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�6�D�å�H�W�D�N 

U ovom radu provedeni su razvoj i validacija HSS-GC-�)�,�'�� �P�H�W�R�G�H���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�V�W�D�W�Q�L�K��

otapala (metanola, 2-propanola, tert-butil-metil-etera i etil acetata) u sirovini melatonina. 

Melatonin je hormon epifize s brojni�P���E�L�R�O�R�ã�N�L�P���X�þ�L�Q�F�L�P�D���Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�D�P���S�D���V�H���V�L�Q�W�H�W�V�N�L���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q��

�þ�H�V�W�R���N�R�U�L�V�W�L���N�D�R���D�N�W�L�Y�Q�D���W�Y�D�U���X���S�U�L�S�U�H�P�L���I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�L�K���S�U�H�S�D�U�D�W�D�����.�O�M�X�þ�Q�L���S�D�U�D�P�H�W�U�L���Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H���E�L�O�L��

su �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���� �O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W���� �U�D�V�S�R�Q���� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���� �W�R�þ�Q�R�V�W���� �V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W�� �W�H�� �O�L�P�L�W�� ���J�U�D�Q�L�F�D���� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �L��

kvantifikacije. �0�H�W�R�G�D�� �M�H�� �Y�D�O�L�G�D�L�U�D�Q�D�� �S�U�H�P�D�� �,�&�+�� �V�P�M�H�U�Q�L�F�D�P�D�� �L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �V�X�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�N�D�F�L�M�V�N�H�� �L��

detekcijske granice za svako otapalo. Rezultati su pokazali da je metoda visok�R�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D��

���V�H�O�H�N�W�L�Y�Q�D������ �O�L�Q�H�D�U�Q�D���� �W�R�þ�Q�D�� �L�� �S�U�H�F�L�]�Q�D�� �X�Q�X�W�D�U�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�R�J�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� Otopine standarda i uzorka 

stabilne su 2 dana na sobnoj temperaturi i u hladnjaku. S obzirom da su zadovoljeni kriteriji 

�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�� �V�Y�L�K�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�V�N�L�K�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�D���� �P�R�å�H���V�H�� �]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L�� �G�D�� �M�H�� �U�D�]�Y�L�M�H�Q�D��HSS-GC-FID 
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Abstract 

In this thesis HSS-GC-FID method for determination of residual solvents (methanol, 2-

propanol, tert-butyl methyl ether and ethyl acetate) in melatonin was developed and validated.  

Melatonin is a hormone secreted by the human pineal gland and has many various effects on the 

body, hence synthetic melatonin is used as an active component in the preparation of 

pharmaceutical products. Key validation parameters were selectivity, linearity, range, precision, 

accuracy, stability, and limits of detection and quantification. Method has been validated in 

accordance with ICH guidelines and quantification and detection limit for all studied solvents was 

determined. Results of validation experiments confirmed that this method is highly selective, linear 

in working range, accurate and precise. Standard and sample solutions were stable for two days at 

room temperature and in the fridge. Considering all conditions for validation were met, it can be 

concluded that developed HSS-GC-FID method for the determination of residual organic solvents 

in melatonin raw material is suitable for its intended purpose. 
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1. UVOD 

 

Melatonin je hormon epifize koji regulira ciklus budnosti i spavanja odnosno 

cirkadijalni ili dnevni (bio)ritam, a glavni prekursor u biosintezi melatonina je esencijalna 

aminokiselina L-triptofan �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �]�D�S�U�D�Y�R�� �G�H�U�L�Y�D�W�� �W�U�L�S�W�R�I�D�Q�D. Biosintezu 

�P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�� �S�R�W�L�þ�H�� �L�]�Oaganje organizma tami, dok ju inhibira izlaganje organizma svjetlu. 

�6�U�H�G�L�ã�Q�M�L�� �å�L�Y�þ�D�Q�L�� �V�X�V�W�D�Y (engl. Central Nervous System, CNS) odgovoran je za �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H��

24 satnog ciklusa koji regulira brojne tjelesne funkcije, od stanja budnosti i sna do 

funkcioniranja �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�����9�L�V�R�N�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D���L�]�D�]�L�Y�D�M�X���S�R�V�S�D�Q�R�V�W���L��

�V�D�Q���� �]�E�R�J�� �þ�H�J�D�� �V�H�� �V�L�Q�W�H�W�V�N�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �P�R�å�H�� �N�R�U�L�V�W�L�W�L�� �X�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X�� �Q�H�V�D�Q�L�F�H�� �L�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D��

cirkadijalnog ritma koji nastanu uslijed promijene vremenskih zona (tzv. jet lag). Zbog 

brojn�L�K���X�þ�L�Q�D�N�D���Q�D���R�U�J�D�Q�L�]�D�P�����V�L�Q�W�H�W�V�N�L���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q���M�H���Y�D�å�Q�D���V�L�U�R�Y�L�Q�D���I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�H���L�Q�G�X�V�W�U�L�M�H 

���V�L�U�X�S�L�����W�D�E�O�H�W�H���L���V�O�L�þ�Q�R�� [1]. 

Kemijska sinteza melatonina odvija se u nekoliko koraka i �X�N�O�M�X�þ�X�M�H���X�S�R�U�D�E�X���Q�H�N�R�O�L�N�R��

�R�U�J�D�Q�V�N�L�K�� �R�W�D�S�O�D���� �N�R�M�D�� �V�H�� �X�� �Q�L�V�N�L�P�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�P�D�� �M�R�ã�� �P�R�J�X�� �Q�D�ü�L�� �X�� �I�L�Q�D�O�Q�R�P�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�X����

odnosno u melatoninu. Cilj ovog rada bio je razviti i validirati metodu �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

ostatnih otapala u sirovini melatoninu na temelju uporabe plinske kromatografije. Otapala 

�N�R�M�D�� �V�H�� �P�R�J�X�� �Q�D�ü�L�� �X�� �V�L�U�R�Y�L�Q�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�� �V�X��metanol, 2-propanol, tert-butil-metil-eter i etil 

acetat, pa je ovaj rad bio usmjeren na detekciju ovih otapala. Parametri na kojima se 

temeljila validacija bili su �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�����O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W���L���U�D�V�S�R�Q�����S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�����W�R�þ�Q�R�V�W�����V�W�D�E�L�O�Q�R�V�W��te 

limit detekcije i kvantifikacije. Dobiveni rezultati pokazali su da je metoda selektivna, 

linearna���� �W�R�þ�Q�D i precizna te da su zadovoljeni kriteriji prihvatljivosti svih validacijskih 

parametara. Stoga je razvijena metoda prikladna za �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��ostatnog metanola, 2-

propanola, tert-butil-metil-etera i etil acetata u sirovini melatonina. 
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2. LITERATURNI PREGLED  

 

2.1. Melatonin 
 

Melatonin ili prema IUPAC-u N-[2-(5-metoksi-1H-indol-3-il)etil] acetamid, 

kemijske formule C13H16N2O2, je hormon epifize koji je odgovoran za reguliranje budnosti 

i spavanja. To je �E�L�R�J�H�Q�L�� �D�P�L�Q�� �N�R�M�L�� �V�H�� �P�R�å�H�� �Q�D�ü�L u bronim �åivotinjama, biljkama i 

mikroorganizmima. Profesor �$�D�U�R�Q�� �%���� �/�H�U�Q�H�U�� �]�D�V�O�X�å�D�Q�� �M�H za imenovanje ovog spoja i 

definiranje njegove kemijske strukture (strukturna formula prikazana je na Slici 1.) [1]. 

 

 

 

Slika 1. Strukturna formula melatonina [1]. 

 

�.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�H�ü���V�S�R�P�H�Q�X�W�R�����Pelatonin u sisavaca proizvodi epifiza. Epifiza (poznata i 

�N�D�R���S�L�Q�H�D�O�Q�D���å�O�L�M�H�]�G�D�����M�H �H�Q�G�R�N�U�L�Q�D���å�O�L�M�H�]�G�D���Y�H�O�L�þ�L�Q�H���]�U�Q�D���J�U�D�ã�N�D���L�O�L���U�L�å�H���L���R�E�O�L�N�D���þ�H�ã�H�U�D, po 

�þ�H�P�X�� �M�H�� �G�R�E�L�O�D�� �Q�D�]�L�Y, �V�P�M�H�ã�W�H�Q�D�� �L�]�P�H�ÿ�X�� �P�R�å�G�D�Q�L�K�� �K�H�P�L�V�I�H�U�D�� �L�� �L�]�Y�D�Q�� �N�U�Y�Q�R-�P�R�å�G�D�Q�H��

barijere. Sinteza �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���V�H���X���P�Uaku a smanjuje prilikom izlaganja svjetlosti 

[2]�����þ�L�P�H���V�H���U�H�Julira cirkadijalni ritam nekoliko �E�L�R�O�R�ã�N�L�K���I�X�Q�N�F�L�M�D�����1�D���S�U�L�P�M�H�U�����P�H�O�D�W�R�Q�L�Q��

regluria ciklus spavanja i budnosti �W�D�N�R�� �G�D�� �L�]�D�]�L�Y�D�� �R�V�M�H�ü�D�M�� �S�R�V�S�D�Q�R�V�W�L�� �L�� �V�Q�L�å�D�Y�D�� �W�M�H�O�H�V�Q�X��

temperaturu. Osim toga, melatonin je �X�N�O�M�X�þ�H�Q�� �X�� �U�H�J�X�O�D�F�L�M�X�� �U�D�V�S�R�O�R�å�H�Q�M�D���� �X�þ�H�Q�M�D�� �L��

�S�D�P�ü�H�Q�M�D, �X���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W�L���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D, sanjanja, plodnosti i reprodukcije, a �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W 

je i kao antioksidans [1, 3-5]. 

�*�O�D�Y�Q�L�Q�D���X�þ�L�Q�D�N�D���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D���S�R�V�U�H�G�R�Y�D�Q�D���M�H vezanjem i aktiviranjem melatoninskih 

receptora. �2�V�R�E�H�� �V�� �R�E�R�O�M�H�Q�M�L�P�D�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�L�P�D�� �]�D�� �V�S�H�N�W�D�U�� �D�X�W�L�V�W�L�þ�Q�L�K�� �S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�� ���H�Q�J�O����

Autism Spectrum disorders, �$�6�'���� �P�R�J�X�� �L�P�D�W�L�� �Q�L�å�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�� �R�G�� �Q�R�U�P�D�O�Q�L�K����

�6�W�X�G�L�M�D���L�]���������������J�R�G�L�Q�H���R�W�N�U�L�O�D���M�H���G�D���U�R�G�L�W�H�O�M�L���R�V�R�E�D���V���$�6�'���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�H�P���W�D�N�R�ÿ�H�U���L�P�D�M�X���Q�L�å�H��

razine melatonina �W�H�� �G�D�� �V�X�� �W�L�� �G�H�I�L�F�L�W�L�� �S�R�Y�H�]�D�Q�L�� �V�� �Q�L�V�N�R�P�� �D�N�W�L�Y�Q�R�ã�ü�X�� �J�H�Q�D�� �$�6�0�7���� �N�R�M�L��

kodira posljednji enzim sinteze melatonina. Smanjena proizvodnja melatonina smatra se 
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vjerojatnim �þ�L�P�E�H�Q�L�N�R�P���R�G�J�R�Y�R�U�Q�L�P���]�D���]�Q�D�W�Q�R���Y�L�ã�H���V�W�R�S�H karcinoma kod radnika koji rade 

�Q�R�ü�X [1]. 

�0�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �V�H�� �P�R�å�H�� �Noristiti za �X�E�O�D�å�D�Y�D�Q�M�H�� �V�L�P�S�W�R�P�D�� �W�]�Y����jet lag-a, �X�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X��

nesanice�����S�R�U�H�P�H�ü�D�Ma povezanih �V�D���V�P�M�H�Q�V�N�L�P���U�D�G�R�P�����S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D cirkadijalnog ritma kod 

slijepih te prilikom odvikavanja od benzodiazepina i nikotina. Brojne studije su ukazale na 

�X�þ�L�Q�N�R�Y�L�Wost melatonina u �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X �S�R�U�H�P�H�üaja cirkadijalnog ritma u slijepe djece i 

odraslih te kod mentalnih bolesnika [6-8]. Ame�U�L�þ�N�D�� �$�J�H�Q�F�L�M�D�� �]�D�� �K�U�D�Q�X�� �L�� �O�L�M�H�N�R�Y�H��

(engl. Food and Drug Administration, FDA) dodijelila je melatoninu status lijeka za rijetke 

�L���W�H�ã�N�H���E�R�O�H�V�W�L����engl. orphan status) kao oralnom lijeku [1]. 

 

2.1.1. Kratki pregled metabolizma i mehanizma djelovanja melatonina 

 

P�R�O�X�å�L�Y�R�W�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D je od 35 do 50 minuta, a glavnina metabolizma melatonina 

odvija se u jetri putem CYP1A2, enzima iz skupine citoktroma P450. U jetri se melatonin 

metabolizira u barem 14 metabolita (do sad je toliko identificiranih metabolita melatonina, 

�D���R�Q�L���V�X���G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�L���X���X�U�L�Q�X���P�L�ã�D�� prikaznih na Slici 2�����0�H�ÿ�X��metabolitima melatonina su 6-

hidroksimelatonin glukuronid, 6-hidroksimelatonin sulfat, N-acetil-serotonin glukuronid, 

N-acetilserotonin sulfat, 6-hidroksimelatonin, 2-okso-melatonin, 3-hidroksimelatonin, 

�P�H�O�D�W�R�Q�L�Q���J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�����F�L�N�O�L�þ�N�L���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�����F�L�N�O�L�þ�N�L��N-acetilserotonin �J�O�X�N�X�U�R�Q�L�G�����F�L�N�O�L�þ�N�L����-

hidroksimelatonin, 5-hidroksiindol-3-acetaldehid, di-hidroksi-melatonin i njegov konjugat 

glukuronida. Glavni metabolit, �S�U�R�Q�D�ÿ�H�Q���X���X�U�L�Q�X���X���Q�D�M�Y�H�ü�R�M���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��������-88 %), je 6-

hidroksimelatonin glukuronid. Spomenuti metaboliti rezultat su konjigacije sa sumpornom 

�N�L�V�H�O�L�Q�R�P�� �L�O�L�� �J�O�X�N�X�U�R�Q�V�N�R�P�� �N�L�V�H�O�L�Q�R�P���� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�R�� �H�O�L�P�L�Q�L�U�D�O�L�� �S�X�W�H�P�� �E�X�E�U�H�J�D����

odosno urina. Samo oko 5 % melatonina se eliminira iz organizma u nepromijenjenom 

obliku [1]. 

�0�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �V�H�� �Y�H�å�H za melatoninski receptor tip 1A, koji zatim djeluje na adenilat 

ciklazu i i�Q�K�L�E�L�F�L�M�X�� �F�L�N�O�L�þ�N�R�J�� �D�G�H�Q�R�]�L�Q�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W (cAMP) signalnog puta. Melatonin ne 

�V�D�P�R�� �G�D�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �D�G�H�Q�L�O�D�W�� �F�L�N�O�D�]�X���� �Y�H�ü�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �D�N�W�L�Y�L�U�D��fosfolipazu �&���� �þ�L�P�H�� �V�H�� �S�R�W�L�þ�H 

�R�V�O�R�E�D�ÿ�D�Q�M�H�� �D�U�D�K�L�Gonata u krvotok. Vezanje za melatoninske receptore 1 �L�� ���� �L�P�D�� �U�D�]�O�L�þ�L�W 

�X�þ�L�Qak na organizam. Melatoninski receptori su receptori spregnuti s G proteinom (engl. G 

Protein-Coupled receptors, GPCRs�����D���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L���V�X���X���U�D�]�O�L�þ�L�W�L�P���W�N�L�Y�L�P�D�����8���O�M�X�G�L���Sostoje 

dvije podvrste receptora, to su melatoninski receptor 1 (MT1) i melatoninski receptor 2 

���0�7�������� �D�� �L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �L�� �D�J�R�Q�L�V�W�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�V�N�L�K�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �V�H�� �Y�H�å�X�� �]�D�� �R�E�D�� �W�L�S�D�� �U�H�F�H�S�W�R�U�D�� �L��

�D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �L�K���� �8�Q�D�W�R�þ�� �E�U�R�M�Q�L�P�� �L�V�W�U�D�å�L�Y�D�Q�M�L�P�D���� �Y�H�]�D�Q�M�H�� �D�J�R�Q�L�V�W�D�� �]�D�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�V�N�H�� �U�H�F�H�S�W�Rre 
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�Q�L�M�H���X���S�R�W�S�X�Q�R�V�W�L���U�D�]�M�D�ã�Q�M�H�Q�R�����0�7�����U�H�F�H�S�W�R�U�L���V�X���H�N�V�S�U�L�P�L�U�D�Q�L���X���E�U�R�M�Q�L�Q���G�L�M�H�O�R�Y�L�P�D���&�1�6-a, 

�P�U�H�å�Q�L�F�L���� �M�D�M�Q�L�F�L�P�D���� �W�H�V�W�L�V�L�P�D���� �P�O�L�M�H�þ�Q�L�P�� �å�O�L�M�H�]�G�D�P�D���� �V�U�þ�D�Q�R�� �å�L�O�Q�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �D�R�U�W�L���� �M�H�W�U�L�� �L��

�å�X�þ�Q�R�P�� �P�M�H�K�X�U�X���� �E�X�E�U�H�]�L�P�D���� �N�R�å�L���� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �0�7���� �U�H�Feptori su uglavnom 

eksprimirani u CNS-u, ali i u �S�O�X�ü�L�P�D���� �V�U�F�X���� �D�R�U�W�L���� �L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�P�� �V�X�V�W�D�Y�X���� �P�D�W�H�U�Q�L�F�L��

(miometrij), jajnicima, dvanaesniku i adipocitima [1]. 

 

 

 

Slika 2. Metabolizam melatonina [1]. 

 

Vezanje melatonina na melatoninske receptore aktivira nekoliko signalnih putova. 

Aktivacija MT1 receptora inhibira enzim adenilat ciklazu, a njegova inhibicija ima domino 

�X�þ�L�Q�D�N �S�R�þ�H�Y�ã�L���R�G���V�P�D�Q�M�H�Q�R�J���V�W�Y�D�U�D�Q�M�D��cAMP-a, zatim se smanji aktivnost protein kinaze 

�$�� ���3�.�$������ �ã�W�R�� �S�D�N�� �R�P�H�W�D�� �I�R�V�I�R�U�L�O�D�F�L�M�X�� �&�5�(�%-�Y�H�]�X�M�X�ü�H�J�� �S�U�R�W�H�L�Q�D�� ���H�Q�J�O����cAMP Responsive 

Element-Binding Protein) u P-�&�5�(�%���� �0�7���� �U�H�F�H�S�W�R�U�L�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �D�N�W�L�Y�L�U�D�M�X�� �I�R�V�I�R�O�L�S�D�]�X�� �&��

���3�/�&������ �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D�� �L�R�Q�V�N�H�� �N�D�Q�D�Oe i reguliraju unos iona u stanice. Vezanje melatonina na 

M�7���� �U�H�F�H�S�W�R�U�H�� �L�Q�K�L�E�L�U�D�� �D�G�H�Q�L�O�D�W�� �F�L�N�O�D�]�X�� �ã�W�R�� �V�P�D�Q�M�X�M�H�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �F�$�0�3-�D���� �7�D�N�R�ÿ�H�U�� �R�P�H�W�D��

�J�Y�D�Q�L�O�D�W�� �F�L�N�O�D�]�X���� �D�� �W�L�P�H�� �L�� �V�W�Y�D�U�D�Q�M�H�� �F�L�N�O�L�þ�N�R�J�� �J�Y�D�Q�R�]�L�Q�� �P�R�Q�R�I�R�V�I�D�W�D�� ���F�*�0�3������ �9�H�]�D�Q�M�H�� �Q�D��

�0�7�����U�H�F�H�S�W�R�U�H���Y�M�H�U�R�M�D�W�Q�R���X�W�M�H�þ�H���Q�D���3�/�&���N�R�M�L���S�R�Y�H�ü�D�Y�D���D�N�W�L�Y�Q�R�V�W���S�U�R�W�H�L�Q���N�L�Q�D�]�H���& (PKC), a 

�D�N�W�L�Y�D�F�L�M�D���U�H�F�H�S�W�R�U�D���P�R�å�H���G�R�Y�H�V�W�L���G�R���X�O�D�V�N�D���L�R�Q�D���X���V�W�D�Q�L�F�H [1]. 
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2.1.2. Kemijska sinteza melatonina 

 

Kemijska sinteza melatonina prikazana je shematski na Slikama 3. i 4���� �.�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��

prikazano na Slici 3������ �V�L�Q�W�H�]�D�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�� �]�D�S�R�þ�L�Q�M�H�� �V�D�� �V�S�R�M�H�P��3-etoksikarbonil-2-

piperidonom (1) koji u kiselom mediju (pH 4,5 do 4,7) i uz dodatak anilina, NaNO2, NaOH 

i CH2Cl2 daje dva produkta, spoj (2a) i (2b). U ovom se koraku koriste nitriti (s tim da se 

NaNO2 �G�R�G�D�M�H�� �X�� �P�D�O�R�P�� �V�X�Y�L�ã�N�X�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �D�Q�L�O�L�Q��, ali bez dodatka sekundarnih ili 

tercijarnih amina. Nastali produkti se izoliraju centrifugom iz vodene otopine te dodatno 

�L�V�S�L�U�X�� �Y�R�G�R�P�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �R�G�V�W�U�D�Q�L�R�� �V�D�Y�� �V�X�Y�L�ã�Q�L�� �1�D�1�22. U procesu sinteze se uz nitrite ne 

�N�R�U�L�V�W�H�� �R�W�D�S�D�O�D�� �L�� �N�D�W�D�O�L�]�D�W�R�U�L�� �N�R�M�L�� �V�X�� �S�R�G�O�R�å�Q�L�� �U�D�V�S�Ddu na sekundarne ili tercijarne amine. 

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �X�� �L�G�X�ü�H�P�� �N�R�U�D�N�X�� �Q�D�V�W�D�M�H�� �V�S�R�M�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�L�� �V�H�N�X�Q�G�D�U�Q�L�� �D�P�L�Q�� U ovom koraku, 

reakcijom 2a i 2b uz dodatak H2SO4 i H3PO4 te izopropanola nastaje produkt 6-metoksi-

2,3,4,9-tetrahidropirido[3,4-b]indol-1-on (3) koji u vodenoj otopini uz dodatak HCl i 

NaOH daje 2-karboksi-5-metoksitriptamin (4)�����8���L�G�X�ü�H�P���N�R�U�D�N�X, prvo uz dodatak H2SO4, 

H3PO4, NaOH i CH2Cl2, a potom uz dodatak metanola, ugljena, toluena, octene kiseline i 

NaOH, nastaje 5-metoksitriptamin (5). 

 

 

 

Slika 3. Shematski prikaz sinteze melatonina do koraka u kojem se sintetizira 5-

metoksitriptamin (5). 
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Na Slici 4. shematski je prikazan preostali reakcijski put sinteze melatonina. 5-

metoksitriptamin (5) u reakciji s acetanhidridom, metanolom, etil acetatom, NaHCO3, 

ugljenom, izopropanolom i tert-butil-metil-eterom �G�D�M�H�� �J�U�X�E�L�� �Y�O�D�å�Q�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q���� �1�D�N�R�Q��

dodatka izopropanola, vode, NaBH4 i ugljena dobije se �Y�O�D�å�Q�L melatonin, koji nakon 

�G�R�G�D�W�Q�R�J���V�X�ã�H�Q�M�D���Gaje finalni proizvod, melatonin. 

 

 

 

Slika 4. Shematski prikaz preostalih koraka sinteze melatonina. 
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2.2. Plinska kromatografija (GC) 

 

�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D�� �S�O�L�Q�V�N�D�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�� �M�H�� �W�H�K�Q�L�Na razdvajanja komponenata smjese s 

ciljem dobivanja podataka o njihovom m�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�P�� �V�D�V�W�D�Y�X�� �L�� �N�R�O�L�þ�L�Q�L. Podaci dobiveni 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�R�P�� �D�Q�D�O�L�]�R�P�� �P�R�J�X�� �X�N�O�M�X�þ�L�Y�D�W�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P���� �S�R�G�D�W�N�H�� �R�� �Y�L�V�L�Q�D�P�D�� �L��

�S�R�Y�U�ã�L�Q�D�P�D���S�L�N�R�Y�D���Q�D���N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�P�X�����Q�M�L�K�R�Y�R�P���P�R�O�H�N�X�O�D�U�Q�R�P���L�G�H�Q�W�L�W�H�W�X i dr. [9]. 

Tehniku moderne plinske kromatografije (engl. Gas Chromatography, GC) uveli su 

James i Martin 1952. godine. Osnovni princip rada GC-�D�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�H�� �L�V�S�D�U�D�Y�D�Q�M�H�� �X�]�R�U�N�D�� �X��

�J�U�L�M�D�Q�R�P�� �X�O�D�]�X�� �L�O�L�� �L�Q�M�H�N�W�R�U�X�� �S�O�L�Q�V�N�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�D���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�G�L�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�H��

komponenata smjese u posebno pripremljenoj koloni. Za GC analizu prikladni su samo oni 

spojevi koji mogu ispar�L�W�L�� �E�H�]�� �U�D�]�J�U�D�G�Q�M�H���� �7�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �Y�H�ü�L�Q�X�� �R�W�D�S�D�O�D���L�� �S�H�V�W�L�F�L�G�D����

�E�U�R�M�Q�H�� �V�D�V�W�R�M�N�H�� �X�� �D�U�R�P�D�P�D���� �H�V�H�Q�F�L�M�D�O�Q�D�� �X�O�M�D���� �X�J�O�M�L�N�R�Y�R�G�L�þ�Q�D�� �J�R�U�L�Y�D�� �L�� �P�Q�R�J�H�� �O�L�M�H�N�R�Y�H����

Kiseline, aminokiseline, amini, amidi, nehlapljivi lijekovi, saharidi i steroidi ubrajaju se u 

klase spojeva koje �þ�H�V�W�R�� �]�D�K�W�L�M�H�Y�D�M�X�� �N�H�Pijsku pretvorbu �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �S�R�Y�H�ü�D�O�D�� �Q�M�L�K�R�Y�D��

hlapljivost [10]. 

�2�V�Q�R�Y�Q�L�� �G�L�M�H�O�R�Y�L�� �S�O�L�Q�V�N�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�D�� �V�X�� �L�Q�M�H�N�W�R�U���� �S�H�ü�Q�L�F�D���� �N�R�O�R�Q�D�� �L�� �G�H�W�H�N�W�R�U [9]. 

Na Slici 5. shematski su prikazani dijelovi plinskog kromatografa [11]. Izved�E�D���G�D�Q�D�ã�Q�M�H�J 

�S�O�L�Q�V�N�R�J�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�D�� �P�R�å�H�� �V�H�� �U�D�]�O�L�N�R�Y�D�W�L���� �Q�S�U�� �P�R�J�X�� �S�R�V�W�R�M�D�W�L�� �G�Y�D�� �L�O�L�� �Y�L�ã�H�� �X�O�D�]�D�� �L�O�L��

�L�Q�M�H�N�W�R�U�D���� �D�� �Q�D�� �S�O�L�Q�V�N�L�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�� �V�H�� �P�R�å�H�� �L�Q�V�W�D�O�L�U�D�W�L�� �Q�H�N�R�O�L�N�R�� �G�H�W�H�N�W�Rra. Sustavima 

�X�S�U�D�Y�O�M�D�� �U�D�þ�X�Q�D�O�R �N�R�M�H�� �N�R�Q�W�U�R�O�L�U�D�� �I�L�]�L�þ�N�H�� �S�D�U�D�P�H�W�U�H�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �S�R�S�X�W�� �W�H�P�S�Hraturnih zona i 

�S�U�R�W�R�N�D���S�O�L�Q�D�����5�D�þ�X�Q�D�O�R���W�D�N�R�ÿ�H�U���R�E�U�D�ÿ�X�M�H���S�R�G�D�W�N�H���J�H�Q�H�U�L�U�D�Q�H���W�L�M�H�N�R�P���*�&���S�R�V�W�X�S�N�D���>9]. 

 

 

Slika 5. Shematski prikaz plinskog kromatografa [11]. 
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2.2.1. Injektor za plinsku kromatografiju  �L���S�H�ü�Q�L�F�D 

 

�1�D�M�V�W�D�U�L�M�L���L���Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�ã�Weni injektor prikazan na Slici 6. �M�H���M�H�G�Q�R�V�W�D�Y�Q�R���U�H�þ�H�Q�R���G�L�R��

kromatografa gdje se uzorak uvodi u kolonu�����R�G�Q�R�V�Q�R���W�R���M�H���V�X�V�W�D�Y���]�D���X�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�N�D [12]. 

�2�Y�D�M�� �L�Q�M�H�N�W�R�U�� �P�R�å�H�� �U�D�G�L�W�L�� �Q�D�� �G�Y�D�� �Q�D�þ�L�Q�D����split ���G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R�� �X�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�N�D���� �L��splitless 

���S�R�W�S�X�Q�R�� �X�Q�R�ã�H�Q�M�H��uzorka). Odabir split ili splitless �Q�D�þ�L�Q�D�� �U�D�G�D�� �R�Y�L�V�L�� �R�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�L��

analita u uzorku [10, 13]. 

 

 

 

Slika 6. Injektor SSL (split/splitless) [12]. 

 

I split i splitless �Q�D�þ�L�Q�L�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�� �V�X�� �W�H�K�Q�L�N�H�� �Y�U�X�ü�H�J�� �L�]�R�W�H�U�P�L�þ�N�R�J�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�� 

Naime, injektor se postavlja na temperaturu koja je dovoljno visoka da ispari otapalo i 

analit u uzorku, a ta temperatura je konstantna tijekom cijelog GC postupka [10]. 

Split �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�����G�M�H�O�R�P�L�þ�Q�R���X�Q�R�ã�H�Q�M�H���X�]�R�U�N�D�����N�R�U�L�V�W�L���V�H���]�D���Ä�þ�L�V�W�H�³���X�]�R�U�N�H�����N�R�M�L���Q�L�V�X��

otopljeni u otapalu) ili uzorke u kojima su analiti otopljeni u otapalu u relativno visokim 

koncentracijama [10]. Split �Q�D�þ�L�Q�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�� �S�R�J�R�G�D�Q�� �M�H�� �]�D�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �X�]�R�U�D�N�D�� �Y�L�V�R�N�H��

koncentracije, �Äheadspace�³ analizu i i�]�R�W�H�U�P�Q�X�� �D�Q�D�O�L�]�X���� �8�� �R�Y�R�P�� �Q�D�þ�L�Q�X�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D����

uzorak se injektira u stakleni umetak (liner) unutar grijane komore za isparavanje [12]. Pri 

tome se samo �G�L�R�� �X�]�R�U�N�D�� �S�U�H�Q�R�V�L�� �X�� �N�R�O�R�Q�X�� ���R�E�L�þ�Q�R�� �L�]�P�H�ÿ�X�� ������ % i 5 %), a ostatak se 

�L�V�S�X�ã�W�D���N�U�R�]��split liniju. Na Slici 7. �V�K�H�P�D�W�V�N�L���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q���W�L�S�L�þ�Q�L split injektor. Omjer split 

�S�U�R�W�R�N�D�� �S�U�H�P�D�� �S�U�R�W�R�N�X�� �X�� �N�R�O�R�Q�L�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�X�� �X�]�R�U�N�D�� �N�R�M�D�� �X�O�D�]�L�� �X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�X��

kolonu [10, 12]. 
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Slika 7. Shematski prikaz split injektora [10]. 

 

�8�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L��split �R�P�M�H�U�L�� �N�U�H�ü�X�� �V�H�� �R�G�� ���� : 1 do 400 : 1 i �P�R�J�X�� �V�H�� �L�]�U�D�þ�X�Q�D�W�L�� �S�R�P�R�ü�X��

formule (1) [10]: 

 

�5�L�H�E�P���‘�•�Œ�‡�”
L
���”�‘�–�‘�•���•�‘�Ž�‘�•�‡
E���”�‘�–�‘�•���‹�•�’�—�•�–�ƒ

���”�‘�–�‘�•�����•�‘�Ž�‘�•�‡
�����������������������������������������������������������������������������������������������:�s�; 

 

Splitless �Q�D�þ�L�Q�� �U�D�G�D odnosno splitless �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�����S�R�W�S�X�Q�R�� �X�Q�R�ã�H�Q�M�H�� �X�]�R�U�N�D���� �N�R�U�L�V�W�L��

�V�H�� �]�D�� �X�]�R�U�N�H�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �D�Q�D�O�L�W�H�� �X�� �W�U�D�J�R�Y�L�P�D����Splitless �Q�D�þ�L�Q�� �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�D�� �S�R�J�R�G�D�Q�� �M�H�� �]�D��

analizu spojeva prisutnih u niskim koncentracijama [10], te �R�P�R�J�X�ü�X�M�H�� �X�O�D�]�D�N�� �F�L�M�H�O�R�J��

�X�]�R�U�N�D���X���N�R�O�R�Q�X�����8�]�R�U�D�N���V�H���L�Q�M�H�N�W�L�U�D���X���Y�U�X�ü�L���V�W�D�N�O�H�Q�L���X�P�H�W�D�N���V�D���]�D�W�Y�R�U�H�Q�L�P��split ispustom. 

�9�H�ü�L�Q�D�� �X�]�R�U�N�D�� �V�H�� �X�V�P�M�H�U�D�Y�D�� �Q�D�� �N�R�O�R�Q�X�� Nakon jedne minute ili manje, split ispust se 

otvara, a preostalo otapalo i mali dio uzorka usmjeravaju se van kroz split ispust [12]. Na 

Slici 8�����V�K�H�P�D�W�V�N�L���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q���W�L�S�L�þ�Q�L��splitless injektor. 
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Slika 8. Shematski prikaz splitless injektora [10]. 

 

�3�H�ü�Q�L�F�D�� �M�H�� �Wermostatirana komora za kromatografsku kolonu. R�D�G�� �S�H�ü�Q�L�F�H�� �M�H��

�S�U�H�V�X�G�D�Q�� �]�D�� �R�G�U�å�D�Y�D�Q�M�H�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�J�� �R�G�Y�D�M�D�Q�M�D�� �X�� �N�R�O�R�Q�L���� �D�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�� �S�H�ü�Q�L�F�H�� �V�H���W�R�þ�Q�R�� �L��

precizno kontrolira. �3�H�ü�Q�L�F�D�� �L�P�D�� �G�Y�D�� �Q�D�þ�L�Q�D�� �U�D�G�D�� �N�R�M�D�� �X�W�M�H�þ�X�� �Q�D��separacijsku sposobnost 

tehnike, a to su �L�]�R�W�H�U�P�L�þ�N�L���L���W�H�P�S�H�U�D�W�X�Uno-�S�U�R�J�U�D�P�L�U�D�Q�L���*�&�����8���L�]�R�W�H�U�P�L�þ�N�R�P���Q�D�þ�L�Q�X���U�D�G�D����

�S�H�ü�Q�L�F�D���R�G�U�å�D�Y�D���N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�X���W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X (koja se unaprijed odredi) tijekom cijelog trajanja 

kromatografskog rada. U temperaturno-programiranom GC-�X���� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D�� �S�H�ü�Q�L�F�H�� �V�H��

mijenja tijekom kromatografskog rada (npr. 50 �ƒ�&�� �W�L�M�H�N�R�P�� ���� �P�L�Q�X�W�H���� �Q�D�N�R�Q�� �þ�H�J�D�� �V�O�L�M�H�G�L��

linearni gradijent temperature od 10 �ƒ�&���P�L�Q�� �G�R�� �W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�H�� �R�G�� ������ �ƒ�&���� �V�� �N�R�Q�D�þ�Q�R�P��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�R�P���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���R�G�������P�L�Qute) [12]. 

 

2.2.2. Kolona za plinsku kromatografiju 

 

Punjene kolone (engl. packed column) �V�X�� �N�U�D�W�N�L���� �G�H�E�H�O�L�� �V�W�X�S�F�L�� �L�]�U�D�ÿ�H�Q�L�� �R�G�� �V�W�D�N�O�H�Q�L�K��

cijevi ili ci �M�H�Y�L���R�G���Q�H�K�U�ÿ�D�M�X�ü�H�J���þ�H�O�L�N�D���D pune se �P�D�O�L�P���þ�H�V�W�L�F�D�P�D���L�Q�H�U�W�Q�H���þ�Y�U�V�W�H���W�Y�Dri (Slika 

9.). �3�X�Q�M�H�Q�H���N�R�O�R�Q�H���G�D�M�X���ã�L�U�R�N�H���R�E�O�L�N�H���S�L�N�R�Y�D���L���L�P�D�M�X���Q�L�]�D�N���X�þ�L�Q�D�N���V�H�S�D�U�D�F�L�M�H�� �D�O�L���W�D�N�R�ÿ�H�U��

�P�R�J�X���S�R�G�Q�L�M�H�W�L���Y�H�O�L�N�H���Y�R�O�X�P�H�Q�H���X�]�R�U�D�N�D���L���Q�L�V�X���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�H���Q�D���R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�H�����,���G�D�Q�D�V���V�H���N�R�U�L�V�W�H��

�X���V�O�X�å�E�H�Q�L�P���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�P���P�H�W�R�G�D�P�D���L���]�D���D�Q�D�O�L�]�X���S�O�L�Q�R�Y�D���>14]. 
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Slika 9. Shematski prikaz punjene kolone [14]. 

 

Kapilarne kolone (engl. capillary column) danas prevladavaju u odnosu na punjene 

kolone, �E�X�G�X�ü�L���G�D���G�D�M�X���R�ã�W�U�H���R�E�O�L�N�H���S�L�N�R�Y�D�����S�R�V�W�L�å�X���L�]�Y�U�V�W�D�Q���X�þ�L�Q�D�N���V�H�S�D�U�D�F�L�M�H���L���S�R�J�R�G�Q�H���V�X��

za a�Q�D�O�L�]�X���Y�L�V�R�N�H���R�V�M�H�W�O�M�L�Y�R�V�W�L�����6���G�U�X�J�H���V�W�U�D�Q�H�����W�L�S�L�þ�Q�H kapilarne kolone sastoje se od tanke 

�F�L�M�H�Y�L���R�G���Q�H�K�U�ÿ�D�M�X�ü�H�J���þelika ili stakla ispunjene �P�D�W�H�U�L�M�D�O�R�P���S�X�Q�M�H�Q�M�D���X���R�E�O�L�N�X���þ�H�V�W�L�F�D���þ�L�M�L��

�V�X���X�Q�X�W�D�U�Q�M�L���]�L�G�R�Y�L���R�E�O�R�å�H�Q�L���W�D�Q�N�L�P���V�O�R�M�H�P���W�H�N�X�ü�H���I�D�]�H����engl. Wall-Coated Open Tubular, 

WCOT) ili impregniran�L�� �þ�Y�U�V�W�R�P�� �I�D�]�R�P�� ��engl. Porous-Layer Open-Tubular Columns, 

PLOT) (Slika 10.). Kapilarne kolone su razvijene nakon punjenih kolona, a iako postoji 

manje tipova kapilarnih kolona, nj�L�K�R�Y���X�þ�L�Q�D�N���V�H�S�D�U�D�F�L�M�H���S�X�Q�R je bolji u odnosu na punjene 

kolone [14]. 

 

 

 

Slika 10. Vrste kapilarne kolone [14]. 
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2.2.3. Detektor za plinsku kromtografiju  

 

Velika prednost GC-a je raznolikost dostupnih detektora gdje se detektiraju 

razdvojeni spojevi uzorka [10]: 

 

�x �'�H�W�H�N�W�R�U���W�H�U�P�L�þ�N�H���Y�R�G�O�M�L�Y�R�V�W�L����engl. Thermal Conductivity Detecor, TCD)  

 

�7�&�'�� �M�H�� �X�L�V�W�L�Q�X�� �X�Q�L�Y�H�U�]�D�O�Q�L�� �G�H�W�H�N�W�R�U�� �L�� �P�R�å�H�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�W�L�� �V�Y�H�� �V�S�R�M�H�Y�H�� �N�R�M�L�� �P�R�J�X�� �S�U�R�ü�L��

kroz GC kolonu. U GC laboratoriju, �7�&�'�� �V�H�� �R�E�L�þ�Q�R�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �G�H�W�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�� �S�H�U�P�D�Q�H�Q�W�Q�L�K��

plinova umjesto organskih spojeva, s obzirom da se organski spojevi mogu detektirati pri 

�Q�L�å�L�P���U�D�]�L�Q�D�P�D���V���G�U�X�J�L�P���*�&���G�H�W�H�Ntorima i masenim spektrometrima [10]. 

 

�x �'�X�ã�L�N�±fosforni detektor (engl. Nitrogen Phosphorous Detector, NPD)  

  

�2�Y�D�M�� �V�H�� �G�H�W�H�N�W�R�U�� �M�R�ã�� �Q�D�]�L�Y�D�� �L�� �W�H�Umionski �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L�� �G�H�W�H�N�W�R�U�� ��engl. Thermionic 

Specific Detector, �7�6�'������ �5�H�D�J�L�U�D�� �Q�D�� �V�S�R�M�H�Y�H�� �X�� �X�]�R�U�N�X�� �N�R�M�L�� �V�D�G�U�å�H�� �G�X�ã�L�N�� �L���L�O�L��fosfor. 

�'�X�ã�L�N�R�Y�L�� �V�S�R�M�H�Y�L�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �G�D�M�X�� �G�R�E�D�U�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �D�N�R�� �M�H�� �S�U�L�V�X�W�Q�D�� �&�±N veza, a detektor je 

�R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �N�R�U�L�V�W�D�Q�� �]�D�� �V�Y�H�� �R�U�J�D�Q�V�N�H�� �G�X�ã�L�N�R�Y�H spojeve i za cijanovodik. �9�H�ü�L�Q�D�� �K�O�D�S�O�M�L�Y�L�K��

organskih i anorganskih spojeva fosfora reagiraju u ovom detektoru [10]. 

 

�x Detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector, ECD) 

 

ECD ima vrlo nisku granicu detekcije za materijale koji lako hvataju elektrone 

���H�O�H�N�W�U�R�I�L�O�Q�L���D�Q�D�O�L�W�L�����L���G�D�M�H���V�Q�D�å�D�Q���R�G�J�R�Y�R�U���Q�D���K�D�O�R�J�H�Q�L�U�D�Q�H���V�S�R�M�H�Y�H�����N�D�R���L���Q�D���P�Q�R�J�H���G�U�X�J�H��

molekule poput N2O, nitro-organskih spojeva, diketona i diacetala. Nedostaci ECD-a 

�X�N�O�M�X�þ�X�M�X���U�H�O�D�W�L�Y�Q�R���P�D�O�H�Q���U�D�V�S�R�Q���O�L�Q�H�D�U�Q�R�J���R�G�]�L�Y�D��������3�±104) [10]. 

 

�x Plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame Ionization Detector, FID)  

 

FID reagira na spojeve s vezom ugljik�±vodik. On je �Q�D�M�þ�H�ã�ü�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���*�&���G�H�W�H�N�W�R�U����

�'�H�W�H�N�W�R�U�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �S�U�L�V�X�W�Q�R�V�W�� �Y�R�G�L�N�D�� �L�� �]�U�D�N�D�� �V�� �W�L�S�L�þ�Q�L�P�� �R�P�M�H�U�R�P�� �]�U�D�N : vodik = 10 : 1. 
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�3�O�L�Q�R�Y�L�� �V�H�� �P�L�M�H�ã�D�M�X�� �L�� �L�]�J�D�U�D�M�X�� �Q�H�S�R�V�U�H�G�Q�R�� �L�]�Q�D�G�� �S�O�D�P�H�Q�D, a �S�R�S�U�H�þ�Q�L�� �S�U�H�V�M�H�N�� �S�O�D�P�H�Q�R-

ionizacijskog detektora prikazan je na Slici 11. [10]. 

�%�X�G�X�ü�L���G�D���V�H���N�R�G���R�Y�R�J���G�H�W�H�N�R�U�D���I�R�U�P�L�U�D���Y�R�G�D����lako se �P�R�å�H���S�U�R�Y�M�H�U�L�W�L���J�R�U�L���O�L���S�O�D�P�H�Q��

�G�U�å�D�Q�M�H�P�� �S�U�H�G�P�H�W�D�� �J�O�D�W�N�H�� �S�R�Y�U�ã�L�Q�H�� �L�]�Q�D�G�� �G�H�W�H�N�W�R�U�D�� �L�� �S�U�R�P�D�W�U�D�Q�M�H�P�� �Y�R�G�H�Q�H�� �S�D�U�H�� �N�R�M�D�� �V�H��

�N�R�Q�G�H�Q�]�L�U�D���Q�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�L���� �,�]�P�H�ÿ�X���Y�U�K�D���S�O�D�P�H�Q�D���L���V�D�E�L�U�Q�H���H�O�H�N�W�U�R�G�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�X�M�H���V�H���Q�H�J�D�W�L�Y�Q�L��

polarizacijski napon. Kako analiti eluiraju iz kol�R�Q�H�����S�U�R�O�D�]�H���N�U�R�]���S�O�D�P�H�Q���L���L�]�J�D�U�D�M�X���G�D�M�X�ü�L��

�L�R�Q�H�����(�O�H�N�W�U�R�Q�L���N�R�M�L���Q�D�V�W�D�M�X���X���S�O�D�P�H�Q�X���X�]�U�R�N�X�M�X���W�R�N���V�W�U�X�M�H���X���S�U�R�V�W�R�U�X���L�]�P�H�ÿ�X���Y�U�K�D���S�O�D�P�H�Q�D��

�L�� �H�O�H�N�W�U�R�G�H���� �3�R�M�D�þ�D�Y�D�Q�M�H�P�� �R�Y�R�J�� �V�W�U�X�M�Q�R�J�� �W�R�N�D�� �V�W�Y�D�U�D�� �V�H�� �V�L�J�Q�D�O���� �)�,�'-�R�Y�L�� �L�P�D�M�X�� �ã�L�U�R�N�R��

�S�R�G�U�X�þ�M�H���O�L�Q�H�D�U�Q�R�J���R�G�]�L�Y�D�����ý107) [10]. 

 

 

 

Slika 11. �3�R�S�U�H�þ�Q�L���S�U�H�V�M�H�N���S�O�D�P�H�Q�R-ionizacijskog detektora (FID) [10]. 
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�����������.�O�D�V�L�I�L�N�D�F�L�M�D���Q�H�þ�L�V�W�R�ü�D���X���I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�L�P���S�U�R�L�]�Y�R�G�L�P�D 

 

�1�H�þ�L�V�W�R�ü�H �X���N�H�P�L�M�V�N�L���V�L�Q�W�H�W�L�]�L�U�D�Q�L�P���I�D�U�P�D�N�R�O�R�ã�N�L���D�N�W�L�Y�Q�L�P���W�Y�D�U�L�P�D���� �Q�S�U�����O�L�M�H�N�R�Y�L�P�D�� 

se mogu klas�L�I�L�F�L�U�D�W�L���X���V�O�M�H�G�H�ü�H��kategorije [15]: 

 

�x o�U�J�D�Q�V�N�H���Q�H�þ�L�V�W�R�ü�H, 

�x a�Q�R�U�J�D�Q�V�N�H���Q�H�þ�L�V�W�R�ü�H,  

�x ostatna otapala.  

 

�2�W�D�S�D�O�D���V�X���D�Q�R�U�J�D�Q�V�N�H���L�O�L���R�U�J�D�Q�V�N�H���W�H�N�X�ü�L�Q�H���N�R�M�H���V�H���N�R�U�L�V�W�H���N�D�R���V�U�H�G�V�W�Y�R���]�D���S�U�L�S�U�H�P�X��

�R�W�R�S�L�Q�D���L�O�L���V�X�V�S�H�Q�]�L�M�D���X���V�L�Q�W�H�]�L���Q�R�Y�L�K���V�X�S�V�W�D�Q�F�L�M�D���O�L�M�H�N�R�Y�D�����%�X�G�X�ü�L���G�D���V�X���R�W�D�S�D�O�D���X�J�O�D�Y�Q�R�P��

�W�R�N�V�L�þ�Q�D���� �R�G�D�E�L�U�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L�K�� �N�R�Q�W�U�R�O�D�� �O�D�N�R�� �V�H�� �S�R�V�W�L�å�H�� �S�R�P�R�ü�X ICH smjernica 

�0�H�ÿ�X�Q�D�Uodne konferencije �R�� �K�D�U�P�R�Q�L�]�D�F�L�M�L�� �W�H�K�Q�L�þ�N�L�K�� �]�D�K�W�M�H�Y�D�� �]�D�� �U�H�J�L�V�W�U�D�F�L�M�X�� �K�X�P�D�Q�L�K��

lijekova (engl. The International Council for Harmonisation of Technical Requirements for 

Pharmaceuticals for Human Use, ICH) [15]. Cilj smjernica Q3A(R2) je dati preporuku za 

�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �R�V�W�D�W�Q�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D�� �X�� �I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�L�P�� �S�U�R�L�]�Y�Rdima radi sigurnosti 

pacijenata. �6�P�M�H�U�Q�L�F�H���S�U�H�S�R�U�X�þ�X�M�X���X�S�R�U�D�E�X���P�D�Q�M�H���W�R�N�V�L�þ�Q�L�K���R�W�D�S�D�O�D���L���R�S�L�V�X�M�X���U�D�]�L�Q�H���N�R�M�H���V�H��

�V�P�D�W�U�D�M�X���W�R�N�V�L�N�R�O�R�ã�N�L���S�U�L�K�Y�Dtljivim za neka ostatna otapala [16]. 

Ostatna otapala u farmaceutskim proizvodima ovdje su definirana kao organske 

hlapljive kemikalije koje se koriste ili proizvode u proizvodnji supstancija lijekova ili 

�S�R�P�R�ü�Q�L�K���W�Y�D�U�L���L�O�L���X���S�Uipremi lijekova. �2�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�L���R�G�D�E�L�U���R�W�D�S�D�O�D���]�D���V�L�Q�W�H�]�X���V�X�S�V�W�D�Qcije 

�O�L�M�H�N�D�� �P�R�å�H�� �S�R�Y�H�ü�D�W�L�� �L�V�N�R�U�L�ã�W�H�Q�M�H �L�O�L�� �R�G�U�H�G�L�W�L�� �N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�N�H�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �V�X�� �N�U�L�V�W�D�O�Q�L�� �R�E�O�L�N����

�þ�L�V�W�R�ü�D�� �L�� �W�R�S�O�M�L�Y�R�V�W spoja���� �6�W�R�J�D�� �R�W�D�S�D�O�R�� �S�R�Q�H�N�D�G�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L�� �N�U�L�W�L�þ�Q�L�� �S�D�U�D�P�H�W�D�U�� �X�� �S�U�R�F�H�V�X��

sinteze. B�X�G�X�ü�L�� �G�D�� �R�V�W�D�W�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �Q�H�� �S�U�L�G�R�Q�R�V�H�� �O�L�M�H�þ�H�Q�M�X���� �V�Y�D�� �V�H�� �R�V�W�D�W�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �W�U�H�E�D�M�X��

�X�N�O�R�Q�L�W�L���X���P�M�H�U�L���X���N�R�M�R�M���M�H���W�R���P�R�J�X�ü�H���N�D�N�R���E�L���V�H���]�D�G�R�Y�R�O�M�L�O�H���V�S�H�F�L�I�L�N�D�F�L�M�H���S�U�R�L�]�Y�R�G�D�����G�R�E�U�D��

proizvodna praksa ili drugi zahtjevi koji se temelje na kvaliteti. Lijekovi ne bi smjeli 

�V�D�G�U�å�D�Y�D�W�L�� �Y�L�ã�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �R�V�W�D�W�Q�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D�� �R�G�� �R�Q�L�K�� �N�R�M�H�� �P�R�J�X�� �S�R�W�Y�U�G�L�W�L�� �V�L�J�X�U�Q�R�V�Q�L�� �S�R�G�D�F�L�� 

�0�H�ÿ�X�W�L�P���� �Rtapala �þ�H�V�W�R nisu u potpunosti uklonjena p�U�D�N�W�L�þ�Q�L�P�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�H 

[16]. 

�2�V�W�D�W�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �R�E�L�þ�Q�R�� �V�H�� �R�G�U�H�ÿ�X�M�X�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�V�N�L�P�� �W�H�K�Q�L�N�D�P�D�� �N�D�R�� �ã�W�R�� �M�H��plinska 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�D�����$�N�R���M�H���L�]�Y�H�G�L�Y�R�����W�U�H�E�D���N�R�U�L�V�W�L�W�L���E�L�O�R���N�R�M�L���X�V�N�O�D�ÿ�H�Q�L���S�R�V�W�X�S�D�N���]�D���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H��

razine �R�V�W�D�W�Q�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D�� �N�D�N�R�� �M�H�� �R�S�L�V�D�Q�R�� �X�� �I�D�U�P�D�N�R�S�H�M�D�P�D���� �8�� �V�X�S�U�R�W�Q�R�P���� �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�L�� �V�X��

�V�O�R�E�R�G�Q�L���R�G�D�E�U�D�W�L���Q�D�M�S�U�L�N�O�D�G�Q�L�M�L���Y�D�å�H�ü�L���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L���S�R�V�W�X�S�D�N���]�D���R�G�U�H�ÿ�H�Qu primjenu [16].  
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�0�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L�� �S�U�R�J�U�D�P�� �]�D�� �N�H�P�L�M�V�N�X�� �V�L�J�X�U�Q�R�V�W�� ���H�Q�J�O����International Program on 

Chemical Safety�����,�3�&�6�����N�R�U�L�V�W�L���L�]�U�D�]���Ä�W�R�O�H�U�L�U�D�Q�L���G�Q�H�Y�Q�L���X�Q�R�V�³�����H�Q�J�O����Tolerable Daily Intake, 

�7�'�,���� �]�D�� �R�S�L�V�L�Y�D�Q�M�H�� �J�U�D�Q�L�þ�Q�L�K�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�L�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�L�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�� �N�H�P�L�N�D�O�Ljama, a Svjetska 

zdravstvena organizacija (engl. World Health Organization, WHO) i druga nacionalna i 

�P�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�D�� �W�L�M�H�O�D�� �L�� �L�Q�V�W�L�W�X�W�L�� �]�G�U�D�Y�V�W�Y�H�Q�H�� �]�D�ã�W�L�W�H�� �N�R�U�L�V�W�H�� �L�]�U�D�]�� �Ä�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�L�� �G�Q�H�Y�Q�L�� �X�Q�R�V�³��

(engl. Acceptable Daily Intake, ADI). �1�R�Y�L�� �L�]�U�D�]�� �Ä�G�R�S�X�ã�W�H�Q�D�� �G�Q�H�Y�Q�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�³�� ���H�Q�J�O����

Permitted Daily Exposure, PDE) definiran je u smjernicama kao farmaceutski prihvatljiv 

unos ostatnih otapala. Ostatna otapala su procijenjena i svrstana u jednu od tri klase na 

temelju �P�R�J�X�ü�H�J���U�L�]�L�N�D���]�D���O�M�X�G�V�N�R���]�G�U�D�Y�O�M�H��[16]. 

Ostatna otapala klase 1 su otapala koja treba izbjegavati. Dokazano su karcinogena 

za ljude �L�O�L�� �S�R�V�W�R�M�L�� �V�Q�D�å�Q�D�� �V�X�P�Q�M�D�� �Q�D�� �N�D�U�F�L�Qogenost za ljude i predstavljaju opasnost za 

�R�N�R�O�L�ã���� �0�H�ÿ�X�W�L�P���� �D�N�R�� �M�H�� �Q�M�L�K�R�Y�D�� �X�S�R�U�D�E�D�� �Q�H�L�]�E�M�H�å�Q�D�� �]�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�X�� �O�L�M�H�N�D�� �V�D�� �]�Q�D�þ�D�M�Q�L�P��

tera�S�L�M�V�N�L�P���Q�D�S�U�H�W�N�R�P�����W�D�G�D���V�H���Q�M�L�K�R�Y�H���U�D�]�L�Q�H���W�U�H�E�D�M�X���R�J�U�D�Q�L�þ�L�W�L���N�D�N�R���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q�R���X��Tablici 

1. [16]. 

 

Tablica 1. Otapala klase 1 u farmaceutskim proizvodima [16]. 

 

Otapalo 
�*�U�D�Q�L�þ�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��

koncentracije (ppm) 
Uzrok zabrinutosti 

benzen 2  karcinogen 

ugljikov tetraklorid 4  t�R�N�V�L�þ�D�Q���L���R�S�D�V�D�Q���]�D���R�N�R�O�L�ã 

1,2-dikloroetan 5  t�R�N�V�L�þ�D�Q�� 

1,1-dikloroeten 8  t�R�N�V�L�þ�D�Q�� 

1,1,1-trikloroetan 1500  o�S�D�V�D�Q���]�D���R�N�R�O�L�ã 

 

Otapala klase 2 su o�W�D�S�D�O�D�� �N�R�M�D�� �W�U�H�E�D�� �R�J�U�D�Q�L�þ�L�W�L. Radi se o ne-�J�H�Q�R�W�R�N�V�L�þ�Q�Lm 

karcinogenima �]�D���å�L�Y�R�W�L�Q�M�H���L�O�L���P�R�J�X�ü�Lm �X�]�U�R�þ�Q�L�F�Lma neke �G�U�X�J�H���L�U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�H���W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L, 

�N�D�R���ã�W�R���M�H���Q�H�X�U�R�W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W���L�O�L���W�H�U�D�W�R�J�H�Q�R�V�W���� �7�R���V�X���Rtapala za koja postoji sumnja na druge 

�]�Q�D�þ�D�M�Q�H���D�O�L�� �U�H�Y�H�U�]�L�E�L�O�Q�H�� �W�R�N�V�L�þ�Q�R�V�W�L�� �S�D�� �V�H�� �Q�M�L�K�R�Y�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �W�U�H�E�D�M�X�� �R�J�U�D�Q�L�þ�L�W�L�� �N�D�N�R�� �M�H��

prikazano u Tablici 2. [16]. 
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Tablica 2. Otapala klase 2 u farmaceutskim proizvodima [16]. 

 

Otapalo PDE (mg/dan) 
�*�U�D�Q�L�þ�Q�D���Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W��

koncentracije (ppm) 

acetonitril 4,1 410 

klorobenzen 3,6 360 

kloroform  0,6 60 

kumen 0,7 70 

cikloheksan 38,8 3880 

1,2-dikloroeten 18,7 1870 

diklormetan  6,0 600 

1,2-dimetoksietan 1,0 100 

N, N-dimetilacetamid 10,9 1090 

N, N-dimetilformamid 8,8 880 

1,4-dioksan 3,8 380 

2-etoksietanol 1,6 160 

etilenglikol  6,2 620 

formamid  2,2 220 

heksan 2,9 290 

metanol 30,0 3000 

2-metoksietanol 0,5 50 

metilbutilketon 0,5 50 

metilcikloheksan 11,8 1180 

metilizobutilketon 45 4500 

N-metilpirolidon 5,3 530 

nitrometan 0,5 50 

piridin 2,0 200 

sulfolan 1,6 160 

tetrahidrofuran 7,2 720 

tetralin 1,0 100 

toluen 8,9 890 

1,1,2-trikloroeten 0,8 80 

ksilen 21,7 2170 
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Otapala klase 3 su o�W�D�S�D�O�D�� �V�� �Q�L�V�N�L�P�� �W�R�N�V�L�þ�Q�L�P�� �S�R�W�H�Q�F�L�M�D�O�R�P �]�D�� �þ�R�Y�M�H�N�D����pa nije 

�S�R�W�U�H�E�Q�D�� �J�U�D�Q�L�þ�Q�D�� �Y�U�L�M�H�G�Q�R�V�W�� �]�D�� �L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�� �X�� �S�R�J�O�H�G�X�� �ã�W�H�W�Q�R�V�W�L�� �]�D�� �]�G�Uavlje. Ove vrste 

otapala prikazane su u Tablici 3�����6�P�D�W�U�D���V�H���G�D���V�X���N�R�O�L�þ�L�Q�H���R�Y�L�K���R�V�W�D�W�Q�L�K���R�W�D�S�D�O�D���R�G���������P�J��

�G�Q�H�Y�Q�R�� �L�O�L�� �P�D�Q�M�H�� ���ã�W�R�� �R�G�J�R�Y�D�U�D�� ����������ppm) prihvatljive���� �9�H�ü�H�� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �W�D�N�R�ÿ�H�U�� �P�R�J�X�� �E�L�W�L��

�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�H�� �S�R�G�� �X�Y�M�H�W�R�P�� �G�D�� �V�X�� �U�H�D�O�Q�H�� �X�� �R�G�Q�R�V�X�� �Q�D�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�L�� �L�� �G�R�E�U�X��

proizvodnu praksu (engl. good manufacturing practice, GMP) [16]. 

 

Tablica 3. �2�W�D�S�D�O�D���N�O�D�V�H�������N�R�M�D���E�L���W�U�H�E�D�O�R���R�J�U�D�Q�L�þ�L�W�L���*�0�3-om ili drugim zahtjevima 

na temelju kvalitete [16]. 

 

octena kiselina heptan 

aceton izobutil acetat 

anisol izopropil acetat 

1-butanol metil acetat 

2-butanol 3-metil-1-butanol 

butil acetat metil etil keton 

tert-butil-metil-eter 2-metil-1-propanol 

dimetil sulfoksid pentan 

etanol 1-pentanol 

etil acetat 1-propanol 

etil eter 2-propanol 

etil format propil acetat 

mravlja kiselina trietilamin 
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3. MATERIJALI  I METODE  

 

Prema Britanskoj farmakopeji (BP) nije navede�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�D�W�Q�L�K 

�R�W�D�S�D�O�D���� �D�� �V�Y�D�� �V�H�� �R�V�W�D�W�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �W�U�H�E�D�M�X�� �X�N�O�R�Q�L�W�L�� �X�� �P�M�H�U�L�� �X�� �N�R�M�R�M�� �M�H�� �W�R�� �P�R�J�X�ü�H�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H��

zadovoljile specifikacije proizvoda. Cilj ovog rada je razviti i validirati metodu za 

�R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�D�W�Q�L�K otapala nakon kemijske sinteza melatonina. Prema sintetskom 

postupku �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D, u �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �V�X tert-butil-metil-eter, 

etil acetat, metanol i 2-propanol. Za sva ova otapala u Tablici 4. su prikazane klase, limit 

prema ICH smjernica i limit �N�R�M�L���M�H���G�H�I�L�Q�L�U�D�R���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ. 

 

Tablica 4. Sva otapala �N�R�U�L�ã�W�H�Q�D�� �X�� �S�U�R�L�]�Y�R�G�Q�M�L�� �P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D i njihova maksimalna 

�G�R�S�X�ã�W�H�Q�D��koncentracija 

 

Otapalo Klasa ICH limit  
Specifikacijski limit 

�S�U�H�P�D���S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D 

tert-butil-metil-eter 3 �”�������������S�S�P �”�������������S�S�P 

etil acetat 3 �”�������������S�S�P �”�������������S�S�P 

metanol 2 �”�������������S�S�P �”�������������S�S�P 

2-propanol 3 �”�������������S�S�P �”�������������S�S�P 

 

3.1. Oprema i pribor  

 

Od opreme �L���S�U�L�E�R�U�D���X���U�D�G�X���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�� 

 

- plinski kromatograf TRACE 1310 s plameno-ionizacijskim detektorom FID, 

(Thermo Scientific, �â�Y�L�F�D�U�V�N�D) 

- kolona: DB-���������������������P���î���������������P�P���î�������������—�P, Agilent technologies, Santa Clara, 

CA, SAD) 

- a�Q�D�O�L�W�L�þ�N�D���Y�D�J�D�����G = 0,001 mg (Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD) 

- odmjerne tikvice (10,0 mL, 50,0 mL, 100,0 mL) 

- automatske pipete (LLG, �1�M�H�P�D�þ�N�D) 

- b�R�þ�L�F�H���]�D���X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�H��headspace �W�H�K�Q�L�N�R�P���V���D�O�X�P�L�Q�L�M�V�N�L�P���þ�H�S�R�P (vijalice), 20 mL 

(Thermo Scientific, �â�Y�L�F�D�U�V�N�D) 

- o�W�Y�D�U�D�þ���E�R�þ�L�F�D���V���D�O�X�P�L�Q�L�M�V�N�L�P���þ�H�S�R�P�����7�K�H�U�P�R���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D) 
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- z�D�W�Y�D�U�D�þ���E�R�þ�L�F�D���V���D�O�X�P�L�Q�L�M�V�N�L�P���þ�H�S�R�P�����7�K�H�U�P�R���6�F�L�H�Q�W�L�I�L�F�����â�Y�L�F�D�U�V�N�D�� 

 

3.2. Referentne tvari i kemikalije 

 

�6�Y�H�� �N�H�P�L�N�D�O�L�M�H�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�H�� �X�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �V�X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�H�� �þ�L�V�W�R�ü�H���� �3�R�S�L�V�� �N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K��

kemikalija: 

 

- metanol (J.T. Baker, Poljska) 

- etil acetat (Kemika, Hrvatska) 

- tert-butil-metil-�H�W�H�U�����0�H�U�F�N�����1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

- 2-propanol (Fisher, SAD)  

- 1-metil-2-pirolidon ���0�H�U�F�N�����1�M�H�P�D�þ�N�D�� 

 

3.3. Programski paketi 

 

�=�D���R�E�U�D�G�X���S�R�G�D�W�D�N�D���V�X���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L���V�O�L�M�H�G�H�ü�L���S�U�R�J�U�D�P�V�N�L���S�D�N�H�W�L�� 

 

- ChromeleonTM Chromatography Data System (7.3 CDS) Software (Thermo  

Scientific, SAD) 

- Microsoft Office Excel 2016 (Microsoft, Seattle, Washington, SAD) 

 

3.4. Priprema standardih otopina 

 

�x Stock 1 (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-butil -metil-eter) = 1000 ppm; 

koncentracija(2-propanol) = 1000 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 50,0 mL pipetirati 10,0 mL 1-metil-2-�S�L�U�R�O�L�G�R�Q�D�����G�R�G�D�W�L�������“5 

mg metanola, �����“5 mg etil acetat�D���������“5 mg  tert-butil-metil-eter�D���L�������“5 mg 2-propanola. 

Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 

 

�x Otopina 5 % (50 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 100,0 mL pipetirati 5 mL stock 1 otopine i nadopuniti do 

oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 
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�x Otopina 50 % (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-butil -metil-eter) = 500 

ppm; koncentracija(2-propanol) = 1000 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 10,0 mL pipetirati 5 mL stock 2 otopine i nadopuniti do 

oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 

 

�x Otopina 80 % (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-butil -metil-eter) = 800 

ppm; koncentracija(2-propanol) = 1600 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 10,0 mL pipetirati 8 mL stock 2 otopine i nadopuniti do 

oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 

 

�x Stock 2 100 % (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-butil -metil-eter) = 1000 

ppm; koncentracija(2-propanol) = 2000 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 50,0 mL pipetirati 10,0 mL 1-metil-2-�S�L�U�R�O�L�G�R�Q�D�����G�R�G�D�W�L�������“5 

mg metanola, �����“5 mg etil acetata, �����“5 mg tert-butil-metil-eter�D�� �L�� �������“10 mg 2-

propanola. Nadopuniti odmjernu tikvicu do oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 

 

�x Stock 3 120 % (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-butil -metil-eter) = 1200 

ppm; koncentracija(2-propanol) = 2400 ppm ) 

 

U odmjernu tikvicu od 50,0 mL pipetirati 10,0 mL 1-metil-2-�S�L�U�R�O�L�G�R�Q�D�����G�R�G�D�W�L�������“6 

mg metanola, �����“6 mg etil acetat�D���� �����“6 mg tert-butil-metil-eter�D�� �L�� �������“12 mg 2-

propanola. Nadopuniti odmejrnu tikvicu do oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 

 

�x Standard za test prikladnost sustava (koncetracija(metanol, etil acetat, tert-

butil -metil-eter) = 50 ppm; koncentracija(2-propanol) = 100 ppm) 

 

U odmjernu tikvicu od 100,0 mL pipetirati 5 mL stock 2 otopine i nadopuniti do 

oznake s 1-metil-2-pirolidonom. 
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3.5. Priprema otopina uzorka 

 

Odvagati 50�“5 mg uzorka u headspace vijalici (Slika 12.) i dodati 1 mL 1-metil-2-

pirolidona�����S�U�R�P�L�M�H�ã�D�W�L���L���]�D�W�Y�R�U�L�W�L���Y�Ljalicu septom. 

 

 
 

Slika 12. �9�L�M�D�O�L�F�H���N�R�U�L�ã�W�H�Q�H���X���U�D�G�X�� 
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3.6. �$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L��uvjeti  

 

�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L���X�Y�M�H�W�L���S�U�L���N�R�M�L�P�D���M�H���R�G�U�D�ÿ�H�Q diplomski rad prikazani su u Tablici 5. 

 

Tablica 5. Kromatografski uvjeti pri �N�R�M�L�P�D���M�H���L�]�U�D�ÿ�H�Q���G�L�S�O�R�P�V�N�L���U�D�G�� 

 

Kolona 
0,320 mm �î 30 m kapilarna kolona; 

debljina filma: 1,00 ���P�����'�%-1301) 

Temperatura injektora  14�����ƒ�& 

Detektor plameno-ionizacijski detektor (FID) 

Temperatura detektora 26�����ƒ�& 

Plin nosilac d�X�ã�L�N 

Protok plina nosioca 1,8 mL/min 

Protok zraka 350,0 mL/min 

Protok vodika 35,0 mL/min 

Protok makeup plina 25,0 mL/min 

Mod split 

Split ratio 25 : 1 

�7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�Q�L���S�U�R�J�U�D�P���S�H�ü�Q�L�F�H 

(Temperatura kolone) 

Retencijsko 

vrijeme 

(min) 

Brzina 

���ƒ�&���P�L�Q�� 

Temperatura 

���ƒ�&�� 

Hold time 

(min) 

5,0 0,0 40,0 5,0 

20,667 15,0 200,0 5,0 

32,667 25,0 250,0 10,0 
 

Headspace uvjeti  

�7�H�P�S�H�U�D�W�X�U�D���D�J�L�W�D�W�R�U�D�������ã�S�U�L�F�H 90 �ƒ�& 

Vrijeme ekvilibriranja / 

inkubacije 
7 minuta 

Volumen injektiranja  1 mL 

Vrijeme analize 37,7 minuta 
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3.7. HSS-GC-FID analiza 

 

Nak�R�Q�� �ã�W�R�� �V�H�� �X�]�R�U�F�L�� �S�U�L�S�U�H�P�H�� �S�U�H�P�D prethodno navedenom postupku, prenesu se u 

instrument za HSS analizu (plinska kromatografija s headspace injektiranjem, engl. Head 

Space Sampling�����+�6�6�����X�U�H�ÿ�D�M���M�H���S�U�L�N�D�]�D�Q���Q�D��Slici 13.) i analiziraju prema kromatografskim 

uvjetima navedenima u Tablici 5. 

 

 

 

Slika 13. Plinski kromatograf TRACE 1310 s plameno-ionizacijskim detektorom (FID), 

(Thermo Scientific, �â�Y�L�F�D�U�V�N�D). 

 

Izraz headspace �X�� �S�O�L�Q�V�N�R�M�� �N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�L�� �R�]�Q�D�þ�D�Y�D�� �S�D�U�Q�X�� �I�D�]�X�� �X�Q�X�W�D�U�� �]�D�W�Y�R�U�H�Q�H��

�S�R�V�X�G�H���N�R�M�D���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�D�G�U�å�L���W�H�N�X�ü�L�Q�X���L�O�L���N�U�X�W�X���W�Y�D�U���� �2�E�L�þ�Q�R���M�H���S�D�U�D���L�]�Q�D�G���W�H�N�X�ü�Lne ili krute 

tvari u gornjem dijelu spremnika, pa otuda i izraz headspace. Headspace ekstrakcija 

�R�G�Q�R�V�L�� �V�H�� �Q�D�� �S�U�L�N�X�S�O�M�D�Q�M�H�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �S�D�U�Q�H�� �I�D�]�H�� �X�� �V�S�U�H�P�Q�L�N�X���� �3�D�U�H�� �V�H�� �R�S�ü�H�Q�L�W�R�� �X�]�L�P�D�M�X�� �L�]��

�V�X�V�W�D�Y�D�� �N�R�M�L�� �M�H�� �G�R�Y�H�G�H�Q�� �X�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�X�� �S�U�L�M�H�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�D���� �8�� �W�L�S�L�þ�Q�R�M��headspace ekstrakciji, 

�W�H�N�X�ü�L�� �L�O�L�� �N�U�X�W�L�� �X�]�R�U�D�N�� �V�W�D�Y�O�M�D�� �V�H�� �X�� �]�D�W�Y�R�U�H�Q�X�� �E�R�þ�L�F�X�� �L�� �]�D�J�U�L�M�D�Y�D�� �Q�D�� �X�Q�D�S�U�L�M�H�G�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�X��

�W�H�P�S�H�U�D�W�X�U�X�� �G�R�N�� �V�H�� �Q�H�� �S�R�V�W�L�J�Q�H�� �U�D�Y�Q�R�W�H�å�D���� �R�P�R�J�X�ü�X�M�X�ü�L�� �N�R�Q�V�W�D�Q�W�Q�X�� �V�P�M�H�V�X�� �S�O�L�Q�R�Y�D�� �X��

�S�D�U�Q�R�M�� �I�D�]�L���� �$�O�L�N�Y�R�W�� �R�Y�H�� �V�P�M�H�V�H�� �S�D�U�Q�H�� �I�D�]�H�� �L�]�Y�O�D�þ�L�� �V�H�� �L�]�� �V�S�U�H�P�Q�L�N�D�� �L prenosi u plinski 

kromatograf za odvajanje i analizu komponenata [9]. 

Popularnost headspace tehnike plinske kromatografije porasla je tijekom 

�S�R�V�O�M�H�G�Q�M�L�K�� ������ �J�R�G�L�Q�D���� �1�H�N�D�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�D�� �S�R�G�U�X�þ�M�D�� �S�U�L�P�M�H�Q�H�� �X�N�O�M�X�þ�X�M�X�� �D�Q�D�O�L�]�X�� �S�R�O�L�P�H�U�D����

�K�O�D�S�O�M�L�Y�L�K���N�R�P�S�R�Q�H�Q�D�W�D���X���S�L�üima i prehrambenim proizvodima, analizu alkohola u krvi te 

mirisa u parfemima i kozmetici. U farmaceutskoj industriji se headspace tehnika plinske 

�N�U�R�P�D�W�R�J�U�D�I�L�M�H�� �ã�L�U�R�N�R�� �N�R�U�L�V�W�L�� �]�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �R�V�W�D�W�Q�L�K�� �R�W�D�S�D�O�D�� �X�� �D�N�W�L�Y�Q�L�P�� �I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�L�P��

sastojcima i supstancijama lijekova [9]. 
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4. REZULTATI I RASPRAVA  

 

4.1. Validacija metode 

 

�&�L�O�M�� �Y�D�O�L�G�D�F�L�M�H�� �D�Q�D�O�L�W�L�þkog postupka je pokazati da je postupak prikladan za 

namjenjenu svrhu. Karakteristike provjere valjanosti koje treba uzeti u obzir su: 

s�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���� �J�U�D�Q�L�F�D ili  limit kvantifikacije (LOQ), granica detekcije (LOD), linearnost, 

�W�R�þ�Q�R�V�W���� �S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W�� ��ponovljivost, intermedijska preciznost), raspon metode te stabilnost 

otopine [17, 18]. 

 

4�������������6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W metode 

 

�6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W metode je sposobnost �W�R�þ�Q�R�J���R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D���å�H�O�M�H�Q�R�J analita u prisutnosti 

ostalih komponenata u uzorku���� �6�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W�� �V�H�� �S�U�R�Y�M�H�U�D�Y�D�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�P�� �X�W�M�H�F�D�M�D�� �S�O�D�F�H�E�D�� �L��

�I�R�U�V�L�U�D�Q�R�P���U�D�]�J�U�D�G�Q�M�R�P�����&�L�O�M���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�H���P�H�W�R�G�H���Q�D���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���M�H���G�D���V�H���R�V�L�J�X�U�D��

da u uvjetima analize nijedna druga komponenta prisutna u uzorku ne utj�H�þ�H�� �Q�D�� �N�R�Q�D�þ�Q�L��

rezultat analize [17, 18]. 

Na kromatogramu slijepog kontrolnog uzorka (engl. Blank) ne bi se trebao javiti 

�]�Q�D�þ�D�M�D�Q�� �L�Q�W�H�U�I�H�U�L�U�D�M�X�ü�L�� �S�L�N�� �X�� �Y�U�H�P�H�Q�X�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �P�H�W�L�O�Q�R�J�� �D�O�N�R�Kola (metanol), 2-

propanola, tert-butil-metil-etera i etil acetata. �8�� �W�R�P�� �V�O�X�þ�D�M�X�� �P�R�å�H�P�R�� �U�H�ü�L�� �G�D�� �M�H��

�S�U�L�P�L�M�H�Q�M�H�Q�D���P�H�W�R�G�D���G�R�E�U�R���R�G�D�E�U�D�Q�D���M�H�U���M�H���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�D���]�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L���X�]�R�U�D�N���� �.�U�R�P�D�W�R�J�U�D�Pi 

su prikazani na Slikama 14.-16. 

 

 

 

Slika 14. Kromatogram Blank (1-metil-2-pirolidon). 
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Slika 15. Kromatogram kalibracijski standrad (SST). 

 

 

 

Slika 16. Kromatogram Overlay (Blank �± crna boja, otopina uzorka �± plava boja). 

 

�=�D�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H�� �Y�Uemena �]�D�G�U�D�å�D�Y�D�Q�M�H�� �N�R�P�S�R�Q�H�Q�W�H�� �S�U�L�S�U�H�P�O�M�H�Q�� �M�H�� �]�D�� �V�Y�D�N�X��

komponentu standard s viskom koncentracijom. Kromatogrami su prikazani na Slikama 

17.-20., a v�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D���L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�L�K���V�S�R�M�H�Y�D���S�U�L�N�D�]�D�Q�R���M�H���X��Tablici 6. 
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Slika 17. Kromatogram standard metanola. 

 

 

 

Slika 18. Kromatogram standard 2-propanola. 

 

 

 

Slika 19. Kromatogram standard tert-butil-metil-etera. 
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Slika 20. Kromatogram standard etil acetata. 

 

Tablica 6���� �9�U�L�M�H�P�H�� �]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D�� �P�H�W�D�Q�R�O�D���� ��-propanola, tert-butil-metil-etera i etil 

acetata. 

 

Spoj 
�9�U�L�M�H�P�H���]�D�G�U�å�D�Y�D�Q�M�D 

(min) 

metanol 2,338 

2-propanol 3,293 

tert-butil-metil-eter 3,897 

etil acetat 5,458 

 

4.1.2. Test prikladnost sustava (SST) 

 

Test prikladnost sustava (engl. System Suitability Testing, SST) sastavni je dio svake 

serije mjerenja koji treba pokazati da je sustav cijelo vrijeme mjerenja prikladan za analizu 

koja se izvodi. Provodi se �L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�P�� �R�W�R�S�L�Q�D�� �S�R�]�Q�D�W�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H�� �L�� �V�D�V�W�D�Y�D�� �þ�L�M�L�P�� �V�H��

�L�Q�M�H�N�W�L�U�D�Q�M�H�P�� �S�R�W�Y�U�ÿ�X�M�H�� �S�U�L�N�O�D�G�Q�R�V�W�� �V�X�V�W�D�Y�D�� �]�D�� �S�U�R�Y�H�G�E�X�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H�� �D�Q�D�O�L�]�H�� �Q�D�� �W�H�P�H�O�M�X��

�]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�Q�M�D���]�D�K�W�M�H�Y�D���]�D���S�U�L�N�O�D�G�Q�R�V�W���V�X�V�W�D�Y�D���S�U�R�S�L�V�D�Q�R�J�D���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�P���P�H�W�R�G�R�P [17, 18]. 

Ispitivanje prikladnost sustava je proveden�R���S�R�P�R�ü�X standarda za test prikladnosti sustava, 

�þ�L�M�D���M�H���S�U�L�S�U�H�P�D���Q�D�Y�H�G�H�Q�D���X poglavlju 3.4. Otopina standarda se injektira 6 puta, a dobiveni 

rezultati za svako otapalo trebaju imati �5�6�'�� ���� �” 10 kako bi se potvrdilo da je sustav 

prikladan za analizu. 
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4.1.3. Linearnost metode 

 

Linearnost (engl. Linearity) metode �M�H�� �Q�M�H�]�L�Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�D�� �X�� �]�D�G�D�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X��

�G�D�M�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H�� �N�R�M�L�� �V�X�� �G�L�U�H�N�W�Q�R�� �L�O�L�� �S�U�H�P�D�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�R�M�� �P�D�W�H�P�D�W�L�þ�N�R�M�� �W�U�D�Q�V�I�R�U�P�D�F�L�M�L��

proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Linearnost mora biti provjerena na najmanje 

pet �W�R�þ�D�N�D���X���S�R�G�U�X�þ�M�X���N�R�M�H���M�H���S�R�W�U�H�E�Q�R, ovisno o namjeni metode [17, 18]. 

Ispitivanje linearnosti za metanol, tert-butil-metil-eter, 2-propanol i etil acetat 

provedeno je na pet koncentracijskih razina (5 %, 50 %, 80 %, 100 % i 120 %), a rezultati 

su prikazani u Tablici 7. i na Slikama 21.-24. 

 

Tablica 7. Parametri linearnosti. 

 

Parametri Otapalo Rezultat 

za svako poznato 

otapalo, faktor 

korelacije �“ 0,990 

metanol 0,9996 

2-propanol 0,9984 

tert-butil-metil-eter 0,9994 

etil acetat 0,9995 

y-presjek 

metanol -0,0150 

2-propanol -0,0864 

tert-butil-metil-eter +0,4064 

etil acetat +0,1068 

nagib 

metanol 0,0076 

2-propanol 0,0078 

tert-butil-metil-eter 0,0810 

etil acetat 0,0195 
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Slika 21. Metanol. 

 

 

 

Slika 22. 2-Propanol. 
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Slika 23. Tert-butil-metil-eter. 

 

 

 

Slika 24. Etil acetat. 

 

�.�R�H�I�L�F�L�M�H�Q�W���N�R�U�H�O�D�F�L�M�H���Y�H�ü�L je od 0,990 za sva otapal�R�����Q�D���W�H�P�H�O�M�X���þ�H�J�D���]�D�N�O�M�X�þ�X�M�H�P�R��

�G�D���M�H���S�R�V�W�L�J�Q�X�W�D���]�D�G�R�Y�R�O�M�D�Y�D�M�X�ü�D��linearnost metode. 
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4.1.4. Limit kvantifikacije (LOQ) 

 

Limit ili granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantitation, LOQ) je definiran kao 

�Q�D�M�Q�L�å�D�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �X�� �Y�D�O�L�G�L�U�D�Q�R�P�� �S�R�G�U�X�þ�M�X�� �N�R�M�D���V�H�� �P�R�å�H�� �S�R�X�]�G�D�Q�R�� �N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�W�L�� LOQ 

�M�H���X�W�Y�U�ÿ�H�Q���N�R�U�L�V�W�H�ü�L���R�P�M�H�U���V�L�J�Q�D�O�D���L���ã�X�P�D�����6���1��, a o�Y�D�M���Q�D�þ�L�Q���M�H���S�U�L�P�M�H�Q�M�L�Y���M�H�G�L�Q�R���X���V�O�X�þ�D�M�X��

�N�D�G�D���V�H���P�R�å�H���R�G�U�H�G�L�W�L���ã�X�P���E�D�]�Q�H���O�L�Q�L�M�H�����2�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�H���R�P�M�H�U�D���V�L�J�Q�D�O�D���L���ã�X�P�D���V�H���S�U�R�Y�R�G�L���Q�D��

�Q�D�þ�L�Q���G�D���V�H���X�V�S�R�U�H�ÿ�X�M�X���P�M�H�U�H�Q�L���V�L�J�Q�D�O�L���X�]�R�U�D�N�D���S�R�]�Q�D�W�H���Q�L�V�N�H���N�R�Q�Fentracije analita s onim 

�R�G���V�O�L�M�H�S�H���S�U�R�E�H���L���X�V�S�R�V�W�D�Y�R�P���Q�D�M�P�D�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���N�R�G���N�R�M�H���D�Q�D�O�L�W���P�R�å�H���E�L�W�L���S�R�X�]�G�D�Q�R��

�N�Y�D�Q�W�L�I�L�F�L�U�D�Q�����7�L�S�L�þ�D�Q���R�P�M�H�U���V�L�J�Q�D�O�D���L���ã�X�P�D���M�H������ : 1 [17, 18]. 

Limit kvantifikacije je provjeren injektiranjem otopina standarda 5 % (oko 50 ppm) 

tijekom ispitivanja linearnosti. Otopina je injektirana 6 puta, a rezultati su prikazani u 

Tablici 8. 

 

Tablica 8. Rezultati ispitivanja limita kvantifikacije za metanol, 2-propanol, tert-

butil-metil-eter i etil acetat. 

 

Kriterij 

prihvatljivost 
Otapalo Rezultat 

za svako poznato 
otapalo, relativna 
standardna 
�G�H�Y�L�M�D�F�L�M�D���S�R�Y�U�ã�L�Q�H��
peak-a �P�R�U�D���E�L�W�L���”��
10,0 % 

metanol 1,3 
2-propanol 1,8 
tert-butil -
metil-eter 

1,3 

etil acetat 1,2 

Kriterij 

prihvatljivost 
Otapalo Injektiranje S/N 

Prosjek 

S/N (n=6) 

Koncentracija 

otopine (ppm) 

pri kojoj je 

S/N=10 

za svako poznato 
otapalo, omjer 
�V�L�J�Q�D�O���ã�X�P�����6���1����
�S�R�Y�U�ã�L�Q�H��peak-a 
�P�R�U�D���E�L�W�L���“������ 

metanol 
 

1 51,8 

51,3 9,74 

2 52,8 
3 55,3 
4 48,9 
5 44,1 
6 54,7 

2-propanol 

1 56,4 

56,8 8,80 
2 57,2 
3 62,8 
4 53,3 
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5 58,1 
6 52,9 

tert-butil- 
metil-eter 

1 2457,5 

2404,6 0,21 

2 2300,3 
3 2383,9 
4 2375,6 
5 2510,6 
6 2400,9 

etil acetat 

1 507,3 

591,6 0,85 

2 696,1 
3 700,8 
4 509,0 
5 476,7 
6 659,8 

 

4.1.5. Limit detekcije (LOD) 

 

Limit ili granica detekcije (engl. Limit of Detection, LOD) �M�H�� �G�H�I�L�Q�L�U�D�Q�� �N�D�R�� �Q�D�M�Q�L�å�D��

�N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D�� �N�R�M�D�� �P�R�å�H�� �E�L�W�L��pouzdano detektirana. �7�L�S�L�þ�D�Q�� �R�P�M�H�U���V�L�J�Q�D�O�D�� �L�� �ã�X�P�D�� �M�H�� �� : 1 

[17, 18]. 

Limit detekcija je 1/3 kvantifikacijski limit LOQ. LOD za ostatna otapala u sirovini 

melatoninu su prikazani u Tablici 9. 

 

Tablica 9. LOD za metanol, 2-propanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat. 

 

Otapalo LOD (ppm) 

metanol 3,25 

2-propanol 2,93 

tert-butil-metil-eter 0,07 

etil acetat 0,28 
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4�������������7�R�þ�Q�R�V�W metode 

 

�7�R�þ�Q�R�V�W (engl. Accuracy) �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H���S�U�H�G�V�W�D�Y�O�M�D���R�G�V�W�X�S�D�Q�M�H���U�H�]�X�O�W�D�W�D���P�M�H�U�H�Q�M�D��

od prave vrijednosti. �7�R�þ�Q�R�V�W��se mjeri na uzorcima (sirovina ili lijek) s dodatkom poznate 

�N�R�O�L�þ�L�Q�H���Q�H�þ�L�V�W�R�ü�D���Q�H�N�R�O�L�N�R���W�R�þ�D�N�D�����S�R�N�U�L�Y�D�M�X�ü�L���F�L�M�H�O�R���S�R�G�U�X�þ�M�H���S�U�L�P�M�H�Q�H���P�H�W�R�G�H. Potrebno 

�M�H�� �Q�D�S�U�D�Y�L�W�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�H�� �W�R�þ�Q�R�V�W�L�� �Q�D�� �P�L�Q�L�P�D�O�Q�R�� �W�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�D�� �Q�L�Y�R�D�� �L�� �S�U�L�S�U�H�P�L�W�L 

najmanje tri uzorka po nivou, odnosno potrebno je napraviti ukupno devet priprema [17, 

18]. 

�7�R�þ�Q�R�V�W�� �R�Y�H�� �P�H�W�R�G�H ispit�D�Q�D�� �M�H�� �Q�D�� �W�U�L�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�H�� �U�D�]�L�Q�H�� �R�W�R�S�L�Q�H��

standarda prema uputama opisanima u poglavlju 3.4.: niskoj (5 %, odnosno metanol, 2-

propanol, tert-butil-metil-eter, etil acetat �± 50 ppm), srednjoj (100 %, odnosno metanol, 

tert-butil-metil-eter, etil acetat �± 1000 ppm, 2-propanol �± 2000 ppm) i visokoj (120 %, 

metanol, tert-butil-metil-eter, etil acetat �± 1200 ppm, 2-propanol �± 2400 ppm). �â�H�V�W���S�X�W�D���M�H��

pripremljena otopina uzorka (unspike) prema uputama opisanima u poglavlju 3.5., a 

rezultati su iskazani u ppm i prikazani su u Tablici 10. 
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Tablica 10. Rezultati ispitivanja sirovina melatonina (unspike) za metanol, 2-

propanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat. 

 

Otapalo 
Broj 

priprema 

�3�R�Y�U�ã�L�Q�D�� 

pA*min 

Masa uzorka 

melatonina 

(�—�J) 

Koncentracija 

(ppm) 

Prosjek (n=6) 

(ppm) 

m
et

an
ol

 

1 0,006 50010 18 

22 

2 0,008 50030 23 

3 0,007 49098 21 

4 0,008 50040 23 

5 0,008 49990 23 

6 0,008 50040 23 

2-
pr

op
an

ol
 

1 0,137 50010 379 

353 

2 0,125 50030 346 

3 0,135 49098 381 

4 0,128 50040 354 

5 0,113 49990 313 

6 0,126 50040 348 

te
rt-

bu
til

-m
et

il-
et

er
 

1 0,052 50010 13 

12 

2 0,048 50030 12 

3 0,048 49098 12 

4 0,046 50040 12 

5 0,043 49990 11 

6 0,044 50040 11 

et
il 

ac
eta

t 

1 0,107 50010 114 

108 

2 0,099 50030 106 

3 0,103 49098 112 

4 0,100 50040 107 

5 0,093 49990 99 

6 0,101 50040 108 
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Za unspike uzorak, sa�G�U�å�D�M���R�W�D�S�D�O�D u uzorku mela�W�R�Q�L�Q�D���V�H���U�D�þ�X�Q�D���S�U�H�P�D���I�R�U�P�Xli  (2): 

 

�L�L�I���O�K�H�R�A�J�P
L
�º���æ�Ô�à�ã�ß�Ø

�¼���æ�Ô�à�ã�ß�Ø��

H
O�4�( 
P
H�s�r�r
H�s�r�r�r�r                                          (2) 

 

gdje je A sample �S�R�Y�U�ã�L�Q�D�� �S�L�N�D�� �]�D metanol, 2-propanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat u 

otopini uzorka, C sample je koncentracija otopine �X�]�R�U�N�D�� ���—�J���P�/��, RF je prosjek faktora 

odgovora (engl. Response Factor) za metanol, 2-propanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat 

u otopini standarda za test prikladnost sustava, a 10000 je pretvorba iz postotka u ppm. 

Na svakoj koncentracijskoj razini provedena su tri mjerenja, a rezultati su iskazani 

�N�D�R�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �S�U�L�Q�R�V�� ���H�Q�J�O����Recovery) i relativna standardna devijacija �S�R�Y�U�ã�L�Q�H, kriteriji 

prihvatljivosti, recovery % (80,0-120,0 %) i �5�6�'���”������ %. Rezultati su prikazani u Tablici 

11. Recovery % �V�H���U�D�þ�X�Q�D���S�U�H�P�D���I�R�U�P�X�O�L���������� 

 

�4�A�?�K�R�A�N�U���¨ 
L
�Ë�Ø�í�è�ß�ç�Ô�ç���æ�ã�Ü�Þ�Ø���:�ã�ã�à�;�?�Ë�Ø�í�è�ß�ç�Ô�ç���è�á�æ�ã�Ü�Þ�Ø���:�ã�ã�à�;

�½�â�×�Ô�á�Ô���Þ�â�á�Ö�Ø�á�ç�å�Ô�Ö�Ü�Ý�Ô���:�ã�ã�à�;
                                      (3) 

 

Tablica 11. Rezultati ispitivanja �W�R�þ�Q�R�V�Wi (spike) za metanol, 2-propanol, tert-butil-

metil-eter i etil acetat. 

 

Otapalo Nivo 
Broj 

priprema 

�3�R�Y�U�ã�L�Q�D 

pA*min 

�3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija 

(spike) (ppm) 

Masa 
uzoraka 

melatonina 
(mg) 

Dodana 
koncentracija 

(ppm) 

Recovery 
(%) 

RSD  
p�R�Y�U�ã�L�Q�D��

% 

 

RSD 

Ponavljanje/ 

% 

m
et

an
ol 

5 % 

1 0,363 1060,40 50,01 1017,40 102,1 

1,0 

4,5 

2 0,368 1074,57 50,03 1016,99 103,5 

3 0,361 1055,19 49,98 1018,01 101,5 

100 % 

1 7,823 22843,45 50,03 20235,86 112,8 

0,5 2 7,810 22796,38 50,05 20227,77 112,6 

3 7,755 22586,20 50,16 20183,41 111,8 

120 % 

1 9,062 26434,96 50,08 23997,60 110,1 

1,5 2 9,168 26738,83 50,09 23992,81 111,4 

3 9,338 27283,67 50,00 24036,00 113,4 
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2-
pr

op
an

ol 

5 % 

1 0,536 1483,23 50,01 1084,46 104,2 

0,6 

 

2 0,542 1499,23 50,03 1084,02 105,7 

2,7 

3 0,539 1492,42 49,98 1085,11 105,0 

100 % 

1 15,955 44133,26 50,03 40403,63 108,4 

0,4 2 15,833 43778,30 50,05 40387,48 107,5 

3 15,886 43828,51 50,16 40298,91 107,9 

120 % 

1 19,371 53528,79 50,08 48491,84 109,7 

1,9 2 19,504 53885,56 50,09 48482,16 110,4 

3 20,076 55565,72 50,00 48569,42 113,7 

te
rt-

bu
til

-m
et

il-
et

er
 

5 % 

1 4,621 1167,23 50,01 1113,58 103,8 

0,3 

 

2 4,648 1173,58 50,03 1113,14 104,4 

1,2 

3 4,619 1167,43 49,98 1114,25 103,7 

100 % 

1 89,840 22683,87 50,03 22111,55 102,5 

0,5 2 89,220 22518,32 50,05 22102,72 101,8 

3 90,069 22682,75 50,16 22054,25 102,8 

120 % 

1 104,306 26310,12 50,08 25204,81 104,3 

0,8 2 104,789 26426,68 50,09 25199,78 104,8 

3 105,916 26758,97 50,00 25245,14 105,9 

et
il 

ac
et

at 

5 % 

1 1,068 1141,16 50,01 1001,28 103,2 

0,2 

 

2 1,069 1141,77 50,03 1000,88 103,3 

1,9 

3 1,064 1137,57 49,98 1001,88 102,8 

100 % 

1 21,278 22726,55 50,03 21062,48 107,4 

0,6 2 21,043 22466,57 50,05 21054,07 106,2 

3 21,168 22550,46 50,16 21007,89 106,8 

120 % 

1 23,943 25547,44 50,08 23951,36 106,2 

1,0 2 24,010 25613,82 50,09 23946,58 106,5 

3 24,411 26088,48 50,00 23989,68 108,3  

 

�$�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �S�U�L�Q�R�V�� �M�H�� �Q�D�� �V�Y�H�� �W�U�L�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�V�N�H�� �U�D�]�L�Q�H���� �L�]�X�]�H�Y�� �P�D�Q�M�L�K�� �R�G�V�W�X�S�D�Q�M�D���� �X��

�L�Q�W�H�U�Y�D�O�X�� �R�G�� �������� �G�R�� �������� ������ �ã�W�R�� �]�Q�D�þ�L�� �G�D�� �M�H�� �Y�D�O�L�G�L�U�D�Q�D�� �P�H�W�R�G�D�� �W�R�þ�Q�D�� �X�� �ã�L�U�R�N�R�P��

koncentracijskom rasponu. �1�D�� �W�H�P�H�O�M�X�� �G�R�E�L�Y�H�Q�L�K�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�L�U�R�Y�L�Q�D��
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�P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�� �V�D�G�U�å�L�� �R�V�W�D�W�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �X�� �N�R�O�L�þ�L�Q�D�P�D�� �P�D�Q�M�L�P�D�� �R�G�� �R�Q�L�K�� �N�R�M�H�� �M�H��definirao 

�S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ i ICH smjernice. 

 

4.1.7. Preciznost metode 

 

Preciznost (engl. Precision) �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�J�� �S�R�V�W�X�S�N�D�� �S�R�N�D�]�X�M�H�� �S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D��

�N�U�R�]�� �V�H�U�L�M�X�� �P�M�H�U�H�Q�M�D�� �Q�D�S�U�D�Y�O�M�H�Q�L�K�� �Y�L�ã�H�V�W�U�X�N�L�P�� �X�]�R�U�N�R�Y�D�Q�M�H�P�� �L�� �D�Q�D�O�L�]�L�U�D�Q�M�H�P�� �L�V�W�R�J�� �X�]�R�U�N�D����

�3�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���V�H���P�R�å�H���U�D�]�P�R�W�U�L�W�L���Q�D���W�U�L���Q�L�Y�R�D�����S�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W�����H�Q�J�O����Repeatability), intermedijska 

preciznost (unutar laboratorija) (engl. Intermediate Precision) �L�� �U�H�S�U�R�G�X�F�L�E�L�O�Q�R�V�W�� ���L�]�P�H�ÿ�X��

laboratorija) (engl. Reproducibility) [17, 18]. 

 

4.1.7.1. Ponovljivost metode 

 

 �3�R�Q�R�Y�O�M�L�Y�R�V�W���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�H���P�H�W�R�G�H���R�G�U�H�ÿ�X�M�H���V�H���X�]�D�V�W�R�S�Q�R�P���D�Q�D�O�L�]�R�P���X�]�R�U�D�N�D���X�]�H�W�L�K���L�]��

�L�V�W�R�J�� �X�]�R�U�N�D�� �V�O�L�M�H�G�H�ü�L�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�X�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�X�� �P�H�W�R�G�X�� �W�R�þ�Q�R�� �N�D�N�R�� �M�H�� �Q�D�S�L�V�D�Q�R. Potrebno je 

napraviti ispitivanje ponovljivost na minimalno tri koncentracijska nivoa i pripremiti 

najmanje tri uzorka po nivou, ukupno devet priprema, ili najmanje 6 priprema pri 100 % 

ispitivane koncentracije [17, 18].  

�.�D�R���ã�W�R���M�H���Y�L�G�O�M�L�Y�R���L�]��Tablice 11., rezultati za RSD % ponavljanje su manji od 10 % 

�L�]���þ�H�J�D���V�H���P�R�å�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D���M�H���U�D�]�Y�L�M�H�Q�D���P�H�W�R�G�D���S�U�H�F�L�]�Q�D�� 

 

4.1.7.2. Intermedijska preciznost metode 

 

Intermedijska preciznost �P�H�W�R�G�H�� �M�H�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �P�H�W�R�G�H�� �G�D�� �S�R�V�W�L�J�Q�H dosljedne i 

�S�R�X�]�G�D�Q�H���U�H�]�X�O�W�D�W�H���W�L�M�H�N�R�P���Y�U�H�P�H�Q�D���� �X�]�� �U�D�]�O�L�þ�L�W�H���X�Y�M�H�W�H���W�H�V�W�L�U�D�Q�M�D�����D�O�L���V�O�L�M�H�G�H�ü�L���S�U�H�G�O�R�å�H�Q�X��

�D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�X���P�H�W�R�G�X���W�R�þ�Q�R�� �N�D�N�R���M�H���Q�D�S�L�V�D�Q�R�� �,�Q�W�H�U�P�H�G�L�M�V�N�D���S�U�H�F�L�]�Q�R�V�W���X�N�O�M�X�þ�X�M�H���S�R�Q�D�Y�O�M�D�Q�M�H��

istog eksperimenta kao u eksperimentu ponovljivosti, gdje je potrebno je eksperiment 

�S�R�Q�R�Y�L�W�L�� �N�R�U�L�V�W�H�ü�L��isti instrument na drugi dan [17, 18]. Drugi dan je 6 puta pripremljena 

otopina uzorka koja je spikan-a sa standardnom otopinom (100 %). Rezultati su prikazani u 

Tablici 12. T�D�N�R�ÿ�H�U, pripremljena je 3 puta otopina uzorka (unspike) prema uputama 

opisanima u poglavlju 5.5., a rezultati su prikazani u Tablici 13. Tablica 14. prikazje 

usporedbu rezultata ponovljivosti, limit prvog i drugog dana. 
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Tablica 12. Rezultati sirovine melatonin (unspike) za metanol, 2-propanol, tert-butil-

metil-eter i etil acetat za drugi dan rada.  

 

Otapalo 
Broj 

priprema 

�3�R�U�Y�U�ã�L�Q�D��

pA* min 

Masa 

uzorka 

melatonina 

(mg) 

Koncentracija 

(ppm) 

Prosjek 

(n=3) 

(ppm) 

m
et

an
ol 

1 0,008 49990,00 23 

22 2 0,007 50100,00 20 

3 0,008 50130,00 23 

2-
pr

op
an

ol
 1 0,131 49990,00 350 

341 2 0,124 50100,00 331 

3 0,128 50130,00 341 

te
rt-

bu
til

 

m
et

il-
et

er
 1 0,054 49990,00 13 

12 2 0,049 50100,00 12 

3 0,049 50130,00 12 

et
il 

ac
et

at 1 0,109 49990,00 114 

110 2 0,103 50100,00 108 

3 0,105 50130,00 110 
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Tablica 13. Rezultati sirovine melatonin (spike) za metanol, 2-propanol, tert-butil-

metil-eter i etil acetat za drugi dan rada. 

 

Otapalo Nivo 
Broj 

priprema 
�3�R�U�Y�U�ã�L�Q�D��
pA* min 

�3�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija  

(ppm) 

Masa 
uzorka 

melatonina 
(mg) 

Dodana 
konc. (ppm) 

Recovery 
(%) 

RSD 
(%) 

m
et

an
ol 

100 % 

1 7,569 21782,25 50,06 19828,21 109,7 

1,1 

2 7,468 21487,30 50,07 19824,25 108,3 

3 7,587 21838,41 50,05 19832,17 110,0 

4 7,687 22113,00 50,08 19820,29 111,5 

5 7,490 21563,52 50,04 19836,13 108,6 

6 7,642 21979,16 50,09 19816,33 110,8 

2-
pr

op
an

ol 

1 15,637 41749,75 50,06 39648,51 104,4 

1,2 

2 15,454 41252,91 50,07 39640,59 103,2 

3 15,725 41993,09 50,05 39656,43 105,0 

4 15,814 42205,46 50,08 39632,68 105,6 

5 15,322 40925,07 50,04 39664,36 102,3 

6 15,765 42066,29 50,09 39624,76 105,3 

te
rt-

bu
til

-m
et

il-
et

er
 1 81,424 19849,53 50,06 19653,54 100,9 

1,1 

2 80,346 19582,83 50,07 19649,61 97,9 

3 81,705 19922,02 50,05 19657,46 99,6 

4 80,755 19678,58 50,08 19645,69 98,4 

5 81,127 19785,04 50,04 19661,39 98,9 

6 82,19 20023,78 50,09 19641,76 100,2 

et
il 

ac
et

at 

1 21,154 22097,38 50,06 21010,31 104,6 

1,1 

2 20,889 21816,21 50,07 21006,11 103,3 

3 21,267 22219,86 50,05 21014,51 105,2 

4 21,513 22463,42 50,08 21001,92 106,4 

5 21,081 22029,93 50,04 21018,71 104,3 

6 21,446 22388,99 50,09 20997,72 106,1 

 



 

40 
 

Tablica 14. Usporedba rezultata ponovljivost na 100 % specifikaciji limit prvog i 

drugog dana (intermedijska preciznost metode). 

 

metanol 

 Prvi dan 
 

Drugi 
dan 

 
Prosjek 

p�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija 

22742,0 21793,9 

Standardna 
devijacija, 

SD 
136,9726 238,8906 

Pooled SD 214,764508 
Pooled RSD 

% 
1,0 

 

 
 

Vrijednosti ponovljivosti i srednje preciznosti su unutar definiranih granica za sva 

otapala (pooled RSD �”������������. Pooled �5�6�'���V�H���U�D�þ�X�Q�D���S�U�H�P�D���I�R�U�P�X�O�L�����������L���������� 

 

�5�&���L�K�K�H�A�@
L 
§�:�á�5�?�5�;�Ì�½�5�. �>�:�á�6�?�5�;�Ì�½�6�.

�á�5�?�á�6�?�6
                                   (4) 

 

gdje je: 

 

SD1 �± standardna devijacija od 3 priprema (n1) na nivo 100 % prvi dan, 

SD2 �± standardna devijacija od 6 priprema (n2) na nivo 100 % drugi dan. 

2-propanol 

 
Prvi dan 

 
Drugi dan 

 
Prosjek 

p�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija 

43913,4 41698,8 

Standardna 
devijacija, 

SD 

192,0910 505,6555 

Pooled SD 439,5185 
Pooled RSD 

% 
1,0 

etil acetat 

 Prvi dan 
 

Drugi 
dan 

 
Prosjek 

p�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija 

22581,2 22169,3 

Standardna 
devijacija, 

SD 

132,6860 239,4142 

Pooled SD 214,4118 

Pooled RSD 
% 

1,0 

tert-butil-metil-eter 

 Prvi dan 
 

Drugi 
dan 

 
Prosjek 

p�U�R�Q�D�ÿ�H�Q�D��
koncentracija 

22628,3 19807,0 

Standardna 
devijacija, 

SD 

95,2571 160,7848 

Pooled SD 145,11407 

Pooled RSD 
% 

0,7 
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�4�5�&���L�K�K�H�A�@
L
�5�&���L�K�K�H�A�@

�2�N�K�O�F�A�G���L�N�K�J�=�¯�A�J�A���G�K�J�?�A�J�P�=�?�E�F�A���K�@���L�N�R�K�C���E���@�N�Q�C�K�C���@�=�J�=
      (5) 

 

�1�D���W�H�P�H�O�M�X���G�R�E�L�Y�H�Q�L�K���U�H�]�X�O�W�D�W�D�����P�R�å�H���V�H���]�D�N�O�M�X�þ�L�W�L���G�D je priprema uzoraka ponovljiva 

�W�H���G�D���S�U�R�Y�R�ÿ�H�Q�M�H���D�Q�D�O�L�]�H���X �G�U�X�J�R�P���G�D�Q�X���L���N�R�U�L�ã�W�Hnje novo pripremljenih otopina �Q�H���X�W�M�H�þ�H��

�]�Q�D�þ�D�M�Q�R�� �Q�D�� �G�R�E�L�Y�H�Q�H�� �U�H�]�X�O�W�D�W�H���� �3�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �G�D�� �V�X�� �S�U�L�S�U�H�P�D�� �X�]�R�U�N�D�� �L�� �P�H�W�R�G�H�� �D�Q�D�O�L�]�H��

precizni. 

 

4.1.8. Raspon metode 

 

�5�D�V�S�R�Q���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�J pos�W�X�S�N�D���M�H���L�Q�W�H�U�Y�D�O���L�]�P�H�ÿ�X���J�R�U�Q�M�H���L���G�R�Q�M�H���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H analita u 

uzorku (uklju�þ�X�M�X�ü�L�� �W�H�� �N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�H���� �]�D�� �N�R�M�L �M�H�� �G�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L�� �S�R�V�W�X�S�D�N�� �L�P�D��

�R�G�J�R�Y�D�U�D�M�X�ü�X���U�D�]�L�Q�X���S�U�H�F�L�]�Q�R�V�Wi�����W�R�þ�Q�R�V�Wi i linearnosti [17, 18].  

Raspon za metanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat �M�H�� �X�W�Y�U�ÿ�H�Q od 50 ppm do 1200 

ppm i za 2-propanol od 50 ppm do 2400 ppm, za nominalne koncentracije uzorka od 50 

mg/mL. 

 

4.1.9. Stabilnost otopine standarda i uzorka 

 

Stabilnost otopine �V�W�D�Q�G�D�U�G�D�� �L�� �X�]�R�U�N�D�� �X�� �X�R�E�L�þ�D�M�H�Q�L�P�� �O�D�E�R�U�D�W�R�U�L�M�V�N�Lm uvjetima mora 

�E�L�W�L�� �R�G�U�H�ÿ�H�Q�D�� �N�D�N�R�� �E�L�� �V�H�� �X�Y�M�H�U�L�O�L da su uzorci i standardi dovoljno stabilni u periodu u 

�N�R�M�H�P���V�H���D�Q�D�O�L�]�D���W�U�H�E�D���L�]�Y�U�ã�L�W�L [18]. 

Ispitana je stabilnost za otopinu standarda za test prikladnosti sustava i za otopinu 

uzorka na sobnoj temperaturi i u hladnjaku (�X���K�O�D�G�Q�M�D�N�X���S�U�L�M�H���Q�H�J�R���ã�W�R���Ei se uzorak trebao 

analizirati, a odmrzavanje uzorka je pri sobnoj temperaturi). Rezultati su prikazani u 

Tablicama 15. i 16. 
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Tablica 15. Rezultati ispitivanja stabilnosti otopine prikladnost sustava za metanol, 

2-propanol, tert-butil-metil-eter i etil acetat. 

 

metanol 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 1,2 0,3 
T= 48 h 1,2 4,3 
 

tert-butil-metil-eter 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 0,1 0,7 
T= 48 h 0,6 4,6 

 

Tablica 16. Rezultati ispitivanja stabilnosti otopina uzorka za metanol, 2-propanol, 

tert-butil-metil-eter i etil acetat. 

 

metanol 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 3,3 3,1 
T= 48 h 9,2 8,9 

 

 

 

 

 

 

Za starije otopine, za svako poznato otapalo�����û % treba �E�L�W�L���”�����������������ã�W�R���]�Q�D�þi da su 

otopine stabilne 48 sati u hladnjaku i na sobnoj temperaturi. 

  

2-propanol 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 1,8 0,1 
T= 48 h 0,2 4,1 

etil acetat 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 0 0,6 
T= 48 h 0,1 3,5 

2-propanol 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 4,1 3,9 
T= 48 h 8,1 7,8 

tert-butil-metil-eter 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 4,6 4,3 
T= 48 h 9,1 8,7 

etil acetat 

Vrijeme 
Sobna 

temperatura 
Hladnjak 

�û���� �û���� 
T= 0 - - 
T= 24 h 3,5 3,2 
T= 48 h 7,2 7,1 
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5. Z�$�.�/�-�8�ý�$�.  

 

�8�� �R�Y�R�P�� �U�D�G�X�� �S�U�H�G�O�R�å�H�Q�D�� �M�H�� �+�6�6-GC-F�,�'�� �P�H�W�R�G�D�� �]�D�� �L�V�W�R�Y�U�H�P�H�Q�R�� �R�G�U�H�ÿ�Lvanje 

ostatnih organskih otapala (metanola, 2-propanola, tert-butil-metil-etera i etil acetata) u 

�V�L�U�R�Y�L�Q�L���P�H�O�D�W�R�Q�L�Q�D�����0�H�O�D�W�R�Q�L�Q���M�H���I�D�U�P�D�F�H�X�W�V�N�L���]�Q�D�þ�D�M�Q�D���V�L�U�R�Y�L�Q�D���N�R�M�D �V�H���P�R�å�H���N�R�U�L�V�W�L�W�L���N�D�R��

aktivna tvar u pripremi �V�L�U�X�S�D�� �L�O�L�� �W�D�E�O�H�W�D���� �E�X�G�X�ü�L�� �G�D regulira brojne tjelesne funkcije, od 

stanja budnosti i sna do fun�N�F�L�R�Q�L�U�D�Q�M�D���L�P�X�Q�R�O�R�ã�N�R�J���V�X�V�W�D�Y�D�� 

�2�S�W�L�P�L�]�L�U�D�Q�L�� �N�U�R�P�D�R�J�U�D�I�V�N�L�� �X�Y�L�M�H�W�L�� �R�P�R�J�X�ü�L�O�L�� �V�X�� �G�R�E�U�X�� �V�H�S�D�U�D�F�L�M�X�� �D�Q�D�O�L�W�D�� �X�Q�X�W�D�U�� ������

minuta te je razvijena pouzdana i jednostavna metoda. 

�6�Y�L�� �D�Q�D�O�L�W�L�� �S�R�N�D�]�L�Y�D�O�L�� �V�X�� �G�R�E�D�U�� �R�G�J�R�Y�R�U�� �L�� �X�V�S�M�H�ã�Q�R�� �X�� �G�H�W�Hktirani palmeno-

ionizacijskim deterktorom.  

Metoda je validairana prema ICH smjernicama i �R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���V�X kvantifikacijske granice 

metode koje iznose za metanol 1 %, 2-propanol 0,9 %, tert-butil-metil-eter 0,02 % i etil 

acetat 0,09 ������ �ã�W�R�� �]�Q�D�þi �G�D�� �V�H�� �V�Y�L�� �Y�H�ü�L��postotci od tih mogu kvantitivno odrediti. 

�'�H�W�H�N�F�L�M�V�N�H���J�U�D�Q�L�F�H���W�D�N�R�ÿ�H�U���V�X���R�G�U�H�ÿ�H�Q�H���L���L�]�Q�R�V�H za metanol 0,3 %, 2-propanol 0,3 %, tert-

butil-metil-eter 0,007 % i etil acetat 0,03 %���� �ã�W�R�� �]�Q�D�þi �G�D�� �Q�D�Y�H�G�H�Q�D�� �R�W�D�S�D�O�D�� �Q�H�ü�H�� �E�L�W�L��

detektirana u uzorku ukoliko su u uzorku prisutna u postotku manjem od tih. Time je 

�S�R�N�D�]�D�Q�R�� �G�D�� �R�Y�D�� �P�H�W�R�G�D�� �L�P�D�� �Y�H�O�L�N�X�� �V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�R�V�W���� �3�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�D�� �M�H��linearnost metode u 

�S�R�G�U�X�þ�M�X��5-120 % prema specifikacijskom limitu �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D ���N�� �“�� ���������������� �W�R�þ�Q�Rst 

���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�L���S�U�L�Q�R�V���X���U�D�V�S�R�Q�X��������-113 %) te prec�L�]�Q�R�V�W�����5�6�'���’���������������X���U�D�G�R�P���S�R�G�U�X�þ�M�X�� 

�,�]�� �U�H�]�X�O�W�D�W�D���O�L�Q�H�D�U�Q�R�V�W�L�� �L�� �W�R�þ�Q�R�V�W�L�� �S�R�W�Y�U�ÿ�H�Q�R�� �M�H�� �S�R�G�U�X�þ�M�H���U�D�G�D�� �P�H�W�R�G�H�� �R�G�� ���� do 1200 

ppm za metanol, tert-butil metil-eter i etil acetat, a za 2-propanol od 50 do 2400 ppm. 

Otopine standarda i uzorka stabilne su 2 dana na sobnoj temperaturi i u hladnjaku. 

Iako su ostatna otapala bila detektirana kao �R�Q�H�þ�L�ã�ü�H�Q�M�D���� �N�R�O�L�þ�L�Q�H�� �X�� �N�R�M�L�P�D�� �V�X�� �E�L�O�D��

prisutna nisu bile �Y�H�ü�H od �N�R�O�L�þ�L�Q�D�� �S�U�R�S�L�V�D�Q�L�K�� �,�&�+�� �V�P�M�H�U�Q�L�F�D�P�D i �Q�L�V�X�� �E�L�O�H�� �Y�H�ü�H�� �R�G��

gr�D�Q�L�þ�Q�L�K���N�R�Q�F�H�Q�W�U�D�F�L�M�D���N�R�M�H���V�X���Q�Dvdene u specifikaciji  �S�U�R�L�]�Y�R�ÿ�D�þ�D�� 

�5�H�]�X�O�W�D�W�L�� �L�V�S�L�W�L�Y�D�Q�M�D�� �X�S�X�ü�X�M�X�� �Q�D�� �P�R�J�X�ü�Q�R�V�W�� �G�H�W�H�N�F�L�M�H�� �L�� �R�G�U�H�ÿ�L�Y�D�Q�M�D�� �O�D�N�R�� �K�O�D�S�O�Mivih 

�R�U�J�D�Q�V�N�L�K���R�W�D�S�D�O�D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�L�K u sintezi melatonina s ciljem ispitivanja sigurnosti i provjere 

kvalitete ove sirovine�����D���N�R�U�L�ã�W�H�Q�D���+�6�6-GC-FID metoda se pokaza�O�D���N�D�R���Y�U�O�R���X�þ�L�Q�N�R�Y�L�W�D���L��

�S�R�X�]�G�D�Q�D���X���U�M�H�ã�D�Y�D�Q�M�X���Q�D�Y�H�G�H�Q�R�J���D�Q�D�O�L�W�L�þ�N�R�J���S�U�R�E�O�H�P�D�� 
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7. PRILOZI  

 

7.1. Popis kratica  

 

ADI  

ASD 

 

ASMT 

BP 

cAMP 

cGMP 

CNS 

CYP1A2 

ECD 

FID 

FDA 

 

GC 

GMP 

GPCRs 

HSS 

 

ICH 

 

 

 

IPCS 

 

LOD 

LOQ 

MT1 

MT2 

NPD 

�Ä�S�U�L�K�Y�D�W�O�M�L�Y�L���G�Q�H�Y�Q�L���X�Q�R�V�³�����H�Q�J�O����Acceptable Daily Intake)  

�R�E�R�O�M�H�Q�M�D���N�D�U�D�N�W�H�U�L�V�W�L�þ�Q�D���]�D���V�S�H�N�W�D�U���D�X�W�L�V�W�L�þ�Q�L�K���S�R�U�H�P�H�ü�D�M�D�����H�Q�J�O����Autism 

Spectrum disorders)  

gen koji kodira posljednji enzim sinteze melatonina 

Britanska farmakopeja  

�F�L�N�O�L�þ�Ni adenozin monofosfat 

�F�L�N�O�L�þ�Ni gvanozin monofosfat  

s�U�H�G�L�ã�Q�M�L���å�L�Y�þ�D�Q�L���V�X�V�W�D�Y�����H�Q�J�O����Central Nervous System)  

enzim iz skupine citoktroma P450  

detektor apsorpcije elektrona (engl. Electron Capture Detector) 

plameno-ionizacijski detektor (engl. Flame Ionization Detector)  

�$�P�H�U�L�þ�N�D���$�J�H�Q�F�L�M�D���]�D���K�U�D�Q�X���L���O�L�M�H�N�R�Y�H�����H�Q�J�O�� Food and Drug 

Administration)  

plinska kromatografija (engl. Gas Chromatography)  

dobra proizvodna praksa (engl. good manufacturing practice) 

receptori spregnuti s G proteinom (engl. G Protein-Coupled receptors,)  

plinska kromatografija s headspace injektiranjem, engl. Head Space 

Sampling)  

�0�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Qa konferencija �R���K�D�U�P�R�Q�L�]�D�F�L�M�L���W�H�K�Q�L�þ�N�L�K��zahtjeva za 

registraciju humanih lijekova (engl. The International Council for 

Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human 

Use) 

�0�H�ÿ�X�Q�D�U�R�G�Q�L���S�U�R�J�U�D�P���]�D���N�H�P�L�M�V�N�X���V�L�J�X�U�Q�R�V�W�����H�Q�J�O����International Program 

on Chemical Safety)  

Limit ili granica detekcije (engl. Limit of Detection)  

Limit ili granica kvantifikacije (engl. Limit of Quantitation) 

melatoninski receptor 1 

melatoninski receptor 2 

d�X�ã�L�N�±fosforni detektor (engl. Nitrogen Phosphorous Detector) 
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P-CREB 

PDE 

PKA 

PKC 

PLC 

PLOT 

 

RF 

SD1 

SD2 

S/N 

SST 

TCD 

TDI 

TSD 

WCOT 

 

WHO 

CREB-�Y�H�]�X�M�X�üi protein (engl. cAMP Responsive Element-Binding Protein) 

�Ä�G�R�S�X�ã�W�H�Q�D���G�Q�H�Y�Q�D���L�]�O�R�å�H�Q�R�V�W�³�����H�Q�J�O����Permitted Daily Exposure)  

protein kinaza A 

protein kinaza C 

fosfolipaza C  

�þ�H�V�W�L�F�D���þ�L�M�L���V�X���X�Q�X�W�D�U�Q�M�L���]�L�G�R�Y�L���L�P�S�U�H�J�Q�L�U�D�Q�L���þ�Y�U�V�W�R�P���I�D�]�R�P�����H�Q�J�O����Porous-

Layer Open-Tubular Columns) 

faktor odgovora (engl. Response Factor)  

standardna devijacija od 3 priprema (n1) na nivo 100 % prvi dan 

standardna devijacija od 6 priprema (n2) na nivo 100 % drugi dan 

�R�P�M�H�U���V�L�J�Q�D�O�D���L���ã�X�P�D 

test prikladnost sustava (engl. System Suitability Testing)  

d�H�W�H�N�W�R�U���W�H�U�P�L�þ�N�H���Y�R�G�O�M�L�Y�R�V�W�L�����H�Q�J�O����Thermal Conductivity Detecor)  

�Ä�W�R�O�H�U�L�U�D�Q�L���G�Q�H�Y�Q�L���X�Q�R�V�³�����H�Q�J�O����Tolerable Daily Intake)  

�W�H�U�P�L�R�Q�V�N�L���V�S�H�F�L�I�L�þ�Q�L���G�H�W�H�N�W�R�U�����H�Q�J�O����Thermionic Specific Detector)  

�þ�H�V�W�L�F�D���þ�L�M�L���V�X���X�Q�X�W�D�U�Q�M�L���]�L�G�R�Y�L���R�E�O�R�å�H�Q�L���W�D�Q�N�L�P���V�O�R�M�H�P���W�H�N�X�ü�H���I�D�]�H�����H�Q�J�O����

Wall-Coated Open Tubular) 

Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation) 
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za toksikologiju  

  

�2�V�R�E�Q�H���Y�M�H�ã�W�L�Q�H  

Materinski jezik Arapski jezik 

Strani jezici Engleski jezik �± aktivno u govoru i pismu 

Hrvatski jezik �± aktivno u govoru i pismu 

B2 

�5�D�þ�X�Q�D�O�Q�H���Y�M�H�ã�W�L�Q�H MS Office sustav 

 


