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§ 1. UVOD 

 

Kako bi korištenje lijeka bilo sigurno potrebno je poznavati oneĉišćenja koja se u njemu 

nalaze. Oneĉišćenja u lijekovima neţeljene su tvari  koje uz aktivnu farmaceutsku supstanciju 

mogu nastati uslijed proizvodnje lijeka ili njegovom razgradnjom. Ona mogu biti toksiĉna i 

kancerogena te uzrokovati nuspojave i utjecati na aktivnost i stabilnost lijeka. Zbog toga su 

zakonom propisane granice za sve vrste oneĉišćenja i dane zakonske regulative koje 

zahtijevaju strogu kontrolu lijekova. Ispitivanja ĉistoće lijeka ukljuĉuju primjenu analitiĉkih 

metoda za detekciju, identifikaciju, strukturnu karakterizaciju i kvantitativno odreĊivanje 

oneĉišćenja.
1 

Aktivna farmaceutska tvar elvitegravir je inhibitor HIV-1 integraze.
2
 U kombinaciji s 

drugim lijekovima koristi se za lijeĉenje HIV-1 infekcije. Za analizu elvitegravira koristi se 

tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti spregnuta sa spektrometrijom masa.
3,4 

U ovom radu razvijena je metoda tekućinske kromatografije ultravisoke djelotvornosti za 

analizu oneĉišćenja i razgradnih produkata lijeka elvitegravira. Pomoću raĉunalnog programa 

DryLab dobiveni su optimalni uvjeti metode: temperatura kolone, vrijeme gradijentnog 

eluiranja i pH mobilne faze. Ti uvjeti korišteni su za UHPLC i 2D-LC-MS analizu razgradnih 

produkata elvitegravira forsiranom razgradnjom. Forsirana razgradnja provodila se u luţini, 

kiselini, peroksidu te zagrijavanjem. Analizom rezultata dobivenih tehnikom 2D-LC-MS/MS 

pretpostavljene su strukture ragradnih produkata te njihova fragmentacija.  
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§ 2. LITERATURNI PREGLED 

2.1. Elvitegravir 

 

Elvitegravir (ELV) je aktivna farmaceutska tvar koja se u kombinaciji s drugim lijekovima 

koristi za lijeĉenje HIV-1 infekcije. Molekulska formula ELV-a je C23H23ClFNO5, a njegova 

molarna masa iznosi 447,883 g mol
-1

 (slika 1).  

Gotovo 5000 ljudi svakog dana umre od posljedica infekcije virusom humane 

imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus, HIV), a zarazi se pribliţno 7200 

ljudi. Kombinirana upotreba lijekova dio je visokokomponentne antiretrovirusne terapije  

(engl. Highly active antiretroviral treatment, HAART) za lijeĉenje HIV-1 infekcije. Pomoću 

HAART terapije replikacija virusa HIV-1 znaĉajno je smanjena.
5,6 

Elvitegravir je inhibitor HIV-1 integraze.
2
 Integracija je prepoznatljiv i bitan proces 

infekcije virusom HIV-1. HIV-1 integraza je jedan od tri glavna enzima virusa HIV-1 i 

neophodan je za ugradnju provirusne DNA HIV-1 u genomu stanice domaćina.
7 

Inhibitori 

integraze ne sprjeĉavaju ulazak virusa u stanicu, već onemogućuju ugradnju virusnog 

genoma u genom stanice domaćina te u kombinaciji s drugim lijekovima mogu pridonijeti 

sprjeĉavanju daljnjeg razvoja bolesti, smanjiti njene simptome, te produţiti ţivotni vijek 

bolesnika.
5,8  

 

 

Slika 1. Struktura Elvitegravira 
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2.1.1. HIV 

 

Otkrićem i upotrebom antibiotika, u razdoblju nakon drugog svjetskog rata, zarazne su bolesti 

izgubile znaĉaj kakav su imale kroz povijest. U zadnjim desetljećima dvadesetog stoljeća 

pojavili su se novi izazovi, prvenstveno u obliku virusnih patogena, meĊu kojima je i HIV.
9 

HIV pripada lentivirusima, podskupini porodice Retroviridae, retrovirusa, koji uzrokuju 

spore infekcije i imaju dugu inkubaciju te je uzroĉnik steĉenog sindroma imunodeficijencije 

(engl. Acquired Immunodeficiency syndrome, AIDS).
10 

Do danas su HIV i AIDS jedni od 

najvećih zdravstvenih problema u svijetu, koji su odnijeli više od 25 milijuna ţivota, a 

trenutno s tim virusom ţivi 36,7 milijuna osoba.
7,11 

HIV ima sferni oblik te sadrţi dva identiĉna lanca RNA i enzime nuţne za replikaciju 

virusa i formiranje novih virona: reverznu transkriptazu (RT), integrazu (p32) i proteazu. 

Ovijen je  lipidnim omotaĉem koji na svojoj površini ima glikoproteinske izdanke gp 120 i gp 

41. Nakon ulaska virusa u citoplazmu stanice, virusna reverzna transkriptaza prevodi 

jednolanĉanu genomsku RNA u dvolanĉanu DNA. Nastala provirusna DNA pomoću virusne 

integraze ugraĊuje se u staniĉni genom jezgre.
10 

Postoje dva tipa virusa: HIV-1 i HIV-2. Oba tipa virusa potjeĉu iz središnje Afrike. 

Istraţivanja pokazuju da HIV-1 potjeĉe od virusa imunodeficijencije majmuna (engl. Simian 

immunodeficiency virus, SIV) koji izaziva imunodeficijenciju ĉimpanza. Pretpostavlja se da je 

evolucijski prijelaz s ĉimpanzi na ljude trajao nekoliko stotina godina.
12 

HIV-1 infekcija zapoĉinje ulaskom virusa u organizam seksualnim putem, preko inficirane 

krvi, vertikalnim prijenosom s majke na dijete putem placente ili dojenjem. HIV-1 ulaskom u 

krv inficira specifiĉnu vrstu bijelih krvnih stanica, T-limfocite koji na svojoj površini imaju  

CD4 proteine, koji su receptori za virus. Virus se mnoţi, uništava ih i postepeno dolazi do 

slabljenja imuniteta te pojave razliĉitih infekcija i tumora.
7 

Lijeĉenje HIV-1 infekcija vrlo je uĉinkovito. U lijeĉenju se koristi HAART terapija koja 

se pokazala djelotvornom u kontroliranju progresije virusa.
13

 Glavni cilj primjene antivirusnih 

lijekova je poboljšanje kvalitete ţivota bolesnika i produljenje ţivotnog vijeka. Prevencija se 

odnosi na promjenu seksualnih navika i obavezno testiranje krvi davatelja.
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2.2. Kromatografija 

 

Kromatografija je široko primjenjiva  metoda koja omogućuje razdvajanje, identifikaciju i 

odreĊivanje spojeva u smjesi. Najĉešće je korištena analitiĉka tehnika u farmaceutskoj 

industriji.  

Sustav za kromatografsko razdvajanje sastoji se iz dvije faze, mobilne (pokretne) i 

stacionarne (nepokretne) faze. Uslijed kromatografskih analiza mobilna faza nosi komponente  

uzorka kroz stacionarnu fazu, a razdvajanje komponenti temelji se na njihovim razliĉitim 

brzinama kretanja kroz stacionarnu fazu.
14

  

S obzirom na pojedina svojstva, kromatografske tehnike mogu se podijeliti na više naĉina. 

Uobiĉajene su tri podjele: prema agregatnom stanju pokretne faze, prema obliku 

kromatografske podloge i prema fizikalno-kemijskim procesima.  

Osnovna podjela prema obliku kromatografske podloge je na plošnu kromatografiju i 

kromatografiju na stupcu. 

S obzirom na agregatno stanje pokretne faze, kromatografske tehnike dijele se na: 

tekućinsku kromatografiju (pokretna faza tekućina),  plinsku kromatografiju (pokretna faza 

plin) i fluidnu kromatografiju pri superkritiĉnim uvjetima (pokretna faza fluid).
15 

Prema fizikalno-kemijskim procesima, odnosno prema mehanizmu odvajanja 

kromatografija se dijeli na: adsorpcijsku, razdjelnu, afinitetnu, ionsko-izmjenjivaĉku 

kromatografiju i kromatografiju iskljuĉenjem (tablica 1). 
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Tablica 1. Podjela kromatografije prema mehanizmu odjeljivanja  

Vrsta kromatografije Mehanizam odvajanja 

Adsorpcijska kromatografija 
Razliĉita adsorpcija sastojaka uzorka na površini 

ĉvrstog adsorbensa 

Razdjelna kromatografija 

Razlika u topljivosti sastojaka uzorka u 

nepokretnoj fazi (plinska kromatografija); razlika 

u topljivosti sastojaka uzorka u pokretnoj i 

nepokretnoj fazi (tekućinska kromatografija) 

Afinitetna kromatografija 
Specifiĉne biološke interakcije analita i liganda 

na nepokretnoj fazi 

Ionsko-izmjenjivaĉka kromatografija 
Razlika u afinitetu sastojaka uzorka prema 

ionskoj izmjeni 

Kromatografija iskljuĉenjem 
Iskljuĉenje na temelju razlika u veliĉini i/ili 

obliku molekula 

 

 

2.2.1. Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti 

 

Tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid 

chromatography, HPLC) najšire je korištena kromatografska metoda zahvaljujući brzini i 

vrlo niskoj granici detekcije.
14 

U današnjoj farmaceutskoj industriji zauzima vaţnu ulogu, pri 

ĉemu se primjenjuje u fazi otkrića, razvoja i proizvodnje lijekova.
16 

Tehnikom HPLC 

provjerava se ĉistoća i kvaliteta lijekova te se uspješno primjenjuje za razdvajanje, 

kvalitativno i kvantitativno odreĊivanje aktivne farmaceutske tvari, degradacijskih produkata, 

reakcijskih oneĉišćenja i sintetskih intermedijera.
17 

TakoĊer, koristi se u svrhu praćenja 

sintetskih reakcija u kontroli kvalitete.
 
Razdvajanje se temelji na interakciji analita izmeĊu 

stacionarne i mobilne faze, a razliku od tekućinske kromatografije ĉini primjena tlaka od 50 

do 350 bara.
 

Uspješna primjena metode HPLC zahtijeva kombinaciju razliĉitih uvjeta kao što su vrsta 

punjenja kolone i sastav pokretne faze, duljina i promjer kolone, protok pokretne faze, 

temperatura kolone i koliĉina uzorka. Kako bi odabrali najbolju kombinaciju kromatografskih 

uvjeta, potrebno je razumjeti razne faktore koji mogu utjecati na razdvajanje.
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Naime, HPLC se sastoji od jednog ili više spremnika otapala, pumpe koja omogućuje 

protok mobilne faze, injektora za unošenje uzorka, kolone, razliĉitih vrsta detektora te 

programa za obradu podataka.
 

Sustav za unošenje uzoraka injektira uzorak u mobilnu fazu kontinuiranog protoka koja ga 

donosi na kolonu, a nakon toga na detektor. Protok mobilne faze kroz sustav moţe biti 

izokratan, što znaĉi da je sastav mobilne faze tijekom cijelog trajanja analize istog sastava ili 

gradijentan, što znaĉi da se sastav mobilne faze mijenja tijekom analize. 

 Dokazivanje i odreĊivanje sadrţaja provodi se primjenom razliĉitih detektora, poput 

spektrofotometra, detektora s nizom fotosenzitivnih dioda (engl. Diode Array Detector, 

DAD), fluorescencijskog detektora (engl. Fluorescence Detector, FLD), elektrokemijskog 

detektora (engl. Electrochemical Detector, ED), detektora indeksa loma (engl. Refractive 

Indeks Detector, RID) ili detektora raspršenja svjetlosti u uparenom uzorku (engl. 

Evaporative Light-Scattering Detector, ELSD).
1 

Detektor je spojen na raĉunalni sustav za 

obradu podataka koji pomoću elektriĉnog signala generira grafiĉki zapis na ekranu, 

kromatogram. Dobar detektor osjetljiv je na niske koncentracije analita, nije osjetljiv na 

promjene temperature i sastav mobilne faze te osigurava linearan odgovor u širokom 

koncentracijskom podruĉju.
 

Danas se HPLC tehnika povezuje u sloţene sustave s nizom drugih naĉina dokazivanja i 

odreĊivanja razdvojenih sastojaka smjese, poput vezanog sustava tekućinske kromatografije i 

spektrometrije masa (LC-MS), nuklearne magnetske rezonancije (LCNMR) ili infracrvene 

spektroskopije (LC-IR) i dr.
 

HPLC ima niz prednosti meĊu kojima se istiĉe brzina, visoka rezolucija, osjetljivost, 

ponovljivost, toĉnosti i automatiziranost, zbog ĉega je postala nezaobilaznom tehnikom kako 

u farmaceutskoj industriji, tako i u analitici općenito. 

 

2.2.2. Kromatografski parametri 

 

Prilikom razvoja kromatografske metode postoji niz parametara koje treba optimizirati kako 

bi se postigli ţeljeni rezultati. TakoĊer, poznato je da je sastavni dio svake metode ispitivanje 

prikladnosti sustava u svrhu osiguravanja valjanog provoĊenja kromatografskog postupka. 

Razdvajanje komponenti smjese tekićinskom kromatografijom ovisi o prirodi sastojaka, pH-
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vrijednosti mobilne faze, punilu kolone, protoku, volumenu injektiranja, temperaturi kolone te 

tlaku.  

Kromatogram je grafiĉki prikaz odziva detektora u ovisnosti o volumenu ili vremenu. 

Poloţaj kromatografskog pika koristi se za kvalitativnu, a visina odnosno površina pika za 

kvantitativnu analizu.
18 

Jedan od glavnih parametara je vrijeme zadrţavanja (tR) koje daje kvalitativne informacije 

o analiziranom spoju. Vrijeme zadrţavanja je vrijeme potrebno analiziranom spoju da nakon 

injektiranja doĊe do detektora. Ĉesto se koristi prilagoĊeno vrijeme zadrţavanja (t
'
R), a ono 

predstavlja razliku vremena zadrţavanja i vremena zadrţavanja nezadrţavanog sastojka (tM). 

Vrijeme potrebno analiziranom spoju da proĊe kroz kolonu ovisi o faktoru zadrţavanja 

(k), koji predstavlja omjer vremena koje sastojak provede u nepokretnoj fazi i vremena u 

kojemu putuje u pokretnoj fazi. 

 

  
     

  
  (1) 

 

Parametri procjene djelotvornost kolone su razluĉivanje (RS) i faktor razdvajanja (α). 

Razluĉivanje predstavlja mjeru djelotvornosti separacije dvaju kromatografskih pikova. 

Ukoliko je veće od 1,5 utoliko su dva susjedna pika na baznoj liniji odijeljeni. Raĉuna se 

prema jednadţbi (2) gdje je su wb1 i wb2 širine pikova pri osnovici. 

 

     
          

       
 (2) 

 

Faktor razdvajanja je mjera razdvajanja dva spoja, pokazuje kako će dobro 

kromatografska kolona razdvojiti te spojeve i prema dogovoru, vrijednost mu je uvijek veća 

od 1.
18 

Djelotvornost kolone se izraţava brojem teorijskih tavana (N)  i njihovom visinom (H). 

Broj teorijskih tavana je broj uspostavljenih ravnoteţa izmeĊu mobilne i stacionarne faze, a 

raĉuna se prema jednadţbi (3). 

  

     
  

  
 
 

 (3) 
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Djelotvornost kolone moţe se povećati smanjenjem visine tavana i povećanjem broja 

teorijskih tavana. Visina tavana predstavlja omjer duţine kolone (L) i broja teorijskih tavana 

(4). 

  
 

 
 (4) 

 

Vaţan parametar je i odabir pogodnih otapala za mobilnu fazu. Treba uzeti u obzir polarnost 

otapala i pH-vrijednost koja bi trebala biti dvije jedinice oko pKa analita. 

 

2.2.3. Tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti 

 

Tekućinska kromatografiija ultravisoke djelotvornosti (engl. Ultra-high performance liquid 

chromatography, UHPLC) modificirani je oblik HPLC-a. UHPLC instrumenti mogu podnijeti 

tlakove do 10
8
 Pa što je dvostruko veće u odnosu na HPLC instrumente. Veliĉine ĉestica 

kolone promjera su manjeg od 2 μm. Zbog malih veliĉina ĉestica otopine koje se koriste za 

mobilne faze moraju biti ultraĉiste. Razvoj UHPLC tehnike donosi velike prednosti pred 

HPLC tehnikom. Kao što je primjerice potrošnja reagensa, vrijeme analize te je omogućeno 

bolje razluĉivanje izmeĊu pikova, povećana je selektivnost te osjetljivost metode. 
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2.3. Spektrometrija masa 

 

Spektrometrija masa (MS) analitiĉka je tehnika kojom se molekule ioniziraju, nakon ĉega se 

ioni odvajaju na temelju omjera njihove mase i naboja. Na ovaj naĉin odreĊuje se molekulska 

masa spoja, molekulska formula i struktura molekule. Koristi se za identifikaciju i 

kvantifikaciju farmaceutskih aktivnih tvari te njihovih razgradnih produkata.  

 Spektrometrija masa ukljuĉuje dva procesa. U prvom procesu dolazi do ionizacije uzorka, 

dok se u drugom provodi razdvajanje i identifikacija iona. Ova metoda je izrazito osjetljiva pri 

ĉemu je moguće analizirati volumene uzorka manje od 10
 
µL. Jedna od prednosti ove metode 

je mogućnost sprezanja s drugim analitiĉkim tehnikama. Od velike vaţnosti za analizu i 

identifikaciju farmaceutskih spojeva je i mogućnosti povezivanja tekućinske kromatografije 

sa spektrometrijom masa (LC-MS).
19 

 

2.3.1. Dijelovi spektrometra masa 

 

Spektrometar masa sastoji se od tri dijela: ionskog izvora, analizatora masa i detektora (slika 

 2). 

 

 

                                                   Svi ioni                   odabrani ioni   

 

 

 

      vakuum 

 

Slika 2. Osnovni dijelovi spektrometra masa 

 

U ionskom izvoru molekule se ioniziraju na razliĉite naĉine. Prilikom ionizacije mogu nastati 

pozitivno i negativno nabijeni ioni, ali se najĉešće prate samo pozitvni ioni, odnosno kationi. 

Postoje razliĉiti postupci ioniziranja, a najviše se primjenjuju ionizacija elektronima i 

kemijska ionizacija. Molekulski ioni nastali ionizacijom elektronima ĉesto fragmentiraju na 

manje ione. Na temelju fragmentnih iona moguće je odrediti strukturu molekule. Kemijska 

Analizator 

masa 

Izvor 

iona 

Sustav za 

uvoĊenje 

uzorka 

Spektar 

masa Detektor  
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ionizacija predstavlja ionizaciju reakcijom molekula uzorka s ionima nastalim u nekom 

drugom procesu. Budući da se koristi manja energija nego u ionizaciji elektronima, veća je 

vjerojatnost odreĊivanja molekulske mase, jer je vjerojatnije dobivanje molekulskog iona.
20 

Još jedan naĉin ionizacije je bombardiranje brzim atomima (engl. Fast Atom 

Bombardment, FAB). Ovom tehnikom se uzorak bombardira snopom atoma, prilikom ĉega 

dolazi do izbijanja iona iz analiziranog uzorka. Koristi se za analizu uzoraka u ĉvrstom stanju.  

Najvaţnija tehnika ionizacije u vezanom sustavu LC-MS je ionizacija elektroraspršenjem 

(engl. electrospray ionization, ESI). Ova tehnika ima širok spektar primjene ovisno o prirodi 

analiziranog uzorka na polarne, nepolarne spojeve te termiĉki nestabilne spojeve.
21

  

Razdvajanje iona razliĉitih masa odvija se u analizatoru masa. Prilikom prolaska kroz 

magnetno polje, ioni se odvajaju na temelju njihovih omjera mase i naboja. Od analizatora 

najvaţniji su analizatori masa koji mjeri vrijeme leta (engl. Time of flight, TOF) i kvadrupolni 

analizator masa. Analizator koji mjeri vrijeme leta razdvaja ione na temelju vrijednosti odnosa 

mase i naboja, ali i brzine. Ioni s većim omjerom mase i naboja putuju sporije od onih s 

manjim omjerom, iako je poĉetno ubrzanje za sve ione isto. Razdvajaju se u cijevi kad ne 

djeluje elektriĉno polje te se masa iona raĉuna na temelju vremena koje je potrebno da od 

izvora doĊu na detektor.
 

Kvadrupolni analizator masa sastoji se od ĉetiri elektrode koje stvaraju oscilirajuće 

elektriĉno polje. Dvije suprotne elektrode pozitivno su nabijene, a druge dvije negativno. Ioni 

koji nastaju u ionizacijskoj komori dovode se u prostor izmeĊu elektroda te se primjenjuje 

kombinacija izmjeniĉnog i radiofrekventnog potencijala. Ioni, s odreĊenom vrijednošću 

omjera mase i naboja, rezoniraju s kvadrupolnom frekvencijom i usmjeravaju se ka detektoru.  

Kvadrupolni analizatori mogu se spojiti u seriju.
 

Detektor je zadnji dio masenog spektrometra i u njega dolaze samo odreĊeni ioni koji 

proĊu analizator masa. Zbog malog broja iona koji uspije proći kroz analizator masa, nuţno je 

pojaĉati signale koje daje detektor. Najpoznatiji detektori su Faradayev cilindar, fotografska 

ploĉa te multiplikatori elektrona. 
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2.4. Program DryLab  

 

Drylab je softverski program koji se koristi prilikom razvoja i optimizacije HPLC i UHPLC 

metoda u analitiĉkoj kemiji.
22

 Korištenjem ovog programa ubrzava se i poboljšava efikasnost 

analize. OdreĊuju se eksperimentalni parametri poput pH-vrijednosti mobilne faze, protoka 

pokretne faze, temperature kolone, naĉina i trajanja eluiranja. Vrijeme rutinske analize 

smanjuje se te se omogućava bolja rezolucija na kromatografskoj koloni. Prvi korak, u 

korištenju ovog programa, definiranje je ciljanog analitiĉkog profila, nakon ĉega DryLab 

softverski program predlaţe sistematiĉni pristup i poĉetne uvjete metode.
 

Ciljani analitiĉki profil odreĊuje se nakon nekoliko provedenih eksperimenata. Potrebno je 

mijenjati jedan ili više parametara te prouĉavati retencijska vremena komponenti u 

odreĊenom uzorku. Nakon analiza, u softver je potrebno unijeti površine signala komponenti 

uzorka i retencijska vremena. Vaţno je imati konstantan volumen uzorka tijekom analize, 

zbog automatskog prepoznavanja pikova u DryLab programu. Moguće su pogreške u softveru 

koje su posljedica velikog broja komponenti te sliĉne površine.
23

 Najĉešće se mijenjaju 

temperatura kolone, vrijeme analize i pH-vrijednost pokretne faze, ĉime se dobiva 

trodimenzionalni prikaz ovisnosti jednog parametra o druga dva.
24

  

Pored trodimenzionalnog prikaza ili 3D, koriste se i 2D (dvodimenzionalni prikaz) te 1D 

(jednodimenzionalni prikaz) (slika 3). Dvodimenzionalni grafiĉki prikaz predstavlja 

dvodimenzionalni graf ovisnosti promjene dva parametra, dok je 1D prikaz promjene jednog 

parametra na y-osi. Trodimenzionalni prikaz je najĉešće korišteni prikaz u obliku kocke, gdje 

se preko njene površine oĉitavaju kritiĉne vrijednosti. Takav prikaz pruţa više informacija o 

rezoluciji i selektivnosti uvjeta prilikom razdvajanja pikova. Plavo obojene površine 

predstavljaju mjesta gdje je rezolucija kritiĉna, tj. gdje su moguća preklapanja pikova ili neki 

drugi problemi u analizi, dok crveno obojene površine znaĉe dobre uvjete za razdvajanje 

pikova.
25 
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Slika 3. Grafiĉki prikaz 1D, 2D i 3D kritiĉnih rezolucija
25
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO 

3.1. Popis polaznog materijala i kemikalija 

 

Polazni materijali sintetizirani su i dobiveni bez prethodnog proĉišćavanja. Strukture ELV i 

ostalih 7 poznatih oneĉišćenja nalaze se u tablici 2, a popis korištenih kemikalija nalazi se u 

tablici 3. 

 

Tablica 2. Popis i strukture analiziranih spojeva 

Oznaka uzorka Kratica Struktura ProizvoĊaĉ 

 

 

OF-3095-21 

 

 

ON 1 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

OF-3095-89-K 

 

 

ON 1a 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

DŠ 144/XVI 

 

 

ON 1b (DeCl 

ELV) 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

OF-3095-18 

 

 

ON 2 

 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 
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OF-3095-37-K 

 

 

ON 3 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

OF-3095-107-K 

 

 

ON 3b 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

OF-3095-149-K 

 

 

ON 7a 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

OF-3095-27 

 

 

ELV 

 

 

 

 

 

 

TAPI Pliva Hrvatska 

 

 

Tablica 3. Popis korištenih kemikalija 

Naziv kemikalije ProizvoĊaĉ CAS broj* Rok valjanosti 

KH2PO4 J. T. Baker 0000028739 09/2020 

ACN J. T. Baker 1708008005 05/2019 

HCl Sigma-Aldrich 07102-1L 01/2018 

NaOH Kemika 14525 06 11/2020 

30 % H2O2 Merck 1.07298.1000 4/2018 

NH4HCO3 Fluka 17843-50G 02/2022 

 

Korištena voda je ultra visoke ĉistoće (Milli-Q® Advantage A10 Water Purification System, 

Merck). 
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3.2. Priprema mobilnih faza i diluenta 

 

Kao mobilna faza A pripremljeni su puferi. Pripremljena je po 1 litra pufera koncentracije 10 

mmol L
–1

 pH-vrijednosti 2,1, 6,8 i  8,9. Odvagano je 1,37g KH2PO4 na Ohaus explorer vagi i 

do oznake nadopunjeno MiliQ (engl. Ultrapurewater) vodom. Vrijednost pH mjerena je na  

Metrohm 781 pH-metru, a pomoću H3PO4 prilagoĊena je na 2,1, odnosno pomoću KOH na 

6,8 i 8,9. Koristilo se gradijentno eluiranje, pri ĉemu su puferi bili mobilna faza A dok je 

mobilna faza B bio acetonitril (ACN).  

Kao diluent korištena je smjesa MiliQ vode, etanola (EtOH) i metanola (MeOH) u omjeru 

50:25:25. Pomješano je 500 mL MiliQ vode, 250 mL EtOH i 250 mL MeOH. 
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3.3. Priprema otopina za UHPLC analizu 

 

Za analizu je pripremljena otopina ELV koncentracije 1 mg mL
–1

. Odvagano je 200 mg ELV 

u tikvici od 200 mL na MettlerToledo XP205 vagi i nadopunjeno diluentom do oznake. Za 

otapanje je korištena ultrazvuĉna kupelj Bandelin Sonorex te vortex miješalica IKA Vortex 4 

bazic. Nadalje su pripremljene otopine 7 oneĉišćenja koncentracije 0,2 mg mL
–1

. Na 

analitiĉkoj je vagi MettlerToledo UMX2 odvagano po 5 mg svakog oneĉišćenja u tikvicu od 

25 mL i nadopunjeno diluentom. Za otapanje je korištena ultrazvuĉna kupelj i vortex 

miješalica. TakoĊer je pripremljena otopina RS koja je sadrţavala 0,01 mg mL
–1 

svih 

oneĉišćenja u otopini ELV tako što je u odmjernu tikvicu od 10 mL dodano po 500 mL 

prethodno pripremljenih oneĉišćenja te je do oznake nadopunjeno otopinom ELV i 

promiješano na vortex mješalici. U nastavku su pripremljene ĉetiri otopine u odmjernim 

tikvicama od 10 mL koje su sadrţavale razliĉite koncentracije 6 oneĉišćenja u otopini ELV 

(tablica 4). 

Sve pripremljene otopine korištene su za UHPLC analizu ĉiji su se rezultati koristili za 

razvoj metode pomoću DryLab raĉunalnog programa. 

 

Tablica 4. Otopine oneĉišćenja razliĉitih koncentracija 

Oneĉišćenja IMP 1.1 IMP 1.2 

ON 1a 1500 μL 100 μL 

ON 2 400 μL 400 μL 

ON 3b 100 μL 1500 μL 

 IMP 2.1 IMP 2.2 

ON 7a 1500 μL 100 μL 

ON 1b 400 μL 400 μL 

ON 1 100 μL 1500 μL 
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3.4. Priprema otopina za forsiranu razgradnju 

 

Forsirana razgradnja provedena je na ELV pomoću 5 mol L
–1

 NaOH, 5 mol L
–1

 HCl i 30% 

H2O2 te zagrijavanjem. 

5 mol L
–1 

otopina HCl pripremljena je tako što je u odmjernu tikvicu od 20 mL  dodano  

MiliQ vode, zatim je otpipetrirano 8,3 mL koncentrirane HCl digitalnom pipetom Eppendorf 

Xplorer (0,5 – 10 mL) u odmjernu tikvicu i nadopunjeno MiliQ vodom do oznake. Za 

pripremu 5 mol L
–1

 otopine NaOH odvagano je 20 mg NaOH u odmjernu tikvicu od 100 mL i 

nadopunjeno MiliQ vodom do oznake.  

Pripremljene su otopine ELV koncentracije 1 mg mL
–1

. Odvagano je 25 mg ELV u 

odmjernu tikvicu od 25 mL. Otapanje se provodilo u 5 mL diluenta na ultrazvuĉnoj kupelji. 

Nakon toga su otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji. U jednu je tikvicu dodano 5 mL 

5 mol L
–1

 otopine HCl, u drugu 5 mL 5 mol L
–1

 otopine NaOH, u treću 5 mL 30 % H2O2, a 

ĉetvrta tikvica je nadopunjena diluentom do oznake. Nakon toga otopine su grijane 24 sata na 

70 
ᵒ
C.  Nakon 24 sata, tikvice tretirane kiselinom i luţinom neutralizirane su pomoću luţine 

odnosno kiseline jednakog molariteta i volumena te nadopunjene diluentom do oznake. 

TakoĊer je pripremljena otopina ELV koncentracije 1 mg mL
–1

, koja je sluţila kao provjera. 

Odvagano je 25 mg ELV u odmjernu tikvicu od 25 mL i nadopunjeno diluentom do oznake.  

Sve pripremljene otopine korištene su za UHPLC i 2D-LC-MS analizu. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



§ 3. Eksperimentalni dio 18 

Zlata Lasić Diplomski rad 

3.5. Uvjeti mjerenja za UHPLC analizu 

 

Prethodno pripravljeni uzorci  preliveni su u viale i postavljeni na UHPLC instrument, Agilent  

Technologies 1290 Infinity II s kvaternom pumpom i detektorom s nizom dioda (DAD). Prvo 

je provedena analiza na 3 razliĉite kolone. Nakon toga je odabrana kolona koja je pokazala 

najbolje razdvajanje, Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm, te su 

napravljene analize pri razliĉitim pH vrijednostima mobilne faze, temperaturama kolone i 

vremenima gradijenta. Kromatografski parametri analize ELV i njegovih oneĉišćenja 

prikazani su u tablicama od  5 do 16. 

 

Tablica 5. Parametri prvog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Kolona i punilo Kinetex C8 100A 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Kolona i punilo Zorbax SB-PHENYL 1,8 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 
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Tablica 6. Parametri drugog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 

 

 

Tablica 7. Parametri trećeg eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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Tablica 8. Parametri ĉetvrtog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 

  

 

Tablica 9. Parametri petog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo  Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm  

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 6,8 

Eluens faza A pufer 

Eluens faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 
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Tablica 10. Parametri šestog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 6,8 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 

 

 

Tablica 11. Parametri sedmog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 6,8 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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Tablica 12. Parametri osmog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 6,8 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 

 

 

Tablica 13. Parametri devetog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 8,9 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 

 

 

 

 



§ 3. Eksperimentalni dio 23 

Zlata Lasić Diplomski rad 

Tablica 14. Parametri desetog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 8,9 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 mL 

Protok 0,4 μL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 30 
ᵒ
C 

 

 

Tablica 15. Parametri jedanaestog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 8,9 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

15,00 10,00 90,00 

15,10 90,00 10,00 

20,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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Tablica 16. Parametri dvanaestog eksperimenta za UHPLC analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 8,9 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 90,00 10,00 

30,00 10,00 90,00 

30,10 90,00 10,00 

35,00 90,00 10,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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3.6. Program DryLab  

 

Nakon provedenih UHPLC analiza kromatogrami su integrirani koristeći Empower raĉunalni 

program te su dalje obraĊeni pomoću raĉunalnog programa DryLab. Za program DryLab 

koristili su se isti uvjeti kao kod UHPLC analiza opisanih u poglavlju 3.5. - temperatura 

kolone 30 
ᵒ
C i 60 

ᵒ
C, vrijeme trajanja analize 15 i 30 minuta te pH-vrijednosti mobilne faze 

2,1, 6,8 i 8,9. Protok mobilne faze iznosio je 0,4 mL min
-1

, a volumen injektiranja uzorka bio 

je 1 μL. Pomoću programa DryLab dobiven je 3D prikaz koji pokazuje ovisnost jednog 

parametra o druga dva. U ovom sluĉaju to su temperatura kolone, vremenski gradijent analize 

i pH-vrijednost mobilne faze. Pomoću DryLab-a dobivena je optimalna metoda za  analizu 

ELV, njegovih oneĉišćenja i razgradnih produkata. Na temelju podataka dobivenih 

programom ponovila se je UHPLC analiza. 
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3.7. Uvjeti mjerenja za 2D-LC-MS analizu 

 

Analiza vezanim sustavom dvodimenzionalna tekućinska kromatografija - spektrometrija 

masa provedena je pomoću tekućinskog kromatografa Agilent UHPLC 1290 Infinity s 

binarnom pumpom, kolonom Waters Aquity UPLC BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm i 

DAD detektorom spregnutog s Agilent Technologies 6550 iFunnel QTOF LC/MS. Mobilna 

faza A bila je 10 mmol L
–1

 amonijev formijat pH vrijednosti 2,1 a mobilna faza B bila je 

ACN. Uvjeti analize dobiveni su pomoću DryLab metode (tablica 17).  

Provedene su MS/MS analize tako da su ioni s izabranim omjerima m/z fragmentirani pri 

razliĉitim energijama sudara (0, 10, 20 i 30 eV). 

 

Tablica 17. Parametri eksperimenta za 2D-LC-MS analizu 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 amonijev formijat, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 94,00 6,00 

2,00 63,00 37,00 

9,33 58,93 41,07 

11,55 18,21 81,79 

13,00 18,21 81,79 

13,05 94,00 6,00 

15,00 94,00 6,00 

Volumen injektiranja 1 μl 

Protok 0,8 mL min
–1 

Detektor 240 nm 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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§ 4. REZULTATI I RASPRAVA 

4.1. Rezultati UHPLC analize 

 

Prvo su provedene tri UHPLC analize ELV i oneĉišćenja na tri razliĉite kolone. Temperatura 

kolone (T) bila je 30 
ᵒ
C, vrijeme gradijentnog eluiranja (t) 15 minuta, a mobilna faza 10 mmol 

L
–1

 fosfatni pufer pH-vrijednosti 2,1. Pregledom i usporedbom kromatograma ustanovljeno je 

da je na koloni Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm najbolje 

razdvajanje ELV i oneĉišćenja, te se ta kolona koristila u nastavku analize, odnosno za razvoj 

UHPLC metode (slika 4). 

 

 

Slika 4. Kromatogram ELV i oneĉišćenja na koloni Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7μm; 

2,1 mm  100 mm pri uvjetima t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

Na odabranoj koloni provedeno je 12 eksperimenata u kojima su se mijenjala tri 

parametra, a to su temperatura (30 
ᵒ
C i 60 

ᵒ
C), vrijeme gradijentnog eluiranja (15 i 30 min) i 

pH-vrijednost fosfatnog pufera (2,1, 6,8 i 8,9) (slike 5-15, D1-D48). Dobiveni rezultati 

obraĊeni su pomoću raĉunalnog programa DryLab u svrhu dobivanja 3D modela i optimalne 

metode za analizu ELV, njegovih oneĉišćenja i razgradnih produkata. 
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Slika 5. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 

Slika 6. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 
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Slika 7. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 

Slika 8. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika 9. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 

Slika 10. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika 11. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 

Slika 12. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 8,9 
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Slika 13. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 

Slika 14. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 8,9 
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Slika 15. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri uvjetima t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 8,9 
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4.2. Rezultati DryLab analize 

 

Rezultati dobiveni UHPLC analizama na odabranoj koloni Waters Aquity UPLC  BEH C18 

1,7 μm; 2,1 mm  100 mm obraĊeni su raĉunalnim programom DryLab te je dobiven 3D 

model koji pokazuje ovisnost parametara t, T i pH-vrijednosti mobilne faze jedan o drugom 

(slike 16 i 17). Daljnjom obradom rezultata dobiveni su optimalni uvjeti za UHPLC analizu 

(tablica 18). Kako bi se smanjilo vrijeme analize i dobilo ujednaĉeno odjeljivanje, protok 

mobilne faze povećan je s 0,4 mL min
–1

 na 0,8 mL min
–1

 (tablica 19). 

 

 

Slika 16. Grafiĉki prikaz 3D raĉunalnog modela dobivenog raĉunalnim programom DryLab 

 

 

 

Slika 17. Grafiĉki prikaz 2D raĉunalnog modela dobivenog raĉunalnim programom DryLab 

pri pH pufera 2,1 
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Tablica 18. Optimalni uvjeti dobiveni raĉunalnim programom DryLab pri protoku od 0,4 mL 

min
–1 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 94,00 6,00 

4,00 63,00 37,00 

18,66 58,93 41,07 

23,10 18,21 81,79 

26,00 18,21 81,79 

26,00 94,00 6,00 

30,00 94,00 6,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,4 mL min
–1 

Detektor 240 (nm) 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 
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Tablica 19. Optimalni uvjeti dobiveni DryLab raĉunalnim programom pri protoku od 0,8 mL 

min
–1 

Kolona i punilo Waters Aquity UPLC  BEH C18 1,7 μm; 2,1 mm  100 mm 

Pufer 10 mmol L
–1

 KH2PO4, pH 2,1 

Mobilna faza A pufer 

Mobilna faza B ACN 

 

 

 

 

Gradijent 

Vrijeme / min % eluens A % eluens B 

0,00 94,00 6,00 

2,00 63,00 37,00 

9,33 58,93 41,07 

11,55 18,21 81,79 

13,00 18,21 81,79 

13,05 94,00 6,00 

15,00 94,00 6,00 

Volumen injektiranja 1 μL 

Protok 0,8 mL min
–1 

Detektor 240 (nm) 

Temperatura kolone 60 
ᵒ
C 

 

 

Koristeći podatke dobivene raĉunalnim programom DryLab provedene su dvije UHPLC 

analize ELV i njegovih oneĉišćenja (tablica 18 i 19). Dobiveni kromatogrami programom 

DryLab prikazani su na slikama 18 i 19, a eksperimentalni na slikama 20 i 21. Usporedbom 

kromatograma dobivenih DryLab raĉunalnim programom i kromatograma dobivenih UHPLC 

analizom vidi se dobro podudaranje retencijskih vremena ELV i oneĉišćenja te dobro 

odjeljivanje. Pomoću raĉunalnog programa DryLab uspješno je razvijena metoda za analizu 

ELV i njegovih oneĉišćenja pri ĉemu je razluĉivanje iznosilo 2,21.  
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Slika 18. DryLab kromatogram pri uvjetima t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C, pH = 2,1 i protok 0,4 mL 

min
-1 

 

 

 

Slika 19. DryLab kromatogram pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C , pH = 2,1 i protok 0,8 mL 

min
-1

 

 

 

 

Slika 20. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri optimalnim uvjetima dobivenih pomoću 

DryLab, t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C, pH = 2,1 i protok 0,4 mL min

-1
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Slika 22. Kromatogram ELV i oneĉišćenja pri optimalnim uvjetima dobivenih pomoću 

DryLab, t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C, pH = 2,1 i protok 0,8 mL min

-1
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4.3. Rezultati forsirane razgradnje 

 

Kako bi se provjerilo je li postignuta zadovoljavajuća razgradnja, prije same analize vezanim 

sustavom 2D-LC-MS otopine su analizirane UHPLC-om, pri ĉemu su se koristili uvjeti 

dobivenih raĉunalnim programom DryLab. Forsirana razgradnja elvitegravira provedena je 24 

sata pri temperaturi od 70 
ᵒ
C te korištenjem otopina 5 mol L

–1
 HCl, 5 mol L

–1
 NaOH i 30 % 

H2O2.  

Prvo je snimljen kromatogram otopine ELV koncentracije 1 mg mL
–1

 (slika 22). 

 

 

Slika 22. Kromatogram otopine ELV koncentracije 1 mg mL
–1

  

(t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1) 

 

Nakon toga snimljeni su kromatogrami otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji 

pomoću topline, 5 mol L
–1

 HCl, 5 mol L
–1

 NaOH i 30 %  H2O2 (slike 23-26). 
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Slika 23. Kromatogram otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji pomoću topline  

(t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1) 

 

 

 

Slika 24. Kromatogram otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji u 5 mol L
–1

 HCl  

(t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1) 
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Slika 25. Kromatogram otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji u 5 mol L
-1

 NaOH  

(t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1) 

 

 

 

 

Slika 26. Kromatogram otopine ELV podvrgnute forsiranoj razgradnji u 30% H2O2  

(t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1) 

 

Pri povišenoj temperaturi nije došlo do razgradnje elvitegravira. Nastanak razgradnih 

produkata uoĉen je pri kiseloj i luţnatoj razgradnji te oksidacijom u perokisidu. Ovom 

analizom uspješno je potvrĊeno da pri odreĊenim uvjetima forsirane razgradnje nastaju 

razgradni produkti. 
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4.4. Rezultati 2D-LC-MS analize 

 

2D-LC-MS analiza koristi se kako bi se odredila stuktura i masa razgradnih produkata. Nakon 

što je UHPLC analizom prikazana forsirana razgradnja elvitegravira, uzorci forsirane 

razgradnje analizirani su 2D-LC-MS-om. Korišteni su uvjeti UHPLC analize dobiveni 

raĉunalnim programom DryLab. 

Analizirani su uzorci elvitegravira podvrgnuti forsiranoj razgradnji te uzorak ĉistog ELV. 

Forsiranom razgradnjom pri povišenoj temperaturi nije došlo do razgradnje. Pri razgradnji s 5 

mol L
–1

 HCl, 5 mol L
–1

 NaOH i 30 % H2O2 nastali su ragradni produkti koji su se dalje 

analizirali. Razgradni produkti posljedica su reakcije MeOH i EtOH iz diluenta s ELV. Na 

temelju dobivenih spektara masa odreĊene su vrijednosti m/z fragmenata koji su nakon toga 

izolirani i fragmentirani. Pri MS/MS analizi korištene su energije sudara od 0, 10, 20 i 30 eV. 

Na osnovu masa fragmenata pretpostavljena je struktura razgradnih produkata ELV i njihova 

fragmentacija. (tablica 19 i 20). 

 

Tablica 19. Nastali razgradni produkti i njihove sturkture 

Ime razgradnog 

produkta 
Kemijska formula Masa Struktura 

 

ON 1a 

 

C24H26ClFNO5
+ 

 

462,0 

 

 

 

 

ON 7a 

 

 

 

C25H28ClFNO5
+ 

 

 

476,0 
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Tablica 20. Razgradni produkti i njihovi ionski fragmenti nakon MS/MS analize 

Razgradni 

produkt 
tr / min Prekursor ion / m/z Energija sudara / eV Ioni produkti 

ON 1a 5,8 462,0 30 
429,9 

343,9 

ON 7a 7,27 476,0 20 
430,0 

343,9 

 

U tablici 20 nalaze se mase nastalih fragmenata nakon MS/MS analize. Svi MS/MS 

spektri iona prikazani su u dodatku (slike D49-D56). Na temelju rezultata MS/MS analize 

pretpostavljeni su naĉini fragmentacije razgradnih produkata (slike 27 i 28). 

 

 

 

Slika 27. Fragmentacija razgradnog produkta ON 1a 
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Slika 28. Fragmentacija razgradnog produkta ON 7a 
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§ 5. ZAKLJUĈAK 

 

Cilj rada bio je razviti uĉinkovitu i djelotvornu metodu za analizu lijeka elvitegravira, 

njegovih oneĉišćenja i razgradnih produkata. Za razdvajanje i kvantitativno odreĊivanje 

oneĉišćenja i razgradnih produkata elvitegravira koristio se tekućinski kromatograf 

ultravisoke djelotvornosti s detektorom s nizom dioda. 

Raĉunalnim programom DryLab obraĊeni su podaci dobiveni UHPLC analizama u svrhu 

optimizacije kromatografskih uvjeta. Dobiveni su sljedeći uvjeti: vremenski gradijent 15 

minuta, temperatura kolone 60 
ᵒ
C i pH mobilne faze 2,1 koji su provjereni UHPLC analizom 

te su korišteni za analizu uzoraka elvitegravira nakon proveden forsirane razgradnje i za 2D-

LC-MS analizu. Ovim je programom uspješno razvijena metoda za odreĊivanje oneĉišćenja i 

razgradnih produkata elvitegravira. DryLab se pokazao kao odliĉan program kojim se znatno 

skraćuje vrijeme potrebno za razvoj metode. 

Forsirana razgradnja provedena je u kiselini, luţini, peroksidu te zagrijavanjem. UHPLC 

analizom potvrĊeno je da nastaju razgradni produkti pri odreĊenim uvjetima forsirane 

razgradnje. Elvitegravir se raspada u kiselini i luţini te oksidacijom u peroksidu. 

Zagrijavanjem nije došlo do razgradnje. 

Za analizu razgradnih produkata korištena je 2D-LC-MS analiza. Na temelju MS i MS/MS 

spektara pretpostavljene su strukture razgradnih produkata i naĉin fragmentacije.  

Uspješno je razvijena brza i uĉinkovita UHPLC metoda za analizu oneĉišćenja i 

razgradnih produkata lijeka elvitegravira.  
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA  

Oznaka Naziv 

2D-LC-MS 
dvodimenzijska tekućinska kromatografija spregnuta sa 

spektrometrijom masa 

α faktor odjeljivanja 

ACN acetonitril 

AIDS sindrom steĉene imunodeficijencije 

API aktivna farmaceutska tvar 

DAD detektor s nizom dioda 

ED elektrokemijski detektor 

ELSD detektor raspršenja svjetlosti u uparenom uzorku 

ELV elvitegravir 

ESI ionizacija elektroraspršenjem 

EtOH etanol 

FAB bombardiranje brzim atomima 

FLD fluorescencijski detektor 

H visina kromatografskog pika 

HAART visokokomponentna  antiretrovirusna terapija 

HCl klorovodiĉna kiselina 

HIV virus humane imunodeficijencije 

HPLC tekućinska kromatografija visoke djelotvornosti 

H2O2 vodikov peroksid 

k faktor zadrţavanja 

KH2PO4 kalijev dihidrogen fosfat 

L duţina kromatografske kolone 

LC-IR tekućinska kromatogradija spregnuta s infracrvenom spektroskopijom 

LC-MS tekućinska kromatografija spregnuta sa spektrometijom masa 
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LC-MS/MS 
tekućinska kromatografija spregnuta sa tandemnom spektrometrijom 

masa 

LCNMR 
tekućinska kromatografija spregnuta s nuklearnom magnetskom 

rezonancijom 

MeOH metanol 

N broj teorijskih tavana 

NaOH natrijev hidroksid 

NH4HCO3 amonijev formijat 

Rs razluĉivanje 

RID detektor indeksa loma 

SIMS ionizacija bombardiranjem iona 

SIV Sindrom majmunske imunodeficijencije 

tM vrijeme zadrţavanja nezadrţavanog sastojka 

T temperatura kromatografske kolone 

t vrijeme gradijentnog eluiranja 

TOF analizator koji mjeri vrijeme leta 

tR vrijeme zadrţavanja 

UHPLC tekućinska kromatografija ultravisoke djelotvornosti 

w širina osnovice kromatografske krivulje 
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§ 8. DODATAK 

8.1. Rezultati UHPLC analize 

 

8.1.1. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 
 

Slika D1. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D2. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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Slika D3. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
 

Slika D4. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 
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8.1.2. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 
 

Slika D5. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D6. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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Slika D7. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D8. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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8.1.3. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 
 

Slika D9. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D10. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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Slika D11. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
 

Slika D12. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 
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8.1.4. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 
Slika D13. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D14. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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Slika D15. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 2,1 

 

 

 
Slika D16. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 2,1 
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8.1.5. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 
Slika D17. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D18. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika D19. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D20. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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8.1.6. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 
Slika D21. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D22. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika D23. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D24. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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8.1.7. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 
Slika D25. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D26. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika D27. Kromatogram otopine IMP 2.1. pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D28. Kromatogram otopine IMP 2.2. pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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8.1.8. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 
Slika D29. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D30. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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Slika D31. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 

 

 

 
Slika D32. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 6,8 
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8.1.9. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 
Slika D33. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D34. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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Slika D35. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D36. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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8.1.10. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 
Slika D37. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D38. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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Slika D39. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D40. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 30 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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8.1.11. Kromatogrami pri uvjetima  t = 15 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 
Slika D41. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D42. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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Slika D43. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D44. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 15 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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8.1.12. Kromatogrami pri uvjetima  t = 30 min, T = 60 
ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 
Slika D45. Kromatogram otopine IMP 1.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D46. Kromatogram otopine IMP 1.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 



1. § 8. Dodatak xxxi 

Zlata Lasić Diplomski rad 

 
Slika D47. Kromatogram otopine IMP 2.1 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 

 

 

 
Slika D48. Kromatogram otopine IMP 2.2 pri uvjetima t = 30 min, T = 60 

ᵒ
C i pH = 8,9 
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8.2. MS/MS spektri razgradnih produkata lijeka elvitegravira 

 

 

Slika D49. MS/MS spektar ON 1a pri energiji sudara 0 eV  

 

 

 

Slika D50. MS/MS spektar ON 1a pri energiji sudara 10 eV  

 

 

 

Slika D51. MS/MS spektar ON 1a pri energiji sudara 20 eV  
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Slika D52. MS/MS spektar ON 1a pri energiji sudara 20 eV  

 

 

 

Slika D53. MS/MS spektar ON 7a pri energiji sudara 0 eV  

 

 

 

Slika D54. MS/MS spektar ON 7a pri energiji sudara 10 eV  
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Slika D55. MS/MS spektar ON 7a pri energiji sudara 20 eV  

 

 

 

Slika D56. MS/MS spektar ON 7a pri energiji sudara 30 eV  
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