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HPLC metoda u analitici lekova
 Među analitičkim tehnikama namenjenim za 

kontrolu kvaliteta farmaceutskih supostanci i 
doziranih oblika, HPLC se kao najčešće korišćena 
tehnika ističe svojom efikasnošću i robusnošću

 HPLC karakteriše velika potrošnja toksičnih 
organskih rastvarača 

H i g h
P e r f o r m a n c e
L i q u i d
C h r o m a t o g r a p h y

high resolution power

mobile phase is liquid
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Zelena hromatografija i zelena analitička hemija

 Pravilo 3 R :  R e d u c e (smanji)

R e p l a c e (zameni)

R e c y c l e (recikliraj)

 Postoje brojne strategije za razvoj ekološki 
prihvatljivih i održivih RP HPLC metoda koje se 
uglavnom mogu svrstati u sledeće kategorije:

Farmaceutski fakultet – Univerzitet u Beogradu

 korišćenje procedura za pripremu uzorka kod kojih je 
smanjena upotreba rastvarača, idealno solvent-free

 smanjenje broja koraka pri realizaciji analitičke procedure 
(direktna određivanja)

 minijaturizacija opreme i automatizacija procesa

 Efikasnije ulaganje vremena i energije upotrebom tzv,        
brzo propusnih analitičkih metodologija
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 Modifikacije hromatografskih kolona i stacionarnih faza

 Promena geometrije kolone (smanjenje unutrašnjeg prečnika, 
dužine i veličine čestica)

 Čestice sa čvrstim jezgrom (eng, core-shell particles)

Multimodalni mehanizmi retencije unutar iste kolone 

Monolitne kolone i stacionarne faze na bazi poroznog grafita
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 Minijaturizacija opreme za pripremu uzorka i analizu

 Portable LC, nano LC, HPLC on chip configuration

 Ekstrakcija na čvrstoj fazi - solid phase extraction, solid phase 
micro- and nano- extraction, microextraction by packed sorbent…)

 Tečno-tečna ekstrakcija – liquid-phase microextraction, 
supported liquid membrane extraction, microdialysis extraction…

 Ekstrakcija zelenim rastvaračima
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1,  upotreba aditiva

micelarna hromatografija

ciklodekstrini u vodenoj fazi

jonske tečnosti i deep eutectic 
solvents

2, upotreba zelenih rastvarača

etanol          metanol 

aceton         zagrejana voda

superkritični CO2

 Modifikacija sastava mobilne faze u hromatografiji
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Zamena acetonitrila zelenijim alternativama

Rastvarač Dozvoljena
izloženost
(mg/dan)

Koncentracioni 
limit       

(mg/kg)

Temperatura 
isparavanja 

(°C)

Tačka 
ključanja

(°C)

aceton 50,0 5000 -20 56

acetonitril 4,1 410 6 82

etanol 50,0 5000 13 78

metanol 30,0 3000 12 65

etil acetat 50,0 5000 -4 77

1-propanol 50,0 5000 15 97

2-propanol 50,0 5000 12 82

 Acetonitril tradicionalno predstavlja zlatni standard u hromatografiji

 Sa aspekta toksikološke procene, paleta alternativnih rešenja je široka
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Zamena acetonitrila zelenijim alternativama

Cilj ovog rada: 

primena etanola i acetona u razvoju 
ekološki prihvatljive RP HPLC-CAD metode

Rastvarač Eluaciona 
moć
(ɛ0)

Indeks 
polarnosti 

(P')

Viskoznost
(cP)

UV cutt-off 
vrednost

(nm)

Rastvorljivost 
u vodi

(g/100g)

aceton 0,53 5,1 0,36 330 mešaju se

acetonitril 0,52 5,8 0,38 190 mešaju se

etanol 0,68 4,3 1,20 210 mešaju se

metanol 0,70 5,1 0,55 205 mešaju se

etil acetat 0,48 4,4 0,45 260 8,7

1-propanol 0,60 4,0 2,30 210 mešaju se

2-propanol 0,60 3,9 2,40 205 mešaju se

voda 10,2 1,00 190



Detektor naelektrisanja u aerosolu                  
(eng, Corona charged aerosol detector - CAD)

3, Komora sa sprejom gde se vrši 
kondicioniranje aeroslola i selekcija kapljica 

2, Raspršivač  kapljica mobilne 
faze u vidu spreja

3, Jonska zamka vrši 
selekciju čestica analita

1, Ulaz za  eluent sa 
HPLC kolone i gas azot

5, Tuba za sušenje u kojoj 
isparavaju kapljice 

ostavljajući za sobom 
suve čestice analita

4, Odvod vrši 
eliminaciju velikih 

kapljica

6, Igla koja generiše naelektrisanje

8, Kolektor gde se 
naelektrisanje čestica analita 
meri elektrometrom

10, Izlazni signal

 Univerzalni detektor koji obezbeđuje postojan odgovor analita 
zavisan od mase (povšine čestice), a nezavisan od hemijske strukture

 Princip CAD detekcije: signal je u direktnoj 
srazmeri sa količinom 

analita
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7, Komora za mešanje u kojoj se 
naelektrisanje prenosi na čestice analita
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Model smeša za razvoj RP HPLC-CAD metode

 Atipični antipsihotik risperidon i njegove srodne organske nečistoće
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Metodologija eksperimentalnog dizajna u 
razvoju RP HPLC-CAD metode

 Box-Behnken dizajn je korišćen za procenu uticaja velikog broja 
faktora i faktorskih interakcija na hromatografsko ponašanje analita

 Izbor faktora i opsega u kojima će se ispitivati:

Faktori
Kategorički Numerički

Domeni faktora
-1 0 +1

Aceton Etanol

Udeo organskog modifikatora (%, V/V) 15 20 25

Protok mobilne faze (mL min-1) 0,50 0,75 1,00

Temperatura kolone (°C) 25,0 37,5 50,0

Parametri CAD-a Vrednosti

Temperatura isparavanja 50  °C

Konstanta filtera 10,0 s

Stepena fukcija 1,00

Stopa prikupljanja podataka 10 Hz

Hromatografska kolona: 
Waters Xterra C18       
(150 x 3,9 mm, 5 μm)
Zapremina injektovanja: 
10 μL 
pH vodene faze: 2,5



Organski 
modifikator

(%, V/V)

Protok mobilne faze 
(mL min-1)

Temperatura
kolone (°C)

Rastvarač α2/3 α3/R

15,00 0,50 37,50 Etanol 1,66 1,19

25,00 0,50 37,50 Etanol 1,32 1,32

15,00 1,00 37,50 Etanol 1,72 1,35

25,00 1,00 37,50 Etanol 1,45 1,25

15,00 0,75 25,00 Etanol 1,80 1,31

25,00 0,75 25,00 Etanol 1,36 1,35

15,00 0,75 50,00 Etanol 1,85 1,35

25,00 0,75 50,00 Etanol 1,32 1,33

20,00 0,50 25,00 Etanol 1,59 1,31

20,00 1,00 25,00 Etanol 1,59 1,31

20,00 0,50 50,00 Etanol 1,44 1,26

2000 1,00 50,00 Etanol 1,48 1,27

20,00 0,75 37,50 Etanol 1,52 1,29

20,00 0,75 37,50 Etanol 1,54 1,30

20,00 0,75 37,50 Etanol 1,52 1,29
20,00 0,75 37,50 Etanol 1,52 1,29
20,00 0,75 37,50 Etanol 1,48 1,26

15,00 0,50 37,50 Aceton 1,26 1,29

25,00 0,50 37,50 Aceton 1,03 1,68

15,00 1,00 37,50 Aceton 1,29 1,31

25,00 1,00 37,50 Aceton 1,03 1,40

15,00 0,75 25,00 Aceton 1,24 1,34

25,00 0,75 25,00 Aceton 1,03 1,78

15,00 0,75 50,00 Aceton 1,22 1,31

25,00 0,75 50,00 Aceton 1,03 1,58

20,00 0,50 25,00 Aceton 1,13 1,39

20,00 1,00 25,00 Aceton 1,16 1,37

20,00 0,50 50,00 Aceton 1,10 1,38

20,00 1,00 50,00 Aceton 1,12 1,42

20,00 0,75 37,50 Aceton 1,12 1,46

20,00 0,75 37,50 Aceton 1,14 1,38

20,00 0,75 37,50 Aceton 1,14 1,36

20,00 0,75 37,50 Aceton 1,14 1,35

20,00 0,75 37,50 Aceton 1,11 1,40

Odgovor koji je 
praćen: faktor 

selektivnosti α za 
kritične parove 

pikova za razdvajanje 
na hromatogramu 

(α2/3 i α3/R)

Plan sastavljen od 
34 eksperimenata
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 Matematički modeli i 3D površine odgovora sistema

α2/3
-2,56 = 0,54 + 0,15 A – 0,017 B + 0,019 C + 0,20 D – 6,114e-3 AB + 3,335e-3 AC 

+ 0,037 AD – 1,813e-3 BC + 2,516e-3 BD – 1,857e-3 CD
ANOVA test: R2 = 0,9901, Lack of fit = 0,0933 

α3/R
-2,61 = 0,47 – 0,052 A + 4,45e-4 B + 9,59e-3 C – 0,05 D + 0,054 AB + 0,014 AC 

– 0,044 AD – 7,31e-3 BC + 0,015 BD + 1,76e-4 CD – 0,02 A2 + 0,028 B2 + 0,029 C2

ANOVA test: R2 = 0,9268, Lack of fit = 0,3631 
A – udeo organskog rastvarača; B – protok mobilne faze; C – temperatura;  D – tip rastvarača

α2/3
-2,56 α3/R

-2,61
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 3D površine zavisnosti Derringer-ove funkcije poželjnih odgovora od 
ispitivanih faktora (eng, multiobjective optimization)
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 Optimalni uslovi za razdvajanje risperidona i njegovih nečistoča 
podrazumevaju kombinaciju hromatografskih parametara:

 mobilna faza voda (pH 2,5) : etanol 20:80 (%, V/V) pri protoku od 
0,6 mL/min i temperaturu kolone 37,5 °C

 mobilna faza: voda (pH 2,5) : aceton 17:83 (%, V/V) pri protoku 
od 0,8 mL/min i temperaturu kolone 37,5 °C
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Procena stepena ekološke prihvatljivosti analitičkih metoda
 NAMI indeks (eng, National Environmental Methods Index)

 Analitički ekološki skor (eng, Analytical eco-Scale Score)

 Indeks zelene analitičke procedure (eng, Green Analytical Method 
Index, GAPI): piktogrami označavaju stepen ekološke prihvatljivosti 
metode po segmentima: priprema uzorka, čuvanje i transport 
uzorka, oprema i reagensi (opisani prema National Fire Protection 
Association sa aspekta količine, zapaljivosti i zdravstvenog hazarda)

RP HPLC-CAD metoda uz upotrebu 
etanola

RP HPLC-CAD metoda uz upotrebu 
acetona
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Analit
LOD

(µg /mL)

Linearity Tačnost

Preciznost
(RSD, %)Opseg 

koncentracija 
(µg/mL)

Nagib 
a

Odsečak
b

Koeficijent 
korelacije r

Koncentracijski 
nivo 

Recovery (%)

RP
 H

PL
C-

CA
D

 m
et

od
a

sa
 

et
an

ol
om

Risperidon -
1500 – 4500 10,954 10,402 0,997

(80%)
(100%)
(120%)

100,96
101,58
101,92

0,76
0,56
0,61

Nečistoća 1 3,00 10,00 – 60,00 28,487 0,144 0,993
(LOQ)

(100%)
(120%)

112,78
72,70
72,65

9,16
8,97
9,88

Nečistoća 2 1,5 5,00 – 30,00 51,798 -0,055 0,999
(LOQ)

(100%)
(120%)

103,68
71,58
71,62

6,47
1,74
8,32

Nečistoća 3 1,00 3,00 – 18,00 48,297 -0,001 0,995
(LOQ)

(100%)
(120%)

86,82
70,14
81,11

4,74
5,38
1,19

RP
 H

PL
C-

CA
D

 m
et

od
a 

sa
 

ac
et

on
om

Risperidon
- 1500 – 4500 8,262 5,406 0,999

(80%)
(100%)
(120%)

101,48
101,89
100,83

1,71
1,06
0,12

Nečistoća 1 3,00 10,00 – 60,00 20,736 -0,056 0,999
(LOQ)

(100%)
(120%)

70,25
71,51
76,51

0,79
5,65
1,53

Nečistoća 2 1,5 5,00 – 30,00 26,447 0,014 0,998
(LOQ)

(100%)
(120%)

91,02
100,83
99,39

4,63
3,54
1,72

Nečistoća 3 1,00 3,00 – 18,00 23,304 -0,044 0,996
(LOQ)

(100%)
(120%)

127,78
10,15
93,74

9,63
1,01
0,55

 Razvijene RP HPLC-CAD metode su uspešno validirane čime je 
potvrđena njihova primenljivost u kontroli kvaliteta tableta risperidona 
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