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1. UVOD

Voda je sveprisutna u nasim zivotima. Jo$ u Skoli se djecu uci kako bez vode ne bi bio
moguc¢ zivot kakvog danas poznajemo. Voda je tekucina bez boje, okusa i mirisa. Razlikuju se
podzemne vode, povrSinske vode, vode za ljudsku potrosnju i otpadne vode. Ovisno o podrijetlu
vode u njoj mogu biti otopljene razne Cestice, kao Sto su minerali, otopljeni plinovi, organske

ili anorganske tvari itd., koje mogu utjecati na njezinu kvalitetu [1].

U farmaceutskoj industriji kvaliteta vode je najvazniji parametar. Voda mora biti iznimne
kvalitete kako bi gotovi proizvod bio zdravstveno ispravan, ali i kvalitetan i time konkurentan
na trziStu. Upravo zbog toga stvorila se potreba za odredenim normama koje ¢e davati smjernice
o kvaliteti vode. Europska farmakopeja sadrzi sve norme i pravila ne samo o vodi nego i o svim
ostalim parametrima koji ulaze u farmaceutsku proizvodnju. To podrazumijeva sastav lijekova
i medicinskih preparata, te samu ¢istocu sirovina koje sluze za pripremu istih, ispitivanja koja
se provode na farmaceutskim preparatima, te podatci o meduproduktima raznih sinteza lijekova

[2].

Cilj ovoga rada bio je analizirati vodu koja se koristi u farmaceutskoj tvrtki Yasenka prema
postupcima opisanima u europskoj farmakopeji te utvrditi jesu li vrijednosti dobivene za analite

u skladu s vrijednostima koje su propisane za farmaceutsku industriju.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1 Europska farmakopeja

Farmakopeja je zbirka tekstova o kvalitativnom i kvantitativnom sastavu lijekova, o
ispitivanjima koja se vrSe na lijekovima, o sirovinama koje se koriste u samoj proizvodnji
lijekova, te o meduproduktima sinteze lijekova i medicinskih pripravaka [1]. Postoji vise verzija
farmakopeje ovisno o drzavama, te tako postoji: americka (engl. US pharmacopeia, USP-NF),
europska (engl. European pharmacopeia, Ph. Eur.), njemacka (njem. Deutsches arzneibuch,
DAB), francuska (engl. The French pharmacopeia, Ph. F.), Svicarska (engl. Swiss
pharmacopoeia, Ph. Helvetica), britanska (engl. British pharmacopoeia, BP), te japanska (engl.
Japanese pharmacopeia, JP). U ovom radu koriStena su pravila i smjernice iz europske
farmakopeje (Ph. Eur.). Europska farmakopeja ima pravno obvezuju¢i karakter i pruza jednake
za kvalitetu sastojaka, oblike doziranja 1 metode analize lijekova. Standardi europske
farmakopeje koriste se za lijekove za ljudsku i1 veterinarsku uporabu u svih 39 drzava
potpisnica, Sto ukljucuje sve drzave Europske unije pa tako i Hrvatsku. Europska farmakopeja
nastala je 1964. godine Konvencijom o izradi Europske farmakopeje koju vodi Vijeé¢e Europe.
Objavljuje ju Europska uprava za kvalitetu lijekova i zdravstvenu skrb (engl. European
Directorate for the Quality of medicines and Healthcare, EDQM). Ovo tijelo odgovorno je za
komisiju koja utvrduje osnovna nacela europske farmakopeje, ocjenjuje prijedloge za uvrstenje
novih tekstova, pregledava ukupni napredak postignut na programu rada, imenuje stru¢njake
koji su odgovorni za izradu monografija, te prihvaca i usvaja iste [2]. SjediSte je u Strasbourgu
u Francuskoj, a vijece se sastaje 3 puta godiSnje (najéesce u ozujku, lipnju i studenom) kako bi
usvojilo tekstove koje su predlozili stru¢njaci. Do veljace 2020. godine, zabiljezeno je 39 drzava
¢lanica i Europska unija koje su potpisnice Konvencije o izradi Europske farmakopeje. Osim
potpisnica, postoji 1 30 drzava promatraca, od kojih 5 europskih zemalja i 23 neeuropske zemlje,
Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation, WHO) i1 Tajvanska
agencija za hranu 1 lijekove (engl. Taiwan Food and Drug Administration, TFDA). Predstavnici
drzava clanica uglavnom dolaze iz zdravstvenih tijela, nacionalnih farmakopejskih tijela i
uglednih sveucilista. Prvo izdanje europske farmakopeje tiskano je 1969. godine. Nakon toga
novo izdanje objavljuje se svake tri godine, a svake godine se objavljuje dodatak s novim i
ispravljenim tekstovima. Trenutno vazece izdanje je 11. izdanje koje je objavljeno u studenom

2023. godine. Monografije zahtijevaju koriStenje razli¢itih referenci i referentnih materijala kao



mjerila za analiticka ispitivanja [3]. Hrvatska je postala potpisnica konvencije i Protokola o
izradi farmakopeje 1994. godine, ¢ime je na sebe preuzela obavezu primjene i postivanja pravila
farmakopeje u svakodnevnoj praksi. Takoder, potpisom Hrvatska ima pravo biranja delegata
koji ¢e sudjelovati u izradi novog izdanja farmakopeje. Postoji i Hrvatska farmakopeja (HRF)
koja je uskladena s tekstovima Europske farmakopeje. Izdaje ju Agencija za lijekove i
medicinske proizvode (HALMED), a cilj Hrvatske farmakopeje je koriStenje i ocuvanje

strunih farmaceutskih rijeci na hrvatskom jeziku [4,5].

2.2. Voda u farmaceutskoj industriji

Ljudi se svakodnevno susrecu s vodom i koriste ju u razlicite svrhe. Osim §to se koristi
za ljudsku potrosnju, koristi se i za industriju, farmaceutske i medicinske svrhe i mnoge druge.
Voda se zbog svog polarnog karaktera, visokog dipolnog momenta, svoje rasprostranjenosti
cesto koristi kao otapalo za razne farmaceutske pripravke i reagense. Osim toga voda, odnosno
prociS¢ena voda, koristi se za pranje, pripremu 1 ispiranje posuda u farmaceutskom laboratoriju.
Zbog napretka industrije, trziste je zahtijevalo sve vecu ¢isto¢u vode, te u konacnici kvalitetne
proizvode. To je dovelo do potrebe za jasno i precizno definiranje zakona o kvaliteti vode za
farmaceutsku upotrebu, te definiranje postupaka koji se koriste pri proizvodnji, ¢uvanju i
distribuciji vode jednakih u cijeloj Europi [6]. U vodi su otopljeni razli¢iti minerali, plinovi 1
organske tvari. Povecana koli¢ina otopljenih tvari moze smanjiti kvalitetu vode zbog Cega se
takva voda mora procistiti. Za to se mogu koristiti neke tradicionalne metode (npr. filtracija,
taloZenje, destilacija), no i nove poboljSane metode (npr. reverzna osmoza, elektrodijaliza,
primjena ultrazvu¢nog polja) [7]. S obzirom na namjenu, razlikuje se nekoliko vrsta voda u
Europskoj farmakopeji koje se razlikuju po svojim fizikalno-kemijskim i mikrobioloskim

svojstvima a one su opisane u 3 monografije vode za farmaceutsku upotrebu:

= Procis¢ena voda (engl. Water, purified; lat. Aqua purificata)
= Voda za injekcije (engl. Water for injections WFI; lat. Aqua ad iniectabile)
= Voda za pripremu ekstrakata (engl. Water for preparation of extracts; lat. Aqua

ad extracta praeparanda)

Europska farmakopeja daje samo precizna pravila i smjernice pri koriStenju vode, no ne daje
upute o tome koju vrstu vode je potrebno koristi u kojem slucaju i za koju namjenu. Zbog toga
je potrebno znanje i iskustvo o odredenom proizvodu i procesu kako bi se mogla izabrati

3



odgovarajuca priprema vode, kako bi ona zadovoljila sve kvalitete za odredenu namjenu. U
ovom istrazivanju koriStena je monografija - proc¢iS¢ena voda na koje ¢emo obratiti vise paznje.
Te se takoder u radu spominje ultra Cista voda koja je svrstana u ,,non monographed waters*,

no i ona ima svoje zahtjeve.

2.2.1 Pro¢i$c¢ena voda

Procis¢ena voda je prema Europskoj farmakopeji definiriana kao voda koja se koristi za
pripremu medicinskih preparata (lijekova), osim one koja treba biti sterilna i apirogena, sve dok
nije drugacije navedeno i odobreno [8]. Takva voda dobiva se iz vode koja je namijenjena za
ljudsku upotrebu procesima destilacije, demineralizacije, reverznom osmozom itd., a uva se u
dobro zatvorenom spremniku, koji ne smije mijenjati sastav vode. Pro¢i§¢ena voda treba biti
prozirna, bistra, bez boje i okusa [9]. U ovoj monografiji razlikuju se dvije vrste pro€iS¢ene
vode: proc¢is¢ena voda u rinfuzi ili na veliko (engl. Purified water in bulk) 1 pro¢is¢ena voda u
spremnicima (engl. Purified water in containers).

Procisc¢ena voda u rinfuzi priprema se postupcima destilacije, ionske izmjene, reverzne
osmoze ili bilo koje druge metode iz vode koja je pogodna za ljudsku upotrebu. Fizikalno-
kemijski 1 mikrobioloski zahtjevi za proc¢is¢enu vodu koje propisuje nadlezno tijelo prikazani
su u Tablici 1. Takva voda skladisti se 1 distribuira u odredenim uvjetima koji sprjecavaju rast

mikroorganizama 1 napravljeni su tako da izbjegnu bilo kakvu kontaminaciju [8].

Tablica 1. Parametri za pro¢i§¢enu vodu u rinfuzi prema monografiji iz Europske farmakopeje

(Eu. Ph. 04/2024:0008). Preuzeto 1 prilagodeno iz: [8].

ProciSéena voda u rinfuzi

Parametar
Eu. Ph. 04/2024:0008
Ukupni organski ugljik (TOC) <0,5 mg/L
Teski metali' <0,1 ppm
pH -
Vodljivost (pri 25°C) <5,1 uS/cm
(pri 20°C) <43 uS/cm
Mikrobioloska kontaminacija
- Ukupan broj aerobnih mezofilnih - <100 CFU*mL
bakterija - Odsustvo u 100 mL

Pseudomonas aeruginosa



Mikrobioloski endotoksini < 0,25 TU3/mL

lukoliko je vodljivost ve¢a od 1,1 pS/cm (20 C°) nije potrebno raditi analitu rizika prema FMEA-001-
Elementarna onecid¢enja-18.; 2CFU(engl. colony forming unit); *1U (engl. international unit)

Testovi koji se provode za ovakvu vrstu vode su testovi na nitrate ¢iji je maksimum 0,2 ppm
(engl. parts per million) osim ako proc¢is¢ena voda u rinfuzi udovoljava zahtjevima za vodljivost
propisanim za vodu za injekcije u rinfuzi, tada se test ne mora provoditi. Test na aluminij ¢iji
je maksimum 10 ppb (engl. parts per billion) radi se ako se voda koristi u proizvodnji otopina
za dijalizu, te test za mikrobioloSke endotoksine koji moraju biti ispod 0,25 IU/mL ako se voda

koristi za proizvodnju otopina za dijalizu [8].

Procis¢ena voda u spremnicima (engl. Purified water in containers) je procis¢ena voda
koja se puni 1 pohranjuje u uvjetima koji zadovoljavaju potrebnu mikrobioloSku kvalitetu. Ne
smije sadrzavati nikakve dodatne tvari. Zahtjev za izgledom je da je to bistra i bezbojna
tekucina. Testovi koji se provode na ovakvoj vrsti vode: kiselost ili alkalnost, oksidirajuce tvari,
kloridi, sulfati, amonijak, kalcij i magnezij, ostatak nakon isparavanja te mikrobioloska

kontaminacija ¢iji su kriteriji vidljivi u Tablici 2.[8].

Tablica 2. Kriteriji za odredene parametre mjerene u procis¢enoj vodi u spremnicima prema

monografiji iz europske farmakopeje (Eur. Ph. 04/2024:0008) Preuzeto 1 prilagodeno iz: [8].

Procis¢ena voda u spremnicima

Parametar
Eu. Ph. 04/2024:0008
Kiselost ili alkalnost Odsutnost plave/crvene boje
Oksidirajuce tvari Zadrzavanje blijedo - ruziCaste boje
Kloridi Otopina ne pokazuje promjene uizgled
Sulfati Otopina ne pokazuje promjene u
izgledu
Amonijak <0,2 ppm
Kalcij i magnezij Otopina Cisto plave boje
Ostatak nakon isparavanja <0,001%
Mikrobiolo$ka kontaminacija < 10> CFU/mL



Ukupan broj aerobnih mezofilnih
bakterija (engl. Total aerobic

microbial count, TAMC)

2.2.2. Ultra procis¢ena voda

Definicija ultra prociS¢ene vode prema Europskoj farmakopeji glasi da je to voda koja
se koristi u pripremi preparata gdje je potrebna voda s velikom bioloSkom kvalitetom, osim
kada je potrebna voda za injekcije. Takva voda dobiva se iz vode koja sluzi za ljudsku upotrebu
koju propisuje nadlezno tijelo. Voda prolazi proces reverzne osmoze u kombinaciji s nekim
drugim tehnikama kao $to su deionizacija vode i ultrafiltracija. U tom koraku nuZna je
ispravnost i odrzavanje sustava rada. Zahtjevi za izgledom su da je voda bistra i bezbojna
tekucina. Kako bi se osigurala kvaliteta vode redovito se provode validirani postupci mjerenja
elektri¢éne vodljivosti i vrijednosti ukupnog organskog ugljika (engl. Total organic carbon,
TOC). Zahtjevi kvalitete vode navedeni su u poglavlju 2.2.44. Europske farmakopeje pod
naslovom TOC Water 1 oni su za vodljivosti < 1,0 uS/cm pri 25°C i TOC 0,1 mg/L [10]. Ultra
procis¢ena voda (TOC water) se u ovom diplomskim radu koristila pri pranju i ispiranju
koriStenog posuda i1 pribora, te kao kalibracijska otopina i otapalo pri mjerenju ukupnog

organskog ugljika.

2.3. Testovi za prociS¢enu vodu u rinfuzi

2.3.1. Ukupni organski ugljik

Svaka voda, neovisno o tome koliko ¢ista bila, sadrzi odredenu koncentraciju organske
tvari. Razlikuje se ukupni ugljik koji se dobiva kao zbroj organski (vezan s Oz ili Hp) i
anorganski vezanog ugljika (vezan s karbonatnim ionima) u uzorku vode $to ukljucuje i sam
elementarni ugljik, te ukupni organski ugljik u kojem se gleda samo organski vezan ugljik u
uzorku vode. U ukupni organski ugljik spadaju i cijanati, tijocijanati i elementarni ugljik.
Ukupni organski ugljik (TOC) je vrlo precizna neizravna mjera organskih tvari (otopljenih i
neotopljenih) prisutnih u vodi koja se koristi za farmaceutsku upotrebu. Odredivanje ukupnog
organskog ugljika koristi se kao nespecifi¢ni indikator kvalitete vode ili Cisto¢e proizvodne
opreme, a moze se rabiti 1 za pracenje ucinka razlicitih postupaka u izradi lijekova [11]. TOC
analizator moze kvantitativno i kvalitativno odrediti sadrzaj ugljika u vodenim sustavima. Zbog
toga je prihvacen kao pokazatelj mjere gradskog i industrijskog otpada. Ova analiza je vrlo

bitna u farmaceutskoj industriji jer velika koncentracija organske tvari moze biti pokazatelj loSe



provedene filtracije, greske u sustavu procis¢avanja vode, koristi se za provjeru ¢istoce opreme
u validacijskim i rutinskim procesima radi sprjecavanja krizne kontaminacije (engl. Cross
contamination) proizvodom iz prethodnog proizvodnog ciklusa te neprikladnog skladistenja
vode u spremnicima. Takva voda onda moze uzrokovati zagadenje instrumenata i kvarove na
njima, kao i zagadenje i smanjenje kvalitete samog zavrSnog proizvoda. Za odredivanje TOC-
a poznato je puno prihvatljivih metoda. Uobic¢ajeni nain odredivanja TOC-a ukljucuje
uklanjanje anorganskog ugljika, a zatim se mjeri zaostali ugljik. Metoda zapoc€inje tako da se
standardna otopina analizira na uredaju za odredivanje TOC-a u odredenim vremenskim
razmacima, ovisno o ucestalosti mjerenja. Kao standardna otopina koristi se tvar za koju se
o¢ekuje da ¢e lako oksidirati (na primjer saharoza) u prilagodenoj koncentraciji. Prikladnost
sustava se odreduje analizom otopine koja sadrzi tvar za koju se smatra da ¢e teSko oksidirati
(npr. 1,4-benzokinon). Uredaji za odredivanje TOC-a veéinom rade na nacin da potpuno
oksidiraju organske molekule u uzorku vode, kako bi se stvorio ugljikov dioksid (CO3) ¢iju ¢e
koli¢inu uredaj izmjeriti, te se na temelju rezultata izracuna koncentracija ugljika u vodi. Pri
odredivanju TOC koristi se ultra pro¢is¢ena voda koja mora zadovoljavati parametar vodljivosti
(<1,0 uS/cm? na 25 °C) i ukupni organski ugljik (< 0,1 mg/L). Takav opisani postupak moze
se podijeliti na tri osnovna koraka: 1. Zakiseljavanje, 2. Oksidacija, 3. Detekcija 1 kvantifikacija

[8,12].
1. Zakiseljavanje se provodi kako bi se uklonio anorganski i hlapljivi organski ugljik.

2. Oksidacija je drugi korak analize u kojem se preostali ugljik u uzorku oksidira do
COz oblika. TOC analizatori provode oksidaciju na viSe nac¢ina: oksidacija katalitickim
spaljivanjem na visokoj temperaturi, fotooksidacija, foto-kemijska oksidacija,
termokemijska oksidacija. U ovom radu TOC analizator oksidaciju je provodio
kataliti€¢kim spaljivanjem, gdje se uzorak spaljuje u atmosferi kisika pri temperaturi od
680-1000 °C. Kao katalizator u pe¢nici se najcesce koristi platina. Oksidacija se provodi
nakon injektiranja, kada je sav uzorak preSao u plinovito stanje. Tada plin nosilac

prenosi CO; kroz instrument.

3. Detekcija se odvija preko NDIR detektora (engl. Nondispersive infrared sensor) koji
sluzi za mjerenje koncentracije plinova, a tehnika se bazira na principu da svaka
komponenta plina pokazuje jedinstveni apsorpcijski spektar u infracrvenom podrucju
(engl. Infrared, IR). Prednost ovakvog detektora je direktno i specificno mjerenje CO».
Mjerno podrucje TOC-a je 0 — 30 ppb, a prihvatljivost rezultata prema Europskoj
farmakopeji je: RSD (engl. Relative standard deviation) 85-115 % [8,12,13].



2.3.2. Elektri¢na vodljivost

Elektri¢na vodljivost je fizikalna veli¢ina koja opisuje mogucénost tijela da provodi
elektri¢nu struju, to jest opisuje koliko je tvar propusna za elektri¢nu struju. Ta veli¢ina je u
analizi vode vrlo bitna jer pokazuje prisutnost iona, te govori o njihovoj koncentraciji i
pokretljivosti. Upravo zbog toga otopine anorganskih spojeva pokazuju vecu elektricnu
provodnost, dok molekule organskih spojeva nisu dobri vodici. Najvecu elektri¢nu provodnost
imaju supravodi€i, zatim vodi¢i, poluvodici, elektroliti, dok najmanju provodnost imaju
izolatori. Na vodljivost osim vrste tvari utjece i temperatura, primjese i necisto¢e u uzorku, te
agregatno stanje. Zbog toga se pri mjerenju uvijek navode ocekivani rezultati pri tocno
odredenoj temperaturi. Mjerna jedinica elektri¢éne vodljivosti je mikrosimens po centimetru
(uS/cm), a kao instrument za provedbu mjerenja se koristi konduktometar. Pitka voda spremna
za ljudsku konzumaciju mora imati vodljivost manju od 1000 puS/cm dok procis¢ena voda za

farmaceutsku industriju mora imati vodljivost manju od 4,3 uS/cm pri 20 °C [8,14].

Konduktometar ili mjera¢ vodljivosti je instrument koji se koristi za mjerenje otpornosti
stupca tekuéine izmedu elektroda konduktometrijske celije. Takvi uredaji napajaju se
izmjeni¢nom strujom kako bi se izbjegla polarizacija elektrode. Konduktometrijska ¢éelija
sastoji se od dvije platinske elektrode medusobno usporedne i oblozene platinskim crnilom.
Takve elektrode obloZene su zastitnom cijevi jer su vrlo osjetljive te ih ona §titi od mehanickih
oStecenja 1 smanjuje mogucénost greSke uzrokovane efektom elektricnog polja. Sama elektroda
tj. senzor moze biti s dva (za mjerenje niske vodljivosti) 1 sa Cetiri (za mjerenje srednje do
visoke vodljivosti) pola i izradena je od robusnog materijala kao $to je nehrdaju¢i celik ili titanij.
Za mjerenje niske vodljivosti kao §to je za proc¢iS¢enu vodu koristi se elektroda niske konstante
¢elije. Pri radu s konduktometrom potrebna je tjedna kalibracija i dnevna verifikacija prije
upotrebe. Kalibracija konduktometra je empirijsko odredivanje konstante Celije mjerenjem
referentne otopine. Provodi se jer se konstanta ¢elije moZe promijeniti s vremenom zbog
utjecaja vanjskih kontaminanata ili naslaga. Verifikacija konduktometra je provjera ocitanja
vodljivosti provodenjem mjerenja u referentnoj otopini poznate nominalne vrijednosti. Ta dva

procesa provode se pod istim uvjetima kao mjerenje vodljivosti ispitivanog uzorka [8,15].

2.3.3. Odredivanje nitrata

Nitrati, molekulske formule NO3™ su soli dusi¢ne (nitratne) kiseline. U svojoj strukturi
sadrze tri atoma kisika, a u prirodi se mogu pretvoriti u nitrite koji sadrze dva atoma kisika
(NOy). Prisutni su u vodi, zemlji, zraku, a upravo zbog toga mogu dospjeti i u hranu namjenjenu

konzumaciji ili neke gotove proizvode. Posebno velika koncentracija nitrata je u zemljiStima u



kojima se rabi gnojivo, te je za takve vode potrebna veca i ucestalija kontrola. U tlu nastaju
raspadom biljne tvari, te sluze kao hrana za ostali biljni svijet. Velika koncentracija nitrata
smanjuje kvalitetu vode jer ubrzavaju proces eutrofikacije i dolazi do hipoksije, tj. premale
koli¢ine otopljenog kisika. Takva dugotrajna izlozenost moze imati za posljedicu izumiranje
pojedinih ekosustava. Takoder, kod ljudi moze izazvati nezeljene ucinke ukoliko dojencad
unese takvu vodu u organizam. U tom slu¢aju moze do¢i do methemoglobinemije gdje nitrati
prekidaju normalne tjelesne procese dojencadi. Kao i kod zivog svijeta, i u farmaceutskoj
industriji treba sprijeciti prekomjernu koncentraciju nitrata jer postoji moguénost kontaminacije
zavrS$nog proizvoda, a samim time i1 opasnosti po ljudsko zdravlje nakon konzumacije istog.
Nitrati se iz vode uklanjaju na vise nacina: destilacijom, reverznom osmozom i deionizacijom.
Prema Europskoj farmakopeji nakon provedenog testa otopina procis¢ene vode ne smije
pokazivati plavu boju (plava boja ukazuje na prisutnost nitrata), odnosno ne smije prelaziti

granicu od 0,2 ppm [17].

2.4. Testovi za prociS¢enu vodu iz spremnika

2.4.1 Kiselost ili luznatost

U kemiji, pH predstavlja koncentraciju vodikovih iona u vodi. Prisutnost tih iona nam
daje podatak je li voda kisela ili luznata. Prema pH ljestvici koja ima raspon od 1 do 14, kisele
tvari imaju vrijednost ispod 7, a luznate imaju vrijednost iznad 7. Neutralna voda je ona voda
koja ima pH = 7. Prema tome, voda koja je prihvatljiva za ljudsku upotrebu ima pH izmedu 6,5
1 8,5. Vrlo je vazno provoditi testove kiselosti ili luznatosti kako bi se odredila kakvoca vode.
Voda s viSim ili nizim pH vrijednostima moze ukazivati na kemijsko zagadenje ili zagadenje
teSkim metalima. Luznata voda mozZe biti neugodnog mirisa ili okusa, te moZze oStetiti slavinu
ili druge aparate koji koriste takvu vodu. Kisela voda moze uzrokovati neZeljene uc¢inke na
ljudsko zdravlje, te izazivati koroziju cijevi 1 aparature. Testovi za odredivanje vrijednosti pH
relativno su lagani i brzi. Za odredivanje se koriste razli€iti indikatori, koji promjenom boje

pokazuju vrijednost pH [17].

2.4.2. Odredivanje sulfata

Sulfati su soli ili esteri sumporne kiseline (H2SO4). Kako su oni prirodno prisutni u
stijenama i zemlji tako su vrlo €esto prisutni i u prirodnim vodama. Njihova koncentracija moze
varirati od nekoliko mg pa sve do nekoliko tisu¢a mg po litri (mg/L). Prisustvo sulfata u vodi

je nepozeljna jer ukazuje na neku vrstu zagadenja vode. Sulfati u vodi za pi¢e mogu dovesti do



zdravstvenih problema ukoliko je njihova koncentracija poviSena, a ponajviSe ostavljaju
posljedice na bebe i dojencad. Takoder, prisutnost sulfata moze dovesti do korozije cijevi. Zbog
toga je vrlo vazno odredivanje sulfata kako bi se dokazala kvaliteta vode, a testovi su

jednostavni i relativno brzi [18,19].

2.4.3 Odredivanje klorida

Pojam klorid moZze se odnositi na negativno nabijeni kloridni ion (CI) ili na neutralni
atom klora koji je u molekuli vezan jednostrukom vezom. Klorid je prirodni mineral koji se
nalazi u vodovodnoj vodi i nema Stetni u¢inak na zdravlje. Medutim, voda koja ima preveliku
koncentraciju klorida moze imati slani okus. Takoder, kao i prethodno navedene tvari, moze
izazvati koroziju cijevi 1 smanjiti kakvocu vode. Ispitivanje klorida moze se vrsiti na samom

mjestu uzorkovanja ili u laboratoriju vrlo jednostavnim i brzim metodama [20].

2.4.4. Odredivanje oksidirajuce tvari
Voda u kojoj je otopljena veéa koli¢ina kisika (O2) moze imati manju kakvocu jer je
veca prisutnost oksidirajucih tvari. Zbog toga je potrebno provoditi analize koje su relativno

brze i jednostavne, a promjene boje ukazuju na prisutnosti ili odsutnosti oksidirajuéih tvari [21].

2.4.5. Odredivanje kalcija i magnezija

Kalcij i magnezij su biogeni elementi i prirodno su prisutni u vodi. Oni ne mogu §tetno
utjecati na naSe zdravlje, nego upravo obrnuto, poZeljan je njihov unos kako bi se odrzala
normalna koli¢ina minerala. Tvrdo¢a vode uzrokovana je prisutnos$¢u soli kalcija i magnezija.
Tvrda voda nije poZeljna u farmaceutskoj industriji, te se zbog toga provode testovi koji ukazuju
na prisutnosti kalcija i magnezija. Testovi su relativno jednostavni a oslanjaju se na indikatore

i njihovu promjenu boje [22].

2.4.6. Odredivanje amonijaka

Pojam amonijak obuhvaca neionizirani (NH3) i ionizirani (NH4") oblik. Prirodna
koncentracija amonijaka u podzemnim 1 povrSinskim vodama ima vrijednost manju od 0,2
mg/L. Povecanje koncentracije amonijaka u vodi moze upucivati na pretjeranu bakterijsku
aktivnost vode, te vecu koli¢inu kanalizacijskog 1 Zivotinjskog otpada. Takva voda nije pogodna
za upotrebu u farmaceutskoj industriji, te je zbog toga potrebno redovno provodenje testova

kako bi se osigurala kvaliteta zavrSnog proizvoda farmaceutske industije [23].

2.4.7. Odredivanje ostatka nakon uparavanja
Test na ostatak nakon uparavanja provodi se kako bi se odredio broj otopljenih i

suspendiranih Cestica ili necisto¢a u vodi. Nakon prokuhavanja i uparavanja na posudu ostaje
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sloj zaostalih Cestica koje su prethodno bile otopljene u vodi. One su takoder bitan parametar
za kakvocu vode. U farmaceutskoj industriji ostatak nakon uparavanja mora biti manji od 0,001

%.

3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. ProciS¢ena voda u rinfuzi — Ukupni organski ugljik
3.1.1 Priprema uzorka

Uzorci su uzorkovani s dva ventila za proc¢is¢éenu vodu u postrojenju Yasenke, te su
oznaceni s PV-51PV-17. Oznake su dodijeljene prema oznaci broja na samome ventilu. Posude
u kojima se nalazio uzorak morale su biti iznimne ¢istoce 1 isprane s ultra ¢istom vodom. Posuda
se uzorkom puni gotovo do vrha posude kako bi ostalo $to manje prostora za zrak i kako bi se
na taj nacin smanjilo oneciS¢enje. Uzorak je potrebno ispitati Sto prije kako bi se smanjilo
onecis¢enje spremnika i ¢epa, a otvor boce se tijekom mjerenja zatvara parafilmom kako bi se
smanjilo povecanje izmjerene TOC vrijednosti zbog utjecaja COz iz zraka. Takoder, treba paziti
na prisutnost mjehuric¢a, koji mogu utjecati na tocnost rezultata. Ukoliko se uzorak ne analizira
odmah spremnik s uzorkom mora se dobro zatvoriti i cuvati u hladnjaku na temperaturi izmedu

2 — 8 °C, ne dulje od 24 sata.

3.1.2. KoriStene kemikalije, referentne tvari i instrumenti

Sve koriStene kemikalije bile su analiticke Cistoce.

e Klorovodicna kiselina, HC1 36%, (Fisher scientific)
e Fosforna kiselina, H3PO4 (Fisher scientific)

e Saharoza referentni standard, C12H22011 (USP)

e 1,4-benzokinon referentni standard, CsH4O2 (USP)
e Ultra ¢ista voda, UPW (Yasenka d.o.0.)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)
Instrumenti koriSteni pri radu su

e  Mikrovaga XPE205 (d = 0,001 mg), (Mettler Toledo)
e TOC - Lcpn analizator, (Shimadzu)
e Uredaj za dobivanje ultra Ciste vode (Gen pure UV-TOC/UF s x-Cad-om, Thermo

Scientific, Werner).
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3.1.3 Priprema otopina
Neposredno prije analize potrebno je pripremiti radne otopine saharoze i 1,4-

benzokinona. Sve otopine moraju biti pripremljene s ultra ¢istom vodom.

Stock otopina — saharoza (koncentracija 100 mg C /L; 100 000 ppb): U odmjernu tikvicu od 25

mL odvaze se 5,94 mg saharoze, otopi u ultracistoj vodi i nadopuni istom do oznake.

Radna otopina — saharoza (0,5 mg/L ; 500 ppb) priprema se iz stock otopine saharoze koja je
prethodno pripremljena i moze stajati 7 tjedana. U odmjernu tikvicu od 500 mL otpipetira se

2,5 mL stock otopine saharoze, razrijedi i nadopuni ultra ¢istom vodom do oznake.

Stock otopina - 1,4-benzokinon (koncentracija 50 mg C/L; 50 000 ppb): U odmjernu tikvicu od

100 mL odvaze se 7,5 mg 1,4-benzokinona, otopi u ultracistoj vodi i nadopuni istom do oznake.

Radna otopina — 1,4-benzokinon (0,5 mg/L ; 500 ppb) priprema se iz stock otopine 1,4-
benzokinona koja je prethodno pripremljena i moze stajati 7 tjedana. U odmjernu tikvicu od
250 mL otpipetira se 2,5 mL stock otopine 1,4-benzokinona, razrijedi i nadopuni ultra ¢istom

vodom do oznake.

3.1.3. Postupak analize

Prije samog pocetka analize potrebno je upaliti uredaj i ostaviti da radi minimalno 30
minuta kako bi se stabilizirao prema zadanim uvjetima. Potrebno je provjeriti tlak na ventilu
koji mora biti 2 bara. Takoder, treba provjeriti bocu unutar uredaja je li nadopunjena do oznake
ultra ¢istom vodom, te jesu li fosforna kiselina 25 % i kloridna kiselina 1 M koje sluze za
zakiseljavanje pri analizi valjanog roka trajanja. Zatim se postavljaju uvjeti TOC analizatora

koji su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Uvjeti TOC analizatora.

VRSTA ANALIZE NPOC
Metoda izracuna Linearna regresija
Jedinice ppb
Broj injektiranja (n) 3/5
Relativna standardna
devijacija (CY MAX) =2%
Broj ispiranja 2
Razrjedenje Automatsko
Protok plina 80 mL
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Vrijeme propuhivanja 5 min.
Postotak dodane Kiseline 1,5 %

Volumen injektiranja 816 uL

Nakon §to su se uspostavili uvjeti, potrebno je ispiranje sustava s ultra ¢istom vodom. Ispiranje
se provodi u Cetiri injektiranja, sve dok srednja vrijednost izmjerenih rezultata ukupnog
organskog ugljika (Mean Area) ne padne ispod 2,5 ppb. Ukoliko u Cetiri injektiranja ne padne
ispod 2,5 ppb, provode se jo§ dva dodatna injektiranja. Zatim se provodi kalibracija na 2 tocke:
injektira se ultracista voda O ppb (bez ukupnog organskog ugljika) i radna otopina saharoze
koncentracije 500 ppb koja sluzi kao tvar koja lako oksidira. Kalibracijska krivulja dobiva se u
5 injektiranja otopine saharoze. Zatim se provodi test prikladnosti sustava (engl. System
suitability test, SST) pomoc¢u prethodno pripremljene radne otopine 1,4-benzokinona
koncentracije 500 ppb koji sluzi kao tvar koja tesko oksidira, te se ista injektira 5 puta. Ukoliko
je vrijednost Recovery za test ispravnost sustava nakon provedenih 5 injektiranja u rasponu od
85 % do 115 %, prema Europskoj farmakopeji potrebno je obaviti i vizualni test uzorka.
Vizualnim testom provjerava se je li uzorak vode bistra i bezbojna tekuéina. Ako je vizualni
test u redu, uzorci vode su spremni za analizu. Spremnik s uzorcima vode mora biti napunjen

do vrha 1 otvor zatvoren parafilmom.

3.2. Procis¢ena voda u rinfuzi — test na nitrate

3.2.1. Priprema uzorka

Kao 1 za TOC, priprema uzroka za nitrate vrlo je jednostavna. Za uzorak se uzima
proc¢is¢ena voda s ventila u postrojenju Yasenke. Svo posude je velike analiticke Cistoce. U

epruvetu koja mora biti uronjena u ledenu vodu, doda se 5 mL uzorka vode koja se ispituje.

3.2.2. KoriStene kemikalije 1 instrumenti
Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.
e Kalijev klorid, KCI (Fisher scientific)
e Difenilamin, CéHsNHCsHs (Acros Organics)
e Sumporna kiselina, H2SO4 96 %-na, (Carlo Erba)
e Ultra Cista voda, UPW (Yasenka d.0.0.)
e Kalijev nitrat, KNOs (Fisher scientific)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)
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Instrumenti koristeni pri radu su:

Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)
Vodena kupelj ,WNB 22 (Memmert)

Od pribora koriStene su: odmjerne tikvice, epruvete, stalak za epruvete, kapalice i pipete.

3.2.3. Priprema otopina

Priprema standardne otopine nitrata (2 ppm NO3) provodi se u vise koraka.

1)

2)

3)

4)

Prvo je potrebno odvagati 0,163 grama kalijeva nitrata, te se odvagani kalijev
nitrat prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL, u koju se prenese manji volumen
prociséene vode te se uz primjenu ultrazvucne kupelji otopi. Zatim se odmjerna
tikvica nadopuni proc¢is¢enom vodom do oznake.

Iz dobivene otopine priprema se standardna otopina nitrata (100 ppm NO3).
Pripremljena otopina razrijedi se 10 puta na nacin da se u odmjernu tikvicu od
100 mL prenese 10 mL prethodno pripremljene otopine, a zatim se u odmjernu
tikvicu doda prociséena voda do oznake.

U trecem koraku pripremljena otopina (100 ppm NO3) razrijedi se 10 puta na
nacin da se u odmjernu tikvicu od 100 mL prenese 10 mL standardne otopine
nitrata (100 ppm NOs3), te se tikvica nadopuni pro¢is¢enom vodom do oznake.
Zadnji korak je pripremanje otopine nitrata (2 ppm NOs) na nacin da se
pripremljena otopina (10 ppm NO3) razrijedi 5 puta. U odmjernu tikvicu od 50
mL prenese se 10 mL standardne otopine nitrata (10 ppm NOs3), te se nadopuni

proc¢is¢enom vodom do oznake.

Kaljjev klorid (100 g/L) priprema se vaganjem 2,5 grama kalijeva klorida koji se

otpipetira u odmjernu tikvicu od 25 mL u kojoj se nalazi manji volumen procis¢ene vode te se

primjeni ultrazvucna kupelji kako bi se kalijev klorid otopio. Nakon otapanja odmjerna tikvica

se nadopuni istim otapalom do oznake.

Otopina difenilamina priprema se na nac¢in da se u tamnu odmjernu tikvicu od 25 mL

stavi 0,025 g odvaganog difenilamina i nadopuni 96 % sumpornom kiselinom do oznake.

Ukoliko je potrebno moZe se primijeniti ultrazvu¢na kupelj radi lakSeg otapanja.

Priprema referentne otopine se radi u isto vrijeme 1 na isti nacin kao i otopina uzorka.

Referentna otopina je smjesa 4,5 mL vode bez nitrata (ultra Cista voda) i 0,5 mL standardne

otopine nitrata (2 ppm NO3).
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3.2.4. Postupak analize

U stalak za epruvete poslazu se 3 epruvete (2 za uzorak i jedna za referentnu otopinu).
Epruvete moraju biti uronjene u ledenu vodu tijekom dodavanja pripremljenih otopina
(priprema otopina objasnjena u poglavlju 3.2.3. Priprema otopina). U epruvete se redom dodaje
0,4 mL otopine kalijeva klorida, zatim 0,1 mL otopine difenilamina i kap po kap, uz mijeSanje,
5 mL sumporna kiseline 96 %. Zatim se epruvete prenesu u vodenu kupelj na 50 °C i ostave 15

minuta. Prati se promjena boje tijekom 15 minuta.

3.3. Prociséena voda u rinfuzi — test elektri¢ne vodljivosti
3.3.1 Priprema uzorka

Za ovaj test nije potrebna priprema uzorka. Uzorak se uzorkuje s ventila za procis¢enu
vodu u posudu koja mora biti velike ¢istoce jer sve neCisto¢e mogu imati utjecaja na vodljivost.
Temperatura uzorka mora biti 19 + 2 °C, te se uzorak zbog toga morao hladiti u hladnjaku na 4

°C par minuta.

3.3.2. Koristene kemikalije 1 instrumenti

Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.

e Certificirana referentna otopina poznate vodljivosti 84 pS/cm pri 25 C°, (Mettler
Toledo )
e Certificirana referentna otopina za verifikaciju 10 uS/cm pri 25 C°, (Mettler

Toledo)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Za mjerenje vodljivosti koristen je konduktometar SevenCompact™ S230 (Mettler Toledo)

koji ima to€nost > 0,1 pS/cm.

3.3.3. Postupak analize

Prije samog pocetka analize potrebno je provesti kalibraciju 1 verifikaciju instrumenta.
To se radi pomocu certificiranih referentnih otopina poznate vodljivosti pri odredenoj
temperaturi. Referentne otopine trebaju imati temperaturu 25 °C kako bi pokazivale svoju
nominalnu vodljivost. Zatim se na instrumentu odabire kalibracija, te se mjeri vodljivost
certificirane referentne otopine poznate vodljivosti. Nakon kalibracije potrebno je provesti
verifikaciju, te se ona odabire na uredaju. Mjeri se vodljivost certificirane referentne otopine
poznate vodljivosti za verifikaciju. Ukoliko su vrijednosti vodljivosti izmjerene za referentne
otopine u skladu s o€ekivanima, instrument je spreman za rad. Uzorku (prethodno ohladenom

na zadanu temperaturu) mjeri se vodljivost na nac¢in da se u spremnik s vodom uroni elektroda

15



koja ne smije dodirivati stijenke posude. Na uredaju se pritisne tipka OK i uzorak, kao ni

elektroda se ne diraju dok se uvjeti ne stabiliziraju, zatim na uredaju ocita rezultat.

3.4. ProciS¢ena voda u spremnicima — test na Kkiselost ili luZnatost
3.4.1 Priprema uzorka

Priprema uzorka nije potrebna. Uzorak se uzorkovao s ventila u sklopu postrojenja
Yasenke. Posude je moralo biti velike Cistoce, jer svako oneciS¢enje i kontaminacija moze

dovesti do pogresnih rezultata.

3.4.2 Koristene kemikalije 1 instrumenti

Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.

e Metilensko crvenilo, indikator, (Fisher scientific)

e Bromtimolno modrilo, indikator, (Thermo Scientific)
e Etanol, CoHsOH 96 %-tni, (Carlo Erba)

e Natrijev hidroksid, NaOH (Fisher scientific)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

e Ultra cista voda, UPW (Yasenka d.o.0.)

e Klorovodic¢na kiselina, HCI 36%, (Fisher scientific)

Od pribora koriStene su: odmjerne tikvice, erlenmayerove tikvice, laboratorijske ¢ase, boca
kapalica, kapalice, pipete, tikvica od borosilikatnog stakla.
Od instrumenata koristeni su:
e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)
e Magnetna mijeSalica s grijanjem (IKA)
3.4.3. Priprema otopina
Otopina metilenskog crvenila priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 100 mL
prenese 50 mg odvaganog metilenskog crvenila i otopi u smjesi 1,86 mL 0,1 M natrijeva
hidroksida i 50 mL 96 % etanola. Nakon otapanja, tikvica se nadopuni pro¢is¢enom vodom do
oznake.
Otopina bromtimolnog modrila priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 100
mL prenese 50 mg odvaganog bromtimolnog modrila i otopi u smjesi 4 mL 0,02 M natrijeva
hidroksida i 20 mL 96 % etanola. Nakon otapanja, odmjerna tikvica nadopuni se pro¢is¢enom

vodom do oznake
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1 M otopina natrijeva hidroksida (4,2 g NaOH/100 mL) priprema se na nacin da se u
odmjernu tikvicu od 100 mL prenese 4,2 g odvaganog natrijeva hidroksida, otopi u manjem
volumenu ultra ¢iste vode i razrijedi istim otapalom do oznake.

1 M otopina klorovodi¢ne kiseline priprema se na nacin da se izvaze 10,3 g (8,8 mL)
klorovodi¢ne kiseline i prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL koja sadrzi 60 mL procis¢ene
vode 1 nadopuni do oznake s istim otapalom.

3.4.4. Postupak analize

Neposredno prije same analize potrebno je napraviti test osjetljivosti za pripremljene
indikatore. Test osjetljivosti za metilensko crvenilo provodi se na nacin da se u otopinu od 0,1
mL metilenskog crvenila i 100 mL ultra ¢iste vode, doda 0,05 mL 0,02 M klorovodi¢ne kiseline,
a zatim se doda 0,05 mL 0,02 M natrijevog hidroksida. Prati se promjena boje.

Test osjetljivosti za bromtimolno modrilo provodi se na nafin da se 0,3 mL otopine
bromtimolnog modrila pomijesa sa 100 mL ultra Ciste vode. Zatim se doda 0,1 mL 0,02 M
natrijevog hidroksida, te se prati promjena boje.
Kada su zavrSeni testovi osjetljivosti moze se krenuti s analizom.
1) U 10 mL svjeZe prokuhane 1 ohladene vode u tikvici od borosilikatnog stakla, prenese
se 0,05 mL otopine metilenskog crvenila, te se ponovno prati promjena boje.
2) U 10 mL svjeze prokuhane i ohladene vode u tikvici od borosilikatnog stakla, prenese

se 0,1 mL otopine bromtimolnog modrila, te se prati promjena boje.

3.5. ProcdiSéena voda u spremnicima — test na sulfate
3.5.1 Priprema uzorka
Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne Cistoce kako ne bi doSlo do kontaminacije i pogreske u rezultatu.

3.5.2. Kori$tene kemikalije 1 instrumenti
Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.
e Klorovodic¢na kiselina, HCI 36%, (Fisher scientific)
e Barijev klorid dihidrat, BaCl> x 2H>O (Merck)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Od instrumenata koriSteni su:
e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)
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Od pribora koristene su odmjerne tikvice, erlenmayerove tikvice, laboratorijske ¢ase, pipete i

boca kapalica.

3.5.3. Priprema otopina

Razrijedena klorovodi¢na kiselina priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 100
mL u kojoj se nalazi 60 mL prociS¢ene vode prenese 16,91 mL koncentrirane klorovodicne
kiseline. Zbog egzotermne reakcije otopina se ohladi, a zatim nadopuni pro¢iS¢enom vodom do
oznake.

Otopina barijeva klorida priprema se neposredno prije upotrebe. U odmjernu tikvicu od
100 mL prenese se 6,1 g odvaganog barijeva klorida, te otopi u malo proc¢is¢ene vode. Nakon
otapanja, tikvica se nadopuni procis§¢enom vodom do oznake. Otopina se cuva u posudu

izradenom od tamnog stakla.
3.5.4. Postupak analize

U 10 mL uzorka dodaju se prethodno pripremljene otopine (priprema opisana u
poglavlju 3.5.3. Priprema otopina). Dodaje se 0,1 mL razrijedene klorovodi¢ne kiseline i 0,1

mL otopine barijeva klorida. Prati se promjena boje otopine tokom sat vremena.

3.6. ProciSéena voda u spremnicima — odredivanje klorida
3.6.1 Priprema uzorka
Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne Cistoce kako ne bi doSlo do kontaminacije 1 pogreSke u rezultatu.
3.6.2. KoriStene kemikalije 1 instrumenti
Sve koriStene kemikalije bile su analiticke Cistoce.

e Dusic¢na kiselina (nitratna kiselina), HNO3; min. 65 %, (Fisher scientific)
e Srebrov nitrat, AgNOs, (Fisher scientific)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Od instrumenata koriSteni su:
e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)

Od pribora koriStene su odmjerne tikvice, erlenmayerove tikvice, laboratorijske case i pipete.
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3.6.3. Priprema otopina

Neposredno prije analize priprema se razrijedena duSi¢na kiselina na nacin da se u
odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira 14,4 mL duSi¢ne kiseline u 60 mL procis¢ene vode.
Zbog egzotermne reakcije otopinu je potrebno ohladiti, a zatim se tikvica nadopuni
proc¢is¢enom vodom do oznake.
Otopina srebrova nitrata priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 100 mL otpipetira
1,7 g srebrova nitrata, te otopi u malo proc¢is¢ene vode, a zatim nadopuni istim otapalom do
oznake. Pripremljenu otopinu potrebno je cuvati u posudu izradenom od tamnog stakla.
3.6.4. Postupak analize

U 10 mL uzorka dodaju se prethodno pripremljene otopine (priprema otopina opisana u
poglavlju 3.6.3. Priprema otopina). Dodaje se 1 mL razrijedene dusi¢ne kiseline i 0,2 mL

otopine srebrova nitrata. Otopina stoji 15 minuta 1 prati se promjena boje.

3.7. ProciSéena voda u spremnicima — odredivanje oksidirajucih tvari
3.7.1. Priprema uzorka

Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne ¢isto¢e kako ne bi doslo do kontaminacije i pogreske u rezultatu.

3.7.2. Koristene kemikalije 1 instrumenti
Sve koriStene kemikalije bile su analiticke Cistoce.
e Sumporna kiselina, H2SO496 %, (Carlo Erba)
e Kalijev permanganat, KMNO4 (KEFO)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Od instrumenata koriSteni su:

e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)
e Magnetna mijeSalica s grijanjem (IKA)
Od pribora koriStene su odmjerne tikvice, erlenmayerove tikvice, laboratorijske ¢ase, pipete i

boca kapalica.

3.7.3. Priprema otopina
Razrijedenu sumpornu kiselinu priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 100

mL u kojoj se nalazi 60 mL procis¢ene vode prenese 5,5 mL koncentrirane sumporne kiseline.
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Dolazi do egzotermne reakcije pa je otopinu potrebno ohladiti. Nakon hladenja, odmjerna
tikvica nadopuni se proc¢is¢enom vodom do oznake.

Otopina kalijeva permanganata (0,02 M) pripremi se na na¢in da se u odmjernu tikvicu od 50
mL otpipetira 160 mg odvaganog kalijeva permanganata, otopi u manjem volumenu proc¢is¢ene
vode i zatim nadopuni do oznake. Otopinu je potrebno zagrijavati sat vremena nakon ¢ega se

otopina hladi 1 naposljetku filtrira.

3.7.4. Postupak analize
U 100 mL uzorka otpipetira se 10 mL prethodno pripremljene razrijedene sumporne
kiseline i 0,1 mL 0,02 M kalijevog permanganata. Otopina se stavi na magnetnu mijesalicu s

grijaem 1 pusti da vrije 5 minuta. Tijekom tih 5 minuta prati se promjena boje.

3.8. ProciSéena voda u spremnicima — odredivanje kalcija i magnezija
3.8.1 Priprema uzorka

Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne ¢isto¢e kako ne bi doslo do kontaminacije i pogreSke u rezultatu.

3.8.2. Koristene kemikalije 1 instrumenti

Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.
e Amonijev klorid, NH4Cl, (Gram mol)
e Amonijak , NHj3 (konc.), (Fisher scientific)
e Natrijev klorid , NaCl (Merck)
e Indikator eriokrom crno T (Carlo Erba)
e Natrijev edetat,Ci0H12N2Na4sOg (Fisher scientific)
e Natrijev hidroksid, NaOH 1 M, (Gram mol)
e Magnezijev sulfat, MgSOs4, (Acros Organics)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Od instrumenata koriStene su:

e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)
e Mikrovaga XPE205 (d = 0,001 mg), (Mettler Toledo)

Od pribora odmjerne tikvice, laboratorijske case, pipete i boca kapalica.
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3.8.3. Priprema otopina

Potrebno je pripremiti viSe otopina neposredno prije same analize. Puferska otopina
amonijeva klorida pH =10 priprema se na nacin da se u odmjernu tikvicu od 50 mL odvaze 2,7
g amonijeva klorida, prenese u odmjernu tikvicu i otopi u 10 mL prociS¢ene vode. Zatim se
doda 17,5 mL amonijaka i nadopuni pro¢is¢enom vodom do oznake na odmjernoj tikvici.
Otopinu je potrebno sonificirati 10 minuta, a pH nije potrebno dodatno mjeriti jer za to ne

postoji zahtjev u Europskoj famakopeji.

Za pripremu otopina amonijaka , potrebno je dodati 14,8 mL koncentriranog amonijaka

u odmjernu tikvicu od 20 mL, te nadopuniti proc¢is¢enom vodom do oznake.

Indikator triturat mordant crnilo 11 priprema se na nacin da se pomijeSa 0,99 g natrijeva
klorida s 10 mg eriokrom crno T indikatora. Indikator se ¢uva u tamnoj hermeticki zatvorenoj

posudi.

Otopina natrijeva edeteata 0,01 M priprema se tako da se u odmjernu tikvicu od 100
mL koja sadrzi 50 mL prociS¢ene vode i 10 mL 1 M otopine natrijeva hidroksida prenese 0,375

g odvaganog natrijeva edeteata. Otopina se zatim nadopuni do oznake proc¢is¢enom vodom.

Otopina natrijeva hidroksida 1 M priprema se na nac¢in da se u odmjernu tikvicu od 100
mL prenese 4,2 g natrijeva hidroksida i otopi u manjem volumenu ultra ¢iste vode. Ukoliko je
potrebno otapanje se moze potpomognuti ultrazvu¢nom vodenom kupelji. Nakon toga, tikvica

se nadopuni ultra ¢istom vodom do oznake.

3.8.4. Postupak analize

Prije same analize prema Europskoj farmakopeji potrebno je provesti test osjetljivosti
za triturat mordant crnilo 11. Potrebno je otopiti 50 mg pripremljenog indikatora u 100 mL
procis¢ene vode. Zatim se dodaje 0,3 mL pripremljenog razrijedenog amonijaka. Na posljetku
se u istu otopinu dodaje 0,1 mL 10 g/L otopine magnezijeva sulfata. Pri svakom koraku prati

se promjena boje.

Kada je indikator proSao test osjetljivosti moze se krenuti na samu analizu. U 100 mL uzorka
prenese se 2 mL puferske otopine amonijeva klorida pH = 10, 50 mg triturat mordant crnila 11

10,5 mL 0,01 M natrijeva edeteata. Prati se promjena boje.
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3.9. ProciS¢ena voda u spremnicima — odredivanje amonijaka
3.9.1. Priprema uzorka

Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne ¢isto¢e kako ne bi doslo do kontaminacije i pogreske u rezultatu.

3.9.2. Koristene kemikalije 1 instrumenti
Sve koristene kemikalije bile su analiticke Cistoce.
e Kalijev jodid , KI, (Fisher scientific)
° Zivin(II) jodid (crveni), Hglz, (Acros Organics)
e Natrijev hidroksid , NaOH, (Fisher scientific)
e Sumporna kiselina, H>SO4 96 %, (Carlo Erba)
e Amonijev klorid, NH4CL, (Gram mol)

e ProciS¢ena voda, PW (Yasenka d.o.0.)

Od instrumentacije koristena su:

e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
e Ultrazvucna kupelj, Sonorex digitec dt 514h (Bandelin)

e Aparatura za destilaciju

Koristeni pribor: odmjerne tikvice, laboratorijske caSe, pipete 1 boce kapalice.

3.9.3. Priprema otopina

Potrebno je pripremiti otopinu amonijeva klorida (0,0741 g/100 mL) na nacin da se
odvaze 0,0741 g amonijeva klorida i prenese u odmjernu tikvicu od 100 mL, te otopi u malo
proc¢is¢ene vode uz primjenu ultrazvucne kupelji. Nakon Sto se amonijev klorid otopio tikvica

se nadopuni procis¢enom vodom do oznake.

Za pripremu vode bez amonijaka prvo je potrebno sloziti aparaturu za destilaciju kao Sto je
vidljivo na Slici 1. Zatim se u 100 mL prociS¢ene vode doda 0,075 mL koncentrirane sumporne
kiseline, te se otopina destilira. Prvih 10 mL destilata se odbaci, a zatim sakupi 50 mL

preostalog destilata.
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Tnla

Plamenik =D " Tikvica za
= b1 destilat

Slika 1. Aparatura za destilaciju.

Priprema standardne otopine amonijaka (1 ppm NH4) provodi se u vise koraka:

Prvo se pripremi standardna otopina amonijaka (2,5 ppm NHa) na nacin da se neposredno prije
upotrebe razrijedi 100 puta prethodno pripremljena otopina amonijevog klorida. U odmjernu
tikvicu od 100 mL prenese se 1 mL pripremljene otopine i odmjerna tikvica nadopuni se
proc¢is¢enom vodom do oznake. Zatim se pripremljena otopina (2,5 ppm NHa) razrijedi 2,5 puta.
U odmyjernu tikvicu od 50 mL prenese se 20 mL standardne otopine amonijaka (2,5 ppm NHy)

1 nadopuni proc¢iS¢enom vodom do oznake.

Otopina natrijeva hidroksida (25 g/100 mL) priprema se tako da se u odmjernu tikvicu
od 100 mL prenese 25 g odvaganog natrijeva hidroksida, te se otopi u malo proc¢iséene vode uz

primjenu ultrazvu¢ne kupelji. Zatim se otopina ohladi i nadopuni istim otapalom do oznake.

Potrebno je pripremiti i luznatu otopinu kalijeva tetrajodomerkurata, tako da se u
odmjernu tikvicu od 100 mL prenese 11 g odvaganog kalijeva jodida i 15 g zivina(Il) jodida ,
te otopi u malo proci§¢ene vode uz pomo¢ ultrazvuéne kupelji. Nakon otapanja tikvica se
nadopuni istim otapalom do oznake. Neposredno prije upotrebe, pomijesa se 10 mL ove otopine

s 10 mL pripremljene otopine natrijeva hidroksida.

3.9.4. Postupak analize

U isto vrijeme pripremaju se dvije otopine za analizu: uzorak i referentna otopina. Kao
referentna otopina koristi se smjesa 4 mL standardne otopine amonijaka (1ppm NHg) 1 16 mL
vode bez amonijaka, te se istovremeno s uzorkom u referentnu otopinu prenese 1 mL luZnate
otopine kalijeva tetrajodomerkurata. Druga epruveta s uzorkom sadrzi 20 mL uzorka vode i 1
mL luznate otopine tetrajodomerkurata. U obje epruvete prati se promjena boje prema okomitoj

osi epruvete kroz 15 minuta.
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3.10. ProciS¢ena voda u spremnicima — analiza ostatka nakon uparavanja
3.10.1. Priprema uzorka

Za ovu analizu nije potrebna priprema uzorka. Uzorak je uzorkovan u bocu koja je

iznimne ¢isto¢e kako ne bi doslo do kontaminacije i pogreske u rezultatu.

3.10.2. Kemikalije i instrumentacija

Za ovu analizu nisu bile potrebne kemikalije, samo uzorak. Od instrumenata koristila se

e Analiticka vaga XP56 (d=0,01 mg), (Mettler Toledo)
¢ Susionik (Binder)
e Magnetna mijesalica s grijanjem (IKA)

Od pribora bile su potrebne laboratorijske ¢ase, posuda za uparavanje, pinceta i eksikator.

3.10.3. Postupak analize

Prije pocetka analize, posudicu za uparavanje potrebno je izzariti na 105 °C u suSioniku,
te temperirati u eksikatoru i zatim izvagati. Nakon toga u posudicu se prenese 100 mL uzorka i
posudica s uzorkom zatim se stavlja u vodenu kupelj. Nakon uparavanja, posudica se prenosi
u susionik na temperaturu 100-105 °C. Nakon S$to se posudica s uzorkom osusila i ohladila,

ponovno se vaze. Rezultat je razlika mase posudice prije 1 nakon uparavanja.

4. REZULTATI I RASPRAVA

4.1. Ukupni organski ugljik
4.1.1. Ispiranje sustava

Rezultati dobiveni ispiranjem sustava koje je provedeno u 4 injektiranja prikazani su u
Tablici 4 te Slikama 2 1 3. Sustav je pogodan za rad ako je srednja vrijednost koncentracija CO>
koja je oslobodena i izmjerena nakon injektiranja 4 otopine (Mean Area) ispod 2,5. Kako je
vidljivo na Slici 2 vrijednost Mean Area u prvom ispiranju bila je 3,245 §to ne zadovoljava

uvjete zbog Cega se ispiranje provelo jos jednom.

Tablica 4. Prikaz rezultata dobivenih prvim ispiranjem sustava nakon 4 injektiranja.

248 0,000pp 816ul] 1,000 0532024, 5:45:48

| IS 000ppl 816w 1,000 P5I202 85T
B_| e |  Gwwew sied Loy | =—— 0
d 4,613 0,000ppe  Bl6ull 1,000 25.3,2024. 9:05:06
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Acid Add. 1 500%
Sparge Gas Flow #0ml

Sp. Time 300,0s¢c
Mean Area 3245
Mean Cone. 0.000ppb
SDArea 1,181
CV Area 1640%
5D Cone 0.000
CV Cong 0.00%

Slika 2. Prikaz statisti¢ki obradenih rezultata iz Tablice 4.

e
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Slika 3. Graf dobiven mjerenjem signala mV/min za vrijeme prvog ispiranja.

Kako rezultati nakon prvog ispiranja nisu zadovoljavali uvjete potrebne za odredivanje TOC u
uzorcima vode, sustav je ispran drugi put. Rezultati dobiveni nakon drugog ispiranja prikazani
su u Tablici 5 te na Slikama 4 1 5. Na Slici 4 vidljivo je da je vrijednost Mean area 2,181 §to
zadovoljava uvjet da je vrijednost Mean Area ispod 2,5. Na Slici 5 vidljivo je da nema znacajnih
promjena u signalu. Uredaj se nakon drugog ispiranja mogao koristiti za odredivanje ukupnog

organskog ugljika.

Tablica S. Prikaz rezultata dobivenih drugim ispiranjem sustava nakon 4 injektiranja.

[ 2241 0.000pph Blbwd] | 000 @5 J-..I-'Jl-i G2 2034

3| 24m | 0,000ppH  B1Gul] 1,000 2533034, 0:37:30
L 0.000pph  SlGul] 1000 | - F33.3024. 9:33:34
& 13550 | O000ppt]  ®lbull 1,000 i B 13004, 93042

Acid Add 1.5080%4

Sparge Gas Flow BOmi

Sp. Time 300,05

Mean Area 218l

Mean Con, 0,000p;

5D Araa 0.5414

CV Area 24,839,

5D Conc 0000

CV Conc 0.00%

Slika 4. Prikaz statisti¢ki obradenih rezultata iz Tablice 5.
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Slika 5. Graf dobiven mjerenjem signala mV/min za vrijeme drugog ispiranja.

4.1.2. Kalibracija

Kako bi konstruirali kalibracijsku krivulju s dvije tocke kao $to je prethodno objasnjeno u
poglavlju 3.1.3, prvo se provelo 5 injektiranja vode ali se kao prosjek uzela su se samo 3
mjerenja (dobiveni rezultati prikazani u Tablici 6 i Slikama 6 i 7). Prva dva rezultata
zanemarena su jer prelaze maksimalnu vrijednost standardne devijacije i koeficijenta varijacije,
Mean Area za vodu iznosi 1,620. Na Slici 7 jasno je vidljivo kako je signal za vodu oko 0

tijekom vremena.

Tablica 6. Prikaz rezultata dobivenih injektiranjem vode kao standardnu otopinu za nultu tocku

kalibracije.

Cone: 0,000ppb

1 1,159 Blbul] 1000 ®revss® | E [P537004 9:35:33

B[ 2020 | sieul| L0y TR pSO0N. 100223
i] | Bloul] 1,000 . 5. 3.2024, 10:09:02
| 78 | Sieul] 1000 Sesesss [P 33024. 10:1444
g | L3 | Bloul] 1,000 ==evess P5.32024. 10:2340)
Acid Add. 1, 500%
Sparge Gas Flow E0ml
Sp. Time 300, 0sec
Maan Area 1,620
50 Araa 0.2033
CV Area 12,55%

Slika 6. Prikaz statisti¢ki obradenih rezultata iz Tablice 6.
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Slika 7. Graf dobiven mjerenjem signala mV/min za vrijeme injektiranja vode kao standardne

otopine za nultu tocku kalibracije.

Standardna otopina saharoze injektirala se samo 3 puta i izraCunao se prosjek, no ukoliko

rezultati injektiranja prelaze maksimalnu vrijednost standardne devijacije i1 koeficijenta

varijacije moze se napraviti i viSe injektiranja (maksimalno 5) za potvrdu rezultata. Kako je

vidljivo na Slici 8 Mean Area za saharozu iznosio je 33,76, a na Slici 9 jasno se vide pikovi

saharoze u jednakim amplitudama kroz jednako vrijeme.

Tablica 7. Prikaz rezultata dobivenih injektiranjem otopine saharoze kao standardne otopine

za drugu tocku kalibracije.

Conc: 500,0ppb

25.3.2024. 10:37:37
DS 33034, T0:44:15

HiGuli 1000 weerees
-H-.E-EII.IJ.J— |I'm.|: [TIII T

BlGul] 1,000 =sevess | 2532074 [0:50:38
Acid Add. 1.500%%

Sparge Gas Flow B0mil

Sp. Time 300 Osec

Mean Area 313,76

5D Araea {2859

Oy Area 0,86%:

Slika 8. Prikaz statisti¢ki obradenih rezultata iz Tablice 7.

Signal[mV] 10 | - : r— ; p————j

a 2 4 6 ] 10 12 14 16 18 20 Time{min]

Slika 9. Graf dobiven mjerenjem signala mV/min za vrijeme injektiranja otopine saharoze kao

standardne otopine za drugu tocku kalibracije.
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Nakon izmjerenih koncentracija obje kalibracijske otopine, konstruirana je kalibracijska
krivulja ¢iji koeficijent determinacije (R?) iznosi 1,0000 $to zadovoljava uvjete Europske

farmakopeje. Nagib ima vrijednost 0,06429. Rezultati i graf vidljivi su na Slici 10.

Slope: Area 37,1397
Intercepl 0,000

2 -

r 1,0000

Zaro Shift Yes
18
9
0

0 60 120 180 240 300 360 420 480 550 Conc[ppb]

Slika 10. Kalibracijska krivulja.

4.1.3. Ispitivanje prikladnosti sustava

Nakon saharoze analizirana je standardna otopina 1,4 — benzokinona kako bi se provelo
ispitivanje prikladnosti sustava. Uredaj je vrSio 4 injektiranja, gdje je rezultat za jedno
injektiranje (2. injektiranje) malo odstupao od ostalih, te ga je uredaj zanemario kod raCunanja
prosjeka (Tablica 8). Na Slici 11 vidljivo je da je izraCunata vrijednost Mean Area za 1,4 —
benzokinon iznosila 33,67. Na Slici 12 moze se jasno vidjeti kako je signal izlazio u jednakim
amplitudama, te su pikovi podjednake veli¢ine. U¢inkovitost odgovora (engl. Recovery, RSD)
iznosio je 99,71 % Sto zadovoljava zahtjeve Europske farmakopeje koji nalazu da RSD iznosi

izmedu 85 -115 %. Time je pokazano kako je sustav prosao test prikladnosti.

Tablica 8. Rezultati dobiveni ispitivanjem prikladnosti sustava.

W | S0l Blbul 100

LR Standand saharoza 2024 03 25 19 44 17cal  PS.32024. 11:17:52

£ .03 30dppd  Blull 1000 E Bkindard sahorozn 3024 03 25 00 44 17.col 0532094 [1:2347
RN S180ppH  Bloall 1000 Btandard saharoza.2024 03 25 00 44 [Tcal  [5.93074. [1:30:33
4 LRI §192pph  Sloul; 1000 Standanl saharoz 2024 03 35 00 4 [Tl 2583004 (1 Va4

Acid Add, 1.500%

Sparge Gas Flow B0l

Sp. Time 300.0sec

Mean Area 3367

Mean Cone. 523 Tppb

SD Area 0.5730

CV Area 1.70%

5D Conc B913

CV Conc 1.70%

Slika 11. Prikaz statistiCki obradenih rezultata iz Tablice 8.

28



SignalfmV] 10
G ¢

3

l
—

[
QL = .
4] 2 4 6 -] 10 12 14 16 IR 20

Tirmelmin]

Slika 12. Rezultati TOC uredaja dobiveni ispitivanjem prikladnosti sustava

4.1.4. Analiza TOC u uzorcima vode

Rezultati za prvi uzorak vode (uzorak PV-5) prikazani su u Tablici 9 i Slikama 13 1 14. 1z

rezultata je vidljivo kako je ukupna prosje¢na koncentracija organskog ugljika u uzorku 61,68

ppb (Slika 13), sto zadovoljava zahtjeve Europske farmakopeje koji nalazu da koncentracija

mora biti manja od 500 ppb (0,5 mg/L). Uredaj je injektirao uzorak 5 puta, no samo su 3 ulazila

u prosjek (1., 2. i 4. injektiranje). Ovim testom pokazalo se kako je ispitivana voda prikladna

za koristenje u farmaceutske svrhe.

Tablica 9. Rezultati TOC uredaja dobiveni za uzorak PV-5.

BlGul| 1.0001 Standard saharoza 2024 03 25 09 44 17l 532024, 1152409

[5.3.2024, [1:58:38

T 0.53pph  Bleul] |, E_Siandard saharoza 2024 03 25 09 43 ITcal  [25.3.0024, 12:04:30 i

i
[+ 4,298 b0 S0ppti  Bl6ull 1,00 Siandard saharoza 2024 03 25 0% 44 1Tl 253.2024. 120109 [
P | 2% | 20,0ppy__Siowl]. 1000 F [Praaded sibivor 2004 0 2500 M1t RSSH008 1200 |

Acid Add. 15007
Sparge Gas Flow 80ml

Sp. Time 00 Dsec
Mean Area 31965
Mean Conc. 1.568pph
SD Area 0,4349
GV Area 10.97%
S0 Conc 6.765
CV Cong 10,97%

Slika 13. Prikaz statistiCki obradenih rezultata iz Tablice 9.

Signal[mV] 10

[
11}

0 2 4 6 B 0 12 14 16 18 20

Slika 14. Graf dobiven mjerenjem TOC za uzorak PV-5.

Time[min)

29



Uzorak PV-17 takoder je pokazao dobre rezultate. Provedeno je 5 injektiranja, od kojih je samo
3 uslo u prosjek (1., 2. i 3. injektiranje). Dobiveni rezultati prikazani su u Tablici 10 te na
Slikama 15 i 16. Ukupna prosje¢na koncentracija organskog ugljika u uzorku iznosila je 36,34
ppb (Slika 15) Sto takoder zadovoljava uvjete Europske farmakopeje. Pokazalo se kako je voda

iz uzorka PV-17 prikladna za koriStenje u farmaceutske svrhe.

Tablica 10. Rezultati TOC uredaja dobiveni za uzorak PV-17.

$1Guly 1,000 Stanidard sahzroza. 2024 00 25 00 44 17.cal 2522004, 123402

|
4 ST0ul] 1,000 Stabud saroza. 024 03 25 00 44 Tl PS3.2004, 12407
I 2,12ppltl  Bl6ull LO00  Siandard saharoza 2024 03 25 (9 44 _1Teal 2532024, 1247:01
| 99K TST0nph RIl] T0RN] T Siandand ahara 204 01 08 10 & TTal (5 TI0E 115418
5| 64T | 008pph BlouL 1,000 E Standard ssharoza 2024 03 25 09 4 17cal 2532004, 134439

Acid Add. 1.500%

Sparge Gas Flow §0ml

Sp. Tima 3OO Osiee

Mean Area 1136

Mean Conc 36, 34pph

SDArea 15232

CV Area 3400

5D Conc £.138

CV Conc Ak

Slika 15. Prikaz statisti¢ki obradenih rezultata iz Tablice 10.
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Slika 16. Graf dobiven mjerenjem TOC za uzorak PV-17.
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4.2. Odredivanje nitrata

Prvo je bilo potrebno napraviti vizualni test uzorka kojim se utvrdilo da je to bistra,
bezbojna otopina. Epruveta u kojoj se nalazila referentna otopina gotovo odmah nakon
dodavanja otopine nitrata promijenila je boju u svijetlo plavu, a s vremenom u vodenoj kupelji
ona poprima sve jacu boju Sto ukazuje na prisutnost nitrata. Niti uzorak PV-5 ni PV-17 nisu
poprimili plavu boju Sto ukazuje na odsutnost nitrata. S time je dokazano kako je voda iz

uzoraka PV-5 i PV-17 pogodna za uporabu u farmaceutskoj industriji prema Europskoj

farmakopeji.

4.3. Odredivanje elektri¢ne vodljivosti

Prema Europskoj farmakopeji temperatura otopine idealno bi trebala biti 20 °C, no
priznaje se 19 + 2 °C. Temperatura uzorka PV-5 bila je 20.3 °C. Pri toj temperaturi izmjerena
vodljivost bila je 0,840 uS/cm $to dokazuje kako je ovaj uzorak proSao test prema europskoj

farmakopeji ¢iji je zahtjev da vodljivost bude manja od 4,3 uS/cm pri 20°C. Rezultati ovog

testa vidljivi su na Slici 17.

55 Begt
Aauto EP
IMLABYE41ISM
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Slika 17. Rezultati uredaja za odredivanje elektri¢ne vodljivosti za uzorak PV-5.

Za uzorak PV-17 postignuta temperatura iznosila je 20.2 °C, 1 pri toj temperaturi elektri¢na
vodljivost bila je 0,699 uS/cm. Takoder, 1 ovaj uzorak kao 1 prethodni, prolazi test, §to znaci da

je voda u uzorku pogodna za upotrebu u farmaceutskoj industriji. Rezultati mjerenja vidljivi su

na Slici 18.

Slika 18. Rezultati uredaja za odredivanje elektri¢ne vodljivosti za uzorak PV-17.
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4.4. Odredivanje kiselosti ili luznatosti

Indikatori su prvo morali proci test osjetljivosti. Otopina metilenskog crvenila treba
nakon dodavanja NaOH postati zuta. Doslo je do promjene boje u zutu kao $to je vidljivo na
Slici 19, §to znaci da je indikator metilensko crvenilo dovoljno osjetljiv za nastavak analize.
Takoder, indikator bromtimolno modrilo prosao je isti test. Nakon dodavanja NaOH otopina je
poprimila blijedo plavu/zelenkastu boju kao Sto je vidljivo na Slici 20, to znaci da je i indikator

bromtimolno modrilo proSao test osjetljivosti i moguce ga je koristiti u nastavku analize.

Slika 19. Test osjetljivosti za Slika 20. Test osjetljivosti za bromtimolno
metilensko crvenilo. modrilo.

Rezultati analize pokazali su kako nakon dodavanja metilenskog crvenila u uzorak nije doslo
do promjene boje u crvenu, a pri dodatku bromtimolnog modrila u uzorak nije doSlo do
promjene boje u plavu. Takvi rezultati ukazuju kako je uzorak prosao test na kiselost i luznatost
1 moguce ga je koristiti u daljnjim procesima u farmaceutskoj industriji prema Europskoj

farmakopeji.

4.5. Odredivanje sulfata

Pocetni uzorak bio je bistra, bezbojna tekuc¢ina. Nakon dodavanja razrijedene kloridne
kiseline i otopine barijeva klorida boja uzorka se nije mijenjala tijekom jednog sata (Slika 21).
To je dokaz kako u toj vodi nema prisutnih sulfata, te kako je ona pogodna za upotrebu u

farmaceutskoj industriji.
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Slika 21. Rezultati testa na sulfate.

4.6. Odredivanje klorida

Uzorak je na pocetku bio bezbojna prozirna tekucina, a nakon dodavanja reagensa
pratila se promjena boje. Nakon 15 minuta nije doslo do promjene boje (Slika 22). To dokazuje
kako u uzorku nisu prisutni kloridi, te je otopina pogodna za koriStenje u farmaceutskoj

industriji prema Europskoj farmakopeji.

Slika 22. Rezultati testa na kloride.

4.7. Odredivanje oksidirajucih tvari
Uzorak je bio prozirna bezbojna tekucina, a nakon dodavanja reagensa doslo je do

promjene boje. Do promjene boje u blijedo ruzicastu doslo je odmah nakon dodavanja reagensa.

33



Uzorak s reagensom zagrijavan je 5 minuta nakon ¢ega je promjena boje postala intenzivnija
(Slika 23). Time je dokazano da u vodi nisu prisutne oksidirajuée tvari pa je ta voda pogodna

za koriStenje u farmaceutskoj industriji prema nac¢elima Europske farmakopeje.

Slika 23. Rezultati testa oksidirajucih tvari.

4.8. Odredivanje kalcija i magnezija
Rezultati testa osjetljivosti indikatora triturata mordant crnila 11 pokazali su intenzivnu
promjenu boje. Otopina je postala intenzivno ljubicaste boje (Slika 24), $to ukazuje na to da je

indikator prosao test osjetljivosti i moguce ga je koristiti u daljnjem radu.

Slika 24. Rezultati testa osjetljivosti za indikator triturat mordant crnilo 11.

Prema zahtjevima Europske farmakopeje nakon dodavanja puferske otopine amonijeva klorida,

triturat mordant crnila 11 i natrijeva edeteata otopina mora pokazivati ¢isto plavu boju. Rezultati
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su pokazali kako je uzorak koji je prozirna, bezbojna tekucina, promijenio boju u plavo odmah
nakon dodavanja reagensa. Promjenu se moze vidjeti na Slici 25. Ta promjena pokazuje kako

je uzorak prosao test na kalcij i magnezij, te ga je moguce koristiti u farmaceutskoj industriji.

Slika 25. Rezultati odredivanja kalcija i magnezija u uzorku vode.

4.9. Odredivnje amonijaka

Rezultat ovog testa dobije se usporedivanjem dvije otopine: referentne i otopine uzorka.
Referentna otopina je poprimila Zutu boju odmah nakon dodavanja standardne otopine
amonijaka, $to ukazuje na prisustvo amonijaka. Prema Europskoj farmakopeji zahtjev je da
otopina uzorka ne smije imati intenzivnije Zuto obojenje nego referentna otopina. Rezultati su
to i pokazali. Otopina uzorka bila je bezbojna dok je referentna otopina ostala zuta (Slika 26).
To dokazuje kako je uzorak prosao test na amonijak i pogodan je za upotrebu u farmaceutskoj

industriji.

Slika 26. Rezultati odredivanja amonijaka za uzorak PV-5.
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4.10. Odredivanje ostatka nakon uparavanja

Prvo vaganje posudice bez uzorka pokazalo je masu 93.3799 g , a nakon uparavanja
uzorka izvagana masa posude iznosila je 93.3806 g. 1z razlike ta dva broja dobiven je rezultat
0,0007 g, §to pretvoreno u postotak iznosi 0,0007 % (Slika 27). S obzirom da je prema
Europskoj farmakopeji dopusteni ostatak < 0,001 %, pokazalo se kako uzorak PV-5 prolazi

ovaj test i moguce ga je koristiti za potrebe farmaceutske industrije.

-— ot U i Weighing ~=-—-—
SRR e YASENKA
SENKR ENRK
: 147
23.4pr 282 L 23.4pr 2024 12
i ¥ 4o User Mame IUANA
User Mame IUANA

Ralance Type KPE20SDR/M

Balance Type HPE2BSDR-M : :
WeighBridge SHR:

WeishBridge SMR:

B411382935 B4113829%5

Termiral SNR: B411382935 Terminal SMR: B411382935
Balsnce ID L-U-g@1  Balance ID L-L-8a1
2URKA POSUDA IME UZORKA POSUDA

LOT  K_prije uparavanja | |LOT  Y_nskon uparavanja

93.379¢9 > g 93.380¢6 > g

Slika 27. Rezultati vaganja za test ostatka nakon uparavanja.
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5. ZAKLJUCAK

Voda je sveprisutna u svim aspektima zivota i djelatnosti. U farmaceutskoj industriji
prozima se kroz sve etape proizvodnje od pranja koriStenog posuda, kao otapalo u pripremi
otopina pa sve do gotovog proizvoda. Upravo zbog toga vrlo su vazne norme 1 pravila kako bi
voda, a samim time i farmaceutski proizvod bili zdravstveno ispravni i kvalitetni. U ovom radu
pratile su se norme iz Europske farmakopeje, te se vrsilo ispitivanje prikladnosti vode iz
farmaceutske tvrtke Yasenka u Vukovaru za upotrebu u analizi sirovina i gotovih proizvoda te

proizvodnji farmaceutskih pripravaka.

Ispitivao se ukupni organski ugljik (koncentracija ukupnog organskog ugljika za dva uzorka je
iznosila: PV-5 61,68 ppb, PV-17 36,31 ppb), nitrati (nije doSlo do promjene boje u plavu),
elektri¢na vodljivost (za uzorak PV-5 vodljivost iznosi 0,840 uS/cm, a za PV-17 iznosi 0,699
uS/ecm), kiselost 1 luznatost (nije doslo do obojenja uzorka u crveno ili plavo ), sulfati (nije
doslo do promjena izgleda uzorka kroz sat vremena), kloridi (nije doslo do promjena izgleda
uzorka kroz 15 minuta), oksidiraju¢e Cestice (doSlo je do promjene i zadrzavanje boje u
ruzi€astu), kalcij i magnezij (promjena boje uzorka u plavu), amonijak (uzorak je bio svijetlije
Zuto obojan nego referentna otopina), te ostatak nakon uparavanja (ostatak je iznosio 0,0007%).
Ispitivanja su pokazala kako je voda iz laboratorija i proizvodnje prosla sve zahtjeve Europske

farmakopeje 1 kako je kao takva pogodna za daljnje koristenje u farmaceutskoj industriji.
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