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Multikriterijumski pristup optimizaciji hromatografskih metoda za farmaceutsku analizu 

perindopril t-butilamina 

 

Rezime 

Cilj ove doktorske disertacije bio je da se korišćenjem savremene metodologije koja 

uključuje optimizaciju metode multikriterijmskom pristupom i procenu robusnosti 

metode upotrebom eksperimentalnog dizajna, razviju metode reverzno–fazne i 

mikroemulzione tečne hromatografije za analizu perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća (perindoprilat, Y31, Y32 i Y33). 

U prvom delu doktorske disertacije opisan je razvoj metode reverzno–fazne tečne 

hromatografije za analizu ispitivanih jedinjenja. Uzimajući u obzir savremeni koncept 

kojim se obezbeđuje razvoj metode odgovarajućih karakteristika, u fazi optimizacije 

metode primenjen je centralni kompozicioni dizajn sastavljen iz punog faktorskog 

dizajna 2
4
, zvezda dizajna sa tačkama   0,5 sa 4 ponavljanja u centralnoj tački, kojim 

je ispitan uticaj faktora (sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH mobilne faze, 

temperatura kolone i brzina protoka mobilne faze) na odabrane odgovore sistema. Na 

osnovu dobijenih matematičkih modela izvedeni su zaključci o uticaju faktora ali ne i o 

globalnom optimumu u ispitivanom eksperimentalnom području. U tom cilju, primenjen 

je multikriterijumski pristup tj. Deringerova funkcija poželjnih odgovora. Rezultati su 

omogućili definisanje globalnog optimuma a subjektivni parametri ispitani su primenom 

analize osetljivosti čime je potvrđen adekvatan izbor optimalnih uslova. Nakon toga, 

procenjena je robusnost postavljenog optimuma primenom pristupa koji uključuje 

primenu eksperimentalnog dizajna. Robusnost metode reverzno–fazne tečne 

hromatografije procenjena je primenom Plackett–Burman dizajna kojim je kroz 12 

eksperimenta ispitano 7 pravih faktora a u cilju kompletiranja matrice eksperimenta 

dodata su 4 veštačka faktora (dummies). Analiza rezultata primenom statističkih i 

grafičkih metoda potvrdila je odgovarajuću robusnost optimuma a na osnovu rezultata 

su određeni i intervali neznačajnosti za značajne faktore, kao i parametri za procenu 

pogodnosti sistema razvijene metode reverzno–fazne tečne hromatografije za analizu 

perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća (perindoprilat, Y31, Y32 i Y33). Na kraju, 



ispitani su i ostali parametri validacije i metoda je primenjena za analizu tableta sa 

perindopril t-butilaminom. 

U drugom delu doktorske disertacije opisan je razvoj metode mikroemulzione tečne 

hromatografije za analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća (perindoprilat, 

Y31, Y32 i Y33). Veća složenost eluenta koji se sastoji iz spoljašnje faze, unutrašnje 

faze, surfaktana i ko-surfaktanata uslovila je i veći broj faktora definisanih kao značajni. 

U fazi optimizacije primenjen je centralni kompozicioni dizajn sastavljen iz frakcionog 

faktorskog dizajna 2
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, zvezda dizajna sa tačkama   0,5 sa 4 ponavljanja u centralnoj 

tački, kojim je ispitan uticaj faktora (sadržaj etilacetata i butilacetata u unutrašnjoj fazi, 

sadržaj natrijum-laurilsulfata, sadržaj n-butanola i pH mobilne faze) na odabrane 

odgovore sistema. Kao i kod reverzno–fazne tečne hromatografije, i u ovoj fazi 

definisani su matematički modeli i procenjeni intenziteti uticaja faktora a u cilju 

definisanja optimalnih hromatografskih uslova primenjen je multikriterijumski pristup. 

Analizom osetljivosti potvrđen je dobar izbor vrednosti parametera koji su pod 

subjektivnim uticajem. Robusnost postavljenog optimuma procenjena je primenom 

Plackett–Burman dizajna kojim je kroz 12 eksperimenta ispitano 8 pravih faktora a u 

cilju kompletiranja matrice eksperimenta dodata su 3 veštačka faktora (dummies). Kao i 

kod reverzno–fazne tečne hromatografije, usledila je grafička i statistička analiza uz 

odgovarajuće izračunavanje intervala neznačajnosti za značajne faktore, kao i računanje 

parametara pogodnosti sistema. Na kraju, ispitani su i ostali parametri validacije i 

metoda je primenjena za analizu tableta sa perindopril t-butilaminom. 

Matematičko–softverski sistem koji je korišćen za analizu podataka generisanih 

upotrebom navedenih metodologija je Design–Expert® 7.0.0. (Stat–Ease Inc., 

Minneapolis). 

Ključne reči: perindopril t-butilamin, hemometrija, multikriterijumski pristup 

optimizaciji metode, Plackett–Burman dizajn. 

Naučna oblast: Farmaceutska hemija 

Uža naučna oblast: Analitika lekova 



Title 

Multi–Criteria Decision–Making approach in chromatographic methods optimisation 

used for pharmaceutical analysis of perindopril t-butylamine 

 

Abstract 

The goal of this doctorial dissertation was the development of reversed phase high 

performance liquid chromatography (RP–HPLC) as well as microemulsion liquid 

chromatography (MELC) methods for the analysis of perindopril t-butylamine and its 

impurities (perindoprilate, Y31, Y32 and Y33), by using contemporary approaches such 

as Multi-criteria decision-making method (MCDM) for methods optimisation and 

experimental design for methods robustness assessment. 

Development of RP–HPLC method for the analysis of the investigated compounds was 

desribed in the first part of the doctorial dissertation. Taking into account the modern 

concept that ensures development of the method with appropriate characteristics, 

Central Composite Design (CCD) with 2
4
 full factorial design,   0,5 star design and 4 

replicates in central point, was chosen for the method optimisation. Previously 

described CCD was applied for examination of factors (acetonitrile content in the 

mobile phase, pH of the mobile phase, column temperature and flow rate of the mobile 

phase) effects on chosen system responses. Based on the defined mathematical models, 

conclusions on factor effects were drawn, but not on the global optimum within the 

examined experimental domain, as well. In that aim, multicriteria approach, i.e. 

Derringer’s desirability function was applied. Results obtained enabled defining of 

global optimum. Since desirability function itself includes subjective parameters, 

Sensitivity Analysis was applied which confirmed adequate selection of optimal 

conditions. After that, robustness of the optimum set was examined by applying 

experimental design. Robustness of the RP–HPLC method was assessed by applying 

Plackett–Burman design for examining seven real factors by 12 experiments. Besides 

seven real factors, 4 dummy factors were included in order to complete the plan of the 

experiments. Analysis of the results obtained performed by statistical and graphical 

methods confirmed appropriate robustness of the optimum. In addition, for effects 

estimated to be significant, non–significant intervals were calculated as well as 

parameters for the assessment of system–suitability for the developed RP–HPLC 



method for the analysis of perindopril t-butylamine and its impurities (perindoprilate, 

Y31, Y32 and Y33). Finally, method validation parameters were examined, after which 

the method was applied for the analysis of perindopril t-butylamine tablets. 

Development of MELC method for the analysis of perindopril t-butylamine and its 

impurities (perindoprilate, Y31, Y32 and Y33) was desribed in the second part of the 

doctorial dissertation. Microemulsions, as eluents, representing a complex systems 

consisted of external phase, internal phase, surfactant and co–surfactant, caused 

increasing number of factors defined as significant. CCD with 2
5-1

 fractional factorial 

design,   0,5 star design and 4 replicates in central point, was chosen for the method 

optimisation. Previously described CCD was applied for examination of factors (content 

of ethyl acetate and butyl acetate in internal phase, content of SDS (Sodium Dodecyl 

Sulphate – SDS), n-butanol and pH of the mobile phase) effects on chosen system 

responses. As for the RP–HPLC method, in this phase mathematical models were 

defined and factor effects were assessed. For optimal chromatographic conditions 

defining, multicriteria approach was applied. Sensitivity Analysis confirmed adequate 

selection for values of subjective parameters. Robustness of the optimum set was 

assessed by applying Plackett–Burman design. For examining eight real factors and 3 

dummy factors, 12 experiments were conducted. As for the RP–HPLC method, 

statistical and graphical analysis was performed along with the calculation of non–

significant intervals for effects estimated to be significant and parameters for the 

assessment of system–suitability for the developed MELC method. Finally, method 

validation parameters were examined, after which the method was applied for the 

analysis of perindopril t-butylamine tablets. 

Mathematical software program used for the analysis of data generated by the above 

mentioned methodologies is Design–Expert® 7.0.0. (Stat–Ease Inc., Minneapolis). 

 

Keywords: perindopril t-butylamine, chemometrics, Multi–criteria decision–making 

method, Plackett–Burman design. 

Scientific field: Pharmaceutical chemistry 

Field of research: Drug analytics 
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1. OPŠTI DEO 

 

1.1. OPTIMIZACIJA METODE TEČNE HROMATOGRAFIJE POD VISOKIM 

PRITISKOM  

 U postupku razvoja hromatografske metode koja se koristi u farmaceutskoj analizi, a 

u cilju dobijanja metode zadovoljavajućih karakteristika, poželjno je primeniti neki od 

savremenih pristupa koji omogućava da se kroz relativno mali broj eksperimenata dobije 

veliki broj korisnih informacija. 

Zbog složenosti celog postupka, procena hromatografskog ponašanja ispitivanih 

komponenti i postavljanje optimalnih hromatografskih uslova predstavlja osnovni izazov. Za 

definisanje optimalnih hromatografskih uslova može se koristiti više pristupa, a u literaturi 

se najčešće sreću one factor at the time i multifaktorska optimizacija. 

Prvi pristup poznat je kao one factor at the time ili postupak u kome se samo jedan 

faktor menja dok se drugi održavaju na konstantnom nivou. Na taj način se posmatra uticaj 

samo jednog faktora na posmatrani odgovor sistema. Osnovno ograničenje ovog klasičnog 

pristupa je činjenica da se ne dobijaju podaci o istovremenom uticaju dva ili više faktora na 

posmatrani/e odgovor/e sistema, odnosno o faktorskim interakcijama. Pored toga, u 

ovakvom pristupu broj eksperimenata se drastično povećava ukoliko se povećava broj 

ispitivanih faktora i, što je najvažnije, optimalni uslovi definisani na ovaj način ne moraju 

predstavljati optimum, jer mogu varirati u zavisnosti od početnih uslova [1, 2]. 

Savremeni pristup ovoj problematici podrazumeva istovremeno testiranje više 

faktora, tzv. multifaktorskim pristupom (eng. multifactorial approach), primenom 

eksperimentalnog dizajna koji obezbeđuje postizanje definisanih ciljeva na najefikasniji i 

najpouzdaniji način uz smanjenje utroška vremena i resursa tokom eksperimentalnog rada. 

Za razliku od klasičnog pristupa definisanja optimalnih hromatografskih uslova, obuhvaćeno 

je i veće eksperimentalno područje (eng. experimental domain) [2], a dobijeni rezultati 

omogućavaju jasno definisanje ponašanja posmatranog sistema. Primenom 

eksperimentalnog dizajna razvijeni su postupci koji omogućavaju da se izvođenjem relativno 

malog broja eksperimenata dobije veliki broj podataka koji daju detaljan opis posmatranog 

sistema i omogućavaju da se donesu ispravne odluke tokom razvoja metode. Savremeni 
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pristup optimizaciji uključuje dobro isplanirane eksperimente praćene odgovarajućim 

tumačenjem rezultata, a koji kao krajnji proizvod daju optimalne uslove metode.  

Eksperimentalni dizajn je pristup koji omogućava da se kroz seriju eksperimenata 

definisanih a priori, proceni uticaj prethodno definisanih faktora (hromatografski uslovi) na 

izabrane odgovore (hromatografski parametri), kao i efekte interakcija između pojedinih 

faktora [3].  

Šematski prikaz metodologije za razvoj separacione metode farmaceutske analize, 

koja se bazira na primeni eksperimentalnog dizajna, prikazan je na slici 1. 

 

Slika 1. Razvoj metode za farmaceutsku analizu primenom eksperimentalnog dizajna 

 

Na početku razvoja metode, ukoliko postoji oskudno ili nepotpuno saznanje o 

uticajima faktora na odgovore sistema ili se oni ne mogu predvideti, vrši se odabir svih 

faktora sa potencijalnim uticajem na ponašanje hromatografskog sistema i njihovi efekti 

procenjuju u fazi selekcije, tzv. skrining fazi (eng. screening step) primenom izabranog 

skrining dizajna (eng. screening design) [4, 5]. U ovoj fazi dobijaju se informacije da li je 

uticaj nekog faktora na odgovor sistema značajan ili ne.  
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Kada se definišu značajni faktori ili ukoliko su oni a priori poznati, pristupa se 

određivanju njihove optimalne kombinacije koja će rezultirati ili najboljim odgovorom 

sistema, ili najprihvatljivijim kompromisom za različite odgovore hromatografskog sistema. 

To se postiže ili geometrijskim pristupom koji predstavlja sekvencionu proceduru (eng. 

simplex approach), ili primenom metode površine odgovora (eng. Response Surface 

Methodology – RSM) [1,5]. Svrha metoda površine odgovora je modelovanje odgovora 

sistema u cilju nalaženja optimalne kombinacije hromatografskih uslova. Faktori se kod 

ovih vrsta dizajna ispituju na najmanje tri nivoa zato što se dobijaju modeli koji 

omogućavaju analizu krive zavisnosti odgovora sistema u funkciji nivoa faktora [6, 7]. 

Razlika u odnosu na geometrijski pristup određivanja optimalnih hrmatografskih uslova je u 

definisanju modela za ispitivane odgovore sistema i što se podrazumeva da se 

hromatografski optimum nalazi unutar eksperimentalnog područja kreiranog izborom 

ekstremnih nivoa za različite faktore. U zavisnosti od toga da li je ispitivana eksperimentalna 

oblast simetrična ili ne, razlikuju se metode površine odgovora sa simetričnim, odnosno 

asimetričnim eksperimentalnim dizajnom. Kod simetričnog dizajna raspored eksperimenata 

u funkciji faktorskih nivoa predstavlja simetričnu figuru, dok kod asimetričnog dizajna to 

nije slučaj. 

U literaturi se mogu naći razni pristupi razvoju metode tečne hromatografije. Oni 

uključuju primenu različitih vrsta eksperimentalnog dizajna. U Siouffi et al. [8] opisane su 

različite metode optimizacije tečne hromatografije i kapilarne elektroforeze. U literaturi je 

opisana primena faktorskog dizajna za skrining i optimizaciju metode tečne hromatografije 

[9–11]. Pored toga, u literaturi se može naći i primena centralnog kompozicionog dizajna za 

optimizaciju metoda [12–14]. Takođe, eksperimentalni dizajn se može primeniti u 

kombinaciji sa veštačkim neuronskim mrežama za optimizaciju separacionih metoda što 

predstavlja novi trend, jer se pokazalo da je moguće postići bolju tačnost u predviđanju 

ponašanja hromatografskog sistema u odnosu na matematičke modele [15–19]. Na kraju, 

procedure zasnovane na primeni kompjuterskih programa, kao što je DryLab softver 

pokazale su se kao pouzdane u postupku optimizacije metoda [20, 21], naročito u 

slučajevima gde se zahteva izvođenje zaključaka na osnovu malog broja eksperimenata.  
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Nakon definisanja optimalnih hromatografskih uslova za metode farmaceutske 

analize potrebno je, pored uobičajenih zahteva koje svaka instrumentalna metoda mora da 

ispuni, izvršiti i dodatnu procenu kojom se potvrđuje pouzdanost njene primene. To se 

postiže postupkom validacije metode, a koji, na prvom mestu, podrazumeva procenu 

robusnosti metode a zatim i procenu ostalih parametara validacije. 

 U ovom radu je za optimizaciju hromatografske metode primenjen multikriterijumski 

pristup (eng. Multi–Criteria Decision–Making Method – MCDM) koji će ovde i biti detaljno 

opisan u poglavlju 1.2. Nakon toga, za procenu robusnosti postavljenog optimuma 

primenjen je pristup koji uključuje eksperimentalni dizajn, a koji je opisan u poglavlju 1.3.  

 

1.2. MULTIKRITERIJUMSKI PRISTUP OPTIMIZACIJI HROMATOGRAFSKIH 

METODA  

Kao što je prethodno rečeno, da bi primena MCDM pristupa u optimizaciji metode 

bila uspešna potrebno je ceo postupak sprovesti izvođenjem sledećih koraka: 

1. Kreiranje plana eksperimenta primenom odgovarajućeg eksperimentalnog dizajna, a u 

cilju izvođenja dobro isplaniranih eksperimenata. 

2. Definisanje matematičkog modela koji na adekvatan način opisuje posmatrani sistem, kao 

i procena adekvatnosti modela primenom analize varijanse, tj. ANOVA testa. 

3. Procena efekata izabranih faktora. 

4. Utvrđivanje optimalnih hromatografskih uslova definisanjem globalnog optimuma 

istovremenom optimizacijom više odgovora sa različitim ciljevima uz korišćenje 

Deringerove funkcije poželjnih odgovora (eng. Derringer's Desirability Function). 

 U prvom koraku, koji predstoji nakon preliminarnih eksperimenata kada su izdvojeni 

faktori koji značajno utiču na sistem i čiji uticaj treba dalje optimizirati, bira se odgovarajući 

eksperimentalni dizajn. Kreiranje plana ekpserimenta primenom eksperimentalnog dizajna 

omogućava da se kroz određeni broj dobro isplaniranih eksperimenta pokrije što veći deo 

eksperimentalnog područja. To se postiže pažljivim izborom opsega u kome će se faktori 

ispitivati. Poželjno je da ti opsezi ne budu previše uski, jer tada nije moguće jasno sagledati 

ponašanja sistema. S druge strane, da ne budu preširoki, jer se mogu prevideti minimumi ili 

maksimumi eksperimenta koji mogu biti značajni. U ovom radu je za definisanje plana 
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eksperimenta u razvoju metoda tečne hromatografije primenjen centralni kompozicioni 

dizajn čije će osnovne osobine biti opisane. 

 

1.2.1. Centralni kompozicioni dizajn 

Centralni kompozicioni dizajn (eng. Central Composite Design – CCD) predstavlja 

zbir punog faktorskog dizajna (2
n
) (ili frakcionog), zvezda (eng. star) dizajna (2n) i 

eksperimenata u centralnoj tački (cp), tako da je ukupan broj faktorskih kombinacija je 2
n
 

+2n +1. Eksperimenti u centralnoj tački izvode se tri do pet puta da bi se dobila veća tačnost 

rezultata, ali i da bi se proverilo postojanje linearne zavisnosti između niskog (–1) i visokog 

nivoa (+1) i, omogući izračunavanje greške [22]. 

Pun faktorski dizajn odrazumeva izvođenje eksperimenata na –1 i +1 nivoima. Kod 

zvezda dizajna eksperimenti se izvode na –α i +α nivoima a vrednost α definiše i vrste CCD, 

što će biti i objašnjeno u daljem tekstu. Na kraju, poslednji element CCD su replikacije koje 

se izvode u centralnoj tački kojoj odgovaraju nulti nivoi svih faktora. 

Kada i pun faktorski dizajn i zvezda dizajn počinju iz iste cenralne tačke imamo 

centralni kompozicioni dizajn, a kada počinju iz različitih centralnih tačaka imamo ne–

centralni kompozicioni dizajn [23]. CCD je uspešan kada se ispituje mali broj faktora, dok 

se povećanjem broja faktora njegova tačnost smanjuje. Uspešnost faktora (E–efficiency) 

dobija se kao odnos broja parametara u modelu i broja faktorskih kombinacija (za 2 faktora 

imamo 6 parametara i 9 faktorskih kombinacija, pa je F=6/9=0,67, dok je za 10 faktora 

F=0,06 što znači da dizajn obezbeđuje manju uspešnost eksperimenta za 10 faktora) [24]. Na 

slici 2 prikazan je CCD za 3 faktora.  
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Slika 2. Elementi CCD 

 

U zavisnosti od vrednosti α razlikuju se dva tipa CCD: 

 Ka centru orijentisan CCD (eng. Face–Centred CCD − FCCD), gde je ǀαǀ = 1 i kod 

koga se svi faktori ispituju na tri nivoa (–1, 0, +1) 

 Sferni CCD (eng. Circumscribed CCD − CCCD), gde je ǀαǀ > 1 i kod koga se svaki 

faktor ispituje na pet nivoa (–α, –1, 0, +1, +α). Ukoliko ekstremne vrednosti zvezda 

dizajna (–α, +α) zadovoljavaju kriterijum ǀαǀ = (2
n
)
1/4

 govori se o tzv. rotirajućem 

(eng. rotatable) CCCD i tada je ǀαǀ = 1,41 za slučaj da se ispituju dva faktora, 

odnosno ǀαǀ = 1,68 za slučaj da se ispituju tri faktora. U nekim slučajevima α se 

zbog ograničenja izvođenja eksperimenata ne može postaviti da bude ǀαǀ > 1, već se 

tada vrednost za α bira da bude manja od 1 (npr. 0,5). 

 

Primer plana eksperimenta za CCD za tri faktora naveden je u tabeli 1. U navedenom 

primeru distanca od centralne tačke do negativnog i pozitivnog ekstrema različita je za svaki 

dizajn ( 1 za pun faktorski dizajn i  0,5 za zvezda dizajn). Kada su pozitivne i negativne 
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distance od centra za oba dizajna iste, tada se on zove ka centru orijentisan CCD i takođe je 

prikazan u tabeli 1. 

Tabela 1. Plan eksperimenta za CCD i za ka centru orijentisan CCD dizajn za tri faktora 

 

 Rotirajući centralni kompozicioni dizajn gotovo da je identičan sa ka centru 

orijentisanom CCD. Razlika je u generisanju punog faktorskog dizajna kod koga se tačke 

definišu izračunavanjem vrednosti  =  (2
n
)
1/4

 koja zavisi od broja faktora [22]. U tabeli 2 

prikazana je vrednost za  u funkciji broja faktora [25]. 

 

Tabela 2. Vrednosti za  

Broj faktora 2 3 4 5 

2
5-1

 

5 6 6 

2
6-1

 

Broj eksperimenata faktorskog 

dizajna  
4 8 16 32 16 64 32 

Broj eksperimenata zvezda dizajna 4 6 8 10 10 12 12 

 1,414 1,682 2 2,378 2 2,828 2,378 

 

Centralni kompozicioni dizajn – CCD Ka centru orijentisan CCD  

 x1 x2 x3 x1 x2 x3 

P
u

n
 f

a
k

to
rs

k
i 

d
iz

a
jn

 

–1 –1 –1 –1 –1 –1 

–1 +1 –1 –1 +1 –1 

+1 +1 –1 +1 +1 –1 

+1 –1 –1 +1 –1 –1 

–1 –1 +1 –1 –1 +1 

–1 +1 +1 –1 +1 +1 

+1 +1 +1 +1 +1 +1 

+1 –1 +1 +1 –1 +1 

S
ta

r 
d

iz
a

jn
 

–0,5 0 0 –1 0 0 

+0,5 0 0 +1 0 0 

0 –0,5 0 0 –1 0 

0 +0,5 0 0 +1 0 

0 0 –0,5 0 0 –1 

0 0 +0,5 0 0 +1 

R
ep

li
k

a
ci

je
 

0 0 0 0 0 0 
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Nakon kreiranja odgovarajućeg plana eksperimenta, a u skladu sa brojem faktora koji 

se optimiziraju, izvode se eksperimenti. Na osnovu dobijenih rezultata radi se statisitička 

analiza podataka koja uključuje definisanje matematičkog modela koji na najbolji način 

opisuje sistem. U tom cilju primenjuje se multipla regresiona analiza (eng. Multiple 

Regression Analysis – MRA). 

 

1.2.2. Multipla regresiona analiza  

Multipla regresiona analiza koristi se kada je potrebno uspostaviti matematičku vezu 

u sistemu gde se ispituje uticaj više faktora na jedan odgovor sistema [6, 26]. Dobijeni 

matematički model omogućava procenu efekta izabranih faktora ili faktorskih interakcija na 

posmatrani odgovor sistema. 

U osnovi, MRA se prikazuje funkcijom y = f(x1,....xn) koja opisuje vezu između 

ispitivanih faktora (x1,....xn) i odgovora sistema (y). Najjednostavniji polinomijalni model, 

koji opisuje linearnu vezu između nezavisno promenljivih (x1,....xi) i odgovora sistema (y) 

prikazuje se izrazom: 

 

                                              y = β0 + β1x1 + β2x2+...+ βkxk                                            (1) 

gde je: 

 k – broj faktora 

 β0 – odsečak 

 βi – koeficijenti ispitivanih faktora 

 

 

Da bi se polinomijalna funkcija mogla primeniti za određivanje optimuma 

(maksimuma i minimuma) treba da sadrži kvadratni član i tada se dobija kvadratni model 

koji se prikazuje izrazom: 

 

                                 y = β0 +  iix +  2

iiix  +  jiij xx                   (2) 

gde je: 
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 k – broj faktora 

 β0 – odsečak 

 βi – koeficijent ispitivanih faktora 

 βij – koeficijent faktorskih interakcija 

 βii – koeficijent kvadrata efekta ispitivanog faktora 

 

Kvadratni model omogućava jasno definisanje kritičnih tačaka i pogodan je za 

grafičko prikazivanje veze između ispitivanih faktora i odgovora sistema. Članovi 

polinomijalne funkcije koji se odnose na faktorske interakcije višeg reda (trofaktorske, 

četvorofaktorske itd.) obično nisu uključeni, jer se takve interakcije smatraju beznačajnim. 

Obično se β koeficijenti kod metoda površine odgovora procenjuju kao b 

koeficijenti. MRA se prikazuje funkcijom ŷ = f(x1,....xn) koja opisuje vezu između 

ispitivanih faktora (x1,....xn) i predviđenog odgovora sistema (ŷ). Navedene polinomijalne 

funkcije transformišu se u sledeću funkciju: 

      ŷ = b0 +  iixb  +  jiij xx  + ε                            (3) 

 

odnosno, za kvadratni model na sledeći način: 

            ŷ = b0 + 
1

iixb  +  2

iiixb  +  jiij xx  + ε                                   (4)

    

gde je: 

 ŷ – predviđeni odgovor sistema 

 k – broj faktora 

 b0 – odsečak 

 bi – koeficijent ispitivanih faktora 

 bij – koeficijent faktorskih interakcija 

 bii – koeficijenti kvadrata efekta ispitivanih faktora 

 ε – ostatak (residual). 
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Ostatak se dodaje modelu i njegova vrednost se izračunava iz replikacija. 

Matematički model je dobar ukoliko su vrednosti ostataka male. 

U matematičkom modelu ostatak ε sastoji se od dva dela (slika 3): 

 greška samog modela (eng. lack of fit) 

 eksperimentalna greška (eng. pure eror) 

 

 

                                                                                               pure error 

                                                                              lack of fit 

                                                       efekat faktora 

 

            0                                          ȳ            ŷi                  ȳi           yi 

Slika 3. Grafički prikaz eksperimentalno dobijenih odgovora i modelom izračunatih 

odgovora 

 

ȳ – srednja vrednost svih odgovora 

ŷi – vrednost odgovora izračunata iz modela (eng. predicted value) 

ȳi – srednja vrednost odgovora replikacija 

yi – eksperimentalno dobijena vrednost odgovora 

 

Efekat faktora, tj. razlika između vrednosti odgovora izračunatih iz modela i srednje 

vrednost svih odgovora, i omogućava procenu uticaja faktora.  

Greška samog modela predstavlja razliku između srednje vrednosti odgovora 

replikacija i vrednosti odgovora izračunatog iz modela. Manja razlika, odnosno manja 

vrednost greške samog modela ukazuje da model dobro predviđa odgovore sistema [27, 28]. 

Eksperimentalna greška predstavlja razliku između eksperimentalno dobijene 

vrednosti odgovora i srednje vrednosti odgovora replikacija i mera je eksperimentalne 
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nepouzdanosti. Manja razlika, odnosno manja vrednost eksperimentalna greške ukazuje da 

su odgovori precizniji. 

Nakon definisanja matematičkog modela potrebno je pokazati da on na odgovarajući 

način opisuje odnos između faktora (nezavisno promenljivih) i odgovora (zavisno 

promenljivih). U tu svrhu primenjuje se analiza varijanse (ANOVA test) [6]. Procena 

rezultata primenom ANOVA testa podrazumeva ispitivanje rasipanja (disperzije). 

U nastavku će biti prikazan način izračunavanja ANOVA testa. 

Suma kvadrata svih devijacija (SStot) izračunava se prema izrazu (5): 

SStot =
n

1=i

2)y - y( i       (5)  

SStot predstavlja zbir sume kvadrata devijacija koje uzrokuje sam model (SSreg) i 

suma kvadrata devijacija koje uzrokuju dobijeni ostaci (SSres): 

SStot = SSreg + SSres      (6) 

SSreg i SSres izračunavaju se prema izrazima (7) i (8): 

SSreg =
n

1=i

2)y - ŷ( i        (7) 

SSres =
n

1=i

2

i )ŷ - y( i       (8) 

Replikacije centralne tačke omogućavaju procenu statističke validnosti modela, a na 

osnovu SSres koja predstavlja zbir sume kvadrata devijacija koje uzrokuje greška samog 

modela (SSlof) i sume kvadrata devijacija koje uzrokuje eksperimentalna greška (SSpe). SSlof 

i SSpe izračunavaju se prema izrazima (10) i (11): 

SSres = SSpe + SSlof        (9) 

SSpe = 
n

1=i

2

i )y - y( i        (10) 

SSlof = 
n

1=i

2

i )ŷ - y( i        (11) 

ANOVA test omogućava procenu značajnosti modela koji se koristi za predviđanje 

odgovora uzimajući u obzir uzrok varijanse (s
2
). Varijansa je mera variranja rezultata. 

Varijansa se izračunava deljenjem sume kvadrata sa odgovarajućim brojem stepeni slobode. 
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Broj stepeni slobode (eng. Degrees of Freedom – DF) pokazuje koliko pojedinačnih 

rezultata u analiziranom nizu može nezavisno biti definisano.  

 

Tabela 3. Broj stepeni slobode 

Uzrok variranja Broj stepeni slobode 

Regresija p – 1 

Ostaci n – p 

LOF m – p 

PE n – m 

Ukupne n – 1 

n – ukupan broj eksperimenata 

m – ukupan broj nivoa u dizajnu 

p – broj parametara u dizajnu 

 

 Varijansa koju uzrokuje: model (s
2

reg), dobijeni ostaci (s
2

res) i nasumične greške 

tokom eksperimenta (s
2

lof i s
2
pe) izračunavaju se iz izraza (12), (13), (14), (15) i (16): 

s
2

reg = SSreg  / (p – 1)      (12) 

 

s
2

res = SSres  / (n – p)      (13) 

 

s
2

lof = SSlof  / (m – p)      (14) 

 

s
2

pe = SSpe  / (n – m)      (15) 

 

s
2

tot = SStot  / (n – 1)      (16) 

 

 Za procenu značajnosti regresionog modela, odnosno za procenu kako su 

eksperimentalno dobijeni rezultati uklopljeni u model koristi se izraz: 

s
2

res / s
2

reg = F(p–1, n–p)      (17) 

  

Ako je model statistički značajan, tada je F(p–1, n–p) > Ftab što ukazuje da su eksperimentalno 

dobijeni rezultati dobro uklapaju u dobijeni matematički model. 
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Za procenu kako model predviđa odgovore koristi se izraz: 

s
2

lof / s
2

pe = F(m–p, n–m)     (18)  

Ako je F(m–p, n–m) < Ftab model je odgovarajući, a ako je F(m–p, n–m) > Ftab model nije 

odgovarajući i potrebno ga je unaprediti ili promeniti. 

 Iz do sada navedenog, može se zaključiti da je model odgovarajući ukoliko je: 

 regresija značajna i 

 greška samog modela nije značajna 

 Ukoliko su ispunjena ova dva uslova najveći deo variranja rezultata može se 

objasniti regresionom jednačinom, dok su ostala variranja posledica ostataka. Variranja, koja 

su posledica ostataka nastaju usled nasumičnih variranja u eksperimentu (merenju), a ne kao 

posledica greške samog modela koji direktno ukazuje na "kvalitet" modela.  

Kada se ANOVA testom potvrdi adekvatnost modela, pristupa se proceni efekata 

izabranih faktora. Efekti izabranih faktora procenjuju se na osnovu apsolutnih vrednosti 

koeficijenata definisanog matematičkog modela. Analiziraju se isključivo koeficijenti 

modela definisanog za kodirane vrednosti faktora, pri čemu veća vrednost koeficijenta 

ukazuje da faktor ima veći uticaj na posmatrani odgovor sistema. Predznak koeficijenta 

pokazuje uticaj faktora na odgovor: 

 + ukazuje da faktor dovodi do povećanja odgovora 

 – ukazuje da faktor dovodi do smanjenja odgovora 

Na isti način tumači se i uticaj faktorskih interakcija, ali je u ovom slučaju daleko 

komplikovanije sagledati uticaj na pravi način i pravilno ga protumačiti. U tumačenju 

faktorskih interakcija veliku pomoć predstavlja grafički prikaz polinoma drugog reda u 

obliku 3–D dijagrama. Ovaj dijagram predstavlja površinu odgovora čijim se tumačenjem 

može objasniti ponašanje odgovora u posmatranom delu prostora, a u zavisnosti od dva 

posmatrana faktora (slika 4). Sem toga, tumačenjem površine odgovora u nekim slučajevima 

je moguće definisati optimum, odnosno optimalni region. Maximum površine odgovora 

predstavlja oblast u kojoj je algebarski odgovor najveći, dok je minimum oblast sa 

najmanjim algebarskim odgovorom. Optimum je region u kome sistem daje najbolji 

odgovor. Sistem može biti unimodalan – daje samo jedan optimum ili multimodalan – daje 

više optimuma. Funkcija (jedne ili više promenljivih) može imati više lokalnih i ekstremnih 
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vrednosti (minimum ili maksimum). Za tačku x kažemo da je lokalni minimum ako u nekoj 

okolini te tačke važi da je f(x)<f(y), za svako y koje pripada toj okolini. Analogno važi i za 

lokalni maksimum. Među lokalnim mninimumima biramo najmanji i proglašavamo ga za 

globalni minimum i možemo govoriti o okolini globalnog minimuma. Slično i za globalni 

maksimum, odnosno okolinu glaobalnog maksimuma. Svaki individualni optimum označava 

se kao lokalni optimum čija se najbolja oblast predstavlja kao globalni optimum. Svaka od 

njih može imati svoju maksimalnu i minimalnu vrednost [29]. 

 

Slika 4. Različiti profili 3D–dijagrama: a) maksimum; b) plato; c) maksimum izvan 

eksperimentalnog regiona; d) minimum i e) površina u obliku sedla 

Definisanje optimuma na osnovu vizuelne analize 3–D dijagrama moguće je kada se 

prati samo jedan odgovor sistema. Ukoliko je optimalne uslove potrebno definisati 

praćenjem više odgovora, optimum je kompromis, tj. nalaze se uslovi pri kojima svi 

analizirani odgovori imaju zadovoljavajuću vrednost. U tom slučaju, jedan od mogućih 

pristupa definisanja optimuma jeste primena multikriterijumskog pristupa (eng. MCDM). 
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1.2.3. Multikriterijumski pristup optimizaciji metode  

U fazi postavljanja optimalnih hromatografskih uslova najčešće postoji potreba 

istovremene optimizacije više različitih odgovora sistema, gde optimalni uslovi za jedan 

odgovor sistema nisu nužno optimalni i za druge. Situacija može dodatno biti 

zakomplikovana činjenicom da odgovori mogu imati suprotne ciljeve. Na primer, ukoliko se 

prate (i) faktor rezolucije za kritični par komponenti i (ii) vreme trajanja analize, prvi 

odgovor je bolji ukoliko ima veću vrednost i njega treba maksimizirati, dok je drugi 

optimalan ukoliko mu je vrednost manja tj. treba ga minimizirati. U hromatografskoj analizi 

uslovi koji obezbeđuju veliku vrednost faktora rezolucije najčešće prouzrokuju duže vreme 

trajanja analize i obrnuto.  

Najveći problem u definisanju optimalnih uslova jeste iznalaženje opšteg optimuma, 

odnosno odabir odgovarajućeg kompromisa između individualnih optimuma koji će 

rezultirati željenim ponašanjem hromatografskog sistema. Prednost u postizanju navedenog 

cilja ima tzv. multikriterijumski pristup optimizaciji metode (MCDM) [6, 26], jer 

omogućava istovremenu optimizaciju više odgovora s različitim ciljevima. 

Multikriterijumski pristup predstavlja uvođenje potpuno novog načina sagledavanja i 

definisanja optimalnih uslova na osnovu kompromisa između različitih i vrlo često suprotnih 

ciljeva za izabrane odgovore. Za definisanje globalnog optimuma primenom MCDM metode 

koriste se različiti pristupi, kao što su putanja najvećeg uspona (eng. path of steepest ascent), 

metoda uslovne optimizacije (eng. constrained optimization procedure), metode preklapanja 

grafikona kontura (eng. overlay of contour plots), metoda Pareto optimizacije (eng. Pareto 

optimality method) i Deringerova funkcija poželjnih odgovora (eng. Derringer's desirability 

function) [30]. Koji će se pristup odabrati zavisi od problema koji se rešava, kao i od 

stručnosti i sposobnosti samog analitičara. Deringerova funkcija poželjnih odgovora je 

pristup koji podrazumeva dodeljivanje ciljane vrednosti određenom broju odgovora sistema, 

a zatim biranje i podešavanje ispitivanih faktora kako bi se ciljana vrednost maksimizirala. 

Ovaj pristup je u hromatografiju uveo Deming odredivši vrednost faktora rezolucije i vreme 

trajanja analize kao ciljane funkcije u postizanju i poboljšanju kvaliteta razdvajanja [31].  
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1.2.3.1. Metoda preklapanja grafikona kontura (eng. overlay of contour plots) 

Ovaj pristup omogućava da se preklapanjem grafikona kontura odredi oblast u 

okviru koje su svi razmatrani odgovori sistema prihvatljivi ili željeni [4, 26]. Na slici 5 

prikazana je površina u okviru eksperimentalnog prostora za dva odgovora sistema, y1 

(vreme trajanja analize) i y2 (faktor rezolucije), unutar koje su zadovoljeni kriterijumi: faktor 

rezolucije > 1,5 i vreme tajanja analize < 10 min. 

 

 

 

Slika 5. Metoda preklapanja grafikona kontura: površine u okviru kojih su  

faktor rezolucije > 1,5 (plavo) i vreme trajanja analize < 10 min. (zeleno) 

 

Ovakav pristup definisanju globalnog optimuma je praktičan u slučaju dvofaktorske 

optimizacije. Za više od dva faktora često se može dobiti nekompletna slika s obzirom da je 

u tim slučajevima obično jedan od faktora fiksiran na određenom nivou. Iako ne postoji 

ograničenje u pogledu broja odgovora koji se na ovaj način mogu istovremeno optimizirati, 

što je njihov broj veći, manje su šanse u iznalaženju optimalne oblasti u okviru koje su svi 

razmatrani odgovori sistema prihvatljivi. 
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1.2.3.2. Metoda Pareto optimizacije (eng. Pareto optimality method) 

Kod metoda Pareto optimizacije, eksperiment se smatra Pareto optimalnim ukoliko 

ne postoji ni jedan eksperiment sa boljim ishodom za jedan odgovor sistema, a da se pri 

tome ne dobije lošiji rezultat za drugi posmatrani odgovor sistema [32, 33]. Na slici 6 

prikazani su podaci za dva odgovora sistema (y1 = vreme trajanja analize i y2 = faktor 

rezolucije) dobijeni izvođenjem devet eksperimenata definisanih centralnim kompozicionim 

dizajnom za dva faktora. Eksperimenti broj 2, 5 i 8 se smatraju Pareto optimalnim jer 

zadovoljavaju unapred definisane ciljeve za izabrane odgovore sistema, a to su skraćenje 

vremena trajanja analize i povećanje vrednosti faktora rezolucije za pikove koji odgovaraju 

kritičnom paru komponenti. 

 

 

Slika 6. Pareto optimizacija – odgovori sistema: y1 = vreme trajanja analize (odgovor koji je 

potrebno minimizirati) i y2 = faktor rezolucije (odgovor koji je potrebno maksimizirati) 

 

Kao i kod prethodnog pristupa definisanju globalnog optimuma, i metoda Pareto 

optimizacije je praktična u slučaju optimizacije dva odgovora sistema. Iako se može 

primeniti i u slučaju optimizacije većeg broja odgovora sistema, ne preporučuje se s obzirom 

da grafička interpretacija rezultata za tri odgovora nije jasna ili uopšte nije moguća. Takođe, 

Pareto optimalna tačka ne predstavlja uvek praktično najpogodniji optimum – u datom 
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primeru eksperiment 5 prikazan kao Pareto optimalan, nema zadovoljavajući faktor 

rezolucije. 

 

1.2.3.3. Deringerova funkcija poželjnih odgovora (eng. Derringer's desirability function) 

Treći pristup definisanju globalnog optimuma zasniva se na primeni Deringerove 

funkcije poželjnih odgovora, pri čemu se svi odgovori sistema, bilo da su predviđeni 

odgovori – iY


 ili eksperimentalno dobijeni odgovori – Yi, transformišu tako da se nalaze na 

istoj skali, a zatim kombinuju u jedan zajednički odgovor koji treba da ima maksimalnu 

vrednost [34–36]. Transformisani odgovori, (eng. desirabilities, di), nalaze se na skali od 0 

(što predstavlja neželjeni odgovor) do 1 (željeni odgovor).  

U zavisnosti da li je cilj da se određeni odgovor maksimizira, minimizira ili dostigne 

unapred definisanu vrednost koriste se različite transformacije, i to najčešće linearne (slika 

7).   

 

 

Slika 7. Deringerova funkcija poželjnih odgovora: funkcije transformacije za slučaj da je 

optimalni odgovor maksimalan (a), minimalan (b) ili na unapred definisanoj vrednosti (c) 

 

Kombinovani odgovor, tj. globalni optimum (eng. global desirability), D, računa se 

prema izrazu (19) kao geometrijska sredina za R indivuidualnih optimuma (eng. 

desirabilities, di). Vrednosti pojedinačnih optimuma mogu se modifikovati uvođenjem 
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eksponenta pi – koeficijent značajnosti (eng. importance coefficient), gde, u zavisnosti od 

značajnosti koja se dodeljuje određenom odgovoru, pi vrednost može biti: 

0 < pi < 1 

pi = 1, ili 

pi > 1 

Opseg vrednosti pi je od 0,1 do 10, ali u najvećem broju slučajeva pi = 1.  

Željeni uslovi, odnosno globalni optimum (D) se postiže u slučaju kada vrednost D 

teži 1, i dobija se na osnovu specifičnih vrednosti nezavisnih promenljivih, tj. individualnih 

optimuma koje istovremeno dovode do maksimalne vrednosti globalnog optimuma: 

D =   R
R

i

p
i

id
/1

1

)(


      (19) 

 

 Transformacija odgovora sistema u vrednosti indivuidualnih optimuma postiže se 

primenom funkcija poželjnih odgovora po Derringer–u i Suich–u [35, 37]: 

Ukoliko je kod definisanja globalnog optimuma potrebno da pojedinačni odgovor 

dostigne unapred definisanu vrednost, njegova individualna funkcija poželjnih odgovora 

izračunava se kao: 

 

s

ii

ii

LT

LY












  ako je  Li ≤ Yi ≤ Ti     

d = { 
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UT

UY












   ako je  Ti < Yi ≤ Ui    (20) 

0           ako je  Yi < Li  ili  Yi > Ui       

 

Ukoliko je potrebno da se pojedinačni odgovor maksimizira, njegova individualna 

funkcija poželjnih odgovora izračunava se kao: 

0           ako je  Yi ≤ Li       

d = { 
s

ii

ii

LT

LY












   ako je  Li < Yi ≤ Ti        (21) 

1           ako je  Yi ≥ Ti = Ui        
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Ukoliko je potrebno da se pojedinačni odgovor minimizira, njegova individualna 

funkcija poželjnih odgovora izračunava se kao: 

 

1           ako je  Yi ≤ Ti = Li      

d = { 
s

ii

ii

UT

UY












   ako je  Ui < Yi ≤ Ti      (22) 

0            ako je  Yi ≥ Ui        

gde su: 

 Li – najmanja željena vrednost za odgovor sistema Yi 

 Ui  – najveća željena vrednost za odgovor sistema Yi  

 Ti – ciljanja vrednost za odgovor sistema Yi, 

pri čemu je Li ≤ Ti ≤ Ui.  

Eksponenti s i t su težine (eng. weights) koje određuju koliko je bitno postizanje 

ciljane vrednosti Ti i definišu oblik funkcije poželjnih odgovora (eng. desirability function).  

U slučaju definisanja globalnog optimuma kada je potrebno da pojedinačni odgovor 

dostigne unapred definisanu, ciljanu vrednost, funkcija poželjnih odgovora predstavlja 

dvostranu transformaciju tzv. nominal the best desirability function (slika 8). 

 

 

Slika 8. Dvostrana transformacija tzv. nominal the best desirability function 
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* niži specifikacijski limit (eng. Lower Specification Limit, LSL); viši 

specifikacijski limit (eng. Upper Specification Limit, USL)    

Ukoliko je potrebno da se pojedinačni odgovor maksimizira, tzv. larger the better 

desirability function (slika 9), odnosno minimizira, tzv. smaller the better desirability 

function, funkcija poželjnih odgovora predstavlja jednostranu transformaciju (slika 10). 

 

 

Slika 9. Jednostrana transformacija, tzv. larger the better desirability function 

 

Slika 10. Jednostrana transformacija, tzv. smaller the better desirability function 
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Iz prikazanog se može zaključiti da ukoliko su vrednosti s = t = 1, funcija poželjnih 

odgovora linearno dostiže unapred definisanu, ciljanu vrednost (Ti). Odabir vrednosti s < 1 i 

t < 1 vrši se u slučaju kada su skoro sve vrednosti predviđenih odgovora sistema iY


 veće od 

vrednosti Li i manje od vrednosti Ui prihvatljive, ili ukoliko vrednosti iY


 koje su značajno 

veće od vrednosti Li nisu od kritičnog značaja; u tom slučaju funkcija je konveksna.  

Ukoliko je poželjno da su vrednosti iY


 bliske vrednosti Ti ili, da brzo dostižu 

vrednosti koje su veće od Li, vrši se odabir vrednosti s > 1 i t > 1; u tom slučaju funkcija je 

konkavna. 

 Funkcije poželjnih odgovora, prvobitno uvedene od strane Harrington–a, široku 

upotrebu u multikriterijumskom pristupu opzimizaciji metoda, našle su primenom funkcija 

po Derringer–u i Suich–u.  

 

1.2.4. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora 

Funkcija poželjnih odgovora uključuje subjektivne parametre kao što su koeficijenti 

značajnosti (pi) koji se koriste za izračunavanje globalnog optimuma, težine koje određuju 

oblik funkcije poželjnih odgovora (s i t), kao i opsege odgovora sistema. Ove parametre bira 

analitičar, pa su samim tim podložni subjektivnoj proceni. Zato je neophodno ispitati 

prihvatljivost i osetljivost ovih parametara kada su u pitanju željene vrednosti odgovora 

sistema. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora (eng. sensitivity analysis) 

omogućava potvrdu validnosti predviđanja, proučavanje prioriteta u optimizaciji i 

identifikaciju uticaja koeficijenata značajnosti, težina i opsega odgovora sistema na vrednost 

globalnog optimuma. Ova analiza treba da ima statističku osnovu kroz procenu robusnosti 

globalnog optimuma kada se navedeni parametri menjaju. Imajući u vidu pristup predložen 

u literaturi [37], analizu osetljivosti funkcije poželjnih odgovora treba sprovoditi variranjem 

parametara do određenog nivoa i analizom uticaja dobijenih odgovora na globalni optimum. 

Ova procedura uključuje sledeće faze: 

 dodeljivanje graničnih vrednosti ispitivanim parametrima  

 odabir odgovarajućeg eksperimentalnog dizajna i definisanje plana eksperimenata 
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 rešavanje problema većeg broja odgovora za svaki eksperiment i izračunavanje 

vrednosti globalnog optimuma koji će se u analizi osetljivosti koristiti kao ciljani 

odgovor 

 izračunavanje efekata i 

 statistička i/ili grafička analiza efekata 

Izračunate vrednosti efekata i odgovarajuće vrednosti predznaka za svaki od njih, 

identifikuju osetljivost svakog parametra. Efekti sa negativnim predznakom imaće negativan 

uticaj na globalni optimum i obrnuto. Bez obzira na predznak, za koeficijente čije su 

vrednosti bliske nuli, smatra se da ne utiču u značajnoj meri na globalni optimum (eng. 

insensitive coefficients). 

 

1.2.5. Primena funkcije poželjnih odgovora u tečnoj hromatografiji  

Iznalaženje opšteg optimuma, odnosno odabir odgovarajućeg kompromisa između 

individualnih optimuma koji će za rezultat imati željeno ponašanje hromatografskog 

sistema, predstavlja najveći problem u definisanju optimalnih hromatografskih uslova. 

Prednost u postizanju navedenog cilja ima tzv. multikriterijumski pristup optimizaciji 

metode (MCDM). Za definisanje globalnog optimuma primenom MCDM metode koriste se 

različiti pristupi od kojih se izdvaja primena funkcije poželjnih odgovora.  

Iako do sada nije publikovan veći broj radova koji se bave primenom funkcije 

poželjnih odgovora u optimizaciji hromatografskih metoda, pregled literature ukazuje na 

veliki potencijal navedenog pristupa optimizaciji metoda, ne samo za farmaceutska 

istraživanja, već i za analitičke metode koje primenu nalaze u kontroli kozmetičkih 

proizvoda, životne sredine itd. 

Opisana je i optimizirana RP–HPLC metoda za kvantitativnu analizu folne kiseline i 

njenih nečistoća. Preliminarnim ispitivanjima definisani su faktori čiji su efekti ispitivani 

tokom optimizacije metode primenom centralnog kompozicionog dizajna. Za definisanje 

optimalnih hromatografskih uslova primenjene su funkcije poželjnih odgovora čime je 

postignuta istovremena optimizacija odgovora sa različitim ciljevima, u ovom slučaju 

zadovoljavajuće separacije ispitivanih nečistoća i retencionog faktora folne kiseline [38]. 
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Feniltiohidantoin (PTH) aminokiseline su od velikog značaja za određivanje 

sekvence aminokiselina kod peptida i proteina. Funkcije poželjnih odgovora primenjene su u 

optimizaciji metode micelarne tečne hromatografije za razdvajanje devet PTH 

aminokiselina, i postignuti su odgovarajuća separacija, kao i vreme trajanja analize [39]. 

Za optimizaciju sastava mobilne faze u cilju postizanja separacije ispitivanih 

supstanci u smeši primenjen je kompjuterski softver, koji objedinjuje funkcije poželjnih 

odgovora i PRIZMA dizajn model. Definisanjem optimalnog sastava mobilne faze 

primenom navedenog softvera postignuta je separacija smeše kumarina iz uzorka biljnog 

materijala [40]. 

Mikroekstrakcija na čvrstoj fazi uz hromatografsko razdvajanje primenjena je za 

istovremeno određivanje sedam antiinflamatornih i jednog antikonvulzivnog leka u 

uzorcima rečne vode. Definisanje optimalnih eksperimentalnih uslova vršeno je 

istovremenom optimizacijom više odgovora uz primenu funkcija poželjnih odgovora [41]. 

Multikriterijumski pristup optimizaciji zasnovan na funkciji poželjnih odgovora 

primenjen je za optimizaciju hromatografske metode za istovremeno određivanje L–prolina i 

sedam organskih kiselina u uzorcima vina [42]. 

Procena hromatografskog ponašanja ropinirola i njegovih nečistoća vršena je  

hemometrijskim pristupom. Za ispitivanje efekata najvažnijih faktora primenjen je centralni 

kompozicioni dizajn. Istovremena optimizacija pet izabranih odgovora vršena je primenom 

funkcije poželjnih odgovora [14]. 

 

1.3. PROCENA ROBUSNOSTI METODE PRIMENOM PLACKETT–BURMAN 

DIZAJNA 

Testiranje definisanih eksperimentalnih uslova, u cilju procene robusnosti kao konačne 

potvrde pogodnosti postavljene i optimizirane metode za farmaceutsku analizu, najčešće se 

vrši u poslednjoj fazi razvoja, odnosno optimizacije metode, ili u početnoj fazi postupka 

njene validacije. Ovakvim pristupom ispitivanju robusnosti izbegava se rizik koji postoji pri 

proceni robusnosti u kasnim fazama validacije analitičke metode, a koji podrazumeva, 

ukoliko se ustanovi da analitička metoda nije robusna, novi, ali drugačiji pristup razvoju i 

optimizaciji metode. 
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Prema preporukama Internacionalne konferencije o harmonizaciji International 

Conference on Harmonization of Technical Requirements for Registration of 

Pharmaceuticals for Human Use (ICH) Q2 (R1) robusnost analitičke metode mera je njene 

sposobnosti da ostane nepromenjena usled malih, ali odmerenih promena u parametrima 

metode i ukazuje na pouzdanost metode tokom njene primene [43]. 

Sprovođenje ispitivanja robusnosti na odgovarajući način uključuje sledeće faze: 

identifikacija faktora koji će se ispitivati; definisanje nivoa ispitivanih faktora; odabir 

eksperimentalnog dizajna; definisanje protokola eksperimenta; definisanje odgovora koji će 

se pratiti; izvođenje eksperimenata i sakupljanje eksperimentalnih rezultata; izračunavanje i 

procena efekata, i izvođenje relevantnih zaključaka na osnovu statističke analize kao i, 

ukoliko je potrebno, preduzimanje odgovarajućih mera u cilju poboljšanja karakteristika 

analitičke metode. 

 

1.3.1. Identifikacija faktora  

Faktori koji se ispituju pri proceni robusnosti mogu biti vezani za analitičku 

proceduru (operacioni faktori) i za uslove sredine (faktori sredine) [44, 45]. Odabrani faktori 

mogu biti kvantitativni (pH rastvora, temperatura kolone, koncetracija pufera, protok 

mobilne faze i talasna dužina detekcije), kvalitativni (npr. hromatografska kolona) ili faktori 

smeše (koncentracija organskog rastvarača u mobilnoj fazi).  

Osnovna karakteristika kvantitativnih faktora je da mogu da se menjaju u 

kontinuiranom opsegu. Kod hromatografskih metoda podešavanje, odnosno postavljanje 

ovih faktora je lako, ali je važno prepoznati na koji način treba da budu predstavljeni. Na 

primer, sastav pufera može se predstaviti kao koncentracija kisele ili bazne komponente ili 

kao masa soli rastvorena u odgovarajućoj zapremini vode. 

S druge strane, kvalitativni faktori, kao što su proizvodna serija reagensa, proizvođač 

hromatografske kolone, različite proizvodne serije kolona istih karakteristika ali od jednog 

proizvođača itd. menjaju se u ograničenom opsegu i odnose se na aspekte kvaliteta 

analitičke metode – vrednost faktora rezolucije kod hromatografskih metoda ili vreme 

trajanja analize. Zajedničko za sve kvalitativne faktore je da se, za razliku od kvantitativnih 

faktora, ne mogu izvući opšti zaključci već samo zaključci primenjivi na ispitivane faktore. 
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Poslednji tip faktora su faktori smeše gde za smešu od p komponenata, samo p-1 se 

mogu menjati nezavisno. U principu, ako se pokaže da jedna od komponenti smeše ima 

uticaj na odgovor onda to znači da i smeša kao celina utiče na odgovor sistema. 

 Faktori koji se mogu razmatrati tokom procene robusnosti HPLC metode su: 

 pH mobilne faze 

 koncentracija organskog rastvarača 

 koncentracija pufera, soli, jon–par reagensa 

 protok mobilne faze 

 temperatura hromatografske kolone 

 kod gradijentnog eluiranja: inicijalni sastav mobilne faze; finalni sastav 

mobilne faze; nagib gradijenta 

 faktori kolone: proizvodna serija stacionarne faze; proizvođač; starost kolone 

 faktori detektora: talasna dužina kod UV ili fluorimetrijske detekcije; voltaža 

kod elektrohemijske detekcije 

 faktori integracije: osetljivost 

 

 

1.3.2. Definisanje nivoa ispitivanih faktora 

Kod ispitivanja robusnosti uobičajeno je analiziranje izabranih faktora na dva nivoa, 

nižem (–1) i višem (+1) koji se nalaze oko nominalne vrednosti prethodno definisane u fazi 

optimizacije metode. Veoma je važno definisati odstupanja faktorskih nivoa u odnosu na 

nominalnu vrednost. Preporuka je da se izbor faktorskih nivoa bazira na nesigurnosti na koju 

se može računati pri postavljanju nivoa, što je obično uzak interval. S druge strane, ukoliko 

se faktor ispituje u širem intervalu, mogu se izvesti dodatni zaključci, ali je i verovatnoća 

veća da se pokaže da faktor ima značajan efekat. Dodatno, ako ispitivanja faktora u širem 

intervalu ukažu da faktor nema zančajan uticaj, kvalitet metode je veći, odnosno metoda je 

robusnija. U definisanju nivoa ispitivanih faktora veoma su korisna iskustva i znanje o 

ponašanju sistema stečena tokom razvoja i optimizacije metode. Konačno, odluka o 

faktorskim nivoima može biti prepuštena analitičaru.  
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1.3.3. Izbor eksperimentalnog dizajna 

Za ispitivanje robusnosti metode preporučuje se analiza što većeg broja faktora kako 

bi se proverio veći broj izmena u karakteristikama analitičke metode. Imajući to u vidu, 

primena punog faktorskog dizajna je beskorisna, jer veći broj ispitivanih faktora značajno 

utiče na povećanje broja eksperimenata. Zbog toga se kao eksperimentalni dizajn nameću 

redukovane forme faktorskog dizajna, kao što su frakcioni faktorski dizajn i Plackett–

Burman dizajn, jer omogućavaju ispitivanje relativno velikog broja faktora izvođenjem 

malog broja eksperimenata. Iako ne pružaju informacije o faktorskim interakcijama, 

prihvatljivi su za ispitivanje, jer se kod robusnosti faktorske interakcije mogu zanemariti. 

Frakcioni faktorski dizajn predstavlja redukovani pun faktorski dizajn, pri čemu broj 

eksperimenata može biti redukovan za 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 itd. i takođe se primarno koristi za 

skrining eksperimenta. Ovaj dizajn uglavnom se primenjuje na 2 nivoa (k=2). Za k nivoa i n 

faktora prikazuje se kao k
n–p

 eksperimenata, pri čemu je p uvek manje od n. Broj 

eksperimenata k
n–p

 mora biti veći od n (broj faktora), pri čemu p predstavlja veličinu 

frakcije, tj. broj kolona koje su proizašle iz punog faktorskog dizajna 2

 (=n–p) i označava 

se kao generator dizajna. Svaka kolona koja je nastala kao proizvod kombinacija kolona iz 

faktorskog dizajna označava se kao generator dizajna. 

Da bi se lakše razjasnio navedeni dizajn prikazan je jednostavan primer 2
3-1

. Ako se 

na primer, primeni za 1/2 redukovani 2
3
 pun faktorski dizajn, tada je broj eksperimenata 1/2 

 2
3
 =2

–1
  2

3 
= 2

3–1
 tj 4 eksperimenta. Kod navedenog primera 2

3–1
 generator dizajna je x3 

jer nastaje kao proizvod kolona x1 i x2. U tabeli 4 prikazane su faktorske kombinacije i 

izračunavanje faktorskih efekata za 2
3–1

 frakcioni dizajn. 

 

Tabela 4. Matrica eksperimenata za 2
3–1

 frakcioni dizajn 

Faktorske kobinacije 
Faktori 

                x1                                              x2                                   x3 (x1 *x2) 

a + – – 

b – + – 

c – – + 

abc + + + 
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Plackett–Burman dizajn predstavlja alternativu za frakcioni faktorski dizajn i 

omogućava ispitivanje uticaja N-1 faktora izvođenjem N eksperimenata, gde N predstavlja 

proizvod broja 4 [46]. Karakteristika ovog dizajna je da se isključivo procenjuju uticaji 

glavnih faktora na odgovore sistema. Najveću primenu imaju dizajni sa 8, 12 ili 16 

eksperimenata. Za konstruisanje Plackett–Burman dizajna s brojem eksperimenata od 8, 12, 

16, 20 i 24, koriste se generatori definisani od strane tvoraca ovog dizajna, Plackett−a i 

Burman−a, a kojima su definisani nivoi faktora (+, –) za prvi eksperiment [47]: 

N = 8      + + + – + – – 

N = 12    + + – + + + – – – + – 

N = 16    + + + + – + – + + – – + – – – 

N = 20    + + – – + + + + – + – + – – – – + + – 

N = 24    + + + + + – + – + + – – + + – – + – + – – – – 

 

Naredni eksperimenti u matrici eksperimenata dobijaju se cikličnim permutacijama prve 

kolone, odnosno pomeranjem generatora prethodnog eksperimenta za jedno mesto udesno; 

nivo prvog faktora u nizu jednak je nivou poslednjeg faktora u prethodnom eksperimentu. U 

poslednjem, N–tom eksperimentu svim faktorima dodeljuje se nivo minus.  

Primer Plackett–Burman dizajna za 12 eksperimenata kojim se prati uticaj 11 faktora dat je 

u tabeli 5: 
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Tabela 5. Plaket–Burman dizajn za 12 eksperimenata 

 Faktori 

№ A B C D E F G H I J K 

1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 

2 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 

3 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 

4 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 

5 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 

6 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 

7 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 

8 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 

9 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 

10 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 

11 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 

12 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 

 

U slučajevima kada je broj ispitivanih faktora manji od N–1, preostale kolone 

Plackett–Burman dizajna definišu se kao veštački (eng. dummy) faktori. Veštački faktor je 

imaginarna promenljiva za koju promena nivoa nema značaja, odnosno promena faktora sa –

1 nivoa na +1 nivo nema fizičko značenje. Između ostalog, prisustvo veštačkih faktora u 

Plackett–Burman dizajnu omogućava procenu prisustva nekontrolisanih faktora. 

 

1.3.4. Protokol izvođenja eksperimenata definisanih eksperimentalnim dizajnom 

Nakon odabira faktora i tipa eksperimentalnog dizajna, vrši se definisanje 

eksperimenata koji će se izvesti, tako što se definisani nivoi dizajna (–1 i +1, retko 0) 

zamene sa realnim vrednostima faktorskih nivoa. Izvođenjem eksperimentata određuju se 

odgovarajući odgovori sistema i vrši procena uticaja ispitivanih faktora na ponašanje 

hromatografskog sistema. 

Često se preporučuje da se eksperimenti definisani dizajnom izvode randomizirano 

(nasumično) kako bi se minimizirali nekontrolisani uticaji na procenjivane faktorske efekte. 

Specijalna vrsta nekontrolisanih uticaja, gde se randomiziranim izvođenjem eksperimenata 

ne rešava problem, su uticaji vremena na odgovore sistema. Na primer, starenjem kolone se 

određeni odgovori sistema najčešće menjaju u istom smeru (rastu ili se smanjuju) tokom 

vremena.  
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Ponekad se eksperimenti dele u blokove na osnovu jednog ili više faktora [48]. U 

takvim situacijama se, npr. svi eksperimenti sa istim nivoom određenog faktora inicijalno 

izvode, a zatim izvodi ostatak eksperimenata. Primer je eksperimentalni dizajn kod koga se 

ispituju dve hromatografske kolone, ili kada je faktor koji se razmatra temperatura kolone. 

 

1.3.5. Definisanje odgovora koji će se određivati 

Odgovori koji se prate tokom ispitivanja robusnosti mogu se podeliti na kvantitativne 

i kvalitativne. Kvantitativni odgovori, kao što su sadržaj aktivne supstance i ispitivanih 

nečistoća, površina ili visina pika, koriste se za kvantitativnu proveru analitičke metode. S 

druge strane, odgovori koji definišu kvalitet separacije kao što su faktor rezolucije, faktor 

selektivnosti, retencioni faktor itd., omogućavaju definisanje testa za procenu pogodnosti 

sistema (eng. System Suitability Test – SST). 

Postoje različiti pristupi kako bi se minimizirali nekontrolisani uticaji na faktorske 

efekte a praktično najjednostavniji je ponovljanje nominalnih (0) eksperimenata tokom 

eksperimentalnog dizajna i izračunavanje korigovanih faktorskih efekata prema izrazu [49]: 

 

y
i,korigovani

  = 













1

)1( ,*,*

,,
p

yiyip
yy

poslenomprenom

počnanomizmerenoi    (23) 

gde je: 

 i = 1, 2, ....p, gde je p broj eksperimenata u dizajnu između dva uzastopna ponovljena 

nominalna (0) eksperimenta 

 yi,korigovani  je korigovani faktorski odgovor 

 yi,izmereno   je eksperimentalno dobijeni faktorski odgovor 

 ynom,na poč je odgovor nominalnog eksperimenta na početku dizajnom definisanih 

eksperimenata 

 ynom,pre  je odgovor nominalnog eksperimenta koji se izvodi pre eksperimenta čiji se 

odgovor koriguje 

 ynom,posle  je odgovor nominalnog eksperimenta koji se izvodi posle eksperimenta čiji 

se odgovor koriguje 
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Nakon definisanja odgovora koji će se pratiti tokom ispitivanja robusnosti, sledi 

izvođenje eksperimenata i sakupljanje eksperimentalnih rezultata.  

 

1.3.6. Izračunavanje i procena efekata 

 1.3.6.1. Izračunavanje faktorskih efekata 
 

 Kao što je već spomenuto, nakon izvođenja eksperimenata definisanih dizajnom, 

efekti faktora se računaju [1] kao: 

Ex = (ΣY(+1) – ΣY(–1)) / (N/2)     (24) 

gde je:   

 X – realni faktor (A, B, C itd.) ili dummy faktor iz Plackett–Burman dizajna 

 EX  – efekat faktora X na odgovor sistema Y 

 ΣY(+1) i ΣY(–1) – suma odgovora sistema u slučajevima kada je nivo faktora X (+1) 

i (–1) 

 N – broj eksperimenata 

 

U nekim slučajevima vrši se normalizacija efekata, tj. računaju se u odnosu na 

prosečnu nominalnu vrednost odgovora sistema (Y ):  

% Ex  = (Ex / Y )  100    (25) 

Normalizovani efekti, obično značajno više nego regularni faktorski efekti, 

omogućavaju procenu značajnosti faktorskih efekata čak i bez statističke potvrde. 

 

 1.3.6.2. Interpretacija faktorskih efekata 

Uticaj faktora određuje se primenom odgovarajućih grafičkih ili statističkih metoda 

[44, 50–52] a zatim vrši selekcija onih čiji je uticaj na hromatografski sistem najznačajniji.  

 

1.3.6.2.1. Grafička interpretacija faktorskih efekata 

Grafička procena može se vršiti pomoću Pareto dijagrama ili normal probability 

[53–55] odnosno half−normal probability [50, 54] grafikona. 
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Mnogi matematičko–softverski sistemi koji se koriste za analizu podataka prikazuju 

rezultate u vidu Pareto dijagrama [6, 48]. Slika 11 predstavlja prikaz procenjenih faktorskih 

efekata za primer gde se procenjuje uticaj 7 faktora kroz 8 eksperimenata. Horizontalni 

stupci predstavljaju apsolutne vrednosti procenjenih faktorskih efekata, dok je vertikalnom 

linijom predstavljena vrednost kritičnog efekta (Ekritično). 

 

Slika 11. Pareto dijagram 

Svaka vrednost veća od Ekritično  ukazuje na značajnost efekta i obrnuto, vrednosti 

manje od Ekritično  govore o tome da efekat faktora nije značajan. 

Dalje, za grafičko tumačenje značajnosti efekata obično se primenjuju normal 

probability ili half−normal probability grafikoni. Kod half−normal probability grafikona na 

x osu nanose se apsolutne vrednosti faktorskih efekata, dok se kod normal probability 

grafikona nanose dobijene vrednosti efekata. 

Efekti koji nisu značajni obično su pozicionirani oko nule ili na pravoj koja u nekim 

slučajevima prolazi kroz koordinatni početak, dok značajni efekti odstupaju od prave.  

 

 1.3.6.2.2.  Statistička interpretacija faktorskih efekata 

Veoma često, vizuelno određivanje značajnih efekata nije u tolikoj meri očigledno i 

iz tog razloga je preporučljivo izvesti statistički test za interpretaciju efekata [54, 56] čime se 

izbegava i subjektivna procena (ne)značajnosti.  
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 Vrednosti limita kojima se procenjuju statistički značajni efekti izračunavaju se 

statističkim t-testom [44].  

 

e

X

SE

E
t

)(
     tkritično      (26) 

 

gde je (SE)e standardna greška efekta koja predstavlja eksperimentalnu varijabilnost u okviru 

dizajna.  

Vrednost t zavisi od efekta faktora, Ex, i standardne greške efekta, (SE)e, i poredi se 

sa tabelarnom vrednošću – tkritično, koja zavisi od broja stepeni slobode koji je pridružen 

standardnoj greški efekta (SE)e i obično se određuje za nivo značajnosti α = 0,05. 

 Izraz (26) može se transformisati tako da vrednost kritičnog efekta, Ekritično, proizlazi 

iz vrednosti tkritično i (SE)e: 

 

EX     Ekritično = tkritično  (SE)e     (27) 

 

Kritični efekat (Ekritično) se obično računa za nivo značajnosti α = 0,05 (ponekad 0,01 

ili 0,1). Efekat se smatra značajanim za dati nivo značajnosti α ako je |EX| ≥ Ekritično ili ako je 

t ≥ tkritično. 

Za statističku interpretaciju faktorskih efekata, opisani su različiti načini 

izračunavanja standardne greške efekata, (SE)e [1], od kojih su najznačajniji: 

1. procena (SE)e iz varijanse ponovljenih eksperimenata 

2. procena (SE)e iz a-priori proglašenih beznačajnih efekata 

3. procena (SE)e iz a-posteriori definisanih beznačajnih efekata (Dongov algoritam) 

 

1. Procena (SE)e iz varijanse ponovljenih eksperimenata 

Standardna greška procenjenog efekta (SE)e izračunava se prema izrazu: 

n

s
eSE

22
)(         (28) 

gde je: 
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 s
2

 – varijansa ponovljenih eksperimenata  

 n – broj eksperimenata za svaki faktorski nivo 

 

 Bilo da je reč o varijansi koja se odnosi na R broj ponavljanja na nominalnom nivou 

(0) ili iz ponovljenog eksperimentalnog dizajna, njena vrednost može se izračunati iz izraza: 

s
2
 = 

n

d
n

i

i

2

1

2
       (29) 

gde je: 

 di razlika između rezultata dobijenih za ponovljene eksperimente 

 n = N/2 ukoliko se ponavljanja vrše na nominalnom nivou, odnosno n = N ukoliko je 

ponovljen eksperimentalni dizajn  

 broj stepeni slobode za tkritično = R – 1, ukoliko se ponavljanja vrše na nominalnom 

novou 

 broj stepeni slobode za tkritično = N, ukoliko je eksperimentalni dizajn ponovljen 

 Preporuka je da se ponavljanja vrše u uslovima za intermedijernu preciznost, jer 

uslovi za ponovljivost dovode do pogrešne procene prave vrednosti za Ekritično i tada se veliki 

broj faktorskih efekata smatra značajnim. Takođe, poželjno je da se procena (SE)e vrši 

imajući u vidu najmanje tri stepena slobode. 

 

2. Procena (SE)e iz a-priori proglašenih beznačajnih efekata 

U ovom pristupu standardna greška procenjenog efekta, (SE)e, proističe iz nN a-

priori proglašenih beznačajnih efekata, EN, na primer dvofaktorskih interakcija frakcionog 

faktorskog dizajna ili dummy efekata kod Plackett–Burman dizajna. U zavisnosti od frakcije 

izabranog faktorskog dizajna, i faktorske interakcije višeg reda mogu se razmatrati kao 

beznačajne. Koristi se izraz: 

N

2

N

e
n

E
(SE)


      (30) 
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gde  2

NE  predstavlja sumu kvadrata nN dummy efekata ili efekata interakcija.  

Statistički testovi sa malim brojem stepeni slobode nisu preporučljivi, jer je 

nemoguće adekvatno proceniti značajnost faktora. Ukoliko se ovaj pristup koristi za 

izračunavanje (SE)e eksperimentalni dizajn se postavlja tako da ima najmanje tri dummy 

faktora.  

 Takođe, treba uzeti u obzir činjenicu da u nekim situacijama dummy efekti mogu 

potencijalno biti pod uticajem nekontrolisanih faktora i tada se ne mogu koristiti za 

izračunavanje (SE)e  jer više ne predstavljaju efekte koji se mogu zanemariti. U slučaju kada 

to nije moguće, treba se odlučiti za Dongov algoritam. 

 

3. Procena (SE)e iz a-posteriori definisanih beznačajnih efekata (Dongov algoritam) 

Standardna greška procenjenog efekta (SE)e kod ovog pristupa proističe iz a-

posteriori definisanih beznačajnih efekata primenom Dongovog algoritma koji se bazira na 

tzv. principu proređenosti efekata (eng. effect sparsity) – od svih ispitivanih efekata tokom 

skrining−a ili testa robusnosti samo nekolicina se smatra značajnim. Standardna greška (SE)e 

izračunava se iz izraza: 

m

E
(SE)

2

k

e


            (31) 

 

uzimajući u obzir m efekata Ek koji se ne smatraju značajnim, odnosno za koje važi princip: 

ǀEkǀ ≤ 2,5  s0        (32) 

gde je s0 inicijalna procena greške zasnovana na svim greškama i računa se kao: 

s0 = 1,5  median ǀExǀ       (33) 

(SE)e se koristi za računanje tzv. granice greške (eng. Margin of Error − ME) koja je 

statistički validan kriterijum za testiranje značajnosti kada treba testirati jedan efekat: 

ME = t(1–α/2,df)  (SE)e      (34) 

gde je: 

 1-α/2 = 0,975 za α=0,05 
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 1-α/2 = 0,995 za α=0,01 

 df = m 

Efekat faktora, Ex, značajan je ukoliko je ǀExǀ ≥ ME. 

 Kada je potrebno testirati veći broj efekata, statistička značajnost se drugačije testira 

i definiše se drugi kriterijum tzv. Simultaneous Margin Error −SME. 

SME = t(1–α*/2,df)  (SE)e      (35) 

gde je α* = 1– (1 – α)
(1/m)

, tj. Sidakov prilagođeni nivo značajnosti [57]. 

 

ME i SME su kritični limiti i efekat koji prevazilazi ME ali je ispod SME, definiše se 

kao moguće značajan, dok se efekat koji je iznad SME smatra značajnim [58]. Međutim, iz 

praktičnih razloga ME vrednost se koristi kao kriterijum za definisanje značajnosti efekata, 

čak iako postoji šansa da se neki efekat okarakteriše kao lažno značajan. 

 

1.3.7. Procena intervala ″neznačajnosti″ za značajne faktore 

Nakon procene značajnosti efekata, postavlja se pitanje u kom intervalu nivoa faktor 

čiji je efekat na ponašanje hromatografskog sistema značajan, treba kontrolisati da bi se 

faktorski efekat eliminisao. Intervali ″neznačajnosti″ za značajne efekte [44], izračunavaju 

su na sledeći način: 













 







X

critical

X

critical

E

EXX

E

EXX

2
X,

2
X

)1()1(
(0)

)1()1(
(0)   (36) 

gde su X(0), X(1) i X(-1) prave vrednosti faktora X za nivoe (0), (1) i (–1). 

Iz navedenog se može zaključiti: 

 da se ovi nivoi mogu izračunati samo za kvantitativne faktore 

 da ekstremni nivoi moraju biti postavljeni simetrično oko jednog nominalnog nivoa i 

 da se podrazumeva da se odgovor linearno ponaša u funkciji faktorskih nivoa  

 

1.3.8. Definisanje granica testa za proveru pogodnosti sistema 

Test za proveru pogodnosti sistema je sastavni deo mnogih farmaceutskih test 

metoda, jer se njime potvrđuje podobnost i efektivnost sistema [59]. SST granice se obično 



Doktorska disertacija                                                                                   Marija Mašković 

37 

 

određuju na osnovu eksperimentalnih rezultata dobijenih za vreme optimizacije i validacije 

metode i na osnovu iskustva analitičara. Međutim, ICH Q2 (R1) ukazuju da "jedna od 

posledica procene robusnosti sistema treba da bude i definisanje serije parametara za 

procenu pogodnosti sistema kako bi pri svakoj rutinskoj primeni metode bili sigirni u njenu 

validnost" [43]. Zato se preporučuje definisanje SST granica upotrebom eksperimenta koji 

za rezultat ima najgori odgovor sistema, tzv. "uslovi sa najgorim odgovorom" (eng. worst–

case situation) [60]. "Uslovi sa najgorim odgovorom" predviđaju se iz izračunatih efekata, 

tako da ustvari predstavljaju kombinaciju faktora koja rezultuje najgorim odgovorima 

sistema.  

Da bi se definisali "uslovi sa najgorim odgovorom", uzimaju se u obzir samo 

statistički značajni faktori (na α =0,05) i oni koji su im bliski (značajni na α=0,1). Za faktore 

koji nisu značajni na α=0,1 smatra se da njihovi faktorski efekti potiču samo iz 

eksperimentalne greške. Izvedena je jednačina kombinacije faktorskih nivoa kojom se mogu 

predvideti "uslovi sa najgorim odgovorom": 

Y = b0 + 
2

1FE
*F1 + 

2

2FE
*F2 + … + 

2

kFE
*Fk     (37) 

 

U izrazu (37), Y predstavlja odgovor, b0 srednju vrednost odgovora dobijenih iz dizajna, EFi 

efekat faktora koji se uzima kao eksperiment koji je rezultovao najgorim retencionim 

parametrima i Fi nivo tog faktora (–1 ili +1). Faktori koji nisu značajni održavaju se na 

nominalnoj vrednosti (Fk = 0).  

SST granica se može eksperimentalno odrediti iz rezultata jednog ili više 

eksperimenata izvedenih pod "uslovima sa najgorim odgovorom" ili se može predvideti. 

Kada se eksperiment ponavlja SST granica se može definisati kao gornja ili donja granica iz 

jednostranog intervala pouzdanosti 95 % [56] oko srednje vrednosti "uslova sa najgorim 

odgovorom". Za faktor rezolucije i retencioni faktor, na primer, treba izabrati donju granicu, 

dok za faktor simetrije to treba da bude gornja granica.  
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 Interval pouzdanosti se definiše kao 







  ,

n

s
.tY n,caseWorst 1  kada se razmatra 

donja granica i 







 

n

s
.tY, n,caseWorst 10  kada se razmatra gornja granica. 

Ukoliko za neki odgovor nema značanjih efekata, tada se SST granice mogu 

definisati kao u prethodnom slučaju samo se kao "uslovi sa najgorim odgovorom" biraju 

nominalni uslovi [44]. 

Mnogo je jednostavnije da se kao SST granica uzme srednja vrednost rezultata 

eksperimenata pod "uslovima sa najgorim odgovorom" (YWorst-case). 

Najzad, SST granica se može izračunati iz teorijskog modela definisanog izrazom 

(37) bez izvođenja dodatnih eksperimenata. 

Treba znati da se SST granica određuje samo kada je metoda robusna u pogledu 

kvantitativnosti [44]. U tom slučaju, može se očekivati da ni u jednoj tački eksperimentalnog 

dela, uključujući i one gde izvesni odgovori imaju najgore rezultate, neće biti problema sa 

kvantitativnošću. Hipoteza da "uslovi sa najgorim odgovorom" ne utiče na kvantitativnost 

može se lako proveriti u praksi.  

Pored preporuka ICH smernica postoje i praktični razlozi za određivanje SST granica 

na osnovu testa robusnosti. Iz iskustva je zapaženo da se SST granice, odabrane nezavisno 

od rezultata testa robustnosti, ne mogu se često ispoštovati prilikom transfera metode. S 

druge strane, nije poželjno ni definisati SST granice kao najekstremniju vrednost koja i dalje 

ne utiče na kvantitativnost. Na primer, pod definisanim i optimiziranim uslovima vrednost 

faktora rezolucije je oko šest, vrednost faktora rezolucije dva neće biti prihvatljiva čak i ako 

se kvantifikacija još uvek čini mogućom. Zato je poželjno SST limite definisati iz testa 

robustnosti, jer se prilikom testiranja robustnosti ispituju najekstremnije varijacije faktora, 

pri čemu su te varijacije teorijski moguće u datim uslovima.  

 

1.3.9. Primena Plackett–Burman dizajna u proceni robusnosti metode tečne 

hromatografije  

Primenom Plackett–Burman dizajna procenjena je robusnost metode za određivanje 

senozida A i senozida B u tabletama. Ispitano je 11 faktora kroz 23 eksperimenta (dizajn na 
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tri nivoa), a kao faktori ispitvani su vrsta kolone, koncentracija jon-par reagensa, sadržaj 

acetonitrila u mobilnoj fazi, pH pufera, temperatura kolone, brzina protoka mobilne faze, 

talasna dužina detekcije i faktor koje predstavlja karakteristiku detektora poznat kao time 

constant, a kao odgovori praćene su vrednosti faktora rezolucije između kritičnih parova, 

retenciono vreme senozida B, itd. 61. 

Za procenu robusnosti metode tečne hromatografije za određivanje ketokonazola i 

formaldehida u šamponu primenom Plackett–Burman dizajna ispitano je 11 faktora u 12 

eksperimenata. Kao pravi faktori praćeni su koncentracija natrijum-dihidrogenfosfata u 

vodenom delu mobilne faze, pH vodenog dela mobilne faze, sadržaj acetonitrila u mobilnoj 

fazi, protok mobilne faze i temperatura kolone, dok su površina pika, retencioni faktor i 

faktor simetrije pika praćeni kao odgovori sistema 62. 

Za analizu uticaja 7 faktora na robusnost metode za određivanje R-timolola i drugih 

srodnih supstanci u S timolol-maleatu izvedeno je 8 eksperimenata prema Plackett–Burman 

dizajnu. Ispitani su uticaj vrste LC opreme, godina proizvodnje kolone, sadržaj 2-propanola 

u mobilnoj fazi, sadržaj dietilamina u mobilnoj fazi, brzina protoka mobilne faze, talasna 

dužina detekcije i temperatura na površinu pika 63. 

Robusnost metode tečne hromatografije za određivanje fermentacijom dobijenog 

pneumocandin B0 ispitana je kroz 12 eksperimenata dizajniranih Plackett–Burman 

dizajnom. Uticaj šest faktora (talasna dužina detekcije, volumen injektovanja, brzina protoka 

mobilne faze, sastav mobilne faze, temperatura kolone i serija kolone) na retenciono vreme, 

retencioni faktor, broj teorijskih platoa kolone, faktor simetrije pika i faktor rezolucije 

ispitani su u proceni robusnosti 64.  

Robusnost metode za određivanje sadržaja (R)-salbutamol sulfata procenjena 

analizom 4 eksperimenta definisanih Plackett–Burman dizajnom. Ispitan je uticaj pH 

mobilne faze, brzine protoka mobilne faze i temperature kolone na faktor rezolucije, 

reproduktivnost i R/S odnos (odnos enanatiomera) 65. 

 Plackett–Burman dizajn izveden u 12 eksperimenata primenjen je za ispitivanje 

uticaja 6 pravih faktora (sadržaj acetonitrila, sadržaj trietilamina, pH vodene faze, brzina 

protoka mobilne faze, temperatura kolone i vrsta kolone) na retencione faktore pramipeksola 

i njegovih 5 nečistoća. Procenjena je robusnost metode, definisani su intervali neznačajnosti 
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za značajne faktore, a na osnovu rezultata iz dizajna definisani su limiti za procenu 

pogodnosi sistema 66. 

Robusnost metode tečne hromatografije za određivanje ropinirola i njegove nečistoće 

C ispitana je primenom Plackett–Burman dizajna. Ispitano je 7 pravih faktora (sadržaj 

acetonitrila, koncentracija natrijum-heptansulfonata, pH mobilne faze, talasna dužina 

detekcije, temperatura kolone, brzina protoka mobilne faze i vrsta kolone) kroz 12 

eksperimenata. Kao odgovori praćeni su retencioni faktori ropinirola i nečistoće C, faktor 

simetrije pika, faktor rezolucije i površine pikova 67.  

 

1.4. ANALITIKA PERINDOPRIL t-BUTILAMINA 

1.4.1. Struktura i fizičko–hemijske karakteristike 

INN: Perindopril 

Strukturna formula:  

 

 

 

N

H

H

COOH
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CH3

N
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Slika 12. Strukturna formula perindopril t-butilamina 

 

Molekulska formula: C23H43N3O5 

Relativna molekulska masa: 441,6 
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Hemijsko ime:  

 2-metilpropan-2-amin(2S,3aS,7aS)-1-((2S)-2-(((1S)-1-(etoksikarbonil)butil)amino) 

propanoil)oktahidro-1H-indol-2-karboksilat (Evropska farmakopeja, 7. izdanje, 

monografija 01/2008:2019) 

 

Ostala imena: 

 (2S,3aS,7aS)-1-((S)-N-((S)-1-(etoksikarbonil)alanil)oktahidro-1H-indol-2-

karboksilna kiselina, t-butilamin so  (dokumentacija proizvođača aktivne supstance, 

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 S 9490–3 (dokumentacija proizvođača aktivne supstance, Les Laboratories Servier, 

Francuska) 

CAS broj: 107133–36–8 

ATC kod: C09AA04 

Oficinalan u farmakopejama: Evropska farmakopeja (Ph.Eur.) 7. izdanje [68] 

 

Izgled. Beo ili skoro beo, neznatno higroskopan, kristalan prašak. 

Rastvorljivost. Lako rastvoran u vodi i etanolu (96 %), rastvoran do umereno rastvoran u 

metilenhloridu. 

pH vodenog rastvora: 8,20. 

Tačka topljenja. Vrednost tačke topljenja perindopril t-butilamina varira u zavisnosti od 

eksperimentalnih uslova i posledica je termičke razgradnje. Zbog toga tačka topljenja ne 

može biti kriterijum za identifikaciju aktivne supstance.  

Polimorfizam. Postoje 4 kristalne forme perindopril t-butilamina: α, β, hidratisana β i γ. 

Aktivna supstanca koja ulazi u sastav farmaceutskih doziranih oblika je uvek u obliku α 

kristalne forme. 

 

Hiralnost. Perindopril t-butilamin sadrži 5 asimetričnih C atoma, što za rezultat ima 

postojanje 32 izomera, odnosno postojanje 12 pari enantiomera. Aktivna supstanca koja 

ulazi u sastav farmaceutskih doziranih oblika je uvek SSSSS konfiguracija.  

Optička rotacija. [α]D/20 od – 67 ° do – 69 ° u etanolu. 
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1.4.2. Nečistoće perindopril t-butilamina 

 Nečistoće koje mogu biti prisutne u aktivnoj farmaceutskoj supstanci perindopril t-

butilamin mogu poticati od polaznih sirovina koje se koriste u procesu sinteze, mogu se 

formirati tokom procesa sinteze ili nastati degradacijom molekula perindopril t-butilamina. 

 Perindopril t-butilamin je derivat indola i u bočnom nizu ima estarsku grupu čijom 

hidrolozom nastaje perindoprilat, njegov aktivni metabolit od koga potiče farmakološko 

dejstvo. Nečistoće Y31, Y32 i Y33 su laktamski derivati koji nastaju intramolekulskom 

ciklizacijom perindoprila. Nečistoća Y31 nastaje hidrolitičkom razgradnjom estarske grupe 

u bočnom nizu nečistoće Y33. S durge strane, Y32 i Y33 su i epimeri sa suprotnom 

konfiguracijom na 4a stereogenom centru molekula. 

 Perindoprilat, Y31, Y32 i Y33 su degradacioni produkti aktivne supstance 

perindopril t-butilamina, ali se mogu javiti i kao nečistoće prilikom procesa sinteze 

perindopril t-butilamina. 
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Perindoprilat 
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Slika 13. Strukturna formula perindoprilata 

 

Molekulska formula: C17H28N2O5 

Relativna molekulska masa: 340,4 

Hemijsko ime:  

 (2S,3aS,7aS)-1-((2S)-2-(((1S)-1-karboksibutil)amino)propanoil)oktahidro-1H-indol-

2-karboksilna kiselina  (Evropska farmakopeja, 7. izdanje, monografija 

01/2008:2019) 

Ostala imena: 

 (2S,3aS,7aS)-1-((S)-N-((S)-1-karboksibutil)alanil)oktahidro-1H-indol-2-karboksilna 

kiselina  (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 S 9780–1 (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 
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Nečistoća Y31 
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Slika 14. Strukturna formula nečistoće Y31 

 

Molekulska formula: C19H30N2O4 

Relativna molekulska masa: 350,5 

Hemijsko ime:  

 etil (2S)-2-((3S,5aS,9aS,10aS)-3-metil-1,4-dioksodekahidropirazino-(1,2-a)-indol-2-

(1H)-il)-pentanoat  (Evropska farmakopeja, 7. izdanje, monografija 01/2008:2019) 

 

Ostala imena: 

 (2S)-etil-(2-((2S,4aS,5aS,9aS)-2-metil-1,4-dioksooktahidro-1H-indolo-(1,2-a)-

piperazin-3-il))-pentanoat  (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 BMD 4–1 (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 
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Nečistoća Y32 
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Slika 15. Strukturna formula nečistoće Y32 

 

 

Molekulska formula: C17H26N2O4 

Relativna molekulska masa: 322,4 

Hemijsko ime:  

 (2S)-2-((3S,5aS,9aS,10aR)-3-metil-1,4-dioksodekahidropirazino-(1,2-a)-indol-2-

(1H)-il)-pentanska kiselina (Evropska farmakopeja, 7. izdanje, monografija 

01/2008:2019) 

Ostala imena: 

 (2S)-2-((2S,4aR,5aS,9aS)-2-metil-1,4-dioksooktahidro-1H-indolo-(1,2-a)-piperazin-

3-il))-pentanska kiselina  (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 BMD 5–1 (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 
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Nečistoća Y33 
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Slika 16. Strukturna formula nečistoće Y33 

 

Molekulska formula: C17H26N2O4 

Relativna molekulska masa: 322,4 

Hemijsko ime:  

 (2S)-2-((3S,5aS,9aS,10aS)-3-metil-1,4-dioksodekahidropirazino-(1,2-a)-indol-2-

(1H)-il)-pentanska kiselina  (Evropska farmakopeja, 7. izdanje, monografija 

01/2008:2019) 

Ostala imena: 

 (2S)-2-((2S,4aS,5aS,9aS)-2-metil-1,4-dioksooktahidro-1H-indolo-(1,2-a)-piperazin-

3-il))-pentanska kiselina  (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 BMD 6–1 (dokumentacija proizvođača aktivne supstance,  

Les Laboratories Servier, Francuska) 

 

1.4.3. Farmakološko dejstvo  

 Mehanizam dejstva 

Perindopril t-butilamin je antihipertenzivni agens i noviji je predstavnik grupe 

inhibitora angiotenzin konvertujućeg enzima (eng. Angiotensin Converting Enzyme, ACE). 

Ovi lekovi sprečavaju pretvaranje neaktivnog angiotenzina I u visoko aktivni 

angiotenzin II i tim mehanizmom snižavaju povišeni arterijski krvni pritisak. Kako je ACE 

ujedno i kininaza II, enzim koji učestvuje u razgradnji bradikinina, ovi lekovi inhibicijom 
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ACE sprečavaju razgradnju ove supstance koja je važan vazodilatator. Prema tome, ACE 

inhibitori sprečavaju nastajanje jednog snažnog vazokonstriktora (angiotenzin II) i 

istovremeno zaustavljaju razgradnju jednog snažnog vazodilatatora (bradikinin). Oba efekta 

su bitni faktori za smanjivanje perifernog vaskularnog otpora. Minutni volumen i frekvencija 

rada srca se, pri tom, znatnije ne menjaju [69, 70].  

S druge strane, inhibicija metabolizma bradikinina je odgovorna za neželjena dejstva 

ovih lekova, uključujući kašalj i angioedem. 

Za razliku od direktnih vazodilatatora, ACE inhibitori ne prouzrokuju refleksnu 

aktivaciju simpatikusa, pa se mogu pouzdano primeniti i kod bolesnika sa ishemičnom 

srčanom bolešću. 

Perindopril t-butilamin deluje preko svog aktivnog metabolita, perindoprilata. Drugi 

metaboliti ne pokazuju inhibiciju ACE aktivnosti u in vitro uslovima. 

 Klinička primena ACE inhibitora: hipertenzija, srčana insuficijencija, stanje posle 

infarkta miokarda, pacijenti sa visokim rizikom od ishemijske bolesti srca, 

dijabetička nefropatija, progresivna renalna insuficijencija. 

 Farmakokinetički podaci [71] 

Posle oralne primene perindopril se brzo resorbuje. Vreme postizanja maksimalne 

koncentracije perindoprila u plazmi iznosi 1 h.  

Stepen biološke raspoloživosti iznosi 65 % – 70 %. 

Oko 20 % ukupnog perindoprila posle resorpcije brzo hidrolizuje u aktivni metabolit, 

perindoprilat. Pored aktivnog perindoprilata, perindopril ima još pet metabolita, od kojih 

nijedan ne ispoljava ACE inhibitornu aktivnost. 

Poluvreme eliminacije perindoprila je 1 sat. Maksimalna koncentracija perindoprilata 

u plazmi postiže se nakon 3–4 h.  

Hrana smanjuje konverziju perindoprila u perindoprilat, samim tim i 

bioraspoloživost, pa iz tog razloga tablete perindopril t-butilamina treba uzimati u jednoj 

dozi ujutro pre jela. Volumen distribucije za nevezan perindoprilat prosečno iznosi 0,2 L/kg. 

Stepen vezivanja perindoprilata za proteine plazme je slab (vezivanje perindoprilata za ACE 

je manje od 30 %), ali zavisi od koncentracije. 
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Perindoprilat se eliminiše urinom, a poluvreme eliminacije nevezanog perindoprilata 

je prosečno od 3–5 h. Disocijacija perindoprilata vezanog za ACE vodi efektivnom 

poluvremenu eliminacije od 25 h; stanje ravnoteže postiže se u roku od četiri dana. 

Posle ponovljene upotrebe, nije primećeno kumulovanje perindoprila. 

Eliminacija perindoprila je smanjena u starijoj populaciji, kao i kod pacijenata sa 

srčanom insuficijencijom i renalnim poremećajima, pa je kod  pacijenata sa bubrežnom 

insuficijencijom neophodno podešavati dozu, u skladu sa stepenom oštećenja (klirens 

kreatinina). 

Dijalizni klirens je 70 mL/min. 

Kinetika perindoprila je promenjena kod pacijenata sa cirozom jetre gde je hepatični 

klirens perindoprila smanjen na pola. Međutim, količina formiranog perindoprilata se ne 

smanjuje, te nema potrebe za podešavanjem doze leka. 

 Neželjeni efekti 

Zajednički neželjeni efekti za sve ACE inhibitore su prekomerna hipotenzija, akutna 

renalna insuficijencija, hiperkaliemija, angioedem, suvi kašalj, a manje značajni su 

poremećaj ukusa i alergijske kožne promene.  

Suvi kašalj je verovatno rezultat akumulacije bradikinina u bronhijalnoj sluzokoži i 

najčešći je perzistentni neželjeni efekat. Ponekad je toliko jak da zahteva prekid terapije.  

 

1.4.4. Pregled literature 

Perindopril t-butilamin je oficinalan prema propisu Ph.Eur. 7 [68]. Jedina oficinalna 

metoda za ispitivanje stepena čistoće aktivne farmaceutske supstance perindopril t-butilamin 

je metoda reverzno–fazne tečne hromatografije pod visokim pritiskom (RP–HPLC), uz 

gradijentno eluiranje u trajanju od 65 min. Mobilna faza A je voda čiji je pH podešen 

rastvorom perhlorne kiseline na 2,5, a mobilna faza B je 0,03 % V/V rastvor perhlorne 

kiseline u acetonitrilu. Razdvajanje se vrši na 4,0 mm  150 mm spherical end–capped C8 

koloni, 5 m veličine čestica i 15 nm veličine pora, pri protoku mobilne faze1,0 mL min
–1

. 

Monografija Ph.Eur. navodi sledeće zahteve pri praćenju nečistoća u aktivnoj farmaceutskoj 

supstanci:  

 Nečistoća B (perindoprilat) –  najviše 0,3 %, 
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 Nečistoća F (Y31) – najviše 0,2 %, 

 Nečistoće C (Y33), D (Y32) i ostale nespecificirane nečistoće, pojedinačno – najviše 

0,1 %, 

 Nečistoće, ukupno – najviše 1,0 %. 

Perindopril t-butilamin sadrži 5 asimetričnih C atoma, što za rezultat ima postojanje 

32 izomera, odnosno 12 pari enantiomera. S obzirom da je aktivna supstanca koja ulazi u 

sastav farmaceutskih doziranih oblika uvek SSSSS konfiguracije, Ph.Eur. monografija 

propisuje ispitivanje stereohemijske čistoće aktivne farmaceutske supstance perindopril t-

butilamin RP–HPLC metodom, uz izokratsko eluiranje u trajanju od oko 150 min. Mobilnu 

fazu čini smeša acetonitrila−pentanola−1,50 g L
–1

 rastvora natrijum-heptansulfonata čiji je 

pH podešen na 2,0 rastvorom perhlorne kiseline (21,7 : 0,3 : 78 V/V/V). Razdvajanje se vrši 

na 4,6 mm  250 mm spherical C18 koloni, 5 m veličine čestica, pri protoku mobilne faze 

0,8 mL min
–1

, a vreme potrebno za uravnotežavanje sistema je 4 h. Test zahteva korišćenje 

hemijskog referentnog standarda nečistoće I (perindopril for stereochemical purity CRS), 

epimera perindoprila, sa suprotnom konfiguracijom na 11 stereogenom centru molekula: 
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Perindopril       Nečistoća I 

 

Monografija Ph.Eur. kao maksimalnu dozvoljenu koncentraciju nečistoće I u 

aktivnoj farmaceutskoj supstanci navodi 0,1 %. 

Imajući u vidu da je perindopril t-butilamin noviji predstavnik grupe inhibitora 

angiotenzin konvertujućeg enzima, do sada nije publikovan veći broj radova koji se bave 
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ispitivanjima, kako aktivne farmaceutske supstance, tako i farmaceutskih doziranih oblika u 

čiji sastav ulazi ova supstanca. 

Za enantioselektivno određivanje perindoprila (S) razvijena je elektrohemijska 

metoda uz upotrebu enantioselektivne, potenciometrijske membranske elektrode bazirane na 

grafitnim pastama impregniranim hiralnim selektorima. Kao hiralni selektori korišćeni su 

različiti maltodekstrini i derivati ciklodekstrina, a razvijene metode poslužile su za 

ispitivanje stereohemijske čistoće aktivne farmaceutske supstance (S)-perindoprila, kao i za 

određivanje sadržaja (S)-perindoprila aktivne farmaceutske supstance i u farmaceutskim 

doziranim oblicima [72, 73]. 

Istovremeno praćenje (S)-perindoprila i (R)-perindoprila vršeno je tečnom 

hromatografijom uz amperometrijske biosenzore kao detektore. Amperometrijski biosenzori 

zasnovani su na l-aminokiselinskoj oksidazi i d-aminokiselinskoj oksidazi. Opisani sistemi 

su se pokazali kao veoma pouzdani za istovremeno određivanje (S)–perindoprila i (R)–

perindoprila u procesu sinteze aktivne farmaceutske supstance [74–76].  

Za uporednu analizu perindoprila i indapamida u farmaceutski doziranim oblicima 

razvijena je i validirana metoda UV spektrofotometrije, zasnovana na istovremenom 

određivanju navedenih supstanci u metanolnim rastvorima bez prethodnog razdvajanja, 

merenjem na dve talasne dužine: 210,4 nm (za perindopril) i 285,8 nm (za indapamid) [77]. 

Opisane su metode atomske apsorpcione spektroskopije, kao i spektrofotometrijske 

metode za istovremeno određivanje pojedinih inhibitora angiotenzin konvertujućeg enzima i 

perindoprila, odnosno lizinoprila, enalapril-maleata, ramiprila i perindopril t-butilamina u 

farmaceutskim preparatima. Metode su zasnovane na formiranju kompleksa ispitivanih 

jedinjenja sa eozinom i bakrom [78, 79]. 

Za određivanje sadržaja perindoprila u farmaceutskim doziranim oblicima razvijena 

je i opisana osetljiva kinetička spektrofotometrijska metoda, zasnovana na interakciji 

perindoprila i 1-hloro-2,4-dinitrobenzena u dimetilsulfoksidu na 40 °C. Reakcija se prati 

spektrofotometrijski merenjem brzine promene apsorbancije na 420 nm. Pod optimiziranim 

eksperimentalnim uslovima, kalibraciona kriva pokazuje linearnu zavisnost u opsegu 

koncentracija od 20 mg mL
-1

 do 140 mg mL
-1

 [80]. 
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Opisana je optimizacija metode kapilarne elektroforeze za istovremeno određivanje 

nekoliko inhibitora angiotenzin konvertujućeg enzima: enalaprila, lisinoprila, kvinaprila, 

fosinoprila, perindoprila i benazeprila. Ispitivanjem različitih faktora, kao što su pH pufera, 

sastav organske faze i prisustvo surfaktanata, utvrđeno je da su pH pufera i sadržaj 

surfaktanta kritični faktori za separaciju ispitivanih komponenti. Primenom punog 

faktorskog dizajna na tri nivoa, ustanovljeno je da dodatak surfaktanta, natrijum-laurilsulfata 

ima negativan uticaj na simetriju pika i da ne dovodi do poboljšanja selektivnosti metode 

[81–83]. 

Određivanje sadržaja perindoprila u farmaceutskim preparatima vršeno je metodom 

gasne hromatografije uz derivatizaciju sa pentafluorobenzil-bromidom čime je polaran i 

neisparljiv molekul perindoprila preveden u derivat pogodan za analizu tehnikom gasne 

hromatografije uz plameno–jonizacioni detektor [84]. Isti postupak derivatizacije korišćen je 

i za istovremenu analizu više predstavnike grupe inhibitora angiotenzin konvertujućeg 

enzima: kaptoprila, benazeprila, ramiprila, enalaprila, perindoprila i njihovih aktivnih 

metabolita: benazeprilata, ramiprilata, enalaprilata i perindoprilata. Hromatografsko 

razdvajanje postignuto je primenom staklene kolone punjene metilsilikonskom tečnošću, 

dimenzija 30 m  0,252 mm termostatirane na 295 °C, uz helijum kao gas nosač i detekciju 

uz detektor na bazi zahvata elektrona (eng. Electron–Capture Detector) [85]. 

Za određivanje perindoprila i njegovog aktivnog metabolita u biološkim tečnostima 

razvijene su metode gasne hromatografije uz detekciju masenom spektrometrijom, kao i 

metoda radioimuno određivanja [86, 87]. 

Sadržaj perindopril t-butilamina i indapamida u tabletama određen je metodom 

hromatografije na tankom sloju pod visokim pritiskom (eng. High Performance Thin Layer 

Chromatography − HPTLC). Hromatografsko razdvajanje dve aktivne supstance vršeno je 

na pločama prevučenim silikagelom 60 F254 uz mobilnu fazu sastava: dihlormetan – 

metanol–glacijalna sirćetna kiselina (9,5 : 0,5 : 0,1 V/V/V). Kvantitativna analiza vršena je 

denzitometrijski na 215 nm [88].  

Za određivanje sadržaja perindopril erbumina [89], kao i kombinacije perindoprila sa 

indapamidom [90], odnosno losartan kalijumom [91,92] u doziranim oblicima, postavljene 



Doktorska disertacija                                                                                   Marija Mašković 

52 

 

su i validirane metode reverzno–fazne tečne hromatografije pod visokim pritiskom (RP–

HPLC) uz izokratsko eluiranje. 

Opisana je i optimizirana RP–HPLC metoda za kvantitativnu analizu perindoprila i 

indapamida, odnosno perindorpila i kaptoprila u farmaceutskim preparatima, uz 

hidrohlortiazid kao interni standard. Razdvajanje ispitivanih komponenti vršeno je na 

cijanopropil koloni dimenzija 250 mm  4,6 mm, veličine čestica 5 μm, uz mobilnu fazu 

koja je predstavljala smešu 10 mmoL L
-1

 fosfatnog pufera i metanola u odnosu 55 : 45 V/V, 

čiji je pH podešen na 6,0 [93].  

Studije forsirane degradacije sprovedene su u cilju postavljanja RP–HPLC stability 

indicating metode za kvantitativnu analizu perindoprila i indapamida u farmaceutski 

doziranim oblicima. Razdvajanje ispitivanih komponenti i njihovih nečistoća vršeno je na 

XTerra
®

 RP18 koloni dimenzija 150 mm  4,6 mm, veličine čestica 5 μm, uz mobilnu fazu 

koja je predstavljala smešu 5 mmoL L
-1

  fosfatnog pufera i acetonitrila u odnosu 75 : 25 V/V 

[94]. 
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2. CILJ 

Cilj doktorske disertacije bio je da se: 

 

1. uz hemometrijsku podršku proceni hromatografsko ponašanje perindopril t-

butilamina i njegovih nečistoća u hromatografskim sistemima sa reverzno–faznim  i 

mikroemulzionim eluentima; 

 

2. primenom multikriterijumskog pristupa, uz primenu Derringer–ove funkcije 

poželjnih odgovora, postave optimalni hromatografski uslovi za farmaceutsku 

analizu perindopril t-butilamina primenom RP−HPLC metode i metode 

mikroemulzione tečne hromatografije; 

 

3. kao konačna potvrda pogodnosti postavljene i optimizirane RP−HPLC metode i 

metode mikroemulzione tečne hromatografije za farmaceutsku analizu perindopril t-

butilamina izvrši procena robusnosti primenom Plackett–Burman dizajna; 

 

4. kroz validaciju metode izvrši dodatna potvrda pouzdanosti primene postavljene 

RP−HPLC metode i metode mikroemulzione tečne hromatografije za farmaceutsku 

analizu perindopril t-butilamina; 

 

5. postavljena RP–HPLC metoda i metode mikroemulzione tečne hromatografije 

primeni za analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća u farmaceutskim 

doziranim oblicima. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEO 

 

3.1. APARATI, REAGENSI I MATEMATIČKO–SOFTVERSKI SISTEM 

 

Hromatograf: Hewlett Packard 1100 series, Agilent Technologies, Nemačka 

Binarna pumpa: Agilent 1100 Series 

Degaser: Agilent 1100 Series 

Detektor: Diode array detector (DAD), Agilent 1100 Series 

Integrator: Agilent ChemStation Software Rev.A.10.01.   

Termostat za kolonu: Agilent 1100 Series 

Termostatirani autosampler: Agilent 1100 Series 

Analitička vaga: Mettler, tip XP–205 TDR KL (I) (Mettler–Toledo AG, Švajcarska) 

pH–metar sa kombinovanom staklenom elektrodom: Metrohm tip 780 (Metrohm, 

Švajcarska) 

Sistem za prečišćavanje vode: EasyPure RF (Barnstead, SAD) 

Ultrazvučno kupatilo: tip USK (EI Niš, Srbija) 

Centrifuga: SIGMA 2–16 (Sartorius, Nemačka) 

 

Hromatograf: Waters Breeze, SAD 

Binarna pumpa: Waters 1525 Binary HPLC Pump, SAD  

Detektor: Waters 2487 UV/VIS detector 

Termostat za kolonu: HP 1100 model G 1316 A 

Integrator: Breeze Software data collection, Windows XP 

Mikrolitarski špric od 100 L, SGE Australia Pty. Ltd., Australija 

Sistem za filtriranje: Whatman 47 mm Glass/mesh membranski nosač i membranski filtri 

0,45 m, Whatman International Ltd., Engleska 

Analitička vaga: Sartorius, Sartorius Werke GmbH, Nemačka  

pH–metar sa kombinovanom pH elektrodom, Dolmen, Holandija 

Ultrazvučno kupatilo: Fungilab, Španija 
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Acetonitril  HPLC grade, Sigma-Aldrich, Nemačka 

Koncentrovana ortofosfatna kiselina p. a., Carlo Erba, Italija 

Kalijum-dihidrogenfosfat, Reanal, Mađarska 

Etilacetat  HPLC grade, Fluka, Švajcarska 

Butilacetat  HPLC grade, Fluka, Švajcarska  

Natrijum-laurilsulfat (SDS), Sigma, SAD 

n-butanol  HPLC grade, Riedel–deHäen, Nemačka 

 

Matematičko–softverski sistem koji se koristi za analizu rezultata i podataka generisanih 

upotrebom navedenih metodologija kao i procena desirability funkcija je Design–Expert® 

7.0.0. (Stat–Ease Inc., Minneapolis). 

 

3.2. STANDARDNE SUPSTANCE I FARMACEUTSKI DOZIRANI OBLICI 

3.2.1. Standardne supstance 

 Perindopril t-butilamin, radni standard, Les Laboratories Servier, Francuska 

 Nečistoće: perindoprilat; Y31; Y32 i Y33, radni standardi, Les Laboratories 

Servier, Francuska 

 Perindopril t-butilamin, hemijski referentni standard, Evropski Direktorat za kvalitet 

lekova i brigu o zdravlju (European Directorate for the Quality of Medicines and 

HealthCare), Council of Europe, Strasbourg, Francuska 

 

3.2.2. Farmaceutski dozirani oblik 

 Prexanil
®
 tablete, (jedna tableta sadrži 4 mg perindopril t-butilamina),  

Les Laboratories Servier, Francuska 

 

3.2.3. Specifikacijski zahtevi proizvođača 

 Perindopril t-butilamin          3,6 – 4,2 mg/tabl (90 % – 105 %) 

 Perindoprilat         najviše 2 % 

 Nečistoća Y31        najviše 2 % 
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 Nečistoća Y32        najviše 1 % 

 Nečistoća Y33        najviše 1 % 

 Ostale nečistoće, pojedinačno    najviše 0,25 % 

 

3.3. SUPSTANCE ZA PROCENU SELEKTIVNOSTI METODE 

 Laktoza monohidrat, p.a.  

 Celuloza, mikrokristalna, p.a. 

 Magnezijum-stearat, p.a. 

 Silicijum-dioksid, koloidni, bezvodni, p.a. 

 

3.4. OPTIMIZACIJA RP–HPLC METODE ZA FARMACEUTSKU ANALIZU 

PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA PRIMENOM 

MULTIKRITERIJUMSKOG PRISTUPA 

 

3.4.1. Priprema rastvora za optimizaciju RP–HPLC metode 

Preliminarnim ispitivanjima, pod istim hromatografskim uslovima, otkriveno je na 

istom retencionom vremenu prisusutvo nepoznate nečistoće, kako analizom rastvora uzorka 

tako, i analizom rastvora standarda perindopril t-butilamina. Kako bi se omogućilo praćenje 

hromatografskog ponašanja i navedene nepoznate nečistoće, odlučeno je da se za 

optimizaciju RP–HPLC metode koristi rastvor uzorka.   

Izmereno je i sprašeno 20 tableta. Odmerena je ona količina tabletne mase koja sadrži 

50 mg perindopril t-butilamina i preneta u odmerni sud od 50 mL. Dodato je oko 30 mL 

rastvarača (acetonitril–voda (40:60 V/V)) i ekstrahovano 20 minuta na ultrazvučnom 

kupatilu, a zatim 20 minuta na mehaničkoj mešalici. Odmerni sud je dopunjen rastvaračem 

do oznake. Nakon centrifugiranja i dodavanja odgovarajućih količina standarda nečistoća, 

supernatant je korišćen za izradu rastvora sledećih koncentracija: 

 perindopril t-butilamina – 0,40 mg mL
-1

 

 perindoprilat – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 8,00 μg mL
–1
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 nečistoća Y32 – 4,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,00 μg mL
–1

 

 

3.4.2. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Hewlett Packard 1100 Series, Agilent Technologies, 

Nemačka 

Kolona    YMC–Pack C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 m 

Mobilna faza    Acetonitril–50 mmol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata   

Talasna dužina  215 nm 

Injekciona zapremina   50 L 

Rastvarač   acetonitril–voda (40 : 60 V/V) 

 

3.4.3. Eksperimentalni uslovi za izvođenje centralnog kompozicionog dizajna 

Faktori i njihovi nivoi prikazani su u tabeli 6, a matrica za izvođenje eksperimenata u tabeli 7. 

 

Tabela 6. Faktori i njihovi nivoi 

Faktori (–1) (+1) (0) α (– 0,5) α (+ 0,5) 

x1   Acetonitril (V/V %) 32 40 36 34 38 

x2   pH mobilne faze 2 4 3 2,5 3,5 

x3   Temperatura kolone (ºC) 40 60 50 45 55 

x4   Brzina protoka mobilne faze (mL min
-1

) 1,4 2,0 1,7 1,55 1,85 
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Tabela 7. Matrica eksperimenata za centralni kompozicioni dizajn 

 

№ 
Faktori i faktorski nivoi 

           x1                         x2                         x3                         x4 

1 (–1) (–1) (–1) (–1) 

2 (+1) (–1) (–1) (–1) 

3 (–1) (+1) (–1) (–1) 

4 (+1) (+1) (–1) (–1) 

5 (–1) (–1) (+1) (–1) 

6 (+1) (–1) (+1) (–1) 

7 (–1) (+1) (+1) (–1) 

8 (+1) (+1) (+1) (–1) 

9 (–1) (–1) (–1) (+1) 

10 (+1) (–1) (–1) (+1) 

11 (–1) (+1) (–1) (+1) 

12 (+1) (+1) (–1) (+1) 

13 (–1) (–1) (+1) (+1) 

14 (+1) (–1) (+1) (+1) 

15 (–1) (+1) (+1) (+1) 

16 (+1) (+1) (+1) (+1) 

17 (–0,5) (0) (0) (0) 

18 (+0,5) (0) (0) (0) 

19 (0) (–0,5) (0) (0) 

20 (0) (+0,5) (0) (0) 

21 (0) (0) (–0,5) (0) 

22 (0) (0) (+0,5) (0) 

23 (0) (0) (0) (–0,5) 

24 (0) (0) (0) (+0,5) 

25 (0) (0) (0) (0) 

26 (0) (0) (0) (0) 

27 (0) (0) (0) (0) 

28 (0) (0) (0) (0) 

 

Prema navedenom planu eksperimenata podešeni su hromatografski uslovi pod 

kojim je injektovan rastvor za optimizaciju RP–HPLC metode opisan pod tačkom 3.4.1 . Iz 

dobijenih hromatograma izračunate su vrednosti za retencione faktore perindoprilata 

(kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno faktora rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33). 

Dobijeni rezultati prikazani su u tabeli 14. Na osnovu dobijenih vrednosti za retencione 

faktore perindoprilata (kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno faktora rezolucije za 

nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33), izračunati su koeficijenti kvadratnog modela koji su 

prikazani u tabeli 15. Rezultati su dalje obrađeni primenom MCDM pristupa.  
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3.5. PROCENA ROBUSNOSTI RP–HPLC METODE ZA FARMACEUTSKU 

ANALIZU PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA 

PRIMENOM  PLACKETT–BURMAN DIZAJNA 

 

3.5.1. Priprema rastvora za procenu robusnosti RP–HPLC metode 

Pripremljeni su rastvori standardnih supstanci u rastvaraču: perindopril t-butilamin – rastvor 

aS, koncentracije 2,0 mg mL
–1

; perindoprilat – rastvor ap, koncentracije 200 μg mL
–1

; 

nečistoća Y31 – rastvor aY31, koncentracije 200 μg mL
–1

; nečistoća Y32 – rastvor aY32, 

koncentracije 100 μg mL
–1

 i nečistoća Y33 – rastvor aY33, koncentracije 100 μg mL
–1

. 

Od rastvora aS, ap, aY31, aY32 i aY33 pripremljena je smeša rastvora: perindopril t-butilamin 

0,40 mg mL
–1

, perindoprilat 8,0 μg mL
–1

, nečistoća Y31 8,0 μg mL
–1

, nečistoća Y32 4,0 μg 

mL
–1

 i nečistoća Y33 4,0 μg mL
–1

.  

 

3.5.2. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Hewlett Packard 1100 Series, Agilent Technologies, 

Nemačka 

Kolona    YMC–Pack C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 m 

    Zorbax–SB C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 m 

Mobilna faza    аcetonitril– rastvor kalijum-dihidrogenfosfata  

Injekciona zapremina   50 L 

Rastvarač   аcetonitril–voda (40 : 60 V/V) 

 

3.5.3. Eksperimentalni uslovi 

Eksperimentalni uslovi definisani su Plackett–Burman dizajnom. Faktorski nivoi ("niži"(–), 

viši (+) i "nominalni" (0)) prikazani su su tabeli 8, a plan eksperimenata u tabeli 9. 
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Tabela 8. Faktori i njihovi nivoi 

 
Ispitivani faktor Niži nivo (–1) Nominalni nivo (0) Viši nivo (+1) 

Kolona Zorbax–SB C8* YMC–Pack C8* YMC–Pack C8* 

Temperatura (°C) 45 50 55 

Acetonitril (V/V %) 36 37 38 

Rastvor kalijum-

dihidrogenfosfata (mmol L
-1

) 
45 50 55 

pH mobilne faze 2,3 2,5 2,7 

Protok (mL min
-1

) 1,6 1,7 1,8 

Talasna dužina (nm) 214 215 216 

Dummy 1 –1 0 +1 

Dummy 2 –1 0 +1 

Dummy 3 –1 0 +1 

Dummy 4 –1 0 +1 

*4,6 mm  250 mm, 5 m  

 

3.5.4. Plan eksperimenta 

Plan eksperimenta definisan je primenom softvera Design Expert 7.0 i dvanaest 

eksperimenata je prikazano u tabeli 9. 
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Tabela 9. Plan Plackett–Burman dizajna 

 
Broj 

eksperimenta 

Faktori* i faktorski nivoi 

A B C D E F G H J K L 

1 +1 –1
 

+1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 +1 +1 

2 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 

3 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 –1 +1 

4 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 

5 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 

6 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 

7 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 –1 +1 

8 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 +1 –1 

9 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 

10 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 +1 +1 

11 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 

12 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 –1 –1 

*A–hromatografska kolona; B–dummy 1; C–temperatura (°C); D–acetonitril (V/V %); E–koncentracija 

rastvora kalijum-dihidrogenfosfata (mmol L
-1

); F– dummy 2; G–pH mobilne faze; H– dummy 3; J–protok (mL 

min
-1

); K–talasna dužina (nm); L– dummy 4 

 

Prema planu eksperimenata u tabeli 9 podešeni su hromatografski uslovi pod kojim 

je injektovan rastvor za procenu robusnosti RP–HPLC metode opisan pod tačkom 3.5.1. Iz 

dobijenih hromatograma izračunati su sledeći odgovori sistema: k1 – retencioni faktor 

perindoprilata, k2 – retencioni faktor perindopril t-butlamina, k3 – retencioni faktor 

nepoznate nečistoće, k4 – retencioni faktor nečistoće Y32, k5 – retencioni faktor nečistoće 

Y33, k6 – retencioni faktor nečistoće Y31; Sy1 – faktor simetrije perindoprilata, Sy2 – faktor 

simetrije perindopril t-butlamina, Sy3 – faktor simetrije nepoznate nečistoće, Sy4 – faktor 

simetrije nečistoće Y32,  Sy5 – faktor simetrije nečistoće Y33, Sy6 – faktor simetrije 

nečistoće Y31; R1 – faktor rezolucije između perindopril t-butlamina i perindoprilata, R2 – 

faktor rezolucije između perindoprilata i nepoznate nečistoće, R3 – faktor rezolucije između 

nepoznate nečistoće i nečistoće Y32, R4 – faktor rezolucije između nečistoće Y32 i 

nečistoće Y33, R5 – faktor rezolucije između nečistoće Y33 i nečistoće Y31; α1 – faktor 

selektivnosti između perindopril t-butlamina i perindoprilata, α2 – faktor selektivnosti 

između perindoprilata i nepoznate nečistoće, α3 – selektivnost između nepoznate nečistoće i 

nečistoće Y32, α4 – faktor selektivnosti između nečistoće Y32 i nečistoće Y33, α5 – faktor 

selektivnosti između nečistoće Y33 i nečistoće Y31; A1 – površina pika perindoprilata, A2 –
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površina pika perindopril t-butlamina,  A3 – površina pika nepoznate nečistoće, A4 – 

površina pika nečistoće Y32, A5 – površina pika nečistoće Y33, A6 – površina pika 

nečistoće Y31 i prikazani u tabeli 20. Statističkom analizom izračunati su efekti faktora i 

prikazani u tabeli 21. Za značajne faktore izračunati su intervali neznačajnosti i rezultati 

prikazani u tabeli 23. Na kraju, određeni su SST limiti i prikazani tabelarno. 

 

3.6. VALIDACIJA RP–HPLC METODE ZA FARMACEUTSKU ANALIZU 

PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA U DOZIRANIM 

OBLICIMA 

 

3.6.1. Priprema rastvora za procenu selektivnosti metode 

Za procenu selektivnosti RP–HPLC metode, pripremljena je placebo smeša u rastvaraču, 

koju su sačinjavale laktoza monohidrat, mikrokristalna celuloza, magnezijum-stearat i 

koloidni bezvodni silicijum-dioksid u koncentracijama koje su odgovarale njihovim 

sadržajima u ispitivanim tabletama.  

Placebo smeša je tretirana na isti način kao i tabletna masa za izradu rastvora uzorka (v. 

poglavlje 3.6.6).  

Laboratorijska smeša sastava: perindopril t-butilamin 0,40 mg mL
–1

, perindoprilat 8,0 μg 

mL
–1

, nečistoća Y31 8,0 μg mL
–1

, nečistoća Y32 4,0 μg mL
–1

 i nečistoća Y33 4,0 μg mL
–1

, 

korišćena je za procenu selektivnosti metode. 

 

3.6.2. Priprema rastvora standarda za procenu linearnosti metode 

Za procenu linearnosti metode analiziran je odnos površina pikova rastvora ispitivanih 

supstanci u zavisnosti od njihove koncentracije. Kalibracione krive konstruisane su 

metodom najmanjih kvadrata, a svaka tačka dobijena je kao rezultat tri injektovanja 

odgovarajućih rastvora. 
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3.6.2.1. Priprema rastvora standarda perindopril t-butilamina  

Pripremljen je rastvor standardne supstance perindopril t-butilamina u rastvaraču, rastvor 

aS, koncentracije 2,0 mg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su u rastvaraču rastvori 

perindopril t-butilamina sledećih koncentracija: 0,01 mg mL
–1

; 0,02 mg mL
–1

; 0,05 mg mL
–

1
; 0,10 mg mL

–1
; 0,20 mg mL

–1
; 0,40 mg mL

–1
; 0,60 mg mL

–1
; 0,80 mg mL

–1
 i 1,00 mg 

mL
–1

. 

Rezultati su prikazani u tabeli 26.  

 

3.6.2.2. Priprema rastvora standarda perindoprilata  

Pripremljen je rastvor standardne supstance perindoprilata u rastvaraču, rastvor ap, 

koncentracije 200 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori perindoprilata sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,40 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

8,00 μg mL
–1

; 12,00 μg mL
–1

; 16,00 μg mL
–1

 i 20,00 μg mL
–1

. 

Rezultati su prikazani u tabeli 26.  

 

3.6.2.3. Priprema rastvora standarda nečistoće Y31  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y31 u rastvaraču, rastvor aY31, 

koncentracije 200 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y31 sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,40 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

8,00 μg mL
–1

; 12,00 μg mL
–1

; 16,00 μg mL
–1 

i 20,00 μg mL
–1

.   

Rezultati su prikazani u tabeli 26.  

 

3.6.2.4. Priprema rastvora standarda nečistoće Y32  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y32 u rastvaraču, rastvor aY32, 

koncentracije 100 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y32 sledećih 

koncentracija: 0,10 μg mL
–1

; 0,20 μg mL
–1

; 0,50 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 

4,00 μg mL
–1

; 6,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 10,00 μg mL
–1

.   

Rezultati su prikazani u tabeli 26.  
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3.6.2.5. Priprema rastvora standarda nečistoće Y33  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y33 u rastvaraču, rastvor aY33, 

koncentracije 100 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y33 sledećih 

koncentracija: 0,10 μg mL
–1

; 0,20 μg mL
–1

; 0,50 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 

4,00 μg mL
–1

; 6,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 10,00 μg mL
–1

.   

Rezultati su prikazani u tabeli 26.  

 

3.6.3. Priprema rastvora standarda za procenu preciznosti metode 

Preciznost RP–HPLC metode procenjena je određivanjem perindopril t-butilamina i 

njegove četiri nečistoće u standardnim rastvorima odgovarajućih koncentracija. 

Pripremljene su tri serije po deset standardnih rastvora, različitih koncentracija i izračunati 

odgovarajući statistički parametri. 

 

3.6.3.1. Priprema rastvora standarda perindopril t-butilamina 

Od rastvora aS (v. poglavlje 3.6.2.1) pripremljeni su rastvori perindopril t-butilamina 

sledećih koncentracija: 0,20 mg mL
–1

; 0,40 mg mL
–1

 i 0,60 mg mL
–1

. 

Rezultati za procenu preciznosti prikazani su u tabeli 27.  

 

3.6.3.2. Priprema rastvora standarda perindoprilata 

Od rastvora ap (v. poglavlje 3.6.2.2) pripremljeni su rastvori perindoprilata sledećih 

koncentracija: 4,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 12,00 μg mL
–1

. 

Rezultati za procenu preciznosti prikazani su u tabeli 27. 

 

3.6.3.3. Priprema rastvora standarda nečistoće Y31 

Od rastvora aY31 (v. poglavlje 3.6.2.3) pripremljeni su rastvori nečistoće Y31 sledećih 

koncentracija: 4,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 12,00 μg mL
–1

. 

Rezultati za procenu preciznosti prikazani su u tabeli 27. 
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3.6.3.4. Priprema rastvora standarda nečistoće Y32 

Od rastvora aY32 (v. poglavlje 3.6.2.4) u rastvaraču pripremljeni su rastvori nečistoće Y32 

sledećih koncentracija: 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

 i 6,00 μg mL
–1

. 

Rezultati za procenu preciznosti prikazani su u tabeli 27. 

 

3.6.3.5. Priprema rastvora standarda nečistoće Y33 

Od rastvora aY33 (v. poglavlje 3.6.2.5) pripremljeni su rastvori nečistoće Y33 sledećih 

koncentracija: 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

 i 6,00 μg mL
–1

. 

Rezultati za procenu preciznosti prikazani su u tabeli 27. 

 

3.6.4. Priprema rastvora standarda za procenu tačnosti metode 

Tačnost RP–HPLC metode procenjena je određivanjem perindopril t-butilamina i njegove 

četiri nečistoće u rastvorima laboratorijske smeše čiji sastav su, pored navedenih ispitivanih 

supstanci, sačinjavale i komponente placeba u koncentracijama koje su odgovarale 

njihovim sadržajima u ispitivanim tabletama. Laboratorijska smeša je tretirana na isti način 

kao i tabletna masa za izradu rastvora uzorka (v. poglavlje 3.6.6). Pripremljene su tri serije 

razblaženja laboratorijske smeše sa koncentracijama ispitivanih komponenti koje su 

odgovarale koncentracijama rastvora uzorka od 80 %, 100 % i 120 %. Za svaku seriju 

razblaženja pripremljeno je po pet rastvora i izračunati su odgovarajući statistički 

parametri. 

 

3.6.4.1. Laboratorijska smeša 1 (80 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,32 mg mL
–1

 

 perindoprilat – 6,40 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 6,40 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 3,20 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 3,20 μg mL
–1

 

 

3.6.4.2. Laboratorijska smeša 2 (100 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,40 mg mL
–1

 



Doktorska disertacija                                                                                   Marija Mašković 

66 

 

 perindoprilat – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 4,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,00 μg mL
–1

 

 

3.6.4.3. Laboratorijska smeša 3 (120 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,48 mg mL
–1

 

 perindoprilat – 9,60 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 9,60 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 4,80 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,80 μg mL
–1

 

Rezultati za procenu tačnosti metode prikazani su u tabeli 28. 

 

3.6.5. Određivanje limita kvantifikacije i limita detekcije  

Vrednosti limita kvantifikacije (LOQ) i limita detekcije (LOD) određene su 

eksperimentalno, sa odgovarajućim razblaženjima osnovnih rastvora standarda ispitivanih 

komponenti. U tabeli 29 prikazane su vrednosti LOQ i LOD. 

 

3.6.5.1. Priprema rastvora za određivanje limita kvantifikacije i limita detekcije 

 

3.6.5.1.1. Perindopril t-butilamin 

Od rastvora aS (v. poglavlje 3.6.2.1) pripremljeni su rastvori perindopril t-butilamina 

sledećih koncentracija: 0,05 μg mL
–1

; 0,04 μg mL
–1

; 0,03 μg mL
–1

; 0,02 μg mL
–1

 i  

0,01 μg mL
–1

. 

 

3.6.5.1.2. Perindoprilat 

Od rastvora ap (v. poglavlje 3.6.2.2) pripremljeni su rastvori perindoprilata sledećih 

koncentracija: 50,0 ng mL
–1

; 30,0 ng mL
–1

; 10,0 ng mL
–1

 i 5,0 ng mL
–1

. 
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3.6.5.1.3. Nečistoća Y31 

Od rastvora aY31 (v. poglavlje 3.6.2.3) pripremljeni su rastvori nečistoće Y31 sledećih 

koncentracija: 300,0 ng mL
–1

; 150,0 ng mL
–1

; 50,0 ng mL
–1

 i 30,0 ng mL
–1

. 

 

3.6.5.1.4. Nečistoća Y32 

Od rastvora aY32 (v. poglavlje 3.6.2.4) pripremljeni su rastvori nečistoće Y32 sledećih 

koncentracija: 90,0 ng mL
–1

; 60,0 ng mL
–1

; 30,0 ng mL
–1

 i 10,0 ng mL
–1

. 

 

3.6.5.1.5. Nečistoća Y33 

Od rastvora aY33 (v. poglavlje 3.6.2.5) pripremljeni su rastvori nečistoće Y33 sledećih 

koncentracija: 50,0 ng mL
–1

; 30,0 ng mL
–1

; 10,0 ng mL
–1

 i 5,0 ng mL
–1

. 

 

3.6.6. Priprema rastvora uzorka tableta 

Izmereno je i sprašeno 20 tableta. Odmerena je ona količina tabletne mase koja sadrži 50 

mg perindopril t-butilamina i preneta u odmerni sud od 50 mL. Dodato je oko 30 mL 

rastvarača i ekstrahovano 20 minuta na ultrazvučnom kupatilu, a zatim 20 minuta na 

mehaničkoj mešalici. Odmerni sud je dopunjen rastvaračem do oznake. Nakon 

centrifugiranja supernatant je korišćen za izradu serije od deset rastvora koji sadrže 0,4 mg 

mL
–1

 perindopril t-butilamina. 

U tabeli 30 prikazani su rezultati kvantitativne analize perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća u ispitivanim tabletama.  

 

3.6.7. Hromatografska analiza 

 

3.6.7.1. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Hewlett Packard 1100 Series, Agilent Technologies, 

Nemačka 

Kolona    YMC–Pack C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 m 
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Mobilna faza   Acetonitril–50 mmol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata   

(37 : 63 V/V)  

pH mobilne faze  2,50 

Temperatura   50 C 

Talasna dužina  215 nm 

Protok    1,7 mL min
–1

 

Injekciona zapremina   50 L 

Rastvarač   acetonitril–voda (40 : 60 V/V) 

 

3.6.7.2. Postupak 

HPLC sistem, koji je podešen prema navedenim hromatografskim uslovima, ispiranjem 

kolone mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije hromatograma. Podešenost 

sistema proverena je ponovljenim injektovanjem rastvora standarda do postizanja 

ujednačenosti površina hromatografskih pikova ispitivanih supstanci, za tri uzastopna 

injektovanja. 

 

3.7. OPTIMIZACIJA METODE MIKROEMULZIONE TEČNE 

HROMATOGRAFIJE ZA FARMACEUTSKU ANALIZU PERINDOPRIL t-

BUTILAMINA PRIMENOM MULTIKRITERIJUMSKOG PRISTUPA  

 

3.7.1. Priprema rastvora za optimizaciju MELC metode 

Preliminarnim ispitivanjima, pod istim hromatografskim uslovima, otkriveno je na 

istom retencionom vremenu prisusutvo nepoznate nečistoće kako analizom rastvora uzorka 

tako i analizom rastvora standarda perindopril t-butilamina. Kako bi se omogućilo praćenje 

hromatografskog ponašanja i navedene nepoznate nečistoće, odlučeno je da se za 

optimizaciju metode mikroemulzione tečne hromatografije (eng. Microemulsion Liquid 

Chromatography – MELC) metode koristi rastvor uzorka.  

Izmereno je i sprašeno 20 tableta. Odmerena je ona količina tabletne mase koja sadrži 

40 mg perindopril t-butilamina i preneta u odmerni sud od 50 mL. Dodato je oko 30 mL 

mobilne faze (0,24 % m/v butilacetat, 0,30 % m/v etilacetat, 2 % m/v natrijum-laurilsulfat 
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(SDS), 7,75 % m/v n-butanol i 20 mmol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata, čiji je pH 

podešen na 3,70 koncentrovanom orto-fosfatnom kiselinom) i ekstrahovano 15 minuta na 

ultrazvučnom kupatilu. Odmerni sud je dopunjen mobilnom fazom do oznake. Nakon 

filtriranja korišćenjem Whatman filter papira, daljim razblaženjima u mobilnoj fazi i 

dodavanjem odgovarajućih količina standarda nečistoća pripremljen je rastvor sa 

koncentracijama ispitivanih komponenti: 

 perindopril t-butilamina – 0,40 mg mL
-1

 

 perindoprilat – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 4,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,00 μg mL
–1

 

 

3.7.2. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Waters Breeze, SAD 

Kolona    Nucleosil 120–5 C4, 250 mm x 4,0 mm, 5 m 

Mobilna faza  butilacetat–etilacetat–SDS–n-butanol–20 mmol L
-1

 rastvor 

kalijum-dihidrogenfosfata 

Injekciona zapremina   20 L 

Temperatura   40 C 

Talasna dužina  254 nm 

Rastvarač   mobilna faza (v. poglavlje 3.7.1.1.) 

Protok    1,25 mL min
–1 

 

3.7.3. Eksperimentalni uslovi za izvođenje centralnog kompozicionog dizajna 

Faktori i njihovi nivoi prikazani su u tabeli 10, a matrica za izvođenje eksperimenata u 

tabeli 11.  
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Tabela 10. Faktori i njihovi nivoi 

 
Faktori (–1) (+1) (0) α = – 0,5 α = + 0,5 

x1     Butilacetat (% m/V) 0,1 0,3 0,2 0,15 0,25 

x2     Etilacetat (% m/V) 0,3 0,7 0,5 0,4 0,6 

x3     SDS (% m/V) 1,5 2,5 2,0 1,75 2,25 

x4     n-butanol (% m/V) 5,0 9,0 7,0 6,0 8,0 

x5     pH mobilne faze 3,70 5,70 4,70 4,20 5,20 

 

 

 

Tabela 11. Matrica eksperimenata za centralni kompozicioni dizajn 

 

№ 
Faktori i faktorski nivoi 

        x1                     x2                      x3                    x4                      x5 

1 (–1) (–1) (–1) (–1) (+1) 

2 (+1) (–1) (–1) (–1) (–1) 

3 (–1) (+1) (–1) (–1) (–1) 

4 (+1) (+1) (–1) (–1) (+1) 

5 (–1) (–1) (+1) (–1) (–1) 

6 (+1) (–1) (+1) (–1) (+1) 

7 (–1) (+1) (+1) (–1) (+1) 

8 (+1) (+1) (+1) (–1) (–1) 

9 (–1) (–1) (–1) (+1) (–1) 

10 (+1) (–1) (–1) (+1) (+1) 

11 (–1) (+1) (–1) (+1) (+1) 

12 (+1) (+1) (–1) (+1) (–1) 

13 (–1) (–1) (+1) (+1) (+1) 

14 (+1) (–1) (+1) (+1) (–1) 

15 (–1) (+1) (+1) (+1) (–1) 

16 (+1) (+1) (+1) (+1) (+1) 

17 (–0,5) (0) (0) (0) (0) 

18 (+0,5) (0) (0) (0) (0) 

19 (0) (–0,5) (0) (0) (0) 

20 (0) (+0,5) (0) (0) (0) 

21 (0) (0) (–0,5) (0) (0) 

22 (0) (0) (+0,5) (0) (0) 

23 (0) (0) (0) (–0,5) (0) 

24 (0) (0) (0) (+0,5) (0) 

25 (0) (0) (0) (0) (–0,5) 

26 (0) (0) (0) (0) (+0,5) 

27 (0) (0) (0) (0) (0) 

28 (0) (0) (0) (0) (0) 

29 (0) (0) (0) (0) (0) 

30 (0) (0) (0) (0) (0) 
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Prema navedenom planu eksperimenata podešeni su hromatografski uslovi pod 

kojim je injektovan rastvor za optimizaciju MELC metode opisan pod tačkom 3.7.1. Iz 

dobijenih hromatograma izračunate su vrednosti za retencione faktore perindoprilata 

(kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno faktora rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33). 

Dobijeni rezultati priazani su u tabeli 31. Dobijene vrednosti za retencione faktore 

perindoprilata (kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno faktora rezolucije za nečistoće Y32 i 

Y33 (RY32/Y33), obrađene su primenom softvera Design Expert 7.0. Softver je za različite 

odgovore sistema predložio kao optimalne različite modele: za retencione faktore 

perindoprilata (kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31) kao optimalan predložen je kvadratni model, 

dok je za faktor rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33) predložen polinomijalni model 

drugog reda. Koeficijenti su prikazani u tabelama 32 i 33. Rezultati su dalje obrađeni 

primenom MCDM pristupa. 

 

 

3.8. PROCENA ROBUSNOSTI METODE MIKROEMULZIONE TEČNE 

HROMATOGRAFIJE ZA FARMACEUTSKU ANALIZU 

PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA  

PRIMENOM PLACKETT–BURMAN DIZAJNA 

 

3.8.1. Priprema rastvora za procenu robusnosti MELC metode 

Za procenu robusnosti MELC metode korišćen je rastvor uzorka pripremljen na način kao 

rastvor za optimizaciju MELC metode (v. poglavlje 3.7.1). 

 

3.8.2. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Waters Breeze, SAD 

Kolona    Nucleosil 120–5 C4, 250 mm x 4,0 mm, 5 m 

Mobilna faza  butilacetat–etilacetat–SDS–n-butanol–20 mmol L
-1

 rastvor 

kalijum-dihidrogenfosfata  

Injekciona zapremina   20 L 
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Talasna dužina  254 nm 

Rastvarač   mobilna faza 

 

3.8.3. Eksperimentalni uslovi 

Eksperimentalni uslovi definisani su Plackett–Burman dizajnom. Faktorski nivoi ("niži"(–), 

viši (+) i "nominalni" (0)) prikazani su su tabeli 12. 

 

Tabela 12. Faktori i njihovi nivoi 

 
Ispitivani faktor Niži nivo (–1) Nominalni nivo (0) Viši nivo (+1) 

Butilacetat (% m/V) 0,20 0,24 0,28 

Etilacetat (% m/V) 0,26 0,30 0,34 

Dummy 1 –1 0 +1 

SDS (% m/V) 1,9 2,0 2,1 

Butanol (% m/V) 7,65 7,75 7,85 

Dummy 2 –1 0 +1 

Rastvor kalijum-

dihidrogenfosfata (mmol L
-1

) 
19,5 20,0 20,5 

pH mobilne faze 3,60 3,70 3,80 

Dummy 3 –1 0 +1 

Protok (mL min
-1

) 1,20 1,25 1,30 

Temperatura (
o
C) 35 40 45 

   

 

3.8.4. Plan eksperimenta 

Plan eksperimenta definisan je primenom softvera Design Expert 7.0 i dvanaest 

eksperimenata je prikazano u tabeli 13. 
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Tabela 13. Plan Plackett–Burman dizajna 

 
Broj 

eksperimenta 
Faktori* i faktorski nivoi 

A B C D E F G H J K L 

1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 

2 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 

3 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 

4 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 

5 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 

6 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 

7 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 

8 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 

9 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 

10 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 

11 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 

12 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 

* A–butilacetat (% m/V); B–etilacetat (% m/V); C–dummy 1; D–SDS (% m/V); E–butanol (% m/V); F–dummy 2; G–

rastvor kalijum-dihidrogenfosfata (mmol L
-1

); H–pH mobilne faze; J–dummy 3; K–protok (mL min-1); L–temperatura 

(oC) 

 

 

3.9. VALIDACIJA METODE MIKROEMULZIONE TEČNE HROMATOGRAFIJE 

ZA FARMACEUTSKU ANALIZU PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH 

NEČISTOĆA U DOZIRANIM OBLICIMA 

 

3.9.1. Priprema rastvora za procenu selektivnosti metode 

Za procenu selektivnosti MELC metode, pripremljena je placebo smeša u mobilnoj fazi: 

laktoza monohidrat, mikrokristalna celuloza, magnezijum-stearat i koloidni bezvodni 

silicijum-dioksid u odnosima koncentracija koje su odgovarale njihovim sadržajima u 

ispitivanim tabletama. Placebo smeša tretirana je na isti način kao i tabletna masa za izradu 

rastvora uzorka (v. poglavlje 3.9.6).  



Doktorska disertacija                                                                                   Marija Mašković 

74 

 

Laboratorijska smeša sastava: perindopril t-butilamin 0,40 mg mL
–1

, perindoprilat 8,0 μg 

mL
–1

, nečistoća Y31 8,0 μg mL
–1

, nečistoća Y32 4,0 μg mL
–1

 i nečistoća Y33 4,0 μg mL
–1

, 

korišćena je za procenu selektivnosti metode. 

 

3.9.2. Priprema rastvora standarda za procenu linearnosti metode 

Za procenu linearnosti metode analiziran je odnos površina pikova rastvora ispitivanih 

supstanci u zavisnosti od koncentracija. Kalibracione krive konstruisane su metodom 

najmanjih kvadrata, a svaka tačka dobijena je kao rezultat tri injektovanja odgovarajućih 

rastvora. 

 

3.9.2.1. Priprema rastvora standarda perindopril t-butilamina  

Pripremljen je rastvor standardne supstance perindopril t-butilamina u mobilnoj fazi, 

rastvor aS, koncentracije 2,0 mg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori perindopril t-

butilamina sledećih koncentracija: 0,01 mg mL
–1

; 0,02 mg mL
–1

; 0,05 mg mL
–1

; 0,10 mg 

mL
–1

; 0,20 mg mL
–1

; 0,40 mg mL
–1

; 0,60 mg mL
–1

; 0,80 mg mL
–1

 i 1,00 mg mL
–1

.  

Rezultati su prikazani u tabeli 45.  

 

3.9.2.2. Priprema rastvora standarda perindoprilata  

Pripremljen je rastvor standardne supstance perindoprilata u mobilnoj fazi, rastvor ap, 

koncentracije 200 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori perindoprilata sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,40 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

8,00 μg mL
–1

; 12,00 μg mL
–1

; 16,00 μg mL
–1

 i 20,00 μg mL
–1.

   

Rezultati su prikazani u tabeli 45.  

 

3.9.2.3. Priprema rastvora standarda nečistoće Y31  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y31 u mobilnoj fazi, rastvor aY31, 

koncentracije 200 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y31 sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,40 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

8,00 μg mL
–1

; 12,00 μg mL
–1

; 16,00 μg mL
–1

 i 20,00 μg mL
–1

. 

Rezultati su prikazani u tabeli 45.  
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3.9.2.4. Priprema rastvora standarda nečistoće Y32  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y32 u mobilnoj fazi, rastvor aY32, 

koncentracije 100 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y32 sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,50 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

6,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 10,00 μg mL
–1

. 

Rezultati su prikazani u tabeli 45.  

 

3.9.2.5. Priprema rastvora standarda nečistoće Y33  

Pripremljen je rastvor standardne supstance nečistoće Y33 u mobilnoj fazi, rastvor aY33, 

koncentracije 100 μg mL
–1

. Od rastvora aS pripremljeni su rastvori nečistoće Y33 sledećih 

koncentracija: 0,20 μg mL
–1

; 0,50 μg mL
–1

; 1,00 μg mL
–1

; 2,00 μg mL
–1

; 4,00 μg mL
–1

; 

6,00 μg mL
–1

; 8,00 μg mL
–1

 i 10,00 μg mL
–1

.   

Rezultati su prikazani u tabeli 45.  

 

3.9.3. Priprema rastvora za procenu preciznosti metode 

Za procenu preciznosti metode mikroemulzione tečne hromatografije pripremljene su tri 

serije po tri rastvora uzorka, izračunati odgovarajući statistički parametri i rezultati 

prikazani u tabeli 46. 

(a) Rastvor uzorka (1) sadržao je 80 % deklarisanog, teorijskog sadržaja aktivne 

supstance perindopril t-butilamina – 0,32 mg mL
–1

 

(b) Rastvor uzorka (2) sadržao je 100 % deklarisanog, teorijskog sadržaja aktivne 

supstance perindopril t-butilamina – 0,40 mg mL
–1

 

(c) Rastvor uzorka (3) sadržao je 120 % deklarisanog, teorijskog sadržaja aktivne 

supstance perindopril t-butilamina – 0,48 mg mL
–1

 

 

Priprema rastvora uzorka opisana je u poglavlju 3.9.6. 

 

3.9.4. Priprema rastvora standarda za procenu tačnosti metode 

Tačnost MELC metode procenjena je određivanjem perindopril t-butilamina i njegove četiri 

nečistoće u rastvorima laboratorijske smeše čiji sastav su, pored navedenih ispitivanih 
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supstanci, sačinjavale i komponente placeba u koncentracijama koje su odgovarale 

njihovim sadržajima u ispitivanim tabletama. Laboratorijska smeša je tretirana na isti način 

kao i tabletna masa za izradu rastvora uzorka (v. poglavlje 3.9.6). Pripremljene su tri serije 

razblaženja laboratorijske smeše sa koncentracijama ispitivanih komponenti koje su 

odgovarale koncentracijama rastvora uzorka od 80 %, 100 % i 120 %. Za svaku seriju 

razblaženja pripremljeno je po tri rastvora i izračunati su odgovarajući statistički parametri. 

 

3.9.4.1. Laboratorijska smeša 1 (80 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,32 mg mL
–1

 

 perindoprilat – 6,40 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 6,40 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 3,20 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 3,20 μg mL
–1

 

 

3.9.4.2. Laboratorijska smeša 2 (100 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,40 mg mL
–1

 

 perindoprilat – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 8,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 4,00 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,00 μg mL
–1

 

 

3.9.4.3. Laboratorijska smeša 3 (120 %) 

 perindopril t-butilamin – 0,48 mg mL
–1

 

 perindoprilat – 9,60 μg mL
–1

 

 nečistoća Y31 – 9,60 μg mL
–1

 

 nečistoća Y32 – 4,80 μg mL
–1

 

 nečistoća Y33 – 4,80 μg mL
–1

 

Rezultati za procenu tačnosti metode prikazani su u tabeli 47. 
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3.9.5. Određivanje limita kvantifikacije  i limita detekcije  

Vrednosti limita kvantifikacije (LOQ) i limita detekcije (LOD) određene su statistički, 

uzimajući u obzir odnos signal/šum 3:1 za LOQ i 10:1 za LOD. 

U tabeli 48 prikazane su vrednosti LOQ i LOD. 

 

3.9.6. Priprema rastvora uzorka tableta 

Izmereno je i sprašeno 20 tableta. Odmerena je ona količina tabletne mase koja sadrži 40 

mg perindopril t-butilamina i preneta u odmerni sud od 50 mL. Dodato je oko 30 mL 

mobilne faze i ekstrahovano 15 minuta na ultrazvučnom kupatilu. Odmerni sud je dopunjen 

mobilnom fazom do oznake.  

Nakon filtriranja korišćenjem Whatman filter papira, daljim razblaženjima u mobilnoj fazi 

pripremljen je rastvor perindopril t-butilamina koncentracije 0,40 mg mL
–1

. 

U tabeli 49 prikazani su rezultati kvantitativne analize perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća u ispitivanim tabletama. 

 

3.9.7. Hromatografska analiza 

 

3.9.7.1. Hromatografski uslovi 

 

Hromatografski sistem Waters Breeze, SAD 

Kolona    Nucleosil 120–5 C4, 250 mm x 4,0 mm, 5 m 

Mobilna faza   butilacetat–etilacetat–SDS–n-butanol–20 mmol L
–1

 rastvor 

kalijum-dihidrogenfosfata pH 3,70 (0,24 m/V : 0,30 m/V : 

2,00 m/V : 7,75 m/V : 20,0 mmol L
–1

)  

Temperatura   40 C 

Talasna dužina  254 nm 

Protok    1,25 mL min
–1

 

Injekciona zapremina   20 L 

Rastvarač   mobilna faza 
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3.9.7.2. Postupak 

HPLC sistem, koji je podešen prema navedenim hromatografskim uslovima, ispiranjem 

kolone mobilnom fazom do postizanja stabilne bazne linije hromatograma. Podešenost 

sistema proverena je ponovljenim injektovanjem rastvora standarda do postizanja 

ujednačenosti površina hromatografskih pikova ispitivanih supstanci, za tri uzastopna 

injektovanja. 
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4. REZULTATI I DISKUSIJA 

 

4.1. RP–HPLC METODA ZA FARMACEUTSKU ANALIZU PERINDOPRIL t-

BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA 

 

4.1.1. OPTIMIZACIJA PRIMENOM MULTIKRITERIJUMSKOG PRISTUPA 

Izvedena je serija preliminarnih eksperimenata s ciljem definisanja faktora koji 

značajno utiču na ponašanje RP–HPLC sistema za farmaceutsku analizu perindopril t-

butilamina i njegovih nečistoća. Kao adekvatna stacionarna faza odabrana je kolona C8 

dimenzija 250 mm x 4,6 mm i veličine čestica 5 m (YMC–Pack C8). Imajući u vidu da 

su sve ispitivane komponente kiseline (izuzev nečistoće Y31), istraživanja su započeta 

sa mobilnom fazom čiji je vodeni deo sačinjavao fosfatni pufer sa vrednošću pH  7. 

Eksperimentima koji su uključivali mobilne faze sa metanolom i acetonitrilom, 

utvrđeno je da je simetrija pikova ispitivanih komponenti poboljšana ukoliko se kao 

organski rastavarč koristi acetonitril. Variranjem udela acetonitrila u mobilnoj fazi u 

opsegu 30 % do 40 % zapažen je značajan uticaj navedenog organskog rastvarača na 

hromatografsko ponašanje svih ispitivanih komponenti, prvenstveno na faktor rezolucije 

perindopril t-butilamina, nečistoće Y32 i nepoznate nečistoće čiji sadržaj može značajno 

uticati na kvantifikaciju pika komponente sa kojom koeluira. Udeo acetonitrila u 

mobilnoj fazi takođe utiče u značajnoj meri i na retenciono ponašanje nečistoća: 

perindoprilata i Y31.  

Preliminarnim istraživanjima utvrđeno je da koncentracija fosfatnog pufera nema 

značajan uticaj na hromatografsko ponašanje perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća, tako da je kao vodena faza tokom optimizacije korišćen 50 mmol L
-1

 rastvor 

kalijum-dihidrogenfosfata. Preliminarnim eksperimentima utvrđeno je da pH mobilne 

faze i temperatura kolone značajno utiču na retenciono ponašanje i simetriju pika 

perindoprilata, odnosno simetriju pikova perindoprilata i perindopril t-butilamina. Na 

osnovu preliminarnih ispitivanja zaključeno je da sledeća 4 faktora značajno utiču na 

hromatografsko ponašanje ispitivanih supstanci: 
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 sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi je od velikog značaja za hromatografsko 

razdvajanje perindopril t-butilamina, nečistoće Y32 i nepoznate nečistoće, kao i 

na retenciono ponašanje nečistoća perindoprilata i Y31 

 pH mobilne faze je od značaja za retenciono ponašanje i simetriju pika 

perindoprilata 

 temperatura je od značaja za simetriju pikova perindoprilata i perindopril t-

butilamina 

 brzina protoka mobilne faze je od značaja za vreme trajanja analize, kao i 

simetriju pikova ispitivanih komponenti 

Uticaj četiri izabrana faktora (sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi, pH mobilne faze, 

temperatura kolone i brzina protoka mobilne faze) na posmatrani hromatografski sistem 

ispitan je primenom eksperimentalnog dizajna.  

Kao odgovori sistema koji značajno karakterišu kvalitet hromatografske analize, 

a koje je potrebno istovremeno optimizirati, odabrani su retencioni faktor perindoprilata 

− kPLAT, faktor rezolucije između nečistoća Y32 i Y33 − RY32/Y33 i retencioni faktor 

nečistoće Y31 − kY31. Naime, cilj optimizacije RP−HPLC metode bio je da se postigne 

odgovarajuće razdvajanje kritičnog para pikova, odnosno da vrednost faktora rezolucije 

RY32/Y33 bude veća od 1,5, a da pri tome analiza ne traje predugo, odnosno da retencioni 

faktor kY31 komponente koja se poslednja eluira (nečistoća Y31) ima što manju vrednost. 

Takođe, optimizacijom metode potrebno je obezbediti odgovarajuće retenciono 

ponašanje perindoprilata, komponente koja se prva eluira, odnosno obezbediti da 

vrednost kPLAT bude što veća.  

Sledeća faza ispitivanja bila je odabir odgovarajućeg eksperimentalnog dizajna 

kojim će se definisati plan eksperimenta tako da bude obuhvaćeno određeno 

eksperimentalno područje. S obzirom na broj izabranih faktora (sadržaj acetonitrila u 

mobilnoj fazi, pH mobilne faze, temperatura kolone i brzina protoka mobilne faze) 

javila se potreba za izborom dizajna koji ne zahteva veliki broj eksperimenata, a da se 

pri tome dobije dovoljan broj podataka za opisivanje sistema. Kao najpogodniji, izabran 

je centralni kompozicioni dizajn (CCD) uz primenu 2
4
 punog faktorskog dizajna, 

zvezda dizajna sa nivoima α = ± 0,5, sa četiri replikacije u centralnoj tački.  Imajući u 

vidu ograničenja kada je u pitanju sastav mobilne faze i pH mobilne faze, nije bilo 
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moguće insistirati na pojedinim graničnim vrednostima u dizajnu, pa je vrednost α u 

zvezda dizajnu morala biti postavljena na 0,5. Faktori koji se ispituju, njihovi nivoi kao 

i matrica eksperimenata za CCD prikazani su u poglavlju 3.4.3. Vrednosti za odgovore 

sistema koji su praćeni prikazani su u tabeli 14. 

 

Tabela 14. Dobijene vrednosti za izabrane odgovore sistema 

 

№ 
Odgovori sistema 

             kPLAT                                   RY32/Y33                                  kY31                           

1 0,56 6,34 36,48 

2 0,33 3,60 15,08 

3 0,43 0 34,50 

4 0,27 2,75 14,62 

5 0,59 5,86 33,51 

6 0,34 3,49 14,20 

7 0,37 0 32,24 

8 0,26 0 13,66 

9 0,55 4,89 36,75 

10 0,34 3,23 15,25 

11 0,39 0 34,91 

12 0,22 0 14,61 

13 0,60 5,43 33,36 

14 0,35 3,05 14,11 

15 0,39 0 31,74 

16 0,26 0 13,58 

17 0,45 5,41 28,59 

18 0,36 4,16 19,98 

19 0,46 4,83 24,66 

20 0,46 3,40 21,58 

21 0,41 3,61 21,27 

22 0,44 3,51 20,46 

23 0,47 3,61 20,91 

24 0,43 3,47 20,92 

25 0,45 3,10 20,88 

26 0,43 3,56 20,90 

27 0,42 3,58 20,93 

28 0,43 3,54 20,93 

kPLAT – retencioni faktor perindoprilata; kY31 – retencioni faktor nečistoće Y31; RY32/Y33 – faktor 

rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

 

Primenom softvera Design Expert 7.0, a na osnovu eksperimentalno dobijenih 

vrednosti za retencione faktore perindoprilata (kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno 

faktora rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33), izračunati su koeficijenti 

kvadratnog modela (tabela 15).  
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Tabela 15. Koeficijenti kvadratnog modela za kPLAT, RY32/Y33 i kY31 

 

                  kPLAT                p-vrednost             RY32/Y33          p-vrednost                    kY31                p-vrednost              

b0 2,353  3,903  21,708  

b1 -0,212 <0,0001* -0,426 0,0078* -9,859 <0,0001* 

b2 -0,217 <0,0001* -2,052 <00001* -0,632 0,0062* 

b3 0,034 0,0033* -0,184 0,1984 -0,982 0,0002* 

b4 -0,011 0,2693 -0,334 0,0284* 0,002 0,9939 

b12 0,134 <0,0001* 0,744 0,0001* 0,284 0,1732 

b13 0,006 0,5264 -0,194 0,1825 0,486 0,0282* 

b14 -0,007 0,4487 -0,105 0,4590 -0,0025 0,9901 

b23 -0,015 0,1422 -0,157 0,2730 0,06 0,7654 

b24 -0,006 0,5264 -0,004 0,9787 -0,024 0,9058 

b34 0,009 0,3787 0,231 0,1167 -0,104 0,6071 

b11 0,292 0,0083* 2,769 0,0608 8,603 0,0006* 

b22 0,092 0,3441 0,089 0,9481 3,943 0,0620 

b33 -0,227 0,0311* -2,131 0,1383 -5,077 0,0208* 

b44 -0,188 0,0678 -2,211 0,1253 -4,877 0,0253* 

Model - <00001* - <00001* - <00001* 

* značajni članovi modela za nivo pouzdanosti od 95% 

Matematički modeli koji opisuju zavisnost retencionih faktora perindoprilata 

(kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), odnosno faktora rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

(RY32/Y33) od kodiranih vrednosti faktora x1, x2, x3 i x4 su: 

kPLAT = 2,353 – 0,212x1 – 0,217x2 + 0,034x3 – 0,011x4 + 0,134x1x2 +   

+ 0,006x1x3 – 0,007x1x4 – 0,015x2x3 – 0,006x2x4 +     

                   + 0,009x3x4 + 0,292x1
2
 + 0,092x2

2
 – 0,227x3

2
 – 0,188x4

2
                         (38) 

   

kY31 = 21,708 – 9,859x1 – 0,632x2 – 0,982x3 + 0,002x4 + 0,284x1x2 +  

0,486x1x3 – 0,0025x1x4 + 0,06x2x3 – 0,024x2x4 – 0,104x3x4  

          + 8,603x1
2
 + 3,943x2

2
 – 5,077x3

2
 – 4,877x4

2 
                                          (39)  

 

RY32/Y33 = 3,903 – 0,426x1 – 2,052x2 – 0,184x3 – 0,334x4 + 0,744x1x2 –  

                      0,194x1x3 – 0,105x1x4 – 0,157x2x3 – 0,004x2x4 + 0,231x3x4 +   

              + 2,769x1
2
 + 0,089x2

2
 – 2,131x3

2
 – 2,211x4

2
                           (40) 

 

Analizom vrednosti faktorskih efekata ispitivanih faktora (sadržaj acetonitrila, 

pH mobilne faze, temperature kolone i brzine protoka mobilne faze) na posmatrane 

odgovore sistema moglo se zaključiti da se: 
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 sadržaj acetonitrila (faktor x1 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b1) ima 

značajan uticaj na sva tri posmatrana odgovora sistema. Vrednost efekta ovog faktora 

ima negativan predznak, što ukazuje da povećanje ovog faktora dovodi do istovremenog 

smanjenja vrednosti kY31 što je poželjno, ali s druge strane i do smanjenje vrednosti za 

kPLAT i RY32/Y33 što nije u skladu sa postavljenim ciljevima optimizacije. Imajući ovo u 

vidu, nije bilo moguće proceniti kojom koncentracijom acetonitrila bi se zadovoljili svi 

postavljeni ciljevi optimizacije.  

 pH mobilne faze (faktor x2 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b2) i 

brzina protoka mobilne faze (faktor x4 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b4) 

imaju značajan uticaj na RY32/Y33. Zbog negativnog predznaka vrednosti ovih efekata, sa 

povećanjem vrednosti ovih faktora dolazi do smanjenja vrednosti faktora rezolucije 

kritičnog para ispitivanih supstanci. Vrednost pH mobilne faze značajno utiče i na 

kPLAT. Sa povećanjem vrednosti ovog faktora (vrednost efekta ovog faktora ima 

negativan predznak) dolazi do smanjenja vrednosti kPLAT što je u suprotnosti sa 

postavljenim ciljevima optimizacije.  

 temperatura kolone (faktor x3 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b3) je 

faktor koji ima značajan uticaj na odgovore kY31 i kPLAT; vrednost efekta ovog faktora 

ima negativan predznak što ukazuje da sa povećanjem temperature kolone dolazi do 

smanjenja odgovora kY31 a do povećanja vrednosti kPLAT.  

Na osnovu dobijenih rezultata mogu se doneti zaključci o pojedinačnim 

uticajima faktora, kao i o faktorskim interakcijama. Nedostatak analize ovih rezultata 

ogleda se upravo u tome što se ne može definisati optimum metode. Naime, na osnovu 

ovih rezultata moguće je definisati region ponašanja sistema, ali ne i tačne vrednosti 

faktora kojima odgovara optimum eksperimenta. 

Dakle, kako bi se definisali optimalni hromatografski uslovi za farmaceutsku 

analizu ispitivanih jedinjenja potrebno je istovremeno pratiti više odgovora koji imaju 

suprotne ciljeve (povećanje vrednosti faktora rezolucije kritičnog para − RY32/Y33) za što 

je moguće kraće vreme (smanjenje kY31). Definisani optimum, dakle, mora biti 

kompromis, odnosno kombinacija ispitivanih faktora mora biti takva da analizirani 

odgovori imaju zadovoljavajuću vrednost. Zato je za istovremenu optimizaciju 

vrednosti faktora u cilju dobijanja zadovoljavajućih vrednosti više odabranih odgovora, 
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primenjena metoda multikriterijumske optimizacije i to Deringerova funkcija poželjnih 

odgovora.  

U tabeli 16 prikazani su definisani: 1. prihvatljivi opsezi za ispitivane faktore, 2. za 

izabrane odgovore ciljevi koje treba postići multikriterijumskom optimizacijom. Oblik 

funkcije poželjnih odgovora za svaki od posmatranih odgovora sistema definisan je 

odabranim vrednostima težinskih koeficijenata, a utvrđene su i vrednosti koeficijenata 

značajnosti jer se koriste za izračunavanje globanog optimuma (tabela 16). 

 

Tabela 16. Usvojene granične vrednosti za određivanje globalnog optimuma  

 
Faktori Cilj Opseg 

Težinski 

koeficijenti 

Koeficijent 

značajnosti 

F
a

k
to

ri
 Acetonitril (% V/V) u opsegu 35 40 – 3 

pH mobilne faze u opsegu 2 3 – 3 

T kolone (ºC) u opsegu 45 55 – 3 

Protok (mL min
-1

) u opsegu 1,5 2,0 – 3 

O
d

g
o

v
o

ri
 kPLAT u opsegu 2,0 2,5 – 3 

RY32/Y33 
ciljana vrednost – 

4,7 
4 6 

s = 5 

t = 10 
3 

kY31 u opsegu 14 21 – 1 

  

Za odgovor kPLAT kao cilj postavljen je da bude u opsegu od 2,0 do 2,5 jer se 

smatra da su sve vrednosti u okviru ovog opsega prihvatljive. 

 Za odgovor RY32/Y33 kao cilj optimizacije postavljeno je dostizanje ciljane 

vrednosti 4,7. Sem toga, težinski koeficijenti su postavljeni na s = 5 i t = 10 čime je 

naglašen značaj dostizanja vrednosti bliske ciljanoj. Vrednosti faktora rezolucije 

kritičnog para između 4 i 4,7, odnosno 4,7 i 6 imaće di vrednosti između 0 i 1, dok će 

samo dostizanje definisane ciljane vrednosti 4,7 za rezultat imati vrednost di = 1. 

 Za odgovor kY31 kao cilj postavljeno je da bude u opsegu od 14 – 21, tako da se 

svaka vrednost veća od 21 smatra neprihvatljivom i dodeljuje joj se vrednost di = 0. 

Vrednosti za odgovor kY31 koje su između 14 i 21 smatraju se zadovoljavajućim i njima 

se dodeljuje vrednost di = 1.  

 Definisani limiti, težinski koeficijenti i koeficijenti značajnosti za ispitivane 

faktore i posmatrane odgovore sistema obrađeni su Design–Expert
®
 softverom i na taj 

način utvrđena kombinacija faktora koja daje najbolji globalni optimum D = 1,000. 
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Predviđeni optimalni hromatografski uslovi su: 37 % (V/V) acetonitrila, 50 ºC kao 

temperatura kolone i brzina protoka mobilne faze od 1,7 mL min
–1

. pH mobilne faze 

treba da bude 2,50. Za navedene uslove, softverom predviđene vrednosti posmatranih 

odgovora sistema iznosile su: kPLAT = 2,38; RY32/Y33 = 4,7 i kY31 = 20,35. 

Grafički prikaz dobijenih optimalnih uslova, kao i softverom predviđenih odgovora, dat 

je na slici 17. 

 

ACN = 37.31

35.00

32.00 40.00

pH = 2.47

3.00

2.00 4.00

temp = 46.58

45.00 55.00

40.00 60.00

protok = 1.75

1.50

1.40 2.00

kPLAT = 2.38261

2 2.5

1.92 2.95

R32/33 = 4.7

4 6

4.7

0 6.34

k31 = 20.345

14 21

13.58 36.75

Desirability = 1.000

 

Slika 17. Grafički prikaz optimalnih hromatografskih uslova: a) sadžaj acetonitrila u 

mobilnoj fazi, b) pH mobilne faze; c) temperaturu kolone i d) brzinu protoka mobilne 

faze, kao i predviđenih odgovora sistema: e) kPLAT; f) RY32/Y33 g) kY31  

 

Imajući u vidu da funkcija poželjnih odgovora uključuje subjektivne parametre 

kao što su i) koeficijenti značajnosti koji se koriste za izračunavanje globalnog 

optimuma, ii) težinske koeficijente koji određuju oblik individualnih odgovora i iii) 

opsege odgovora sistema, koje specificira analitičar (eng. user specified), neophodno je 

kada su u pitanju željene vrednosti odgovora sistema ispitati prihvatljivost i osetljivost 
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ovih parametara. Za ispitivanje prihvatljivosti i osetljivosti navedenih parametara u 

odnosu na željene vrednosti odgovora sistema, primenjena je analiza osetljivosti 

funkcije poželjnih odgovora koja uz statističku podršku pruža uvid u efekat promena 

parametara na robusnost globalnog optimuma. 

Odabrana su četiri faktora kojima su dodeljene granične vrednosti, a plan 

eksperimenata za analizu osetljivosti funkcije poželjnih odgovora definisan je 

primenom 2
4-1

 frakcionog faktorskog dizajna. Ispitivani faktori i njihovi nivoi prikazani 

su u tabeli 17. 

 

Tabela 17. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora – faktori i njihovi nivoi 

Faktor Nivoi 

                       niži                                              viši 

Koeficijent značajnosti za 

RY32/Y33 
1 5 

Težina s za RY32/Y33 1 5 

Težina t za RY32/Y33 5 10 

Ciljana vrednost za RY32/Y33 4,6 4,8 

 

Matrica eksperimenata prema 2
4-1

 frakcionom faktorskom dizajnu prikazana je u tabeli 18. 
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Tabela 18. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora – Matrica eksperimenata za 

2
4–1

 frakcioni dizajn 

 

 Kodirane vrednosti za ispitivane 

faktore 

Broj A B C D 

1 –1 –1 –1 –1 

2 +1 –1 –1 +1 

3 –1 +1 –1 +1 

4 +1 +1 –1 –1 

5 –1 –1 +1 +1 

6 +1 –1 +1 –1 

7 –1 +1 +1 –1 

8 +1 +1 +1 +1 

A – koeficijent značajnosti za RY32/Y33; B – težina s za RY32/Y33;  

C − težina t za RY32/Y33; D – ciljana vrednost za RY32/Y33 

Sledeći definisane promene parametara za izračunavanje vrednosti globalnog 

optimuma, izračunato je osam novih vrednosti globalnog optimuma koji su 

predstavljeni u tabeli 19. U istoj tabeli prikazani su i ulazni faktori i vrednosti 

individualnih odgovora.   

 

Tabela 19. Vrednosti globalnog optimuma (D), ulaznih faktora i odgovora sistema 

 

D 

Dobijene vrednosti 

 Ulazni faktori Odgovori 

Broj 

eksperimenta 
Inp1 Inp2 Inp3 Inp4 kPLAT RY32/Y33 kY31 

1 1,000 37,79 2,11 54,24 1,87 2,450 4,60 19,823 

2 1,000 37,73 2,68 48,96 1,69 2,369 4,80 19,637 

3 1,000 38,45 2,75 52,41 1,75 2,364 4,80 18,683 

4 1,000 37,77 2,77 48,75 1,73 2,347 4,60 19,340 

5 1,000 38,03 2,50 54,17 1,65 2,394 4,80 18,834 

6 1,000 37,96 2,87 49,59 1,67 2,338 4,60 19,037 

7 1,000 39,23 2,85 54,51 1,81 2,334 4,60 17,532 

8 1,000 37,70 2,20 53,17 1,84 2,452 4,80 20,178 

Inp1 – acetonitril (% V/V); Inp2 – pH mobilne faze; Inp3 – T kolone (ºC); Inp4 – protok (mL min
-1

);  

kPLAT – retencioni faktor perindoprilata; kY31 – retencioni faktor nečistoće Y31; RY32/Y33 – faktor 

rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

 

Analizom dobijenih vrednosti u tabeli 19 može se primetiti da se vrednost 

globalnog optimuma nije menjala, odnosno da je u svih osam slučajeva zadržala 
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maksimalnu vrednost od 1. Može se zaključiti da je analiza osetljivosti funkcije 

poželjnih odgovora potvrdila da subjektivni parametri nisu uticali na pouzdanost 

optimizacije.  

Optimalni uslovi primenjeni su za hromatografsku analizu perindorpil t-

butilamina i njegovih nečistoća: 

 

Hromatografski sistem Hewlett Packard 1100 Series, Agilent Technologies, 

Nemačka 

Kolona   YMC–Pack C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 m 

Mobilna faza  acetonitril–50 mmol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata 

(37 : 63 V/V)  

pH mobilne faze  2,50 

Temperatura   50 C 

Talasna dužina  215 nm 

Protok    1,7 mL min
–1

 

Injekciona zapremina  50 L 

Rastvarač   acetonitril–voda (40 : 60 V/V)  

 

4.1.2. PROCENA ROBUSNOSTI PRIMENOM PLACKETT–BURMAN DIZAJNA 

Kao konačna potvrda pogodnosti postavljene i optimizirane RP–HPLC metode 

za farmaceutsku analizu perindopril t-butilamina, izvršeno je testiranje definisanih 

eksperimentalnih uslova u cilju procene robusnosti. Faktori koji se ispituju i njihovi 

nivoi prikazani su u poglavlju 3.5.3. Za faktore su definisani niži (–1) i viši nivoi (+1) 

koji su simetrično raspoređeni oko nominalne vrednosti (0), osim za kolonu za koju su 

nominalna i viša vrednost iste. Plan eksperimenta definisan je primenom softvera 

Design Expert 7.0 i dvanaest eksperimenata je tabelarno prikazano u poglavlju 3.5.4. 

Plackett–Burman dizajnom sa 12 eksperimenata može se ispitivati 11 faktora. S 

obzirom da je broj realnih faktora koji su se ispitivali bio 7 (hromatografska kolona; 

temperatura (°C); acetonitril (V/V %); koncentracija rastvora kalijum-dihidrogenfosfata 

(mmol L
-1

); pH mobilne faze; protok (mL min
-1

);  talasna dužina (nm)), preostali 

faktori, tj. kolone u dizajnu definisane su kao veštački (eng. dummy) faktori.  
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Kao odgovori sistema praćeni su oni koji u najvećoj meri karakterišu 

hromatografsko ponašanje ispitivanih jedinjenja na koloni (retencioni faktor – k; faktor 

selektivnosti – α; faktor rezolucije – R; simetrija pika – Sy), kao i njihovu kvantifikaciju 

(površina pika – A).  

Konačno, izvršena je analiza 28 odgovora sistema čije su vrednosti prikazane u tabeli 20. 
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Tabela 20. Dobijene vrednosti za izabrane odgovore sistema* 

 
Odgovor 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

k1 2,32 1,73 1,72 1,57 2,27 1,79 2,31 1,57 1,76 2,38 2,39 2,27 

k2 4,01 3,69 2,63 2,54 4,01 3,65 4,57 3,21 3,71 4,65 4,67 4,06 

k3 5,40 5,38 3,44 3,35 5,41 5,33 6,41 4,55 5,53 6,59 6,58 5,5 

k4 6,34 6,23 4,13 3,95 6,20 6,40 7,13 5,56 6,65 7,48 7,17 6,51 

k5 7,31 7,27 4,67 4,46 7,13 7,50 8,35 6,42 7,84 8,83 8,40 7,53 

k6 17,37 21,08 11,83 11,40 16,89 21,70 20,75 18,14 23,05 21,99 20,76 18,10 

Sy1 0,74 0,71 0,59 0,25 0,66 0,66 0,52 0,25 0,54 0,47 0,75 0,41 

Sy2 0,46 0,34 0,34 0,38 0,42 0,35 0,40 0,39 0,29 0,39 0,42 0,42 

Sy3 
0,8 0,87 0,83 0,86 0,87 0,90 0,96 0,85 0,88 0,84 0,91 0,95 

Sy4 0,84 0,90 0,92 0,93 0,83 0,90 0,86 0,92 0,93 0,86 0,85 0,84 

Sy5 0,86 0,93 0,91 0,91 0,85 0,99 0,87 0,91 0,93 0,77 0,85 0,84 

Sy6 0,93 0,97 0,96 0,99 0,94 0,93 0,95 1,00 0,99 0,95 0,94 0,96 

R1 4,47 4,4 3,97 4,19 4,67 4,03 3,94 4,41 3,36 3,81 4,93 3,92 

R2 5,11 5,28 4,85 4,39 5,14 5,27 5,54 4,47 5,33 5,86 5,65 5,14 

R3 3,77 3,01 4,76 3,79 3,21 3,77 2,36 3,77 3,81 2,98 1,94 3,96 

R4 3,72 3,9 3,55 3,25 3,79 3,79 4,34 3,32 4,13 4,50 4,26 4,01 

R5 26,19 30,18 28,77 27,36 26,75 29,18 28,23 27,66 30,04 27,86 27,72 27,28 

α1 1,73 2,14 1,58 1,62 1,77 2,04 1,98 2,05 2,11 1,95 1,95 1,79 

α2 1,35 1,46 1,31 1,32 1,35 1,46 1,40 1,42 1,49 1,42 1,41 1,35 

α3 1,17 1,16 1,20 1,18 1,15 1,20 1,11 1,22 1,20 1,14 1,09 1,18 

α4 1,15 1,17 1,13 1,13 1,15 1,17 1,17 1,10 1,18 1,18 1,17 1,16 

α5 2,37 2,9 2,54 2,56 2,37 2,89 2,48 2,83 2,94 2,49 2,47 2,40 

A1 272,6 316,4 286,0 249,2 319,9 249,6 282,6 274,9 318,1 277,5 250,1 273,7 

A2 9361 1052,4 9502,5 8476,5 10625 8427 9444 9487,7 10818 9528,6 8419,5 9397,5 

A3 21,6 24,2 22,2 20,6 23,6 20,4 20,9 23,2 26,9 21,2 19,1 26,4 

A4 134,4 152,3 130,6 119,1 153,5 119,1 132,4 134,6 152,6 134,2 116,9 133,6 

A5 93,2 99,4 87,6 76,6 98,6 81,4 85,6 86,4 97,6 92,0 75,9 85,1 

A6 173,2 198,6 174,2 157,9 195,8 154,6 167,5 177,4 198,4 171,5 151,8 171,3 

* k1 - retencioni faktor perindoprilata, k2 - retencioni faktor perindopril t-butlamina, k3 - retencioni faktor nepoznate 

nečistoće, k4 - retencioni faktor nečistoće Y32, k5 - retencioni faktor nečistoće Y33, k6 - retencioni faktor nečistoće 

Y31; Sy1 - faktor simetrije perindoprilata, Sy2 - faktor simetrije perindopril t-butlamina, Sy3 - faktor simetrije 

nepoznate nečistoće, Sy4 - faktor simetrije nečistoće Y32,  Sy5 - faktor simetrije nečistoće Y33, Sy6 - faktor simetrije 

nečistoće Y31; R1 - faktor rezolucije između perindopril t-butlamina i perindoprilata, R2 - faktor rezolucije između 

perindoprilata i nepoznate nečistoće, R3 - faktor rezolucije između nepoznate nečistoće i nečistoće Y32, R4 - faktor 

rezolucije između nečistoće Y32 i nečistoće Y33, R5 - faktor rezolucije između nečistoće Y33 i nečistoće Y31; α1 - 

faktor selektivnosti između perindopril t-butlamina i perindoprilata, α2 - faktor selektivnosti između perindoprilata i 

nepoznate nečistoće, α3 – faktor selektivnosti između nepoznate nečistoće i nečistoće Y32, α4 - faktor selektivnosti 

između nečistoće Y32 i nečistoće Y33, α5 - faktor selektivnosti između nečistoće Y33 i nečistoće Y31; A1 - površina 

pika perindoprilata, A2 - površina pika perindopril t-butlamina, A3 - površina pika nepoznate nečistoće, A4 - površina 

pika nečistoće Y32, A5 - površina pika nečistoće Y33, A6 - površina pika nečistoće Y31. 

Efekti ispitivanih faktora izračunati su primenom  softvera Design Expert 7.0, i njihove 

vrednosti prikazane su u tabeli 21. 
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Tabela 21. Vrednosti dobijenih faktorskih efekata, kritičnog efekta (Ekritično) i granice greške (Margin of Error – ME) 

 
Odgovor* 

Kolona 
Dummy 

1 

T  

(°C) 

ACN 

(%) 

Pufer 

(mM) 

Dummy 

2 
pH 

Dummy 

3 
Protok  

(mL min-1) 

Talasna 

dužina  

(nm) 

Dummy 

4 

Ecritical 

(α= 0,05) 

Ecritical 

(α=0,01) 

ME 

(0,975, 

m) 

ME 

(0,995, 

m) 

k1 0,63 0,0067 0,06 -0,11 -0,17 -0,01 -0,067 0 -0,0067 0,0033 -0,0033 0,0133 0,0234 0,0200 0,3567 

k2 1,09 0,072 -0,015 -0,74 0,16 -0,035 -0,0017 0,005 0,0083 -0,19 -0,2 0,2297 0,4037 0,2483 0,4115 

k3 1,39 0,1 -0,065 -1,36 0,28 -0,058 -0,018 -0,017 0,022 -0,38 -0,39 0,4336 0,7621 0,2781 1,0607 

k4 1,32 0,068 -0,14 -1,39 0,43 -0,035 -0,21 0,0083 0,00833 -0,54 -0,54 0,5815 1,0219 0,7169 1,3004 

k5 1,57 0,088 -0,19 -1,78 0,51 -0,045 -0,28 0,015 0,022 -0,65 -0,65 0,7116 1,2506 0,8790 4,2162 

k6 1,44 0,3 -0,63 -5,93 1,86 -0,12 -0,84 -0,075 -0,058 -2,32 -2,36 2,5405 4,4649 2,9643 0,1187 

Sy1 0,092 -0,032 0,28 -0,12 0,005 -0,038 -0,045 -0,042 -0,052 -0,032 0,0017 0,0694 0,1219 0,0816 0,0557 

Sy2 0,07 0 0,01 0,037 0,02 0 0,017 -0,0033 0,03 0,0033 0,0033 0,0050 0,0087 0,0392 0,0842 

Sy3 0,023 -0,0033 -0,027 -0,033 0,023 0,01 0,02 -0,0033 -0,033 0,05 -0,033 0,0371 0,0652 0,0596 0,0194 

Sy4 -0,07 0 -0,017 -0,0033 -0,01 -0,01 0 0 0,0033 0,003 0,0067 0,0128 0,0226 0,0131 0,0612 

Sy5 -0,09 -0,033 0,027 -0,01 0,03 -0,0067 0,0033 -0,0033 -0,0067 0,02 -0,02 0,0419 0,0736 0,0430 0,0426 

Sy6 -0,028 0,0083 0,028 0,0083 -0,005 -0,005 0,012 -0,0083 -0,005 -0,0083 -0,0017 0,0137 0,0241 0,0302 0,6128 

R1 0,23 0,13 0,47 0,19 0,04 -0,01 0,5 -0,073 0,26 -0,023 -0,09 0,1860 0,3268 0,4309 0,1962 

R2 0,48 0,078 0,095 -0,64 -0,068 0,022 -0,18 0,038 -0,088 -0,058 0,005 0,0956 0,168 0,1365 0,1418 

R3 -0,78 -0,048 -0,035 0,9 0,025 0,052 -0,83 0,095 -0,18 0,005 0,035 0,1317 0,2314 0,0987 0,2724 

R4 0,45 0,087 -0,09 -0,55 -0,067 -0,013 -0,14 0,0033 -0,15 -0,027 -0,0067 0,0941 0,1654 0,1896 0,1383 

R5 -1,53 0,29 0,06 -1,53 0,037 0 -0,24 -0,053 -0,88 -0,023 -0,0067 0,3143 0,5525 0,0913 0,0296 

α1 -0,062 0,036 -0,048 -0,27 0,12 -0,015 0,051 0,0055 -0,0055 -0,13 -0,12 0,1346 0,2366 0,1668 0,2372 

α2 -0,03 0 -0,01 -0,09 0,023 -0,0033 -0,0033 -0,0033 0,0033 -0,04 -0,037 0,0398 0,0699 0,0409 0,0588 

α3 -0,053 -0,0033 -0,01 0,033 0,013 0,0033 -0,03 0,0067 0 -0,013 -0,013 0,0164 0,0287 0,0364 0,0517 

α4 0,017 -0,0067 0,0033 0,037 -0,033 0,01 -0,013 -0,01 -0,01 0 0 0,0167 0,0293 0,0380 0,0536 

α5 -0,35 0,0033 -0,027 -0,18 0,083 -0,0033 -0,0033 -0,0067 -0,0033 -0,093 -0,093 0,0995 0,1749 0,1192 0,1713 

A1 -2,95 -2,22 3,11 -2,98 -5,18 0,32 2,59 1,76 -37,14 -31,38 -0,36 3,0633 5,3838 6,5509 9,6920 

A2 -114,38 -11,31 -10,14 -90,53 -83,84 29,14 27,76 -35,33 -1140,28 -1150,39 -17,98 54,148 95,2005 140,498 207,866 

A3 -0,79 0,4 -1,34 0,84 0,54 0,42 -1,19 -1,21 -3,03 -1,86 -1,48 2,1296 3,7427 3,0746 4,3387 

A4 -0,56 -1,5 0,063 -0,31 -0,08 1,69 0,7 -0,76 -16,1 -18,32 -1,22 2,8548 5,0174 19,357 28,638 

A5 0,24 -1,09 2,11 -0,7 0,47 1,12 -2,37 0,63 -8,05 -12,49 1,55 2,4406 4,2894 3,161 4,677 

A6 -4,96 -0,47 0,74 1,26 -1,14 1,18 0,95 -1,71 -19,89 -2,92 -1,07 21,233 37,317 3,395 5,029 

* Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za tabelu 20.
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Sledeća faza ispitivanja robusnosti metode bila je grafička i statistička interpretacija 

dobijenih rezultata (v. poglavlje 1.3.6.2) na osnovu kojih je procenjen uticaj ispitivanih 

faktora i utvrđeno koji faktori imaju najznačajniji uticaj na hromatografski sistem. Grafičko 

tumačenje značajnosti faktorskih efekata podrazumeva primenu normal probability ili half − 

normal probability grafikona [50, 55]. Primenom half−normal probability grafikona 

definisani su značajni efekti (tabela 22). Kako bi se dobile potpune informacije o faktorskim 

efektima, dodatno su analizirani i Pareto dijagrami na osnovu limita standardnog t–testa. 

Rezultati su prikazani u tabeli 22.  

Statistička procena faktorskih efekata preciznija je i omogućava definisanje limita za 

pojedine faktore. Zasniva se na statističkom t–testu. Za izračunavanje standardne greške 

efekata, neophodne za određivanje t vrednosti, opisane su različite metode (v. poglavlje 

1.3.6.2.2), od kojih su u radu primenjene metoda kod koje se procena vrši na osnovu 

beznačajnih efekata (efekata veštačkih faktora) i metoda koja se bazira na primeni Dong–

ovog algoritma. U oba slučaja su za izračunavanje eksperimentalnih t vrednosti primenjivani 

nivoi značajnosti α = 0,05 i α = 0,01. Efekti za koje se primenom opisanih statističkih procena 

pokazalo da su značajni prikazani su u tabeli 22.  
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Tabela 22. Procena faktorskih efekata 

 

 

Odgovor* 

značajni efekti za 

α = 0,05 (dobijeni 

poređenjem sa 

kritičnim 

efektom 

izračunatim na 

osnovu 

beznačajnih 

efekata) 

značajni efekti za 

α = 0,01 (dobijeni 

poređenjem sa 

kritičnim 

efektom 

izračunatim na 

osnovu 

beznačajnih 

efekata) 

značajni efekti 

za 

α = 0,05 

(na osnovu 

Dong-ovog 

algoritma) 

značajni efekti 

za 

α = 0,01 

(na osnovu 

Dong-ovog 

algoritma) 

značajni 

efekti na 

osnovu 

half-normal 

probability 

grafikona 

značajni 

efekti na 

osnovu 

Pareto 

dijagrama 

k1 A+C+D+G+E A+C+D+G A+C+D+G A+C+D+G A+D A+D 

k2 A+D A+D A+D A+D A+D A+D 

k3 A+D A+D A+D+E+K+L A+D A+D A+D 

k4 A+D A+D A+D A+D A+D A+D 

k5 A+D A+D A+D A+D A+D A+D 

k6 D D D D D D 

Sy1 A+C+D C C+D C C C+D 

Sy2 A+C+D+E+G+J A+C+D+E+JG A A A A 

Sy3 – – – – – – 

Sy4 A+C A A+C A+C A A+C 

Sy5 A A A A A A 

Sy6 A+C A+C – – A A+C 

R1 A+C+D+G+J C+G C+G – C+G C+G 

R2 A+D+G A+D+G A+D+G A+D A+D A+D 

R3 A+D+G+J A+D+G A+D+G+J A+D+G+J A+D+G A+D+G 

R4 A+D+G+J A+D A+D A+D A+D A+D 

R5 A+D+J A+D+J A+B+D+G+J A+B+D+G+J A+D+J A+D+J 

α1 D D D D D D 

α2 D+K D D D D D 

α3 A+D+K A+D+G A A A A 

α4 A+D+E D+E – – D D 

α5 A+D A+D A+D A+D A A+D 

A1 C+E+J+K J+K J+K J+K J+K J+K 

A2 J+K J+K J+K J+K J+K J+K 

A3 J – – – – J 

A4 J+K J+K – – J+K J+K 

A5 G+J+K J+K J+K J+K J+K J+K 

A6 – – K – A+J+K A+J+K 

* Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za Tabelu 20.  

 

Kao što se i očekivalo, za odgovore koji karakterišu razdvajanje ispitivanih jedinjenja, 

odnosno zadržavanje ispitivanih jedinjenja na koloni, najznačajniji faktori su tip 

hromatografske kolone i sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi. S druge strane, na odgovore koji 

karakterišu kvantifikaciju, najveći uticaj imali su protok mobilne faze i talasna dužina 

detekcije. Razlike u dobijenim rezultatima posledica su vrednosti nivoa značajnosti i 

primenjene statističke metode. Ukoliko se procena vrši na osnovu beznačajnih efekata, veće 

vrednosti za kritične efekte (Ekritično) dobijene su na osnovu većih vrednosti jednog ili više 

efekata veštačkih faktora. S druge strane, kod metode koja se bazira na primeni Dong-ovog 
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algoritma, procenjena vrednost granice greške (eng. ME) u poređenju sa vrednošću kritičnog 

efekta (Ekritično) posledica je uključivanja visokih vrednosti faktorskih efekata u izračunavanje 

vrednosti inicijalne procene greške, s0. Uopšteno govoreći, faktorski efekat će lakše biti 

procenjen kao značajan ukoliko je vrednost kritičnog efekta niža. Kada je eksperimentalna 

greška procenjena na pravi način, vrednosti kritičnih efekata biće uporedive bez obzira koja 

statistička metoda se koristi [98]. Kako su slični rezultati dobijeni primenom oba statistička 

pristupa procene faktorskih efekata, za izračunavanje intervala neznačajnosti za značajne 

faktore korišćeni su rezultati dobijeni poređenjem sa kritičnim efektom izračunatim na osnovu 

beznačajnih efekata za nivo značajnosti α = 0,05. 

Osim za kvantitativne faktore (koncentracija pufera, pH mobilne faze i temperatura 

kolone), intervali ″neznačajnosti″ izračunati su i za faktor smeše (koncentracija organskog 

rastvarača, odnosno acetonitrila u mobilnoj fazi), za koji je prethodnim istraživanjem utvrđena 

značajnost, i rezultati su prikazani u tabeli 23. Na osnovu prikazanih rezultata, moguće je 

kontrolisati hromatografski sistem pod različitim okolnostima i u različitim laboratorijama, a 

da to ne utiče na kvalitativne i kvantitativne rezultate metode. 
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Tabela 23. Intervali ″neznačajnosti″ za značajne faktore 

 

Odgovor* Značajan faktor 

Interval ″neznačajnosti″ dobijen na 

osnovu kritičnog efekta za 

α = 0,05 

k1 

C 48,89 – 51,11 

D 36,88 – 37,12 

G 2,46 – 2,54 

k2 D 36,69 – 37,31 

k3 
D 36,68 – 37,72 

E – 

k4 D 36,58 – 37,42 

k5 D 36,60 – 37,40 

k6 D 36,57 – 37,43 

Sy1 
C 48,76 – 51,24 

D 36,42 – 37,58 

 

Sy2 

C 47,50 – 52,50 

D 36,86 – 37,14 

E 48,75 – 51,25 

Sy3 – – 

Sy4 C 46,24 – 53,76 

Sy5 – – 

Sy6 C 47,54 – 52,46 

R1 
C 48,02 – 51,98 

G 2,43 – 2,57 

R2 
D 36,85 – 37,15 

G 2,39 – 2,61 

R3 
D 38,86 – 37,14 

G 2,39 – 2,61 

R4 
D 36,84 – 37,16 

G 2,37 – 2,63 

R5 
D 36,79 – 37,21 

G – 

α1 D 36,50 – 37,50 

α2 D 36,56 – 37,44 

α3 D 36,51 – 37,49 

α4 
D 36,55 – 37,45 

E 47,47 – 52,53 

α5 D 36,45 – 37,55 

A1 
C 45,07 – 54,93 

E 47,04 – 52,96 

A2 
D 36,40 – 37,60 

E 47,0 – 53,0 

A3 – – 

A4 – – 

A5 G 2,29 – 2,71 

A6 – – 

* Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za Tabelu 20.  

*C – temperatura (°C); D – acetonitril (V/V %); E – koncentracija rastvora kalijum-dihidrogenfosfata (mmol L
-1

); 

G – pH mobilne faze 
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 Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da je metoda osetljiva na promene 

sadržaja acetonitrila u mobilnoj fazi čija se vrednost mora održavati u veoma uskom intervalu 

da bi se održavale vrednosti hromatografskih parametara. S druge strane, kvantitativni 

odgovori su se pokazali relativno robusno. 

Konačni cilj ovog dela istraživanja bio je definisanje limita za procenu pogodnosti 

sistema.  

Kod postavljene RP–HPLC metode za kvantitativnu analizu perindopril t-butilamina i 

njegovih nečistoća ispitan je uticaj velikog broja faktora na odgovore sistema. Za 

hromatografsko razdvajanje ispitivanih supstanci, naročito u slučaju strukturno sličnih 

supstanci, najvažniji kriterijum je faktor rezolucije. S tim u vezi, ispitani su uslovi najgoreg 

slučaja za sve dobijene vrednosti faktora rezolucije (od R1 do R5) – tabela 24. 

 

Tabela 24. Faktorski nivoi za situaciju najgoreg slučaja 

 

Faktor 
Odgovori 

R1 R2 R3 R4 R5 

A: Kolona  –1 –1 +1 –1 +1 

C: Temperatura (°C) –1 –1 +1 –1 +1 

D: Acetonitril (%) –1 +1 +1 +1 +1 

E: Koncentracija kalijum- 

dihidrogenfosfata (mM) 
–1 +1 –1 +1 +1 

G: pH mobilne faze –1 +1 +1 +1 –1 

J: Protok (mL min
-1

) –1 +1 +1 +1 +1 

K: Talasna dužina (nm) –1 –1 +1 –1 –1 

 

Pod uslovima prikazanim u tabeli 24, sprovedeni su eksperimenti u triplikatu, a 

srednje vrednosti i vrednosti standardne devijacije (SD) date su u tabeli 25. SST limiti su 

izračunati na osnovu eksperimentalno dobijenih vrednosti, ali i iz teorijskog modela 

primenom izraza (37). U teorijskom pristupu izračunavanja SST limita, korišćene su vrednosti 

značajnih faktorskih efekata koji su dobijeni poređenjem sa kritičnim efektom izračunatim na 

osnovu beznačajnih efekata za nivo značajnosti α = 0,05. Kao što se vidi iz tabele 25, 

dobijeno je slaganje teorijskih i eksperimentalno dobijenih vrednosti za faktore rezolucije 

određene pod najgorim uslovima. S obzirom da je cilj ovog dela ispitivanja definisanje 

granične vrednosti najkritičnijeg odgovora u cilju stalne provere adekvatnosti sistema, to se 

ovde može zaključiti da je najniža vrednost dobijena za odgovor R3. Konačan zaključak bio bi 

da je sistem pogodan ako je vrednost faktora rezolucije R3 > 2,0. Na ovaj način podaci su za 

ispitivanje robusnosti RP–HPLC metode za kvantitativnu analizu perindopril t-butilamina i 

njegovih nečistoća u potpunosti definisani. 
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Tabela 25. SST limiti dobijeni na osnovu situacije najgoreg slučaja i teorijskog modela 

 
Eksperiment R1 R2 R3 R4 R5 

1 3,36 4,47 1,94 3,32 26,19 

2 3,38 4,4 1,92 3,25 26,25 

3 3,43 4,52 2,01 3,34 25,19 

Srednja 

vrednost 
3,39 4,46 1,96 3,30 25,88 

SD 0,036 0,060 0,047 0,047 0,595 

n 3 3 3 3 3 

 SST limiti dobijeni na osnovu situacije najgoreg slučaja 

 3,39 – 2,92 x 

(0,036 / √3) = 

3,33 

4,46 – 2,92 x 

(0,060 / √3) = 

4,359 

4,797 – 2,92 x 

(0,047 / √3) = 

4,718 

3,30 – 2,92 x 

(0,047 / √3) = 

3,221 

25,88 – 2,92 x 

(0,595 / √3) = 

25,537 

 SST limiti dobijeni na osnovu teorijskog modela 

 3,365 5,16 2,085 3,785 26,13 

 

 

4.1.3. VALIDACIJA RP–HPLC METODE  

 Za metode farmaceutske analize potrebno je, pored uobičajenih zahteva koje svaka 

instrumentalna metoda mora da ispuni, izvršiti i dodatnu evaluaciju kojom se potvrđuje 

pouzdanost njene primene, odnosno metoda je validirana, tj. ispitani su selektivnost, 

linearnost, preciznost, tačnost, limiti kvantifikacije (LOQ) i limiti detekcije (LOD) [43]. 

Potvrđeno je da je metoda selektivna što znači da se na retencionim vremenima 

perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća nisu javljali interferirajući pikovi. Pomoćne 

materije iz analiziranih tableta nisu uticale na razdvajanje ispitivanih komponenti. 

Reprezentativni hromatogrami laboratorijske a) i placebo smeše b) smeše prikazani su na slici 

18. 
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Slika 18. a) Reprezentativni hromatogram laboratorijske smeše perindoprila (tR = 3,064 min.) i  

njegovih nečistoća: perindoprilata (tR = 1,935 min.), nepoznate nečistoće (tR = 3,981 min.),  

Y32 (tR = 4,512 min.), Y33 (tR = 5,146 min.) i Y31 (tR = 11,630 min.). 

(Mobilna faza: acetonitril–kalijum-dihidrogenfosfatni pufer (50 mM) (37 : 63 V/V), pH 2,5; 

protok mobilne faze 1,7 mL min
-1

; talasna dužina detekcije  = 215 nm)  

b) Hromatogram placebo smeše (v. poglavlje 3.6.1) 

 

Za procenu linearnosti metode analizirana je zavisnost površine pikova ispitivanih 

jedinjenja u funkciji koncentracije. Kalibracione krive konstruisane su metodom najmanjih 

kvadrata, a svaka tačka dobijena je kao rezultat tri injektovanja odgovarajućih rastvora. Kako 

su koeficijenti korelacije (r) za kalibracione krive perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća veći od 0,990 i kako je vrednost statističkog parametra (tb) manja od tabelarne 

vrednosti (ttab), može se zaključiti da dobijene kalibracione krive odgovaraju zahtevima 

smernice ICH Q2 (R1) – Validation of Analytical Procedures: Text and Methodology. 

Značajni parametri za procenu linearnosti kalibracione krive perindopril t-butilamina kao i 

kalibracionih krivih perindoprilata, nečistoća Y31, Y32 i Y33, prikazani su u tabeli 26.  
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Tabela 26. Rezultati za regresionu analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća 

Parametri 
Perindopril t-

butilamin 
Perindoprilat Nečistoća Y31 Nečistoća Y32 Nečistoća Y33 

Opseg 

koncentracija 

(µg mL
–1

) 

10 – 1000 0,2 – 20 0,2 – 20 0,1 – 10 0,1 – 10 

y = ax + b 21 232x + 651,61 29,914x + 9,843 19,395x + 4,507 22,403x + 5,577 23,778x + 0,272 

r 0,9973 0,9989 0,9996 0,9969 1,0000 

Sb 294,434 5,2559 1,892 3,3065 0,2064 

Sa 593,77 0,530 0,191 0,667 0,042 

tb 2,213 1,8728 2,382 1,6865 1,3165 

 a – nagib kalibracione krive 

 b – odsečak na y osi 

 r – koeficijenat korelacije 

 Sa – standardna devijacija nagiba 

 Sb – standardna devijacija odsečka 

 ttab = 2,998 (n = 7, p = 0,02 ) 

 

Statistički parametri potvrđuju linearnost kalibracionih krivih za ispitivanu oblast 

koncentracija. 

Za procenu preciznosti metode injektovani su rastvori laboratorijske smeše pod 

uslovima prikazanim u poglavlju 3.6.3. Rezultati su dati u tabeli 27. 
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Tabela 27. Rezultati za procenu preciznosti RP–HPLC metode  

 
Supstanca Injektovano Nađeno RSD (%) R (%) 

Perindopril t-butilamin 

(mg mL
-1

) 

0,2 

0,4 

0,6 

0,212 ± 0,001* 

0,409 ± 0,002 

0,628 ± 0,003 

0,638 

0,545 

0,399 

105,80 

102,48 

104,60 

Perindoprilat (μg mL
-1

) 

4 

8 

12 

4,274 ± 0,071 

8,296 ± 0,124 

12,175 ± 0,145 

1,663 

1,493 

1,187 

106,85 

103,70 

101,46 

Y31 (μg mL
-1

) 

4 

8 

12 

4,05 ± 0,046 

8,052 ± 0,102 

11,915 ± 0,103 

1,122 

1,268 

0,863 

101,28 

100,65 

99,29 

Y32 (μg mL
-1

) 

2 

4 

6 

2,039 ± 0,021 

4,016 ± 0,035 

6,121 ± 0,0028 

1,045 

0,872 

0,452 

101,95 

100,40 

102,02 

Y33 (μg mL
-1

) 

2 

4 

6 

2,029 ± 0,035 

3,959 ± 0,024 

5,935 ± 0,077 

1,714 

0,601 

1,296 

101,47 

98,98 

98,92 

*Standardna devijacija (SD) (n = 10) 

Statističkom obradom eksperimentalno dobijenih vrednosti i izračunavanjem 

standardne devijacije (SD), relativne standardne devijacije (RSD) i Recovery vrednosti (R), za 

ispitivane koncentracije rastvora standarda perindopril t-butilamina, perindoprilata, nečistoće 

Y31, Y32 i Y33 potvrđena je dobra preciznost metode. 

Za procenu tačnosti metode injektovani su rastvori laboratorijske smeše pod uslovima 

prikazanim u poglavlju 3.6.4. Rezultati su dati u tabeli 28. 

 

Tabela 28. Rezultati za procenu tačnosti RP–HPLC metode 

 
Supstanca Injektovano Nađeno RSD (%) R (%) 

Perindopril t-butilamin 

(mg mL
-1

) 

0,32 (80 %) 

0,4 (100 %) 

0,48 (120 %) 

0,332 ± 0,001* 

0,406 ± 0,002 

0,484 ± 0,001 

0,222 

0,566 

0,308 

103,78 

101,55 

100,83 

Perindoprilat (μg mL
-1

) 

6,4 (80 %) 

8 (100 %) 

9,6 (120 %) 

6,547 ± 0,103 

7,953 ± 0,083 

9,824 ± 0,060 

1,579 

1,049 

0,611 

102,29 

99,54 

102,33 

Y31 (μg mL
-1

) 

6,4 (80 %) 

8 (100 %) 

9,6 (120 %) 

6,827 ± 0,067 

8,421 ± 0,123 

9,917 ± 0,038 

0,974 

1,466 

0,386 

106,67 

105,27 

103,30 

Y32 (μg mL
-1

) 

3,2 (80 %) 

4 (100 %) 

4,8 (120 %) 

3,125 ± 0,017 

3,897 ± 0,023 

4,680 ± 0,032 

0,549 

0,581 

0,676 

97,66 

97,43 

97,50 

Y33 (μg mL
-1

) 

3,2 (80 %) 

4 (100 %) 

4,8 (120 %) 

3,235 ± 0,038 

4,033 ± 0,033 

4,836 ± 0,032 

1,186 

0,827 

0,669 

101,41 

100,83 

100,75 

*Standardna devijacija (SD) (n = 5) 

Statističkom obradom eksperimentalno dobijenih vrednosti i izračunavanjem 

standardne devijacije (SD), relativne standardne devijacije (RSD) i Recovery vrednosti (R), za 
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ispitivane koncentracije rastvora standarda perindopril t-butilamina, perindoprilata, nečistoće 

Y31, Y32 i Y33 potvrđena je dobra tačnost metode. 

Da bi se metoda primenjivala u kvantitativnoj analizi potrebno je odrediti limite 

kvantifikacije (LOQ) i limite detekcije (LOD) ispitivanih supstanci (tabela 29). Ako je 

poznato da odnos signala prema šumu mora biti 3:1 za LOD i 10:1 za LOQ, pripremljeni su 

rastvori kako je opisano u poglavlju 3.6.5. i injektovani dok dobijeni odgovor (površina pika 

analiziranih supstanci) nije bio veći 10 puta (za LOQ) odnosno 3 puta (za LOD) od 

standardne devijacije šuma za šest ponovljenih injektovanja mobilne faze. 

 

Tabela 29. Eksperimentalno određene vrednosti LOD i LOQ 

 

Parametar 
Perindopril t-

butilamin 
Perindoprilat Y31 Y32 Y33 

LOD (μg mL
-1

) 0,02 0,01 0,05 0,03 0,01 

LOQ (μg mL
-1

) 0,04 0,03 0,15 0,06 0,03 

 

Nakon evaluacije kojom je potvrđena pouzdanost njene primene, RP–HPLC metodom 

je izvršeno određivanje sadržaja aktivne supstance perindopril t-butilamina i ispitivanje 

stepena čistoće u Prexanil
®
 tabletama (hromatogram uzorka, slika 19).  

Sadržaj aktivne supstance perindopril t-butilamina bio je od 103,05 % do 103,83 %, 

odnosno zahtev specifikacije proizvođača tableta Prexanil
®
, Les Laboratories Servier, 

Francuska: od 90 % do 105 % bio je zadovoljen. Sadržaj nečistoće Y31 od 0,17 % i 

perindoprilata od 0,30 %, u skladu sa zahtevom specifikacije (ne više od 2 %). Sadržaj 

nepoznate nečistoće od 0,088 % odgovarao je zahtevu specifikacije za ostale nečistoće, 

pojedinačno (ne više od 0,25 %). Rezultati kvantitativne analize ispitivanih tableta prikazani su 

u tabeli 30. 
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Slika 19. Hromatogram Prexanil
®
 tableta 

 

Tabela 30. Kvantitativna analiza 

 

Supstanca 
Injektovano 

(mg mL
-1

) 

Nađeno 

(mg mL
-1

) 

Nađeno 

(mg tbl
-1

) 
RSD (%) R (%) 

Perindopril t-

butilamin 
0,4 0,414 ± 0,001 4,138 ± 0,009* 0,220 103,45 

 

Supstanca MDK** (μg mL
-1

) 
Nađeno 

(μg mL
-1

) 

Nađeno 

(%) 

Perindoprilat 8 1,219 ± 0,018* 0,305 

Y31 8 0,681 ± 0,024 0,17 

Y32 4 Nije detektovana / 

Y33 4 Nije detektovana / 

Nepoznata nečistoća 1 0,351 ± 0,026 0,088 

*Standardna devijacija, SD (n = 10) 

**MDK – maksimalna dozvoljena koncentracija 
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4.2. MIKROEMULZIONA TEČNA HROMATOGRAFIJA ZA FARMACEUTSKU 

ANALIZU PERINDOPRIL t-BUTILAMINA I NJEGOVIH NEČISTOĆA 

 

4.2.1. MIKROEMULZIJE 

Mikroemulzije predstavljaju transparentne termodinamički stabilne sisteme, kod kojih je 

veličina čestica manja ili jednaka 100 nm. U njihov sastav ulaze ulje, voda, surfaktant i 

kosurfaktant. 

 

Uticaj surfaktanta na formiranje mikroemulzija 

Surfaktanti su amfifilne supstance i sastoje se od polarne glave i apolarnog repa koji 

ima veliku molekulsku masu, naročito u slučaju jonskih surfaktanata. Polarni ili hidrofilni deo 

molekula može biti pozitivno ili negativno naelektrisan, pa shodno tome surfaktanti mogu biti 

katjonski ili anjonski, ili ga čini polioksietilenski lanac kao u slučaju većine nejonskih 

surfaktanata. Apolarni ili hidrofobni deo kod većine molekula je fleksibilni ugljovodonični 

lanac, ali ima i onih kod kojih je taj deo aromatični sistem, kao što je slučaj kod mnogih 

biološki značajnih jedinjenja sa karakteristikama surfaktanata. Tipičan predstavnik anjonskih 

surfaktanata je natrijum-dodecilsulfat (eng. Sodium Dodecil Sulphate – SDS) – slika 20. 

 

CH3–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–CH2–SO4 
–
 Na 

hidrofobni deo hidrofilni deo  

 

Slika 20. Natrijum-dodecilsulfat 

 

Prisustvo dva dela drastično različite polarnosti u jednom molekulu uzrokuje snižavanje 

površinskog napona, micelizaciju i solubilizaciju. Do snižavanja površinskog napona u 

vodenim rastvorima dolazi usled: 1. uticaja molekula surfaktanta na strukturu vode i 2. 

smanjenja pokretljivosti repa surfaktanta. Molekuli surfaktanta lokalizovaće se na međufazi 

voda–vazduh ili voda–ulje, tako da će apolarni rep biti orijentisan ka vazduhu, odnosno ulju, a 

hidrofilna glava ostaje u kontaktu sa vodom. Posledica akumuliranja molekula surfaktanta u 

vidu jednosloja u međufazi je smanjenje površinskog napona 95.  
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Prekoračenjem kritične micelarne koncentracije surfaktanta (eng. Critical Micellar 

Concentration – CMC) dolazi do zasićenja međufaze i reorganizacije, tj. molekuli surfaktanta 

se "samoorganizuju" stvarajući micele. U vodi se formiraju tzv. normalne micele kod kojih je 

apolarni rep orijentisan ka unutrašnjosti micele, a polarna glava je u kontaktu sa vodom. U 

apolarnim tečnostima, uljima i alkanima, doći će do stvaranja tzv. reverznih micela kod kojih 

je polarna glava orijentisana ka unutrašnjosti micele, a apolarni rep je u kontaktu sa 

rastvaračem.  

Surfaktanti koji se koriste za formulaciju i stabilizaciju mogu biti:  

 nejonski 

 cviterjonski 

 katjonski i 

 anjonski 

Dodatkom surfaktanta u smešu vode i ulja, molekuli surfaktanta lokalizuju se na međufazi 

voda/ulje, jer je to termodinamički najpovoljnije za postojeći sistem. Mešavina surfaktanta, 

vode i ulja može da nagradi izotropnu smešu (mikroemulzija, sistem sa strukturom sunđera) 

ili liotropnu fazu (lamelarna, heksagonalna faza). Na izbor surfaktanta koji će se koristiti za 

formiranje i stabilizaciju mikroemulzije presudan uticaj ima vrednost hidrofilno–lipofilnog 

balansa (eng. Hydrophilic Lipophilic Balance – HLB) 96. Opšte je prihvaćeno da surfaktanti 

čije su HLB vrednosti male (3–6) treba koristiti za formiranje v/u mikroemulzija, a 

surfaktante kod kojih je HLB vrednost velika (8–18) za formiranje u/v mikroemulzija.  

Surfaktanti sa jednim repom najčešće ne mogu sami dovoljno da smanje površinski napon 

između vode i ulja. U tom slučaju, neće doći do formiranja mikroemulzije 97–102. Tada se 

smeši voda, ulje i surfaktant mora dodati kosurfaktant. Najčešće se kao kosurfaktani dodaju 

niži alkoholi (dužina alkil lanca do C5).  

 

Uticaj kosurfaktanta na formiranje mikroemulzije 

Veliki broj jedinjenja različitih struktura imaju osobine amfifila. Nemoguće je 

postaviti jasnu granicu između jedinjenja koja se koriste kao surfaktanti i onih koji se nazivaju 

kosurfaktanti ili kosolventi. To su obično jedinjenja male molekulske mase koja nikada sama 

ne bi mogla da formiraju mikroemulziju zbog svoje slabe rastvorljivosti. Kao kosurfaktanti 

korišćeni su nejonski surfaktanti 103, 104, alkoholi 105, organske kiseline, alkandioli i 
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alkil amini 106. Kao model za praćenje ponašanja uzeti su alkoholi, jer su oni najčešći 

kosurfaktanti kod mikroemulzija koje se koriste u analitici lekova. 

Surfaktant i kosurfaktant omogućavaju formiranje stabilnih mikroemulzija, ne samo zbog 

smanjenja međufaznog napona (), nego i zbog uticaja strukture njihovih molekula na 

zakrivljenost same međufaze, što je shematski prikazano na slici 21. 

 

 

Slika 21. Uticaj strukture surfaktanta i kosurfaktanta na zakrivljenost međufaze 

 

Ugljovodonični nizovi su veoma blizu "spakovani" u međufazi, dolazi do njihovog 

međusobnog odbijanja, pa je tendencija da se međufaza savija ka vodenoj fazi. Jonizovane 

polarne glave jonskih ili nejonskih surfaktanata takođe se odbijaju, pa se javlja tendencija 

savijanja međufaze ka uljanoj fazi. Dodatak alkohola dovodi do smanjenja odbijanja između 

polarnih glava surfaktanata. Iz tog razloga, struktura i zakrivljenost međufaze direktno je 

povezana sa sastavom sistema. Zakrivljenost međufaze mora biti takva da vrednost  bude 

najmanja moguća.  

Kao što je već rečeno, HLB vrednost surfaktanata ima bitan uticaj na formiranje 

određenog tipa mikroemulzije. HLB vrednost jonskih surfaktanata (za SDS je veća od 20) 

pokazuje da su oni veoma hidrofilni. Zato se HLB vrednost surfaktanta mora menjati kako bi 

se postiglo što veće, odnosno potpuno mešanje uljane i vodene faze sa što manjom količinom 

surfaktanta. Dodatkom kosurfaktanta efektivna HLB vrednost dovodi se do vrednosti 

potrebne za formiranje stabilne mikroemulzije. 

Polarnost alkohola koji se koristi kao kosurfaktant može direktno uticati na vodenu i 

uljanu fazu menjajući njihove karakteristike u pogledu sposobnosti solubilizacije, što je 

veoma značajno za primenu mikroemulzija u separacionim tehnikama u analitici lekova. 

Alkoholi sa dužim alkil lancem, kao što je n-pentanol prodiru u kapi mikroemulzija dublje 
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dovodeći do povećanja zapremine kapi 107. Prisustvo n-pentanola uglavnom u uljanoj fazi 

čini mešavina ulja i alkohola ("pseudocomponent A") manje hidrofobnom. Kako je delimično 

rastvoran i u vodi mešavina alkohola i surfaktanta ("pseudocomponent B") biće manje 

hidrofilna. S druge strane n-propanol koji se potpuno meša sa vodom dovodi do toga da 

mešavina alkohola i surfaktanta ("pseudocomponent B") postaje hidrofilnija 108. Ovakvo 

ponašanje kosurfaktanta ima veliki uticaj na selektivnost kod upotrebe mikroemulzija kao 

mobilnih faza u tečnoj hromatografiji. 

 

Primena mikroemulzione tečne hromatografije u analitici lekova 

U odnosu na konvencionalnu tečnu hromatografiju, mikroemulziona tečna 

hromatografija (MELC) ima sledeće prednosti:  

1. mogućnost istovremene analize jedinjenja i hidrofilnog i hidrofobnog karaktera, zbog 

velike solubilizirajuće moći mikroemulzije. Za razvoj metode kao početni hromatografski 

uslovi mogu poslužiti standardna mikroemulziona smeša [109, 110] koju čini SDS−n-butanol 

−n-oktan−TFA (3,3 % : 6,6 % : 0,8 % : 0,05 % w/v), C18 RP–HPLC kolona kao stacionarna 

faza, uz brzinu protoka mobilne faze 1 mL min
-1

 i detekciju na 254 nm.  

2. brzu pripremu uzorka i uglavnom kratko vreme trajanja analize. Usled velike 

solubilizirajuće moći, mikroemulzije daju mogućnost direktne i istovremene solubilizacije 

hidrofobnih uzoraka i različitih matriksa, kao što su kremovi i masti bez prethodne pripreme 

uzorka primenom tečno−tečne ekstrakcije ili čvrsto−tečne ekstrakcije [109–112]; surfaktanti 

imaju sposobnost solubilizacije proteina iz bioloških tečnosti [113, 114].  

3. mogućnost analize komponenti koje nemaju jake hromofore i koje zahtevaju detekciju na 

niskim talasnim dužinama [115]. Većina rastvarača koji se koriste kod konvencionalne tečne 

hromatografije pokazuju znatnu apsorpciju na niskim talasnim dužinama što zahteva razvoj 

novih metoda analize ili derivatizaciju ispitivanih komponenti kako bi se obezbedila 

adekvatna kvantitativna analiza. S druge strane, MELC se može koristiti za analizu jedinjenja 

čak i na 190 nm. 

U slučaju mikroemulzione tečne hromatografije pored uobičajenih retencionih 

mehanizama, svojstvenih RP–HPLC analizi, do izražaja dolaze i alternativni mehanizmi 

raspodele. Naime, raspodela analiziranih supstanci između naelektrisanih uljanih kapi i 

vodene faze, koja je najčešće neki pufer, imaće veliki uticaj na razdvajanje i mora se uvek 

uzeti u obzir prilikom definisanja sastava mikroemulzionog eluenta. Lipofilne supstance 

rastvaraće se u uljanoj fazi i naći će se unutar uljanih kapi, dok će supstance rastvorne u vodi 
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imati afinitet za vodenu fazu. Zbog toga će razdvajanje lipofilnih supstanci biti pod velikim 

uticajem njihove raspodele između međufaznog filma mikroemulzionih kapi i uljane faze 

locirane u središtu kapi, a na razdvajanje hidrofilnih supstanci veliki uticaj će, pored osobina 

vodene faze, imati tip i polarnost stacionarne faze. Čest je slučaj da je stacionarna faza RP–

HPLC kolone obložena molekulima surfaktanta prisutnog u mikroemulzionom eluentu što 

dodatno može uticati na mehanizam raspodele ispitivanih jedinjenja, pre svega hidrofilnog 

karaktera, sa stacionarnom fazom. Imajući u vidu da i hidrofobni organski rastvarači, koji 

predstavljaju unutrašnju fazu mikroemulzionog eluenta, mogu u izvesnom stepenu da se 

vezuju za stacionarnu fazu dovodeći do značajnih promena u njenim karakteristikama, 

predviđanje hromatografskog ponašanja ispitivanih supstanci i selektivnosti, razdvajanje se u 

velikoj meri komplikuje. 

Jedan od glavnih nedostataka mikroemulzione tečne hromatografije je visok pritisak 

pri hromatografskoj analizi koji je posledica velike viskoznosti mikroemulzija. Iz tog razloga, 

kod razdvajanja na C18 RP–HPLC kolonama, protok mobilne faze je limitiran na 1 – 1,5 mL 

min
-1

. Ovaj problem može se rešiti upotrebom monolitnih kolona [116]
 
sa kojima se postižu 

protoci i do 4 mL min
-1

.  

Drugi nedostatak ove tehnike u odnosu na klasičnu RP−HPLC analizu predstavlja dug 

vremenski period potreban za uspostavljanje ravnoteže u sistemu. U praksi se stabilna bazna 

linija postiže za oko 1 h pri protoku od 1 mL min
-1

. Još duže vreme kondicioniranja je 

potrebno ukoliko se menja neki od parametara, npr. sastav mikroemulzionog eluenta ili 

temperatura kolone.  

 

4.2.2 OPTIMIZACIJA METODE PRIMENOM MULTIKRITERIJUMSKOG 

PRISTUPA 

Za hromatografsku analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća: 

perindoprilata, nečistoće Y31, Y32 i Y33 kao mobilna faza izabrana je mikroemulzija ulje u 

vodi (o/w) – L1. Na osnovu preliminarnih eksperimenata hromatografsko razdvajanje epimera 

(nečistoće Y32 i Y33) pokazalo se kao moguć problem u postavljanju metode. Iako je 

osnovni cilj u optimizaciji metode hromatografske analize bio dobijenje adekvatnog faktora 

rezolucije između navedenog para ispitivanih supstanci, analizirano je i retenciono ponašanje 

ostalih ispitivanih supstanci. S obzirom na specifične prednosti mikroemulzije kao mobilne 

faze u tečnoj hromatografiji, očekivalo se da će postizanje definisanih ciljeva – odgovarajući 
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faktor rezolucije uz adekvatno vreme trajanja analize – biti omogućeno primenom 

mikroemulzionog eluenta.  

Izvedena je serija preliminarnih eksperimenata s ciljem definisanja sastava 

mikroemulzionog eluenta. Variranje polarnosti unutrašnje faze (oktan, heptan, cikloheksan, 

diizopropiletar, butilacetat i etilacetat), promena vrste i koncentracije surfaktanata (SDS, 

AOT, Tween 21 i Brij 35) i kosurfaktanata (n-butanol, n-pentanol, n-propanol, tetrahidrofuran 

i acetonitril) uticali su na retenciono ponašanje svih ispitivanih supstanci, ali nisu omogućili 

odgovarajuću rezoluciju kritičnog para (epimerne nečistoće Y32 i Y33). Naime, povećanje 

lipofilnosti unutrašnje faze ili kosurfaktanta dovodilo je do smanjenog zadržavanja ispitivanih 

analita na koloni, odnosno do smanjenja vrednosti retencionih faktora svih ispitivanih 

komponenata naročito nečistoće Y31 kao najlipofilnije. Promene vrste i koncentracije 

surfaktanata imale su isti efekat na hromatografsko ponašanje ispitivanih komponenti. 

Navedene promene veoma su značajno uticale na smanjenje faktora rezolucije između 

epimera i u najvećem broju slučajeva dolazilo je do koeluiranja ove dve komponente.  

Dalja istraživanja vršena su u smislu izmena unutrašnje faze mikroemulzionog 

eluenta, tačnije strukture mikroemulzionih kapljica. Istovremeno prisustvo etil-acetata i butil-

acetata u unutrašnjoj fazi imalo je pozitivan efekat na razdvajanje epimera. Pretpostavlja se da 

je to posledica male veličine molekula ovih organskih rastvarača tako da oni ne formiraju 

jezgro u centru mikroemulzionih kapljica, već prodiru u sloj surfaktanta i na taj način menjaju 

način vezivanja molekula nečistoća Y32 i Y33 u međufazi. Navedena izmena u strukturi 

mikroemulzionog eluenta bila je od presudnog značaja za postizanje adekvatnog 

hromatografskog razdvajanja kritičnog para ispitivanih supstanci. 

Na osnovu preliminarnih eksperimenata čiji je cilj bio utvrđivanje odgovarajućeg 

sastava mikroemulzionog eluenta, zaključeno je sledeće: 

 prisustvo etilacetata i butilacetata u unutrašnjoj fazi mikroemulzionog eluenta je od 

presudnog značaja za hromatografsko razdvajanje epimera, odnosno nečistoća Y32 i 

Y33 

 odgovarajući odnos SDS–a i n-butanola obezbediće odgovarajuće razdvajanje između 

kritičnog para pikova, a da pri tome analiza ne traje predugo, odnosno, da retencioni 

faktor kY31 ima što manju vrednost 

 pH mobilne faze ima značajan uticaj na retenciono ponašanje analita kiselih osobina 

(perindoprilat, nečistoće Y32 i Y33) 
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Vodenu fazu činio je 20 mmol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata i tokom faze 

optimizacije sastav vodene faze nije se menjao. Na ovaj način, odabirom nezavisnih faktora 

postignut je prvi korak u fazi optimizacije metode. Odgovori sistema koje je bilo potrebno 

istovremeno optimizirati su retencioni faktor perindoprilata - kPLAT, faktor rezolucije između 

nečistoća Y32 i Y33 − RY32/Y33 i retencioni faktor nečistoće Y31 − kY31, s obzirom da su 

najbolji prikaz karakteristika ispitivanog MELC sistema. Cilj optimizacije metode 

mikroemulzione tečne hromatografije bio je, kao i kod RP−HPLC metode, da se postigne 

odgovarajuće razdvajanje kritičnog para pikova, odnosno da vrednost faktora rezolucije 

RY32/Y33 bude veća od 1,5, a da pri tome analiza ne traje predugo, odnosno da retencioni faktor 

kY31 ima što manju vrednost. Takođe, potrebno je optimizacijom metode obezbediti 

odgovarajuće  retenciono ponašanje perindoprilata, odnosno obezbediti da vrednost kPLAT 

bude što veća. 

Sledeća faza ispitivanja bila je odabir odgovarajućeg eksperimentalnog dizajna kojim 

će se definisati eksperimenti važni za definisano eksperimentalno područje. Kao najpogodniji 

izabran je centralni kompozicioni dizajn (CCD) uz primenu 2
5-1

 frakcionog faktorskog 

dizajna, zvezda dizajna sa nivoima α = ± 0,5 i sa četiri replikacije u centralnoj tački. Imajući u 

vidu ograničenja kada je u pitanju stabilnost mikroemulzionog eluenta, nije bilo moguće 

insistirati na pojedinim graničnim vrednostima i postavljanju zvezda dizajna na vrednostima  

α  0,5. Faktori koji se ispituju, njihovi nivoi kao i matrica eksperimenata za CCD prikazani 

su u poglavlju 3.7.3. Vrednosti za odgovore sistema koji su praćeni prikazani su u tabeli 31. 
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Tabela 31. Dobijene vrednosti za izabrane odgovore sistema (hromatografske parametre) 

 

№ 
Odgovori sistema 

                 kPLAT                             RY32/Y33                                  kY31 

1 0,082 0,112 12,80 

2 0,836 2,563 12,48 

3 0,852 2,605 12,68 

4 0,054 0,123 12,42 

5 0,794 2,353 10,76 

6 0,104 0,067 9,84 

7 0,105 0,100 10,17 

8 0,835 1,820 9,34 

9 0,563 1,142 6,47 

10 0,121 0,056 6,35 

11 0,130 0,066 6,57 

12 0,567 1,115 6,60 

13 0,155 0,068 5,71 

14 0,566 1,053 5,55 

15 0,550 1,012 5,24 

16 0,145 0,089 5,54 

17 0,271 0,853 8,27 

18 0,283 0,807 8,07 

19 0,341 0,850 8,22 

20 0,334 0,800 8,14 

21 0,209 0,870 8,79 

22 0,379 0,780 7,79 

23 0,396 0,990 9,40 

24 0,351 0,660 7,07 

25 0,430 1,260 8,32 

26 0,194 0,135 8,32 

27 0,384 0,886 8,19 

28 0,332 0,876 8,14 

29 0,349 0,858 8,09 

30 0,348 0,795 8,13 

kPLAT – retencioni faktor perindoprilata; kY31 – retencioni faktor nečistoće Y31 

RY32/Y33 – faktor rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

 

Primenom softvera Design–Expert 7.0, a na osnovu eksperimentalno dobijenih 

vrednosti za retencione faktore perindoprilata (kPLAT) i nečistoće Y31 (kY31), izračunati su 

koeficijenti kvadratnog modela (tabela 32). 
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Tabela 32. Koeficijenti kvadratnog modela za kPLAT i kY31 

 
                                kPLAT                      p-vrednost                           kY31                       p-vrednost 

b0 0,33 <0,0001* 8,19 <0,0001* 

b1 0,00019 0,9881 –0,14 0,0002* 

b2 0,00082 0,9464 –0,087 0,0064* 

b3 0,0081 0,5098 –0,89 <0,0001* 

b4 –0,054 0,0014* –2,64 <0,0001* 

b5 –0,29 <0,0001* 0,017 0,5101 

b12 –0,0043 0,7280 0,048 0,0913 

b13 0,0059 0,6331 –0,059 0,0441* 

b14 0,00031 0,9798 0,15 0,0002* 

b15 –0,0058 0,6402 0,005 0,8467 

b23 0,00094 0,9395 –0,11 0,0019* 

b24 –0,0027 0,8280 0,071 0,0195* 

b25 –0,0046 0,7130 0,087 0,0069* 

b34 0,0013 0,9154 0,40 <0,0001* 

b35 0,012 0,3370 0,029 0,2820 

b45 0,08 <0,0001* 0,021 0,4196 

b11 –0,15 0,2437 –0,18 0,4941 

b22 0,090 0,4773 –0,14 0,5922 

b33 –0,084 0,5084 0,30 0,2704 

b44 0,23 0,0864 0,077 0,7640 

b55 –0,012 0,9249 0,42 0,1342 

Model – <0,0001* – <0,0001* 

*značajni članovi modela za nivo pouzdanosti od 95 % 

 Matematički modeli koji opisuju zavisnost retencionih faktora perindoprilata (kPLAT) i 

nečistoće Y31 (kY31) od kodiranih vrednosti faktora x1, x2, x3 i x4 su: 

kPLAT = 0,33 + 0,00019x1 + 0,00082x2 + 0,0081x3 – 0,054x4 – 0,29x5 −   

– 0,0043x1x2 ++ 0,0059x1x3 + 0,00031x1x4 – 0,0058x1x5 + 0,00094x2x3 −   

– 0,0027x2x4 – 0,0046x2x5 + 0,0013x3x4 + 0,012x3x5 + 0,08x4x5 – 0,15x1
2
 +  

+ 0,09x2
2
 – 0,084x3

2
 + 0,23x4

2
 – 0,012x5

2
     (41) 

 

k31 = 8,19 – 0,14x1 – 0,087x2 – 0,89x3 – 2,64x4 + 0,017x5 +    

+ 0,048x1x2 – 0,059x1x3 + 0,15x1x4 + 0,005x1x5 – 0,11x2x3 +    

+ 0,071x2x4 + 0,087x2x5 + 0,4x3x4 + 0,029x3x5 + 0,021x4x5 −    

– 0,18x1
2
 – 0,14x2

2
 + 0,3x3

2
 + 0,077x4

2
 + 0,42x5

2
     (42) 

 

Primenom softvera Design–Expert 7.0, a na osnovu eksperimentalno dobijenih 

vrednosti za faktor rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 (RY32/Y33), izračunati su koeficijenti 

polinoma drugog reda (tabela 33).  
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Tabela 33. Koeficijenti polinoma drugog reda za RY32/Y33 

 
                            RY32/Y33                   p-vrednost 

b0 0,86 <0,0001* 

b1 –0,036 0,1601 

b2 –0,031 0,2250 

b3 –0,077 0,0070* 

b4 –0,32 <0,0001* 

b5 –0,82 <0,0001* 

b12 –0,044 0,0980 

b13 –0,027 0,2882 

b14 0,039 0,1376 

b15 0,034 0,1854 

b23 –0,035 0,1810 

b24 0,026 0,3168 

b25 0,040 0,1307 

b34 0,057 0,0378* 

b35 0,072 0,0111* 

b45 0,31 <0,0001* 

Model – <0,0001* 

*značajni članovi modela za nivo pouzdanosti od 9 5% 

 

Matematički modeli koji opisuju zavisnost faktora rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

(RY32/Y33) od kodiranih vrednosti faktora x1, x2, x3, x4 i x5 je: 

RY32/Y33 = 0,86 – 0,036x1 – 0,031x2 – 0,077x3 – 0,32x4 – 0,82x5 −    

– 0,044x1x2 – 0,027x1x3 + 0,039x1x4 + 0,034x1x5 – 0,035x2x3 +    

+ 0,026x2x4 + 0,04x2x5 + 0,057x3x4 + 0,072x3x5 + 0,31x4x5   (43) 

 

 Analizom uticaja ispitivanih faktora (butilacetata, etilacetata, SDS, n-butanola i pH 

mobilne faze) na posmatrane odgovore sistema moglo se zaključiti da: 

  sadržaj butilacetata (faktor x1 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b1) i 

etilacetata (faktor x2 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b2) imaju značajan uticaja na 

odgovor kY31. Vrednosti efekata ovih faktora imaju negativan predznak što ukazuje da 

povećanje ovih faktora dovodi do smanjenja vrednosti kY31, što je u skladu sa postavljenim 

ciljevima optimizacije. Ova dva faktora nemaju značajan uticaj na RY32/Y33, odnosno odnos 

butilacetata i etilacetata neće povećati vrednost ovog odgovora. Njihovo istovremeno 

prisustvo je bitno za postizanje odgovarajuće vrednosti RY32/Y33, ali promena odnosa ova dva 

faktora nema nikakvog daljeg uticaja. 

  sadržaj SDS (faktor x3 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b3) i sadržaj n-

butanola (faktor x4 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b4) značajno utiče na sva tri 
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posmatrana odgovora sistema (kPLAT, kY31 i RY32/Y33) i veoma je teško proceniti koje vrednosti 

ovih faktora treba odabrati kako bi se zadovoljili svi postavljeni ciljevi optimizacije. Naime, 

povećanjem sadržaja SDS dolazi do poželjnog povećanja vrednosti za kPLAT (vrednost efekta 

ovog faktora ima pozitivan predznak) i smanjenja vednosti za kY31 (vrednost efekta ovog 

faktora ima negativan predznak), ali istovremeno i do nepoželjnog smanjenja vrednosti za 

RY32/Y33 (vrednost efekta ovog faktora ima negativan predznak). S druge strane, vrednost 

efekta ovog faktora ima negativan predznak što ukazuje da se smanjenjem sadržaja n-butanola 

postiže poželjno povećanje vrednosti za kPLAT i vrednosti faktora rezolucije kritičnog para 

ispitivanih jedinjenja (RY32/Y33), ali ujedno dolazi i do nepoželjnog povećanja vrednosti za 

kY31.  

  pH mobilne faze (faktor x5 a efekat je predstavljen sa koeficijentom b5) je faktor 

koji ima značajan uticaj na kPLAT i RY32/Y33. Povećanje vrednosti ovog faktora dovešće do 

smanjenja vrednosti ova dva odgovora, što je u suprotnosti sa definisanim ciljevima 

optimizacije (vrednost efekta ovog faktora ima negativan predznak). 

Kako bi se definisali optimalni uslovi za farmaceutsku analizu perindopril t-butilamina i 

njegovih nečistoća potrebno je istovremeno pratiti više odgovora koji imaju suprotne ciljeve 

(povećanje rezolucije kritičnog para − RY32/Y33) za što je moguće kraće vreme (smanjenje 

kY31). Definisani optimum mora biti kompromis, odnosno kombinacija ispitivanih faktora 

mora biti takva da analizirani odgovori imaju zadovoljavajuću vrednost. Zato je za 

istovremenu optimizaciju vrednosti faktora u cilju dobijanja zadovoljavajućih vrednosti više 

odabranih odgovora primenjena metoda multikriterijumske optimizacije i to Deringerova 

funkcija poželjnih odgovora. 

U tabeli 34 prikazani su definisani: 1. prihvatljivi opsezi za ispitivane faktore, 2. za izabrane 

odgovore ciljevi koje treba postići multikriterijumskom optimizacijom. Oblik funkcije 

poželjnih odgovora za svaki od posmatranih odgovora sistema definisan je odabranim 

vrednostima težinskih koeficijenata. Utvrđene su i vrednosti koeficijenata značajnosti jer se 

koriste za izračunavanje globanog optimuma (tabela 34).  
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Tabela 34. Usvojene granične vrednosti za određivanje globalnog optimuma 

 
 Cilj Opseg 

Težinski 

koeficijenti 

Koeficijent 

značajnosti 

F
a

k
to

ri
 

Butilacetat (% w/v) u opsegu 0,2 0,3 – 3 

Etilacetat (% w/v) u opsegu 0,3 0,5 – 3 

SDS (% w/v) minimizirati 2 2,5 – 3 

n-butanol (% w/v) u opsegu 7 8 – 4 

pH mobilne faze u opsegu 3,7 4,7 – 5 

O
d

g
o

v
o

ri
 kPLAT maksimizirati 0,5 0,852 s = 0,1 3 

RY32/Y33 maksimizirati 1,2 1,5 s = 0,3 5 

kY31 minimizirati 6 8 s = 0,1 4 

 

 Za odgovor kPLAT kao cilj postavljena je maksimizacija. Limiti su postavljeni tako da 

je svaka vednost manja od 0,5 potpuno neprihvatljiva i njoj se dodeljuje vrednost di = 0. 

Svako povećanje vrednosti kPLAT u odnosu na minimalnu vrednost 0,5 poboljšavaće globalni 

optimum. 

 Za odgovor RY32/Y33 limiti su definisani tako da svaka vrednost faktora rezolucije 

kritičnog para koja je manja od 1,2 dobija vrednost di = 0 a svaka vrednost veća od 1,5 dobija 

vrednost 1. Vrednosti faktora rezolucije kritičnog para između 1,2 i 1,5 imaće di vrednosti 

između 0 i 1. 

 Za odgovor kY31 kao cilj je postavljena minimizacija, tako da se svaka vrednost veća 

od 8 smatra neprihvatljivom i dodeljuje joj se vrednost di = 0. Vrednosti za odgovor kY31 koje 

su manje od 6 smatraju se zadovoljavajućim i njima se dodeljuje vrednost di = 1. Vrednosti 

ovog odgovora između 8 i 6 imaće di vrednosti između 0 i 1. 

 Definisani limiti, težinski koeficijenti i koeficijenti značajnosti za ispitivane faktore i 

posmatrane odgovore sistema obrađeni su Design–Expert
®
 softverom i na taj način utvrđena 

kombinacija faktora koja daje najbolji globalni optimum D = 0,946. Predviđen optimalni 

sastav mobile faze je: 0,24 % m/V butilacetat, 0,30 % m/V etilacetat, 2 % m/V SDS, 7,75 % 

m/V n-butanol i 20 mol L
-1

 rastvor kalijum-dihidrogenfosfata. pH mobilne faze treba podesiti 

na 3,70. Za navedene uslove, softverom predviđene vrednosti posmatranih odgovora sistema 

iznosile su: kPLAT = 0,656; RY32/Y33 = 1,5 i kY31 = 7,5. 

Grafički prikaz dobijenih optimalnih uslova, kao i softverom predviđenih odgovora dat je na 

slici 22. 
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Slika 22. Grafički prikaz optimalnih hromatografskih uslova: a) sadžaj butilacetata, b) sadržaj 

etilacetata; c) sadržaj SDS–a, d) sadržaj n-butanola i e) pH mobilne faze, kao i predviđenih 

odgovora sistema: f) kPLAT; g) RY32/Y33 h) kY31 

 

 Imajući u vidu da funkcija poželjnih odgovora uključuje subjektivne parametre kao što 

su i) koeficijenti značajnosti za odgovore sistema koji se prate (kPLAT, RY32/Y33 i kY31) i koji se 

koriste za izračunavanje globalnog optimuma, ii) težinske koeficijente koji određuju oblik 

individualnih odgovora i iii) opsege odgovora sistema, koje specificira analitičar (eng. user 

specified), neophodno je ispitati prihvatljivost i osetljivost ovih parametara kada su u pitanju 

željene vrednosti odgovora sistema. Za ispitivanje prihvatljivosti i osetljivosti navedenih 

parametara u odnosu na željene vrednosti odgovora sistema, primenjena je analiza osetljivosti 

funkcije poželjnih odgovora koja uz statističku podršku pruža uvid u efekat promena 

parametara na robusnost globalnog optimuma. 

Odabrano je devet faktora kojima su dodeljene granične vrednosti (tabela 35), a plan 

eksperimenata za analizu osetljivosti funkcije poželjnih odgovora definisan je primenom 

Plackett–Burman dizajna (tabela 36). U tabeli 37 prikazane su dobijene vrednosti za globalni 

optimum, kao i odgovarajuće vrednosti ulaznih faktora i odgovora sistema. 
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Tabela 35. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora – faktori i njihovi nivoi 

Faktor 
Nivoi 

               niži                                  viši 

Koeficijent značajnosti za kPLAT 1 5 

Koeficijent značajnosti za 

RY32/Y33 
1 5 

Koeficijent značajnosti za kY31 1 5 

Dummy 1 –1 +1 

Težina za kPLAT 0,1 0,5 

Težina za RY32/Y33 0,1 0,5 

Težina za kY31 0,1 0,5 

Dummy 2 –1 +1 

Opseg za kPLAT 0,6 – 0,852 0,5 – 0,852 

Opseg za RY32/Y33 1,3 – 1,5 1,2 – 1,5 

Opseg za kY31 7 – 8 6 – 8 

 

S obzirom na veliki broj faktora koje je potrebno ispitati analizom osetljivosti funkcije 

poželjnih odgovora, primenjen je dizajn koji ispituje faktore na dva nivoa. U ovom radu 

odabran je Plackett–Burman dizajn koji daje mogućnost ispitivanja velikog broja faktora kroz 

relativno mali broj eksperimenata. Plan eksperimenta definisan primenom softvera Design–

Expert 7.0 i dvanaest eksperimenata je prikazano u tabeli 36. 
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Tabela 36. Analiza osetljivosti funkcije poželjnih odgovora – Plan Plackett–Burman dizajna 

 Kodirane vrednosti za ispitivane faktore 

Broj A B C D E F G H J K L 

1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 

2 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 

3 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 

4 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 

5 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 –1 

6 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 +1 

7 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 +1 

8 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 +1 

9 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 –1 

10 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 –1 +1 +1 

11 +1 –1 +1 +1 +1 –1 –1 –1 +1 +1 –1 

12 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 –1 

A – koeficijent značajnosti za kPLAT; B – koeficijent značajnosti za RY32/Y33; C – koeficijent značajnosti za kY31; 

D – Dummy 1; E – težina za kPLAT; F – težina za RY32/Y33; G – težina za kY31; H – Dummy 2; J – opseg za kPLAT; K 

– opseg za RY32/Y33; L – opseg za kY31 

 

Tabela 37. Vrednosti faktora i odgovora sistema, kao i odgovarajućeg globalnog optimuma (D) 

 

D 

Dobijene vrednosti 

 Ulazni faktori Odgovori 

№ 1 2 3 4 5 kPLAT RY32/Y33 kY31 

1 0,796 0,20 0,30 2,0 7,76 3,70 0,673 1,500 7,580 

2 0,744 0,24 0,30 2,0 7,91 3,70 0,661 1,450 7,328 

3 0,898 0,23 0,30 2,0 8,0 3,70 0,670 1,420 7,215 

4 0,930 0,23 0,30 2,0 7,88 3,70 0,664 1,459 7,369 

5 0,939 0,21 0,30 2,0 8,0 3,70 0,681 1,423 7,261 

6 0,894 0,27 0,30 2,0 8,0 3,70 0,605 1,418 7,082 

7 0,716 0,20 0,30 2,0 8,0 3,70 0,682 1,423 7,273 

8 0,963 0,20 0,30 2,0 7,72 3,70 0,673 1,514 7,642 

9 0,947 0,28 0,30 2,0 8,0 3,70 0,599 1,418 7,070 

10 0,948 0,23 0,30 2,0 8,0 3,70 0,674 1,422 7,231 

11 0,853 0,22 0,30 2,0 8,0 3,70 0,679 1,422 7,247 

12 0,968 0,22 0,30 2,0 7,92 3,70 0,673 1,448 7,343 

1 – butilacetat (% w/v); 2 – etilacetat (% w/v); 3 – SDS (% w/v); 4 – n-butanol (% w/v); 5 – pH mobilne 

faze; kPLAT – retencioni faktor perindoprilata; kY31 – retencioni faktor nečistoće Y31; RY32/Y33 – faktor 

rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 

 

Rezultati dobijenih standardizovanih efekata prikazani su u tabeli 38.  
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Tabela 38. Izračunati standardizovani efekti 

 
Faktori Standardizovani efekti 

Koeficijent značajnosti za kPLAT –0,042 

Koeficijent značajnosti za RY32/Y33 0,01 

Koeficijent značajnosti za kY31 0,01 

Dummy 1 0,007 

Težina za kPLAT –0,11 

Težina za RY32/Y33 –0,021 

Težina za kY31 –0,056 

Dummy 2 0,032 

Opseg za kPLAT 0,076 

Opseg za RY32/Y33 –0,019 

Opseg za kY31 –0,060 

 

Uvidom u izračunate vrednosti standardizovanih efekata, može se zaključiti da je 

najosetljiviji parametar težinski koeficijent za maksimizaciju retencionog faktora 

perindoprilata (kPLAT). Negativni predznak ovog efekta ukazuje da povećanje vrednosti 

težinskog koeficijenta za kPLAT dovodi do smanjenja vrednosti globalnog optimuma, što 

ukazuje da je postavljanje vrednosti za ovaj koeficijent na 0,1 u fazi optimizacije pri 

definisanju globalnog optimuma bilo ispravno. Takođe, pokazalo se da su koeficijenti 

značajnosti za RY32/Y33 i kY31 najmanje osetljivi, kao i da ostali ispitivani faktori imaju veoma 

slične osetljivosti.  

Predloženi postupak analize osetljivosti funkcije poželjnih odgovora karakterističnih 

parametara funkcije poželjnih odgovora i njihovog uticaja na globalni optimum 

hromatografskog sistema pokazao se kao veoma koristan. U skladu sa vrednostima 

izračunatih standardizovanih efekata prikazanih u tabeli 38 i usvojenih graničnih vrednosti za 

određivanje globalnog optimuma (tabela 34) može se zaključiti da su prioriteti u fazi 

optimizacije metode adekvatno postavljeni. Sprovedena analiza osetljivosti funkcije poželjnih 

odgovora potvrdila je da veće vrednosti globalnog optimuma ne znače uvek i bolje rešenje u 

postavljanju optimalnih hromatografskih uslova (tabela 37). Tačnost predviđanja se može 

dovesti u pitanje ukoliko se za optimalne nivoe ulaznih faktora, dobijenih za različite 

eksperimente definisanog eksperimentalnog dizajna, dobiju jednake vrednosti odgovora uz 

istovremeno različite vrednosti globalnog optimuma [37], što nije bio slučaj kod optimizacije 

MELC metode za hromatografsku analizu perindorpil t-butilamina i njegovih nečistoća, čime 

je potvrđena adekvatnost u predviđanju optimalnih hromatografskih uslova. 

Optimalni uslovi primenjeni za mikroemulzionu hromatografsku analizu perindorpil t-

butilamina i njegovih nečistoća su: 



Doktorska disertacija                                                                                    Marija Mašković 

119 

 

Hromatografski sistem Waters Breeze, SAD 

Kolona   Nucleosil 120–5 C4, 250 mm x 4,0 mm, 5 m 

Mobilna faza  butilacetat–etilacetat–SDS–n-butanol–20 mmol L
-1

 kalijum-

dihidrogenfosfat pH 3,70 (0,24 m/V : 0,30  m/V : 2,00 m/V : 

7,75 m/V : 89,71 m/V)  

Temperatura   40 C 

Talasna dužina  254 nm 

Protok    1,25 mL min
–1

 

Injekciona zapremina  20 L 

Rastvarač   mobilna faza 

 

4.2.3. PROCENA ROBUSNOSTI METODE PRIMENOM 

PLACKETT–BURMAN DIZAJNA 

Za procenu robusnosti MELC metode za farmaceutsku analizu perindopril t-

butilamina i njegovih nečistoća primenjen je Plackett–Burman dizajn koji omogućava 

istovremeno praćenje i procenu većeg broja hromatografskih faktora izvođenjem malog broja 

eksperimenata, kao i odgovarajuću grafičku i statističku podršku. 

Izabrano je osam realnih faktora (butilacetat (% m/V); etilacetat (% m/V); SDS (% 

m/V); butanol (% m/V); rastvor kalijum-dihidrogenfosfata (mmol L
-1

); pH mobilne faze; 

protok (mL min
-1

); temperatura (
o
C)) čiji je uticaj na hromatografski sistem ispitivan, a tri 

veštačka faktora su dodata kako bi se kompletirali podaci potrebni za pravljenje plana 

eksperimenta, kao i za dalja izračunavanja. Faktori koji se ispituju i njihovi nivoi prikazani su 

u poglavlju 3.8.3 u tabeli 12. Plan eksperimenta definisan je primenom softvera Design 

Expert 7.0 i dvanaest eksperimenata je prikazano u poglavlju 3.8.4 u tabeli 13. 

Kao odgovori sistema praćeni su parametri koji karakterišu razdvajanje ispitivanih 

supstanci, zadržavanje ispitivanih jedinjenja na stacionarnoj fazi kolone (retencioni faktor – k; 

faktor selektivnosti – α; faktor rezolucije – R; simetrija pika – Sy), kao i kvantifikaciju 

(površina pika – A). Izvršena je analiza 28 odgovora sistema čije su vrednosti prikazane u 

tabeli 39. 

 



Doktorska disertacija                                                                                    Marija Mašković 

120 

 

   Tabela 39. Dobijene vrednosti za izabrane odgovore sistema* 

Eksperiment 

/ 

Odgovor 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

k1 0,66 0,75 0,77 0,76 0,64 0,59 0,58 0,71 0,63 0,59 0,94 0,75 

k2 1,57 1,72 1,63 1,85 1,47 1,32 1,54 1,75 1,68 1,56 1,71 1,59 

k3 2,51 2,73 2,80 2,73 2,42 2,24 2,30 2,69 2,69 2,39 2,52 2,94 

k4 2,69 2,95 3,01 2,92 2,62 2,50 2,53 2,89 2,91 2,62 2,71 3,12 

k5 
4,40 4,74 4,97 4,77 4,48 4,15 4,04 4,42 4,71 3,98 4,45 4,89 

k6 6,37 6,87 7,11 7,08 6,66 5,68 5,86 6,53 6,67 5,73 6,17 6,99 

Sy1 1,03 1,04 1,12 1,10 1,16 1,26 1,01 1,20 1,22 1,14 1,19 1,20 

Sy2 1,12 0,99 0,94 1,10 0,92 1,15 0,97 0,94 0,94 1,12 0,98 1,08 

Sy3 0,90 0,93 0,92 0,95 0,94 1,01 0,92 0,94 0,94 0,90 0,95 0,96 

Sy4 0,96 0,94 0,98 1,04 0,99 1,05 0,94 0,93 0,98 1,07 0,92 0,97 

Sy5 1,35 1,46 1,48 1,42 1,35 1,32 1,36 1,46 1,39 1,41 1,42 1,47 

Sy6 1,20 1,13 1,27 1,15 1,25 1,02 1,06 1,11 1,12 1,13 1,04 1,05 

R1 7,23 6,65 6,56 6,79 5,88 5,99 6,36 6,90 7,53 7,41 6,34 6,99 

R2 5,07 5,19 5,06 5,71 6,35 5,78 5,11 5,57 5,60 5,52 5,12 5,31 

R3 1,13 1,22 1,29 1,28 1,39 1,34 1,46 1,27 1,15 1,13 1,22 1,26 

R4 3,26 4,06 3,03 3,74 3,99 4,12 4,24 4,12 3,82 4,03 4,50 4,56 

R5 2,93 3,42 2,79 3,52 3,22 2,99 3,55 3,58 3,56 3,59 3,63 2,99 

α1 2,38 2,29 2,12 2,43 2,30 2,24 2,66 2,46 2,67 2,64 1,82 2,12 

α2 1,60 1,59 1,72 1,48 1,65 1,70 1,49 1,54 1,60 1,53 1,47 1,85 

α3 1,07 1,08 1,08 1,07 1,08 1,12 1,10 1,07 1,08 1,10 1,08 1,06 

α4 1,64 1,61 1,65 1,63 1,71 1,66 1,60 1,53 1,62 1,52 1,64 1,57 

α5 1,45 1,45 1,43 1,48 1,49 1,37 1,45 1,48 1,42 1,44 1,39 1,43 

A1 58976 57665 62734 64562 59234 57890 56432 63121 51239 59753 64321 60985 

A2 1238 1256 1353 1426 1264 1274 1206 1402 1176 1242 1467 1286 

A3 1804 1726 1874 1991 1826 1761 1698 1921 1567 1824 1987 1812 

A4 9876 9321 10125 10751 10024 9439 8982 10268 8399 10113 10874 9978 

A5 5235468 5123567 5330559 5565385 5284201 5121209 5072681 5437372 4750769 5254202 5601020 5234567 

A6 19560 19324 20213 21664 19782 19784 18456 20964 17331 19123 21345 19876 

 k1 – retencioni faktor perindoprilata, k2 – retencioni faktor nepoznate nečistoće, k3 – retencioni faktor nečistoće Y32, k4 – retencioni faktor nečistoće Y33, 

  k5 – retencioni faktor perindopril t-butlamina, k6 – retencioni faktor nečistoće Y31; Sy1 – faktor simetrije perindoprilata, Sy2 – faktor simetrije nepoznate nečistoće,   
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Sy3 – faktor simetrije nečistoće Y32, Sy4 – faktor simetrije nečistoće Y33,  Sy5 – faktor simetrije perindopril t-butlamina, Sy6 – faktor simetrije nečistoće Y31; 

R1 – rezolucija između nepoznate nečistoće i perindoprilata, R2 – rezolucija između nepoznate nečistoće i nečistoće Y32, R3 – rezolucija između nečistoće Y32 i nečistoće 

Y33, R4 – rezolucija između nečistoće Y33 i perindopril t-butlamina, R5 – rezolucija između perindopril t-butlamina i nečistoće Y31; α1 – faktor selektivnosti između 

nepoznate nečistoće i perindoprilata, α2 – faktor selektivnosti između nepoznate nečistoće i nečistoće Y32, α3 – faktor selektivnosti između nečistoće Y32 i nečistoće Y33, 

α4 – faktor selektivnosti između nečistoće Y33 i perindopril t-butlamina, α5 – faktor selektivnosti između perindopril t-butlamina i nečistoće Y31; A1 – površina pika 

perindoprilata, A2 – površina pika  nepoznate nečistoće, A3 – površina pika nečistoće Y32, A4 – površina pika nečistoće Y33, A5 – površina pika perindopril t-butlamina, A6 

– površina pika nečistoće Y31. 
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Efekti ispitivanih faktora izračunati su primenom  softvera Design–Expert 7.0, i njihove 

vrednosti prikazane su u tabeli 40. 
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Tabela 40. Vrednosti dobijenih faktorskih efekata, kritičnog efekta (Ekritično)  i granice greške (margin of error – ME) 

Faktor 

/ 

Odgovor* 

Butilacetat 

(% w/v) 

Etilacetat 

(% w/v) 

SDS  

(% w/v) 

Dummy 

1 

Butanol 

(% w/v) 

Pufer 

(mM) 

Dummy 

2 

pH 

mobilne 

faze 

Protok  
(mL min-1) 

T  

(°C) 

Dummy 

3 

Ecritical 

(α= 0,05) 

Ecritical 

(α=0,01) 

ME 

(0,975, 

m) 

ME 

(0,975, 

m) 

k1 0,035 -0,028 0,042 0,045 0,048 -0,035 -0,022 -0,045 -0,16 -0,0083 0,028 0,0780 0,1475 0,0794 0,1129 

k2 0,062 0,15 -0,018 0,025 0,055 0,015 -0,078 0,035 -0,18 -0,032 0,028 0,1176 0,2224 0,0988 0,1419 

k3 0,010 0,087 -0,097 0,023 -0,090 0,003333 -0,030 -0,050 -0,31 -0,20 -0,063 0,0998 0,1888 0,1905 0,2709 

k4 0,001667 0,082 -0,095 0,028 -0,10 0,028 -0,025 -0,048 -0,29 -0,18 -0,062 0,0985 0,1863 0,1817 0,2584 

k5 -0,003333 0,006667 -0,093 0,11 -0,040 0,13 0,053 -0,11 -0,41 -0,41 -0,006667 0,1661 0,3142 0,1756 0,2523 

k6 -0,050 0,13 -0,24 0,12 0,050 0,14 0,12 0,037 -0,63 -0,67 -0,023 0,2327 0,4401 0,2716 0,3903 

Sy1 0,052 0,24 -0,14 0,11 0,13 -0,018 -0,32 0,12 -0,015 0,29 0,20 0,5340 1,0101 0,3928 0,5543 

Sy2 0,015 0,27 -0,14 -0,075 -0,062 0,11 -0,092 0,18 0,28 0,015 -0,048 0,1739 0,3290 0,3224 0,4550 

Sy3 -0,063 -0,090 -0,037 -0,017 -0,11 -0,010 0,063 -0,067 -0,013 -0,097 -0,057 0,1177 0,2227 0,1442 0,2035 

Sy4 -0,005 -0,008333 0,008333 0,001667 -0,005 0,012 0,001667 0,001667 0,018 0,018 0,001667 0,0039 0,0074 0,0209 0,0295 

Sy5 -0,003333 -0,047 0,017 0,020 0,047 0,027 0,037 -0,017 0,020 -0,043 0,033 0,0726 0,1374 0,0691 0,0975 

Sy6 -0,006667 0,027 -0,027 -0,006667 0,023 -0,013 0,010 0,043 -0,006667 -0,020 -0,003333 0,0169 0,0321 0,0453 0,0639 

R1 0,012 0,025 0,015 0,058 0,022 -0,005 0,072 0,068 0,005 -0,092 -0,025 0,1301 0,2461 0,1024 0,1444 

R2 0,20 0,73 0,001667 0,018 -0,35 -0,15 -0,37 -0,14 0,028 -0,22 -0,30 0,6476 1,2250 0,6682 0,9430 

R3 
-0,39 -0,012 -0,14 0,048 -0,048 -0,082 0,11 0,21 0,25 -0,14 0,48 0,6722 1,2715 0,4930 0,6957 

R4 -0,017 -0,13 -0,060 -0,057 0,043 0,057 0,023 0,083 0,010 0,023 0,027 0,0912 0,1725 0,1292 0,1823 

R5 -0,25 -0,23 -0,35 -0,10 0,018 -0,24 -0,38 -0,20 -0,092 0,44 0,18 0,5872 1,1107 0,5649 0,7972 

α1 -0,022 -0,035 0,001667 0,012 -0,10 -0,028 -0,008333 -0,035 -0,005 0,001667 0,098 0,1346 0,2546 0,0473 0,0680 

α2 -0,078 0,028 0,095 -0,078 -0,015 -0,012 -0,022 -0,045 0,032 0,008333 -0,032 0,1184 0,2239 0,1090 0,1538 

α3 -0,020 -0,023 0,000 -0,017 0,013 0,013 0,003333 -0,020 -0,006667 0,006667 0,033 0,0506 0,0958 0,0372 0,0525 

α4 -0,058 0,012 0,045 -0,001667 -0,032 0,015 -0,012 0,022 0,035 -0,012 0,008333 0,020 0,0378 0,0522 0,0742 

α5 0,005 0,015 -0,015 0,022 -0,028 -0,005 -0,008333 0,012 -0,088 -0,005 -0,028 0,0497 0,0940 0,0372 0,0529 

A1 -544,33 -1046,67 3260,00 -1170,00 911,33 -2644,67 388,00 2460,00 -4977,33 242,00 637,00 1884,95 3565,63 3720,13 5291,34 

A2 15,67 -18,33 68,33 -12,33 20,67 -34,67 -2,67 32,67 -131,67 17,33 71,33 98,41 186,15 81,85 116,41 

A3 -14,83 -20,83 115,17 -30,50 45,50 -92,83 5,50 79,50 -138,50 7,17 52,50 82,82 156,67 154,04 217,37 

A4 -183,67 -115,67 701,00 -73,00 251,00 -686,00 -7,33 396,00 -747,33 -26,00 226,67 323,66 612,25 901,38 1272,0 

A5 -25877,00 -46245,67 200800,0 -53727,33 125600,0 -180400,0 8958,67 146300,0 -262300,0 34850,33 84818,67 136897,5 258959,2 79089,08 111608,67 

A6 -280,67 -248,33 992,67 -531,00 473,33 -646,33 305,33 497,00 -1558,33 95,00 719,67 1283,85 2428,57 1534,28 2165,14 

*Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za tabelu 39.
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 Statistička procena faktorskih efekata je preciznija i omogućava definisanje limita za 

pojedine faktore. Zasniva se na statističkom t–testu. Za izračunavanje standardne greške 

efekata, neophodne za određivanje t vrednosti, opisane su različite metode (v. poglavlje 

1.3.6.2.2), od kojih su u radu primenjene metoda kod koje se procena vrši na osnovu 

beznačajnih efekata (efekata veštačkih faktora) i metoda koja se bazira na primeni Dong-ovog 

algoritma [58]. U oba slučaja su za izračunavanje eksperimentalnih t vrednosti primenjivani 

nivoi značajnosti α = 0,05 i α = 0,01. Značajni efekti izračunati na opisan način prikazani su u 

tabeli 41. 
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Tabela 41. Procena faktorskih efekata 

 

 

Odgovor* 

značajni efekti za 

α = 0,05 (dobijeni 

poređenjem sa 

kritičnim 

efektom 

izračunatim na 

osnovu 

beznačajnih 

efekata) 

značajni efekti za 

α = 0,01 (dobijeni 

poređenjem sa 

kritičnim 

efektom 

izračunatim na 

osnovu 

beznačajnih 

efekata) 

značajni efekti 

za 

α = 0,05 

(na osnovu 

Dong-ovog 

algoritma) 

značajni efekti 

za 

α = 0,01 

(na osnovu 

Dong-ovog 

algoritma) 

značajni 

efekti na 

osnovu 

half-normal 

probability 

grafikona 

značajni 

efekti na 

osnovu 

Pareto 

dijagrama 

k1 K K K K K K 

k2 B + K – B + K – B + K B + K 

k3 K + L K + L K + L K K + L K + L 

k4 E + K + L K K K K + L K + L 

k5 K + L K + L K + L K + L K + L K + L 

k6 D + K + L K + L K + L K + L K + L K + L 

Sy1 – – – – – – 

Sy2 B + H + K – – – B + K B + K 

Sy3 – – – – – – 

Sy4 A + B + D + E + 

G + K + L 

B + D + G + K + 

L 
– – K + L K + L 

Sy5 – – – – – – 

Sy6 B + D + E + H + 
L 

H – – H H 

R1 – – – – L L 

R2 B – B – B B 

R3 – – – – – – 

R4 B – B – B B 

R5 – – – – – – 

α1 – – E + J E + J E E 

α2 – – – – A + C + D A + C + D 

α3 – – – – – – 

α4 A + D + E + H + 
K 

A + D A – A A 

α5 K – K K K K 

A1 D + G + H + K K K – D + K D + K 

A2 K – K K K K 

A3 D + G + K – – – 
D + G + H + 

K 
D + G + H + 

K 

A4 G + H + K G + K – – 
D + G + H + 

K 

D + G + H + 

K 

A5 D + G + H + K K 
D + E + G + H + 

J + K 

D + E + G + H + 

K 

D + E + G + 

H + K 

D + E + G + 

H + K 

A6 K – K – K K 

*Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za tabelu 39. 

Nakon procene značajnosti efekata, postavlja se pitanje u kom intervalu nivoa faktor 

čiji je efekat značajan na ponašanje hromatografskog sistema, treba kontrolisati da bi se 

faktorski efekat eliminisao. Intervali ″neznačajnosti″ za značajne efekte [44], izračunati su 

osim za kvantitativne faktore (koncentracija pufera, pH mobilne faze i temperatura kolone), 

za faktore smeše (koncentracija etilacetata, butilacetata, butanola i SDS–a), kao i za procesne 

faktore (brzina protoka mobilne faze), za koji je prethodnim istraživanjem utvrđena 

značajnost. Rezultati su prikazani u tabeli 42.  
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Tabela 42. Intervali ″neznačajnosti″ za značajne faktore 

 

Odgovor* Značajan faktor 

Interval ″neznačajnosti″ dobijen na osnovu 

kritičnog efekta za 

α = 0,05 

k1 K 1,23 – 1,27 

k2 
B 0,27 – 0,33 

K 1,22 – 1,28 

k3 
L 37,5 – 42,5 

K 1,23 – 1,27 

k4 

E 7,65 – 7,85 

K 1,23 – 1,27 

L 37,26 – 42,74 

k5 
K 1,23 – 1,27 

L 37,97 – 42,03 

k6 

D 1,9 – 2,1 

K 1,23 – 1,27 

L 38,26 – 41,74 

Sy1 – – 

Sy2 

B 0,27 – 0,33 

H 3,6 – 3,8 

K 1,22 – 1,28 

Sy3 – – 

Sy4 

A 0,21 – 0,27 

B 0,28 – 0,32 

D 1,95 – 2,05 

E 7,67 – 7,83 

G 19,8 – 20,2 

K 1,24 – 1,26 

L 38,9 – 41,1 

Sy5 – – 

Sy6 

B 0,27 – 0,33 

D 1,94 – 2,06 

E 7,68 – 7,82 

H 3,66 – 3,74 

L 35,8 – 44,2 

R1 – – 

R2 B 0,26 – 0,34 

R3 – – 

R4 B 0,27 – 0,33 

R5 – – 

α1 E 7,74 – 7,76 

α2 – – 

α3 – – 

α4 – – 

α5 – – 

A1 

D 1,94 – 2,06 

G 19,6 – 20,4 

H 3,62 – 3,78 

K 1,23 – 1,27 

A2 K 1,21 – 1,29 

A3 

D 1,92 – 2,08 

G 19,6 – 20,4 

K 1,22 – 1,28 

A4 

G 19,8 – 20,2 

H 3,62 – 3,78 

K 1,23 – 1,27 

A5 

D 1,93 – 2,07 

E 7,65 – 7,85 

G 19,6 – 20,4 

H 3,61 – 3,79 

K 1,22 – 1,28 

A6 – – 

*Odgovori sistema su objašnjeni u fusnoti za tabelu 39. 
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*
 
A – butilacetat (% m/V); B – etilacetat (% m/V); D – SDS (% m/V); E – n-butanol (% m/V); G – rastvor 

kalijum-dihidrogenfosfata (mmol L
-1

); H – pH mobilne faze; K – protok (mL min
-1

); L – temperatura (
o
C) 

 

Na osnovu dobijenih rezultata može se zaključiti da je metoda osetljiva na promene 

sadržaja butilacetata, etilacetata, SDS-a, butanola i rastvora kalijum-dihidrogenfosfata u 

mobinoj fazi kao i vrednosti pH mobilne faze. Vrednosti navednih faktora moraju se održavati 

u uskim intervalima da bi se vrednosti hromatografskih parametara održavale u granicama 

prihvatljivosti. 

Konačni cilj istraživanja bio je definisanje limita za procenu pogodnosti sistema. 

Kod postavljene MELC metode za kvantitativnu analizu perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća ispitan je uticaj velikog broja faktora na odgovore sistema. Za hromatografsko 

razdvajanje ispitivanih supstanci, naročito u slučaju strukturno sličnih supstanci, najvažniji 

kriterijum je faktor rezolucije. S tim u vezi, definisani su uslovi najgoreg slučaja za sve 

dobijene vrednosti faktora rezolucije (od R1 do R5) – tabela 43. 

 

Tabela 43. Faktorski nivoi za situaciju najgoreg slučaja 

 
 Odgovori 

Faktor R1 R2 R3 R4 R5 

A –1 +1 +1 +1 +1 

B +1 –1 +1 –1 –1 

D –1 +1 +1 +1 +1 

E +1 –1 +1 –1 –1 

G –1 +1 –1 +1 +1 

H +1 +1 –1 +1 +1 

K +1 –1 +1 –1 –1 

L –1 –1 –1 –1 –1 

 

Za izračunavanje SST limita koriste se samo značajni faktori i u skladu sa tim a na osnovu 

rezultata procene faktorskih efekata (tabela 41) može se zaključiti da su odgovori R1, R3 i R5 

robusni u ispitivanom opsegu faktora. S druge strane, za faktore R2 i R4 značajan je samo 

faktor B (sadržaj etilacetata u mobilnoj fazi) za nivo značajnosti α = 0,05, dobijeni 

poređenjem sa kritičnim efektom izračunatim na osnovu beznačajnih efekata.  

Korišćenjem izraza (37) izračunate su vrednosti najgoreg odgovora pod najgorim 

eksperimentalnim uslovima za faktor rezolucije kritičnog para ispitivanih jedinjenja:  

R2 = 5,08 

R4 = 4,02 
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Kako su dobijene vrednosti značajno veće od 2, koja se može smatrati graničnom, može se 

zaključiti da je postavljena metoda robusna u ispitivanom opsegu faktora. 

 

 

4.2.4. VALIDACIJA METODE MIKROEMULZIONE TEČNE HROMATOGRAFIJE  

 Pouzdanost primene optimizirane MELC metode za hromatografsku analizu 

perindorpil t-butilamina i njegovih nečistoća potvrđena je njenom validacijom, odnosno 

dodatnom evaluacijom kroz ispitivanje selektivnosti, linearnosti, preciznosti, tačnosti, limita 

kvantifikacije (LOQ) i limita detekcije (LOD). 

Potvrđeno je da je metoda selektivna što znači da se na retencionim vremenima 

perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća nisu javljali interferirajući pikovi.  

Pomoćne materije iz analiziranih tableta nisu uticale na razdvajanje ispitivanih 

komponenti. Reprezentativni hromatogrami laboratorijske a) i placebo smeše b) smeše 

prikazani su na slici 23. 
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Slika 23. a) Reprezentativni hromatogram laboratorijske smeše perindoprila (tR = 7,936 min.) i njegovih 

nečistoća: perindoprilata (tR = 2,282 min.), Y32 (tR = 5,039 min.), Y33 (tR = 5,294 min.) i Y31 (tR = 10,792 

min.). 

(Mobilna faza: butilacetat (0,24 % w/v), etilacetat (0,30 % w/v), SDS (2 % w/v), n-butanol (7,75 % w/v), 

kalijum-dihidrogenfosfatni pufer (20 mM), pH 3,7; protok mobilne faze 1,25 mL min
-1

; 

talasna dužina detekcije  = 254 nm; T kolone = 40 °C) 

 

b) Hromatogram placebo smeše (v. poglavlje 3.9.1) 

 

Za procenu linearnosti metode analizirana je zavisnost površine pikova ispitivanih 

jedinjenja u funkciji koncentracije. Kalibracione krive konstruisane su metodom najmanjih 

kvadrata, a svaka tačka dobijena je kao rezultat tri injektovanja odgovarajućih rastvora. Kako 

su koeficijenti korelacije (r) za kalibracione krive perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća veći od 0,990 i kako je vrednost statističkog parametra (tb) manja od tabelarne 

vrednosti (ttab), može se zaključiti da dobijene kalibracione krive odgovaraju zahtevima 

regulative ICH [43], odnosno smernice ICH Q2 (R1) – Validation of Analytical Procedures: 

Text and Methodology. Značajni parametri za procenu linearnosti kalibracione krive 

perindopril t-butilamina kao i kalibracionih kriva perindoprilata, nečistoća Y31, Y32 i Y33, 

prikazani su u tabeli 44.  
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Tabela 44. Rezultati za regresionu analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća 

Parametri 
Perindopril t-

butilamin 
Perindoprilat Nečistoća Y31 Nečistoća Y32 Nečistoća Y33 

Opseg 

koncentracija 

(μg mL
–1

) 

10,00 – 1000 0,200 – 20,00 0,200 – 20,00 0,200 – 10,00 0,200 – 10,00 

y = ax + b 12589x + 62875 15833x – 3212,1 4946,4x + 258,18 2508,4x – 331,38 4602,02x – 539,0 

r 0,9999 0,9999 0,9997 0,9993 0,9990 

Sb 36628,6 1381,06 442,84 148,78 232,55 

Sa 73,867 139,25 44,65 28,29 44,22 

tb 1,717 2,326 0,5830 2,227 2,318 

   

 a – nagib kalibracione krive 

 b – odsečak na y osi 

 r – koeficijenat korelacije 

 Sa – standardna devijacija nagiba 

 Sb – standardna devijacija odsečka 

 ttab = 2,365 (n = 7, p = 0,05 ) 

 ttab = 2,447 (n = 6, p = 0,05 ) – nečistoće Y32 i Y33 

 

 

Dobijenim statistički parametrima potvrđena je linearnost kalibracionih krivih za 

navedenu oblast koncentracija. 

 

Za procenu preciznosti metode injektovani su rastvori analize pod uslovima prikazanim u 

poglavlju 3.9.3. Rezultati su dati u tabeli 45. 
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Tabela 45. Rezultati za procenu preciznosti MELC metode 

 
Ispitivana 

supstanca 
Injektovano (mg mL

-1
) Nađeno ± SD (mg mL

-1
) RSD (%) 

Perindopril t-

butilamin 

0,32 (80 %) 0,315 (± 0,005)* 1,8 

0,40 (100 %) 0,403 (± 0,003) 0,77 

0,48 (120 %) 0,490 (± 0,003) 0,69 

Ispitivana 

supstanca 

Maksimalna dozvoljena 

koncentracija (μg mL
-1

) 
Nađeno ± SD (μg mL

-1
) RSD (%) 

perindoprilat 

6,4 (80 %) 0,438 (± 0,007) 1,6 

8,0 (100 %) 0,534 (± 0,003) 0,55 

9,6 (120 %) 0,641 (± 0,005) 0,71 

Y31 

6,4 (80 %) 

nije detektovana 

 

8,0 (100 %)  

9,6 (120 %)  

Y32 

3,2 (80 %) 0,569 (± 0,011) 1,9 

4,0 (100 %) 0,701 (± 0,005) 0,78 

4,8 (120 %) 0,852 (± 0,016) 1,9 

Y33 

3,2 (80 %) 

nije detektovana 

 

4,0 (100 %)  

4,8 (120 %)  

Nepoznata 

nečistoća 

0,8 (80 %) 0,0807 (± 0,0012) 1,5 

1,0 (100 %) 0,103 (± 0,002) 1,7 

1,2 (120 %) 0,122 (± 0,001) 1,1 

* SD (n = 3) 

 

Statističkom obradom eksperimentalno dobijenih vrednosti i izračunavanjem 

standardne devijacije (SD) i relativne standardne devijacije (RSD) za ispitivane koncentracije 

rastvora analize potvrđena je dobra preciznost metode. 

Za procenu tačnosti metode injektovani su rastvori laboratorijske smeše pod uslovima 

prikazanim u poglavlju 3.9.4. Rezultati su dati u tabeli 46. 
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Tabela 46. Rezultati za procenu tačnosti MELC metode 

 
Supstanca Injektovano Nađeno RSD (%) R (%) 

Perindopril t-butilamin 

(mg mL
-1

) 

0,32 (80 %) 

0,4 (100 %) 

0,48 (120 %) 

0,333 ± 0,003* 

0,419 ± 0,001 

0,496 ± 0,004 

1,0 

0,24 

0,82 

104,2 

104,7 

103,3 

Perindoprilat (μg mL
-1

) 

6,4 (80 %) 

8 (100 %) 

9,6 (120 %) 

6,57 ± 0,11 

7,77 ± 0,10 

9,87 ± 0,10 

1,6 

1,3 

1,0 

103,0 

97,1 

103,0 

Y31 (μg mL
-1

) 

6,4 (80 %) 

8 (100 %) 

9,6 (120 %) 

6,22 ± 0,04 

7,86 ± 0,06 

9,40 ± 0,10 

0,61 

0,82 

1,1 

97,3 

98,3 

98,0 

Y32 (μg mL
-1

) 

3,2 (80 %) 

4 (100 %) 

4,8 (120 %) 

3,16 ± 0,06 

3,94 ± 0,07 

4,82 ± 0,09 

1,8 

1,9 

1,9 

98,8 

98,5 

100,0 

Y33 (μg mL
-1

) 

3,2 (80 %) 

4 (100 %) 

4,8 (120 %) 

3,17 ± 0,02 

3,97 ± 0,08 

4,68 ± 0,05 

0,78 

1,9 

1,1 

99,1 

99,3 

97,5 

*Standardna devijacija (SD) (n = 3) 

Statističkom obradom eksperimentalno dobijenih vrednosti i izračunavanjem 

standardne devijacije (SD), relativne standardne devijacije (RSD) i Recovery vrednosti (R), za 

ispitivane koncentracije rastvora standarda perindopril t-butilamina, perindoprilata, nečistoće 

Y31, Y32 i Y33 potvrđena je dobra tačnost metode. 

Da bi se metoda primenjivala u kvantitativnoj analizi potrebno je definisati limit 

kvantifikacije (LOQ) i limit detekcije (LOD) (tabela 47). Vrednosti ovih limita izračunate su 

statistički imajući u vidu da je odnos signala prema šumu 3:1 za LOD i 10:1 za LOQ.  

 

Tabela 47. Statistički određene vrednosti LOD i LOQ 

 

Parametar 
Perindopril t-

butilamin 
Perindoprilat Y31 Y32 Y33 

LOD (μg mL
-1

) 0,0935 0,0163 0,0573 0,0331 0,0348 

LOQ (μg mL
-1

) 0,2832 0,0494 0,174 0,1002 0,106 

 

Nakon evaluacije kojom je potvrđena pouzdanost primene, MELC metodom je 

određen sadržaj aktivne supstance perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća u Prexanil
®

 

tabletama (hromatogram uzorka, slika 24).  

Sadržaj aktivne supstance perindopril t-butilamina bio je od 103,05 % do 103,83 %, 

odnosno specifikacijski zahtev proizvođača tableta Prexanil
®
, Les Laboratories Servier, 

Francuska: od 90 % do 105 % bio je zadovoljen. Sadržaj nečistoće Y31 od 0,17 % i 

perindoprilata od 0,30 %, u skladu sa specifikacijskim zahtevom (ne više od 2 %). Sadržaj 

nepoznate nečistoće od 0,088 % odgovarao je specifikacijskom zahtevu za ostale nečistoće, 
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pojedinačno (ne više od 0,25 %). Rezultati kvantitativne analize ispitivanih tableta prikazani su 

u tabeli 48. 

 

 

 

Slika 24. Hromatogram Prexanil
®
 tableta 

 

 

Tabela 48. Kvantitativna analiza 

Supstanca Nađeno ± SD 

Maksimalna 

dozvoljena 

koncentracija 

RSD (%) Sadržaj (%) 

Perindopril t-butilamin 

(mg mL
-1

) 
0,403 (± 3,1) 0,4 0,77 100,8 

Perindoprilat (μg mL
-1

) 0,534 (± 0,003) 8,0 0,55 0,133 

Y31 (μg mL
-1

) nije detektovana 8,0 / / 

Y32 (μg mL
-1

) 0,701 (± 0,005) 4,0 0,78 0,175 

Y33 (μg mL
-1

) nije detektovana 4,0 / / 

Nepoznata nečistoća 

(μg mL
-1

) 
0,103 (± 0,002) 1,0 1,7 0,026 
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5. ZAKLJUČAK 

 

1. Izvršena je procena hromatografskog ponašanja perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća (perindoprilat, Y31, Y32 i Y33) u hromatografskim sistemima sa reverzno–

faznim eluentima uz hemometrijsku podršku. Na osnovu preliminarnih eksperimenata, 

definisani su faktori koji mogu imati uticaj na hromatografsko ponašanje perindopril t-

butilamina i njegovih nečistoća. Kao značajni faktori odabrani su sadržaj acetonitrila u 

mobilnoj fazi, pH mobilne faze, temperatura kolone i brzina protoka mobilne faze, dok 

su ostali hromatografski faktori održavani na konstantnom nivou. Odgovori sistema 

koje je bilo potrebno istovremeno optimizirati su retencioni faktor perindoprilata – 

kPLAT, faktor rezolucije za nečistoće Y32 i Y33 – RY32/Y33 i retencioni faktor nečistoće 

Y31 – kY31. Matrica eksperimenta definisana je centralnim kompozicionim dizajnom 

sastavljenim iz punog faktorskog dizajna 2
4
, zvezda dizajna sa tačkama   0,5 sa 4 

ponavljanja u centralnoj tački. Na osnovu rezultata eksperimenata kreirani su 

matematički modeli uz odgovarajuću statističku procenu rezultata i analizu ponašanja 

hromatografskih odgovora.  

 

Izvršena je procena hromatografskog ponanšanja perindopril t-butilamina i njegovih 

nečistoća u hromatografskim sistemima sa mikroemulzionim eluentima uz 

hemometrijsku podršku. Na osnovu preliminarnih eksperimenata definisani su faktori 

koji mogu imati uticaj na hromatografsko ponašanje perindopril t-butilamina i 

njegovih nečistoća. Kao značajni faktori odabrani su sadržaj etilacetata i butilacetata u 

unutrašnjoj fazi mikroemulzionog eluenta, kombinacija surfaktanta i ko–surfaktanta, 

odnosno sadržaj SDS–a i n-butanola i pH mobilne faze, dok su ostali hromatografski 

faktori održavani na konstantnom nivou. Odgovori sistema koje je bilo potrebno 

istovremeno optimizirati su retencioni faktor perindoprilata – kPLAT, faktor rezolucije 

za nečistoće Y32 i Y33 – RY32/Y33 i retencioni faktor nečistoće Y31 – kY31. Matrica 

eksperimenta definisana je centralnim kompozicionim dizajnom sastavljenim iz 

frakcionog faktorskog dizajna 2
5-1

, zvezda dizajna sa tačkama   0,5 sa 4 ponavljanja 

u centralnoj tački. Na osnovu rezultata eksperimenata kreirani su matematički modeli 

uz odgovarajuću statističku procenu rezultata i analizu ponašanja hromatografskih 

odgovora.  
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2. U cilju dobijanja optimalnih hromatografskih uslova za RP–HPLC hromatografsku 

analizu perindorpil t-butilamina i njegovih nečistoća primenjen je multikriterijumski 

pristup optimizaciji metode uz korišćenje Derringer funkcije poželjnih odgovora. 

Primenom Design–Expert® softvera utvrđena je kombinacija faktora koja daje 

globalni optimum u kome je dobijena vrednost D = 1,000. Optimalne vrednosti 

ispitivanih faktora su: sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi 37 % (V/V), pH mobilne 

faze 2,5, temperatura kolone 50 C i brzina protoka mobilne faze 1,7 mL min.
-1

. 

Imajući u vidu da funkcija poželjnih odgovora uključuje i subjektivne parametre 

urađena je analiza osetljivosti. Kao faktori koji najviše podležu subjektivnoj proceni 

praćeni su koeficijent značajnosti za RY32/Y33, težina s za RY32/Y33, težina t za RY32/Y33 i 

ciljana vrednost za RY32/Y33. Definisani su njihovi nivoi i ispitani primenom frakcionog 

faktorskog dizajna 2
4-1

, tj. kroz 8 ekpserimenata ispitan je uticaj 4 faktora na odgovore 

sistema: retencioni faktor perindoprilata, faktor rezolucije između nečistoća Y32 i Y33 

i retencioni faktor nečistoće Y31. Dobijeni rezultati pokazali su da promene u 

ispitivanom opsegu faktora nemaju uticaj na odgovore sistema.  

 

U cilju dobijanja optimalnih hromatografskih uslova za MELC hromatografsku 

analizu perindorpil t-butilamina i njegovih nečistoća primenjen je multikriterijumski 

pristup optimizaciji metode uz korišćenje Derringer funkcije poželjnih odgovora. 

Primenom Design–Expert® softvera utvrđena je kombinacija faktora koja daje 

najbolji globalni optimum u kome je vrednost D = 0,946. Optimalne vrednosti 

ispitivanih faktora su: 0,24 % m/V butilacetata, 2 % m/V SDS, 0,3 % m/V etilacetata 

7,75 % m/V n-butanola i pH mobilne faze 3,70. Imajući u vidu da funkcija poželjnih 

odgovora uključuje i subjektivne parametre urađena je analiza osetljivosti. Kao faktori 

koji najviše mogu da podležu subjektivnoj proceni praćeni su koeficijent značajnosti 

za kPLAT, koeficijent značajnosti za RY32/Y33, koeficijent značajnosti za kY31, težina za 

kPLAT, težina za RY32/Y33, težina za kY31, opseg za kPLAT, opseg za RY32/Y33 i opseg za 

kY31. Za ispitivanje uticaja izabranih faktora izabran je Plackett–Burman dizajn. U 

cilju dobijanja kompletne matrice dizajna na 9 pravih faktora dodata su 2 veštačka 

faktora i time dobijen plan od 12 eksperimenata kojima se ispituje uticaj 11 faktora na 

posmatrane odgovore sistema. Analizom osetljivosti potvrđen je dobar izbor vrednosti 

parametera koji su pod subjektivnim uticajem. 
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3. Kao konačna potvrda pogodnosti postavljene i optimizirane RP–HPLC metode za 

farmaceutsku analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća, urađena je procena 

robusnosti postavljenog optimuma. U tom cilju primenjen je Plackett–Burman dizajn 

u kome je ispitano 7 pravih faktora u 12 eksperimenata. Pored 7 pravih faktora 

(kolona, temperatura kolone, sadržaj acetonitrila u mobilnoj fazi, koncentracija 

kalijum-dihidrogenfosfata, pH mobilne faze, protok mobilne faze i talasna dužina 

detekcije) u plan eksperimenta dodata su i 4 veštačka faktora. Praćeno je 28 odgovora 

sistema uključujući kvalitativne (retencioni faktori i faktori simetrije pikova 

ispitivanih komponenti, faktori rezolucije i faktori selektivnosti između susednih 

pikova) i kvantitativne odgovore (površina pikova). Analiza rezultata primenom 

statističkih i grafičkih metoda potvrdila je odgovarajuću robusnost optimuma. Za 

kvalitativne odgovore najznačajniji faktori su tip hromatografske kolone i sadržaj 

acetonitrila u mobilnoj fazi. S druge strane, na kvantitativne odgovore, najveći uticaj 

imali su protok mobilne faze i talasna dužina detekcije. Dalje, na osnovu dobijenih 

rezultata određeni su i intervali neznačajnosti za značajne faktore, kao i parametri za 

procenu pogodnosti sistema razvijene metode reverzno–fazne tečne hromatografije za 

analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća (perindoprilat, Y31, Y32 i Y33). 

 

Kao konačna potvrda pogodnosti postavljene i optimizirane MELC metode za 

farmaceutsku analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća, urađena je procena 

robusnosti postavljenog optimuma. U tom cilju primenjen je Plackett–Burman dizajn 

u kome je ispitano 8 pravih faktora u 12 eksperimenata. Pored 8 pravih faktora 

(sadržaj butilacetata, etilacetata, SDS–a i butanola u mobilnoj fazi, zatim koncentracija 

kalijum-dihidrogenfosfata, pH mobilne faze, protok mobilne faze i temperatura 

kolone) u plan eksperimenta dodata su i 3 veštačka faktora. Praćeno je 28 odgovora 

sistema uključujući kvalitativne (retencioni faktori i faktori simetrije pikova 

ispitivanih komponenti, faktori rezolucije i faktori selektivnosti između susednih 

pikova) i kvantitativne odgovore (površina pikova). Analiza rezultata primenom 

statističkih i grafičkih metoda potvrdila je odgovarajuću robusnost optimuma. Na 

osnovu dobijenih rezultata zaključeno je da je metoda osetljiva na promene sadržaja 

butilacetata, etilacetata, SDS–a, n-butanola i rastvora kalijum-dihidrogenfosfata u 

mobilnoj fazi kao i na promene vrednosti pH mobilne faze. Vrednosti navedenih 

faktora moraju se održavati u uskim intervalima da bi se vrednosti hromatografskih 
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parametara održavale u granicama prihvatljivosti. Dalje, na osnovu dobijenih rezultata 

određeni su i intervali neznačajnosti za značajne faktore, kao i parametri za procenu 

pogodnosti sistema razvijene MELC metode za analizu perindopril t-butilamina i 

njegovih nečistoća (perindoprilat, Y31, Y32 i Y33). 

 

4. Postavljene RP–HPLC i MELC metode validirane su ispitivanjem selektivnosti, 

linearnosti, preciznosti, tačnosti, limita detekcije i limita kvantifikacije za aktivnu 

supstancu perindopril t-butilamin, kao i za njegove nečistoće. Statističkom obradom 

dobijenih podataka potvrđeno je da su rezultati dobijeni predloženim metodama u 

statistički dozvoljenim granicama, čime je potvrđena i pouzdanost primene RP–HPLC 

i MELC metode za hromatografsku analizu ispitivanih komponenti. 

 

5. Postavljene RP–HPLC i MELC metode primenjene su za kvantitativnu 

farmaceutsku analizu perindopril t-butilamina i njegovih nečistoća u farmaceutskom 

doziranom obliku, Prexanil
®
 tablete, 4 mg, Les Laboratories Servier, Francuska. 

Dobijeni rezultati su u okviru specifikacijskih zahteva definisanih od strane 

proizvođača. 
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Član je Farmaceutskog društva Srbije.  

Pohađala više stručnih usavršavanja u zemlji i inostranstvu iz oblasti praćenja 

savremene EU regulative u oblasti evaluacije dokumentacije o kvalitetu leka, uvođenja 

sistema kvaliteta prema zahtevima relevantnih nacionalnih i međunarodnih standarda u 

oblasti ispitivanja i kontrole lekova. 

Objavila četiri naučna rada u međunarodnim časopisima i učestvovala sa šesnaest 

saopštenja na naučnim skupovima u zemlji i inostranstvu. 

Ima aktivno znanje engleskog jezika i pasivno znanje francuskog jezika. 
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