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Resume

Unfortunately, surface water now is polluted by various means, so it’s treatment
is a major problem for humanity.

Together with the growth of population and global warming, drinking water
resources are reducing in the whole the world. On this background, sewage treatment is
becoming more topical for the purpose of secondary use of water.

Water plays an important and multilateral role in human life. Development of
organic world is impossible without water;

If in the middle of the XIX century, 25 1 of water were spent on a person per day
in cities, now 200-400 1 is spent, and in large cities 500 and more;

The last three decades of special studies were devoted to the recent discovered
chemical contaminants. One of the varied groups of pollutant compounds that attract the
attention of scientists are pharmaceutical substances. Pharmaceutical compounds are
produced in a very large volume and their use and diversity increases from year to year.

Pharmaceutical pollutants present as chemically active compounds in the
environment through excrements that are adopted by humans or animals from
pharmaceutical remedies; they have a completely different effect on the environment;

The negative influence of pharmaceutical compounds on wild nature and
ecosystem is largely unknown; Wast Water Treatment Stations are not sufficiently ready
for the removal of complex pharmaceutical compounds from the water;

Nowadays, the psychiatric disorders spread in the world, that caused the
increase of consumption and prescriptions on drugs, especially the anti-depressants,
anxiolytics, antiepileptics, antipsychotics, anticholinergics, and hypnotic/sedative.

Stress and mental disorders in the population have also increased in Tbilisi, for
which benzodiazepine group of pharmaceutical preparations are largely used. The same
drugs are used by people who suffer from various mental disorders, as well as those who
need help to get rid of alcohol and drugs. The consumption of this group is greatly
increased in the population.

For the reason mentioned above, the research focuses on the contamination of
Mtkvari River from the benzodiazepine group preparations.

The existence of sedative benzodiazepine group preparations in wastewater

samples was studied. Ten dislocations were selected on the territory of Tbilisi and samples



were taken from the river Mtkvari. All samples were immediately moved to the

laboratory, and the presence of benzodiazepines in water samples were tested by the test

stroke Reoud Response. In each chamber, the test stick is Reoud Response. The time for
delay in water was 5-10 minutes. The indicator placed on the test-sticks showed the
content of benzodiazepine group preparations in eight samples from ten samples.

The Thesis reviews the following methods of determining the number of
pharmaceutical drugs of benzodiazepine group in water:

1. Spectrometer and thin layer chromatography method;

2. Analysis of benzodiazepines in wastewater samples using liquid

chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC-MS-MS);

3. Determination of carbamazepine and diazepine with solid phases and diode-

matrix detector of high efficiency chromatography (SPE-HPLC-DAD);

For the purification of waste water, (from benzodiazipinebis group of
pharmaceutical preparations) the cleaning technological cycle of the new node added have
been offered. In the new node it is recommended to use the following methods:

1. Reverse osmosis membrane method;

2. Creation of artificial reservoirs to clean industrial wastewater where the usual reaper
(Pharagmites australis), spots (Typha Ilatifolia T. angustifolia) and water lily
(Nymphaeaceae) will be used;

3. Diazepam removal by advanced membrane technology, activated carbon, and micelle—
clay complex;

Based on system-logical research methodology it can be concluded, that the
river Mtkvari may be considered as a potential source of water supply in Thbilisi, if the
water purification measures together with other contaminants, neutralization of
pharmaceutical substances will be considered:

1. Adding the proposed node in the water cycle technological cycle will reduce the
number of benzodiazepines significantly, as well as the number of other medicines,
and in some cases fully will neutralize them;

2. The proposed technology can be used for big, medium and small cities, besides it can

be used for villages and similar settlement areas where there is no sewerage network;



The use of natural adsorptions (Clays and Plants) during water purification simplifies
cleansing process from medicinal pollutants, makes it cheaper and significantly
reduces negative impact on the environment;

For the first time in Georgia, the issue of medicinal pollution of the river Mtkvari was
studied;

The major pharmaceutical groups of pollutants are defined;

Their quantitative characteristics are investigated in wastewater;

Group of psychotropic - benzodiazepines have been studied. Quantitative distribution

according to the season were defined.
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)
)
)
)

9) 306569 3969L5 S 8E3ZZOHOL TGLoOrIMS3mb (N9);

10) 80006569900l ge0obmesls s 833300l dglotmsgmsb (N10);

dot b3zl J9BslmSb igoedodwgdol 33 3356Mmsb 899 mgdols 50wy (N4);

gbOowo 7. 9o0bstg 93335030 ©sdsfiybstmgdgeo 3Mg35Me@0 896BM©0sbI30boL

1BOBOIOMDS
N Q©OLEMIS300 SEYOO 500mBbs R Qu3bey.
6@ (o) | Msme. by/mm)

1. | 6O ool 390 dodgdstge (N1) X 8:00 100
2. | 96036990 85630L 808gdoMgo (N2) X 6:00 180
3. | Loxs®m GggbE®ol 300gdsdgo (N3) X 9:00 100
4. | 806EbMwsgzsl JmBobmsb [ysewrdodmgdols X 9:00 100

9()33560mb 9900700l 500w Hg (N4)
5. | ©0mmddo, byog35aYMBMgdol )

B08cnBsH0c (N5) X 5:50 220
6. | 093%0bL MHaLEBHMOboL d0dgdsMgo (N6) X 5:00 200
7. | bem8s6y9ol dmbol 808wgdscgo (N7) X 8:00 100
8. | 3mmvyols §hols 00 qdsmgo (N8) - - -
9. | 8obstry 3969Lo Qo 933300l

d9L5M53m9b (N9) i i i
10.| 0.  AWbMwsls s  9BH33M0L

d9LoMM3mb (N10)
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103



Bob. 12. domEbwyemsgals -6 §gserdodmgdols
93335006 99100900l S0 bg (N4)
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6sb. 13.

©0©MJddo, 155350IYMBMYd0L d0dEJdsMgE (N5)
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Bob. 15.  Bobsty 396Mgls s B3ZMOL

e By

F9LSOM3mab (N9)
3.3. 6093900l dg0m{dgds
965¢0Bol SLMgd® A5dMYgbgdIeo 0gbs sboero LEBHIMOW MO FHoMo.
00MMYM0  5b5oBobmzol  BodMIgdo  smgdmEo  0dbs (3939039,
Omdgwog  dmmeglgdemo  odbs  sgmosddo  dgdgboer  sBosroBobmzol
3963903600  13g30sEMO  30E0bEPOMO  BMOIOL  HHBobgoEFOMYdME
3Medsdo (ob. bsb. 16). yzgws 60dxdo ©smym3zbgderog odbs gowo@sbowro
WHdMOSBHMM05do,  lgewol  Lobxgddo  d96BMEOsHY30bol  sMLYGdMDS
3990090 0ogm GH9uEH-Pbomgdom Reoud Response (ob. bob. 17). moommgmen
30dsdo  qobmogbs  BHuG-Pbo®o Reoud Response. BboMolL  {igserdo
©59m3b6900L ©@MM3 Jgoaobs 5-10 foo. GHuEH-BboGBy  FMMO3LYdIMYWO
06@035¢HMmMom  4sdmzmobos b60dmddo  39bbm©osbg30bols  899;339wmds.
060035@H™Mob  B396900m B396 ©o39L33960m, HMI  sMadE  b0dwdqddo
50dmBgboo 0465 603009690 396BMm©Osbg30bo.
3.4. 3300930l 890035
60odmddo  sOLYIM  figoewdo  B9BBMPOsBg30bol  BoMgbmdOL
POl TR oI Je TORYCS) odmqbodg 990OM©O SOLdMBL, OMIgdo3
399M330gMos b3sslbgs d93609M9d0l doge. B39b asbzobowmsgom 898wy

3900m90L: 1) ®bg3500 JOHMToEHMYM5x00LS s FsLOL-B39dEM™AgEGwwwo LC-
MS-MS
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532;30102, 5?0@0;2368;‘; g;@fgﬂz?fggg Bsb. 17. (ygb¢y-Bbotgdo Reoud Resoibse
©Ib0BBOGOOIIMO JNEdS
dgomEom  sboewobo;  2)  FgoMo  Fobgdol  godmymaol o

0505@9B9IHNO0  JOMBHMMIBOL  EOMEYO-05GHOOEYWO  ©IAIIHMOOL
(SPE-HPLC-DAD) 890m@o0; 3) 139J@®mdg@®mool dgomo; 4) obgarggbosbo
JO™A5GHMPM51300l FgoMO.

3.5. 3960535Bg3060L s BYEBMPOsBg30b0L gsblisBEO3Ms dgs@o

}3BYOOL 350MyMmB00 S Fo0segxngdE MO JOHmMdsGHmaMmsgol
©OMENMO-35¢M03Mo ©g3IIGMMoo (SPE-HPLC-DAD) d¢0bs6y

99egdols figargddo

3.5.1. Jodorymo bsgtr980 s dsbsergdo
396Md535Bg30bo (CZ, 5H-0dgbB[b,f] sHg3060-5-3560mJlsd0®o) @
096BMmosHg3obo  (DZ,  7-Jermmm-1-dg00w-5-139bowr-3H-1,4-005b9306-
2(1H)-9600) 0465 b5goo bom 3smeml ¢b039mLoEg@o©sb (USP - Gmzgowo,
9960gbo, 5d0). godmygbgdmwo yggws bbgs asdblbgmro oym HPLC-U
bs®olbol s 0lbobo dmagz5HMm©s X. M. 83039MTs (BoEo3LdWGYO, borm-xgOlo,

509). M GHeo
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bogoms §ysero domgdme 0dbs dowreo-Q LobEgdol sdmygbadom,
MEGHM00LBIO B0YYOILMD gPMs© (18.2 MQ 3, 09BMMOO, AsLEBMLYAHLO,
5dd). 0.45 83 @ 80boll dmF3M3560 FowFHMJd0 0465 Boyoo FoEro3MmMGHOLYSH
(05Bg690-boggero Macherey-Nagel). bodmg blibséol bodmdqgdo (Stock solutions -
doso 3mb396¢Hs300L domfig3s, Tgbsbobo sl 93mbmdool dobboom,
Goms  dmbgl  60dMdol  3mBLYMZsE0s  A9MIZIMo  MMOom.  F93099,
L5 F0MHMYGOOLHTYIG, ol 0gbgds 98mYygbgd o MBO™ 30609 3MbiEIbGHOSEO0L
60818930l doborfgzs®, 33w930L Bodomgdol doBbom) 0bwogzoyswrwmemo
LEHOBIOEHOLZoL (1000 dg 1) 9odBsEIdo 0dbs dgmebmerom s
99bsbme 0gbs 0bgen sAoWsl - 6°C Fgd3gmo@msby. 30b39bGHM0MYdMEo
bLbsGOl 6039900 0gm BEBHIBOW OO s 5O 0dEIMES SBsOEFEHYdOL 5MIbS0MO
©936505300L 60dbgdL JOMAsBHMaM9g0DY, FomDY 933060390900l g0
9dgbo 30l  3gMomdo. dmds  bLbsGOL  bodxmdgdo  FBoswEIOM©S
4mM39OE0Ms©,  3Mb396EM0Mmdmwo  blbsMol  60odmdol  2sbBsggdom
d9L50530b0 QoTbLBgom. blbseol 60dmdgdols pH ogm goBmdowo OHAUS-om,
©50999o 2100 pH 8603369cmdoo.

3.5.2. 60398980l dgg 3985

d9LsLHogero Iobstyg Fgmbgmer 0dbs BLoJMbmEos YOO IbTsMYdOL
396@®oL (CAPS) 49ma®55309¢0 3qdsmgmdols dobgzom. dobstg dgergdols
3oU)3603 2565290 E0s MmO CAPS. 99L53530b5, 15331935 GBI 0dbs
9d0bsmg d9gegdol  J3993%0 (039138 FEObIGOL Fglo®™o30, MMIgEoE SGOL
00 53DmMQ90 9OHM-9OH™M0, OHMIGIoMs3 FoM93Gds 39665l FBHoGOL Lbgs
Joesd9003), MHMIGE0E 003 gds FosEr0 Id0BIMMYdIOL SMgE. Mdgbody
603m8o 0dbs 50900 Lsdo M50MboEIL 39egdols IEobsMOL AoLf3MOz: MO
domdobo 800Rbg3s Fo0oo sd0BINMHIOOL 50, 30650056 MAgEHLO
Bo30bs0  Lo3obserobogom  flywgdo 96 0o(jdobgds  xgMHMm3zbs o
B5900690056 306306 B0bsg 09gwgddo (Aglodmagzo  obersygdMEos
90650l Bomogosb 7 30 ©dmMmgdom), bmerm  dglsdg  Bogergd
©500b63M90)05, 306505 6ol MGG

107



SHEmb 5GOL IE0BIMOL LOMsgglmsb. 50dMdgdo 25dOEMYdM 0dbs 2,56 33
! @H-00 ©s 2,26 33 3 ! 3B-om {odgol Lombgdo sMBRIBOL EOMOl
dmboBmmocgdol Jobbom (Tr). fiyeols bodmdgdo dgacmgzos dsoldo, 0gbolido,
03oldo s MmJEHmadgMHdo. dobsdol {iyeol 2 ¢ 60dwmdgdo dgacmmzgdwmen
0465 2,5 ¢ dmEmemdol §obsbffo® 4olvzm039099co )dol dmmergddo.

g4z9gms  bodmdo  8580bsmzg  0dbs  A9IEbOWO  sdMGsEHMMH0s5T0,
3900 4°C 393395 «MmsDY, 49@9M9dwo dobols dmF3M396 353m0-
gow@®do 0.45 93 9 ©o0s3gBHcom 47 83 (B0Er03MMY). FOIROWEGHMMEO
60913930l pH ©oygzsb0e 0dbs 603bmwBg 4,00. ymggaro 6odMdo sbsfoers
Ubbgoolbgs  ImEgmmdom  F9OFgddo, 0™  dBg  5EA0WSL
A99396M5GHMM3Bg +4°C > 09900093,  33e0930Lm30L  v®GdMYwo  0gbs
392603900056 56598305691 24 Lod.

3.5.3. dgs5(50 235B980b 359agagzs

SPE  odbs  dguemergdmemo  PrepSep  20-3m6GHosbo 3539930l
565000 (35@gOL, JoERMOO, AsbsBMlgBHLO, 530) Strata-X® 35MHEHMOKX 0
(396™0969dLo0,
200 dg/3 dg»). SPE-0b m39653099¢0 (330750930, HMym™mgo03ss 3mboEotgds
@5  blbsMol  aodblbgero, sbswoEgdol  3mb3gbE®s30s s 60dmdgdols
AmEMEMdy, m3GH0d0BoMYdME 0465 MmMEMbosbo FodEmMoswol ygadoo (23
390G Mmo  [gOGowol  oleddogqgdom)  3bGowo  8-ob  Jglsdsdols.
608m09d0l  s©0gds  bgdmEs  Fgdmbggzomo  Gogommdom. 999900

139LgdMEs BLOJModEHoMEO

3bMogo 8.
mOHMb60560 Bog@HMO05¢0l 393d0L BodGHMMGdOLS S MBYgdOL sbseroBo
b,
BoJHMG0 1 = OIJ +1
. 3.84339 -t
128333 ! @b | 2.56 339 ! D
3mB200OM360> 113833 @ 3 | 226839 @’ 3 @00;_'5’2023 5
603990 dmEEmds 100 9¢w 200 9w 300 dew
3MB0E0MYBs/8sdbLbgmols | 539&™boE®owo ACN:MetOH 39mabmero

VB0 (ACN) (1:1) (MetOH)
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60300096 90900L 50Ygbols omboo.
™33H030BoMgdmo  SPE  30m390OMH0LsL,  39OGM0oxJd0  0ym

©599699Mmo MO0 539GH™boGoL s3o3m@Gom (2,50 ) @S MO0 VGO
bogos fyol pH 4 sgogwm@oom (2,50 dw) 300609 0OMmMIME0 0gm
30m3gbdo. 09650000930, fywol  60dmdgdo pH 4 go9w0b6s
390GM0xgool  olH3mog dmdozo Fogrol Loooom 3 I fool. sdol
9990, 450006905 065 MBOHMb3gymazomo 5 A Si39GH™boGom.

aodmygmgzoo  bombg  0dbs  smOmdwgdo LoddMowgdog
09MINLGIGM 53DTdo 30°C $Hgd3gMo@Mobg sDmEGHolL babo Fogarol J39d.
©sMBgbowo  dsLy odbs  qoblbogro 1 A fgoedo o 15 83 @ o0dbs
d9LbmMgdmewo HPLC-U bob¢gdsdo. pH s dmEoermdol d9g3b9ds d9a3slgdmen
0965 goen3g (ob. sbGogo 8§).

3.5.4. HPLC-DAD 565¢r0o®bo

JOMA5GHMPMx0mwo  sbswobo  glemes  Agilent 1260 Infinity
Quaternary LC LobGgdoom (520w9b@ 39dbmempol, 35eodmbo, 99Mdsboys),
OHMIgwoE 950FIO3000 0ym 93GHMIdGHM0 60dmdol sdmgdom, dgmmbyOO
3650096 wo GHIdMMO S OMPYIM-35GHMOEMo ©IGIJEH™OOL (DAD)
LobBYIom. 2odm39¢ 393900 doMfgme odbs 100 33 x 2.1 83, 5 33 3 Boflogszol
bmdoom Waters XBridge BEH C18 column-om. 3mbs39d900 odbs 936 m390v)cno
OpenLab EZChrom Elite 3m830v@&96wwo 36maMsdwmwo «b6mHbggummymgom.
JO05GHMPM9RB00 3000900 M3EGH0T0BoMYGdME 0465 obs o gMo@r®msty
©34MHbMdom [108]. dglodsdolo, 0DMIMIEH0ME0 3533990l Mg 0do dgembgwmen
0g65 396M0585%93060Ls s 096DMPOIBY3060L gPNPOHMMO 50dMBgbolmgol
390056Mm b O MEGHES LYBms 9o mb gemo (60:40 dmis/dms), OHmame3
dmd0WOO 3By F93¢0ol Looabg 0,4 I fool. AsTMEsw3g39ds 0gbs
doofigmwo $gd3gmo@msbg +30°C. sx0dbLoMgdwo 0dbs 99990 Gowmol
LogaMdgqdo:
254 B3 (PB) s 286 63 (3P), 553 Lodwmoegds dma3z3o B39G>MYO0bS
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bgergdBHomeo  sbsgroBo  gbolfogero  Bog®mgdol  360dzbgwmgsbo
SBLMOdE000. ™33030H0oMgdIo JOMA>GHMPMR30w0 3060 Md900L
b3 gemdol ™ ogm 8 foo.
3.5.5. dgoreacool dgdeafdgds
90650l figoerdo  Bo®mTo393G Mo LYTOEdGOOL  AobLIDBEZMOL
dgoomol  dgdmfidgds  dmbs 99090 3960gBHMgdol  dobgz00:
LHmObsDM3bMds, godm3zmgbs @y Momgbmd®m030 Bw3Mgd0, LOBMLEg s
53MOOGHM@™dS  (939ws  Bodmdobomgol n=3) xsbs330L  gM™3bmEo
L55296GHM™L (ANVISA) 8096 ©sfiglgdreno bobgarddmzsbgwm domomgdgdol
0965b8s.  yzgws  3OME3gEMGs  BsGIMgdM  odbs  obsbfsmo
306396930900l godmygbgdoom.
3.5.6 830093900 s K JEomdS
BbodeadG329em0 fscmgbol Ggbpsgems. dys®o 3sbgdol gsdmymes.
Dobolfoo  3mbi39bBHMO3E0g00L  BgMEO  HYEOWGOYE0s  AIMGIML
5b65¢r0Bolimgol, 306500056 Sbsgro@gdo 3obensgm dzoMgo
30b63963HM5300L  (50dMLsBgbs LoFoMmms 3y ! 3mb3gbBMogool mbyg)
[91]. 93o306039mo, pH 96B9g3s 8mo393s bbgo@albgs dmEwmemdgdl
4,00, 6,50 5 8,00 (n = 3). 35539 256M98mb {goewo pH 4-00 565H9ds 399l
50905MdOL  F9gadL  mGM0gzg  sbsero@qddo  odoGmd, ©md 3B
MBOMB3gYmBs  B3gMmgdol  Bgo@®omo  GmMIoL  253MEIXgOSL
blbseols 60dmdgddo (pka - 3ozmaMsdo - 1012 aMsdo, g.0. gMsdol
39G®0wombgol FsMRgddo) s B MRYdMES M3 IWwo; 09339,
Lo9)399bM  sMYGbs  Fogdmwo 0gbs  8x935  29MgdmTo @O 96w
B90@®o®do 96 Lsdsbdm pH 99dmbggzgddo.
bbgoobbgs  300Mm0dgd0L,  2odblbgwo  bLbsMoL,  sbsgro@gdol
3M6396GHMs30900L Qo 603" dms 9 3M™mdgd0L 393 9bob
39bLsBEO3MOBIMZ0L 33093990 Bo@Go690mE0 0gbs fobslifoto
3M6396G®M930900L  LoLEBFom, MOPMBosBO BodEHMOMosEoL gadom (23

39bGH®omo  [aMEGH0ol  oleddoaqgdom).  396EGHMmo  FadEHowwol
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UEHOBIOEH oIbEIDY oyhEbmdoom (3b: 0,38; b: 0,15), LsddbMHogo
MO009OJd9gds BEAHIGOLEH0IMM© 3609369 ™m3z560 ogm (Lo®HIMbmdOL
95% mbg) mGM039 565¢00EH0LM30L. GgLsdsdolo, BodEHMOYO0 56 T9godergds
3993569l 06030 MOMMSE. MMmEM3 BoBgabgdos bsb. 18-%Bg, gL
Mdoglo Gobaol 9x39dGHo Bodbsglh 0dsl, ™A SOLYdMIL M3d9bodg
3060MdS, MMIMdo3 MHOWME39wymagh glodmod@owmGo 890359963 0L
L6 s0pqbsb.

™33030D0Mgdmo  SPE  306Hmdgd0 0ym  odoer  mbgbg  y3gms
33w53d0 (5,00 dgw CAN-U 8mbg3s 5 g M@ bygoms fyswo pH 4.00,
OMamO3  3mboE0MmgdoL  godblbgwo, 5 dg ACN, Gmam6s blbs®ol
3odbLbgero, 100 d¢» 608mTol dmEIEmds s 1,13 3 ! 3B s 1,28 3y !
©b) ©s 0ym 459mygbgdmeo 99dpamd 94u3gM0d9xb3Yddo. SbsEIMAOoMEO
503906900  0ym  Fgxnslgdmeo  [118] 3sGHBmergiml  doge, MMIgedsg
399moyqbs Strata X 396HE®0ox0 (80%-sb 93% 3B-Logol) s JowMgocsd
[111], ®M0gards 39dmoygbs Oasis HLB 3oe@®Moxo (80%-s6 93% 3B-Logol

5 86%-036 91% @@B-Lm30L). 5060 FmEMWMdSE 0465 odm3zergrIero.

©05BY93580 396058593060
3mBogo®gds / bbBs@ol s8blibgmo 3mBogomyds / blbstob gsdblbgmo
(76.2] 178.8] £9.9 .-]'_ss..: |
[139}t——{593] | _1§5L { [l?_g
& |
| ===, BoBmBob | eimie . BodmBols
OB L1806 : Lo [sss-
| .-‘—i BegEods | A | '~ Bmgmeeds
73,7 [ —-{74.2] (77.4] {785]
(0] T i+ -__
30BaabAGagos 301533566)&300

Bob. 18. m3080Bs300L 358303 Fo®dmbLabzs mMHEOMB0sbo BsgBHMMoswols
392900. 6583969000 50 9bs. ymz9wo BodMmBol s0ygbs FoMdmyqbowos Mx Mo

5096900 oym 80% gsMawgddo RSD  3,7%-%g bsgzwgdo odbs
300900 3B-Lz0L s PB-Lm3ol 1,00 A MeGHMS LYBms ywrobmgzob.
d5dob, Gmzs 0,500 s 0,250 g ImEEemds 0gm smygboo 70%-bg
Bo3argd m®ogg sbsero@do. 99BHoE, 3990EMGd0L  BoddmEmo  100-dsp0
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M96Md0m 0gm Jorfigmwo (ob. bsb. 18).

dgormob 9dmfpdgds

Bob. 18 65B3969005 F0©gdmwo JOMISEHMAM3900 899Mm535HgdME0
3900m©om. 0g6s 653m3bo 356M9500-4505)Y39G0w0 303900, HMIYWNIMZOVBs3
996560616900l oM™ oym 1,47 oo s 3,07 foo 3B-Lozol s EB-Logol
d9L50530b5. 0gbs guHogrrowo FgmmEOlL LHMObIBMZbYdS sbsePOEHIOOL s0
bbgoolibgs  3m639bEGHMsgoolmzol. gmggwo dmdg3bm 860d3bgwmds ogm
3oLd3590E0  BLOEOOL,  EOs35HMmbdo  10,0-sb  1500-8pg 3y .
9900035990 ds  dgomds sB396s 3960  LHMmObIBM3bgds ©0s35BMbT0
20,0-56 1500-8¢0g 3p 0! 3%-bongol s 40,0-sb 1500-00g 3 ! B-bogol,
©9HJO0bsgool  Fgbsbodbsgo  3m9n0309bGHgdom  (R>0.999)  mGo3g
9bsEo@olmzgol,  MmamOE  M93mdgbwgdmwos  ANVISA-L  dogé  (2003).
3obmg569d0L 309583030963 Jd0  350Mm0ygbgds 0doLomzol, ®md JgxsLEIL
39000l IaMdbmdgermds, Moz 330839690l 3mEGImo dg@ I3MIBMdGEMOSL
3960535D930b60Lmz0L (bsb. 19 9).

996B93000m05  d90608690Mm©s  ©MBRIBol MMbmsb (Tr) ©s DAD
139JBHO6  SbMEoMYdsdo, Lmmms  Asdblbgwro @5 LEHBImEId0 30
MBOMB39YmRbgb  Logbserol  asbmdzsl  obgmboso®o, M™I sl
35303900l Bo61935L 493c0gbs 56 dmgbobs.

LYo 933003905 0dEg3d  AVMVBFGHSL, MHMI gl dgomo sl
bgergdBHomeo  BIMTS393GHME0  3MY35M9BHJOobgol s F9godengds
2990myggbgdme 0465l dobsMol  fyargdol  B0dMdgdol  dmbomMoMgdols
doBbgd0LOM30L. FoMMIOMO  BABIOEGHMWo  AdsbMgdol  (RSD)
3600369wmd900  dogdme  odbs, MmamOEg  BmbGo  F9gnsLgdol  gwgao
U396 IO GO Bbsmol 60dxdol goadblibgegddo s dmdbwbs do@Mmoigdo oym
2,45%-%9 Bogargdo (n = 18). gosbms LsdsBOLM HOHROLYSE JOMIsEHMYMSTOL
©5LOHgoldo LOMEgdom FogloEoyJdMEs 3MAMLmE (b0l MGOYSBMEO
6030009690900l 3MOJ30s) B0309xMYOgdMID  SBLMMIEFOL, Go3 dMBgdmO30
dmgwgbs  qobwogm  dobstol  fywol  bodmdgdobomgol, 3065006
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930LoLEHYILMID Tobo dEogMo  353006M0L 2odm 53 obolinsmgdEgdls 5dsAL
96»sbgol  [113].  0dgows, B39l 33ag3580, 58 BodBHL  ogwghs 96
dmbgbos Tgbolifogero bsg®mgdol gEgMHdobocmgdsby.

0bLEGHOMIYB G0 LoBNLE F9BoLgdmE 0dbs A96TgMMGdSEMdOD
995wg@o LobMLEGom 603989080 s Fodmlsbwwo odbs 3GMmEgbdmews©
UEHIBIOGHME  2oIBOILMD  JobTgMEGBOMO  JoBMIZgdOm. FSTMNZgdT0
3900yg9gbgdme  0dbs 3039008  BoOMHMOGd0. bGOEo  9-8o  dmyzsbowos
39639mE90000  goBMIzgdol  BMLGHO  Fggagdo  Lsdo  goblbgeggdmewo
30639635300l @mbolmzol (50.0 3 !, 500 g 1, s 1000 @y ¢!, n=3)
4m39e0 (35¢039e0 d9bslfogero glodmad@Eom®mo bsgMmolimzol (ob. sbMowo
9). 295689Mm6MHgd0m0  25HBMI3900L  25639MmMHGdd0  0gm  ©5T53F5YMBOWGdGE
©mbgbg, RSD 8603369cmdoom 6.06% s 3.64% 9609369 m09dbg bs3egdo 3b-
Lo 5 B-LM30L Fgbodsdols (0b. BOOEIO 9). dMBoEr OOl TgEHOMEMAO0U,
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Jm®05Hg3mdboo. sl QoBbs  Bodwmommsb  bsbaMAw03599
Bobg350005d0ol 39MH0MEO, bemgrm dob 5dGHowe d9@90ME0EJOL SHoLOSMYO™
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39%>© ©0O  bsbg35Msdmol  3gMomo. ol goskbos  53bgLG 03O0,
©5359030009990 @5  doEroldmdzmgwo  M30L90900.  B)MIHY35do
boboomgds  bobaMdewogo  bobgzemsdol  3gMomom.  ddsl  09gbgdgb
B30 adMH0350 oMo s  HBmdogho  gm®mIGOoL  ©9doErmdgdoLLL.
REYOHY39TND  ghmo 93 BsdMMITo  20565e0BgdMYwo  ogm  dobo
doMHOMOO 39390mEo@o 2-300MHMJLogNOWRWYHSHY3500.
RMBoGHMSH93530 boliosmgds Lodwmomm bsbgzsMHITerol 39M0MPOm s
39000ygy9gbgds 93350560  JOmbozmmo 56 8(3939 “9doErmdgdoLLL,
OmEgbs3  bbgs  1sdowgdgdo  d9gagdl 96  0dwg3006. 53  bsdOMIdo
39565 0Hgd0s Jolo oMM 39E90MmoR0 7-NHa-53emwbodMsbg3dsdo,
Odgwog 96 gobwsgm d9w035996F0.

59 BsdOmATo  go8mygbgdmos ®bgzso  JOMIsGHMAMR0s  Asbol-
139JdGHOMIYGGHOOSLMb  gomo (LC-MS-MS) dobo  8opowo  sMHBJ3000MdOU,
da»dbmdgEMd0LY s MY3MHMPYY3060900L godm (ob. gbMowo 14, 15, 16).

3.6.2. 9Jls3g®0dgb@o
bodmdgdo

LSgOM ¥ 5330, MO39 SER00EB, MmJLBMMEOL Fywol 4s9(dgbo
bo®oL (fab) @ bogIELoGIGOL fial BedmEobgdrwo fywwgdowsb
509090 0dbs 30 bodmdo. dolobodol Mboggdlo@gdob Hal 6odmdgdo odbs
S090MWo  bgwom, ©od M9HgM39500s6. MmJugagmmool Hab Fywgdol
6033900 sdmdoPmemo  odbs  GHmddmomo  dofjolidzgds  Lozobogrobogom
6539090056. 3bMmdoLmMzoL, 240 I hsdObMg (ywgdo  TgadHmz90w)wo
0g65 3esb3Ho3m® dmmrgddo. 603mTgdol MIgBHIuMds 50O 0gm Jodso-
33060L 99330, HMELsE Mg dobl Mgdglol ggbdmmmol 4boo dob
b309dMm@s IM[obssmdgaqggdl (b Bos@ots 4 03530, GMIE9ddos
©939@Lgdol dmobsswdgaqqdo 093696 @0H09bs-sg3509EH 0L
mb039MLoGHIGHOL (ULL), dgdgxobol  96039MLOE GOV, 5050530l
16039MLoEHYGHOL s BHYbglol MboggMlo@g@ol gmbwgdo). bodwmdgdo sowgl
L53 BbgolbZs OHMUL: gOHMbYW 35651393L, FoBBol )Ygdsd©Y, gOMbYW
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05doml, 03530l A3 gErMdOLsl s  ghmbgew  33065L,  GHMOboMol

©5305309d0L 990093. ©995@g00m0 BodMdgdo T9gaM™m3zgdmeo ogm obgom

050500-330600L, OMEILSE 9O 0ym  op9gadowo Fob 9858900  (5b939,

3561393, 950500 5 33065 WY)dT0).

5360939 mOX GO 0465 509090 603Igd0 MMHTsds» L, dob
05953900l ob. Fgam™39dmeo 60313gd0 o0 GHOWwo 0dbs @
3990690 -20°C 393396565 g, 9Ju396M0d96EOL sfY9gdsdY.

Jodommo 603009M5d9d0 ©s MYsagbEgdo

Lgomos UGsbsd@Hgdo (gdbsBy3sdo, B 0sH9g3590,
S3M5BMmsdo, a-OH-53MsBmwsdo, a-OH-@MmosBmwsdo, 7-NHa-
Rbo@GHMIHY3590, RYOHH93590, &905%Dg3s00,
Jm®H©05H93mJLBoO S 2-30OMJBOJPOWREMHSDG35d0).

dogd  UGHBsdEBHIo  (mJusHg3s80-Ds,  BmMEO0sBg35d0-Ds,
S3M5BMm530-Ds, a-OH-5¢03605Pmsd0-Ds, a-OH-@®05bmsd0-Da,
7-NH2-g3¢060@H65993500-D7, $985H93580-Ds, Jerm®osHg3mdloo-
Ds, gwm®ms993500-Ds @5 2- 300060mmdlogmowaemwsHgdsdo-Da)
dgdgboero  odbs  3mB3sbos wodmdg  AG-LYb  (sGerglbsodo,
03903396005).  439ws  5dbLbgwo s MgoggbBo bsgyoo ogm VWR
0b39mbgodgbseoligsb  (Mosbmo, 396Log5605) s Loyds-
S @@M0RoLYSL (BobE-cmlo, JollwEmo). Fysmo BsBgdOL Asdmdymaol
(SPE) 3963®0oxgd0 dgdgbogo ogm 3335605  5396md969JLolisb
(BH™OBLY, 350xRMMB0Y). 5dmgmaol 3MHM(39MS Bs8obstg Hywgdols
60999d9d0lL SPE-bLomgol 353mygbgdmeo ogm Phenomenex Strata Screen-
C (559839, 70 A) 150 9g/3 g 396GH0XJ00.
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gbMowo 14. MRM 3565993900 89000930 6030009H93900Lm30L: 536 5BMmEsdo,
$995B9g3500, b 05%93500,
WmM5H93590, mJLsHg3sdo, a-OH-s¢e3GsbMmwsdo, a-OH-GGmosBmesdo, 7-NHz-
JembsH93590, 2-3000OHMJLOJPOW-BEMOSHY3s0 ©s 7-NHa2-gambo@d®sbgdsdo
5 3500 doas bBsbsM®EH9do (IS)

JwmOosbg3mdloo,

REEOHY3500,

MRM ID (1;4;3:) EP (V)| Q3 m/z CE (V)| Q1 m/z| DP (V) c(g
7-NH2-geombo@®msbgdsdo MRM 2 283 4 (2272 39 | 2842 61 4
a-OH-5365Bm@wsdoMRM 1 324| 105 |297.0 29 | 3251 86 4
7-NH2-ganmbo@tmsbgdsdo MRM 1 283 4 (135.2 37 | 284.2 61 4
D7-7-NH2-gwvbodMsbgdsdo MRM 290 4 (138.2 41 | 291.2 61 4
Ds-a-OH-5¢36sbmesdoMRM 329| 65 | 3021 | 39 | 330.1 66 4
a-OH-5¢365bmsdoMRM 2 324| 105 |279.0 41 | 325.1 86 4
a-OH-@®m05Bmesdo MRM 1 358 11 | 176.1 | 35 | 359.0 71 4
D+A-OH-@6M0osbmesdo MRM 362| 115 |335.0 47 | 335.0 81 4
a-OH-@605Bmsdo MRM 2 358 11 |331.0 37 | 359.0 71 4
mgbs®g3sdo MRM 1 286 9 [241.2 31 | 287.2 51 4
Ds-cmdlsbg3sdo MRM 291 10 |246.2 29 | 2922 51 4
mgbs®g3sdo MRM 2 286 9 | 269.1 17 | 287.2 51 4
&995%g3580 MRM 1 3000 95 | 255.1 | 31 | 301.1 46 4
Ds#g9s%g3sdo MRM 305 10 | 260.1 | 29 | 306.3 66 4
&995%g3580 MRM 2 3001 9.5 |283.0 17 | 301.1 46 4
b6 05Hg3500 MRM 1 270 10 |140.2 39 | 271.0 66 4
Ds-bm®@0sbg3sdo MRM 275 4 (140.0 39 | 276.2 66 4
b6 05H93590 MRM 2 270 10 |165.0 41 | 271.0 66 4
2-OH-go0gwv©sHg3sdo MRM 1 332 10 |211.0 49 | 333.2 61 4
D4+-2-OH-goo@mgmy®msbgdsdo MRM 336 10 | 215.1 51 337.2 61 4
2-OH-go0wxawv©sHgdsdo MRM 2 332 10 |109.0 43 | 333.2 61 4
Jwm®05Hg3mjloo MRM 1 299 12 1227.3 35 | 300.2 36 4
Ds-Janm&M0sbg3mjbooo MRM 304 9 12320 37 | 305.2 66 4
Jm®0sHg3mdloo MRM 2 299 12 177.0 69 | 300.2 36 4
5E365HmEwsdoMRM 1 308 12 |281.3 29 | 309.2 81 4
Ds-5q0365bmesdoMRM 313 6 (210.3 57 | 314.2 46 4
BOHY3500 MRM 2 388 6 1341 | 65 | 389.1 61 4
5E365HMmEsdoMRM 2 308 12 |205.2 53 | 309.2 81 4
REOHY3590 MRM 1 388 6 (316.4 31 | 389.1 61 4
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gb®ogo 15. sBsobo LOD, LOQ s ULOL 899gao 60gmoghgdgdobomgzob:
3E3M5BME5d0, 3H9dsH93590, bmMosHY3sd0, Jurm®mosbgdmdboo,
BEMGH93590, WMO3Hg3590, Mmgusbgdsdo, a-OH-s¢3Msbmsdo, a-

OH-®®05bmnsdo,

7-NH2-ganmbsBg3sdo,

2-300M"MJLogmOE-

BB5H93590 o 7-NH2-g3embo@Mosbgdsdo

ULOL MmOHIMO300L

LOD (63/0e)LOQ (03/0¢7) - 5, /6¢m) 33010?8%)0?&2)
5E3M5bmEsdo 0.075 0.075 80 0.9999
H99>%g3580 0.15 0.300 80 0.9998
a-OH-5@3(5bmsd0 0.075 0.075 80 0.9998
BrH05bg3590 0.075 0.075 80 0.9998
a-OH-@6M0sbmmsdo 0.075 1.25 80 0.9985
é;‘;ﬁiﬁ%ﬁ:ﬁ?o@ 0.075 1.25 80 0.9998
7-NHz-goombod6obg3sdo 0.075 1.25 80 0.9991
Jm®H05Hg3mdloo 0.075 0.625 80 0.9995
BLObY3590 0.15 0.625 80 0.9998
db%g3580 0.3 1.25 80 0.9996

gb®owo 16. 3sdo dmbsfoerg §odwgdols s 99EedME0E OOl MHYHOLEIBGHMDS
30b63963®5309d0L  bbgoolbgs 36093690 MmdgdoLmMZOL (35005300
3099%303096&0b 3580yg969d0Lsls)

50 6/ 10 63/3¢0
3B5Eo®o X330~ X330~
X39B06% | %amx5do% CV| %xam5msb% |xamxdo% CV|
Ccv Ccv
9095%935d0 4.2 1.7-3.2 5.8 2.5-7.3
53M3BOsdo 6.8 2.4-11.9 8.6 3.4-14.7
a-OH-5¢»365bmsd0 5.0 1.3-7.0 6.7 2.1-45
B 0sBg35d0 29 1.0-4.1 6.2 1.6-10.5
mdbsbg3sdo 6.9 2.4-7.7 7.1 2.7-12.1
a-OH-@M0sbmsdo 6.6 4.0-7.6 10.9 2.5-93
7-NHz2-geongbo@ %9380 42 1.5-6.2 5.6 1.6-2.9
gﬁ;ﬁ%ﬁgf"@' 3.5 13-3.1 4.4 2.2-49
BE63H93500 12.3 2.4-8.4 115 4.8-8.0
JmOosBg3mgduioo 6.2 1.3-83 8.9 1.4-8.4

X90mM5 2 A Igmobmero, oL d03yzs 2 I gomboHoMgdo fiyswo,

OmIgwog  35dmygbgdmeo

0g4m  390GM0oxJdoL  3mboEo®mgdolmgob.
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fo0wagdo s doyds LEIbosdEHgdo (IS) s849dbmbgdmeo  ogbs  Fmdols
Lobxs69dd0. 35e0dMGOOL MO0l SB5gd5, 1 dew FsM0go BsdEObsMY
0ywolb 5¢033m3H0 (E0EOLYRSL sMgdMwWwo 3s@s6s bsffowo, B9 oMH,
Jodon®mo  sbserobolmzol)  ImmogLgdMo  ogm 83  LobxsMsdo
(39W0dM530E0 ©035BMbom 0.075 Ba/der-sb 100 by/de-0g). IS odbs
5353900 ymgger dMdol LobxsM5do s hsdObstYg fiyarol sero33m@GHos
dmmo3LgdMo  ogm 58539 dMIol  Lobyxo®sdo, BsIObsGY  Fywgdol
Lobxgdolm3zoL. sEgdomo {16935 2o9mygbgdmemo oym o0dobsmgzol, G®I
6009d9gd0 Bos@BHz0mmwoygm 39OGHMoxg0do; 0.1 N HCl-bL 9 9w s 3db
dogmgdmeo 6 dg  dgmobmo ogm  gsdmygbgdero  39OEHMOKXJOOL
3oLOMgEbO®.  J9OGHMOXJIOL  AoLsdIMIWGdWs®©  godmyYygbgd)emo  0dbos
Bodomagbo 5 fo-ol  gobdsgmdsdo.  sdol  F9dgy  sbswro@gdo
JMEH0MJOMwo  0dbs Mol gszmbgddo 2 I 1%-0560 980930
399bmdo. 53 FEo3mbgdol 990339eMds  sMmOMJgdo 0dbs sBmEHoL
b99mddggdom, 3000609 LBobxsmgddo 96 oGRS 1 I IMEEMds. STol
39900099, LObxIMgdO [OHOMEOE 04bs FgbxVMJMWO S 33eWs3 2o8MITMISWO
SB™EHOL BImJdggdom. X53MMs© 60dMTgdol s0bsagbs 100 9z 0.5 N
HCl 99056m¢n0 0d6s g59myg9gbgdoemo. Lsdmermm, obobo dows@Esbowwo odbs
@5 dmmogbs  mbgzoo  JOMIsGHMAMoxz00l  Lobxs6gddo  Jgdymdo
SbseroBolimzob.

3.6.3. LC-MS-MS Liols¢gds

LC-MS-MS Ubolb@gds 89pgds dodoby 36@30obgblols (Shimadzu
Prominence) 950o@bo®obbosbo mbggzomo Jomas@Ema®mogolash (HPLC) (ob.
gbdowo 15. HPLC bgmbsfigmgdo s 356599¢6M9d0) mGmasao GHvddmomo,
353990 39dblbgemols 3036025 H5GHMM0LYsb, A993965¢ Mol
92O GHMOOLYSD, Lobxgdol 933MISGHMMSI©  980gdoLysd s MS-MS
©9393A™M0Lob (Applied Biosystems/MSD Sciex Qtrap 3200 8ogm3sbo

MbM0 9 9d@O™Ysdxn®d3930L 0mbobsiool (Electro Spray Ionization) (ESI)

0yo®m,  O@mIgwog  9Ho®IMgdl IMO35¢M9oJ300  ©IPIOOMI©
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©odMbEHMwo  0mbgdol  ImboGHMMobal, b FsaboEHO-OGBMbIbLMGO
do3zmmbzm3o MRM-U  6g70080). UL3gzoxn03mn®o MRM  gs6©sdJdbgro
dmboGHmMmo©mqd©s ymgg 3™33mbgbBL doomo dsgbodsemo
Ly 9dBHoMOMdOLM3zOl s  FMHIbMIGEMOOLMZOL. 2oTMEFIE3)390S
dooofigmes Synergi Hydro-RP column-oo (150 X 3.0 mm; 4 p m, 80 A)
Phenomenex-bgob (GHmMbLS, 35erogm®dbos, 93d). 2sdblbgerol LobEgdol
3600595 BoB3969d05 3bH0Ed016.

dmbozgdgdol dmdogos Qo 39059353905 0o63dmgds
3™3309)3H Mo 3OMmyMsdmwo  HBMMblgmymz00m Analyst™ 1.6.2
(93es0 dombolEqdbo (Applied Biosystems) (AB Sciex), Joawsdo gmb@gdo,
390oxmMmb0s). 3bMowdo 17 s 18 dmyzsbogos LolGgds s 3560599 Yd0
3&080D0M90mos MRM d9dg60bm30L bogbrmms golosbsewoBgdws.

3.6.4. 565¢03H03MM0 3MM39OMMOL 35OEMMDS
©505¢0 (10 bp/dew) s Bowsgro (50 ba/dew) Logmb@mmerm 603wdgdo ogym
§0obsLHo6 458D YdMo. HBgdMmmsbodbmEo 3MIM(39IMJO00 bd3MbEHOMEM
600m09d0 oym  5sIMPIIMNWO O Qo9bsE0BYdMEo.  M35(hgMEGH00560
390dMgd0ol 3OO 2B IOME0 0gm Ym3gero XaMBoLMZ0L. 50dmbgbols
D350  (LOD), 65m@©gbmd®mogs@  5bbsbmgmol  bpgsdo (LOQ) o
LHmObsbBM3bgo0l Bgs Bmzs®o (ULOL) gobloBomg@memo odbs godmygzsboen
39w0dMgdol  IMHIdBY ©oYMHbMdom. X¥aMRIdTo S XYMRBIOL  FmOol
LoBMBEg 3BLIBWIOMWOo 0dbs MmM03g Mbgbg (10 s 50 6y/dw) gdgbo
3999mMgd0L  2o5b5¢0Bgdol  F9dgy 9J3L  Ubgosslbgs  xamaydo.
390EOMOOL 99000  ymgg  sbowoGdo  godmygbgdmeo  ogm
©9039H06M90Mw0 (65900, OHMIgedoi HYowdosol 39w gdcHo30 0BmEH™M30
Bobo(33e0gd o 0oym  ©@goBHgModom  (fysedsol  8dodg  oBmEGH™30;
39630500056 99 gdoLOL Fo®dmddbol g. §. ,ddodg Fyseb®) IS-9d0. 3sMolo

X3IBJO0 0gm 35dmymxoeo SPE Lsdwsegdom. 9d3bo xamax30, ymzqgero gdzbo
3999690000 MO0 Lbgoslbgs 3mbi39bGHMmoEool 360d3bgemdoom (10 s 50

63/0), 0gm 459MmYMBOEO 5 49965¢0BYOME0 350 OMDSDY. ym3zgwo
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X3MINBO 094 45dHOEIOMO @ 99b5¢r0BdEo  Bbgosalbgs  eql.
6350960GH0™3560  350dMgdol  IMMIdo  AdTDoIIMwo 0dbs  gmzgwo
X3IBOLINZ0L. 965E0EJOO/IS BOHPMBGOOL M9bIFIMIOMIYOO 25dmyqgbgd o
04 M5mgbmdM030 gobloBOzmOLsmzol. dgommeds 583965 LmMbsbmgzsbo
3M6396GHM9305-B5OMMIO 39b5BIOEOMOOL ©ITIMI0IdINYgds r2>0.999 smm0o39
§59¢obmzol s 39E¢90MEoEObm30L. LoBMLEg JgMygmdEs 85%-wsb 115%
395w9d0  BoOMI0MO BEBsMEGHMmo dssbMOoo (RSD)  4.4%-sb6
11.5%-3dcg 10 63/3¢» 6088900LM30L. LOBMLEG 0gm 87-118% GFoHOMIOMO
LAHIBPIOFGHMO  QoEsbMom  RSD  2.9%-sb 12.3%-0dg 50 6/0ew
6099d9gdobmgol. LOD, LOQ s ULOL dgomo bshzgbgd0s gbGoedo 19.

X 379939900 5 X3R9dL MO0l 35¢00©)OMdOL 890092980 HoMdmoagbowros
gbdowwdo 20. gl d90MEO 350EYMOS @ sB39bs Toso LOBNYUEGY

SbseoBomgdmwo 09bbBM0sHg3069d0Lm30L Qo dobo
393H90ME03gdoLbm30U.
6033900l s65¢w0Bo

390OMIOL 3O M(390MHJOOL 208mygbgdom 0dbs dm3m3zgdmwo s
39965 0Bgdmwo Bsdobstg (ywol 30 bodwmdo. 3Ebmdobmzol, gmgzgwo
60399 dobmz0lL 0ym 50930 30 der Bs80bstg figoeo dombgsgs 0dols,
O®I  39¢0EMOHMIOL  FgOMPOm  2o8Mm0oygbgdmes  dbmwme 1 I
5¢033MmA900. oobsi  hsdobotg  fywol 60dxdgddo sdmbgbowo
099qd0ol 36396530900 0gm B0, LsFoMmm gobs dg@o Bsdobsdyg
fol  89960m390s,  b0dmdgddo  3mb3gbGH®sgool  BOEOol  dobboom.
dmEME@Ool BOES 0gm omzswoliffobgdmewo bodwdgdol
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gbOoo 17. 5e3M5BMsdol, 3gdsbgdsdol, bmmosHg3sdol, JermM0sbg3mdlool, BEMsHgdsdols, mdusbgdsdol, a-
2-300060MmJLogPOE-BMHHY3sdol o
3063966530900 Bsdobotg fyamgdol bodwdqddo (93y/w) dolbolodol 1bo39LoEgE0b

OH-5e0365%m@sdob,

a-OH-3®05Bm@sdob,

7-NH2-g3¢0mbo@6s%93590b

6 a-OH- 2- 7-NH2-

9/13 0.0042 | 0.0147 | 0.0090 a a 0.0410 0.0061 a a a

9/16 b a 0.0052 a a 0.0801 0.0113 a a a

9/18 a b 0.0038 a a 0.1350 0.0092 a a a

No game 9/19 a 0.0225 | 0.0060 a a 0.0901 0.0064 a a a
9/10 a a a a a a a a a a

9/11 a a 0.0041 a a 0.0502 0.0061 a a a

ULL 60,937 9/12 0.0061 | 0.0109 | 0.0092 a a b a a a a
9/20 0.0070 b a a a 0.1173 0.0095 a a a

9/25 a a 0.0063 a a 0.1064 0.0026 a a a

Alabama| 61,826 10/3 0.0285 0.0762 0.0055 a a 0.0605 0.0157 a a a
10/6 0.0033 a 0.0032 a a 0.1362 0.0064 a a a

10/13 a 0.0225 0.0067 a a 0.1081 a a a a

Memphis| 61,291 9/21 b 0.0324 | 0.0035 a a 0.0743 0.0035 a a a
9/22 b 0.0126 | 0.0036 a a 0.2085 0.0033 a a a

10/4 a b 0.0041 a a 0.1522 0.0062 a a a

Tem;esse 62,081 | 10/17 | 0.0116 | 0.2892 | 0.0181 | a a | 0.1610 | 0.0367 a a a
10/18 | 0.0103 | 0.2741 | 0.0073 a a 0.2041 0.0148 a a a

2990300 3mb3gbGHMo30900 (83/w) a - o6 5©dmhbs; b < LOQ




gbOoo  18. se3M5BMmEsdol,  $gdsbg3sdol,  bmMEOsBY3sdol,  JEMmMHOsBI3MJLOEOL,  BErMsbg3sdob,
mdboBH9g3590L, a-OH-5¢03M5BMmsdol,  a-OH-GHM0sBMmEsdol,  2-30OMmJLogmOW-REMMSHg35d0Lb  ©s 7-NHoe-
26035 Hg3500L 3063963530900 35906569 Hgwrgdols 6038gddo (83p/w) Jowsd mdlrmmdo.
2-
Geljob. —18sg6ode 05600 S36obo| 9dsby3sd gg;i?ﬁ::) Bg6d DQ);(;)?;I(;Q’O oﬁ){:bc‘)bli@b B E05Bg3sdo gbsbg3:8) 3o@Bdbogoo 93@7;;1315263
37bo 9%0 sdo o ©o bg3sdo 30 30 0 g@{j@qg;oabao %3530
9/19 | 0.0082 |0.1083 |a a 0.0350 a 0.0046 0.1913 | a a
9/10 | 0.0242 |0.1102 |a a 0.0142 a 0.0148 0.0563 | a a
9/11 | 0.0232 | 0.0655 |a a 0.0193 a 0.0079 0.0840 | a a
No game 9/12 | 0.0083 |a a a 0.0166 a 0.0035 0.1043 | a a
9/13 | 0.0071 |0.0984 |a a 0.0158 a 0.0043 0.0657 | a a
9/16 | 0.0072 |0.0617 |a a 0.0113 a 0.0034 0.0527 | a a
ULL 60,937 | 9/18 | 0.0084 |0.0938 |a a 0.0147 a 0.0049 0.0947 | a a
9/20 | 0.0075 |0.1005 |a a 0.0208 a 0.0052 0.1463 | a a
9/25 a 0.0912 a a 0.0147 a a 0.1383 | a a
Alabama | 61,826 | 9/21 a a a a a a a a a a
9/22 | a a a a a a a a a a
10/4 | a a a a a a a a a a
Memphis | 61,291 | 10/3 | 0.0076 | 0.0761 |a a 0.0192 a 0.0047 0.0507 | a a
10/6 | 0.0070 | 0.0893 |a a 0.0097 a 0.0089 0.0540 | a a
10/13 | 0.0051 |0.0695 |a a 0.0063 a 0.0034 0.1040 | a a
Tennessee | 62,081 | 10/17 | 0.0074 | 0.0876 a a 0.0069 a 0.0041 b a a
10/18 | 0.0073 | 0.0603 |a a 0.0065 a 0.0071 0.1040 | a a

2990300 3mb3gbEHMmo30900 (33/w) a - o6 50dmhbs; b < LOQ.
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gbGoo 19. sbogwobo LOD, LOQ o ULOL 890pga0 60300096Mgd900Lmgol:
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	1.14. წყლის გაწმენდის თანამედროვე პროცესები სასმელი წყლის გასასუფთავებლად
	თავი II
	მდინარე მტკვარი - წყალმომარაგების ობიექტი
	2.1  მდინარე მტკვრის მნიშვნელობა რეგიონში
	2.3. წყალშემკრები აუზი
	2.4 ჰიდროლოგიური რეჟიმი

	2.5. მდინარე მტკვრის დაბინძურების ძირითადი წყაროები
	3.5. კარბამაზეპინის და ბენზოდიაზეპინის განსაზღვრა მყარი ფაზების გამოყოფით და მაღალეფექტური ქრომატოგრაფის  დიოდურ-მატრიცული დეტექტორით (SPE-HPLC-DAD) მდინარე ბელემის წყლებში
	3.5.1. ქიმიური ნაერთები და მასალები
	კარბამაზეპინი (CZ, 5H-დიბენზ[b,f] აზეპინი-5-კარბოქსამიდი) და ბენზოდიაზეპინი (DZ, 7-ქლორო-1-მეთილ-5-ფენილ-3H-1,4-დიაზეპინ-2(1H)-ერთი) იქნა ნაყიდი საო პაულოს უნივერსიტეტიდან (USP - როკვილი, მერილენდი, აშშ). გამოყენებული ყველა სხვა გამხსნელი იყო HPLC-ს ხ...
	სუფთა წყალი მიღებულ იქნა მილლი-Q სისტემის გამოყენებით, ულტრაიისფერ ნათურასთან ერთად (18.2 MΩ სმ, ბედფორდი, მასაჩუსეტსი, აშშ). 0.45 მკ მ მინის ბოჭკოვანი ფილტრები იქნა ნაყიდი მილიპოურისგან (მაჩერეი-ნაგელი Macherey-Nagel). სთოქ ხსნარის ნიმუშები (Stock so...
	3.5.2. ნიმუშების შეგროვება
	შესასწავლი მდინარე შერჩეულ იქნა ფსიქოსოციალური დახმარების ცენტრის  (CAPS) გეოგრაფიული მდებარეობის მიხედვით. მდინარე ბელემის გასწვრივ განლაგებულია ორი CAPS. შესაბამისად, საკვლევად არჩეულ იქნა მდინარე ბელემის  ქვეავზი (იგუუკუს მდინარის შესართავი, რომელი...
	ახლოს არის მდინარის სათავესთან. ნიმუშები გამდიდრებულ იქნა 2,56 მკ გ ლ-1 დზ-ით და 2,26 მკ გ ლ-1 კზ-ით წამლის სითხეში დარჩენის დროის მონიტორირების მიზნით (TR). წყლის ნიმუშები შეგროვდა მაისში, ივნისში, ივლისში და ოქტომბერში. მდინარის წყლის 2 ლ ნიმუშები შ...
	ყველა ნიმუში მაშინათვე იქნა გადატანილი ლაბორატორიაში, მოთავსებული 4 C ტემპერატურაზე, გატარებული მინის ბოჭკოვან ვაკუუმ-ფილტრში 0.45 მკ მ დიამეტრით 47 მმ (მილიპორე). გაფილტრული ნიმუშების pH დაყვანილ იქნა ნიშნულზე 4,00. ყოველი ნიმუში დანაწილდა სხვადასხვა...
	3.5.3. მყარი ფაზების გამოყოფა
	SPE იქნა შესრულებული PrepSep 20-პორტიანი ვაკუუმის დანადგარით (ვატერს, მილფორდი, მასაჩუსეტსი, აშშ) Strata-X® კარტრიჯით (ფენომენექსი,
	200 მგ/3 მლ). SPE-ის ოპერაციული ცვლადები, როგორებიცაა კონდიცირება და ხსნარის გამხსნელი, ანალიტების კონცენტრაცია და ნიმუშების მოცულობა, ოპტიმიზირებულ იქნა ორდონიანი ფაქტორიალის გეგმით (23 ცენტრალური წერტილის გასამმაგებით) ცხრილი 8-ის შესაბამისად. ნიმუშ...
	ცხრილი 8.
	ორდონიანი ფაქტორიალის გეგმის ფაქტორებისა და დონეების ანალიზი
	ნივთიერებების აღდგენის დონით.
	ოპტიმიზირებული SPE პროცედურისას, კარტრიჯები იყო დაყენებული ორი აცეტონიტის აციკლოტით (2,50 მლ) და ორი ულტრა სუფთა წყლის pH 4 აციკლოტით (2,50 მლ) ვიდრე თითოეული იყო პროცესში. თანამიმდევრულად, წყლის ნიმუშები pH 4 გაედინა კარტრიჯების გასწვრივ მუდმივი ჭავლ...
	გამოყოფილი სითხე იქნა აორთქლებული სიმშრალემდე თერმოსტატულ ავზში 30 C ტემპერატურაზე აზოტის ნაზი ჭავლის ქვეშ. დარჩენილი მასა იქნა გახსნილი 1 მლ წყალში და 15 მკ ლ იქნა შესხურებული HPLC-ს სისტემაში. pH და მოცულობის შევსება შეფასებულ იქნა ცალკე (იხ. ცხრილი...
	ქრომატოგრაფიული ანალიზი შესრულდა Agilent 1260 Infinity Quaternary LC სისტემით (აგილენტ ტექნოლოჯის, ვალდრონი, გერმანია), რომელიც აღჭურვილი იყო ავტომატური ნიმუშის ამღებით, მეოთხედური გრადიენტული ტუმბოთი და დიოდურ-მატრიცული დეტექტორის (DAD) სისტემით. გამ...
	3.5.5. მეთოდის შემოწმება
	მეთოდის შემოწმება
	3.6. ჩამდინარე წყლებში ბენზოდიაზეპინების ანალიზი
	თხევადი ქრომატოგრაფიისა და მასის-სპექტრომეტრული LC- MS - MS  მეთოდით
	ნახ. 20. წამლებისა და მეტაბოლიტების სტრუქტურა
	ცხრილი 16. ცდაში მონაწილე წამლებისა და მეტაბოლიტების რეზისტენტობა კონცენტრაციების სხვადასხვა მნიშვნელობებისთვის (ვარიაციის კოეფიციენტის გამოყენებისას)
	ნიმუშების ანალიზი

	3.8. ბენზოდიაზეპინის გამოცლა ჩამდინარი წყლებიდან თანამედროვე მემბრანული ტექნოლოგიით, აქტივირებული ნახშირით და მიცელო  (ზედაპირულად აქტიური აგრეგატები კოლოიდურ ხსნარში)-თიხის კომპლექსით
	3.8.1. შესავალი
	დიაზეპინი ( ნახ. 24, სტრ. 2) მეტაბოლიზდება ადამიანის ღვიძლში ციტოქრომ P450 ფერმენტების საშუალებით. მისი ნახევარდაშლის პერიოდი განისაზღვრება 20-100 სთ, რის შედეგადაც წარმოიქმნება რამდენიმე ფარმაცევტულად აქტიური მეტაბოლიტი. მთავარი აქტიური მეტაბოლიტები ...
	ადამიანის ორგანიზმიდან გამოსული მეტაბოლიტების შესწავლამ აჩვენა, რომ ბენზოდიაზეპინის დოზის 30% ორგანიზმიდან გამოდის ყოველგვარი ცვლილებების გარეშე, 12% გამოდის როგორც ნორდიაზეპინი (3), 15% - როგორც თემაზეპამი (4), 32% - როგორც ოქსაზეპამი (5) და 11% -დარ...
	და მიმდინარეობს N-დეალკილირებისა და C3-ჰიდროქსილირების ორი რეაქციით  [60].
	ამ კვლევის ორი ძირითადი მიზანია: 1) გამოკვლეულ იქნას ბენზოდიაზეპინის სტაბილურობა სუფთა წყალში (აბიოტიკურ გარემოში) ისევე, როგორც გააქტიურებულ შლამში (ბიოტიკურ გარემოში) და 2) შემუშავდეს ეფექტური და თანამედროვე წყლის გაწმენდის ტექნოლოგია,  რომელიც უზრუ...
	3.8.2. მასალები და მეთოდები
	ქიმიური ნაერთები
	ოქსადეცილთრიმეთილამონიუმი (ODTMA) ბრომიდი იყო მოწოდებული სიგმა ალდრიჩის (Sigma Aldrich მიუნხენი, გერმანია) მიერ. მარცვლოვანი აქტივირებული ნახშირი (PAC) ნაწილაკების ზომით  ≤ 60 მკ მ კატ. No. 97876 და გრანულირებული აქტივირებული ნახშირი (GAC) ნაწილაკების...
	გამოყენებული სვეტებიან ექსპერიმენტებში.
	დეიონიზირებული წყალი, მეთანოლი და აცეტონიტრილი იყო მაღალეფექტური თხევადი ქრომატოგრაფიის (HPLC) კლასის და იქნა შეძენილი კომპანია სიგმა ალდრიჩისგან (მიუნხენი, გერმანია).
	ნიმუშების გასამდიდრებლად და გასასუფთავებლად იქნა გამოყენებული მყარი ფაზის გამომყვანის (SPE) 1 გ C-18  6 მლ ერთჯერადი კარტრიჯები (ვათერსი, მილფორდი, მასაჩუსეტსი, აშშ). ნიმუშები იყო შენჯღრეული ბიგ ბილის გამოყენებით (ბანსტედ/თემოლაინი - Banstaed/Themolyn...
	3.8.3. თანამედროვე წყლის გამწმენდი სადგური (თწგს)
	ამ კვლევაში გამოყენებული თწგს (იხ. ნახ. 22) განთავსებულია ალ-ქუდის უნივერსიტეტში (პალესტინა) და ის აღწერილია სხვა შრომებშიც  [63]. ჩვეულებრივად, ამ სადგურიდან გამოდინებული წყალი გადამუშავდებოდა უნივერსიტეტის კამპუსის ტერიტორიაზე განთავსებული სათესი
	სავარგულების ირიგაციის მიზნით.
	3.8.4. ბენზოდიაზეპინის რაოდენობრივი განსაზღვრა
	დიაზეპინის ანალიზი იწარმოა HPLC Waters 2,695-ს დანადგარის გამოყენებით, რომელიც აღჭურვილი იყო ფოტოდიოდის მატრიცით. მასალების შეძენისა და ამ პროცესებზე კონტროლის შესახებ მონაცემები მუშავდებოდა კომპიუტერული პროგრამული უზრუნველყოფით Empower ™
	software (ვათერსი - Waters Inc. ისრაელი). ანალიტები იყო გამიჯნული C18 XBridge® column-ს საშუალებით (ნაწილაკების ზომები 4.6x150 მმ, 5 მკ მ). HPLC პირობები იყო: აცეტონიტრილი; წყალი (1:1; მოც/მოც) როგორც მობილური ფაზა; ჭავლის მიწოდების სიჩქარე 1,0 მლ წთ-...
	ვათერსისგან გამოიყენებოდა ყველა ანალიტიკური ფილტრაციის საჭიროების დროს.
	ჩამდინარი წყლების დახასიათება
	ექსპერიმენტების დაწყებამდე ჩამდინარი წყლების ფიზიკური, ქიმიური და ბიოლოგიური მაჩვენებლები წინასწარ იქნა დადგენილი სტანდარტული მეთოდების გამოყენებით  [65].
	3.8.5. ბენზოდიაზეპინის სტაბილურობა სუფთა წყალში და თწგს-ში წყლის გაწმენდის ეფექტურობა
	3.8.6. მიცელო-თიხის კომპლექსის შემზადება
	დეგრადირების შედეგად მიღებული პროდუქტები ასევე შეიძლება იყოს განგაშის საფუძველი მათი სავარაუდო ტოქსიკურობის გამო, რომელიც, ზოგ შემთხვევებში, შეიძლება იყოს უფრო მაღალი, ვიდრე მათ მშობელ ნაერთს გააჩნია.



