Optimizacija metode za odredivanje rosuvastatina u
gotovim farmaceutskim oblicima

Benkovié¢, Andrea

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:572437

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

Download date / Datum preuzimanja: 2024-04-26

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:572437
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:2100
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:2100
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:2100

Andrea Benkovic

Optimizacija metode za odredivanje rosuvastatina u
gotovim farmaceutskim oblicima

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2021.



Ovaj diplomski rad prijavljen je na kolegiju Analiticka kemija 2 SveuciliSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden u Zavodu za analiticku kemiju pod stru¢nim

vodstvom doc. dr. sc. Jasne Jablan.

Zahvaljujem svojoj mentorici doc. dr. sc. Jasni Jablan na ukazanom povjerenju,
strpljivosti, kolegijalnosti i susretljivosti te strucnom vodstvu prilikom izvodenja ovog
diplomskog rada.

Od srca hvala svim prijateljima, bilo iz Skolskih ili studentskih dana, sto ste mi uljepsali
studiranje. Bez vase podrske, pozitive i motivacije nista od ovog ne bi bilo moguce. Hvala ti,
Ivana, sto si mi glas razuma i podrska u svemu.

Najiskrenije hvala onima koji su tu od pocetka, mojim roditeljima i cijeloj obitelji, na
bezuvjetnoj ljubavi, razumijevanju, motivaciji, pomoci i podrsci tijekom cijelog Zivota, a

posebice u studentskim danima — ovaj diplomski rad posvecujem vama.



SADRZAJ:

L UVOD bbb bbbt bbbt bbb 1
1.0 ROSUVASTATIN ...ttt 2
1. 2. SpeKtroskopske MELOE.........ccoiiiiiiiiiri e 3

1. 2. 1. UV-Vis SPEKLrofOtOMELITa .....c..eoviiuiriiiiiieieiiesie e 4
1. 2. 2. UV-VIS SPEKLrOfOtOMELAr. .......couiiiiiiiiiiieieeie e 5
1. 2. 3. Primjena UV-Vis SpPeKtrofOtOMELrTJe .......coveiiiiiriinieiisie e 6
1.2. 4. Prednosti i NedoStaci MELOUE .........cceiiiiiieieiesie e 7
1.3. Validacija analitiCkih postupaka..................ccoooiiiiiiiii 7

2. OBRAZLOZENJE TEME .........coooomiiiiiniiiniinsinsins st ssssssssssssssns 12

3. MATERIJALI I METODE ..ot s 14
R |V -1 =1 ] = L OSSP 15

3. 1. 1. Koristene KemiKalije .........ccooiiiiiiiiiiiiiiic e 15
I B A o - L (1] VPP ROUPRUPRPRS 15
3. 1. 3. Laboratorijski pribor i POSUE..........ccueiiiriiiiiiiieise e 15
3L 2. IMIBLOTE ...ttt bbb n e n et 16
3. 2. 1. Priprema standarnih otopina rosuvastating ............cc.ceeererieeieienenene e 16
3. 2. 2. Priprema uzoraka tableta za analizu rosuvastatin kalCija .............c.ccocevvrviininnnn, 17
3. 2. 3. Postupak odredivanja koncentracije rosuvastatin kalcija u uzorcima................... 17
3. 2. 4. StatistiCKa analizZa............cooiiiieeiiiiiee e 18

4. REZULTATI L RASPRAVA ..ottt e 19

4. 1. Validacija analiticke metode..................ccoooiiiiiiiiii e 20
4. L. 1 LINAMOSE ...ttt bbbt 20
4. L. 2. PIECIZNOSE ...ttt bbbt 21
4. 1. 3. Granica dokazivanja (LOD) i odredivanja (LOQ).......cccoceriiiiiiiiiiiiie e 23
O T Bl e Yo7 410 ) S PRSPPI 23

4. 2. Odredivanje mase rosuvastatin kalcija u uzorcima tableta ................................... 25



5. ZAKLIUCGAK ..o e er et e e et e e e e et et e r et erer e, 27
B. LITERATURA .o et e e e e et 29
7. SAZETAK / SUMMARY ..o et e s e ee oo er e, 33

8. TEMELIJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA/BASIC DOCUMENTATION
CARD



1. UvOD



1.1. Rosuvastatin

Rosuvastatin pripada skupini statina, lijekovima koji reverzibilno inhibiraju 3-hidroksi-
3-metilglutaril koenzim A reduktazu (engl. 3-hydroxy-3-methlglutaryl coenzyme A, HMG-
CoA). Inhibicijom djelovanja navedenoga enzima sprje¢ava Se biosinteza kolesterola u jetri.
Posljedi¢no dolazi do povecéanja sinteze LDL (engl. low density lipoprotein) receptora u
hepatocitima, preko kojih se LDL iz krvi unosi u stanice, te se tako smanjuje njegova
koncentracija u sistemskoj cirkulaciji (Schachter, 2005). Nadalje, statini sprjecavaju oksidaciju
LDL-a, poboljsavaju funkciju endotela, smanjuju upalni odgovor, doprinose stabilizaciji
aterosklerotskih plakova i smanjuju agregaciju trombocita §to ih Cini lijekovima izbora u
primarnoj i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti (Stancu i Sima, 2001).
Rosuvastatin je novija generacija statina s dodanim polarnim grupama koje ga Cine slabo

lipofilnim i dodatno povecavaju njegov afinitet vezanja na HMG-CoA reduktazu ionskim

interakcijama.
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Slika l. Struktura rosuvastatina (preuzeto i prilagodeno prema:

www.pubchem.ncbi.nlm.nih.gov)

Takoder, djeluje i na povecanje HDL-a (engl. high density lipoprotein) te smanjuje
razine triglicerida u krvi, 1 to najviSe kod pacijenata s inicijalno niskim razinama HDL-a,
odnosno visokim koncentracijama triglicerida. Njegova smanjena lipofilnost, u odnosu na

prijasnje generacije statina, smanjuje mogucnost prodiranja u ekstrahepaticka tkiva pasivnom



difuzijom, a time i nuspojave. Drugi inhibitori HMG-CoA reduktaze, poput simvastatina i
atorvastatina, metaboliziraju se preko CYP3A4, kao i ve¢ina drugih lijekova, §to dovodi do
klini¢ki znacajnih interakcija s itrakonazolom, inhibitorima HIV proteaze i makrolidnim
antibioticima. Medutim, studije metabolizma rosuvastatina na ljudskim hepatocitima pokazale
su kako je slab supstrat za CYP450 enzime te se ¢ak 90 % apsorbiranog lijeka izlucuje
nepromijenjeno, dok se ostalih 10 % metbolizira preko CYP2C9 i CYP2C19 $to ga Cini
sigurnijim za upotrebu, posebice kod pacijenata s mnogo komorbiditeta koji zahtijevaju
politerapiju (Martin i sur., 2003; Luvai i sur., 2012). Dodatna mu je prednost i vrijeme
poluzivota u plazmi od 19 sati pa se moze uzimati jednom dnevno. Pacijenti na HAART-u
(engl. highly active antiretroviral therapy) pod povecanim su rizikom od razvoja
kardiovaskularnih incidenata, ¢esto s poviSenim razinama triglicerida i hiperkolesterolemijom.
Rosuvastatin kod njih predstavlja lijek izbora u lije¢enju ovih stanja budu¢i da ulazi u
minimalne interakcije s drugim lijekovima. Kod pacijenata s oSte¢enom funkcijom bubrega i
starijih osoba povecan je rizik nastanka ozbiljnijih nuspojava statina, poput rabdomiolize i
posljedi¢nog zatajenja bubrega. Zbog visoke potentnosti, a time 1 moguénosti primjene niskih
doza, rosuvastatin i kod ovih skupina bolesnika pokazuje dobre rezultate (Olsson i sur., 2002;
Luvai i sur., 2012).

1. 2. Spektroskopske metode

Elektromagnetsko zracenje jest oblik energije ¢ija se priroda moze objasniti svojstvima
Zestice, npr. kod promatranja apsorpcije i emisije, i vala kod opisivanja refrakcije. Cesti¢na
svojstva elektromagnetskog zraCenja vaZna su u opisivanju interakcija svjetlosti s materijom.
Elektromagnetski val karakterizira nekoliko vaznih svojstava — brzina, amplituda, frekvencija,
fazni kut, polarizacija i smjer Sirenja (Harvey, 2000). Prilikom apsorpcije fotona u uzorku
njegova energija prenosi se na taj uzorak. Spektroskopsko mjerenje moguce je samo u slucaju
kad interakcija fotona s uzorkom dovodi do promjene jednog ili viSe karakteristicnih svojstava
elektromagnetskog zraCenja. Kod apsorpcijske spektroskopije atomi ili molekule uzorka
apsorbiraju foton te pritom prelaze iz nizeg u viSe energetsko stanje. Tip takvog prijelaza ovisi
o energiji fotona. Prolaskom kroz uzorak koji apsorbira zraenje smanjuje se broj fotona. To
smanjenje moze se mjeriti, naziva se apsorbancija i predstavlja koristan analiticki signal. Prikaz
apsorbancije kao funkcije energije fotona naziva se apsorpcijskim spektrom. Vazno je pritom
napomenuti da do apsorpcije zracenja u uzorku nec¢e doc¢i ukoliko energija fotona to¢no ne

odgovara razlici energije izmedu dviju energetskih razina. Nadalje, ekscitirani atomi ili



molekule uzorka mogu pri povratku iz pobudenog u osnovno stanje otpustiti foton u procesu

emisije (Hofmann i sur., 2010; Harvey, 2000).
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Slika 2. Shematski prikaz prijelaza elektrona iz osnovnog u pobudeno energetsko stanje

(preuzeto i prilagodeno prema: www.chem.libretexts.org)

Druga skupina spektroskopskih tehnika temelji se na valnim svojstvima elektromagnetskog
zracenja gdje dolazi do promjene amplitude, polarizacije, smjera kretanja i faznog kuta kao

posljedice refrakcije, rasprsivanja, refleksije i difrakcije u uzorku (Harvey, 2000).

1. 2. 1. UV-Vis spektrofotometrija

UV-Vis (engl. ultraviolet visible spectrophotometry) spektrofotometrija metoda je koja
se koristi za dobivanje apsorpcijskog spektra uzorka koji moze biti tekucina ili otopina. Na skali
elektromagnetskog zracenja UV-Vis podrucje prostire se od 800 do 190 nm Sto odgovara
energiji od 1,5 do 6,2 eV (George i sur., 2017; Harvey, 2000). Prolaskom elektromagnetskog
zracenja kroz uzorak dolazi do apsorpcije energije te elektroni iz osnovnog prelaze u pobudeno
energetsko stanje. Taj proces matematicki se opisuje Beer-Lambertovim zakonom:

A = ecl,
gdje je A apsorbancija na danoj valnoj duljini, e molarni apsorpcijski (ekstinkcijski) koeficijent
(L mol! cm™) koji je karakteristi¢an za pojedinu molekulu i ovisi o valnoj duljini, | duljina puta
svjetlosti kroz uzorak (cm), a ¢ koncentracija tvari u ispitivanom uzorku (mol L). Apsorbancija
se definira i kao logaritam omjera intenziteta upadnog zracenja (o) 1 zracenja propustenog kroz
uzorak (1):
A = log (lo/1).



Ako uzorak ne apsorbira svjetlost na odredenoj valnoj duljini, tada je I = Io. Ukoliko
dolazi do apsorpcije zracenja na odredenoj valnoj duljini, I je manji od Io. Ta se razlika moze
predociti grafom gdje se apsorbancija prikazuje kao funkcija valne duljine. Valna duljina na
kojoj se postize maksimum apsorpcije karakteristi¢na je za pojedinu tvar i oznacava se kao Amax.
Za molekule s jakom apsorpcijom, mjerenja se uvijek provode u razrijedenim otopinama, a
koriStena otapala moraju u potpunosti propustati svjetlost, pa se najéesée upotrebljavaju voda,
etanol, heksan 1 cikloheksan. Takoder, kivete koje sadrzavaju uzorak prilikom mjerenja moraju
biti izradene od kvarca ili silicijevog dioksida jer staklo apsorbira svjetlost u UV podrucju

(George i sur., 2017; Hofmann i sur., 2010; Harvey, 2000).

1. 2. 2. UV-Vis spektrofotometar

Dijelovi UV-Vis spektrofotometra su izvor zraenja, monokromator, nosa¢ uzorka i
detektor. lako postoji viSe izvedbi samog instrumenta, kao izvori zraCenja koriste se obicno
deuterijska ili zivina lampa za UV te volframova za vidljivo podrucje (Hofmann i sur., 2010).
Instrument s jednom zrakom (engl. single beam instrument) izmedu izvora svjetlosti i uzorka
ima filter ili monokromator koji propustaju jednu zraku tocno odredene valne duljine koja
potom prolazi kroz sam uzorak. Instrumenti s dvije zrake (engl. double beam instrument) ¢esc¢e
su u primjeni. Prolaskom kroz prizmu ili opticku reSetku, emitirana polikromatska svjetlost
razdvaja se na pripadajuce valne duljine. Pojedine zrake odgovarajuce valne duljine dalje se,
pomocu sustava zrcala i polupropusnog zrcala, razdvajaju na dvije zrake jednakog intenziteta
od ¢ega jedna prolazi kroz uzorak, a druga kroz referentnu otopinu koju uglavnom ¢ini samo
otapalo. Rotacija prizme omogucuje kontinuirano povecanje valnih duljina zraka koje prolaze
kroz opticke pukotine, a time i snimanje spektra u kratkom vremenu. Nakon prolaska kroz
ispitivani uzorak i slijepu probu, zraka dolazi do detektora (Harvey, 2000). Njegova svrha jest
pretvoriti svjetlosni signal u elektricni. U idealnom slucaju detektor je visoke osjetljivosti, s
minimalnim pozadinskim Sumom, brzog je i linearnog odziva te daje zadovoljavajuce rezultate
s minimalnom potro$njom uzorka i u Sirokom rasponu valnih duljina (Passos 1 sur., 2018).
Nerijetko je u primjeni fotomultiplikator koji se sastoji od katode, niza elektroda (dinode) i
anode. Zadaca je dinoda pojacavanje signala koji dolazi do katode. Udaranje fotona u katodu
uzrokuje otpuStanje elektrona koji, ubrzani, na nizu elektroda poti¢u otpusStanje tzv.
sekundarnih elektrona. Svi ti elektroni naposlijetku dolaze do anode i posljedi¢no je signal
mnogostruko jac¢i od pocetnog. Unapredivanjem metode razvijen je instrument koji kao

detektor ima niz dioda. Izvedba ovakvog instrumenta nesto je drugacija u odnosu na dosad



spomenute. Bijela svjetlost, koju emitira izvor, prolazi prvo kroz uzorak, a potom se na optickoj
reSetki razdvaja na pripadajuce valne duljine te se usmjerava na linearni niz fotodioda, odnosno
DAD (engl. diode array detector). Prednost je ovog detektora $to mjeri cijeli spektar u
ultraljubicastom i vidljivom podrucju u vrlo kratkom vremenu. Bez obzira na njegovu izvedbu,
svaki UV-Vis spektrofotometar povezan je s operacijskim sustavom koji zabiljezeni analiticki
signal prevodi u graf, odnosno spektar, koji najcesce prikazuje apsorbanciju kao funkciju valne

duljine (Passos i sur., 2018; Harvey, 2000).
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Slika 3. Shematski prikaz UV-Vis spektrofotometra (preuzeto i prilagodeno prema:

www.chem.libretexts.org)

1. 2. 3. Primjena UV-Vis spektrofotometrije

Ova metoda prigodna je za provodenje i kvalitativnih i kvantitativnih ispitivanja. Bez
obzira na to je li potrebna informacija o identitetu analita ili njegova koncentracija, potrebno je
instrument ,,postaviti na nulu® slijepom probom koju uglavnom ¢ini otapalo. Kod kvantitativnih
ispitivanja, pracenja reakcija ili degradacijskih studija potrebna je kalibracija. Napravi se
koncentracijski niz otopina standarda ispitivane tvari, provedu se mjerenja i iz dobivenih
podataka nacini kalibracijska krivulja. Za izradu iste, potrebne su najmanje 3 razlicite
koncentracije, a idealno 5 kako bi se postigla zadovoljavajuéa to¢nost te ih je potrebno napraviti

Sto preciznije koriste¢i precizno volumetrijsko posude. UV-Vis spektrofotometrija koristi se pri



detekciji oneciSéenja u organskim molekulama, odredivanju fizikalno kemijskih svojstava
lijekova (topljivost, koeficijent raspodjele, stabilnost, pKa vrijednost, oslobadanje lijeka iz

formulacije) i potvrdi identiteta lijekova (Hofmann i sur., 2010; Harvey, 2000).

1.2. 4. Prednosti i nedostaci metode

Najznacajnije prednosti metode su njena jednostavnost, preciznost, izdrzljivost i
ekonomicnost. Derivacijom UV spektra rjeSavaju se problemi osnovne metode, a rutinski se
primjenjuje i1 za odredivanje fizikalno kemijskih svojstava lijekova. S druge strane, uzorci s
konzistencijom suspenzije svjetlost rasprSuju vise nego §to je apsorbiraju pa ova metoda nije
pogodna za njihovu analizu. Nadalje, potrebno je uvijek analizu provoditi uz slijepu probu i s
visokom precizno§¢u napraviti standardne otopine kako bi podatak o koncentraciji analita bio
Sto tocniji, a pri odabiru otapala treba voditi ra¢una o valnoj duljini ispod koje samo otapalo
apsorbira svu svjetlost (Raja i Barron, 2020). Medutim, unato¢ nekim nedostacima, ova metoda

Siroko se primjenjuje i predstavlja vrijedan alat u analitici lijekova.

1.3. Validacija analitickih postupaka

Validacija jest postupak kojim se odreduje i dokumentira prikladnost analiti¢ke metode
za odredenu primjenu. Analize sadrZaja aktivne tvari, identifikacija i kvantifikacija onecis¢enja
u sirovinama ili gotovom obliku zahtijevaju ispitivanje prikladnosti metode za tu primjenu.
Validaciju treba provesti pri razvoju 1 uvodenju nove analiticke metode, ali 1 kod modifikacija
prethodno validirane metode (revalidacija). Neke od tih modifikacija su poboljsanje i
prilagodba metode, prenamjena, prenoSenje u drugi laboratorij ili na drugi instrument te
promjene u sintezi glavne komponente, analitiCkom postupku i sastavu gotovog proizvoda. U
analizi lijekova, ona ¢ini sastavni dio procesa registracije ljekovitih oblika ili aktivnih tvari.
NuzZna je u sustavu osiguranja kvalitete 1 ¢ini preduvjet za distribuciju 1 primjenu lijeka (Medi¢-
Sari¢ i sur., 2006). Proces razvoja i validacije metode nije nimalo jednostavan i obuhvaéa sve
od nabave referentnog standarda i uzoraka, preko utvrdivanja kriterija prihvatljivosti rezultata,
postavljanja validacijskog protokola, validacijskih mjerenja i obrade rezultata i u konacnici
usporedbu istih s postavljenim kriterijima te donoSenje odluke o prihvac¢anju analitickog
postupka ili daljnjem razvoju metode. Parametri koji se procjenjuju ovise o namjeni analiticke

metode Sto je prikazano u Tablici 1. Obi¢no se ispituju tocnost, preciznost, selektivnost, granica



dokazivanja (detekcije), granica odredivanja (kvantifikacije), linearnost, koncentracijsko

podrucje i izdrZljivost (Nigovi¢ i sur., 2019; Riley i Rosanske, 1996; www.ema.europa.eu).

Tablica 1. Ovisnost parametara koji se procjenjuju 0 namjeni metode

Validacijski o Ispitivanje Cistoce Odredivanje
Identifikacija
parametar kvantitativno grani¢no sadrZaja

toCnost - + - +
preciznost - + - +
specificnost + + + +
granica dokazivanja - - + -
granica odredivanja - + - -
linearnost - + - ¥
konc. podrucje - + - +

» Specifi¢nost/selektivnost
Specifi¢nost 1 selektivnost dva su pojma koja se najc¢eS¢e poistovjecuju. Medutim,
selektivnost metode je njena sposobnost da to¢no odredi analit u prisustvu ostalih
komponenti uzorka poput pomoc¢nih tvari, oneciS¢enja i1 razgradnih produkata.
Specifi¢nost je, pak, sposobnost metode da nedvojbeno razlikuje analit od ostalih
komponenti uzorka $to je u praksi rijetkost. Pri ispitivanju selektivnosti metode za
odredivanje sadrZaja ili ispitivanje ¢istoce Cistom analitu dodaju se pomo¢ne tvari ili
onecis¢enja te se potom provodi analiza. Ako oneciS¢enja nisu dostupna, uzorak se
podvrgava stres uvjetima koji poti¢u njegovu razgradnju (Nigovic i sur., 2019; Medi¢-

Sari¢ i sur., 2006).

» Linearnost

Linearnost predstavlja sposobnost metode da unutar odredenog intervala daje rezultate
koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita. Za utvrdivanje linearnosti potrebno
je bar 3 — 6 mjerenja s najmanje pet razlicitih koncentracija analita. Iz dobivenih
podataka izraduje se kalibracijska krivulja koja prikazuje ovisnost izmjerenog
analitickog signala o koncentraciji analita. Linearnost metode najceS¢e se izrazava
koeficijentom korelacije regresijskog pravca, r koji je pozeljno veéi od 0, 999 (Nigovié
i sur., 2019; Medi¢-Sari¢ i sur., 2006).



» Radno podrucje
Radno podrucje je raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita unutar kojeg
analiticka metoda ima prihvatljivu to¢nost, preciznost i linearnost. Potrebno ga je
prilagoditi pojedinacnim primjenama validirane metode buduéi da se odstupanja od
predvidene koli¢ine analita u uzorku mogu znacajno razlikovati. Pri kvantitativnim
analizama preporuc¢eno radno podrucje iznosi 80 — 120 % (Nigovic i sur., 2019; Medi¢-

Sari¢ i sur., 2006).

» Granica dokazivanja i odredivanja
Granica dokazivanja, LOD (engl. limit of detection), jest najmanja koncentracija analita
u uzorku koja moze biti dokazana, ali ne i odredena, pri zadanim uvjetima metode.
Granica odredivanja, LOQ (engl. limit of quantification) predstavlja najmanju
koncentraciju analita koju je moguce odrediti s prihvatljivom to¢nos¢u i precizno$éu pri
propisanim uvjetima. Obje spomenute vrijednosti odreduju se razrjedivanjem ispitivane
otopine. Jedan od nacina njihovog odredivanja je omjer signala i Suma gdje se signali
uzorka poznatih koncentracija analita usporeduju sa signalom slijepe probe. Prihvatljivi
omjeri su 3:1 ili 2:1 za LOD te 10:1 za LOQ. Medutim, ovaj nacin primjenjiv je samo
na metodama koje pokazuju Sum bazne linije. Drugi nacin odredivanja LOD i LOQ jest
standardna devijacija signala 1 nagiba kalibracijskog pravca prema sljede¢im

formulama:

gdje je o standardna devijacija odziva, a a nagib pravca (Nigovic i sur., 2019; Medi¢-

Sarié i sur., 2006; Www.ema.europa.eu).

» Preciznost
Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz
istog homogenog uzorka pri istim, strogo propisanim uvjetima. Ona ukazuje na slucajne
pogreske metode. Ispitivanje preciznosti provodi se U 5 — 6 odredivanja na 2 — 3 razliCite
koncentracije u podrucju linearnosti. Obicno se iskazuje kao relativna standardna

devijacija (RSD):



SD
RSD = 5 * 100

gdje je SD standardna devijacija, a x srednja vrijednost dobivenih rezultata. Granice
prihvatljivosti za RSD vrijednosti ovisne su o tipu analize i koncentraciji analita.
Preciznost se moze razmatrati na tri razine — ponovljivost (engl. repeatability), srednja
preciznost (engl. intermediate precision) i obnovljivost (engl. reproducibility).
Ponovljivost podrazumijeva podudaranje rezultata dobivenih uzastopnim mjerenjem
istog uzorka, istom metodom i pod istim uvjetima u kratkom vremenskom razmaku.
Srednja preciznost izrazava varijabilnost unutar istog laboratorija, dakle odstupanje
rezultata koji su dobiveni mjerenjem istog uzorka, istom metodom, ali pod razli¢itim
uvjetima, primjerice razlika je u instrumentu ili analiti¢aru. Takoder, srednja preciznost
podrazumijeva mjerenja u duzem periodu, obi¢no par dana, te daje odgovor na pitanje
ho¢e 1i razvijena metoda davati iste rezultate tijekom kontinuirane upotrebe u
laboratoriju. Obnovljivost obuhvaca podudaranje rezultata dobivenih u razli¢itim
laboratorijima, uzastopnim mjerenjem nekolicine istih uzoraka istom metodom te
ukazuje na to daje li metoda iste rezultate u razli¢itim laboratorijima (Nigovi¢ i sur.,
2019; Medi¢-Sari¢ i sur., 2006).

Tocnost

Tocnost metode parametar je koji ukazuje na podudaranje srednje vrijednosti dobivenih
rezultata sa stvarnim ili prihva¢enim referentnim vrijednostima. Pri odredivanju ovog
parametra provode se analize uzoraka poznatih koncentracija te se dobivene vrijednosti
usporeduju sa stvarnima. Izvode se najmanje tri ponovljena mjerenja uzorka s najmanje
tri razliCite koncentracije u radnom podru¢ju metode. Izrazava se kao postotak
iskoriStenja R (engl. recovery), tj. analiti¢ki prinos:

X

R= —-%x100

X

gdje je X izmjerena, a X stvarna koli¢ina analita u uzorku. Ovaj validacijski parametar

ukazuje na sustavne pogreske metode (Nigovi¢ i sur., 2019).

Izdrzljivost
Izdrzljivost metode mjera je njene sposobnosti da ostane nepromijenjena pri malim, ali
namjernim promjenama parametara metode. Procjena izdrzljivosti vrSi se variranjem

jednog parametra metode dok ostali ostaju nepromijenjeni. Izbor parametra koji ¢e
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varirati ovisi o samoj metodi. Izdrzljivost predstavlja indikator pouzdanosti metode
tijekom njene primjene uz male promjene uvjeta $to se i dogada u realnom provodenju

analize (Nigovi¢ i sur., 2019).
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2. OBRAZLOZENJE TEME
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Dislipidemija, odnosno hiperlipidemija, stanje je povisene koncentracije kolesterola i/ili
triglicerida u krvi, a ¢esto i snizene koncentracije HDL-a (engl. high density lipoprotein). Ona
je jedan od glavnih ¢imbenika rizika za razvoj ateroskleroze. Nuzno ju je lijeciti kako bi se
smanjila progresija krvozilnih bolesti i razvoj komplikacija (www.msd-prirucnici.placebo.hr).
Prema izvjes¢ima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, bolesti cirkulacijskog sustava na vrhu
su ljestvice uzroka smrtnosti u Republici Hrvatskoj (www.hzjz.hr). Najvaznija skupina lijekova
u farmakoterapiji hiperlipidemije jesu statini — inhibitori hidroksimetilglutaril koenzim A
reduktaze. Inhibicijom ovog enzima zaustavlja se sinteza kolesterola u jetri. Medutim, u tom
sintetskom putu nastaju i spojevi vazni za proliferaciju misi¢nih stanica pa je miopatija jedna
od znacajnijih nuspojava. Rosuvastatin je najpotentniji lijek iz ove skupine dostupan na
hrvatskom trzistu. U¢inkovito snizava koncentracije LDL-a, triglicerida i ukupnog kolesterola
u krvi, uz povecéanje koncentracije HDL-a, pri nizim dozama od ostalih statina $to pridonosi i
manjoj vjerojatnosti nuspojava. Usto, rosuvastatin nije supstrat CYP3A4 enzima te je i time
manja vjerojatnost interakcija s drugim lijekovima. Koristi se u primarnoj — u osoba bez
klini¢kih simptoma, i sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti. U navedenim
indikacijama rosuvastatin se primjenjuje u obliku filmom obloZenih tableta ili kapsula.
Posljedice po zdravlje pojedinca ukoliko se unosi pogresna doza mogu biti ozbiljne, bilo da je
primarna bolest nedovoljno kontrolirana zbog preniske doze ili je pacijentovo zdravlje
ugrozeno pojavom ozbiljnih nuspojava unosom previsoke doze. Stoga je stroga provjera

kvalitete gotovih lijekova nuzna kako bi se pacijentu osigurala sigurna i u¢inkovita terapija.

Cilj ovog diplomskog rada jest validirati metodu za odredivanje sadrzaja rosuvastatina
u ljekovitim oblicima te ju potom primijeniti za pouzdano i precizno odredivanje sadrZzaja
rosuvastatina u ispitivanim uzorcima gotovih lijekova dostupnih na trzistu. Usporedbom
dobivenih podataka s deklariranim sadrzajem utvrduje se zadovoljavaju li ispitani ljekoviti

oblici deklarirane norme.
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3. 1. Materijali

3. 1. 1. Koristene kemikalije

= standard rosuvastatin kalcija (Sigma, Aldrich, Njemacka)
= metanol (Kemika, Zagreb, Hrvatska)

Sve koristene kemikalije bile su pro analysi ¢istoce.

3. 1. 2. Aparatura

=  UV-Vis spektrofotometar (Agilent 8453, SAD)

* ultrazvuéna kupelj Transsonic 570 (Elma Ultrasonic, Singen, Njemacka)
= centrifuga (EBA 20, Hettich, Njemacka)

= analiti¢ka vaga AG245 (Mettler Toledo, Svicarska)

3. 1. 3. Laboratorijski pribor i posude

» odmjerne tikvice veli¢ine 10,00 mL, 50,00 mL

» automatske pipete veli¢ine 50 — 200 pL i 200 — 1000 pL
= tarionik s pistilom

= staklene ¢aSe volumena 100 mL i 200 mL

= plasticne kapaljke

» plasti¢na kartica

= staklene kivete

» Jadice za vaganje

* metalna Spatula

= stakleni lijevak



3. 2. Metode

3. 2. 1. Priprema standarnih otopina rosuvastatina

Otopina primarnog standarda rosuvastatin kalcija (otopina Stock 1 koncentracije 1000
ng/mL) dobivena je vaganjem 50 mg standarda. Odvagnuta koli¢ina standarda kvantitativno se
prenese u odmjernu tikvicu od 50,00 mL, a zatim se doda 30 mL metanola i otopina se sonicira
15 minuta. Po zavrSetku soniciranja otopini se doda metanol do 50,00 mL. Razrjedivanjem 5
mL primarnog standarda u odmjernoj tikvici od 50,00 mL pripremi se standardna otopina
rosuvastatin kalcija (otopina Stock 2) koncentracije 100 pg/mL. Razrjedivanjem Stock 2
otopine izradi se koncentracijski niz standardnih otopina (Gupta i sur., 2009). 0,2 mL radnog
standarda razrijedi se u odmjernoj tikvici od 10,00 mL metanolom i dobije otopina S1
koncentracije 2 ug/mL. Na isti na¢in pripremaju se i ostale standardne otopine rosuvastatin
kalcija — S2, S3, S4, S5 i1 S6 — za izradu kalibracijskog pravca, a detalji izrade prikazani su u
Tablici 2.

Tablica 2. Priprema standardnih otopina rosuvastatin kalcija

Koncentracija
] Razrjedenje
otopine ) ) )
_ Postupak pripreme radnih standarda iz | uodnosu na
rosuvastatin ) _ y
Standard calcii Stock 2 otopine rosuvastatin kalcija Stock 2

alcija

koncentracije 100 pg/mL otopinu
(Hg/mL)

0,2 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S1 2 ) 50x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom

0,5 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S2 5 _ 20x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom

1,0 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S3 10 _ 10x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom

1,5 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S4 15 _ 6,67x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom

2,0 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S5 20 _ 5x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom

3,0 mL Stock 2 otopine u odmjernoj tikvici
S6 30 3,33x
od 10,00 mL nadopuni se metanolom
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3. 2. 2. Priprema uzoraka tableta za analizu rosuvastatin kalcija

Uzorci filmom oblozenih tableta rosuvastatin kalcija prikupljeni su od tri razli¢ita
proizvodaca. Opisani postupak ponovljen je dva puta za svaki od triju uzoraka tako da je ukupno

analizirano 6 razli¢itih otopina uzoraka.

e Priprema uzoraka rosuvastatin kalcija

Pet tableta rosuvastatin kalcija razli¢itih proizvodaca izvaze Se pojedinacno te se
izracuna prosjecna masa jedne tablete. Zatim se po dvije tablete u tarioniku usitne pistilom, a
od dobivenog praha odvagne se prosjecna masa jedne tabete, odnosno ekvivalent 20 mg
rosuvastatin kalcija. Odvagnuta koli¢ina praha kvantitativno se prenese u odmjernu tikvicu od
50,00 mL i nadopuni s 30 mL metanola. Tako pripremljena otopina sonicira se 15 minuta, a
zatim se nadopuni metanolom do oznake i centrifugira 10 minuta na 2000 rpm (Karunakaran i
sur., 2011).

Kako bi se mogla provesti analiza UV-Vis spektrofotometrom, otopinu uzorka potrebno
je razrijediti. Otpipetira se 500 uL otopine u odmjernu tikvicu od 10,00 mL te nadopuni do

oznake metanolom. Tako pripremljen uzorak moze se analizirati UV-Vis spektrofotometrijom.

e Priprema uzoraka rosuvastatin kalcija metodom standardnog dodatka

Po 500 uL otopine uzorka otpipetira se u odmjerne tikvice od 10,00 mL. Zatim se u
svaku tikvicu doda standardna otopina rosuvastatin kalcija koncentracije 100 pg/mL u
koli¢inama od 1, 2 1 5 mL te nadopuni metanolom do oznake da bi kona¢na koncentracija

dodanog standarda u tikvicama bila 10, 20 i 30 pg/mL.

3. 2. 3. Postupak odredivanja koncentracije rosuvastatin kalcija u uzorcima

Princip koriStene metode jest odredivanje koncentracije rosuvastatin kalcija pomocu
mjerenja apsorbancije. Uzorak se u kvarcnoj kiveti, debljine 1 c¢m, izlaze monokromatskom
zraCenju na valnoj duljini od 244 nm (UV podrucje) gdje rosuvastatin pokazuje apsorpcijski
maksimum (Gupta i sur., 2008). Prolaskom kroz uzorak pada intenzitet zracenja Sto se biljezi

detektorom (Harvey, 2000). Temeljem te promjene i softverskom obradom podataka dobiva se
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apsorbancija uzorka. Daljnjom matematickom obradom dobivenih podataka izrauna se sadrzaj

rosuvastatin kalcija u ispitivanim uzorcima.

Odredivanju koncentracije rosuvastatin kalcija prethodi postavljanje instrumenta na
nulu slijepom probom za §to se koristi Cisto otapalo — metanol, a on se koristi i za ispiranje
kivete izmedu svakog pojedinog mjerenja. Potom se provodi kalibracija instrumenta nizom
standardnih otopina, a zatim se izraduje kalibracijski pravac. Nakon kalibracije moze se
pristupiti mjerenjima uzoraka i odredivanju koncentracije rosuvastatin kalcija u odabranim
tabletama. Prije svakog mjerenja, uzorke u odmjernim tikvicama potrebno je homogenizirati
protresivanjem tikvice, a zatim se kiveta ispere malom koli¢inom uzorka, potom napuni i stavlja
u drza¢ kivete u instrumentu. Za svaki uzorak provedena su tri mjerenja te se izracunala srednja

vrijednost dobivenih podataka.

3. 2. 4. Statisti¢ka analiza

Za statisticku obradu podataka koriSten je program Microsoft Excell 2016
programskog paketa Microsoft Office (Microsoft, SAD) i PrismGraphPad 8 (GraphPad
Software, Inc., San Diego, SAD, www.graphpad.com). Za testiranje statisti¢ke razlike izmedu
dvije skupine podataka koristen je t-test. Svi doneseni zakljucci u radu provedeni su uz razinu

pouzdanosti od 95 %.
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4. REZULTATI | RASPRAVA
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4. 1. Validacija analiticke metode

KoriStenjem izradenih otopina standarda 1 uzoraka rosuvastatin kalcija te slijepe probe
provedena je analiza UV-Vis spektrofotometrom. Ispitani validacijski parametri ukljucuju

linearnost, preciznost, to¢nost, granicu odredivanja i granicu dokazivanja.

4.1.1. Linearnost

Procjena linearnosti metode zahtijeva 3 — 6 mjerenja na najmanje 5 razli¢itih
koncentracija (Nigovi¢ i sur., 2019). Prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o
koncentraciji analita dobiva se kalibracijska krivulja karakterizirana jednadZzbom pravca y = ax
+ b i koeficijentom korelacije ¢ija vrijednost mora biti veca od 0,999 te se koristi za procjenu

linearnosti analiticke metode (Nigovi¢ 1 sur., 2019; Stauffer, 2018; Medié-Sarié i sur., 2006).

Tablica 3. Prikaz apsorbancija standardnih otopina za izradu kalibracijske krivulje

¢ (mg/L) x 10° apsorbancija
0,2 0,0743
0,5 0,2157
1 0,4660
15 0,7362
2 0,9976
3 1,4736
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y =49997x - 0,0192

Krivulja bazdarnog pravca
R?=0,9993

1.6
1.4

1.2

0.8

0.6

apsorbancija

0.4

0.2

02 0 0.000005 0.00001 0.000015 0.00002 0.000025 0.00003 0.000035
' koncentracija (mg/L)

Slika 4. Kalibracijska krivulja — ovisnost koncentracije standardnih otopina rosuvastatin kalcija

I apsorbancije

Za izradu kalibracijske krivulje koriSten je koncentracijski niz standardnih otopina
rosuvastatin kalcija. Za svaku koncentraciju mjerenje je provedeno tri puta te je izraCunata
srednja vrijednost dobivenih apsorbancija. Iz podataka prikazanih u Tablici 3. regresijskom
analizom dobivena je jednadzba kalibracijskog pravca y = 49997x — 0,0192 i koeficijent
korelacije koji iznosi 0,9993. Vrijednost koeficijenta korelacije pokazuje da metoda ima

prihvatljivu linearnost.

4. 1. 2. Preciznost

Preciznost analiticke metode pokazuje slaganje niza ponovljenih mjerenja iz istog
homogenog uzorka pri istim propisanim uvjetima. Odreduje se provodenjem 5 — 6 odredivanja
na 2 — 3 razli¢ite koncentracije te se izrazava kao relativna standardna devijacija, RSD (%).
Moze se iskazati kao ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost (Nigovi¢ 1 sur., 2019;

Medié¢-Sarié i sur., 2006).

Ponovljivost metode utvrdena je provodenjem 3 mjerenja na 4 razli¢ite koncentracije

standarda unutar jednog dana, a rezultati su prikazani u Tablici 4.
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Tablica 4. Ponovljivost metode

¢ (mg/L) 7.16 x10° 1,43 x10° 3,58 x10° 7.16 x10°
izmjerena 6,7432 x10° 1,30 x10° 4,89 x10° 7,01 x10°
koncentracija 6,7893 x10° 1,31 x10° 4,89 x10° 7,02 x10°
(mg/L) 6,7963 x10° 1,30 x10° 4,90 x10° 7,02 x10°
c 6,77627 x10°® 1,30 x10° 4,89567 x10° 7,02 x10°
SD (x10%) 2,88 2,44 2,67 511
RSD (%) 0,426 0,188 0,054 0,073
0.00008
o
‘S 0.00007
@
s 0.00006
C
§ - 0.00005
g S 0.00004
s £ 000003
c
S 0.00002
'S 0.00001
1(7,16E-06) 2(1,43E-05) 4(3,58E-05) 5(7,16E-05)

koncentracija (mg/L)

M Seriesl M Series2 Series3

Slika 5. Graf ponovljivosti

Temeljem dobivenih vrijednosti RSD u rasponu 0,05 — 0,42 % zakljucuje se da je

metoda zadovoljavajuée ponovljivosti.

Uz ponovljivost, ispitana je i srednja preciznost mjerenjem apsorbancije Cetiri razli¢ite
koncentracije standarda kroz tri dana. Temeljem dobivenih podataka, iz jednadZbe kalibracijske
krivulje izraCunate su stvarne koncentracije otopina. Statistickom analizom dobiveni su
rezultati iskazani kao RSD 1 prikazani u Tablici 5. Iz dobivenih vrijednosti RSD mozZe se

zakljuciti da je metoda zadovoljavajuce preciznosti. Najvece odstupanje od referentnih
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vrijednosti uoceno je kod najmanje koncentracije standarda (2x10® mg/L) §to moze biti

objasnjeno manjom stabilno$¢u standarda pri niskim koncentracijama.

Tablica 5. Srednja preciznost metode

¢ (mg/L) 2 x10® 1x10° 2 x10° 3x10°
1. dan 2,614 x10°® 9,988 x10° 2,038 x10°° 2,994 x10°
2. dan 2,028 x10°® 9,886 x10° 2,034 x10° 2,985 x10°
3.dan 2,248 x10' 1,003 x10° 2,0003 x10° 2,944 x10°
C 2,30 x10°® 9,97 x10°® 2,02 x10° 2,97 x10°
SD 2,836 x107 7,405 x10°® 2,076 x10°7 2,526 x107
RSD (%) 12,3 0,74 1,03 0,85

4. 1. 3. Granica dokazivanja (LOD) i odredivanja (LOQ)

Granice odredivanja i dokazivanja odreduju se razrjedivanjem ispitivane otopine. Mogu
se odrediti iz omjera signala i Suma $to je primjenjivo za metode koje pokazuju Sum bazne
linije. U vedini slucajeva odreduju se racunski iz standardne devijacije odgovarajuc¢eg broja
mjerenja signala slijepe probe, ostatne standardne devijacije regresijskog pravca ili y-odsjecka
regresijskog pravca 1 nagiba regresijskog pravca (Nigovic i sur., 2019; Armbruster 1 Pry, 2008;
Medi¢-Sari¢ i sur., 2006).

Standardna devijacija ¢ iznosi 0,0093, a nagib pravca a 50 490. Prema formulama za
izracun granice odredivanja (LOD) i odredivanja (LOQ) danima u poglavlju 1.3., njihove
vrijednosti su:

LOD =6,078 x 107 mg/L
LOQ =1,842 x 10° mg/L.

4.1.4. Toénost

Toc¢nost analiticke metode ukazuje na slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata
sa stvarnom, odnosno prihva¢enom referentnom vrijednosti. Za procjenu tocnosti potrebno je
provesti najmanje tri mjerenja uzorka za najmanje tri koncentracije u radnom podru¢ju metode
(Nigovi¢ 1 sur., 2019; Peters 1 sur., 2007). Tocnost se izrazava kao analiticki prinos (engl.

recovery), a izratunava se prema formuli:
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gdje je X izmjerena, a X stvarna koli¢ina analita u uzorku (Nigovi¢ i sur., 2019).

Tocnost je ispitana mjerenjem apsorbancije otopine Uzorka 1. U otopine uzorka dodano

je po 1,215 mL Stock 2 otopine koncentracije 100 pug/mL da bi kona¢na koncentracija

dodanog standarda u tikvicama bila 10, 20 i 30 pg/mL. te je ponovno izmjerena apsorbancija.

Iz dobivenih podataka izraCunata je koncentracija rosuvastatin kalcija te analiticki prinos.

Dobivene vrijednosti analitickog prinosa krecu se izmedu 95,34 % 1 102,76 % temeljem Cega

se moze zakljuciti da je metoda prihvatljive tocnosti. Podaci i rezultati mjerenja prikazani su u

Tablici 6.

Tablica 6. Analiticki prinos rosuvastatin kalcija u Uzorku 1

€ (Mg/mL) N
o koncentracija
uzorka + ukupna izmjerena
N 3 dodanog analiticki
¢ (ug/mL) koncentracija koncentracija _
standarda prinos (%)
dodanog (ng/mL) (ng/mL)
(ng/mL)
standarda
20,876 +
10 30,876 31,414 10,17 101,74
20,876 +
20 40,876 42,0052 20,55 102,76
20,876 +
20 50,876 72,754 28,60 95,35
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4.2. Odredivanje mase rosuvastatin kalcija u uzorcima tableta

Nakon provedene validacije 1 optimizacije metode provedeno je ispitivanje koli¢ine
rosuvastatin kalcija u uzorcima tableta triju razliCitih proizvodaca. Uzorci su pripremljeni
prema postupku opisanom u poglavlju 3.2.2. Za svaki od tri uzorka otopine su radene u
duplikatu, pa je dobiveno Sest uzoraka koji su podvrgnuti analizi. Svaka ispitivana otopina
mjerena je tri puta. [z izmjerene apsorbancije izraCunate su koncentracije rosuvastatin kalcija u
svakoj otopini, a daljnjom obradom podataka dobivene su mase rosuvastatin kalcija, izrazene u
miligramima po jednoj tableti, za svaki uzorak. Deklarirani sadrzaj rosuvastatina u tabletama

svih proizvodaca iznosi 20 mg po tableti. Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 6.

Tablica 7. Izmjerene mase rosuvastatina u uzorcima tableta

Uzorak 1 (mg/tbl) | Uzorak 2 (mg/tbl) Uzorak 3 (mg/tbl)
m 21,08 19,24 20,44
m + SD 21,08 +£ 0,29 19,24 + 0,065 20,44 £+ 0,023

“ 21.08 20 2044
22
20

18

16

14 H Deklarirana koli¢ina
12 ® Izmjerena koli¢ina
10

8

6

a4

2

0

Uzorak 1 Uzorak 2 Uzorak 3

Slika 6. Odnos deklariranog i izmjerenog sadrzaja rosuvastatina (mg/tableta)
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Usporedbom dobivenih vrijednosti kod svih ispitivanih uzoraka s deklariranim
sadrzajem pokazalo se da ne postoji statisticki znac¢ajno odstupanje od stvarnih vrijednosti. 1z
dijagrama na slici 6. vidljivo je da koli¢ina rosuvastatina u uzorcima 1 i 3 nadmasuje deklarirani
sadrzaj od 20 mg po tableti, dok je u uzorku 2 nesto niza od deklarirane. U uzorku 3 vrijednost
je najbliza deklariranoj, a najveée odstupanje pokazuje uzorak 1. Ovakva neslaganja mogu se
objasniti sustavnim, grubim i slu¢ajnim pogreskama tijekom cjelokupne analize (Harvey,
2009). Odstupanja u rezultatima mogu biti posljedica sistemskih pogreSaka. One se odnose na
koriSteni instrument i proces mjerenja. Nadalje, u svim analizama klju¢na je cistoca
laboratorijskog posuda i pribora koji se koristi kako bi dobiveni rezultati bili to¢ni. Pogreske i
pipetiranja malih volumena ili nadopunjavanja odmjernih tikvica, takoder utje€u na rezultate.
Ekstrakcija rosuvastatina iz filmom oblozenih tableta moze biti nepotpuna zbog nejednake
veli¢ine Cestica nakon usitnjavanja tableta kao i zaostajanja manje koliine analita na
stijenkama tarionika i ostalog koriStenog posuda §to moze biti uzrok dobivanja vrijednosti
manjih od deklariranih.

Unato¢ ovim odstupanjima, primijenjena metoda je linearna, precizna i to¢na (Lahare 1
sur., 2014). UV-Vis je Siroko dostupna metoda te predstavlja dodatnu i jednostavnu opciju za
analizu rosuvastatin kalcija u gotovim pripravcima uz metode koje su za tu svrhu u Sirokoj
primjeni, poput HPLC-a (engl. high-performance liquid chromatography) — tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti (Deshpande i Gunge, 2018; Baldut i sur., 2015; Gomes i
sur., 2009; Gupta i sur., 2009).
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5. ZAKLJUCAK
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Nakon provedene analize, obrade dobivenih rezultata i rasprave, mogu se izvesti sljedeci

zakljucci:

Inhibitori HMG-CoA, medu kojima je i rosuvastatin, nalaze se medu skupinama
lijekova koje se najviSe primjenjuju, stoga su potrebne jednostavne, precizne, brze i
jeftine metode za njihovu analizu.

UV-Vis je brza, jednostavna i jeftina metoda za odredivanje koncentracije rosuvastatin
kalcija. Metoda je u Sirokoj primjeni, narocito u analitici lijekova gdje se koristi za
odredivanje fizikalno-kemijskih svojstava lijekova, odredivanje sadrzaja, ispitivanje
¢istoce 1 identifikaciju.

Temeljem dobivenih podataka zakljuéeno je da je metoda linearna, precizna i to¢na te
se moze primijeniti za odredivanje koncentracije rosuvastatin kalcija u gotovim
oblicima.

U ispitivanim uzorcima rosuvastatin kalcij je naden u koli¢inama od 19,24 do 21,08

mg/tbl $to ne predstavlja statisticki znacajno odstupanje od deklariranih vrijednosti.
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7. SAZETAK / SUMMARY
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Inhibitori HMG-CoA reduktaze, odnosno statini, vazna su skupina lijekova u primarnoj
I sekundarnoj prevenciji kardiovaskularnih bolesti. Inhibicijom biosinteze kolesterola u jetri
umanjuju njegove mnoge negativne ucinke na organizam te se njthovom primjenom moze
smanjiti nastanak kardiovaskularnih incidenata. Rosuvastatin je najpotentniji lijek iz ove
skupine dostupan na hrvatskom trzistu. Njegova kemijska svojstva i potentnost, u odnosu na
prijasnje generacije statina, omogucéuju primjenu u nizim dozama §to posljedi¢no dovodi do
manje nuspojava od kojih neke, poput rabdomiolize, mogu ozbiljno ugroziti zdravlje i Zivot
pacijenta. Budu¢i da se gotovo ne metabolizira CYP enzimima, pogodan je za kombiniranje s

ostalim lijekovima koji su nuzni u terapiji kardiovaskularnih bolesti, ali i drugih stanja.

Cilj ovog istrazivanja bio je validirati UV-Vis metodu i primijeniti ju za to¢no i precizno
odredivanje koncentracije rosuvastatina u odabranim gotovim formulacijama. Usporedbom
dobivenih rezultata i sadrzaja deklariranog na ispitivanim uzorcima utvrdena je njihova

podudarnost.

Analiza uzoraka provedena je na UV-Vis spektrofotometru. Prikupljena su tri uzorka
filmom obloZzenih tableta rosuvastatin kalcija razliitih proizvodaca. Kvantitativnom
ekstrakcijom rosuvastatina iz tableta dobivene su otopine koje su podvrgnute soniciranju i
centrifugiranju, a zatim razrijedene i analizirane. Nakon trodnevne analize dobiveni su podatci
statistiCki obradeni 1 izraunata je masa rosuvastatina u svakom uzorku. Dobiveni rezultati
usporedeni su s deklariranom masom rosuvastatina u tabletama. Odstupanja koja su uocena

mogu biti posljedica sustavnih, grubih 1 slucajnih pogresaka prilikom analize.
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HMG-CoA inhibitors, also known as statins, are drugs with an important role in primary
and secondary prevention of cardiovascular diseases. By inhibiting cholesterol biosynthesis in
the liver, they reduce its negative effects on the body and lower the likelihood of cardiovascular
adverse events. Rosuvastatin is the most effective statin on the Croatian market. Its chemical
properties and potency allow us to use the drug in lower doses. Consequently, lower doses result
in less side effects, some of which, such as rhabdomyolysis, pose a significant threat to patients’
life and health. In addition, because rosuvastatin is minimally metabolised by CYP enzymes,
the probability of interactions with drugs that are used to treat cardiovascular or other diseases

is reduced.

The aim of this study was to validate the UV-Vis method and investigate its application
for a precise and accurate determination of rosuvastatin concentration in selected drug
formulations. A comparison of the measured data with the data reported by the tablet

manufacturers was performed to ensure consistency.

The measurements were carried out on a UV-Visible spectrophotometer. Three samples
of film-coated tablets were purchased from different manufacturers. To quantitatively extract
rosuvastatin from the formulations, the solutions were sonicated, centrifuged, and then diluted
for the analysis. After a three-day measurement, the results were statistically analysed. The
masses of rosuvastatin obtained were compared to those reported by the manufacturers. Some

minor deviations that were found can be attributed to systematic and random errors.
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