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1. UVOD



1.1 STATINI

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji upravo su koronarne bolesti, odnosno
ishemijska bolest srca te mozdani udar 1 druge cerebrovaskularne bolesti, prvi uzro¢nik
smrtnosti u svijetu (http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html). Jedan
od glavnih ¢imbenika za razvoj kardiovaskularnih bolesti je hiperlipidemija, poviSena razina
kolesterola, lipoproteina i triglicerida u plazmi. Naime, brojna ispitivanja su dokazala vezu
izmedu koncentracije kolesterola, triglicerida te drugih lipida u plazmi i razvoja ateroskleroze,
odnosno kardiovaskularnih bolesti. Prevencija 1 lijeCenje hiperlipidemija temelji se na dijeti,
tjelovjezbi i promjeni nacina zivota, a zatim slijedi farmakoterapija. Cilj medikamentozne
terapije je snizenje koncentracije ukupnoga, ,loSega“ aterogenog LDL-kolesterola i
triglicerida, uz poveéanje razine ,,dobrog® HDL-Kolesterola. Postoji nekoliko skupina
hipolipemika, a najvazniji su statini, zatim derivati fibricne kiseline (gemfibrozil, klofibrat,
fenofibrat), adsorbensi zu¢nih kiselina (kolestiramin, kolestipol), nikotinska kiselina i njezini
derivati te ostali lijekovi, poput inhibitora apsorpcije kolesterola (ezetimib) i omega-3 masnih
kiselina, ili kombinirani lijekovi (primjerice ezetimib i simvastatin) (Nigovi¢ i sur., 2007).
Budu¢i da je prepoznata opasnost hiperlipidemija kao jednog od ¢imbenika koji dovodi do
razvoja koronarnih bolesti, velika se pozornost pridaje prevenciji i pravovremenoj terapiji
hipolipemicima. Kao §to je ve¢ spomenuto, najvaznija skupina hipolipemika su upravo statini
koji su, zbog svoje wucinkovitosti u sekundarnoj prevenciji infarkta miokarda 1
cerebrovaskularnog inzulta u bolesnika koji imaju aterosklerotsku bolest, postali jedni od
najéeSc¢e propisivanih i koristenih lijekova u svijetu. Osim u sekundarnoj prevenciji, statini se
koriste i u primarnoj prevenciji arterijske bolesti kod bolesnika visokog rizika uslijed
poviSene koncentracije kolesterola u plazmi, osobito ako postoje drugi ¢imbenici rizika za
razvoj ateroskleroze poput pusenja, tjelesne neaktivnosti, hipertenzije i dijabetesa (Rang i sur.,
2006). Ucinkovitost statina u smanjenju morbiditeta i mortaliteta dokazana je u nekoliko
velikih, nasumic¢nih, placebo-kontroliranih studija (Almansob i sur., 2012; Bybee i sur., 2008;
Heart protection Study Collaborative Group, 2002; Sacks i sur., 1996).

Buduéi da su se zadnjih godina preporucene koncentracije ukupnog kolesterola,
triglicerida i LDL-kolesterola snizavale, sve je veca populacija koja se smatra ugroZzenom,
odnosno sve je veci broj ljudi koji bi trebala biti na terapiji statinima. Stoga ne cudi ¢injenica
da je primjena statina u stalnom porastu diljem svijeta. Nadalje, terapija statinima je
svakodnevna i1 dugotrajna, pa ¢ak i doZivotna. Osim toga, u nekim zemljama svijeta,

primjerice u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama i Velikoj Britaniji, manje doze statina mogu


http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs310/en/index.html

se kupiti ¢ak 1 bez recepta lijeCnika. Kako je za svaki lijek vazno da je djelotvoran, siguran i
metoda, kako bi se osigurala kontrola kvalitete i ispitivanje Cistoce statina, kao jednih od

najcesc¢e koristenih lijekova.

1.1.1 Mehanizam djelovanja statina

Statini  svoje  hipolipemi¢ko djelovanje zasnivaju na inhibiciji enzima
hidroksimetilglutaril koenzim A (HMG-CoA) reduktaze. HMG-CoA reduktaza je enzim Koji
reducira 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA u mevalonat u jetri, §to je najsporiji i ujedno kljuéni
korak u biosintezi kolesterola. Svi statini imaju kemijsku strukturu slicnu HMG-Co0A, pa
djeluju kao specifi¢ni, reverzibilni i kompetitivni inhibitori HMG-CoA reduktaze. Koli¢ina
sintetiziranog kolesterola ovisi upravo o aktivnosti enzima HMG-CoA reduktaze
mehanizmom povratne sprege (Bulat i sur., 2001). Smanjenje koli¢ine kolesterola
sintetiziranog u jetri je znacajno jer je vecina cirkuliraju¢eg kolesterola nastala biosintetskim
putem, a samo manji dio se u organizam unosi hranom. Nakon §to se u hepatocitima smanji
koli¢ina kolesterola, inhibitori enzima HMG-CoA reduktaze povecavaju sintezu LDL-
receptora kako bi se povecao unos kolesterola iz cirkulacije u stanice. Veci broj LDL-
receptora na povrsini jetrenih stanica omogucéuje povecani ulazak LDL-kolesterola u
hepatocite te njihov katabolizam (Vrhovac i sur., 2003). Stoga je izravni ucinak statina
snizenje koncentracije ukupnog i LDL-kolesterola u plazmi. Neke studije su pokazale da
statini donekle poveéavaju i koncentraciju HDL-kolesterola u plazmi. Osim izravnoga
hipolipemi¢kog ucinka, statini imaju niz drugih protuaterogenih uc¢inaka poput stabilizacije
postojecih aterosklerotskih plakova, poboljSanja endotelne funkcije, smanjenja vaskularne
upale, povecane neovaskularizacije ishemickog tkiva, prevencije stvaranja tromba, pojacane
fibrolize te opcenito utjecaja na upalni odgovor (Furberg, 1999; Nissen i sur., 2006; Rang i
sur., 2006).

1.1.2 Vrstai podjele statina

Danas je za medikamentoznu terapiju hiperlipidemija u svijetu registrirano sedam
statina: atorvastatin, fluvastatin, lovastatin, pitavastatin, pravastatin, rosuvastatin i simvastatin
te juznoj i1 jugoistocnoj Aziji (Mukhtar, 2005). Na trziStu je postojao i cerivastatin, ali 2001.

godine ga je dobrovoljno povukla farmaceutska tvrtka Bayer uslijed brojnih prijavljenih



ozbiljnih nuspojava te nekoliko desetaka smrtnih slucajeva zbog rabdomiolize i smanjenja
bubrezne funkcije.

Statini se dijele s obzirom na podrijetlo, odnosno nacin dobivanja, na prirodne i
sintetske. Prirodni statini dobivaju se fermentacijom iz mikroorganizama, odnosno izolacijom
iz plijesni roda Penicillium ili Aspergillus. Postoji niz metabolita koji su izolirani i pokazali su
hipolipemicki ucinak, no nisu svi jednako uc¢inkoviti ili sigurni za primjenu. Jedini prirodni
statin koji se koristi u terapiji i registriran je kao lijek je lovastatin. Koristi se jo§ i mevastatin,
ali ne u terapiji, ve¢ kao prirodni izvor za dobivanje pravastatina. Polusintetski derivati statina
su pravastatin 1 simvastatin. MikrobioloSkom hidroksilacijom mevastatina dobiva se
pravastatin, dok se simvastatin dobiva kemijskom modifikacijom lovastatina, uvodenjem
metilne skupine na bocni butiril esterski lanac. Potpuno sintetski derivati statina su
fluvastatin, atorvastatin, cerivastatin, rosuvastatin i pitavastatin.

Novija podjela statina temelji se na njihovoj lipofilnosti (Nigovi¢ i sur., 2007).
Lipofilnost predstavlja afinitet molekule za lipidno okruzenje i smatra se najvaznijim
fizikalno-kemijskim parametrom koji utje¢e na farmakokinetiku i farmakodinamiku lijekova
(Mornar i sur., 2011). Pravastatin i rosuvastatin se smatraju hidrofilnim lijekovima;
pravastatin zbog hidroksilne skupine na heksahidronaftalenskom prstenu, a rosuvastatin zbog
polarne metilsulfonamidne skupine. Ostali lijekovi iz skupine statina su lipofilni, a
simvastatin je najlipofilniji buduc¢i da u svojoj strukturi ima dvije metilne skupine. Lovastatin
i simvastatin su prolijekovi s laktonskim prstenom koji se otvara djelovanjem
karboksiesteraza u aktivni B-hidroksilirani oblik. Ostali statini ve¢ dolaze u farmakoloski
aktivnom obliku.
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Slika 1. Kemijske strukture statina.



1.2 ONECISCENJA U LIJEKOVIMA

Oneciscenja u lijekovima su nezeljene tvari u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji koje
mogu zaostati iz proizvodnog postupka, nastati tijekom izrade ljekovitog oblika te stajanjem
farmaceutskog proizvoda ili same aktivne supstancije. Zahtjevi kvalitete lijeka definiraju
prihvatljive granice za oneciS¢enja koja se dozvoljavaju u roku trajanja farmaceutskog
proizvoda (Nigovi¢, 2010; Nigovi¢ i Dami¢, 2012). Buduéi da su razli¢ite nacionalne
farmakopeje i nacionalne agencije imale drugacije definicije, standarde i pravilnike o
lijekovima, 1995. godine je organizirana Medunarodna konferencija o harmonizaciji (engl.
International Conference on Harmonization, ICH). Ona predstavlja zajednicku inicijativu
regulatornih tijela i proizvodaca lijekova s podru¢ja Europske unije, Sjedinjenih Americkih
Drzava 1 Japana da se usklade standardi i zakonska regulativa u svrhu brzeg stavljanja
lijekova u promet, imaju¢i na umu dobrobit pacijenata. Onecis¢enje je, prema ICH
smjernicama, svaki sastojak ljekovite tvari koji nema definiran kemijski entitet kao ljekovita
tvar (ICH Q3A) ili svaki sastojak farmaceutskog proizvoda koji nije ljekovita ili pomoéna
tvar u samom proizvodu (ICH Q3B).

Kako je za svaki lijek nuzno da, osim $to je djelotvoran, bude i siguran, provodi se
odredivanje farmakolosko-toksikoloSkog profila lijeka te ispitivanje nuspojava izazvanih
oneciS¢enjima u lijekovima. OneciS¢enja mogu imati neZeljene farmakoloske uc¢inke, toksicna
svojstva, uzrokovati nuspojave, utjecati na aktivnost i stabilnost ljekovite tvari,
bioraspolozivost 1 ucinkovitost samog lijeka, a mogu utjecati i na rezultate analitickih
ispitivanja lijekova. Danas zakonska regulativa donosi sve slozenije zahtjeve u kontroli
kvalitete lijekova, a poseban se naglasak stavlja upravo na pracenje oneciséenja.

Prema ICH smjernicama, oneciS¢enja se mogu podijeliti u tri skupine: organska
oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja i ostatna otapala. Trenutno je u izradi Cetvrti dokument
koji bi davao posebne smjernice za onecis¢enja metalima (ICH Q3D). Oneciséenja se u
ljekovitu tvar mogu unijeti samim polaznim sirovinama, a mogu nastati kao meduprodukti ili
nusprodukti u slozenom proizvodnom postupku ljekovite tvari (tzv. procesna oneciS¢enja).
Nadalje, onecis¢enja mogu nastati kao produkti razgradnje ljekovite tvari djelovanjem svijetla,
temperature, prisutnosti vode ili promjenom pH, ili pak mogu nastati tijekom izrade i ¢uvanja
farmaceutskoga dozirnog oblika. OneciS¢enjima se takoder smatraju produkti reakcija
ljekovite tvari s pomoénim tvarima, ljekovite tvari i primarnog spremnika te produkti

interakcije djelatnih tvari u viSekomponentnim dozirnim oblicima. Ako su u izradi lijeka



koristeni prirodni produkti, oneciS¢enja mogu biti 1 usput ekstrahirane tvari (Nigovi¢ i Sertié,
2012).

Onecisc¢enja se u Europskoj farmakopeji (engl. European Pharmacopoeia, Ph. Eur.)
dijele na specificirana oneciS¢enja (engl. Specified impurities) i ostala oneciS¢enja koja se
mogu dokazati (engl. Other detectable impurities). Specificirana one¢i$¢enja su stvarna, a
mogu biti identificirana i neidentificirana. Identificirana onecis¢enja imaju karakteriziranu
kemijsku strukturu, dok su neidentificirana definirana iskljucivo kvalitativnim analitickim
svojstvima, poput kromatografskog vremena zadrzavanja. Neidentificiranog oneciS¢enja
smije biti najviSe 0,1% za doze ljekovite tvari manje od 2 g, a iznimka su jedino ljekovite
tvari koje su ve¢ dugi niz godina prisutne na trziStu pa neidentificirana onec¢is¢enja u tim
proizvodima mogu iznositi vise od 0,1%. Ostala oneciS¢enja koja se mogu dokazati su
potencijalna, nisu detektirana ni u jednom ispitivanom uzorku tijekom izrade monografije, ali
su ograni¢ena ispitivanjima u Europskoj farmakopeji jer se zna da mogu nastati u
proizvodnom postupku ili stajanjem, a mogu, ili ne moraju, trenutno biti prisutna u ljekovitoj
tvari.

Ispitivanje profila ¢istoce (engl. Impurity profiling) lijeka obuhvaca analiticke
postupke kojima je cilj detekcija, identifikacija, strukturna karakterizacija i kvantitativno
odredivanje organskih i anorganskih onecis¢enja, kao i ostatnih otapala, u ljekovitoj tvari i
farmaceutskom pripravku. Ovim postupkom se precizno odreduju kvaliteta 1 stabilnost
ljekovite tvari 1 gotovoga farmaceutskog proizvoda, pa se ispitivanje profila ¢isto¢e smatra
kljuénim dijelom analize lijeka. U skladu sa sve ve¢im zahtjevima u kontroli kvalitete lijeka 1
odredivanju njegovih oneciS¢enja, razvijaju se nove analitiCke metode kako bi zadovoljile
potrebe regulatornih tijela i industrije, a pacijente opskrbile kvalitetnim, sigurnim i
djelotvornim lijekovima.

ICH smjernice postavljaju pragove (engl. Threshold limits) ispod kojih nije potrebno
izvjeStavanje o prisutnim oneciS¢enjima (prag izvjeStavanja), strukturna karakterizacija
oneCiS€enja (prag identifikacije) ili procjena bioloske sigurnosti oneciS¢enja (prag
kvalifikacije). Pragovi izvjeStavanja o prisutnim oneciS¢enjima odnose se na razinu iznad
koje je potrebno priloZziti izjavu o oneciS¢enjima, a koja ukljucuje njihov tocan postotak u
lijeku i metodu analize kojom su odredeni. Ukoliko je dnevna doza 2 g ili manja potrebno je u
1zjavi navesti svako oneciS¢enje koje se pojavljuje u koli¢ini vecoj od 0,05%. Za doze vece od
2 g navode se sva oneciSc¢enja prisutna u koli¢ini vecoj od 0,03%. Karakterizacija kemijske

strukture potrebna je za svako oneciSéenje prisutno u koli¢ini ve¢oj od 0,1 % za dnevnu dozu



ljekovite tvari 2 g 1 manju, dok je za doze vece od 2 g potrebna strukturna karakterizacija za
onecis¢enja prisutna u koli¢ini vecoj od 0,05%.

Kako bi se tijekom svih faza proizvodnje i kontrole kvalitete lijeka osigurali zahtjevi
koje donose ICH smjernice o oneciS¢enjima, potrebne su pouzdane i sofisticirane analitiCke
tehnike. Da bi se pojedine sastavnice smjese ljekovite tvari i njezinih onec¢is¢enja odvojile,
koriste se separacijske tehnike. NajéeS¢e se koriste tekuéinska kromatografija visoke
djelotvornosti (HPLC) (Bianchini i sur., 2009), plinska kromatografija (GC) (Mornar i sur.,
2013c), tankoslojna kromatografija (TLC) i tankoslojna kromatografija visoke djelotvornosti
(HPTLC) te kapilarna elektroforeza (CE) (Altria, 1996). Ponekad je potrebna i izolacija
pojedinog onecis¢enja (Prabu i Suriyaprakash, 2010). Sve navedene separacijske tehnike se
pored odjeljivanja mogu Koristiti i za izolaciju. Osim njih, za izolaciju onecisenja Cesto se
koriste ekstrakcija na ¢vrstoj fazi i ekstrakcija tekuce-tekuce.

Za strukturnu karakterizaciju oneciS¢enja koriste se spektroskopske tehnike masena
spektrometrija (MS) i nuklearna magnetska rezonantna spektrometrija (NMR), a vrlo Cesto se
kombiniraju sa separacijskim, pa govorimo o vezanim sustavima: tekucinska kromatografija —
masena spektrometrija (LC-MS) (Pilaniya i sur., 2010), plinska kromatografija — masena
spektrometrija (GC-MS), tekucinska kromatografija — nuklearna magnetska rezonantna
spektrometrija (LC-NMR) (Sun i sur., 2010) te kapilarna elektroforeza — masena
spektrometrija (CE-MS) (Ingale i sur., 2011).

1.3 CRVENA FERMENTIRANA RIZA

Osim uobicajene terapije hipolipemicima, mnogi pacijenti uslijed neugodnih
nuspojava ili u Zelji da se lije€e prirodnim sredstvima traZe alternativne nacine lijecenja
hiperlipidemije. Danas se na trziStu nalazi ¢itav niz prirodnih hipolipemika, poput omega-3
masnih kiselina, crvene fermentirane rize, zelenog Caja, ¢eSnjaka, koenzima Q10, articoke,
soje, sjemenki lana, gugulipida, fitosterola, polikonazola i brojnih drugih biljaka (maslina,
ruzmarin i dr.) te prirodnih proizvoda (mati¢na mlije¢, med i dr.). Na trziSte ve¢inom dolaze
registrirani kao dodaci prehrani, a mogu se na¢i u ljekarnama, specijaliziranim
prodavaonicama, trgovinama zdravom i organskom hranom, u novije vrijeme i trgovinama
hranom te trgovinskim lancima. Njihova primjena je sve popularnija i ¢e$¢a, a broj proizvoda
na trziStu raste gotovo eksponencijalno. Vecina ovih proizvoda spada u podrucje
samolijeCenja, odnosno ljudi ih uzimaju na temelju vlastite procjene, bez konzultacija s

lije¢nikom ili ljekarnikom.



Ono $§to je potrebno naglasiti kod dodataka prehrani je da legislativa u svijetu nije
jednoznacna. Dodaci prehrani ne podlijezu, kao lijekovi, strogim regulatornim zahtjevima koji
osiguravaju kvalitetu, sigurnost i u¢inkovitost proizvoda. Dobra proizvodacka i laboratorijska
praksa, kontrola regulatornih tijela i detaljna laboratorijska procjena sadrzaja prilikom
registracije proizvoda nisu nuzne. Na nekim proizvodima se Cak i navodi standardizacija
prema jednoj od glavnih djelatnih tvari, ali budu¢i da je rije¢ o vrlo slozenim uzorcima, s
velikim brojem aktivnih sastavnica, upitno je je li ovakav nacin deklariranja sadrzaja
dovoljan.

Nazalost, diljem svijeta nadlezne nacionalne agencije upozoravaju na losu kvalitetu
dodataka prehrani. Prema nekim procjenama svaki Cetvrti proizvod na trziStu ima neki
problem s kvalitetom. Budu¢i da se dodaci prehrani koriste svakodnevno i daju tzv.
ugrozenim skupinama — djeci, trudnicama i dojiljama te starijim osobama, te se koriste u
samolijecenju, odnosno bez savjeta lije¢nika ili ljekarnika, kontrola kvalitete ovih proizvoda
je od iznimne vaznosti. Primjenom sofisticiranih analitickih tehnika moguce je provoditi
kontrolu kvalitete dodataka prehrani, odrediti ima li djelatne tvari u proizvodu, koliko je ima
te ima li oneciS¢enja ili ak toksicnih nusprodukata.

U azijskim zemljama se crvena fermentirana riza stolje¢ima tradicionalno primjenjuje
u prehrambene svrhe, kao dodatak hrani za poboljSanje okusa 1 boje. Tradicionalnom
kulinarskom primjenom uvidjelo se da crvena fermentirana riza ima mnoge dobrobiti za
organizam, posebice za pobolj$anje probave i revitalizaciju krvi. Danas je crvena fermentirana
riza dio tradicionalne kineske medicine i koristi se kod problema s krvozilnim sustavom.

Crvena fermentirana riza dobiva se fermentacijom obi¢ne, bijele rize (Oryza sativa L.,

Poaceae) pomocu kvasca Monascus purpureus (Slika 2).

Slika 2. Fermentacijom rize pomocu gljivice roda Monascus dobiva se crvena fermentirana
riza.



Crvena fermentirana riza postala je poznata diljem svijeta tek 1971. godine kada se
japanski znanstvenik Akira Endo poceo baviti istrazivanjima spojeva koji bi mogli smanjiti
sintezu endogenog kolesterola, lipida koji se nalazi u staniénim membranama svih tkiva i
nuzan je za normalan rad organizma. Endo je otkrio da gljivica roda Monascus kao
sekundarne metabolite proizvodi, izmedu ostalog, spoj nazvan monakolin K, koji ima snazni
hipolipemicki ucinak, odnosno snizava koncentraciju kolesterola u krvi. Istovremeno je u
Sjedinjenim Americkim Drzava farmaceutska tvrtka Merck&Co. takoder proucavala
sekundarne metabolicke produkte gljivice roda Aspergillus. Godine 1976. iz plijesni
Aspergillus terreus izolirali su mevinolin, koji je kasnije nazvan lovastatin. Lovastatin je
postao prvi lijek iz skupine statina koji je prosao sva potrebna klini¢ka ispitivanja i dobio
odobrenje za stavljanje u promet. Na trZi§tu se pojavio 1987. godine kao Mevacor®. Nakon
lovastatina na trZiSte je izaSao Citav niz lijekova iz skupine statina, a svima je farmakolosko
djelovanje smanjenje endogene sinteze kolesterola.

Daljnjim istrazivanjima ustanovljeno je da crvena fermentirana riza kao aktivnu
sastavnicu ima monakolin K, koji ima istu kemijsku strukturu kao lovastatin. Do sada je
otkriveno ukupno 14 monakolina, a njihov sastav i1 koli¢ina ovise o vrsti gljivice roda
Monascus koja se koristi za fermentaciju te o uvjetima u kojima se vr$i proizvodnja crvene
fermentirane rize. U uobiCajenim uvjetima proizvodnje najve¢i dio sadrzaja monakolina
otpada na monakolin K, odnosno lovastatin. No crvena fermentirana riza ima vrlo raznolik
sadrZaj, pa se uz monakoline u sastavu mogu naci $krob, proteini, nezasicene i zasi¢ene masne
kiseline, biljni steroli (B-sitosterol, kampasterol, stigmasterol, sapogenin), izoflavoni, vlakna,
elementi u tragovima, kompleks B vitamina i dr. Mnogi od ovih spojeva ve¢ imaju dokazano
hipolipemi¢ko djelovanje, poput omega-3-masnih kiselina, niacina, [-sitosterola i
kampasterola, koji interferiraju s apsorpcijom kolesterola u crijevima. Do sada provedena
klini¢ka ispitivanja na crvenoj fermentiranoj rizi pokazuju vrlo sli¢an farmakolo$ki ucinak
kao i lijekovi statini. Mehanizam djelovanja monakolina je inhibicija 3-HMG CoA reduktaze,
dakle isti kao 1 komercijalno dostupnih statina. Vjerojatno zahvaljuju¢i sinergijskom
djelovanju svih spojeva u svom bogatom sastavu, crvena fermentirana riZza uspje$no smanjuje
razinu ukupnog kolesterola, ,,loSeg”“ LDL-kolesterola i triglicerida, a povecava i razinu
,dobrog* HDL-kolesterola, prema nekim istrazivanjima ¢ak uspjeSnije nego statini. Stoga ne
cudi Cinjenica da je kasnih 90-tth godina proSlog stoljeta pocela vrlo wuspjesna
komercijalizacija proizvoda s crvenom fermentiranom rizom.

Problem sigurnosti primjene crvene fermentirane rize je mogucénost da ovi proizvodi

sadrze citrinin, sekundarni produkt fermentacije kojeg proizvode neki sojevi Monascus,



Aspergillu i Penicillium roda. Citrinin je mikotoksin koji uzrokuje funkcionalna i strukturna
ostecenja bubrega kao i promjene u radu i metabolizmu jetre. Smatra se da je mehanizam
djelovanja citrinina na stani¢noj razini gdje ometa rad sustava za prijenos elektrona u
mitohondrijima. Najveca dozvoljena koli¢ina citrinina u crvenoj fermentiranoj rizi je 200 ppb
u Japanu, dok je preporuceni limit u Europskoj uniji 100 ppb.

Danas se crvena fermentirana riza na trzistu nalazi kao dodatak prehrani, proizvod koji
se bez recepta moze kupiti u ljekarnama i specijaliziranim prodavaonicama. Postojalo je
nekoliko pokuSaja zabrane prodaje dodataka prehrani s crvenom fermentiranom rizom u
Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama. Americka agencija za hranu i lijekove (engl. Food and
Drug Administration, FDA) jo$ od kraja devedesetih godina proslog stoljeca nastoji zabraniti
proizvode s crvenom fermentiranom rizom registrirane kao dodatak prehrani. Njihovo
objasnjenje je da ako proizvod sadrzi lovastatin, koji je registriran kao lijek, onda se ne moze
nalaziti na trziStu registriran kao dodatak prehrani. No ¢injenica ostaje da se danas na trzistu u
cijelom svijetu nalaze deseci razliCitih proizvodaca dodataka prehrani s crvenom

fermentiranom rizom (Slika 3).

Slika 3. Dodaci prehrani i prehrambeni proizvod s crvenom fermentiranom rizom.

Dodaci prehrani s crvenom fermentiranom rizom trebali bi biti deklarirani u skladu s
propisima 1 zahtjevima pojedinih drZava. Standardizacija se najceS¢e provodi na 1%
monakolina K, odnosno lovastatina. No buduéi da crvena fermentirana riza moze sadrzavati
c¢ak 14 monakolina s hipolipemickim ucinkom, mozda bi bilo potrebno provesti
standardizaciju na monakolin K te ukupne monakoline, kako je kod nekih proizvoda i
napravljeno. Nazalost, na trziStu se mogu nac¢i dodaci prehrani s crvenom fermentiranom
rizom na kojima je deklarirano samo da sadrze primjerice 1,0 g ekstrakta crvene rize, §to

naravno nema znacaja ako se ne zna koliko u tom proizvodu ima monakolina. Standardizaciji
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je potrebno posvetiti dodatnu pozornost ako se uzme u obzir da ¢e sastav, vrsta i koli¢ina
monakolina u crvenoj fermentiranoj rizi ovisiti o uvjetima rasta i kultiviranja te obradi nakon
proizvodnje.

Dnevna doza crvene fermentirane rize je 1-2 kapsule, ovisno o proizvodu. Uglavnom
je rije¢ o dozi od 1200-2400 mg dnevno, $to odgovara dozi od 3-5 mg monakolina K,
odnosno lovastatina. Na trziStu postoje dodaci prehrani s crvenom fermentiranom rizom koji
sadrze i do 10 mg monakolina K, $to se ve¢ smatra terapijskom dozom lovastatina (1 tableta
lijeka obi¢no sadrzi 10 ili 20 mg lovastatina). Buduc¢i da ovi dodaci prehrani sadrze lovastatin,
onda se mogu javiti i nuspojave karakteristicne za statine. Moguce je osjetiti bol u abdomenu,
zgaravicu, mucninu i povracanje, glavobolju, osip, vrtoglavicu, slabost u misi¢ima, bol u
misSi¢ima te rabdomiolizu. Primjena proizvoda s crvenom fermentiranom rizom je
kontraindicirana kod trudnica i dojilja, osoba koje su iskazale preosjetljivost na statine te kod
osoba s oSte¢enom funkcijom jetre i bubrega. Takoder je iznimno vazno da kod pacijenata ne
dolazi do dvostruke terapije, odnosno da uz uobicajenu terapiju statinima ili nekim drugim
hipolipemicima ne koriste i prirodni proizvod za snizenje kolesterola u krvi, poput crvene

fermentirane rize.

1.4 KAPILARNA ELEKTROFOREZA

1.4.1 Nacelo tehnike kapilarne elektroforeze

Elektroforeza je razdvajanje elektricki nabijenih Cestica prema brzinama kretanja u
elektricnom polju. Prvi elektroforetski eksperimenti izvedeni su jo§S u 18. stoljecu. Arne
Tiselius je 1948. godine dobio Nobelovu nagradu za kemiju za svoja istrazivanja
elektroforetskih razdvajanja 1 odredivanja. Godine 1981. Mikkers, Jorgenson 1 Tsud razvili su
osnovni tip kapilarne elektroforeze, odnosno instrument kakav koristimo i danas (Boone i
sur., 1999). Stoga se kapilarna elektroforeza jos uvijek smatra relativno novom separacijskom
analitickom tehnikom.

Osnovno nacelo tehnike kapilarne elektroforeze je migracija elektricki nabijenih
Cestica u uskoj kapilari prema jednoj od elektroda pod djelovanjem elektricnog polja visokog
potencijala (10-30 kV) (Nigovi¢, 2010; Watson, 2005). Kapilara je ispunjena elektrolitnom
otopinom pufera, otopinom pufera koja sadrzi polimere koji povecavaju viskoznost otopine ili
gelom. Iz naziva tehnike oc€ito je da upravo kapilara ima temeljnu ulogu. O njoj ovisi

ucinkovitost razdvajanja, razluCivanje i obiljezja signala te odaziva detektora. Kapilare mogu
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biti duljine od 10 do 110 cm, unutarnjeg promjera od 50 do 300 um. Najces¢e se koriste
kvarcne kapilare tankih stijenki, ali mogu se izradivati i od fluorirane ugljikovodi¢ne smole.
Krajevi kapilare su uronjeni u otopinu elektrolita, a preko elektroda iz elektricnog izvora se
uspostavlja elektri¢ni napon koji uzrokuje elektri¢no polje kroz kapilaru (Piljac, 2006). Shema

instrumenta kapilarne elektroforeze prikazana je na Slici 4.

1
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Slika 4. Shema uredaja za kapilarnu elektroforezu: termostatirana kapilara (1), dvije
elektrode (2), visokonaponski izvor istosmjerne struje (3), sustav za unoSenje uzorka (4),
detektor (5), ulazni/izlazni spremnik za pufere (6) i sustav za izmjenu pufera (7).

Analiti se u kapilarnoj elektroforezi razdvajaju na temelju brzine kojom putuju kroz

kapilaru. Brzina kojom Cestice putuju opisana je izrazom:

Vep = Lo E

gdje je vep brzina putovanja iona, e, je elektroforetska pokretljivost Cestice, a E je jakost

primijenjenoga elektricnog polja.
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Elektroforetska pokretljivost Cestice (1ep) dana je izrazom:

_a
6znr
gdje je g naboj Cestice, r polumjer Cestice (Stokesov polumjer), a # viskoznost otopine

/uep =

elektrolita, dok jakost primijenjenoga elektricnog polja (E) ovisi o primijenjenom naponu i
duzini kapilare:

e-2
L

gdje je V primijenjeni napon u voltima, a L duljina kapilare u cm.

Dakle djelovanjem elektri¢nog polja analiti putuju razli¢itom brzinom ovisno o svom
naboju i ionskom radijusu. No i neutralni analiti se takoder mogu analizirati kapilarnom
elektroforezom jer ¢e putovati kroz kapilaru zbog djelovanja elektroosmotskog toka (engl.
Electroosmostic flow, EOF). EOF je tok ¢istog pufera u kapilari, a posljedica je povrSinskog
naboja na unutrasnjoj stijenci kapilare. Naime, unutraSnja povrSina stijenke (najces¢e od
izvucenog kvarca) sadrzi brojne silanolne grupe koje se ovisno o pH-vrijednosti elektrolita
mogu nalaziti u anionskoj formi. Uz negativno nabijene silanolne skupine, elektrostatskim
silama privuceni su pozitivno nabijeni ioni iz elektrolitske otopine, ¢ime je zapravo stvoren
elektri¢ni dvosloj. Nakon ¢vrstog dijela slijedi difuzijski dio u kojem se javljaju i kationi i
anioni. Kada se na krajevima kapilare primijeni napon, kationi u difuznom dijelu dvostrukog
sloja bivaju privuceni prema katodi. Budu¢i da su otopljeni, oni svojim kretanjem povlace za

sobom i okolnu tekuc¢inu (Slika 5).
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Slika 5. Elektroosmotski tok pufera.
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Elektroosmotski tok pufera utjece na vrijeme zadrzavanja Cestice u kapilari s obzirom
na to da se njegova elektroosmotska pokretljivost pridodaje ili oduzima elektroforetskoj
pokretljivosti Cestice, $to je iskazano u jednadzbi:

L L

t p— p—l
Vep + Veo (luep * Heo )V

gdje je t vrijeme putovanja Cestice cijelom duzinom kapilare.

Brzina elektroosmotskog toka u kapilari ovisi o elektroosmotskoj pokretljivosti pufera,
odnosno dielektricnoj konstanti pufera, zeta-potencijalu na povrSini kapilare i viskoznosti
pufera, te jakosti elektricnog polja (Shintani i sur., 1997).

Buduéi da je sila koja pokrece tok jednoliko rasporedena uzduz kapilare odnosno uz
njezine stijenke, nema pada tlaka unutar kapilare i tok je gotovo uniforman cijelom njezinom
duZinom. Stoga je odlika elektroosmotskog toka u kapilari ravan profil. Zahvaljuju¢i tome ne
dolazi do disperzije zona analita, pa su pikovi na elektroferogramu uski i ostri. To je ujedno i
prednost kapilarne elektroforeze u odnosu na tekuéinsku kromatografiju, gdje prilikom
upotrebe vanjske pumpe koja pokrece pokretnu fazu kroz sustav i kolonu dolazi do trenja
stijenke te se javlja laminarni ili parabolni tok, odnosno puno Siri kromatografski pikovi.

Upravo zahvaljujuci elektroosmotkom toku, svi analiti se kreu u istom smjeru,
neovisno o svom naboju. Pri uobiCajenom nacinu analize kapilarnom elektroforezom,
odnosno kada je stijenka kapilare negativno nabijena i na injektorskom kraju se nalazi
pozitivno nabijena elektroda, elektroosmotski tok je usmjeren od anode prema katodi. U tim
uvjetima ¢e anioni takoder putovati prema negativno nabijenoj katodi, jer je veliCina
elektroosmotskog toka za viSe od jednog reda veliCine ve€a od njihove elektroforetske
pokretljivosti koja ih nosi prema pozitivno nabijenoj anodi. Zahvaljujuci tome se u kapilarnoj
elektroforezi mogu istovremeno analizirati kationi, neutralne molekule i anioni, budu¢i da se
svi kre¢u u istom smjeru. Kationi putuju najbrze jer su njihovo elektroforetsko privlacenje i
EOF usmjereni u istom smjeru, tj. prema katodi. Neutralne molekule noSene su brzinom
elektroosmotskog toka, ali se ne razdvajaju jedne od drugih. Anioni putuju najsporije jer su
privuceni prema anodi, ali svejedno putuju prema katodi noSeni elektroosmotskim tokom.

Stoga je prilikom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode potrebno optimizirati
nekoliko parametara koji u prvom redu utjeCu na elektroosmotski tok i elektroforetsku
mobilnost analita. To su vrsta i koncentracija pufera, pH pufera, dodatak organskih otapala,

vrsta 1 koncentracija povrSinski aktivnih tvari, napon i temperatura pri kojima se analiza
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odvija te izbor kapilare (produljeni opticki put, kemijska modifikacija unutrasnje stijenke
kapilare).

Nakon razdvajanja slijedi detekcija analita. Kapilarna elektroforeza moze koristiti
nekoliko vrsta detektora, ovisno o vrsti analita i cilju analize. Najc¢es¢e su koristeni UV-Vis
detektor, fluorescencijski detektor, maseni spektrometar ili povrSinski poboljSana raman

spektroskopija (Dami¢ i Nigovi¢, 2010a).

1.4.2 Vrste kapilarne elektroforeze

Kapilarna elektroforeza podrazumijeva razli¢ite mehanizme razdvajanja te razlicite
nacine detekcije, Sto tehnici nudi Citav niz moguénosti primjene i brojne prednosti. Postoji
nekoliko vrsta kapilarnoelektroforetskih tehnika, koje se razlikuju prema mehanizmu
razdvajanja razli¢itih analita, prikazanih u Tablici 1. Sve donedavno ova tablica je ukljucivala
samo prvih pet tipova, no u zadnje vrijeme kapilarna elektroforeza je dozivjela procvat novih
mehanizama razdvajanja i vrlo specifi¢nih primjena, poput kapilarne elektrokromatografije ili

nevodene kapilarne elektroforeze.

Tablica 1. Vrste kapilarne elektroforeze

Vrste kapilarne elektroforeze Vrste analita

Kapilarna zonska elektroforeza Nabijeni analiti

Micelarna elektrokineticka kromatografija Neutralni i nabijeni analiti
Kapilarna gel elektroforeza DNK, RNK, proteini
Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje Proteini i peptidi

Kapilarna izotahoforeza loni

Kiralna kapilarna elektroforeza Kiralne molekule
Kapilarna elektrokromatografija Male molekule
Mikroemulzijska elektrokineti¢ka kromatografija Analiti slabo topljivi u vodi
Nevodena kapilarna elektroforeza Analiti netopljivi u vodi
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Kapilarna zonska elektroforeza (engl. Capillary Zone Electrophoresis, CZE),
pravim imenom ,kapilarna elektroforeza slobodne otopine, osnovni je i najvazniji tip
kapilarne elektroforeze. Kapilara je ispunjena samo puferom, a do razdvajanja otopljenih tvari
dolazi na temelju njihove razli¢ite elektroforetske pokretljivosti u puferu. Analiti se
razdvajaju u zone koje putuju kroz kapilaru razli¢itom brzinom. Brzina kretanja pojedine zone
ovisi o elektricnoj pokretljivosti pojedinog analita i o brzini elektroosmotskog toka otopine
pufera. Kapilarnom zonskom elektroforezom moguée je odijeliti i anionske i kationske
otopljene tvari zahvaljuju¢i elektroosmotskom toku. Neutralne otopljene tvari se ne mogu
medusobno razdvojiti ovom metodom, ve¢ one koeluiraju s elektroosmotskim tokom. (Dami¢

1 Nigovi¢, 2010a).

Micelarna elektrokineticka kromatografija (engl. Micellar Electrokinetic Capillary
Chromatography, MEKC) je kombinacija elektroforeze i kromatografije. MEKC je
elektroforetska tehnika koja se moze koristiti i za analizu neutralnih molekula. Naime, u
otopinu radnog pufera dodaju se povrsinski aktivne tvari (surfaktanti) koje u koncentraciji
vecoj od kritiéne micelarne koncentracije formiraju nakupine molekula surfaktanta, koje
nazivamo micele. Micele su sfericnog oblika, imaju nabijene polarne glave na povrSini u
kontaktu s puferom te hidrofobne repove okrenute prema unutrasnjosti. Neutralni spojevi
stupaju u razliite interakcije s micelama te zahvaljuju¢i naboju na micelama putuju kroz
kapilaru. Micele anionskih surfaktanata, poput najéesce koristenog natrijeva duodecilsulfata
(SDS), putuju prema anodi, no zahvaljuju¢i djelovanju elektroosmotskog toka ipak putuju
prema katodi i detektoru. Stoga brzina kretanja neutralnih analita ovisi samo o konstanti
raspodjele izmedu micele i vodene otopine. Nabijeni analiti takoder stupaju u razliCite
hidrofobne i elektrostatske interakcije te brzina njihova putovanja ovisi o konstanti raspodjele
izmedu micela i otopine pufera te o elektroforetskoj pokretljivosti samog analita (El Deeb i

sur., 2001).

Kapilarna gel elektroforeza (engl. Capillary Gel Electrophoresis, CGE)
tradicionalna je gel elektroforeza, s time da se gel nalazi unutar kapilare. Otopina polimera
koji stvara gel djeluje kao molekularno sito, pa razdvaja analite na temelju njihove veli¢ine.

Tehnika se prvenstveno koristi za analizu DNK i RNK te peptida i proteina.

Kapilarno izoelektri¢no fokusiranje (engl. Capillary Isoelectric Focusing, CIEF)

koristi se za razdvajanje proteina i peptida na temelju razlike u izoelektricnim to¢kama. U
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odnosu na tradicionalno gel izoelektricno fokusiranje, CIEF je brzi, automatiziran i
jednostavniji za primjenu. Primjenom amfolita (zwitteriona) unutar kapilare postize se pH-
gradijent. Pod djelovanjem elektricnog polja nabijene molekule putuju kroz medij do podrucja
u kojem gube naboj (pH-vrijednost jednaka njihovoj izoelektri¢noj tocki) i na tom mjestu se
zaustavljaju. Tako odijeljene uske vrpce analita pokre¢u se prema detektoru primjenom tlaka
ili dodatkom soli. Ovom tehnikom mogu se razdvojiti proteini koji se u izoelektri¢noj tocki

razlikuju za svega 0,004, a u kapilari duljine 65 cm moguce je razdvojiti i do 1000 analita.

Kapilarna izotahoforeza (engl. Capillary Isotachophoresis, CITP) koristi
diskontinuirano elektricno polje za stvaranje ostrih granica izmedu sastavnica uzorka
primjenom dvije elektrolitske tekuéine razli¢ite pokretljivosti. Vodeca elektrolitska tekuc¢ina
ima vecu, a zadnja elektrolitska teku¢ina manju pokretljivost nego ioni analita. Djelovanjem
elektri¢nog polja nastaju odijeljene zone analita izmedu vodeceg i terminalnog elektrolita.
Jednom odijeljeni, analiti u zonama putuju istom brzinom uz zadrzavanje vrlo ostrih granica

izmedu zona, ¢ime se postize znatno koncentriranje uzorka.

Kiralna kapilarna elektroforeza (engl. Chiral Capillary Electrophoresis, CCE)
izvodi se tako da se u otopinu radnog pufera doda kiralni selektor (primjerice ciklodekstrini,
zucne soli). Selektivnost se postize uporabom odgovarajuce vrste 1 koncentracije kiralnog
selektora te dodatkom modifikatora poput alkohola, povrSinski aktivnih tvari i metalnih iona.
Tehnika je puno jeftinija od uobicajeno koriStene tekucinske ili plinske kromatografije, ¢ije su

analize slozene i zahtjevne te koriste skupe stacionarne faze.

Kapilarna elektrokromatografija (engl. Capillary Electrochromatography, CEC)
nova je i vrlo popularna vrsta kapilarne elektroforeze. Predstavlja kombinaciju kapilarne
elektroforeze i kromatografije u tradicionalnom smislu. Naime, CEC kapilaru ispuni
kromatografskom stacionarnom fazom, a razdvajanje se odvija na temelju razli¢ite
elektroforetske pokretljivosti (svojstvo kapilarne elektroforeze) i na temelju razlike u
konstanti raspodjele izmedu mobilne i stacionarne faze (princip kromatografskog
razdvajanja). Kapilara se puni in situ polimerizacijom ili silanizacijom, a postoje i

komercijalno dostupne punjene kapilare.

Mikroemulzijska elektrokineticka kromatografija (engl.  Microemulsion

Electrokinetic Chromatography, MEEKC) razdvaja analite izmedu dvije faze — vodene i
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uljne. Mikroemulzija se moze sastojati od kapljica vode rasprSenih u uljnoj fazi ili kapljica
ulja u vodenoj fazi. Osim vode i organskog otapala (naj¢es¢e heptan ili oktan), u otopinu se
dodaje surfaktant (najces¢e SDS) i kosurfaktant u svrhu stabilizacije emulzije. Odabirom
otapala i mijenjanjem koncentracije surfaktanta i organskih otapala postize se odgovarajuca

selektivnost i razlu¢ivanje.

Nevodena kapilarna elektroforeza (engl. Nonaqueous Capillary Electrophoresis,
NACE) koristi samo organska otapala ¢ija viskoznost i dielektri¢na konstanta izravno utjecu

na elektroosmotski tok i elektroforetsku mobilnost analita.

1.4.3 Primjena kapilarne elektroforeze u farmaciji

Kapilarna elektroforeza se u farmaceutskoj industriji, za razliku od tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High Performance Liquid Chromatography,
HPLC), ne koristi u rutinskim svakodnevnim analizama, no njezina primjena u farmaciji je
ipak vrlo Siroka. Upravo zahvaljuju¢i ve¢ navedenim razli¢itim vrstama tehnike, odnosno
mehanizmima razdvajanja, moguce je analizirati sve vrste analita, od malih organskih
molekula, iona i neutralnih molekula do velikih biomakromolekula, poput DNK i proteina.

Kapilarna elektroforeza je nastala ujedinjenjem mocénih mehanizama razdvajanja
karakteristi¢nih za elektroforezu, s instrumentalnim i automatiziranim pristupom koji ima
kromatografija. Stoga se vrlo cesto kaze da se kapilarna elektroforeza nadopunjuje s
tekuc¢inskom kromatografijom visoke djelotvornosti ili je zamjenjuje, i kao separacijska
tehnika, ali i kao tehnika za dokazivanje i odredivanje pojedinih analita. Od prednosti tehnike
kapilarne elektroforeze potrebno je istaknuti kratko vrijeme analize, visoku ucinkovitost,
razli¢ite mehanizme razdvajanja, moguc¢nost analize svih vrsta analita, vrlo male koliine
uzoraka i otapala, niske troskove, jednostavnost tehnike i ekoloSku prihvatljivost. Unato¢
svim navedenim prednostima te Sirokoj moguénosti primjene, kapilarna elektroforeza se ipak
premalo koristi u rutinskim analizama te se sama tehnika joS uvijek istrazuje i razvija.

Kapilarna elektroforeza je farmakopejska tehnika. Prvi put se javlja u Cetvrtom izdanju
Europske farmakopeje (Ph. Eur. 4. izdanje). U Sestom izdanju nalazi se u poglavlju opce
monografije za monoklonalna antitijela za ljude te za utvrdivanje identiteta i ispitivanje
Cisto¢e u monografijama, primjerice somatropina, eritropoetina, alteplaze za ljude, faktora
zgrusavanja VIII, glutationa, heparin-kalcija, heparin-natrija, levokabastin-hidroklorida,

inhibitora a.1-proteinaze, ropivakapin-hidroklorid-monohidrata i dr. (Ph. Eur. 6. izdanje).
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Kapilarna elektroforeza se u farmaciji koristi za analizu razlicitih ljekovitih oblika,
tableta, kapsula, krema, injekcijskih otopina, ali i slozenih uzoraka poput bioloskih tekucina i
tkiva, otpadnih voda, sto¢ne hrane i biljnih materijala (Dami¢ i Nigovi¢, 2010a). Upravo je
primjena mogucnosti razli¢itih kapilarnoelektroforetskih metoda na ovakvim slozenim
uzorcima bez prethodne znatnije predobrade uzorka joS jedna prednost kapilarne
elektroforeze.

U analitici lijekova kapilarna elektroforeza Kkoristi se prvenstveno kao brza i
jednostavna metoda za to¢no 1 precizno odredivanje sadrzaja aktivnih farmaceutskih
supstancija u svim vrstama ljekovitih oblika. Zbog visoke mo¢i razlu€ivanja koristi se za
odredivanje profila Cistoce lijekova. Uspjesno se primjenjuje u analizi lijekova i njihovih
metabolita u bioloskim teku¢inama (urin, plazma, serum, likvor) i tkivima. Najvecu prednost
kapilarna elektroforeza iskazuje u analizi peptidnih lijekova i proteina. Zahvaljujuci
jednostavnoj primjeni kiralnih selektora, selektivna je i djelotvorna tehnika u odjeljivanju
enantiomera i odredivanju enantiomerne ¢istoce.

Najzastupljenije su kapilarna zonska elektroforeza i micelarna elektrokinetiCka
kromatografija. Kapilarna zonska elektroforeza koristi se za odredivanje djelatne tvari u
ljekovitom obliku (Dong 1 sur.,, 2006), za provjeru Ccisto¢e, odredivanje oneciSc¢enja,
farmakokinetiCke studije (Glowka, 2002), identifikaciju i odredivanje metabolita lijekova u
bioloskim uzorcima itd. Cesto se primjenjuje za analizu peptida i proteina. Znacajan uspjeh
postignut je upravo u peptidnom mapiranju. Kod peptidnog mapiranja se proteini enzimski ili
kemijski cijepaju u manje peptidne fragmente koji se potom razdvajaju. Analiza je
prvenstveno kvalitativna i koristi se da bi se otkrile suptilne promjene u proteinima.

Tehnika se takoder koristi 1 za razdvajanje anorganskih iona 1 organskih kiselina, za
Sto se tradicionalno koristila ionska kromatografija. U tom je slucaju potrebna indirektna UV-
detekcija zbog nedostatka kromofora kod takvih analita. Indirektna UV-detekcija se izvodi na
nacin da se u radni pufer dodaju tvari koje jako apsorbiraju u UV-podrucju, kao Sto su kromati
ili imidazoli, pa im se prati apsorbancija pri valnoj duljini njihova apsorpcijskog maksimuma.
loni analita izguraju ione kromata pa dolazi do pada apsorbancije kromata kada zone analita
stignu do detektora.

Micelarna elektrokineticka kromatografija se koristi za analizu nabijenih i nenabijenih
analita i za Sirok raspon tvari s hidrofilnim ili hidrofobnim karakteristikama (aminokiseline,
nukleotidi, vitamini, velik broj lijekova, aromatski ugljikovodici, eksplozivne tvari...). U
farmaciji se MEKC uspje$no koristi za odredivanje aktivnih tvari i oneciS¢enja u tabletama

(Srinivasu i sur., 2002), kremama i injekcijskim formulacijama (Kuhn i sur., 2008).
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Primjenjuje se za odredivanje lijeka (vrlo cesto hidrofobnog) i njegovih polarnih metabolita u
bioloskim uzorcima (Theurillat i sur., 2010) te za stabilitetne studije (Al Azzam i sur., 2011).

Kapilarna elektroforeza dosta se primjenjuje i u biotehnologiji, gdje je zamijenila
tradicionalnu elektroforezu u gelu za analizu DNK, RNK, proteina i ugljikohidrata. U analizi
biomakromolekula koristi se najceS¢e kapilarna gel-elektroforeza. Primjenjuje se za
odredivanje slijeda nukleotida, utvrdivanje mutacija, u proizvodnji antisense oligonukleotida i
analizi dijagnostickih i terapijskih molekula DNK.

Osim u famaciji, kapilarna elektroforeza se koristi u molekularnoj biologiji, genetici,

biokemiji, mikrobiologiji, virologiji i forenzici (www.beckmancoulter.com).

1.5 VEZANI SUSTAV TEKUCINSKE KROMATOGRAFIJE VISOKE
DJELOTVORNOSTI | MASENE SPEKTROMETRIJE

Tridesetih godina proslog stolje¢a kromatografija postaje rutinska laboratorijska
metoda. Od svog pocetka do danasnjih dana doZivjela je pravi procvat. Danas se tekuc¢inska
kromatografija visoke djelotvornosti smatra standardom u farmaceutskoj industriji, s kojim se
usporeduju sve ostale tehnike. HPLC je separacijska tehnika koja uspjesno i reproducibilno
razdvaja sastojke smjese sa svrhom dokazivanja, odredivanja sadrzaja ili prociS¢avanja
uzorka, odnosno preparativne svrhe (Poole, 2003). Dokazivanje i odredivanje sadrzaja
provodi se primjenom razlicitih detektora, poput ultraljubic¢astog 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
rasprSenja svjetlosti u uparenom uzorku (engl. Evaporative Light-Scattering Detector, ELSD).
Danas se HPLC tehnika povezuje u slozene sustave s nizom drugih nac¢ina dokazivanja i
odredivanja sadrzaja razdvojenih sastavnica smjese, poput vezanog sustava tekuéinske
kromatografije i masene spektrometrije (LC-MS), nuklearne magnetske rezonancije (LC-
NMR) ili infracrvene spektrometrije (LC-IR) i dr.

Nedostatak HPLC tehnike je visoka cijena, velika potro$nja organskih otapala koja se
koriste u analizi, zagadenje okoliSa, nepostojanje univerzalnog detektora za sve analite i
razliite vrste analiza. Za neke spojeve, bez obzira na tip detektora, osjetljivost je niska.
Moguée su ireverzibilne neuocene adsorpcije analita, Sto dovodi do laznih rezultata.
Koeluaciju dva ili viSe analita je uz primjenu nekih detektora tesko uociti. Sofisticiranost i

slozenost tehnike zahtijeva stru¢nog i educiranog analitiCara. No bez obzira na nedostatke,
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HPLC ima niz prednosti poput brzine, visoke rezolucije, osjetljivosti, ponovljivosti, to¢nosti i
automatiziranosti, zbog Cega je postala nezaobilaznom tehnikom kako u farmaceutskoj

industriji, tako i u analitici op¢enito.

1.5.1 Detektor s nizom fotosenzitivnih dioda

DAD je detektor koji se u tekucinskoj kromatografiji najéesée koristi, buduéi da
mnogi lijekovi apsorbiraju ultraljubicasto ili vidljivo zracenje. To je UV-Vis detektor koji
moze snimati cijelo ultraljubicasto i vidljivo podrucje (190 — 800 nm), uz razlucivanje od 1
nm. Njegova prednost pred obi¢nim UV-Vis detektorom ocituje se u tome $to se za vrijeme
jedne analize moze istovremeno provoditi spektroskopsko skeniranje i precizno ocitavanje
vrijednosti apsorbancija. DAD detektor omogucuje snimanje cijelog UV-Vis spektra svakoga
razdvojenoga kromatografskog pika, Sto pruza dodatnu dimenziju tijekom analize. Naime,
dobiveni UV-Vis spektri daju dodatnu kvalitativhu informaciju, odnosno sigurnost u
identifikaciji, pored vremena zadrzavanja analita. Analizom dobivenih UV-Vis spektara DAD
detektorom takoder je moguce procijeniti ¢istocu kromatografskog pika, odnosno utvrditi je li
postignuto potpuno razdvajanje, drugim rije¢ima utvrditi selektivnost analiticke metode,
buduci da sam oblik pika ne otkriva odgovara li on jednoj, dvije ili ¢ak viSe sastavnica smjese.
Nadalje, moguce je istovremeno dobiti kromatograme na nekoliko razli¢itih valnih duljina
(Snyder i sur., 1997; Watson, 2005). To je iznimno korisno kad nema spoznaja o molarnoj
apsorptivnosti analita pri razliitim valnim duljinama ili pak kada sastavnice snaZno
apsorbiraju pri razli¢itim valnim duljinama. Dodatna prednost DAD detektora je Sto se moze
povezati s drugim detektorima, budu¢i da, za razliku od masene spektrometrije, analit 1z
detektora izlazi nepromijenjen, a u svrhu dobivanja viSe informacija, bolje strukturne
karakterizacije pojedinih sastavnica smjese ili osiguranja nizih granica dokazivanja i
odredivanja.

Nedostaci DAD detektora su $to se njime mogu analizirati samo molekule koje u
svojoj strukturi imaju kromofor. Sum bazne linije je relativno velik, pa je i osjetljivost manja
(ovisno o apsorbanciji analita reda veli¢ine 10 do 107 g/mL). Takoder su moguce promjene

u radu lampe, $to dovodi do pogresaka.
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1.5.2 Fluorescencijski detektor

Fluorescencijski detektor je iznimno osjetljiv i specifican. Upravo zbog toga je pravi
izbor kod analiza sastavnica koje se ocekuju u vrlo malim koli¢inama i kod slozenih uzoraka.
Naravno, pretpostavka za oba slucaja je da molekule analita fluoresciraju, $to je ujedno
glavno ograni¢enje primjene ovog detektora, budué¢i da mali broj molekula lijekova pokazuje
fluorescenciju. Prednost fluorescencijskog detektora je velika osjetljivost, otprilike 10 — 1000
puta veca nego za DAD detektor, pa se njime redovito analiziraju sastavnice U
koncentracijama ng/mL, ¢ak i pg/mL.

Ogranicenje detektora je mali broj molekula lijekova koji se njime moZe analizirati.
Moguce je provesti derivatizaciju reagensom koji posjeduje fluorofor, no to zahtijeva dodatnu

predobradu uzoraka (Snyder i sur., 1997).

1.5.3 Maseni spektrometar

Masena spektrometrija je analiticka tehnika kojom se razdvajaju ionizirane molekule
na temelju razlike u omjeru mase i naboja (m/z). Instrument se sastoji od tri glavna dijela,
ionizatora, analizatora i detektora. Nakon unosenja uzorka u maseni spektrometar, analit se
ionizira, zatim se u analizatoru razdvaja s obzirom na omjer mase i naboja djelovanjem
magnetskog ili elektricnog polja te se primjenom detektora (elektronskog pojacala ili
scintilacijskog brojaca) ioni detektiraju, signal se obraduje, a moguce je provesti i
kvantifikaciju analita (Mornar i sur., 2013a; Snyder i sur., 1997; Watson, 2005).

Ionizacija analita se moze provoditi na nekoliko nacina, pa tako razlikujemo ionizaciju
elektroraspr$enjem (engl. Electrospray lonization, ESI), kemijsku ionizaciju (engl. Chemical
lonization, CI), kemijsku ionizaciju pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric-Pressure
Chemical lonization, APCI), ionizaciju fotonima pri atmosferskom tlaku (engl. Atmospheric
Pressure Photo lonization, APPI), matriksom potpomognutu ionizaciju laserskom
desorpcijom (engl. Matrix-Assisted Laser Desorption lonization, MALDI), ionizaciju
bombardiranjem brzim atomima (engl. Fast Atom Bombardment, FAB) i ionizaciju
termorasprSenjem (engl. Thermospray). Svi tipovi ionizacije se dijele u dvije osnovne
skupine, ovisno o koli¢ini energije koju predaju molekuli analita: tzv. blage ionizacijske
tehnike (engl. soft ionization) i ¢vrste ionizacijske tehnike (engl. hard ionization). Tijekom
ionizacije moze do¢i do fragmentacije molekule analita, a upravo o koli¢ini energije koju
ionizator predaje, odnosno u tipu ionizatora, ovisi stupanj, nacin i vrsta pucanja veza u

molekuli analita te stvaranja razli¢itih fragmenata.
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Analizator razdvaja dobivene ione analita prema omjeru mase i naboja. Neki od
analizatora koji se naj¢eScée koriste su: stupica za ione (engl. lon Trap), kvadrupolni analizator
(engl. Quadropole) i analizator vremena leta (engl. Time of Flight, TOF).

Danas se sve viSe koristi tandemska masena spektrometrija (MS/MS), koja omogucuje
dodatnu fragmentaciju iona. MS/MS analizatori na trziStu se dijele u tri osnovne skupine:
spektrometre s vise analizatora koji omoguéuju analizu do MS? (engl. Triple Quadrupole,
QqQ), instrumente s dva analizatora izmedu kojih se nalazi kolizijska c¢elija i takoder
omogucuju analizu do MS? (engl. Quadrupole-Time of Flight, Q-TOF) te jedan analizator koji
omogucéuje analizu do MS", npr. stupica za ione (Cindri¢ i sur., 2009).

TrziSte masene spektrometrije je iznimno dinamicno, i moguée je nacéi brojne
kombinacije ionizatora i analizatora. Osim $to se ti instrumenti razlikuju prema nacinu rada,
cijeni, selektivnosti, osjetljivosti, preciznosti i razlucivanju, razlikuju se i prema namjeni.
Naime, ovisno o tipu uzorka koji se analizira te 0 namjeni analize (identifikacija nepoznatih
spojeva, strukturna karakterizacija oneciS¢enja, odredivanje sadrzaja analita u vrlo niskim
koncentracijama), ciljano ¢e se odabrati odredeni tip ionizatora i analizatora.

Potrebno je istaknuti da je masena spektrometrija najprije koriStena kao zasebna
tehnika, zatim je povezana s plinskom kromatografijom, a krajem sedamdesetih godina
proslog stoljeca pocelo je povezivanje s tekuc¢inskom kromatografijom, dok je danas moguce

povezivanje i s drugim separacijskim tehnikama, poput kapilarne elektroforeze.

Ionizacija elektrorasprSenjem se najceS¢e koristi u vezanim sustavima tekucinske
kromatografije i masene spektrometrije. Elektrosprej-ionizator ionizira molekule analita u
otopini uzorka prije nego $to dodu do samoga masenog spektrometra. Pokretna faza koja je
dosla s tekuc¢inskog kromatografa se rasprSuje pri atmosferskom tlaku u prisutstvu jakoga
elektrostatskog polja (3 — 5 kV), koje potpomaze disocijaciju molekula analita, i zagrijanog
plina za susenje koji uzrokuje da kapljice otapala isparavaju. Isparavanjem otapala kapljice
pokretne faze postaju sve manje, povecava se povrsinski naboj, dok ne prevladaju odbojne
elektrostatske sile izmedu iona, pri ¢emu se kapljice rasprsnu, a ioni analita prelaze u
plinovitu fazu te ulaze u analizator. loni nastali elektrosprej-ionizacijom mogu biti pozitivno
ili negativno nabijeni, ovisno o vrsti i kemijskoj strukturi analita, ali i o uvjetima analize.
Elektrosprej-ionizator je posebno pogodan za analizu velikih biomakromolekula (do 150 000
Da), poput proteina, peptida i1 oligonukleotida, no njime je moguce analizirati 1 male

molekule.
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Stupica za ione je analizator koji koristi i elektriéno i magnetsko polje za zadrzavanje
iona unutar vakuumskog sustava. Postoji nekoliko tipova i izvedbi stupice za ione, no
najcesce se koristi analizator koji ima dvije kruzne i dvije polukruzne elektrode. Kada ioni
udu u stupicu, osciliraju sve dok uslijed promjene napona ne budu izbaceni van. Na ovaj nacin
moguce je zadrzati primjerice samo molekulski ion, a ostale ione ukloniti iz stupice. Jednom
izolirani ion moguce je primjenom plina helija i fragmentirati. Dobiveni fragmentni ion

.....

za ione je $to omogucuje izolaciju i fragmentaciju iona u istom prostoru.

1.5.4 Primjena vezanog sustava tekucinske kromatografije visoke djelotvornosti i
masene spektrometrije (LC-MS) u analitici lijekova

Upravo zbog svoje sposobnosti da razdvoji vrlo srodne analite, uz preciznost i
osjetljivost, automatizirani pristup, pouzdanost i jednostavnost primjene, od svih separacijskih
tehnika upravo je HPLC postala rutinska metoda u farmaceutskoj industriji. No osim
razdvajanja sastavnica smjese, HPLC ne pruza informacije o identitetu i koli¢ini pojedinog
analita. Zato je potrebno koristiti ranije navedene detektore. Primjenom DAD detektora nakon
HPLC analize dobivaju se tri dimenzije, vrijeme zadrzavanja, UV-spektar analita i intenzitet
signala (Nageswara Rao i Nagaraju, 2003), dok povezivanje s masenom spektrometrijom
unosi novu dimenziju, odnosno dodatnu sigurnost pri identifikaciji i strukturnoj karakterizaciji
spoja te bolju osjetljivost kod odredivanja sadrzaja. No ponekad upravo prethodna
kromatografska separacija osigurava to¢nu identifikaciju masenom spektrometrijom, bududi
da MS ne moZe razlikovati dva izomera, a kromatografsko razdvajanje takoder smanjuje
ucinak ionske supresije. Prema tome, LC-MS tehnika obuhvaca separacijske mogucénosti
tekuc¢inske kromatografije, koje se temelje na razdjeljivanju, adsorpciji, ionskoj izmjeni ili
isklju€enju prema veli¢ini, s brojnim prednostima masene spektrometrije.

LC-MS je posljednjih godina dozivio golemi rast u primjeni u razli¢itim podrucjima
analiticke kemije, biokemije, farmaceutske analize, klinicke analize, forenzicke i toksicke
analize, u kvalitativnoj i kvantitativnoj karakterizaciji slozenih uzoraka (Holc¢apek i sur.,
2012). U farmaceutskoj industriji se LC-MS tehnika primjenjuje u razli¢itim fazama razvoja
novog lijeka, za identifikaciju meduprodukata sintetskog postupka, odredivanje
farmakokinetskih parametara, identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja aktivne farmaceutske
supstancije, ispitivanje Cistoce lijeka, strukturnu karakterizaciju i odredivanje onecis¢enja, U

in vivo studijama za kvantitativne bioanalize, optimizaciju terapije, identifikaciju metabolita
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te opéenito u kontroli kvalitete lijekova. Posebnim podru¢jem primjene LC-MS tehnike
smatra se 1 proteomika, gdje se Koristi u razvoju peptidnih i proteinskih lijekova,
karakterizaciji proteina i otkri¢u biomarkera (Chen i Pramanik, 2009; Luterotti, 2012; Mornar
i sur., 2013a). LC-MS je tehnika izbora za identifikaciju i strukturnu karakterizaciju
onecis¢enja niske koncentracije u aktivnim farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim

oblicima, posebice zahvaljujuéi svojoj brzini, osjetljivosti i selektivnosti (Liu i sur., 2007).

1.6 PREGLED ANALITICKIH METODA U ISTRAZIVANJU STATINA

Kontrola lijekova do pocetka 20. stoljeca nije bila zakonska obaveza. Stoga su se
njihova djelotvornost, sigurnost i kvaliteta rijetko kad ispitivale. Nakon Sto su se dogodili
slucajevi poput etilen-glikola, koji se koristio u proizvodnji sulfanilamidnog eliksira te
uzrokovao 1937. godine brojne smrti, ili najpoznatije tragedije u farmaceutsko-medicinskoj
povijesti, kada su zbog primjene lijeka talidomida kod trudnica rodene tisu¢e deformirane
djece, zakonska legislativa se promijenila, a kontrola lijekova znatno postrozila. Analiticke
metode postale su nuzni korak u svim fazama razvoja lijeka, pocevsi od istrazivanja novih
potencijalnih u¢inkovitih molekula i pra¢enja meduprodukata sintetskog procesa, do gotovog
formuliranog lijeka, interakcija lijeka s pomoénim tvarima ili primarnim spremnikom 1
stabilnosti lijeka tijekom skladiitenja. Cim lijek ulazi u fazu klini¢kih ispitivanja,
podrazumijeva se da novi lijek, odnosno gotovi ljekoviti oblik sadrzi to¢nu koli¢inu aktivne
farmaceutske supstancije koja je deklarirana na proizvodu.

Farmaceutska analiza danas pretpostavlja detaljan izvjeStaj o identitetu, cistodi,
sadrzaju 1 stabilnosti kako pocetnih sirovina 1 pomo¢nih tvari, tako i aktivnih farmaceutskih
supstancija (Nigovi¢ 1 sur., 2012). Posljednjih godina proslog stoljeca, pogotovo od kada su
uvedene ICH smjernice o one¢is¢enjima u lijekovima (ICH Q3A; ICH Q3B; ICH Q3C; ICH
Q3D), promijenila se definicija kvalitete lijekova. Fokus je pomaknut s pojma cistoc¢a, na
pojam onecis¢enja u ljekovitim tvarima i razgradne produkte u gotovim ljekovitim oblicima
(Singh i sur., 2012). Sve se ¢esce razvijaju metode koje analiziraju istovremeno lijek, njegove
metabolite 1 razgradne produkte te procesna oneciS¢enja. NajceSce se koriste separacijske
tehnike, poput tekucinske 1 plinske kromatografije te kapilarne elektroforeze, uz razlicite
nacine detekcije. Za ovako specifine analize kompleksnih uzoraka, s velikim brojem
strukturno slicnih spojeva, sve se viSe primjenjuje ESI-MS tehnika koja pruza detaljne
strukturne informacije o lijeku i njegovim onecis¢enjima (Smyth, 2005). Upravo je za njezin

razvoj 2002. godine John Fenn dobio Nobelovu nagradu iz kemije. LC-MS tehnika opéenito
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je vrlo selektivna i osjetljiva, robusna te omogucuje analizu velikog broja uzoraka u kratkom
vremenu. Ipak, u analizi lijekova i oneciS¢enja te razgradnih produkata postoje ogranicenja
ove tehnike. Prvo je sposobnost analita da se ionizira prije ulaska u maseni spektrometar.
Nedostatak LC-MS tehnike je i potencijalna supresija ionizacije, pri ¢emu kod velikog broja
analita u uzorku moze do¢i do slabljenja intenziteta Stvaranja iona za pojedine sastavnice
smjese (Sheldon, 2003).

Statini spadaju medu najpropisivanije lijekove, a njihova primjena je svakodnevna i
dugotrajna (Kaufmann i sur., 2002), stoga ne iznenaduje veliki broj razli¢itih analiti¢kih
metoda razvijenih za njihovu analizu. Posljednjih godina objavljen je niz radova s pregledom
analitickih metoda za odredivanje statina (Erturk i sur., 2003; Nirogi i sur., 2007; Novakova i
sur., 2008). Vecina metoda temelji se tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti
obrnutih faza. Analiticke metode u analitici lijekova, pa tako i statina, mogu se podijeliti u
dvije velike skupine. Prva je primjena na aktivnim farmaceutskim supstancijama i njihovim
dozirnim oblicima, a druga u bioloskim ispitivanjima. Analiza lijekova pruza informacije o
identitetu, Cisto¢i, sadrzaju i stabilnosti farmaceutskih sirovina, aktivnih farmaceutskih
suptancija 1 pomo¢nih tvari, uz razliCite pristupe analizi Cistih aktivnih farmaceutskih
supstancija te gotovih ljekovitih oblika. Posebna se pozornost posvecuje ispitivanju ¢istoce i
odredivanju oneciS¢enja zbog njihova potencijalno neZeljenoga farmakoloSkog ucinka,
moguce toksicnosti 1 utjecaja na aktivnost, bioraspolozivost, sigurnost i stabilnost lijeka
(Nigovi¢ i sur., 2012).

Osim analize cistih aktivnih farmaceutskih supstancija i gotovih ljekovitih oblika,
postoji Citav niz metoda razvijenih za analizu statina u razli¢itim bioloSkim uzorcima,
najceS¢e serumu 1 plazmi, ali 1 punoj krvi, urinu, slini ili kosi. Bioanaliticke metode su
iznimno vazne za pracenje lijeka i njegovih metabolita u svim fazama razvoja lijeka.
Primjenjuju se za ispitivanje farmakokineti¢kih i farmakodinamickih svojstava lijeka, u
toksikoloSkim ispitivanjima na zivotinjama u ranim fazama klinickih ispitivanja, za ispitivanje
bioraspolozivosti, u bioekvivalencijskim studijama, na temelju kojih se donose odluke o
sigurnosti, u¢inkovitosti, nacinu primjene, doziranju i stabilnosti lijeka.

Budu¢i da su u ovom istrazivanju razvijene nove metode za analizu statina u aktivnim
farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim oblicima te dodacima prehrani, te zbog
opsega objavljivanih radova u analitici statina, u ovom pregledu literature bit ¢e navedene
samo najznacajnije i novije analiticke metode u analitici statina u spomenutim vrstama

uzoraka.
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Najces¢e koriStena tehnika u analizi lijekova je ve¢ spomenuti standard u
farmaceutskoj industriji, tekuc¢inska kromatografija visoke djelotvornosti. Objavljen je niz
HPLC metoda za analizu pojedinih statina. Pri tome se najcesce koristi UV, odnosno DAD
detektor. Osim HPLC tehnike, u analitici statina ponekad se koristi i tankoslojna
kromatografija visoke djelotvornosti.

Simvastatin je, uz atorvastatin, najceS¢e koristeni lijek iz skupine statina, pa postoji
nekoliko metoda za njegovu analizu. U veé¢ spomenutom radu Novakova i suradnici su
objavili pregled analitickih metoda za analizu simvastatina i atorvastatin, s naglaskom na
primjenu, farmaceutske formulacije, klini¢ku primjenu te ekoloSka ispitivanja (Novakova i
sur., 2008). Od te godine objavljene su jo§ neke HPLC-UV metode za analizu samog
simvastatina (Hill 1 sur., 2009; Ortega i sur., 2010). Takoder, razvijen je niz metoda za
istovremeno odredivanje simvastatina i nekoga drugog lijeka. Objavljena je HPLC metoda za
istovremeno odredivanje simvastatina i tokotrienola (Ali i Nazzal, 2009). Razvijena je HPLC
metoda za ispitivanje i procjenu pripravaka peleta s postepenim otpustanjem visokih doza
nikotinske kiseline i trenutnim oslobadanjem simvastatina (Zhao i sur., 2010). Buduéi da se u
terapiji simvastatin ¢esto primjenjuje s ezetimibom, lijekom koji takoder snizava razinu LDL-
kolesterola smanjivanjem apsorpcije kolesterola u probavnom sustavu, dakle drugim
mehanizmom nego $to ga imaju statini, objavljen je ¢itav niz metoda za njihovu istovremenu
analizu i ispitivanje stabilnosti (Chaudhari i sur., 2007b; Hefnawy i sur., 2009a; Oliveira i
sur., 2007; Ozaltin i Ucakturk, 2007).

Za identifikaciju 1 odredivanje sadrZaja najceSce se koristi HPLC metoda uz primjenu
DAD i MS detektora koji omogucuju detaljnu strukturnu karakterizaciju. Ponekad se za
potvrdu identiteta oneciS¢enja koristi i FT-IR ili NMR analiza. Objavljeno je nekoliko metoda
za ispitivanje simvastatina i njegovih oneciS¢enja i1 razgradnih produkata u ljekovitim
oblicima (Bertacche i sur., 2007; Bhatia i sur., 2011; Plumb i sur., 2007; Reddy i sur., 2009;
Vuleti¢ i sur., 2005). Plumb i suradnici razvili su i UPLC metodu uz primjenu TOF-MS
detektora za brzu klasifikaciju velikog broja proizvedenih serija tableta simvastatina s
obzirom na onecis¢enja (Plumb i sur., 2008).

Objavljeno je nekoliko HPLC metoda za odredivanje sadrzaja pravastatina u gotovim
ljekovitim oblicima, odredivanje oneciS¢enja, provodenje stabilitetnih studija te analizu u
bioloskim teku¢inama (Brain-Isasi i sur., 2008; Campos-Lara i sur., 2008; Kocijan i sur.,
2006; Mulvana i sur., 2000; Onal i Sagirli, 2006).

Fluvastatin je manje zastupljen u klini¢koj praksi nego primjerice simvastatin i

atorvastatin, pa iako je lijek uveden na trziSte 1993. godine, nema puno objavljenih analiti¢kih
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metoda za njegovu analizu. Razvijena je metoda za fotodegradacijsko ispitivanje fluvastatina
primjenom tankoslojne kromatografije visoke djelotvornosti i spektrofotometrije (Mielcarek i
sur., 2009).

Pregledom literature moze se ustanoviti da je prva HPLC metoda za odredivanje
rosuvastatina, u prisutnosti njegovih razgradnih produkata, u aktivnoj farmaceutskoj
supstanciji i gotovom ljekovitom obliku objavljena 2005. godine (Mehta i sur., 2005).
Takoder je razvijena, u analitici lijekova rjede koriStena, HPTLC metoda za analizu
rosuvastatina (Sane i sur., 2005). Za istovremeno odredivanje rosuvastatina u kombiniranim
pripravcima s ezetimibom takoder je objavljena HPTLC metoda (Varghese i Ravi, 2010) 1
HPLC metoda (Gajjar i Shah, 2010). Predlozena je HPLC metoda za istovremenu
identifikaciju i odredivanje sadrzaja atenolola, rosuvastatina, spironolaktona, glibenklamida i
naproksen-natrija u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji, gotovom ljekovitom obliku te ljudskoj
plazmi (Sultana i sur., 2008).
odobrenje za ulazak na trziste SAD-a dobio 2009. godine. U Velikoj Britaniji je odobren
2010., dok se trenutno razmatra njegovo pustanje na trziSte u ostatku Europske unije.
Objavljene su dvije HPTLC metode za odredivanje pitavastatina u gotovim ljekovitim
oblicima (Kumar i Baghyalakshmi, 2007; Panchal i sur., 2008). Nekoliko HPLC-UV metoda
razvijeno je za analizu pitavastatina te za provodenje stabilitetnih studija (Grobleny i sur.,
2009; Kumar i sur., 2011; Panchal i Suhagia, 2011b; Panchal i sur., 2009). Objavljena je
UPLC metoda za ispitivanje razgradnje pitavastatina (Gomas i sur., 2010). Za istovremeno
odredivanje pitavastatina i ezetimiba objavljena je HPLC metoda (Panchal i Suhagia, 2011a).

Atorvastatin je lijek iz skupine statina koji se najéesce primjenjuje u klini¢koj praksi te
jedan od najceS¢e koriStenih lijekova uopce. Stoga ne Cudi veliki broj analitickih metoda
razvijenih za njegovu analizu. Novakova i suradnici su u svom radu iz 2008. godine dali
detaljan pregled do tada objavljenih HPLC metoda za odredivanje atorvastatina u lijekovima i
bioloSkim uzorcima (Novakova 1 sur., 2008), pa ¢e ovdje biti navedene samo novije HPLC
metode i druge tehnike koriStene u analitici atorvastatina. HPTLC metoda je razvijena za
odredivanje atorvastatina 1 fenofibrata u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji i gotovom
ljekovitom obliku (Skirkhedkar i Surana, 2010). Razvijeno je nekoliko HPLC metoda za
stabilitetne studije uz primjenu UV ili fluorescencijskog detektora (Khedr, 2008; Mohammadi
1 sur., 2007; Mustafa 1 sur., 2010). No, do sada je objavljen mali broj analitickih metoda za
analizu oneciSCenja atorvastatina. HPLC-UV metoda razvijena je za istodobnu analizu

atorvastatina i njegovih sedam onecis¢enja (Petkovska i sur., 2008). Predlozena je micelarna
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LC metoda za predvidanje kromatografskog ponasanja atorvastatina i njegovih oneciS¢enja
(Malenovi¢ i sur., 2011). Za strukturnu karakterizaciju i identifikaciju razgradnih produkata
atorvastatina razvijene su dvije LC-MS metode. Prva je koristila APCI ionizator u pozitivhom
naCinu snimanja i TOF analizator (Shah i sur., 2008). Identificirano je Sest nepoznatih
razgradnih produkata atorvastatina. Oksidativni razgradni produkti atorvastatina izolirani su i
identificirani primjenom preparativne HPLC tehnike, nakon ¢ega je uslijedila MS i NMR
spektroskopska analiza (Kracun i sur., 2009).

Atorvastatin, kao i simvastatin, dolazi u kombiniranim pripravcima s drugim
lijekovima, najcesce s lijekovima koji takoder snizavaju koncentraciju kolesterola u plazmi
nekim drugim mehanizmom, ali i primjerice s lijekovima za snizavanje krvnog tlaka ili s
antitromboticima. Brza UPLC metoda predloZena je za istovremeno odredivanje atorvastatina,
acetilsalicilne kiseline i njihovih razgradnih produkata u kombiniranim gotovim ljekovitim
oblicima (Vora i Kadav, 2008). Isti autori razvili su brzu UPLC metodu za istodobnu analizu
atorvastatina i fenofibrata te njihovih razgradnih produkata u kombiniranim pripravcima
(Kadav i Vora, 2008). HPTLC metode su predloZzene za odredivanje atorvastatina u
kombiniranim pripravcima s fenofibratom (Skirkhedkar i Surana, 2009) i ramiprilom (Panchal
i Suhagia, 2010). Objavljeno je nekoliko HPLC metoda za istovremeno odredivanje
atorvastatina u kombiniranim dozirnim oblicima s amlodipinom (Raja Rajeswai i sur., 2006;
Sivakumar i sur., 2007), fenofibratom (Nakarani i sur., 2007), ezetimibom (Sechachalam i
Kothapally, 2008), ramiprilom (Panchal i Suhagia, 2010; Lincy i sur., 2008) te atorvastatina u
kombinaciji s acetilsalicilnom kiselinom i klopidogrelom (Londhe i sur., 2011), odnosno s
acetilsalicilnom kiselinom i ramiprilom (Damle i sur., 2010).

Lovastatin je prvi registrirani statin, a danas je u klini¢koj praksi uglavnom zamijenjen
atorvastatinom i simvastatinom. Stoga nema puno novijih analitickih metoda za identifikaciju
1 odredivanje njegova sadrzaja u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji i gotovom ljekovitom
obliku. No u novije vrijeme objavljeno je nekoliko metoda za analizu lovastatina kao djelatne
tvari u proizvodima s crvenom fermentiranom rizom, registriranima kao dodatak prehrani. U
vecini tih metoda lovastatin se naziva monakolin K, jedna od 14 aktivnih sastavnica crvene
fermentirane rize koje snizavaju razinu kolesterola inhibicijom enzima HMG-CoA reduktaze.
Razvijeno je nekoliko HPLC metoda s DAD 1 MS detektorom za odredivanje lovastatina u
dodacima prehrani s crvenom fermentiranom rizom (Chairote i sur., 2008; Gordon i sur.,
2010; Heber i sur., 2001; Huang i sur., 2006; Li i sur., 2004; Li i sur., 2005). Mnoge od ovih
provedenih studija su ukazale na razlike u sastavu i sadrzaju monakolina. Takoder, uoc¢eni su

problemi odstupanja od deklariranog sadrzaja monakolina K, odnosno lovastatina. Sve
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objavljene metode traju od 20 do ¢ak 40 minuta po analizi. Nedavno je objavljena brza
metoda masene spektrometrije injektiranjem u protok (engl. Flow injection tandem mass
spectrometry), u kojoj analiza traje jednu minutu, ali je metodom moguée provesti samo
polukvantitativno odredivanje sadrZaja lovastatina (Song i sur., 2012).

Razvijen je niz metoda za analizu proizvoda s crvenom fermentiranom rizom u kojima
je odredivan citrinin, nefrotoksi¢ni nusprodukt fermentacije. No u vecini metoda lovastatin ili
svi monakolini odreduju se jednom tehnikom, dok se citrinin odreduje drugom. Objavljene su
HPLC metode u kojima se lovastatin u dodacima prehrani s crvenom fermentiranom rizom
odreduje UV-detektorom, dok se citrinin odreduje indirektnom kompetitivnom ELISA
analizom (Chen i Hu, 2005), drugom HPLC metodom uz primjenu MS detektora (Pattanagul i
sur., 2008) ili TLC tehnikom (Becker i sur., 2009). Pregledom literature pronadena je jedna
kapilarnoelektroforetska metoda za odredivanje lovastatina u proizvodima s crvenom
fermentiranom rizom, ali samo u njegovu laktonskom obliku (Li i sur., 2007b). Do sada su
razvijene samo dvije, vrlo slicne HPLC metode za istovremeno odredivanje lovastatina u
laktonskom i B-hidroksi kiselinskom obliku te citrinina u proizvodima s crvenom
fermentiranom rizom (Lee i sur., 2006; Wu i sur., 2011). Metode je objavila ista grupa autora,
uz minimalnu izmjenu sastava pokretne faze. Nakon kromatografskog razdvajanja lovastatin
se analizirao primjenom UV-detektora, dok se citrinin odredio pomocu fluorescencijskog
detektora. U obje metode sastav 1 sadrZaj ostalih monakolina nije se ispitivao. Prema tome,
pregledom literature nije pronadena nijedna HPLC metoda koja istovremeno analizira
lovastatin u laktonskom i B-hidroksi kiselinskom obliku, ostale monakoline i citrinin u
proizvodima s crvenom fermentiranom rizom.

Plinska kromatografija se opéenito rijetko primjenjuje u analitici lijekova buduci da
postupci zahtijevaju sloZzenu predobradu uzorka i obaveznu derivatizaciju analita kako bi se
osigurali hlapljivi derivati molekula lijeka, no razvijene su i GC metode za analizu statina
(Kublin i sur., 2006; Morris i sur., 1993).

UV spektrofotometrija je jednostavna metoda koja ne iziskuje sofisticiranu
analiticku opremu i velike troSkove, pa se koristi za odredivanje lijekova u ljekovitim
oblicima. No s obzirom na sve navedene postrozene zahtjeve o Cisto¢i i identifikaciji,
strukturnoj karakterizaciji 1 odredivanju sadrZaja oneciS¢enja lijekova, tesko se moze
usporediti sa separacijskim tehnikama poput tekuc¢inske kromatografije vezane s razli¢itim
selektivnim i osjetljivim detektorima. Objavljeno je nekoliko UV spektrofotometrijskih

metoda za analizu statina (Ashour i sur., 2011; Erk, 2003; Markopoulou i Koundourellis,
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2003). Spektrofluorimetrijska metoda je koristena za odredivanje atorvastatina u gotovim
ljekovitim oblicima (Sharaf EI-Din i sur., 2012)

Elektrokemijske metode iznimno su brze i vrlo osjetljive. lako nije rije¢ o
separacijskoj tehnici, elektrokemijska analiza dala je veliki doprinos u razjasnjenju redoks-
reakcija tijekom metaboliCke razgradnje statina (Nigovic€ 1 sur., 2007). Razvijeno je nekoliko
elektrokemijskih metoda za odredivanje lovastatina (Nigovi¢ i Pavkovi¢, 2009; Zhang i sur.,
2004), atorvastatina (Dogan-Topal, 2007; Erk, 2010), simvastatina (Komorsky-Lovri¢ i
Nigovi¢, 2006; Nigovi¢ 1 sur., 2008;), pravastatina (Nigovi¢, 2006) i fluvastatina (Dogan i
sur., 2007) u aktivnim farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim oblicima.

Pregledom literature pronadeno je samo nekoliko metoda kapilarne elektroforeze za
statine. Kapilarnoelektroforetska metoda primijenjena je za analizu pravastatina u procesu
proizvodnje lijeka (Kocijan i sur., 2005). Za odredivanje pravastatina u gotovom ljekovitom
obliku razvijena je metoda kapilarne zonske elektroforeze, dok je MEKC metoda razvijena za
analizu njegovih oksidacijskih produkata (Nigovi¢ i Vegar, 2008). Kapilarnoelektroforetska
metoda koristi se za brzo odredivanje razine proizvodnje lovastatina nakon primjene razlicitih
sojeva vrste Aspergillus terreus (Kittel i sur., 2005). Za rutinske analize lovastatina i pracenje
njegovih oksidacijskih produkata razvijena je CE metoda (Javernik Rajh i sur., 2003). Za
prac¢enje ucinkovitosti terapije 1 optimizaciju doze nuzno je pracenje koncentracije lijeka u
urinu. U tu svrhu razvijena je CE metoda za odredivanje lovastatina u uzorcima urina. Kako
su ocekivane koli¢ine lijeka u urinu male, a osjetljivost kapilarnoelektroforetske metode
niska, autori su proveli ukoncentriravanje uzorka primjenom metode prolazne pokretne
granice kemijske reakcije (engl. Transient moving chemical reaction boundary method), ¢ime
su osjetljivost metode povecali za viSe od 100 puta (Li 1 sur., 2007a). Pregledom literature
pronadena je samo jedna kapilarnoelektroforetska metoda za odredivanje lovastatina u
proizvodima s crvenom fermentiranom rizom (Li i sur., 2007b). Autori su prije analize proveli
baznu hidrolizu proizvoda kako bi sav lovastatin u laktonskom obliku preveli u B-hidroksi
kiselinski oblik. Stoga je nedostatak predlozene metode Sto se dva glavna djelatna sastojka
crvene fermentirane rize, monakolin K (lovastatin) i monakolin K kiselina (lovastatin -
hidroksi kiselina), koji ¢ine oko 90% sadrZaja ukupnih monakolina, nisu odredivala zasebno.
Do sada objavljena znanstvena literatura pruza samo jednu kapilarnoelektroforetsku metodu
za analizu simvastatina (Srinivasu 1 sur., 2002a). Predlozena MEKC metoda razvijena je za
odredivanje simvastatina i lovastatina u gotovim ljekovitim oblicima. Za analizu atorvastatina
u farmaceutskim proizvodima razvijena je brza kapilarnoelektroforetska metoda, kasnije

primijenjena i na mikroc¢ipu (Guihen i sur., 2006). Objavljena je metoda za istodobno
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odredivanje atorvastatina i amlodipina u kombiniranim pripravcima (Hefnawy i sur., 2009b).
CE metoda razvijena je za ispitivanje enantiomerne ¢istoce fluvastatina te omogucuje daleko
jednostavniju 1 jeftiniju analizu nego uobiCajene LC metode koje zahtijevaju primjenu
specijalnih  kiralnih kolona (Trung i sur., 2008). Metode za analizu rosuvastatina i
pitavastatina su malobrojne, $to nije iznenadujuce, buduéi da je rije¢ o novijim lijekovima iz
skupine statina. Pregledom literature pronadena je samo jedna CZE metoda za odredivanje
sadrZaja rosuvastatina u gotovom ljekovitom obliku (Sislii i sur., 2007) te jedna CE metoda
za razdvajanje i analizu enantiomera pitavastatina (Cheng i sur., 2010).

Budu¢i da statini imaju razli¢ite kemijske strukture, razvoj metoda za njihovu analizu
provodi se zasebno za svaki pojedini statin. Osim toga, kako se statini nikada ne propisuju
skupa u terapiji, do sada se nije javila potreba za njihovim istovremenim odredivanjem. U
novije vrijeme objavljeno je svega nekoliko analitickih metoda za istovremenu analizu dvaju
ili viSe statina. Razvijene metode mogu se koristiti kao jedinstvena analiticka metoda za bilo
koji od predlozenih statina, a primijenjene su na razli¢itim uzorcima, farmaceutskim
pripravcima, bioloskim uzorcima te otpadnim vodama. Predlozena je HPTLC metoda za
odredivanje simvastatina, pravastatina i rosuvastatina u gotovim ljekovitim oblicima
(Chaudhari i sur., 2007a). HPLC-UV metoda razvijena je za istovremeno odredivanje
atorvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina u gotovim ljekovitim
oblicima te za pracenje in vitro metabolizma lijeka (Pasha i sur., 2006). HPLC metoda uz
primjenu detektora s nabijenim aerosolom (engl. Charged aerosol detector, CAD) razvijena je
za farmaceutsku analizu atorvastatina, simvastatina i lovastatina (Novakova i sur., 2009a). Za
istovremeno odredivanje atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, rosuvastatina i simvastatina te
Cetiriju lijekova iz skupine fibrata razvijena je HPLC-UV metoda (Kublin i sur., 2012). Autori
su u istom radu predlozili i GC-FID metodu za identifikaciju atorvastatina, lovastatina i
simvastatina. Razvijene su dvije HPLC metode za ispitivanje stabilnosti pravastatina,
fluvastatina, atorvastatina i rosuvastatina u gotovim ljekovitim oblicima (Gomes i sur., 2009).
Za istovremeno odredivanje statina u bioloskim uzorcima razvijeno je nekoliko analitiCkih
metoda. Dvije HPLC-UV metode su razvijene za analizu atorvastatina i rosuvastatina (Shah i
sur., 2011) te atorvastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina (Sultana i sur., 2010).
Brza UPLC metoda uz primjenu masenog detektora razvijena je za istovremeno odredivanje
atorvastatina i simvastatina (Novakova i sur., 2009b).

Zbog Ceste upotrebe statina u svijetu, a potencijalnoga Stetnog ucinka na prirodu, biljni
i zivotinjski svijet te Covjeka, u posljednje vrijeme razvijeno je nekoliko metoda za

odredivanje statina u uzorcima iz okoliSa, uglavnom otpadnim vodama. Tako je prva
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objavljena metoda za istovremenu analizu statina razvijena za odredivanje atorvastatina,
lovastatina, pravastatina i simvastatina u vodenim uzorcima iz okolia primjenom osjetljive
LC-ESI-MS/MS metode (Miao i Metcalfe, 2003). Buduc¢i da su ocekivane koli¢ine lijeka u
otpadnim vodama i prirodnim vodotocima iznimno niske, uz HPLC-Q-TOF metodu za
analizu atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina
predlozene su tri tehnike ukoncentriravanja: ekstrakcija na Cvrstoj fazi (engl. Solid-Phase
Extraction, SPE), disperzivna mikroekstrakcija tekucée-tekuce (engl. Disperzive liquid-liquid
microextraction,) i ekstrakcija mjeSalom (engl. Stir-bar sorptive extraction). Primjenom
HPLC-Q-TOF-MS metode provedena je usporedba razli¢itih ektrakcijskih postupaka za
odredivanje statina u otpadnim vodama (Martin i sur., 2011). Pregledom literature pronadena
je samo jedna kapilarnoelektroforetska metoda za analizu atorvastatina, fluvastatina,
gemfibrozila, lovastatina, mevastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina u otpadnim
vodama (Dawod 1 sur., 2010). Predlozena su tri razli¢ita nacina ukoncentriravanja analita:
sweeping, fokusiranje uruSavanjem micela (engl. Focusing by micelle collapse) te slaganje
uzorka uz pojacano polje (engl. Simultaneous field-amplified sample stacking) uz istovremeni
sweeping.

Sluzbene farmakopejske monografije postoje ve¢ neko vrijeme za starije statine,
lovastatin, pravastatin i simvastatin. Monografija u Europskoj farmakopeji za atorvastatin
2008. godine, kada je ovo istrazivanje zapocelo, nije postojala. U meduvremenu je uvrStena u
najnovije 7. izdanje Europske farmakopeje (Ph. Eur. 7. izdanje). Predlozena je HPLC metoda
za odredivanje oneciS¢enja atorvastatina, i traje dugackih 80 minuta uz troSenje velikih

koli¢ina organskih otapala.
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Kardiovaskularne bolesti su glavni uzrok smrtnosti u razvijenom svijetu.
Hiperlipidemija se smatra jednim od najvaznijih rizi¢nih c¢imbenika za razvoj bolesti
kardiovaskularnog sustava. Lije¢enje se provodi, osim dijetoterapijom te promjenom nacina
zivota, lijekovima kojima je osnovna funkcija snizenje serumske koncentracije aterogenih
lipoproteina 1 triglicerida te poviSenje koncentracije antiaterogenog HDL lipoproteina. Danas
postoji nekoliko skupina hipolipemika, a najvazniji su statini. Oni djeluju kao reverzibilni
kompetitivni inhibitori HMG-CoA reduktaze, enzima koji katalizira limitiraju¢i korak u
biosintezi kolesterola, pretvorbu 3-hidroksi-3metilglutaril CoA u mevalonat. Statini spadaju
medu najpropisivanije lijekove, a njihova primjena je svakodnevna i dugotrajna.

U Hrvatskoj je 2008. bilo registrirano sest statina: atorvastatin, fluvastatin, lovastatin,
pravastatin, rosuvastatin i simvastatin. Noviji statini jo§ uvijek nemaju monografije u
Europskoj farmakopeji, pa postoji velika potreba za razvojem novih analitickih metoda za
njihovu identifikaciju i odredivanje sadrzaja u aktivnim farmaceutskim supstancijama i
gotovim ljekovitim oblicima. Buduéi da je terapija statinima dugoro¢na i svakodnevna,
procjena Cistoce je od velikog znacaja. Stoga je razvoj osjetljivih i specifi¢cnih metoda za
strukturnu karakterizaciju, identifikaciju i odredivanje sadrzaja onecis¢enja neophodan.

Crvena fermentirana riza dobiva se fermentacijom obi¢ne, bijele rize (Oryza sativa L.,
Poaceae) pomoc¢u kvasca Monascus purpureus. Glavne farmakoloski aktivne sastavnice s
hipolipemickim uc¢inkom su monakolini, a najvazniji je monakolin K, poznat kao lovastatin,
prvi komercijalno dostupan statin na trzZiStu. Standardizacija dodataka prehrani s crvenom
fermentiranom rizom najcesce se provodi na 1% monakolina K, odnosno lovastatina, samo
jednog od 14 monakolina s hipolipemickim u¢inkom koji se mogu naci u fermentiranoj rizi.

No dodaci prehrani ne podlijezu, kao lijjekovi, strogim regulatornim zahtjevima koji
osiguravaju kvalitetu, sigurnost 1 ucinkovitost proizvoda, Dobroj proizvodackoj 1
laboratorijskoj praksi te kontroli prilikom registracije proizvoda. Diljem svijeta nadlezne
nacionalne agencije upozoravaju na njihovu loSu kvalitetu. Prema nekim procjenama, svaki
cetvrti proizvod na trziStu ima neki problem s kvalitetom, najceS¢e nema djelatne tvari uopce,
ili je nema u koli¢ini koja je deklarirana.

Stoga je svrha ovog istrazivanja razviti nove, selektivne, brze, osjetljive, precizne i

toc¢ne analiticke metode za analizu statina.
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Specifi¢ni ciljevi ovoga doktorskog rada su:

1. razviti novu, univerzalnu metodu koja omogucuje analizu bilo kojeg od Sest statina
registriranih u Europi, atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina i
simvastatina, njihovu identifikaciju i odredivanje sadrzaja u gotovim ljekovitim oblicima

2. razviti novu metodu za pracenje Cistoce atorvastatina, kao najce$ce koristenog statina i
jednog od najpropisivanijih lijekova u svijetu, koja ¢e omoguciti istovremenu
identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja atorvastatina i1 njegovih cCetiriju oneciScenja,
desfluoroatorvastatina, dijastereomera atorvastatina, laktona atorvastatina i metilnog
estera atorvastatina u aktivnim farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim
oblicima

3. identifikacija i strukturna karakterizacija nepoznatih oneci$éenja atorvastatina u aktivnoj
farmaceutskoj supstanciji i gotovim ljekovitim oblicima primjenom masene
spektrometrije

4. razviti novu metodu za identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja lovastatina i lovastatin -
hidroksi kiseline te mikotoksina citrinina u proizvodima s crvenom fermentiranom rizom
u svrhu kontrole njihove kvalitete

5. strukturna karakterizacija i kvantifikacija ostalih, manje zastupljenih monakolina u

dodacima prehrani s crvenom fermentiranom riZom
Kako bi se gore navedeni specifi¢ni ciljevi ovoga doktorskog rada ostvarili, bit ¢e

koristene sofisticirane analiticke tehnike: kapilarna elektroforeza, tekuc¢inska kromatografija

visoke djelotvornosti i masena spektrometrija.
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3. MATERIJALI | METODE
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3.1 MATERIJALI | KEMIKALIJE

3.1.1 Standardne supstancije

e Atorvastatin (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Citrinin (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Desfluoroatorvastatin (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Dijastereomer atorvastatina (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Fluvastatin (Agencija za lijekove i medicinske proizvode, Zagreb, Hrvatska)
e Ketoprofen (Sigma Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Lakton atorvastatina (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Lovastatin (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Metilni ester atorvastatina (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Pravastatin (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Rosuvastatin (Agencija za lijekove i medicinske proizvode, Zagreb, Hrvatska)

e Simvastatin (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

3.1.2 Uzorci aktivnih farmaceutskih supstancija i gotovih ljekovitih oblika

e Artein, tablete lovastatina 20 mg (Lek, Ljubljana, Slovenija)

e Atoris, tablete atorvastatina 10 mg (Krka d.d, Novo mesto Slovenija)

e Atorvastatin, aktivna farmaceutska supstancija (Pliva, Zagreb, Hrvatska)

e Atorvastatin, aktivna farmaceutska supstancija (Agencija za lijekove i medicinske
proizvode, Zagreb, Hrvatska)

e Crestor, tablete rosuvastatina 10 mg (AstraZeneca, Cheshire, Velika Britanija)

e Lescol XL, tablete fluvastatina 80 mg (Novartis, Basel, Svicarska)

e Lipex, tablete simvastatina 10 mg (Merck, Sharp & Dohme, Whitehouse Station,
SAD)

e Pravachol, tablete pravastatina 20 mg (Bristol Myers Squibb, New York, SAD)

e Tulip, tablete atorvastatina 20 mg (Lek, Ljubljana, Slovenija)
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3.1.3 Uzorci proizvoda s crvenom fermentiranom riZom

e Cholesterol maintenance (KAL, Park City, SAD)

e No-Colest Omegasol (Specchiasol, Bussolengo, Italy)
e Normolip 5 (ESI, Albissola Marina, Italy)

e  Omelip (Aktival, Ludbreg, Croatia)

e Red rice (Encian, Donji Stupnik, Croatia)

e Red yeast rice (Dutch organic, Thailand)

e Rizolip (Aktival, Ludbreg, Croatia)

e Thailand red jasmine rice (Ecor, Thailand)

3.1.4 Ostale koriStene supstancije i kemikalije

OTAPALA

e Acetonitril za tekué¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
e Etanol za tekuc¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)
e Metanol za teku¢insku kromatografiju (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e UltraCista deionizirana voda provodljivosti 0,055 uS/cm

PLINOVI

e Dusik > 99,999 %vol (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)
e Helij > 99,999 %vol (Messer Group, Sulzbach, Njemacka)

KEMIKALIJE

e Acetatni pufer, p.a. ¢istoce (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Amonijev formijat, p.p.a. Cistoce za spektrometriju masa (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Njemacka)

e Dinatrijev hidrogenfosfat, p.a. ¢isto¢e (Merck, Darmstadt, Njemacka)

e Fosfatni pufer, p.a. Cisto¢e (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Kloridna kiselina 35%, p.a. ¢istoée (Lach-ner, Neratovice, Ceska)

e Ledena octena kiselina, p.a. ¢isto¢e (Kemika, Zagreb, Hrvatska)
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e Mravlja kiselina 98-100%, p.a. Cisto¢e (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev acetat, p.a. Cistoce (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Natrijev duodecilsulfat, p.a. Cisto¢e (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Natrijev duodecilsulfat, p.a. ¢istoce (Poch, Gliwice, Poljska)

e Natrijev dihidrogenfosfat, p.a. ¢istoce (Sigma-Aldrich, Steinheim, Njemacka)

e Natrijev hidroksid, p.a. ¢isto¢e (T.T.T., Sveta Nedjelja, Hrvatska)

e Natrijev tetraborat dekahidrat, p.a. Cistoce (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

e Otopina natrijeva hidroksida, 1 mol/L (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.2 APARATURE | PRIBOR

3.2.1 Radni instrumenti

e LC/MSD Trap VL maseni detektor s elektrosprej-ionizatorom i analizatorom stupicom
za ione (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Spektrofotometar Agilent 8453 (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Sustav za kapilarnu elektroforezu (G1600A) s integriranim detektorom niza dioda
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Tekucinski kromatograf (Agilent 1100 chromatograph, Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka) sastavljen od kvaterne gradijent-pumpe (G1311A) s
integriranim degazerom (G1379A), autoinjektora (G1329A) s termostatom (G1330B),
termostatirane pecnice za kolonu (G1316A) te s moguénoSéu povezivanja s
detektorom niza dioda (G1315B), fluorescencijskim detektorom (G1321A) i masenim
spektrometrom (LC/MSD Trap VL)

3.2.2 Pribor

e Analiticka vaga AG245 na &etiri decimale (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

e Bocice za uzorkovanje sustavom za kapilarnu elektroforezu (Agilent Technologies,
Waldbronn, Njemacka)

e Bocice za uzorkovanje 2,0 mL sustavom za teku¢insku kromatografiju (Agilent
Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Celulozni nitratni membranski filter za filtraciju pokretnih faza u tekucinskoj

kromatografiji veli¢ine pora 0,45 um (Sartorius, Goettingen, Njemacka)
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Centrifugirka (Eppendorf, Hamburg, Njemacka)

Centrifugirka Jouan MR231 (Thermo Electron Corporation, Madison, SAD)

Digitalni pH-metar (Mettler Toledo, Greifensee, Svicarska)

Generator dusika NM30LA (PEAK Scientific, Renfrewshire, Velika Britanija)
Injekcijski membranski Acrodisc GHP filteri, veli¢ina pora 0,2 um (Gelman, Ann
Arbor, SAD)

Injekcijski membranski Acrodisc GHP filteri, veli¢ina pora 0,45 um (Gelman, Ann
Arbor, SAD)

Injekcijski membranski poliesterski filteri, veli¢ina pora 0,45 pm (Chromafil,
Macherey-Nagel, Njemacka)

Vanjska pumpa za direktno injektiranje u spektrometar masa (KD Scientific Inc.,
Holliston, SAD)

Kapilara od izvucenog kvarca ukupne duljine 32,0 cm, duljine do detektora 23,5 cm,
unutras$njeg promjera 50 um, (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kapilara od izvucenog kvarca ukupne duljine 32,5 cm, duljine do detektora 24,0 cm,
unutras$njeg promjera 50 um (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kapilara od izvucenog kvarca ukupne duljine 48,5 cm, duljine do detektora 40,0 cm,
unutras$njeg promjera 50 um (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kapilara od izvucenog kvarca ukupne duljine 48,5 cm, duljine do detektora 40,0 cm,
unutrasnjeg promjera 50 um, prosirenje optickog puta na mjestu detektora 150 pm
(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kolona za tekucinsku kromatografiju Hypersil C18, dimenzija 150 mm x 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 5 um (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Kolona za tekuéinsku kromatografiju Symmetry C18 dimenzija 150 mm x 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 3,5 um (Waters, Milford, SAD)

Kolona za teku¢insku kromatografiju Xbridge C18, dimenzija 50 mm x 3,0 mm,
veli¢ina Cestica 2,5 um (Waters, Milford, SAD)

Kolona za tekucinsku kromatografiju Zorbax SB-C18, dimenzija 250 mm x 4,6 mm,
veli¢ina Cestica 5 pm (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

Magnetska mjesalica lab disc (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

Magnetska mjesalica C-MAG HS7 (IKA-Werke, Staufen, Njemacka)

Mikrolitarska injekcijska $prica (Hamilton, Bonaduz, Svicarska)
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e Stakleni sustav za filtriranje mobilnih faza u tekucinskoj kromatografiji (Sartorius,
Goettingen, Njemacka)

e Sustav za prociS¢avanje vode (Millipore, Bedford, SAD)

e Ultrazvucna kupelj (Elma, Singen, Njemacka)

e Tamne bocice za uzorkovanje sustavom za tekucinsku kromatografiju (2,0 mL)

(Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

3.2.3 Programski paketi

e Program *°CE/MSD ChemStation, ver A 10.02 (Agilent Technologies, Waldbronn,
Njemacka)

e Chemstation (Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

e LC/MSD Trap (Agilent Technologies, Waldbronn, Njemacka)

e Microsoft® Office Excel 2003 (Microsoft, Seattle, SAD)

e HP845 UV-Visible Chemstation System Rev. A. 07.02 (Agilent Technologies,
Mulgrave, SAD)

e OriginPro 7,5 SRO (OriginLab Corporation, Northampton, SAD)

e MDL ISIS™/Draw 2,5 (MDL Information Systems, Inc., SAD)

3.3 ANALITICKE METODE
3.3.1 CE METODA ZA ISTOVREMENU ANALIZU STATINA
Priprema matic¢nih i radnih standardnih otopina statina

Mati¢na standardna otopina pravastatina pripremljena je vaganjem odgovarajuce
koli¢ine standarda i otapanjem u odmjernoj tikvici od 10,0 mL u ultracistoj vodi kako bi se
postigla koncentracija 0,5 mg/mL.

Mati¢ne standardne otopine lovastatina, simvastatina i fluvastatina pripremljene su u
odmjernim tikvicama od 10,0 mL otapanjem odgovaraju¢e koli¢ine tvari u smjesi
acetonitril:voda (50:50, v/v) u koncentraciji 0,5 mg mL™. Osnovne otopine rosuvastatin-
kalcija i atorvastatin-kalcija pripremljene su otapanjem u smjesi acetonitril-voda (50:50, v/v) u
koncentraciji 1,0 mg mL™.

Maticna standardna otopina unutarnjeg standarda, ketoprofena, takoder je pripremljena

otapanjem u smjesi acetonitril-voda (50:50, v/v) u koncentraciji 0,5 mg mL™.
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Mati¢ne standardne otopine statina Cuvale su se u hladanjaku na + 4°C i bile su
stabilne Cetiri tjedna.

Radne standardne otopine koriStene za razvoj, optimizaciju i validaciju metode
pripremane su svjeze svaki dan neposredno prije mjerenja dodatkom odgovarajuce koli¢ine
mati¢ne standardne otopine statina i unutarnjeg standarda ketoprofena te razrjedenjem do
odgovaraju¢e koncentracije smjesom acetonitril:voda (50:50, v/v). Prije unoSenja u
kapilarnoelektroforetski sustav sve su standardne otopine profiltrirane kroz membranski filter
Acrodisc GHP filters od 0,2 um (Gelman, Ann Arbor SAD).

Hidroliza mati¢nih standardnih otopina lovastatina i simvastatina

Prije analize kapilarnom elektroforezom, laktonski oblici lovastatina i simvastatina su
hidrolizirani u svoje odgovarajuce B-hidroksi kiseline. Hidroliza je provedena dodatkom 1,0
mL 0,2 M NaOH u 1,0 mL mati¢ne standardne otopine lovastatina i simvastatina. Kako bi se
osigurala potpuna hidroliza u luznatome, uzorci su ostavljeni na sobnoj temperaturi 30 minuta

prije analize.

Priprema uzoraka gotovih ljekovitih oblika statina

Otopine uzoraka svakoga ispitivanoga gotovoga ljekovitog oblika pripremljene su tako
da je deset tableta usitnjeno u tarioniku do finog praha. To¢na odvaga koja odgovara koli¢ini
1 tablete kvantitativno je prenesena u odmjernu tikvicu od 10,0 mL te je dodan 1 mL
odgovarajuceg otapala. Za pripremu otopina tableta simvastatina, atorvastatina i fluvastatina
dodan je metanol, lovastatina i rosuvastatina acetonitril, a pravastatina ultracista voda. Kako
bi se pospjesilo otapanje odnosno ekstrakcija, smjese su stavljene u ultrazvuc¢nu kupelj 30
minuta pri sobnoj temperaturi. Nakon toga su nadopunjene do oznake odgovaraju¢im
otapalom. Zatim su sve otopine uzoraka centrifugirane (10 min pri 3000 okretaja/min) i
filtrirane kroz membranski filter Acrodisc GHP filters od 0,2 pm (Gelman, Ann Arbor SAD).
Alikvot svakog filtrata je prenesen u odmjernu tikvicu od 5,0 mL, dodan je unutarnji standard
i otopina je razrijedena smjesom acetonitril:voda (50:50, v/v) do kona¢ne koncentracije lijeka
50 pg/mL.

Otopine tableta lovastatina 1 simvastatina su prije zavrSnog razrjedenja hidrolizirane u

odgovarajuce B-hidroksi kiselinske oblike prema postupku opisanom u poglavlju 3.3.1.
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Prije unoSenja u kapilarnoelektroforetski sustav, otopine uzoraka gotovih ljekovitih
oblika jo§ su jednom filtrirane kroz membranski filter Acrodisc GHP filters od 0,2 pm
(Gelman, Ann Arbor SAD).

Priprema otopina radnih pufera

Priredena je otopina acetatnog pufera koncentracije 100 mM u odmjernoj tikvici od
100,0 mL tako Sto je u odredenom volumenu octene kiseline i ultraciste vode otopljena
odgovarajuc¢a odvaga natrijeva acetata. Nakon otapanja pH je po potrebi dodatno podesen na
zeljene vrijednosti, 3.9, 4,5 1 6,0, dodatkom odgovarajuce koli¢ine otopine octene kiseline ili
natrijeva hidroksida. Tikvica je zatim nadopunjena do oznake ultracistom vodom. Otopina se
Cuvala na sobnoj temperaturi i bila je stabilna cijelo vrijeme analize.

Otopina boratnog pufera u koncentraciji 100 mM pripremljena je u odmjernoj tikvici
od 100,0 mL otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijeva tetraborata dekahidrata u ultracistoj
vodi i prilagodavanjem pH na Zeljenu vrijednost dodatkom odgovaraju¢eg volumena 0,1 M
klorovodi¢ne kiseline ili 0,1 M natrijeva hidroksida. Otopina boratnog pufera ¢uvana je na
sobnoj temperaturi i bila je stabilna za vrijeme rada.

Priredena je otopina fosfatnog pufera u koncentraciji 100 mM otapanjem odgovarajuce
odvage natrijeva dihidrogenfosfata i dinatrijeva hidrogenfosfata u odmjernoj tikvici od 100,0
mL dodatkom ultraciste vode. Po potrebi je pH otopine podeSen na 7,0 odgovarajuéim
volumenom 0,1 M natrijeva hidroksida. Otopina fosfatnog pufera ¢uvala se u frizideru na +4
°C te je bila stabilna tjedan dana.

Otopina surfaktanta SDS-a pripremljena je u odmjernoj tikvici od 100,0 mL otapanjem
odgovarajuce koli¢ine natrijeva duodecilnog sulfata u oko 80 mL ultra¢iste vode. Kako bi se
pospjesilo otapanje, otopina je stavljena u utrazvu¢nu kupelj na 5 min. Nakon toga je
nadopunjena ultracistom vodom do oznake. Otopina je Cuvana pri sobnoj temperaturi i bila je
stabilna tijekom rada.

Otopine radnih pufera pripremljene su neposredno prije analize mijeSanjem
odgovaraju¢ih volumena otopine odabranog pufera odredene pH vrijednosti, otopine SDS-a,
organskog otapala i ultraciste vode. U ovom istrazivanju ispitan je niz vrsta, pH-vrijednosti i
koncentracija pufera: 50 mM acetatni pufer (pH 3,9-6,0), fosfatni pufer pH 7,0 (25-50 mM) i
boratni pufer pH 9,5 (10-40 mM).

Prije primjene sve su otopine radnih pufera profiltrirane kroz membranski filter
Acrodisc GHP filters od 0,2 um (Gelman, Ann Arbor SAD).
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Kapilarnoelektroforetski uvjeti

Kapilara je prije prve upotrebe aktivirana ispiranjem pod visokim tlakom s 1 M NaOH
20 minuta, 0,1 M NaOH 20 minuta, vodom 10 minuta te otopinom radnog pufera 20 minuta.
Na pocetku svakoga radnog dana kapilara je isprana s 0,1 M NaOH 10 minuta, vodom 10
minuta te otopinom radnog pufera 10 minuta. U kapilarnoj elektroforezi ponovljivost metode
ovisi o ispiranju kapilare izmedu analiza, pa se ovaj postupak zasebno optimizira za svaku
vrstu analize, uzorka i radnog pufera. U ovom radu prije svakog injektiranja kapilara je
prekondicionirana otopinom radnog pufera ispiranjem tijekom 5 min.

Radni pufer, odabran u postupku optimizacije metode, sastojao se od boratnog pufera
u koncentraciji 25 mM, pH 9,5, 25 mM SDS-a i 10% (v/v) metanola. KoriStena je kapilara od
izvucenog kvarca (Agilent Technologies, Wladbron, Njemacka) ukupne duljine 32 cm i
efektivne duljine 23,5 cm, s unutarnjim promjerom 50 um. Uzorci su hidrodinamicki
injektirani pri tlaku od 30 mbar 4 sekunde. Temperatura kapilare odrzavala se na 30 °C, a
razdvajanje se vrsilo pri konstantnom naponu od 23 kV. Valna duljina detektora podeSena je
na 237 nm, prema maksimumu apsorpcije statina.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.

3.3.2 ODREPIVANJE ATORVASTATINA I NJEGOVIH ONECISCENJA MEKC
METODOM

Priprema matic¢nih i radnih standardnih otopina

Mati¢na standardna otopina atorvastatina pripremljena je vaganjem odgovarajuce
koli¢ine standarda i otapanjem u odmjernoj tikvici od 10,0 mL u smjesi acetonitril:voda
(50:50, v/v) kako bi se postigla koncentracija 1,5 mg/mL. Mati¢ne standardne otopine
desfluoroatorvastatina, dijastereomera atorvastatina, metilnog estera atorvastatina i laktona
atorvastatina pripremljene su odmjernim tikvicama od 5,0 mL otapanjem odgovarajuce
koli¢ine supstancije u smjesi acetonitril:voda (50:50, v/v) u koncentraciji 0,1 mg/mL. Mati¢na
standardna otopina pravastatina, koristenog kao unutarnji standard, u koncentraciji 1,0 mg/mL
pripremljena je otapanjem odgovarajuce odvage pravastatina u odmjernoj tikvici od 10,0 mL
dodatkom ultraCiste vode. Mati¢ne standardne otopine Cuvane su u hladanjaku na + 4°C 1 bile
su stabilne dva mjeseca. Prije daljnjeg koriStenja sve su standardne otopine profiltrirane kroz
membranski filter Acrodisc GHP filters od 0,2 pm (Gelman, Ann Arbor SAD).

Radne standardne otopine koriStene za razvoj, optimizaciju i validaciju metode

pripremane su svjeze svaki dan neposredno prije mjerenja mijeSanjem odgovarajucih
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volumena mati¢ne standardne otopine atorvastatina i njegovih oneciS¢enja, uz dodatak
unutarnjeg standarda, te razrjedenjem do Zeljene koncentracije dodatkom smjese
acetonitril:voda (50:50, v/v). Tijekom razvoja metode koristena je smjesa radnih standardnih
otopina sljedec¢ih koncentracija: 50 pg/mL atorvastatina, 100 pg/mL pravastatina, 20 pg/mL
desfluoroatorvastatina, 25 pg/mL dijastereomera atorvastatina, 15 pg/mL metilnog estera

atorvastatina i 20 ug/mL laktona atorvastatina.

Priprema uzoraka aktivne farmaceutske supstancije i gotovoga ljekovitog oblika
atorvastatina

Otopine uzoraka aktivne farmaceutske supstancije pripremljene su u odmjernoj tikvici
od 10,0 mL otapanjem odgovarajue koli¢ine atorvastatina 1 otapanjem u smjesi
acetonitril:voda (50:50, v/v) u koncentraciji 1,0 mg/mL. Prije injektiranja u
kapilarnoelektroforetski sustav uzorci su filtrirani kroz membranski filter Acrodisc GHP
filters od 0,2 pm (Gelman, Ann Arbor SAD).

Otopine uzoraka gotovoga ljekovitog oblika pripremljene su tako da je 20 tableta
usitnjeno u tarioniku do finog praha. To¢na odvaga koja odgovara koli¢ini jedne tablete
kvantitativno je prenesena u odmjernu tikvicu od 5,0 mL te je dodan 1 mL metanola. Smjesa
je stavljena u ultrazvuc¢nu kupelj 30 minuta pri sobnoj temperaturi, a zatim nadopunjena do
oznake metanolom. Nakon centrifugiranja uzorci su filtrirani kroz membranski filter Acrodisc
GHP filters od 0,2 um (Gelman, Ann Arbor SAD). Odgovarajuéi volumen filtrata prenesen je
odmjernu tikvicu od 10,0 mL i nadopunjen smjesom acetonitril:voda (50:50, v/v) kako bi se

postigla kona¢na koncentracija atorvastatina 1 mg/mL.

Priprema otopina radnih pufera

Acetatni pufer u koncentraciji 50 mM pripremljen je u odmjernoj tikvici od 50,0 mL
otapanjem odgovaraju¢e koli¢ine natrijeva acetata u ultracistoj vodi i1 dodatkom
odgovaraju¢eg volumena octene kiseline te podeSavanjem pH vrijednosti. Tikvica je zatim
nadopunjena do oznake ultra¢istom vodom. Otopina se ¢uvala na sobnoj temperaturi i bila je
stabilna cijelo vrijeme analize.

Otopina boratnog pufera u koncentraciji 100 mM pripremljena je otapanjem
odgovarajuce koli¢ine natrijeva tetraborata dekahidrata u ultracistoj vodi u odmjernoj tikvici

od 100,0 mL. pH je prilagoden na Zeljenu vrijednost (pH 7,5 — 9,5) dodatkom odgovarajuceg
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volumena 0,1 M klorovodicne kiseline ili 0,1 M natrijeva hidroksida. Otopina boratnog pufera
Cuvala se na sobnoj temperaturi i bila je stabilna tijekom cetiri tjedna.

Otopina SDS-a u koncentraciji 100 mM pripremljena je u odmjernoj tikvici od 100,0
mL otapanjem odgovarajuce koli¢ine natrijeva duodecil sulfata u ultracistoj vodi. Otopina je
stavljena u ultrazvu¢nu kupelj na 5 minuta te nadopunjena ultracistom vodom do oznake.
Cuvala se pri sobnoj temperaturi i bila je stabilna tijekom rada.

Otopine radnih pufera pripremljene su neposredno prije analize mijeSanjem
odgovaraju¢ih volumena otopine odabranog pufera odredene pH vrijednosti, otopine SDS-a,
organskog otapala i ultraciste vode. U ovom istrazivanju ispitan je niz vrsta, pH-vrijednosti i
koncentracija pufera: 20 mM acetatni pufer (pH 6,0-8,5), 20 mM boratni pufer (pH 7,5-9,5) i
boratni pufer pH 9,5 (10-50 mM).

Prije primjene sve su otopine radnih pufera profiltrirane kroz membranski filter
Acrodisc GHP filters od 0,2 pm (Gelman, Ann Arbor SAD).

Kapilarnoelektroforetski uvjeti

Prije prve primjene kapilara je kondicionirana ispiranjem s 1M NaOH 20 minuta, 0,1
M NaOH 10 minuta, vodom 10 minuta te otopinom radnog pufera 20 minuta. Na pocetku
svakoga radnog dana kapilara je isprana s 0,1 M NaOH 10 minuta, vodom 10 minuta te
otopinom radnog pufera 10 minuta. Takoder, na pocetku svakoga radnog dana kapilara je
aktivirana ispiranjem s 0,1 M NaOH 5 minuta, zatim vodom 10 minuta te otopinom radnog
pufera 10 minuta. Izmedu analiza kapilara je regenerirana ispiranjem radnim puferom tijekom
5 minuta, kako bi se osigurala ponovljivost vremena migracije.

Radni pufer u optimalnim uvjetima sastojao se od boratnog pufera u koncentraciji 25
mM, pH 9,5, 50 mM SDS-a i 20% (v/v) metanola. U ovom istrazivanju KkoriStene su dvije
kapilare od izvuc¢enog kvarca, ukupne duljine 48,5 cm, odnosno duljine do detektora 40,0 cm.
Kapilare su se razlikovale u promjeru; prva je imala unutarnji promjer 50 um, dok je druga
bila takoder unutarnjeg promjera 50 um, ali s proSirenjem na mjestu detektora (engl. Bubble
cell), odnosno optickim putom od 150 pm. Uzorci su hidrodinamicki injektirani pri tlaku od
50 mbar 4 sekunde. Temperatura kapilare odrzavana je konstantom na 25 °C, a analiza je
provodena pri naponu 30 kV. Detekcija se odvijala primjenom DAD detektora pri valnoj
duljini 214 nm.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.
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3.3.3 ODREPIVANJE ATORVASTATINA I NJEGOVIH ONECISCENJA HPLC-
DAD- MS" METODOM

Priprema mati¢nih i radnih standardnih otopina

Mati¢na standardna otopina atorvastatina i njegovih onecis¢enja te radne standardne
otopine koristene za razvoj, optimizaciju i validaciju metode, priredene su prema postupku

opisanom u poglavlju 3.3.2.

Priprema uzoraka aktivne farmaceutske supstancije i gotovoga ljekovitog oblika
atorvastatina

Otopine uzoraka aktivne farmaceutske supstancije pripremljene su u odmjernoj tikvici
od 10,0 mL otapanjem odgovarajue koli¢ine supstancije 1 otapanjem u smjesi
acetonitril:voda (50:50, v/v) u koncentraciji 1,0 mg/mL.

Otopine uzoraka gotovoga ljekovitog oblika pripremljene su tako da je 20 tableta
usitnjeno u tarioniku do finog praha. To¢na odvaga koja odgovara koli¢ini od 5 mg djelatne
tvari kvantitativno je prenesena u odmjernu tikvicu od 5,0 mL te je dodan 1 mL smjese
acetonitril:voda (50:50, v/v). Smjesa je stavljena u ultrazvuénu kupelj 30 minuta pri sobnoj
temperaturi, a nakon toga je nadopunjena do oznake smjesom acetonitril:voda (50:50, v/v)
kako bi se postigla kona¢na koncentracija atorvastatina od 1,0 mg/mL. Prije injektiranja
uzorci su filtrirani kroz membranski filter Acrodisc GHP filters od 0,2 pm (Gelman, Ann

Arbor SAD).

Kromatografski uvjeti analize

Razdvajanje atorvastatina i njegovih Cetiriju oneciS¢enja je provedeno na Symmetry
C18 koloni obrnutih faza, dimenzija 150 mm x 4,6 mm 1 veli¢ine Cestica 3,5 um. Pokretna
faza sastojala se od smjese amonijeva formijata u koncentraciji 10 mM, pH 4,0 (pH
prilagoden dodatkom mravlje kiseline):acetonitril (60:40, v/v) kao eluenta A i acetonitrila kao
eluenta B. Koristio se binarni gradijentni program prikazan u Tablici 2. Brzina protoka
pokretne faze iznosila je 0,5 mL/min. Izmedu dviju analiza kolona je kondicionirana
ispiranjem sa 100% eluenta A tijekom 5 minuta.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.
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Tablica 2. Binarni gradijentni program HPLC-DAD-MS" metode za analizu atorvastatina i
oneciscenja

Vrijeme (min) Udio eluenta A (%)  Udio eluenta B (%)

0 100 0
0 —18 88 12
18 — 28 88 12
28 — 45 70 30
45 — 50 100 0

Uzorci su se prije injektiranja i analize ¢uvali u autoinjektoru pri stalnoj temperaturi
+4 °C u tamnim boc¢icama za uzorkovanje. Volumen injektiranja iznosio je 5 pL. Temperatura
kolone iznosila je 45 °C. Detekcija se provodila primjenom DAD detektora pri valnoj duljini

maksimuma apsorpcije atorvastatina 246 nm.

Uvjeti MS analize

Maseni detektor sastojao se od elektrosprej-ionizatora i analizatora stupica za ione.
Cijela pokretna faza eluirana s teku¢inskog kromatografa dovedena je to masenog
spektrometra. MS analiza provodila se koriste¢i elektrosprej-ionizaciju u pozitivnom nacinu
snimanja. Temperatura izvora iona iznosila je 350 °C, a napon na kapilari 3,5 kV. DuSik se
koristio kao plin za susenje pri protoku 10,0 L/min i kao plin za rasprSivanje pokretne faze pri
tlaku 35,0 psi. Spektar snimanja masa iona bio je u rasponu od m/z 100 — 800. Kao plin za
koliziju koriSten je helij, odrZzavaju¢i energiju kolizije na 27%. Broj iona zadrZanih u

analizatoru iznosio je 10 000, a zadrzavani su do 200 ms.

3.3.4 ANALIZA PROIZVODA S CRVENOM FERMENTIRANOM RIZOM MEKC
METODOM

Priprema mati¢nih i radnih standardnih otopina lovastatina, lovastatin B-hidroksi
kiseline, citrinina i unutarnjeg standarda pravastatina

Mati¢na standardna otopina lovastatina pripremljena je otapanjem odgovarajuce
koli¢ine supstancije u smjesi acetonitril:voda (50:50, v/v) u koncentraciji 1,0 mg/mL. Cuvana

je u hladnjaku na +4 °C i bila je stabilna tri tjedna.
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Mati¢na standardna otopina lovastatin -hidroksi kiseline pripremljena je bazi¢nom
hidrolizom iz laktonskog oblika lovastatina. U 5,0 mL mati¢ne standardne otopine lovastatina
dodano je 5,0 mL 0,1 M otopine NaOH pripremljene u smjesi acetonitril:voda (50:50, v/v).
Otopina je stavljena u ultrazvu¢nu kupelj 60 min pri 45 °C kako bi se pospjesila hidroliza.
Uspjesnost hidrolize i pripreme standarda lovastatin B-hidroksi Kiseline provjerena je
primjenom HPLC-MS metode, prema postupku opisanom u poglavlju 3.3.4. Standardna
otopina lovastatin B-hidroksi kiseline ¢uvala se u hladnjaku na + 4 °C i bila je stabilna tri
tjedna.

Mati¢na standardna otopina citrinina pripremljena je otapanjem odgovarajuce kolic¢ine
praha u odmjernoj tikvici od 5,0 mL u metanolu. Koncentracija mati¢ne standardne otopine
citrinina je potvrdena mjerenjem UV-apsorbancije na 321 nm. Molarna apsorptivnost citrinina
u metanolu pri 321 nm iznosi 5490 mol™*cm™. Otopina se ¢uvala u hladnjaku na + 4 °C i bila
je stabilna pet dana.

Mati¢na otopina pravastatina, koji se koristio kao unutarnji standard, pripremljena je
vaganjem odgovarajuce koli¢ine pravastatina i otapanjem u vodi do koncentracije 0,5 mg/mL.
Otopina se ¢uvala u hladnjaku na + 4 °C 1 bila je stabilna tri tjedna.

Radne standardne otopine pripremane su svjeze svaki dan mijeSanjem odgovarajucih
koli¢ina mati¢nih standardnih otopina 1 otopine unutarnjeg standarda. Razrijedene su
dodatkom 15 mM SDS-a do zeljene koncentracije. Za razvoj i optimizaciju metode koristena
je smjesa koja sadrzi 25 pg/mL lovastatina, lovastatin B-hidroksi kiseline, citrinina i

pravastatina.

Priprema uzoraka s crvenom fermentiranom riZom za analizu Kkapilarnom
elektroforezom

Zrna crvene fermentirane riZe usitnjena su u tarioniku pistilom do finog praha. 20
tableta je izvagano i1 odredena je prosje¢na masa jedne tablete. Tablete su usitnjene u tarioniku
do finog praha koji je koriSten u daljnjoj analizi. Sadrzaj 10 kapsula, tvrdih kapsula punjenih
uljem i mekih gel kapsula, kvantitativno je prenesen, homogeniziran i to¢no odvagani
homogenizirani uzorak (1,0 g) svakoga pojedinacnog dodatka prehrani prebacen je u
Eppendorf epruvetu volumena 25,0 mL te je dodana smjesa metanol:voda (80:20, v/v).
Suspenzija je ekstrahirana uz snazno mijeSanje na vorteks-mjeSalici 3 minute te zatim

ostavljena u ultrazvuc¢noj kupelji pri sobnoj temperaturi sat vremena. Nakon ekstrakcije
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smjesa je centrifugirana 10 minuta brzinom 3000 okretaja/min pri sobnoj temperaturi i
supernatant je uzet za daljnju analizu.

Zbog slabije osjetljivosti kapilarne elektroforeze, provedeno je dodatno
ukoncentriravanje uzoraka. Naime, kako bi se osigurao nizak LOQ za citrinin koji se u ovim
proizvodima ocekuje u tragovima, odnosno kako bi se mogle detektirati koncentracije manje
od zakonom dopustene razine od 100 ppb, bilo je potrebno dodatno ukoncentrirati ispitivane
uzorke. Stoga je supernatant uparen do suha u struji dusika, a ostatak je otopljen u 1 mL
metanola. Prije injektiranja u sustav za kapilarnu elektroforezu uzorci su profiltrirani kroz
membranski filtar veli¢ine pora 0,45 um i promjera 13 mm (Chromafil, Macherey-Nagel,
Njemacka). Razrijedeni su 15 mM SDS-om do koncentracije unutar linearnog podrucja

metode, dodan je unutarnji standard te su injektirani u sustav za kapilarnu elektroforezu.

Priprema otopina radnih pufera

Otopina fosfatnog pufera, koncentracije 100 mM, pripremljena je vaganjem
odgovarajuc¢e koli¢ine natrijeva dihidrogenfosfata u odmjernoj tikvici od 100,0 mL te
otapanjem u ultracistoj vodi. Kako bi se pospjesilo otapanje, tikvica je stavljena u ultrazvuénu
kupelj 5 minuta. Nakon toga pH je podesen na Zeljenu vrijednost (5,5 — 7,5) dodatkom
odgovaraju¢eg volumena 1,0 M NaOH ili 1 M HCI. Otopina fosfatnog pufera se cuvala u
frizideru na +4 °C 1 bila je stabilna tjedan dana.

Otopina SDS-a, koncentracije 100 mM, pripremljena je vaganjem odgovarajuce
koli¢ine natrijeva duodecil sulfata u odmjernoj tikvici od 100,0 mL, dodano je oko 80 mL
ultraciste vode te je tikvica stavljena u ultrazvu¢nu kupelj 10 minuta kako bi se pospjesilo
otapanje. Nakon toga otopina je nadopunjena ultracistom vodom do oznake. Ovako
pripremljena otopina SDS-a ¢uvala se pri sobnoj temperaturi i bila je stabilna cijelo vrijeme
analize.

Otopina radnog pufera pripremana je neposredno prije analize mijeSanjem otopine
fosfatnog pufera odgovaraju¢eg pH, otopine SDS-a i ultraliste vode da se postigne

odgovarajuca koncentracija fosfatnog pufera i SDS-a.
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Kapilarnoelektroforetski uvjeti

Prije prvog koristenja kapilara se ispirala 20 minuta s 1 M NaOH, 5 minuta vodom, 20
minuta s 1 M HCI, 5 minuta vodom, 20 minuta s 0,1 M NaOH, vodom 5 minuta i 20 minuta
otopinom radnog pufera.

Kapilara je kondicionirana svaki radni dan ispiranjem s 0,1 M NaOH 15 minuta,
vodom 15 minuta i potom otopinom radnog pufera 25 minuta. Kako bi se osigurala
ponovljivost vremena migracije, kapilara je isprana prije svakog mjerenja 0,1 M NaOH 1
minutu i kondicionirana otopinom radnog pufera 3 minute, a kako bi se uklonili svi eventualni
zaostaci ili adsorbirane tvari u kapilari, nakon svakog mjerenja otopina je isprana vodom 1
minutu. Budu¢i da elektroliza pozadinskog pufera moze promijeniti elektroosmotski tok,
radni pufer je zamijenjen svjezim puferom nakon pet injektiranja kako bi se postigla $to veca
tocnost pri kvantitativnom odredivanju.

Kapilarnoelektroforetska mjerenja provedena su na Agilent Sustavu za kapilarnu
elektroforezu (G1600A) s integriranim detektorom od niza dioda. KoriStena je nepresvucena
kapilara od izvucenog kvarca ukupne duljine 32,5 cm, odnosno 24,0 cm duljine do detektora.
Unutarnji promjer kapilare bio je 50 um, s proSirenim optickim putem na mjestu detektora
(150 pum).

Radni pufer pri optimiziranim uvjetima se sastojao od fosfatnog pufera u koncentraciji
20 mM, pH 7,0 i 30 mM SDS-a. Analiza se provodila pri naponu od 25 kV i stalnoj
temperaturi od 25 °C. Uzorci su injektirani u sustav hidrodinamicki pri tlaku od 50 mbar,
primijenjenom 5 sekundi. Detekcija je vrSena pomocu DAD detektora pri valnoj duljini 237
nm za lovastatin i lovastatin B-hidroksi kiselinu te 216 nm za odredivanje citrinina.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.

Kromatografski i MS uvjeti za potvrdu hidrolize lovastatina

Razdvajanje lovastatina i lovastatin B-hidroksi kiseline je provodeno na Symmetry
C18 koloni obrnutih faza, dimenzija 150 mm x 4,6 mm i veli¢ine Cestica 3,5 um, koristeci
binarnu gradijentnu eluaciju. Pokretna faza sastojala se od 0,1% mravlje kiseline (eluent A) i
acetonitrila (eluent B). KoriSten je linearni gradijent, gdje se udio eluenta B linearno mijenjao
u rasponu 30-70% kroz 35 minuta. Brzina protoka pokretne faze iznosila je 1,0 mL/min.

Uzorci su ¢uvani u autoinjektoru pri stalnoj temperaturi +4 °C. Volumen injektiranja iznosio
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je 5 uL, a temperatura kolone bila je 45 °C. DAD detekcija provodena je pri valnoj duljini
maksimuma apsorpcije lovastatina, 237 nm.

Dio pokretne faze eluirane s tekuéinskog kromatograma doveden je do masenog
spektrometra. MS analiza provodila se koriste¢i elektrosprej-ionizaciju u pozitivnom nacinu
snimanja. DuSik se koristio kao plin za suSenje pri protoku 5,0 L/min i kao plin za
rasprSivanje pokretne faze pri tlaku 15,0 psi. Temperatura izvora iona iznosila je 350 °C, a
napon na kapilari 3,5 kV. Kao plin za koliziju koristio se helij pri tlaku 6x10°® mbar. Spektar
snimanja masa iona bio je u rasponu od m/z 100 — 500. Broj iona zadrzanih u analizatoru

iznosio je 10 000, a zadrzavani su do 200 ms.

Uvjeti HPLC-DAD-MS" metode za optimizaciju ekstrakcijskog postupka proizvoda s
crvenom fermentiranom rizom

Optimizacija ekstrakcijskog postupka te ispitivanje ekstrakcijske ucinkovitosti za
proizvode s crvenom fermentiranom rizom provedeno je HPLC-DAD-MS" metodom prema
postupku opisanom u poglavlju 3.3.4 (Kromatografski i MS uvjeti za potvrdu hidrolize

lovastatina) uz napomenu da je temperatura kromatografske kolone odrzavana na 25 °C.

3.3.5 ANALIZA PROIZVODA S CRVENOM FERMENTIRANOM RIZOM HPLC-
DAD-FLD-MS" METODOM

Priprema mati¢nih i radnih standardnih otopina lovastatina, lovastatin B-hidroksi
kiseline i citrinina

Mati¢ne standardne otopine lovastatina, lovastatin B-hidroksi kiseline i citrinina
pripremljene su prema postupcima opisanima u poglavlju 3.3.4.

Radne standardne otopine pripremane su svjeze svaki dan neposredno prije mjerenja
mijeSanjem maticnih standardnih otopina te razrjedenjem do Zzeljene koncentracije dodatkom

pokretne faze. Radne otopine uvale su se u autoinjektoru pri temperaturi +4 °C.

Priprema uzoraka s crvenom fermentiranom riZzom za analizu tekudinskom
kromatografijom

Uzorci s crvenom fermentiranom rizom za analizu su pripremljeni prema postupku

opisanom u poglavlju 3.3.4.
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Uvjeti HPLC-DAD-FLD-MS" metode za analizu proizvoda s crvenom fermentiranom
rizom

Analiza je provedena na XBridge C18 koloni obrnutih faza, dimenzija 50 mm x 3,0
mm i veli¢ine Cestica 2,5 um. Pokretna faza sastojala se od smjese acetonitril:voda:mravlja
kiselina = 10:90:0,1 (eluent A) i smjese acetonitril:voda:mravlja kiselina = 90:10:0,05 (eluent
B). Prije upotrebe mobilna faza je injektirana kroz filter od celuloza-nitrata (promjer 47 mm,
veli¢ina Cestica 0,45 pum).

Koristio se binarni gradijentni program prikazan u Tablici 3. Brzina protoka pokretne
faze iznosila je 1 mL/min. Kako bi se kolona kondicionirala izmedu dvije analize, isprana je s
40% eluenta B tijekom 5 minuta.

Uzorci su se Cuvali u autoinjektoru pri stalnoj temperaturi od +4 °C. Volumen
injektiranja iznosio je 5 pL. Temperatura kolone bila je 25 °C. DAD detekcija provodila se pri
valnoj duljini maksimuma apsorpcije lovastatina, 237 nm uz snimanje spektra u rasponu od
200 — 400 nm. Valne duljine ekscitacije i emisije na fluorescencijskom detektoru za
odredivanje citrinina podeSene su na 331 nm, odnosno 500 nm.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.

Tablica 3. Binarni gradijentni program HPLC-DAD-FLD-MS" metode za analizu proizvoda s
crvenom fermentiranom rizom

Vrijeme (min) Udio eluenta A (%) Udio eluenta B (%)

0 60 40
0—-7 30 70
7—10 10 90

Maseni detektor sastojao se od elektrosprej-ionizatora i analizatora ionska stupica.
Podaci su prikupljeni i obradeni koriste¢i ChemStation i LC/MSD Trap racunalne programe.

Dio pokretne faze eluirane s tekucinskog kromatografa doveden je do masenog
spektrometra u omjeru 1:2. MS analiza provodila se koriste¢i elektrosprej-ionizaciju u
pozitivnom nacinu snimanja. Temperatura izvora iona iznosila je 350 °C, a napon na kapilari
3,5 kV. Kao plin za suSenje i rasprSivanje pokretne faze koristio se dusik te su optimalni
uvjeti ionizacije postignuti pri njegovu protoku od 10,0 L/min i tlaku od 20,0 psi. Spektar

snimanja masa iona bio je u rasponu od m/z 100 — 600. Kao plin za koliziju koristio se helij,

54



odrzavaju¢i energiju kolizije na 30%. Broj iona zadrzanih u analizatoru iznosio je 10 000, a

zadrzavani su do 200 ms.

3.3.6 ANALIZA PROIZVODA S CRVENOM FERMENTIRANOM RIZOM MS
METODOM PRIMJENOM IZRAVNOG INJEKTIRANJA

Priprema wuzoraka s crvenom fermentiranom riZom za analizu Kkapilarnom
elektroforezom

Dodaci prehrani s crvenom fermentiranom rizom za analizu su pripremljeni prema

postupku opisanom u poglavlju 3.3.4.

Uvjeti MS metode primjenom izravnog injektiranja za analizu proizvoda s crvenom
fermentiranom rizom

Maseni detektor sastojao se od elektrosprej-ionizatora i analizatora ionska stupica.
Podaci su prikupljeni i obradeni koriste¢i ChemStation i LC/MSD Trap racunalne programe.
Uzorci su injektirani izravno u maseni spektrometar primjenom vanjske injekcijske pumpe uz
brzinu protoka 5 pL/min. Elektrosprej-ionizator se koristio i u pozitivnhom i negativnom
nacinu ionizacije. Temperatura izvora iona iznosila je 325 °C, a napon na kapilari 3,5 kV.
Kao plin za suSenje 1 rasprSivanje pokretne faze koristio se duSik te su optimalni uvjeti
ionizacije postignuti pri njegovu protoku od 5,0 L/min i tlaku od 15,0 psi. Kao plin za
fragmentaciju koriSten je helij uz energiju kolizije od 30%. Spektar snimanja masa iona bio je
u rasponu od m/z 15 — 600. Broj iona zadrzanih u analizatoru iznosio je 10 000, a zadrzavani
su do 200 ms. Analiza uzoraka provodena je primjenom MRM (engl. Multiple Reaction
Monitoring) na¢ina snimanja.

Sva mjerenja su provedena u triplikatu.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4.1 RAZVOJ NOVE KAPILARNOELEKTROFORETSKE METODE ZA
ISTOVREMENU ANALIZU STATINA

S obzirom na nedostatak brzih i jednostavnih analitiCkih metoda za analizu statina u
aktivnim farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim oblicima, razvijena je nova
kapilarnoelektroforetska metoda. PredloZzena metoda omogucuje istovremenu analizu Sest
statina, atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina, pa
time predstavlja jedinstvenu metodu kojom je mogucée bez promjene tehnike, metode,
nepokretne i pokretne faze te drugih uvjeta analize, identificirati i odredivati bilo koji od Sest

ranije navedenih statina.

4.1.1 Optimizacija vrste i pH pufera

Tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode, prvi parametar koji se ispituje
je vrsta i pH radnog pufera. pH pufera izravno utjeCe na elektroosmotski tok, pokretacku
snagu u kapilarnoj elektroforezi. Pri razli¢itom pH radnog pufera naboj na povr$ini unutrasnje
stijenke kapilare je razlicit, §to direktno utjeCe na zeta-potencijal. Stoga je elektroosmotski tok
znatno veci pri visokom pH kad su silanolne skupine ve¢inom deprotonirane, odnosno nalaze
se u ioniziranoj formi SiO". Cilj separacijske metode je u Sto kratem vremenu razdvojiti sve
analite pa je iznimno vazno osigurati pravu jacinu elektroosmotskog toka. Dakle, unato¢ brzoj
analizi pri visokom pH, elektroosmotski tok moze biti prebrz, pa ¢e do¢i do eluacije analita
prije nego Sto su uspjeSno razdvojeni unutar kapilare. Primjenom niske ili umjerene
vrijednosti pH radnog pufera moze do¢i do adsorpcije kationskih otopljenih tvari putem
Coulombovih interakcija.

Osim na elektroosmotski tok, pH izravno utjece na elektroforetsku pokretljivost
analita, jer odreduje njihov stupanj ionizacije. Stoga se prilikom razvoja nove metode moraju
razmotriti pK, vrijednosti analita, kako bi odabirom odgovarajuée vrste i pH radnog pufera
osigurali selektivnost metode i postigli potpuno razdvajanje, u $to kracéem vremenu analize.
Statini u obliku B-hidroksi kiselina imaju pKa vrijednosti izmedu 4.2 1 4.5, pa ¢e se ve¢ pri pH
iznad 6 molekule pravastatina, fluvastatina, atorvastatina i rosuvastatina potpuno ionizirati.

Lovastatin i simvastatin dolaze u laktonskom obliku te se u organizmu hidroliziraju u
aktivne oblike B-hidroksi kiselina. Budu¢i da je laktonski oblik neutralan, njihova analiza
mora se provoditi micelarnom elektrokinetickom kromatografijom. Dodatkom surfaktanta u

otopinu radnog pufera, vrijeme analize bi se znacajno produljilo. Kako bi se to izbjeglo,
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provela se hidroliza dodatkom 0,2 M NaOH u osnovne otopine lovastatina i simvastatina koje
su ostavljene stajati na sobnoj temperaturi 30 minuta prije analize. Ovom hidrolizom su
otvoreni laktonski prsteni te su lovastatin i simvastatin prevedeni u odgovarajuc¢e hidroksi
kiseline. U neutralnom 1 luZznatom pH su sada ovi analiti negativno nabijeni te ih je moguce
razdvojiti i analizirati kapilarnom zonskom elektroforezom.

Ispitani su razli¢iti radni puferi — boratni, acetatni i fosfatni, u pH rasponu od 3,9-9,5.
Najprije je isproban fosfatni pufer u koncentraciji 50 mM, pH 7,0. Primjenom ovoga radnog
pufera, od Sest analita, vidjela su se samo 3 pika te je struja u kapilari bila previsoka. Stoga je
ionska jakost fosfatnog pufera smanjena na 25 mM fosfatni pufer, uz isti pH, 7,0. Ni pri ovim
uvjetima nije postignuto razdvajanje svih analita. Nakon toga istraZzen je acetatni pufer u
koncentraciji 25 mM, pH 6,0, acetatni pufer u koncentraciji 50 mM, pH 4,5 i acetatni pufer u
koncentraciji 50 mM, pH 3,9. No pri svim ispitanim uvjetima oblik pikova bio je vrlo los te
uopce nije postignuto razdvajanje.

Najboljim radnim puferom pokazao se boratni pufer u koncentraciji 25 mM, pH 9,5,
koji je omogucéio najbolji oblik pikova, iako jo$ uvijek bez potpunog razdvajanja, no prividna
elektroforetska pokretljivost analita bila je najveca. Budu¢i da su u cijelom ispitanom pH
rasponu svi analiti u najve¢oj mjeri ionizirani, odnosno negativno nabijeni, o€ito je povecanje
prividne elektroforetske pokretljivosti porastom pH posljedica dominantnog ucinka pH na
elektroosmotski tok pufera. Pri visokom pH (9,5) silanolne skupine su deprotonirane, §to za
posljedicu ima snazan elektroosmotski tok. Molekule statina su takoder potpuno ionizirane,
odnosno negativno nabijene te putuju prema pozitivno nabijenoj katodi. No zahvaljujuci
snaznom elektroosmotskom toku, analiti putuju prema negativno nabijenoj anodi te ih se
detektiralo u svega nekoliko minuta

No bilo je potrebno osigurati razdvajanje svih Sest statina. Uz boratni pufer u
koncentraciji 20 mM, pH 9.5, uz injektiranje 50 mbar 4 sekunde, temperaturu 30 °C i napon

30 kV, nije bilo moguce razdvojiti pravastatin 1 rosuvastatin, te simvastatin i lovastatin.

4.1.2 Utjecaj surfaktanta

Kako u boratnom puferu pH 9,5 razdvajanje analita nije bilo potpuno, u otopinu
radnog pufera dodan je SDS. On je anionski surfaktant koji djeluje kao pseudostacionarna
faza 1 inaCe je najceS¢e koristeni surfaktant u micelarnoj elektrokinetickoj kromatografiji.
Molekule SDS-a imaju dugacke hidrofobne repove koji se u koncentracijama iznad kriti¢ne

micelarne koncentracije u polarnom vodenom mediju okrecu jedan prema drugome, dok
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prema van okrecu polarne glave sa sulfatnom skupinom, tvorec¢i tako agregate koje nazivamo
micelama, a predstavljaju pseudostacionarnu fazu. Ovako formirane micele SDS-a imaju
negativan naboj, pa u koriStenim uvjetima analize putuju u suprotnom smjeru u odnosu na
elektroosmotski tok, odnosno prema anodi. No u bazi¢nom pH radnog pufera koji se koristio
(pH 9,5), elektroosmotski tok je brzi od micela SDS-a, pa su i one noSene prema katodi,
odnosno detektorskom kraju kapilare.

U ovom slucaju svi su analiti bili negativho nabijeni i mogli su se analizirati
kapilarnom zonskom elektroforezom, no dodatak anionskog surfaktanta mijenja selektivnost
metode jer sada brzina kretanja ovisi i 0 elektroforetskoj pokretljivosti analita, ali i 0 konstanti
raspodjele izmedu micele i vodene otopine pufera. Zbog razlika u fizikalno-kemijskim
svojstvima i strukturi statina, upravo je dodatak surfaktanta u otopinu radnog pufera bio
klju¢an za njihovo uspjesno razdvajanje. Naime, pravastatin i rosuvastatin su relativno
hidrofilni spojevi, $to je posljedica polarne hidroksilne skupine vezane na dekalinski prsten
pravastatina i metan-sulfonske skupine rosuvastatina, stoga vrlo malo stupaju u interkaciju s
hidrofobnim micelama SDS-a. Ostali lijekovi iz skupine statina smatraju se lipofilnima, pa ¢e
u veéoj mjeri stupati u interakciju S micelama SDS-a i dulje se zadrzavati u kapilari.
Simvastatin je zbog dvije metilne skupine najlipofilniji lijek iz skupine statina, pa je

ocekivano da ¢e upravo simvastatin eluirati posljednji.

4.1.3 Utjecaj organskog otapala

No ni dodatak SDS-a nije bio dovoljan. Naime, razlucivanje od 1,5 uzima se kao
grani¢no razlucivanje, pri kojem su pikovi razdvojeni u baznoj liniji. Ako je razlu€ivanje
manje od 1,5, smatra se da pikovi koeluiraju. Na temelju provedenih ispitivanja uoceno je da
je dobro razlucivanje izmedu pikova postignuto tek pri visokoj koncentraciji SDS-a (50 mM),
Sto je za posljedicu imalo dugo vrijeme analize 1 visoku struju unutar kapilare te opasnost od
Jouleova zagrijavanja. Kako bi se ipak osiguralo da pikovi budu potpuno razdvojeni, odnosno
da razlucivanje bude vece od 1,5, u otopinu radnog pufera dodano je osim SDS-a i organsko
otapalo.

Dodatak organskog otapala mijenja selektivnost i vrijeme migracije analita,
mijenjajuéi zeta-potencijal, viskoznost i dielektriénu konstantu. Iako uglavnom smanjuje
elektroosmotski tok, utjecaj organskog otapala na selektivnost je sloZen i najlaksSe ga je
eksperimentalno odrediti. Acetonitril dodan u koncentraciji 20% v/v znatno je produZzio

vrijeme analize. Dodatkom metanola u radni pufer oblik i simetrija pikova bili su puno bolji,
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stoga je metanol odabran kao organsko otapalo za daljnu optimizaciju metode. Ve¢ pri
koncentraciji od 10% v/v metanol je poboljsao razdvajanje, dok daljnje povecanje udjela
metanola nije znacajno poboljsalo razluc¢ivanje, a bitno je produzilo trajanje analize i proSirilo
pikove.

Dodatak organskog otapala u otopinu radnog pufera koja sadrzi SDS pokazao se
klju¢nim korakom u razvoju i optimizaciji nove metode. Dodatkom SDS-a i metanola u
koncentraciji od 10% v/v postignuto je dobro razlucivanje izmedu svih Sest statina (Rs > 2), i
to u kratkom vremenu analize. lako je sada primijenjena micelarno-elektrokineti¢ka
kromatografska metoda, koja omogucuje analizu 1 neutralnih analita kakvi su laktonski oblici
lovastatina i simvastatina, bazi¢na hidroliza kojom se laktonski prsteni otvaraju u hidroksi
kiselinski oblik lovastatina i simvastatina je i dalje provedena. Naime, negativno nabijeni
statini imaju puno krace vrijeme migracije od neutralnih laktonskih formi, pa je nakon
bazi¢ne hidrolize MEKC metoda bila zna€ajno kraca. Negativno nabijene molekule statina
nisu stupale u snaznu interakciju s micelama SDS-a te su razdvojene na temelju razlike u

elektroforetskim mobilnostima i lipofilnosti.

4.1.4 Optimizacija koncentracije SDS-a i boratnog pufera

Budu¢i da je odabrana micelarno-elektrokineti¢ka kromatografska metoda, bilo je
potrebno optimizirati koncentraciju dodanog surfaktanta. Ispitan je utjecaj koncentracije SDS-
a u rasponu od 10-40 mM. Vise koncentracije nisu se uzele u obzir jer je vrijeme analize bilo
duze od 10 minuta, a nize koncentracije nisu promatrane jer su ispod kritiéne micelarne
koncentracije SDS-a. Kao $to je prikazano na Slici 6, povecanjem koncentracije SDS-a
povecalo se vrijeme migracije statina, a doSlo je 1 do Sirenja pikova. To je posljedica
solubilizacije statina micelama.

Osim vremena migracije statina, odnosno trajanja analize, vazan ¢imbenik pri odabiru
optimalne koncentracije SDS-a su i oblik i simetrija pika te razluc¢ivanje izmedu pikova koji
eluiraju blizu jedan drugome. Razlucivanje izmedu pravastatina i rosuvastatina, dva pika koja
eluiraju najblize jedan drugom, povecavalo se porastom koncentracije SDS-a (Slika 7).

Prilikom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode korisno je pogledati i ovisnost
broja teorijskih tavana o razli¢itim parametrima metode. Broj teorijskih tavana je matematicki
koncept koji opisuje ucinkovitost kapilare ili kromatografske kolone. To je hipotetska zona,
odnosno stanje u kojem se uspostavlja ravnoteza izmedu dviju faza, u ovom slucaju

nepokretne faze, kapilare, i pokretne faze, radnog pufera. Sto je ovaj broj veéi, kolona
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odnosno kapilara se smatra u¢inkovitijom. U kapilarnoj elektroforezi se broj teorijskih tavana
moze izracunati kao:
N = nEl/2D
gdje je pe = elektroforetska pokretljivost analita, E = elektricno polje, 1 = efektivna duljina
kapilare (do detektora), D = difuzijski koeficijent.
Broj teorijskih tavana moze se jednostavnije odrediti izravno iz elektroferograma, koristeci
jednadzbu:
N = 5,54 (t/wy,)

gdje je t = migracijsko vrijeme, a wy, = Sirina kromatografskog pika pri polovici visine.

Stoga je tijekom razvoja nove kapilarnoelektroforetske metode ispitana ovisnost broja

teorijskih tavana, odnosno ucinkovitosti, o koncentraciji SDS-a (Umetak Slici 6).
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Slika 6. Ovisnost vremena migracije statina o koncentraciji SDS-a. Umetak slici: Ovisnost
broja teorijskih tavana o koncentraciji SDS-a.

Uvjeti analize: 25 mM boratni pufer pH 9,5, 10% (v/v) metanol, 20 kV, 25 °C, hidrodinamicko
injektiranje 30 mbar, 4 s. Uzorak: 60 ug/ml rosuvastatin (R), 40 ug/ml pravastatin (P), 50 ug/ml
ketoprofen (K), 70 ug/ml fluvastatin (F), 40 ug/ml lovastatin (L), 60 ug/ml simvastatin (S).
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Slika 7. Ovisnost razlu¢ivanja izmedu analita 0 koncentraciji SDS-a.

Uvjeti analize: 25 mM boratni pufer pH 9,5, 10% (v/v) metanol, 20 kV, 25 °C, hidrodinamicko
injektiranje 30 mbar, 4 s. Uzorak: 60 ug/ml rosuvastatin (R), 40 ug/ml pravastatin (P), 50 ug/ml
ketoprofen (K), 70 ug/ml fluvastatin (F), 40 ug/ml lovastatin (L), 60 ug/ml simvastatin (S).

Budu¢i da koncentracija pufera direktno utjece na elektroosmotski tok, a time i na
ucinkovitost razdvajanja analita, prilikom razvoja nove metode potrebno je optimizirati 1
koncentraciju pufera. Ispitana je koncentracija borata u rasponu od 10-35 mM, dok se
koncentracija SDS-a i metanola drzala stalnom na optimiziranih 25 mM SDS-a i 10% v/v
metanola. Povecanjem koncentracije pufera poboljSava se razlu¢ivanje izmedu pikova, ali se
produZava i vrijeme analize. Kao §to je prikazano na Slikama 8 1 9, pri koncentraciji 25 mM
boratnog pufera razlucivanje izmedu svih pikova je bilo najbolje (Rs > 2.11), broj teorijskih
tavana visok (N > 53 000), a vrijeme analize kratko (tg < 5 min), omoguéujuci odredivanje

svih Sest statina unutar 5 minuta.
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Slika 8. Ovisnost vremena migracije statina o koncentraciji boratnog pufera. Umetak slici:
Ovisnost broja tavana o koncentraciji boratnog pufera.

Uvjeti analize: 25 mM SDS, 10% (v/v) metanol, 20 kV, 25 °C, hidrodinamicko injektiranje 30 mbar, 4
s. Uzorak: 60 ug/ml rosuvastatin (R), 40 ug/ml pravastatin (P), 50 ug/ml ketoprofen (K), 70 ug/ml
Sfluvastatin (F), 40 ug/ml lovastatin (L), 60 ug/ml simvastatin (S).

15 -+
/v
4
10 /
L v
8
=
3
S —m—R/P
&£ s . v —e— PKK
— AIF
v —v—FIL
P LIS
7. B
. *v\./ \. ®
0 T T T T T T T T T T T
10 15 20 25 30 35

Koncentracija boratnog pufera (mM)

Slika 9. Ovisnost razlu¢ivanja izmedu analita 0 koncentraciji boratnog pufera.

Uvjeti analize: 25 mM SDS, 10% (v/v) metanol, 20 kV, 25 °C, hidrodinamicko injektiranje 30 mbar, 4
s. Uzorak 60 ug/ml rosuvastatin (R), 40 ug/ml pravastatin (P), 50 ug/ml ketoprofen (K), 70 ug/ml
Sfluvastatin (F), 40 ug/ml lovastatin (L), 60 ug/ml simvastatin (S).
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4.1.5 Utjecaj temperature kapilare

Primarna svrha termostatiranja kapilare je da se njezina temperatura odrzi stalnom i da
se izbjegne Jouelovo zagrijavanje uslijed pojacanja jakosti struje. Takoder je vazno osigurati
da temperatura u kapilari ne bude ispod Krafftove tocke, odnosno temperature ispod koje je
topljivost surfaktanta niza od kriticne micelarne koncentracije. Osim toga, temperatura
kapilare je takoder jedan od parametara koji se mogu optimizirati, buduc¢i da se poviSenjem ili
snizenjem temperature mijenja viskoznost elektrolita, EOF i vrijeme analize. Temperatura
mijenja viskoznost elektrolita 2-3% za svaki Celzijev stupanj, a time mijenja i brzinu
elektroosmotskog toka i elektroforetsku pokretljivost analita. Stoga je ispitan utjecaj
temperature na vrijeme analize, ali 1 uspjeSnost razdvajanja, u rasponu od 15 — 35 °C. Kao §to
je vidljivo na Slici 10 pri temperaturi od 35 °C vrijeme analize je najkrace, no razlu¢ivanje
izmedu atorvastatina i fluvastatina se znacajno smanjuje, a broj teorijskih tavana je nizi. Pri
temperaturi od 30 °C vrijeme analize nije znacajno dulje, dok je uc¢inkovitost metode iznimno
visoka, a razlucivanje vrlo dobro (Rs > 2,77). lako je pri nizim temperaturama razluc¢ivanje
bolje, vrijeme analize se znacajno produljuje, pa je pri 20 °C dulje od 6 minuta, dok je pri 15
°C dulje i od 7 minuta. Kako je razlu¢ivanje od 2,77 izmedu rosuvastatina i pravastatina, dva
pika koja eluiraju najblize jedan drugome, iznimno dobro, temperatura od 30 °C je odabrana

kao optimalna jer je pri tim uvjetima moguca analiza svih Sest statina za manje od 5 minuta.
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Slika 10. Ovisnost vremena migracije statina o temperaturi. Umetak slici: Ovisnost

razlu€ivanja izmedu analita o temperaturi.
Uvjeti analize: 25 mM boratni pufer pH 9,5, 25 mM SDS, 10% (v/v) metanol, 20 kV, hidrodinamicko
injektiranje 30 mbar, 4 s. Uzorak kao na Slici 8.

64



4.1.6 Utjecaj primijenjenog napona

Napon pri kojem c¢e se vrSiti analiza se uobiCajeno, tijekom razvoja nove
kapilarnoelektroforetske metode, optimizira medu zadnjim parametrima. To je vrlo vazan
¢imbenik jer promjena napona snazno utjeCe na promjenu brzine EOF-a te brzinu analita. Iz
izraza za brzinu iona u elektricnom polju vidljivo je da se ona poveava povecanjem
elektricnog polja. Kako elektricno polje ovisi o primijenjenom naponu i duljini kapilare,
povecanjem napona pri kojem ¢e se vrsiti analiza povecat ¢e se i brzina iona.

Brzina elektroosmotskog toka moze se racunati prema izrazu:
Veor=(eC/m) E=(eC/n) VI

gdje je Veor = brzina elektroosmotskog toka, &€ = dielektri¢na konstanta, { = zeta-potencijal, 1

= viskoznost, E = primijenjeno elektri¢no polje, V = primijenjeni napon, |1 = duljina kapilare.

Sto je veéi napon koji se primjenjuje duz kapilare tijekom analize, brzina
elektroosmotskog toka ¢e biti veca, vrijeme migracije analita krac¢e, odnosno analiza brza.
Promjenom napona se, dakle, moze utjecati na vrijeme analize, separacijsku u¢inkovitost, ali i
povrsinu pika, a time 1 osjetljivost metode. Naime, povecanjem napona povrSina pika se
smanjuje, a time je 1 osjetljivost metode manja. Stoga je potrebno pronac¢i kompromis izmedu
brzine analize i u€inkovitosti razdvajanja s jedne te veli¢ine pikova, odnosno osjetljivosti s
druge strane.

Na temelju provedenih ispitivanja, kao optimalan odabran je napon analize od 23 kV.
Pri tom naponu vrijeme analize je bilo najkrace (manje od 5 minuta), razlucivanje je ostalo
vrlo dobro (Rs > 2.28), a struja unutar kapilare nije prelazila granicu od 120 pA, $to osigurava

izbjegavanje Jouleova zagrijavanja u kapilari.

4.1.7 Valna duljina detektora

Statini imaju apsorpcijske maksimume pri razlicitim valnim duljinama. Kako bi se
detekcija svih Sest statina mogla vrsiti istovremeno, a da pritom bude Sto osjetljivija, odabrana
je valna duljina detektora pri 237 nm, gdje svi statini imaju snaznu UV-apsorbanciju te je

omogucena izravna online detekcija u kapilari.
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4.1.8 Unutarnji standard

Kako bi se izbjegle sve pogreske koje mogu nastati uslijed promjena u volumenu
injektiranja, naponu i razlikama u elektroosmotskom toku, koriSten je unutarnji standard.
Odabran je ketoprofen, koji u svojoj strukturi ima karboksilnu skupinu i pK, vrijednost 4,4, pa
je negativno nabijen kao i ispitivane molekule statina. Unutarnji standard ketoprofen je pri
optimiziranim uvjetima analize davao uski, dobro razdvojeni pik izmedu pravastatina i

atorvastatina.

Nakon S§to su svi uvjeti optimizirani, omogucena je analiza svih Sest statina i

unutarnjeg standarda ketoprofena za svega 5 minuta (Slika 11).
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Slika 11. Elektroferogram smjese standardnih otopina svih Sest statina uz dodatak unutarnjeg
standarda pri optimiziranim uvjetima analize.

Uvjeti analize: 25 mM boratni pufer pH 9,5, 25 mM SDS, 10% MeOH, 23 kV, 30 °C,
hidrodinamicko injektiranje pri 30 mbar, 4 s. Uzorak: 50 ug/ml za standardne otopine statina
I unutarnjeg standarda. R = rosuvastatin, P = pravastatin, K = ketoprofen, A = atorvastatin,
F = fluvastatin, L = lovastatin i S = simvastatin.

4.1.9 Validacija metode

Validacija je postupak kojim se odreduje i1 dokumentira da je analiticka metoda

prikladna za odredenu primjenu. Prema regulatornim zahtjevima Dobre proizvodacke prakse i
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Dobre laboratorijske prakse, validacija analiticCkog postupka je obavezna kako bi se moglo
jamciti da ¢e u propisanim uvjetima primijenjeni analiticki postupak dati valjane rezultate.
Validaciju je potrebno provesti pri razvoju i uvodenju nove metode ili promjeni bilo kojeg
dijela postojece, ve¢ validirane metode. Postupak validacije i parametri koji se ispituju opisani
su u ICH smjernicama [ICH Q2 (R1)]. Analiticki parametri koji se odreduju u postupku
validacije su linearnost, to¢nost, preciznost, specifi¢nost (selektivnost), granica dokazivanja,
granica odredivanja te izdrZzljivost.

Nakon S§to su svi uvjeti novorazvijene micelarno-elektrokineticke kromatografske
metode optimizirani, metoda je validirana pri sljede¢im uvjetima mjerenja: boratni pufer u
koncentraciji 25 mM, pH 9,5, 25 mM SDS-a, 10% v/v metanol, primijenjeni napon 23 kV,

temperatura 30 °C, hidrodinamicko injektiranje 4s pri 30 mbar.

Selektivnost

Specifi¢nost je sposobnost metode da nedvojbeno razlikuje jedan analit od ostalih
sastojnica uzorka, a selektivnost je moguénost metode da to€no odredi Zeljeni analit u
prisutnosti ostalih sastojnica uzorka.

Selektivnost metode ispitana je mjerenjem Cistoce pika kako bi se osiguralo da nema
koeluiraju¢ih oneciS¢enja koja bi piku povecala povrSinu, odnosno davala lazno pozitivan
rezultat. Procjena cCistoce pika provedena je koriStenjem programa Agilent PCE/MSD
ChemStation. Procjena se temelji na slaganju UV-spektara od 200 — 400 nm u razli¢itim
dijelovima pika. Vrijednosti faktora ¢isto¢e pika (engl. Peak purity factor) kretale su se od
996.3 — 1000.0 te pokazuju da su spektri u svim dijelovima pika identi¢ni, odnosno da su

pikovi za svaki od statina homogeni.

Linearnost, granica dokazivanja i granica odredivanja

Linearnost je sposobnost metode da unutar odredenog raspona daje rezultate koji su
izravno proporcionalni koncentraciji analita. Radno podrucje je raspon koncentracija analita
unutar kojeg analiticka metoda ima prihvatljivu tocnost, preciznost i linearnost.

Linearnost se ispitivala za svih Sest statina u rasponu koncentracije od 10,0 do 100,0
ng mL™, na Sest koncentracijskih razina. U svaku otopinu dodan je unutarnji standard
ketoprofen u koncentraciji od 50.0 pg mL™. Kalibracijske krivulje dobivene su kao ovisnost

omjera povrsine pojedinog statina i unutarnjeg standarda o koncentraciji statina. Jednadzba
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pravca dobivena je linearnom regresijom metodom najmanjih kvadrata. Jednadzbe pravaca i

koeficijenti korelacije su prikazani u Tablici 4. Metoda se pokazala linearnom za svaki od

ispitivanih statina u Sirokom koncentracijskom rasponu.

Tablica 4. JednadZbe pravaca, koeficijent korelacije te granica dokazivanja i odredivanja

Analit Raspon Nagib + sd Odsjecak £ sd  Koeficijent LOD LOQ
(ug/mlL) korelacije(r)  (ug/mL) (ug/mlL)

Rosuvastatin - 10,0 - 100,0  0,0305 +0,0002  0,0469 + 0,0139 0,9999 0,73 1,40
Pravastatin 10,0-100,0 0,0441 £0,0009 0,0146 + 0,0542 0,9994 0,83 1,49
Atorvastatin -~ 10,0-100,0 0,0766 +£0,0019  0,0679 + 0,1143 0,9994 1,33 1,96
Fluvastatin 10,0-100,0 0,0858+£0,0012  0,1960 + 0,0662 0,9996 1,15 1,79
Lovastatin 10,0-100,0 0,1314+£0,0018  0,0344 +0,0102 0,9996 0,99 1,64
Simvastatin 10,0 -100,0 0,1668 +£0,0031  0,2528 +0,1824 0,9995 1,09 1,73

Granica dokazivanja (LOD) je najniza koncentracija analita u uzorku koja moze biti
dokazana, ali ne 1 odredena pri zadanim uvjetima metode, a granica odredivanja (LOQ) je
najniZza koncentracija analita koju je moguce odrediti s prihvatljivom to¢nos¢u i preciznoSéu
pri propisanim uvjetima metode.

LOD 1 LOQ vrijednosti odredene su iz omjera signala i Suma, usporedbom visine
signala uzorka poznate koncentracije analita i visine Suma bazne linije. LOD je najmanja
koncentracija pri kojoj je signal analita tri puta veéi od signala Suma, dok je LOQ najmanja
koncentracija pri kojoj je signal deset puta veci od signala Suma.Dobiveni rezultati za granice

dokazivanja i odredivanja su prikazani u Tablici 4.

Preciznost i to¢nost

Preciznost pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz istoga homogenog
uzorka pri istim propisanim uvjetima, a izraZava se kao standardna devijacija, relativna
standardna devijacija ili interval pouzdanosti oko srednje vrijednosti. Ponovljivost je
podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem istog uzorka istom metodom pod

istim uvjetima u kratkom vremenskom razdoblju. Srednja preciznost je odstupanje rezultata
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dobivenih mjerenjem istog uzorka istom metodom u istom laboratoriju pod razliitim
uvjetima, primjerice razlicit analiti¢ar, razliCit instrument, razli¢ite otopine ili kroz duze
vremensko razdoblje. Ovim parametrom se ispituje hoce li metoda nakon razvoja davati iste
rezultate tijekom uporabe u laboratoriju. Ponovljivost novorazvijene kapilarnoelektroforetske
metode ispitana je uz Sest uzastopnih injektiranja smjese standardnih otopina svih Sest statina i
unutarnjeg standarda ketoprofena u koncentraciji od 5,0 pg mL™. Srednja preciznost ispitivala
se kroz tri dana. Svaki dan su pripremljene nove otopine radnog pufera i smjese standardnih
otopina i unutarnjeg standarda. Rezultati su izrazeni kao relativne standardne devijacije
(RSD) za korigirano vrijeme migracije (vrijeme migracije pojedinog statina podijeljeno s
vremenom migracije unutarnjeg standarda) i za korigiranu povrsinu pika (povrSina pika
pojedinog statina podijeljena s povrSinom pika unutarnjeg standarda). Granice prihvatljivosti
za RSD vrijednosti ovise o tipu analize i koncentraciji analita. Dobivene vrijednosti za
ponovljivost i srednju preciznost, prikazane u Tablici 5, ukazuju na zakljucak da je predlozena

metoda pouzdana.

Tablica 5. Ponovljivost i srednja preciznost vremena migracije i povrsine pikova

Ponovljivost (n=6) Srednja preciznost (n=6)

Analit \_/rijen_1_ea RSD PO\frb‘iéw RSD \_/rijem_e . RSD Poyrs‘iéaa RSD
migracije® (%) pika (%) migracije® (%) pika® (%)

Rosuvastatin 0,90 0,17 1,38 1,17 0,89 0,33 125 2,24
Pravastatin 0,93 0,18 155 1,28 0,92 0,35 142 1,74
Atorvastatin 1,58 0,19 4,88 1,39 1,63 0,46 451 3,70
Fuvastatin 164 0,21 336 141 1,71 0,63 3,18 3,60
Lovastatin 2,12 021 6,84 1,35 2,32 0,87 6,39 2,27
Simvastatin 252 024 6,79 1,86 2,85 1,48 6,27 3,59

# Omijer vremena migracije statina i vremena migracije unutarnjeg standarda
® Omjer povrsine pika statina i povriine pika unutarnjeg standarda

Tocnost metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih ili
prihvacenih referentnih vrijednosti. Odredena je analizom uzoraka poznate koncentracije.
Mjerene su tri otopine statina na tri koncentracijske razine, 20, 50 1 100 pg mL™?, unutar
radnog podrucja metode. Odreden je analiticki prinos, kao omjer izmjerene i stvarne
koncentracije, izrazen u postotku. Dobivene vrijednosti analitickog prinosa prikazane su u

Tablici 6, te pokazuju dobru to¢nost metode.

69



Tablica 6. Tocnost metode izrazena kao analiticki prinos

Analit Koncentracija (ug/mlL) Analiticki prinos (%) RSD (%)
20 102,64 1,63
Rosuvastatin 50 100,73 1,17
100 99,74 0,78
20 97,10 0,91
Pravastatin 50 102,64 1,28
100 98,61 1,08
20 101,92 1,21
Atorvastatin 50 102,93 1,39
100 99,39 1,95
20 103,00 0,84
Fluvastatin 50 97,74 1,25
100 100,17 2,18
20 101,03 1,95
Lovastatin 50 97,03 1,24
100 100,41 2,63
20 102,76 1,08
Simvastatin 50 98,22 1,55
100 99,13 2,59
Izdrzljivost

Izdrzljivost je mjera sposobnosti analitickog postupka da ostane nepromijenjen pod
utjecajem malih, ali namjernih promjena parametara metode. IzdrZljivost je ispitana
mijenjanjem nekoliko eksperimentalnih parametara, koji najznacajnije mogu utjecati na
razdvajanje analita, a ujedno su bili i optimizirani tijekom razvoja metode: koncentracija
pufera (25 + 1 mM), koncentracija surfaktanta (25 + 1 mM), udio organskog otapala (10 +
1%) 1 temperatura (30 £ 1°C). Kao kriteriji promatrane su promjene u vremenu migracije
pikova (RSD = 0,10 — 3,25%), povrsini pikova (RSD = 0,10 — 4,34%) i razlu¢ivanju izmedu
pikova (RSD = 1,11 — 4,59%). Uocene promjene su prihvatljive te je pokazano da je

izdrzljivost metode dobra.
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4.1.10 Primjena novorazvijene metode za analizu gotovih ljekovitih oblika statina

Nakon S$to je nova micelarna elektrokineticka kromatografska metoda razvijena,
optimizirana i validirana, primijenjena je na ljekovitim oblicima Sest statina, komercijalno
dostupnih u ljekarnama u Hrvatskoj za identifikaciju i odredivanje sadrzaja djelatne tvari.

Kako bi se utvrdilo je li nova metoda primjenjiva za dokazivanje i odredivanje
sadrzaja statina u ljekovitom obliku, provjerena je njezina selektivnost. Usporedeni su
elektroferogrami standardnih otopina statina i otopina komercijalno dostupnih farmaceutskih
proizvoda statina. Nije uoCena nikakva interferencija izmedu ispitivanih pikova statina i
eventualnih pikova pomocénih tvari prisutnih u tabletama. Cisto¢a pika otopina tableta statina
iznosila je 9959 — 998,9 bez ikakvih interferiraju¢ih pikova. Stoga se pokazalo da je
novorazvijena metoda selektivna i prikladna za primjenu na farmaceutskim proizvodima.

Usporedene su srednje vrijednosti triju mjerenja otopina tableta s deklariranim
vrijednostima sadrzaja statina. Analiticki prinosi iznosili su 98,94 — 100,80%. Dobiveni
rezultati odredene koli€ine statina u tableti, analitiCkog prinosa (engl. Recovery, R) i relativna

standardna odstupanja provedenih mjerenja prikazani su u Tablici 7.

Tablica 7. Rezultati analize statina u ljekovitom obliku

et O ooy RSDO
Rosuvastatin 10 9,90 99,00 1,1
Pravastatin 20 20,16 100,80 1,9
Atorvastatin 10 9,89 98,94 1,4
Fluvastatin 80 78,43 98,04 1,4
Lovastatin 20 20,08 100,40 2,0
Simvastatin 20 19,93 99,65 0,8

% Srednja vrijednost pet mjerenja

Dobiveni rezultati pokazuju da je utjecaj matriksa tablete zanemariv jer je tocnost metode
odli¢na, te su kod odredivanja statina u tableti dobivene vrijednosti u skladu s deklariranim
sadrzajem. Stoga je nova micelarno-elektrokinetiCka metoda primjenjiva za dokazivanje i
odredivanje statina u ljekovitom obliku. Time je postignut glavni cilj — jedinstvena metoda za

analizu bilo kojeg od Sest statina, rosuvastatina, pravastatina, atorvastatina, fluvastatina,
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lovastatina i simvastatina, bez potrebe za razvijanjem nove, zasebne metode za svaki od

statina. Reprezentativni elektroferogrami su prikazani na Slici 12.
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Slika 12. Reprezentativni elektroferogrami komercijalno dostupnih ljekovitih oblika: Crestor,
Pravachol, Atoris, Lescol XL, Artein, Lipex.

R = rosuvastatin, P = pravastatin, A = atorvastatin, F = fluvastatin, L = lovastatin, S =
simvastatin.

4.1.11 Usporedba novorazvijene MEKC metode za analizu statina s postojeé¢im
analitickim metodama

U ovom doktorskom radu razvijena je MEKC metoda za istovremenu analizu Sest
statina: atorvastatina, fluvastatina, lovastatina, pravastatina, rosuvastatina i simvastatina, prva
kapilarnoelektroforetska metoda predstavljena u svijetu za ovu primjenu. Nova predloZena
MEKC metoda prije analize koristi jednostavnu bazi¢nu hidrolizu lovastatina i1 simvastatina
radi transformacije laktonskog prstena u otvoreni prsten hidroksi kiseline. Time molekule
postaju negativno nabijene, te su zbog vece elektroforetske pokretljivosti vremena migracije
analita znacajno skracena, pa je analiza svih Sest statina moguca za manje od 5 minuta. Stoga
je njezina najveca prednost upravo visoka separacijska ucinkovitost u kratkom vremenu
analize. Predlozena metoda je u potpunosti validirana u skladu s ICH smjernicama, i pokazala
se selektivnom, osjetljivom, preciznom, to¢nom i robusnom. Metoda iziskuje vrlo male
koli¢ine uzoraka i troSi malo otapala tijekom rada, pa je financijski povoljna i ekoloski

prihvatljiva. Stoga predstavlja izvrsnu alternativu postoje¢im analitickim metodama za
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analizu statina. Kao $to je navedeno u pregledu literature u poglavlju 1.8., do sada je
objavljeno dosta HPLC metoda te samo nekoliko kapilarnoelektroforetskih metoda za analizu
statina. Vecina predlozenih metoda razvijena je zasebno za svaki pojedini statin, buduéi da se
oni uvelike razlikuju po svojoj kemijskoj strukturi te fizikalno-kemijskim svojstvima.
Sluzbene farmakopejske monografije objavljene su za fluvastatin, lovastatin, pravastatin i
simvastatin. Sve metode za odredivanje sadrzaja koriste HPLC tehniku uz primjenu razli¢itih
nepokretnih faza, duljine 3,3 — 25 c¢m, uz vrijeme zadrzavanja analita 3 — 21 min. Monografija
atorvastatina uvrstena je tek u posljednje izdanje Europske farmakopeje, a objavljena je nakon
Sto je razvijena MEKC metoda predlozena u ovom doktorskom radu. Farmakopejska
monografija predlaze HPLC metodu s binarnim gradijentnim protokom, uz vrijeme
zadrzavanja atorvastatina 33 min. Pregledom literature pronadeno je nekoliko
kapilarnoelektroforetskih metoda za odredivanje pojedinog statina u gotovom ljekovitom
obliku ili aktivnoj farmaceutskoj supstanciji. Za analizu pravastatina objavljena je jedna CZE
metoda koja omogucuje samo njegovo odredivanje u gotovim ljekovitim oblicima za 2,5 min
(Nigovi¢ i Vegar, 2008). Autori su takoder predlozili MEKC metodu za analizu pravastatina i
njegovih razgradnih produkata. Za rutinske analize lovastatina 1 pradenje njegovih
oksidacijskih produkata predlozena je MEKC metoda, uz migracijsko vrijeme lovastatina oko
14 min (Javernik Rajh 1 sur., 2003). Objavljena je jedna MEKC metoda za odredivanje
simvastatina i lovastatina u gotovim ljekovitim oblicima (Srinivasu i sur., 2002), uz vrijeme
analize od 15 min. Naime, autori su aktivne tvari analizirali u njihovu neutralnom,
laktonskom obliku, zbog Cega je vrijeme analize znacajno duze. U MEKC metodi, razvijenoj
u ovom istrazivanju, laktonski oblici statina, lovastatin i simvastatin, bazi¢nom su hidrolizom
prevedeni u svoje odgovarajuée B-hidroksi Kiselinske oblike, koji su zbog svog naboja imali
znafajno brze elektroforetske pokretljivosti nego njihovi neutralni laktonski oblici. Za
odredivanje atorvastatina u gotovim ljekovitim oblicima razvijena je brza CE metoda, kasnije
primijenjena na mikro€ipu (Guihen 1 sur., 2006). Pregledom literature pronadena je samo
jedna CZE metoda za odredivanje sadrzaja rosuvastatina (tr < 6 min) u gotovom ljekovitom
obliku (Sislit 1 sur., 2007). Za analizu fluvastatina objavljena je tek jedna
kapilarnoelektroforetska metoda za ispitivanje enantiomerne cisto¢e kao jednostavnija i
jeftinija alternantiva uobicajeno koristenim LC metodama (Trung i sur., 2008).

Metode za istovremenu analizu statina su malobrojne budu¢i da je razvoj metode
zahtjevan za spojeve s toliko razli¢itim fizikalno-kemijskim svojstvima i strukturama, a u
klini¢koj praksi se statini nikada ne kombiniraju u terapiji. No upravo simultane metode nude

izvrsnu zamjenu svima pojedinacnim, do sada objavljenim analitickim ili sluzbenim

73



farmakopejskim metodama. Pregledom literature pronadeno je samo nekoliko
kromatografskih metoda za istovremenu analizu dvaju ili viSe statina.

Razvijena je HPTLC metoda za odredivanje simvastatina, pravastatina i rosuvastatina
u gotovim ljekovitim oblicima (Chaduhari i sur., 2006). No selektivnost predlozene metode ne
omogucuje istovremenu analizu atorvastatina, fluvastatina i lovastatina. Budu¢i da je vrijeme
potrebno za provodenje analize dulje od 30 min, predlozena MEKC metoda je znacajno brza.
HPLC-UV metoda razvijena je za istovremeno odredivanje atorvastatina, lovastatina,
pravastatina, rosuvastatina i simvastatina u gotovim ljekovitim oblicima te za pra¢enje in vitro
metabolizma lijeka (Pasha i sur., 2006). Predlozena HPLC metoda za analizu pet statina traje
¢ak 36 minuta, dok nova MEKC metoda, razvijena u ovom doktorskom radu, omoguéuje
odredivanje svih Sest statina za manje od pet minuta. Osim toga, nova predlozena metoda je
to¢nija od HPLC metode, jednostavnija, zahtijeva mnogo manje koli¢ine uzorka i otapala te
su joj troSkovi neusporedivo nizi. HPLC metoda uz primjenu detektora s nabijenim aerosolom
razvijena je za farmaceutsku analizu atorvastatina, simvastatina i lovastatina. lako je metoda
otprilike istog trajanja analize kao predlozena MEKC metoda, zahtijeva velike koli¢ine
organskog otapala, Sto je ¢ini daleko skupljom i nepovoljnom za okoli§. Osim toga, ova
metoda koriStena je za odredivanje svega triju statina te je primijenjena samo za analizu
simvastatina i1 atorvastatina u ljekovitom obliku. LC-MS-MS metoda za istovremeno
odredivanje Cetiriju statina koriStena je za analizu ovih lijekova u vodenim ekoloskim
uzorcima (Miao i Metcalfe, 2003). Metoda je vrlo osjetljiva, no zahtijeva primjenu
sofisticirane skupe opreme, koja nije dostupna u svakom analitickom laboratoriju. Predlozena
MEKC metoda ima nizu osjetljivost nego postojece metode tekucinske kromatografije. No
budu¢i da je cilj nove metode bio analiza statina u ljekovitom obliku, gdje je deklarirani
sadrzaj tablete od 10 — 80 mg, dobivene granice dokazivanja (LOD = 0,73-1,33 pg mL™) i
odredivanja (LOQ = 1,40-1,96 pg mL™) su i vie nego zadovoljavajuce.

Usporedbom s postoje¢im metodama moze se zakljuciti da je novorazvijena
kapilarnoelektroforetska metoda zbog svoje jednostavnosti, brzine, selektivnosti, preciznosti,
toc¢nosti 1 ekoloske prihvatljivosti izvrstan izbor za dokazivanje i odredivanje Sest statina.
Predlozena MEKC metoda, razvijena u ovom doktorskom radu, prva je
kapilarnoelektroforetska metoda za analizu svih Sest statina registriranih u Europskoj uniji te
moze posluziti kao jednostavna 1 jeftina zamjena za postojec¢e farmakopejske 1 druge razvijene
analiticke metode za identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja bilo kojeg od Sest statina u aktivnim

farmaceutskim supstancijama i gotovim ljekovitim oblicima (Dami¢ i Nigovi¢, 2010).
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4.2 RAZVOJ NOVE KAPILARNOELEKTROFORETSKE METODE ZA
ANALIZU ATORVASTATINA I NJEGOVIH ONECISCENJA

Dokazivanje i odredivanje oneciS¢enja u lijekovima posljednjih godina postao je
klju¢ni korak farmaceutske analize. Sve su veci zahtjevi za boljom kvalitetom proizvoda te
pouzdanosti proizvodnog postupka, stabilnosti i uvjeta ¢uvanja lijeka. Iznimno je vazno
identificirati, a u odredenim uvjetima i odrediti sadrzaj oneciS¢enja u lijeku, bez obzira na to
potjecu li ona iz polaznih sirovina, proizvodnog postupka ili je rije¢ o razgradnim produktima
ili pak produktima reakcije lijeka s pomo¢nim tvarima ili primarnog ambalazom. OneciS¢enja
mogu imati nezeljene farmakoloske i cak toksikoloske ucinke, mogu izazvati nuspojave,
stupati u interakcije, utjecati na stabilnost 1 aktivnost ljekovite tvari te bioraspolozZivost i
ucinkovitost samog lijeka. Takoder mogu utjecati na rezultate analiti¢kih ispitivanja lijekova.

Buduéi da je terapija statinima svakodnevna i dugotrajna, procjena cistoce ovih
lijekova od iznimne je vaznosti. Atorvastatin je naj¢esS¢e koristeni lijek iz ove skupine 1 spada
u deset najc¢esce propisivanih i koriStenih receptnih lijekova u razvijenim zemljama svijeta.
Stoga je cilj ovog istrazivanja bio razviti novu kapilarnoelektroforetsku metodu za analizu
atorvastatina, identifikaciju 1 odredivanje sadrzaja atorvastatina te njegovih Cetiriju
onecisc¢enja, dijastereomera atorvastatina, desfluoroatorvastatina, metilnog estera atorvastatina

i laktona atorvastatina (Slika 13).
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Slika  13.  Kemijske  strukture  atorvastatina,  dijastereomera  atorvastatina,
desfluoroatorvastatina, metilnog estera atorvastatina i laktona atorvastatina.
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4.2.1 Optimizacija vrste i pH pufera

Prvi parametar koji je ispitan i optimiziran u razvoju nove metode za procjenu Cistoce
atorvastatina je vrsta i pH pufera. Kod odabira vrste radnog pufera, potrebno je voditi racuna
da pufer ima dobar puferski kapacitet u izabranom radnom pH-podru¢ju. pH pufera je pak
klju¢an za kontrolu EOF-a te elektroosmotsku mobilnost, stupanj ionizacije i elektroforetsku
pokretljivost analita. Budu¢i da je pK, vrijednost atorvastatina 4,46 (Miller i sur., 2002),
molekula ¢e biti potpuno ionizirana pri vrijednostima pH iznad 6,5. Stoga bi neutralan ili
alkalan pH radnog pufera omoguc¢io da atorvastatin, dijastereomer atorvastatina i
desfluoroatorvastatin budu u anionskoj formi, odnosno potpuno ionizirani. No dva
onecic¢enja, lakton atorvastatina i metilni ester atorvastatina, neutralna su, pa se kapilarna
zonska elektroforeza, kao najceséa kapilarnoelektroforetska metoda, ne moze primijeniti.
Jedina vrsta kapilarne elektroforeze koja omogucuje istovremenu analizu i1 nabijenih i
neutralnih Cestica je micelarna elektrokinetiCka kromatografija. Stoga se za analizu ovih
spojeva morala koristiti MEKC metoda. MEKC metoda zahtijeva pseudostacionarnu fazu, a
kao surfaktant je odabran, lako dostupan i cijenom prihvatljiv, negativno nabijen SDS.

Kod kapilarne zonske elektroforeze je brzina EOF-a snazno ovisna o promjenama pH,
pa se pri nizim pH-vrijednostima brzina EOF-a znac¢ajno smanji, dok je u alkalnim uvjetima
brzina EOF-a puno vec¢a. Kod MEKC metode je ova ovisnost malo drugacija, posebice pri pH
7,0-5,5. Naime, pri ovim slabo kiselim uvjetima se brzina EOF-a neznatno smanjuje
snizenjem pH-vrijednosti uslijed adsorpcije molekula SDS-a na unutrasnju stijenku kapilare.
Ispod pH-vrijednosti 5,5 ova je ovisnost ponovno znacajna, ponajprije zbog smanjenja zeta-
potencijala na unutra$njoj stijenci, jer su silanolne skupine u kiselim uvjetima sve manje
disocirane. Kako je SDS koriSten za stvaranje micela pseudostacionarne faze, micele su zbog
svojega negativnog naboja migrirale prema pozitivno nabijenoj elektrodi, odnosno natrag
prema injektorskom dijelu kapilare. Prilikom odabira pH radnog pufera vazno je osigurati
uvjete u kojima ¢e negativno nabijene micele SDS-a ipak biti noSene prema katodi, odnosno
detektoru, kako bi se detekcija i analiza atorvastatina i njegovih oneciS¢enja uopce mogla
provesti. Da bi se to postiglo, EOF mora biti dovoljno snazan, odnosno brzina EOF-a mora
biti veca od brzine kojom micele putuju natrag prema anodi. Osim na EOF i putovanje micela
surfaktanta, pH pufera utjeCe i na ionizaciju analita. Stoga je pravilan odabir i kontrola pH
radnog pufera klju¢na kod analize lijeka 1 njegovih nabijenih oneciS¢enja. Naime,

elektroforetska mobilnost analita izravno proporcionalno ovisi o naboju Cestice. Stoga
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mijenjanjem pH-vrijednosti pufera mozemo =znacajno utjecati na selektivnost metode,
razdvajanje, razlu¢ivanje te trajanje analize.

Kako bi se pronasli optimalni uvjeti analize, provedena su preliminarna ispitivanja na
acetatnom 1 boratnom puferu. Koristen je acetatni pufer u koncentraciji 20 mM, pH 6,0, uz
dodatak 25 mM SDS-a, te boratni pufer u koncentraciji 20 mM u pH-rasponu od 7,5 do 9,5,
takoder uz dodatak 25 mM SDS-a. pH-vrijednost radnog pufera niza od 6,0 nije ispitivana
buduéi da pri njima atorvastatin ne bi bio potpuno ioniziran te bi EOF bio slabiji, Sto bi
znac¢ajno usporilo analizu. Kako su u cijelom ispitanom pH-rasponu (pH 6,0 — 9,5)
atorvastatin, desfluoroatorvastatin i dijastereomer atorvastatina potpuno ionizirani, uoceno
povecanje prividne elektroforetske pokretljivosti analita oCito je posljedica u¢inka pH na
EOF. Najbolji preliminarni rezultati dobiveni su u boratnom puferu pH 9,5, gdje je EOF bio
najjaci. Stoga je za pocetne uvjete odabran boratni pufer u koncentraciji 20 mM pH 9,5, uz
dodatak 25 mM SDS-a. Analiza je pri tim uvjetima bila vrlo brza te je vrijeme migracije
atorvastatina iznosilo Sest minuta. Dodatan razlog za odabir boratnoga radnog pufera pH 9,5
lezi u ¢injenici da je atorvastatin puno stabilniji u alkalnim uvjetima, $to je pokazano LC-MS
MS analizom alkalne hidroliticke razgradnje atorvastatina (Shaha i sur., 2007). Boratni pufer
je takoder povoljan jer ima nisku pokretljivost, odnosno velike minimalno nabijene ione, pa
struja koja se razvija u kapilari nije velika i ne dolazi do Jouleova zagrijavanja. Osim toga
boratni pufer ima jako malu apsorbanciju u niskom UV-podruéju, §to je takoder klju¢no
prilikom analize oneciS¢enja u lijekovima, koja se oc¢ekuju u vrlo malim koli¢inama, pa je
pozeljno da apsorbancija samog pufera, odnosno Sum bazne linije bude §to manji. Primjeri
elektroferograma s razli¢itim vrstama i pH-vrijednostima radnog pufera prikazani su na Slici
14. Vidljiv je utjecaj vrste i pH vrijednosti odabranog pufera na oblik p