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ANA MORNAR', MIRANDA SERTIC', BILJANA N!GQVIC1, BILJANA LEPAN',
MARIJANA ZOVKO KONCIC?
Zavod za analitiku i kontrolu lijekova, Farmaceutsko-biokemijski fakultet
Sveucilista u Zagrebu
?Zavod za farmakognoziju, Farmaceutsko-biokemijski fakultet Sveucili$ta u Zagrebu

Development and validation of an HSS-GC-FID method for
determining volatile compounds in children's cough syrup

Abstract— A cough syrup is a medicinal product used in an
attempt to treat coughing and related conditions. Traditional herbs are used
for preparation of cough syrup. There are two main categories of herbs that
are used in preparation of cough remedies: expectorants and antitussives. For
productive coughs, treatment with expectorants may be attempted to loosen
mucus from the respiratory tract. For dry coughs anti-tussives are used to

suppress the bodys urge to cough.

Herbal medicinal products may contain significant levels of ethanol
arising from its use as an extraction solvent in liquid extracts and tinctures.
Although the use of ethanol is necessary for extraction of pharmacologically
active compounds, it was found that some herbal medicinal products con-
tain large amounts (up to 60 %) of ethanol with even less clinical need or
benefit. In young children ingestion of even modest amounts of ethanol may
lead to permanent neurological damage as result of hypoglycemia. Therefore,
special attention should be given to the ethanol content of herbal medicinal
products for pediatric use. At the moment the safety evaluation of the etha-
nol content of herbal medicinal products for pediatric use is not harmonized
between different European Union Member States. Moreover, the lack of
guidelines relating to safe limits of ethanol as part of herbal medicinal pro-
ducts for pediatric use has also led to different national labeling practices.

Therefore, the aim of our work was to develop and validate a new
HSS-GC-FID method for quantification of ethanol and its main impurity,
methanol, present in children’s cough syrup.
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UVOD

Kasalj je refleksni odgovor na lokalnu iritaciju sluznice disnih organa i simptom
mnogih bolesti di$nog sustava. Zbog ucestalosti kaslja biljni preparati namijenjeni
njegovom ublazavanju ili/i olak$avanju spadaju medu najées¢e upotrebljavane biljne
pripravke. Tipi¢ni preparati protiv kaslja su sirupi s iscrpinama ljekovitih droga (1,2).
Ve¢ina droga u sirupima za kasalj nemaju ogranicenja za primjenu u djece. Izuzetak
su preparati s podbijelom (7usilago farfara) koji se zbog prisutnosti potencijalno tok-
si¢nih pirolizidinskih alkaloida ne preporucuju djeci, a sve manje ih koriste i odrasli
(1,3).

Biljni sastojci u sirupima za kasalj prema djelovanju se mogu podijeliti u tri
glavne skupine. U prvu skupinu spadaju droge sa sluzima. Te droge se koriste pri
akutnim upalama di$nih organa jer sluzi oblazu nadrazenu sluznicu i tako ublazavaju
simptome upale. Tipi¢na droga iz te skupine je korijen bijelog sljeza (Althacae radix).
U skupinu droga sa sluzima spadaju i islandski liSaj (Lichen islandicus), koji uz sluzi
sadrzava i gorke tvari, te zelen (uskolisnog) trpuca (Plantaginis lanceolatae herba) (1,4).
Drugu skupinu droga u sirupima za kasalj ¢ine biljni ekspektoransi. Oni razrijeduju
sputum i smanjuju njegovu viskoznost. Do tog uéinka dolazi zbog stimulacije bron-
hijalnih Zlijezda, ali i zbog pove¢anog unosa tekudine, primjerice u vidu biljnog ¢aja.
Smanjenjem viskoznosti sputuma cilijarni transport postaje u¢inkovitiji, a iskasljava-
nje olaksano (3). U biljne ekspektoranse u prvom redu spadaju droge sa saponinima
poput korijena jaglaca (Primulae radix) i lista brsljana (Hederae folium) te neke droge
s eteri¢nim uljem (1,3). Saponinske droge se koriste kod subakutnog kaslja, a glavnu
primjenu nalaze kod kroni¢nog bronhitisa. No treba napomenuti da i u kroni¢nom
bronhitisu ima stadija s pove¢anom nadrazenos¢u sluznica kod kojih se preporuca
primjena droga sa sluzima. Tre¢u skupinu ¢ine spazmolitici, a njihov glavni predstav-
nik je zelen timijana (7hymi herba) i njegovo eteri¢no ulje (7hymi aetheroleum). Pred-
nost preparata s timijanom je njihovo visestruko djelovanje. Tako uz spazmoliti¢ko
pokazuju i sekretoliticko, sekretomotoricko te blago dezinficiraju¢e djelovanje. Sas-
tavnice eteri¢nog ulja timijana se eliminiraju putem pluca i na taj naéin dolaze na
mjesto djelovanja. Preparati s timijanom se mogu koristiti i kod kroni¢nih i akutnih
napadaja kaslja, a primjenjuju se i u terapiji hripavca. Spazmoliticko djelovanje poka-
zuje i list brsljana (1,4). Osim (fito)terapijskim mjerama simptomi kaslja mogu se
olaksati i fizikalnim mjerama poput ovlaZivanja zraka, pove¢anim unosom tekuéine te
inhalacijama i kupeljima (3).

Bududi da se etanol ucestalo koristi kao ekstrakeijsko otapalo u pripremi biljnih
ekstrakata i tinktura moze ga se naéi u brojnim tekué¢im biljnim preparatima (5).
Premda se danas njegova upotreba sve vise pokusava smanjiti ili u potpunosti izbje¢i,
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etanol je nezamjenjivo ekstrakcijsko otapalo za ve¢inu bioloski aktivnih tvari. Ipak,
Cesto se zaboravlja da njegova koncentracija u pojedinim preparatima prelazi ¢ak i
60 % (6). Poznato je da se koncentracija etanola u plazmi moze direktno povezati s
njegovim depresivnim utjecajem na centralni ziv¢ani sustav. Uéestala konzumacija
etanola ¢esto dovodi do veée tolerancije odnosno lakseg podnosenja vec¢ih doza alko-
hola, no pojedina stanja, poput oste¢enja jetre, mogu uzrokovati sporiju eliminaciju
etanola zbog smanjene aktivnosti jetrene alkohol dehidrogenaze, enzima odgovornog
za eliminaciju etanola iz sistemske cirkulacije (7-9). Aktivnost jetrene alkohol dehi-
drogenaze znacajno je smanjena i u djece, stoga posebnu paznju treba obratiti kod
primjene biljnih ekstrakata i tinktura za pedijatrijsku upotrebu (6). Sasvim male kon-
centracije etanola u plazmi mogu dovesti do ozbiljne intoksikacije u djece. Posebno
treba istaknuti da kod gastrointestinalnih i respiratornih infekcija ¢esto dolazi do
smanjenog unosa hrane, pa tada i male doze etanola mogu uzrokovati trajna neuro-
loska ostecenja te ¢ak i hipoglikemiju. Uz biljne ekstrakte i tinkture koje se koriste za
lije¢enje akutnih oboljenja poput kaslja, poseban oprez potreban je kod preparata koji
se svakodnevno koriste primjerice za jacanje imuniteta ili pri alergijama. Ne smije se
zaboraviti da se ¢esto uzima i nekoliko preparata istodobno ¢ime se povecava koli¢ina
unesenog etanola. Nazalost trenuta¢no c¢lanice Europske unije nemaju uskladenu
regulativu s obzirom na sadrzaj etanola u biljnim preparatima. Stovige, Cesto na bilj-
nim preparatima koji se koriste i za pedijatrijsku populaciju nema naznacene koncen-
tracije etanola u kona¢nom proizvodu. Europska agencija za lijekove (engl. European
Medicines Agency, EMA) istice da bi upotrebu biljnih preparata koji sadrze etanol
trebalo izbjegavati u novorodencadi i djece mlade od dvije godine. Bez obzira da li se
preparat koristi samo za lije¢enje djece ili odraslih, to¢an sadrzaj etanola u kona¢nom
produktu mora biti jasno naznacen na deklaraciji proizvoda. Nadalje, EMA naglasava
da istodobnu upotrebu dva ili viSe biljnih preparata koji sadrze etanol treba izbjega-
vati (10). Kona¢no, ne smije se zaboraviti da etanol utjece na farmakolosku aktivnost
lijekova poput paracetamola, eritromicina i antihistaminika. Nadalje, simptomi »anta-
busne reakcije« poput crvenila lica, muénine, povracanja, profuznog znojenja, glavo-
bolje, dezorijentacije te bolova u prsima mogu nastati istodobnom primjenom eta-
nola i nekih lijekova poput cefalosporinskih antibiotika, sulfonamida, metronidazola
i nitrofurantoina (11).

Europska farmakopeja kao onecis¢enja u etanolu navodi hlapljive tvari poput
metanola, acetona, aldehida, cikloheksana, propanola, butanola, benzena itd. (12).
Metanol je, ipak, naj¢es¢e prisutno oneciséenje s obzirom da etanol i metanol imaju
bliske tocke vrelista te ih je tesko odvojiti. Metanol sam nije jako toksic¢an, ali se meta-
bolizira u toksi¢ne metabolite formaldehid i mravlju kiselinu (13). Uzimanje 10 mL
¢istog metanola moze uzrokovati muéninu, povracanje, depresiju sredisnjeg Zivéanog
sustava i trajnu sljepo¢u, dok uzimanje svega 30 mL moze uzrokovati smrt (14). Stoga
je potrebno provjeravati udio metanola kako u etanolu, kao ekstrakcijskom sredstvu,
tako i u gotovim biljnim proizvodim koji sadrze etanol (15-17).
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Plinska kromatografija (engl. Gas Chromarography, GC) je tehnika odjeljivanja
koja je nasla svoju primjenu u analizi lakohlapljivih analita prisutnih u farmaceutskim
i kozmeti¢kim proizvodima, dodacima prehrani, bioloskim uzorcima, prehrambenim
proizvodima, naftnim derivatima te okoli$u. Medutim, navedeni uzorci ¢esto sadrze
veliki broj sastavnica, lakohlapljivih i teskohlapljivih. S obzirom da se slabohlapljivi
analiti tesko ispiru s kolone, a mogu se i zadrzati unutar GC sustava i ometati rad
uredaja, pozeljno je prije kromatografske analize odvojiti lakohlapljive sastavnice od
teskohlapljivih. Headspace uzorkovanje (engl. Headspace Sampling, HSS) omogucava
brzu i jednostavnu ekstrakciju lakohlapljivih organskih spojeva iz slozenih krutih i
tekuéih uzoraka. Headspace oznacava prostor u kojem se analit nalazi u plinovitoj fazi
iznad uzorka u bodici za uzorkovanje. Dakle, headspace uzorkovanje se provodi na
nacin da se uzorak unosi u prikladnu bocicu za uzorkovanje te zagrijava pri ¢emu lako-
hlapljivi analiti prelaze u plinovito stanje, odnosno ekstrahiraju se iz uzorka i ukon-
centriraju u headspace prostoru. Konac¢no, zadani volumen plina iz headspace prostora
dostavlja se plinskom kromatografu te se provodi analiza samo ekstrahiranih lakohla-
pljivih sastavnica uzorka. Kad se govori o headspace tehnici uzorkovanja potrebno je
naglasiti da li se radi o statickoj ili dinamickoj tehnici uzorkovanja (slika 1.). Kod
staticke headspace tehnike lakohlapljivi analiti se tijekom pripreme uzorka ukoncen-
triraju u zatvorenom prostoru iznad samog uzorka te se nakon postizanja stanja rav-
noteze zadani dio plinovite faze prenosi u plinski kromatograf. Nasuprot tome, kod
dinamicke headspace tehnike odredeni dio plinovite faze se neprekidno tijekom pri-
preme uzorka izvlaci iz boéice i skuplja u adsorpcijskoj zamci. Nakon $to se dovoljna
koli¢ina analita adsorbira u zamci, zagrijava se da bi doslo do desorpcije uhvaéenog
analita te njegovog unosenja u plinski kromatograf. U ovom radu koristena je staticka
headspace tehnika uzorkovanja, stoga ¢e se poseban osvrt dati upravo na tu tehniku
uzorkovanja.

( o o -
O ", o headspace
prostor

&
U
Ors O O Ny O
®) Oh @ U uzorak O o) O O
O O @) 0 Q )
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Slika 1. Prikaz statickog (A) i dinamickog (B) uzorkovanja headspace tehnikom

Afinitet analita za prelazak iz krutog ili teku¢eg uzorka u headspace prostor opi-
suje se koeficijentom razdjeljenja (X):
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[
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gdje je ¢, koncentracija analita u uzorku, a ¢, koncentracija analita u plinovitoj fazi.
Dakle, analiti koji imaju mali koeficijent razdjeljenja lakse prelaze u headspace pro-
stor i stoga imaju nize granice dokazivanja (engl. Limit Of Detection, LOD) i odredi-
vanja (engl. Limit Of Quantification, LOQ), tj. postize se bolja osjetljivost metode.
Nadalje, uz koeficijent razdjeljenja i omjer faza (B) utjece na koncentraciju analita u
headspace prostoru:

Yo
fee @

S

gdje je Vi volumen plinovite faze, a Vg volumen uzorka. Iz gornjeg izraza moguce je
zakljuditi kako se pove¢anjem volumena uzorka dobiva niza vrijednost 8, odnosno
ve¢a koncentracija analita u headspace prostoru. Uz koeficijent razdjeljenja i volumen
uzorka, osjetljivost HSS metode uzorkovanja ovisi i o temperaturi, vremenu zagrija-
vanja te sastavu uzorka iz kojeg se analit ekstrahira. Kako bi se poboljsala osjetljivost
metode, koeficijent razdjeljenja (K) je mogudce smanjiti pove¢anjem temperature (7)
uzorkovanja:

dKk 1
T T ®)

Koncentracija analita u headspace prostoru povecava se produzenjem vremena
zagrijavanja uzorka sve dok se ne postigne ravnotezno stanje. Kod pojedinih analita
moguce je ocekivati i njihovo raspadanje nakon odredenog vremena zagrijavanja
(slika 2.). Da bi se postigla dobra osjetljivost metode kao i ponovljivost pripreme
uzorka, pozeljno je prijenos uzorka u plinski kromatograf provoditi tek nakon sto je
postignuto ravnotezno stanje. Kao $to je ve¢ navedeno, sastav uzorka iz kojeg se analit
ekstrahira moze znacajno utjecati na osjetljivost metode. Naime, bolju osjetljivost
metode moguce je posti¢i smanjenjem topljivosti analita ukoliko se radi o teku-
¢em uzorku. Na taj na¢in povecava se afinitet analita za prelazak u headspace prostor.

A
ravnoteZno razgradnja
stanje analita
—_— /
Cg - ~
-

t Lt

Slika 2. Graf ovisnosti koncentracije analita u headspace prostoru (c,) o viemenu zagrijavanja uzorka (t)
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Primjerice, dodatak anorganskih soli poput amonijeva klorida i natrijeva klorida sma-
njuje topljivost organskih spojeva u vodenim uzorcima. Nadalje, kod nevodenih uzo-
raka topljivost veéine organskih molekula moguce je smanjiti dodatkom vode u uzo-
rak. Ako analit ima ionizirajuce funkcionalne skupine, topljivost u uzorku moguée
mu je smanjiti promjenom pH. Uz ve¢ navedene nacine poboljsanja osjetljivosti
HSS-GC metode na kraju je potrebno spomenuti i derivatizaciju analita kojom se

Zbog iznimne toksi¢nosti etanola i metanola, posebice u djece, cilj ovog rada
bio je predloziti novu HSS-GC-FID metodu za odredivanje njihova sadrzaja u sirupu
za iskasljavanje za djecu.

Metode

Priprema standardnih otopina i uzorka
Standardne otopine etanola i metanola (1%, v/v) pripremljene su razrjediva-
njem etanola i metanola cisto¢e za tekudinsku kromatografiju (Merck, Darmstadst,

Njemacka) s vodom procis¢éenom Milipore sustavom (Milipore, Bedford, MA, SAD).

Radne otopine za izradu bazdarnog pravca pripremljene su razrjedivanjem s pro-
¢is¢enom vodom te su koncentracije radnih otopina etanola iznosile 0,003 % (v/v),
0,01 % (v/v), 0,05 % (v/v), 0,1 % (v/v) i 0,2 % (v/v), dok su koncentracije radnih
otopina metanola iznosile 0,0003 % (v/v), 0,001 % (v/v), 0,01 % (v/v), 0,1 % (v/v)
10,2 % (v/v).

Kao unutarnji standard upotrijebljen je 4-metil-2-pentanol (Sigma-Aldrich, Stein-
heim, Njemacka).

Uzorak biljnog sirupa za iskasljavanje analiziran je bez prethodne obrade.

Uzorkovanje

2,00 mL uzorka prenese se u boéicu za uzorkovanje headspace tehnikom nepo-
sredno prije analize te se zatvori aluminijskim ¢epom. Uzorak se zagrijava u Heads-
pace Sampler-u (G1888, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD) 30 minuta pri
80 °C. Nakon zagrijavanja uzorak se unosi u plinski kromatograf tijekom 1 minute
pri temperaturi od 100 °C.

Kromatografska analiza

Plinska kromatografija provedena je na uredaju Agilent 6850 (Agilent Techno-
logies, Santa Clara, CA, SAD). Za razdvajanje analita koriStena je kolona HP-1,
dimenzija 30 m x 0,32 mm, debljine filma 0,25 pm (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, SAD) te dusik (generator NG250A, PEAK Scientific, Renfrewshire, UK),
kao plin nositelj, brzine protoka 1 mL/min. Temperatura injektora iznosila je 230 °C
te je koristen »splitless« na¢in injektiranja uzoraka. Da bi se postiglo optimalno razdva-
janje analita kori$ten je sljede¢i temperaturni program: temperatura kolone iznosila je
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50 °C te se povecavala brzinom 10 °C/min do 5. minute. Plameno-ionizacijski detek-
tor (engl. Flame Ionization Detector, FID), ¢ija je temperatura iznosila 250 °C, kori-
sten je za detekciju analita. Dobiveni kromatogrami obradeni su racunalnim progra-

mom ChemStation (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, SAD).

Validacija

Validacija predlozene HSS-GC-FID metode provedena je prema smjernicama
Medunarodne konferencije o harmonizaciji (engl. International Conference on Har-
monisation, ICH) te su ispitani sljede¢i parametri: selektivnost, linearnost, LOD,
LOQ, preciznost i to¢nost (20).

Rezultati i rasprava

Analiza sastava lakohlapljivih sastavnica biljnog sirupa za iskasljavanje prove-
dena je primjenom plinske kromatografije. Uzevsi u obzir sloZenost sastava ispitiva-
nog uzorka, za njegovu pripremu odabrana je headspace tehnika uzorkovanja. Dakle,
uz optimizaciju uvjeta kromatografske analize bilo je potrebno optimizirati i uvjete
uzorkovanja.

Da bi se postigla maksimalna ekstrakcija lakohlapljivih sastavnica sirupa za iska-
$ljavanje, etanola, metanola i unutarnjeg standarda 4-metil-2-pentanola, ispitan je
utjecaj temperature (70-90 °C) i vremena zagrijavanja (5—40 min) na ekstrakcijsku
ucinkovitost. Rezultati istrazivanja su pokazali da temperatura zagrijavanja nije zna-
¢ajnije utjecala na udio ekstrahiranih analita, dok se produzavanjem vremena zagrija-
vanja udio ekstrahiranih analita znacajno povecavao. Iz slike 3. moze se uo¢iti da se
produzenjem vremena zagrijavanja do 30. minute udio ekstrahiranih analita poveca-
vao nakon ¢ega je postignuto stanje ravnoteze. S obzirom da se daljnjim produzenjem
vremena zagrijavanja ekstrakcijska ucinkovitost nije povecavala, vrijeme zagrijavanja
od 30 minuta je odabrano za daljnja ispitivanja. Nadalje, cilj istraZivanja bio je razviti
plinsko kromatografsku metodu kojom bi se odredio udio etanola i metanola u sirupu
za iskasljavanje. Na slici 4. prikazan je kromatogram ispitanog uzorka, dok je na slici
5. prikazan kromatogram ispitanog uzorka u koji su dodane standardne otopine meta-
nola (0,1 %, v/v), etanola (0,1 %, v/v) i 4-metil-2-pentanola (0,1 %, v/v). Iz kro-
matograma je vidljivo da su primjenom headspace tehnike uzorkovanja ekstrahirane
samo lakohlapljive sastavnice sirupa za iskasljavanje. Metanol i etanol prisutni u ispi-
tivanom uzorku identificirani su usporedbom njihova vremena zadrzavanja u uzorku
i u standardnim otopinama (0,1 %, v/v) u procis¢enoj vodi. Vrijeme zadrzavanja meta-
nola iznosilo je 2,09+0,01 min (n=6), dok je vrijeme zadrzavanja etanola iznosilo
2,15+0,01 min (n=6). Posljednji se s kolone eluirao unutarnji standard, 4-metil-2-
pentanol, ¢ije je vrijeme zadrzavanja iznosilo 3,22+0,02 min (n=6). Dakle, predloze-
nom metodom uspje$no je postignuta ekstrakcija metanola, etanola i 4-metil-penta-
nola iz sirupa za iskasljavanje za djecu te prikladno vrijeme analize kao i razdvajanje
navedenih analita plinskom kromatografijom.
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Slika 3. Grafovi ovisnosti ekstrakcije metanola (A), etanola (B) i 4-metil-2-pentanola (C), izrazene kao povrsina
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Da bi se ispitala prikladnost analitickih svojstava predlozene metode za nave-
denu primjenu, provedena je validacija metode. U skladu s ICH smjernicama ispitani
su sljede¢i parametri: selektivnost, linearnost, LOD, LOQ), preciznost i to¢nost. Selek-
tivnost je definirana kao mogu¢nost metode da to¢no odredi zeljeni analit u prisutno-
sti ostalih sastavnica uzorka. Razlu¢ivanje metanola od etanola iznosilo je 2,62, dok
je razludivanje etanola od 4-metil-2-pentanola iznosilo 40,19 $to ukazuje da je metoda
selektivna. Linearnost analiticke metode predstavlja njezinu sposobnost da odaziv
detektora bude linearno proporcionalan koli¢ini analita u uzorku. Sirup za iskasljava-
nje za djecu sloZeni je uzorak, pa da bi se smanjio utjecaj ostalih sastavnica sirupa na
ekstrakciju analita, linearnost metode ispitana je metodom standardnog dodatka. Da
bi se utvrdila linearnost metode, koriSteno je pet otopina za izradu bazdarnog pravca
u rasponu od 0,0003 do 0,2 % (v/v) za metanol, odnosno od 0,003 do 0,2 % (v/v) za
etanol. Udio unutarnjeg standarda u svim uzorcima iznosio je 0,1 % (v/v). S obzirom
da je dobiveni koeficijent korelacije i za metanol i etanol veéi od 0,999 moze se zak-
lju¢iti da je metoda linearna za ispitano podru¢je za oba analita (tablica 1.). Nadalje,
da bi se ispitala osjetljivost metode, odredene su LOD i LOQ vrijednosti. LOD pred-
stavlja najnizu koli¢inu analita u uzorku koju je moguce sa sigurno$¢u dokazati, ali
ne i odrediti, dok LOQ predstavlja najnizu koli¢inu analita koju je moguce odre-
diti u uzorku s prihvatljivom to¢nos$éu i precizno$éu pri propisanim uvjetima analize.
LOD i LOQ vrijednosti odredene su razrjedivanjem ispitivanog uzorka, a ¢ine omjer
signala i Suma 3:1, odnosno 10:1. U tablici 1. prikazane su dobivene LOD i LOQ
vrijednosti te je mogude zakljuciti da je metoda osjetljiva za ispitivanje i metanola i eta-
nola s obzirom na dobivene niske vrijednosti za oba parametra. Preciznost analiticke
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metode izrazava podudaranje izmedu niza ponovljenih mjerenja dobivenog visestru-
kim uzorkovanjem i analizom istog homogenog uzorka pri propisanim uvjetima. Pre-
ciznost predlozene HSS-GC-FID metode ispitana je na dva nivoa, kao ponovljivost i
srednja preciznost. Ponovljivost iskazuje odstupanje rezultata dobivenih pod istim
uvjetima u istom laboratoriju u kratkom vremenskom intervalu, dok srednja preci-
znost iskazuje varijabilnost metode unutar laboratorijskih uvjeta (poput mjerenja ti-
jekom vise dana, razli¢itih analiti¢ara ili uredaja kojima se provodi analiza). Ponov-
ljivost i srednja preciznost metode ispitane su primjenom uzorka sirupa za iskasljava-
nje u koji su dodane standardne otopine metanola (0,1 %, v/v), etanola (0,1 %, v/v)
i 4-metil-2-pentanola (0,1 %, v/v). Priprema uzorka, uzorkovanje i analiza ponovljeni
su $est puta unutar istog dana da bi se odredila ponovljivost unutar istoga dana. Na-
dalje, priprema uzorka, uzorkovanje i analiza ponovljeni su tri put tijekom tri uzasto-
pna dana da bi se odredila srednja preciznost. Ponovljivost i srednja preciznost izraze-
ne su kao relativno standardno odstupanje (engl. Relative Standard Deviation, RSD,
%). S obzirom na niske dobivene RSD vrijednosti, mogude je zakljuciti da je metoda
precizna (tablica 1.). To¢nost analiticke metode izrazava podudaranje srednje vrijed-
nosti dobivenih rezultata sa stvarnim ili prihva¢enim referentnim vrijednostima.
Utvrdivanje to¢nosti provedeno je na tri koncentracijske razine uz tri ponovljena mje-
renja svake razine. Dakle to¢nost predlozene HSS-GC-FID metode ispitana je pri-
mjenom uzorka sirupa za iskasljavanje u koji su dodane standardne otopine metanola
(0,001 %, 0,01 %, 0,2 %, v/v), etanola (0,01 %, 0,05 %, 0,2 %, v/v) i 4-metil-2-
pentanola (0,1 %, v/v). U tablici 1. to¢nost metode iskazana je kao analiticki prinos
(engl. recovery). S obzirom da je analiticki prinos za oba analita na sve tri koncentra-
cijske razine bio u rasponu od 97,43 do 103,79 % moze se zakljuciti da je predlozena
HSS-GC-FID metoda to¢na.

Tablica 1. Validacijski parametri predlozene HSS-GC-FID metode za odredivanije udjela metanola i etanola u
biljnom sirupu za iskasljavanje za djecu

Validacijski parametar metanol etanol
Nagib pravca 0,1638 0,4208
Odsjecak na osi y 0,0006 0,2236
Koeficijent korelacije 0,999 0,999
LOD (%) 0,0001 0,001
LOQ (%) 0,0003 0,003
Ponovljivost (RSD, %) 2,16 0,81
Srednja preciznost (RSD, %) 3,56 0,88
To€nost (analiticki prinos, %)™ visoka koncentracija 99,21 99,93
srednja koncentracija 97,68 103,07
niska koncentracija 103,79 97,43

*to€nost metode ispitana je primjenom uzorka sirupa za iskasljavanje u koji su dodane standardne otopine meta-
nola (0,001 %, 0,01 %, 0,2 %, v/v) i etanola (0,01 %, 0,05 %, 0,2 %. v/v)
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Kao sto je ve¢ navedeno, sirup za iskasljavanje slozeni je uzorak te da bi se sma-
njio utjecaj ostalih sastavnica sirupa na ekstrakciju analita, udio metanola i etanola u
ispitanom uzorku ispitan je metodom standardnog dodatka. Udio etanola nadenog u
uzorku iznosio je 0,53 %, $to je u skladu s deklariranom vrijednos$¢u na proizvodu
(0,5 %). Dakle, u jednoj pojedina¢noj dozi sirupa za iskasljavanje unese se 0,03 mL
etanola, dok u maksimalnoj dnevnoj dozi 0,11 mL. Nadalje potrebno je istaknuti da
je naden iznimno mali udio metanola u ispitanom uzorku 0,004 %.

ZAKLJUCAK

Budu¢i da se etanol ucestalo koristi kao ekstrakcijsko otapalo u pripremi biljnih
ekstrakata i tinktura moguée ga je nadi u brojnim teku¢im biljnim preparatima koja
se koriste u prevenciji i lije¢enju bolesti u djece. S obzirom da je u djece znacajno
manja aktivnost enzima jetrene alkohol dehidrogenaze nego u odraslih, iznimno je
vazno kontrolirati udio etanola u navedenim proizvodima. Stoga je cilj ovog rada bio
razviti i validirati novu HSS-GC-FID metodu za odredivanje sadrzaja etanola i nje-
govog najéeséeg onediséenja, metanola, u sirupu za iskasljavanje za djecu. Provedena
ispitivanja su pokazala da je predlozena metoda selektivna, linearna, osjetljiva, preci-
zna i to¢na. Nadalje, u ispitanom uzorku sirupa za iskasljavanje nadeni udio etanola
iznosio je 0,53 %, $to je u skladu s vrijednoséu deklariranom na proizvodu. Udio
metanola u ispitanom uzorku bio je iznimno malen, 0,004 %.
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