enja ON1 1 ON2 potvrdena je i ponovljivost metode.

KoriStena tehnika fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima primjenjiva je kao
tehnika u zelenoj kemiji. Vazna nacela zelene kemije koja se primjenjuju koriStenjem ove
tehnike ukljucuju prevenciju otpada, koriStenje manje Stetnih otapala i povecanje energetske
ucinkovitosti. Ugljikov(IV)oksid upotrijebljen kao fluid pri superkritiénim uvjetima je
netoksican, nezapaljiv i inertan i na taj nacin pridonosi ekoloskoj osvijestenosti. Vrijeme
analize i ponovno uravnoteZenje kolone u fluidnoj kromatografiji pri superkritiénim uvjetima

znatno su  smanjeni u odnosu na druge slicne kromatografske tehnike.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA | SIMBOLA

Oznaka Naziv
AIDS Sindrom ste¢ene imunodeficijencije
o Faktor razdvajanja

BEH cdestice

Hibridne Cestice povezane etilenskim mostom

(engl. Bridged — Ethylene Hybrid Particles)

Regulator povratnog tlaka (engl. Back —

BPR Pressure Regulator)
DAD Detektor s nizom dioda
DAP Dobra analiti¢ka praksa
DLP Dobra laboratorijska praksa
DNA Deoksiribonukleinska kiselina
ELISA Imunoenzimska metoda (engl. Enzyme —
Linked Immunosorbent Assay)
ELV Elvitegravir
EMEA Europska agencija za medicinu
CDA Organizacija za hranu i lijekove (engl. Food
and Drug administration)
FID Plamenoionizacijski detektor
Plinska kromatografija (engl. Gas
eC Chromatography)
H Visina kromatografskog pika
HAART Visokoaktivna antiretroviralna terapija
HIV Virus humane imunodeficijencije
Tekucinska kromatografija visoke
HPLC djelotvornosti (engl. High Performance

Liquid Chromatography)
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Medunarodna organizacija za harmonizaciju

ICH (engl. International Conference on
Harmonization)
k Faktor zadrzavanja
LOD Granica detekcije
LOQ Granica kvantifikacije
MeOH Metanol
NPD Dusik-fosfor detektor
Rs Razluéivanje pikova
Fluidna kromatografija pri superkritiénim
SFC uvjetima (engl. Supercritical Fluid
Chromatography)
TBDMS tert-butildimetilsilil
TEA Trietilamin
TFA Trifluoroctena kiselina
tr Vrijeme zadrzavanja
Wh Osnovica kromatografske krivulje
Wh Polovica visine kromatografske krivulje
Tekucinska kromatografija ultra visoke
UPLC djelotvornosti (engl. Ultra Performance

Liquid Chromatography)
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