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Izvod

Savremeni zahtevi u industriji, posebno farmaceutskoj, postavljeni su na konceptu ugradi-
vanja kvaliteta u metodu tokom njenog razvoja (eng. Quality by Design — QbD koncept).
Ovo podrazumeva da razvoj metode zapocinje definisanjem cilja metode i prikupljanjem
odgovarajucih podataka, nastavlja se procenom rizika, a kona¢na potvrda pouzdanosti me-
tode dobija se njenom validacijom. Ovakav pristup uspesno je primenjen na metodi Karl
FiSer-ove titracije za odredivanje sadrzaja vode u klindamicin-fosfatu. Dobijeni rezultati su
u skladu sa postavljenim QbD konceptom i predstavljaju znacajan napredak u primeni me-

tode titracije po Karl FiSer-u u farmaceutskoj industriji.

Kljucne reci: kulometrijska titracija po Karl FiSeru; Quality by Design koncept; klindamicin-

-fosfat.
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Prisustvo vode ima veoma znacajnu ulogu u fizi¢koj i
hemijskoj stabilnosti aktivnih farmaceutskih supstancija
i farmaceutskih preparata jer moZze dovesti do njihove
degradacije. Takode, prisustvo vode olakSava mik-
robiolosku kontaminaciju, a to dovodi do smanjenja
bezbednosti leka [1]. Zbog toga je odredivanje sadrzaja
vode veoma cest test u specifikacijama, bilo u samoj
farmaceutskoj supstanciji ili u farmaceutskom prepa-
ratu. Najéeséi nacin odredivanja vode u farmaceutskoj
supstanciji i farmaceutskom preparatu je titracija po
Karl FiSeru (KFT). Tacno odredivanje sadrZzaja vode je
vazno ne samo za karakterizaciju i procenu kvaliteta
farmaceutske supstancije i gotovog proizvoda, ve¢ je i
ogranicavajuéi faktor za tacnost odredivanja sadrzaja
aktivne farmaceutske supstancije, racunato na anhidro-
vanu supstanciju ili slobodnu bazu [2]. To znaci da pro-
menljivost rezultata dobijenih KFT direktno utice na
vrednost dobijenog sadrZaja vode, ali i sadrzaja aktivne
farmaceutske supstancije definisane specifikacijom.

U osnovi, KFT se zasniva na modifikovanoj Bunsen-
ovoj reakciji u kojoj voda stehiometrijski reaguje s jo-
dom u odgovarajuéem rastvaracu (npr. anhidrovanom
metanolu) u prisustvu organske baze (npr. piridina, RN)
[2]. Prvi korak ove sloZene reakcije jeste nastajanje
piridinijum metan-sulfonata ([RNH]SO3CHs):

CH,OH + SO, + RN —> [RNH]SO,CH, (1)

U anhidrovanom metanolnom rastvoru joda, KF
reakcija postaje:
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H,0 + 1, + [RNH]SO,CH, +2RN —>

(2)
— [RNH]SO,CH, + 2[RNH]I

Brzina reakcije, a time i preciznost odredivanja za-
vrine tacke titracije, zavisi, u veéini slucajeva, od tipa
koris¢ene baze. Baza mora imati odgovarajuéi puferski
kapacitet, tokom reakcije nastaju proizvodi kiselih oso-
bina koje baza mora neutralisati zadovoljavaju¢om br-
zinom. Danas se umesto piridina koristi imidazol, ili neki
drugi primarni amin, jer se pokazalo da piridin nema
dovoljan puferski kapacitet, kao i da je odredivanje za-
vrine tacke titracije nepouzdano. Takode, piridin se iz-
begava zbog svojih toksi¢nih i kancerogenih efekata.

Postoje dve osnovne tehnike KFT, volumetrijska KFT
(VKFT) i kulometrijska KFT (kKFT). Pored ove dve titra-
cione tehnike, moguce je Karl FiSerovu titraciju izvoditi i
primenom tzv. tehnike isparavanja, odnosno korisée-
njem odgovarajuce pecnice (pKFT). Osnovne karakteris-
tike pomenutih vrsta titracija prikazane su u tabeli 1 [3].

Generalno, razvoj metode KFT je posebno osetljiv, s
obzirom na to da pored neadekvatnih titracionih uslo-
va, postoji mogucnost odigravanja velikog broja spo-
rednih reakcija. Na primer, kod kKFT farmaceutska sup-
stanca mozZe reagovati i sa jodom i sa jodidom. Takode,
kod svih prikazanih KFT tehnika, farmaceutska sup-
stanca moZe reagovati i sa KF reagensom. Tako, u re-
akciji izmedu aldehidne ili keto funkcionalne grupe i
metanola iz reagensa nastaje voda koja se takode tit-
ruje Sto dovodi do pozitivne greske u rezultatu. Ova re-
akcija moze se izbecdi koris¢enjem reagenasa koji ne
sadrze metanol. Veliki broj organskih supstancija moze
se lako oksidovati (anilini, fenoli, hidrohinoni i sl.) pa se
u takvim slucajevima koristi ili KKFT ili pKFT ¢ime se iz-
begavaju ove konkurentske reakcije [4]. Pored hemij-
ske reaktivnosti, neke supstancije, u zavisnosti od svog
kiselog ili baznog karaktera, mogu uticati na promenu
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Tabela 1. Poredenje razlicitih tipova titracija po Karl Fiseru

Table 1. Comparison of different types of Karl Fischer titrations

Karakteristika Volumetrijska KFT

Kulometrijska KFT Pecnica KFT

Kvantitativna analiza zasnovana je
na stehiometrijskoj reakciji izmedu
jednog mola joda i jednog mola
vode.

Princip titracije

Kalibracija i
standardizacija

Potrebna. Reagens nije stabilan kao
za kKFT. Titar se odreduje
neposredno pre upotrebe.

Odrzavanje uredaja Potrebna je Cesta promena
reagensa; Cuvati zasti¢eno od
vazduha i svetlosti.
Uzorak mora biti rastvoran u

rastvaracu.

Rastvorljivost

Termostabilnost

Reagensi Kratak rok trajanja
Moguca
Od 200 pg do 50 mg
>5mg+0,5%

>5mg=+0,5%

Automatizacija
Opseg rada
Tacnost (m,, , +RSD )

Preciznost ( m, tRSD)

Odmereni uzorak se odredenim
postupkom uparava, a uparena
voda titruje. Metoda je pogodna za
supstancije koje se ne rastvaraju u
rastvaracu za titraciju, ili za uzorke
koji sadrze interferirajuce
supstancije.

Jod se generise elektrolitickim
putem na anodi i reaguje sa
vodom; za nastajanje jednog

mola joda potrebno je
2x96485 C mol ™.

Nije potrebna. Odredivanje je
zasnovano na Faradejevim
zakonima elektrolize

Nije potrebna. Odredivanje je
zasnovano na Faradejevim
zakonima.

Potrebna je promena reagensa;
Cuvati zasti¢eno od vazduha.

Potrebna je promena reagensa;
Cuvati zasti¢eno od vazduha

Uzorak mora biti rastvoran u
rastvaracu

Uzorak treba da bude termo-
stabilan na temperaturi topljenja
ili da se, kao sproredni proizvod

razlaganja, ne izdvaja voda.

Dug rok trajanja Najduzi rok trajanja

Moguca Moguca
0Od 10 ug do 5 mg 0d 10 ug do 5 mg
> 400 g +0,5% > 400 pg + 0,5%

> 400 pg priblizno 1% > 400 ug priblizno 1%

pH vrednosti pa je u takvim slucajevima potrebno do-
dati odgovarajudi pufer. Optimalna vrednost pH sredine
rastvora za izvodenije titracije je od pH 5,0 do pH 7,0.

Kompleksnost razvoja metode za KFT zahteva sis-
tematican pristup koji treba da obezbedi adekvatnu
procenu optimalnih eksperimentalnih uslova za odredi-
vanja sadrZaja vode u datoj supstanciji i pruzi garanciju
da je predlozena metoda pouzdana i robusna na uobi-
Cajne promene parametara instrumenta. U literaturi je
opisano kako se primenom naucnog pristupa i procene
rizika vrsi razvoj KFT [3] u skladu sa Quality by Design
(QbD) konceptom koji je definisan ICH Q 8 (R2) smer-
nicom [5].

Cilj ovog rada je razvoj kKFT metoda za odredivanje
sadrzaja vode u aktivnoj farmaceutskoj supstanciji klin-
damicin-fosfatu u skladu sa principima QbD koncepta.
Primenjena strategija se sastoji iz nekoliko koraka koji
zapocinju analizom fizicko—hemijskih osobina aktivne
farmaceutske supstancije i procenom optimalnih uslova
titracije, nastavljaju se sistemati¢nim testiranjem ro-
busnosti metode uz primenu eksperimentalnog dizajna
i zavrSavaju se validacijom metode. Na taj nacin, kva-
litet se postepeno ugraduje u metodu Sto omogucava
ne samo pronalazenje eksperimentalnih optimalnih us-
lova za odredivanje sadrzaja vode, vec i dizajniranje
metode koja ¢e biti robusna i mo¢i da se odupre ,iza-
zovima“ dugotrajne primene.
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EKSPERIMENTALNI DEO

Aparatura, uzorak i reagens

Eksperimentalno odredivanje sadrzaja vode u anali-
ziranom uzorku (klindamicin-fosfat, serija C 4352111,
rok upotrebe: 01.2015., CeraPharm, Austrija), izvrSeno
je na aparatu Metrohm 831 KF Coulometer, Switzer-
land. Kao reagens za titraciju koris¢en je Hydranal-
Coulomat AG, Fluka, Germany.

Optimalni eksperimentalni uslovi

Optimalni uslovi za izvodenje titracije po Karl FiSero-
voj metodi su: minimalna brzina titracije 15 ug/min, re-
lativna vrednost drifta* za zaustavljanje titracije 10
ug/min, relativna vrednost drifta za pocetak titracije 20
pg/min i masa ispitivanog uzorka 75 mg.

Testiranje robusnosti

Za testiranje robusnosti primenjen je frakcioni fak-
torski dizajn 2*" sa uslovima u centralnoj tacki koji od-
govaraju optimalnim eksperimentalnim uslovima: mini-
malna brzina titracije 15 ug/min, relativna vrednost
drifta za zaustavljanje titracije 10 ug/min, relativna

* Drift — prisutna vlaga u titracionom sistemu koja ne potige
od uzorka i koja se ukljucuje kod izracunavanja prisutne vlage
u uzorku.
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vrednost drifta za pocetak titracije 20 pug/min i masa
ispitivanog uzorka 75 mg. Plan eksperimenta prikazan
je u tabeli 2.

Validacija metode

Validacija metode za farmaceutsku analizu pred-
stavlja sistemati¢an postupak kojim se definiSu zahtevi
za metodu i potvrduje da odabrana metoda ispunjava
postavljene zahteve. U postupku validacije metode ispi-
tuje se robusnost, selektivnost/specificnost, linearnost,
opseg, tacnost, preciznost, kao i limiti detekcije i kvan-
tifikacije kako bi se potvrdilo da se postavljenom me-
todom dobijaju tacni, precizni i pouzdani rezultati. Od
namene predloZzene metode zavisi koji ¢e se parametri
ispitivati i procenjivati u postupku validacije. Kod pred-
lozene metode testirana je robusnost, specifi¢nost, li-
nearnost i preciznost ¢ime je i potvrdena pouzdanost
predloZene metode.

Testiranje specificnosti metode. 75,0 mg uzorka su-
$eno je do konstantne mase (71,2 mg) i nakon toga
izvedena je kulometrijska titracija po Karl FiSer-ovoj
metodi.

Testiranje linearnosti metode. Odmerene su sledece
mase uzorka 25, 50, 75, 100 i 125 mg. Odmereni uzorci
titrovani su pod optimalnim uslovima i odreden je sa-
drZaj vode u svakom uzorku izrazen u mg.

Testiranje preciznosti metode. Odmereno je 6X75
mg uzorka i titrovano pod optimalnim uslovima.

PRIKAZ REZULTATA

Na osnovu skrining eksperimenata, definisani su op-
timalni uslovi za izvodenje titracije po Karl FiSerovoj
metodi: minimalna brzina titracije 15 pg/min, relativna
vrednost drifta za zaustavljanje titracije 10 pug/min, re-
lativna vrednost drifta za pocetak titracije 20 pug/min i
masa ispitivanog uzorka 75 mg.

Plan eksperimenta za testiranje robusnosti, kao i
dobijeni rezultati odredivanja sadrzaja vode dati su u
tabeli 2.

Parametri validacije metode, kao i dobijeni rezultati
za titraciju po Karl FiSerovoj metodi za odredivanje sa-
drzaja vode u klindamicin-fosfatu prikazani su u tabeli 3.

DISKUSIJA

U ovom radu prikazan je sistemati¢an pristup raz-
voju kulometrijske titracije po Karl Fiserovoj metodi.
Kako se poslednjih godina sve veci znacaj pridaje fazi
koja se odnosi na razvoj metode, to su i ovde prime-
njeni savremeni koncepti. Naime, Internacionalna kon-
ferencija za harmonizaciju je u smernici ICH Q 8 (R2) iz
2009. godine dala osnovni predlog o nacinu razvoja far-
maceutskog proizvoda, a takav pristup moze se prime-
niti i na razvoj metoda koje se koriste u laboratorijama
za kontrolu lekova. Tako se u literaturi mogu nadi ra-
dovi sa primenom ovog savremenog i novog koncepta
za razvoj metode te¢ne hromatografije [6—8], za odre-
divanje vode primenom Karl FiSerove titracije [3] ili za
kontrolu genotoksi¢nih necisto¢a tokom procesa proiz-
vodnje [9].

U ovom radu opisana je primena QbD pristupa za
odredivanje sadrzaja vode u aktivnoj farmaceutskoj
supstanciji klindamicin-fosfatu. Kao i kod drugih meto-
da, polazi se od definisanja cilja metode, kao i procene
osnovnih karakteristika ispitivane supstancije/prepa-
rata, koje obuhvataju: oblik vode (kristalna, rastvorena
ili emulgovana) u ispitivanom uzorku, sadrzaj vode de-
finisan u specifikaciji, rezultate odredivanja dobijene za
viSe serija ispitivane farmaceutske supstancije i zahteve
za kvalitet. Pored toga, potrebno je sagledati mogué-
nosti potencijalnih korisnika predloZzene metode kao i
opremljenost laboratorije. Odabrana supstancija klin-
damicin-fosfat oficinalna je prema propisu Ph. Eur 6

Tabela 2. Plan eksperimenta za frakcioni faktorski dizajn 21 dobijeni rezultati; x; —minimalna brzina titracije (1g/min), x,—rela-
tivna vrednost drifta za zaustavljanje titracije (1ig/min), x, —masa uzorka (mg); prikazane su prave vrednosti faktora, dok su u

zagradama date kodirane vrednosti

Table 2. Plan of experiment for fraction factorial design 2 and the obtained results

Redni broj eksperimenta X1 X5 X3 Xg Sadrzaj vode, %
1 5(-1) 5(-1) 10 (-1) 50 (—1) 5,20
2 25 (+1) 5(-1) 10 (-1) 100 (+1) 4,97
3 5(-1) 15 (+1) 10 (-1) 100 (+1) 4,92
4 25 (+1) 15 (+1) 10 (-1) 50 (-1) 5,09
5 5(-1) 5(-1) 30 (+1) 100 (+1) 5,01
6 25 (+1) 5(-1) 30 (+1) 50 (—1) 4,91
7 5(-1) 15 (+1) 30 (+1) 50 (—1) 4,96
8 25 (+1) 15 (+1) 30 (+1) 100 (+1) 4,82
9 15 (0) 10 (0) 20 (0) 75 (0) 4,84
10 15 (0) 10 (0) 20 (0) 75 (0) 4,91
11 15 (0) 10 (0) 20 (0) 75 (0) 4,91
12 15 (0) 10 (0) 20 (0) 75 (0) 4,87
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Tabela 3. Parametri validacije za titraciju po Karl Fiser-u i dobijeni rezultati validacije metode za odredivanje sadrZaja vode u

klindamicin-fosfatu

Table 3. Parameters of validation for Karl Fischer titration and the results obatined for validation of the method for water content

determination in clindamycin phosphate

Karakteristike Postupci za validaciju

Kriterijumi za procenu

Rezultati validacije metode za odredivanje
vode u klindamicin-fosfatu

Specificnost  Osusiti uzorak u kome se odreduje Sadrzaj vode u osusenom uzorku
ne bi trebalo da ima znacajnu
vrednost.

sadrzaj vode pod odredenim
uslovima do konstantne mase.
Izvoditi titraciju na osusenom
uzorku primenom izabrane KFT.

0% (metoda je specifi¢na)

Linearnost Menjati masu uzorka i izraCunati  Proceniti koeficijent korelacije i r=0,9998
parametre kalibracione krive. znacajnost odsecka na y osi. y = 0,0497x + 0,0725
Kalibracionu krivu konstruisati za 5 tp, = 2,001 (t.,, = 2,78)
tafaka u opsegu od 20 do 150%. p > 0,05 odsecak nije zna¢ajan
Preciznost Uraditi 6 odredivanja sadrzaja Proceniti preciznost metode na Srednja vrednost sadrZaja vode: 5,075%
vode na istom uzorku. osnovu vrednosti % RSD. RSD=0,7%
Tacnost Proceniti rezultate iz specifi¢nosti, Proceniti tacnost metode na osnovu Metoda je tacna.
linearnosti i preciznosti. vrednosti % RSD i recovery.
Robusnost Sprovode se eksperimenti prema  Rezultati se procenjuju na osnovu Metoda je robusna.

odabranom eksperimentalnom  postavljenog cilja metode i zahteva
dizajnu. u specifikaciji za analiziranu
farmaceutsku supstancu.

[10] i prema zahtevu u monografiji sadrzaj vode ne sme
biti veci 6,0% sadrzan u 0,250 g supstancije. Kako je
koli¢ina supstancije velika, potrebna je i velika koli¢ina
titacionog reagensa. Cilj ovog rada je da se optimizi-
ranjem parametara metode i adekvatnim izborom mase
uzorka, postavi metoda za odredivanje sadrZaja vode sa
znacajno manjom masom.

Nakon definisanja cilja metode, predstoji faza u ko-
joj se pretragom literature prikupljaju podaci o fizicko-
hemijskim osobinama uzorka. Takode, u ovoj fazi vrsi se
procena koja metoda je najpogodnija za primenu uzi-
majudi u obzir i podatke dostupne u literaturi. U ovom
radu opisana je primena kulometrijske KFT za odredi-
vanje sadrzaja vode u ispitivanoj farmaceutskoj sup-
stanciji.

U principu, izbor postupka titracije po Karl Fiseru
koji ¢e biti primenjen zavisi od sledeca tri glavna fak-
tora: rastvorljivosti aktivne farmaceutske supstancije u
anhidrovanom metanolu; kompatibilnosti aktivne far-
maceutske supstancije sa reagensima KFT i njene ter-
mostabilnosti. U slu¢ajevima kada postoji dilema koji
od postupaka titracije primeniti a Sto primarno zavisi
od prirode uzorka koji se analizira, potrebno je spro-
vesti dodatna istraZivanja u laboratoriji [11]. U radu je
primenjena kKFT kao ekonomicnija i brza od vKFT a nije
bilo faktora koji bi ogranicili njenu primenu.

Sledeca faza istrazivanja obuhvatila je skrining eks-
perimente sa ciljiem procene mogucnosti uspesnog
izvodenja titracije sa manjom koli¢inom analiziranog
uzorka koji je u ovoj fazi istraZzivanja bio faktor koji se
ispituje. Ispitivanjem uticaja razli¢itih parametara me-
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tode doslo se do zakljucka da se adekvatni rezultati za
koli¢inu uzorka od 75 mg mogu dobiti pri slede¢im eks-
perimentalnim uslovima: minimalna brzina titracije 15
ug/min, relativna vrednost drifta za zaustavljanje titra-
cije 10 ug/min i relativna vrednost drifta za pocetak
titracije 20 ug/min.

Nakon Sto se konacno izabere metoda koja ce biti
primenjena (kKFT), potrebno je izvrsiti odgovarajucu
procenu rizika koja uglavnom ukljucuje primenu ekspe-
rimentalnog dizajna. U ovoj fazi se zapravo ispituje koji
faktori i na koji nacin mogu uticati na rezultat kKFT.
Faktori Ciji se uticaj ispituje su najceSée: priprema
uzorka, parametri titracije (minimalna brzina titracije,
relativna vrednost drifta za zaustavljanje titracije, rela-
tivna vrednost drifta za pocetak titracije) i temperatura
pecnice (ako se koristi pKFT). Oni se takode mogu de-
finisati kao oni koji zavise od osobina uzorka, od oko-
line, kao i od metode i postupka merenja.

U ovom radu je procena rizika izvrSena testiranjem
robusnosti metode. Robusnost metode za farmaceut-
sku analizu mera je njene sposobnosti da se odupre
malim i namernim promenama u parametrima metode,
a ujedno je i mera pouzdanosti metode tokom rutinske
primene [12]. Ranije se ovaj test izvodio na kraju vali-
dacije metode, ali se pokazalo da je, u slucaju ako me-
toda nije robusna, potrebno ponovo sprovesti razvoj i
optimizaciju metode Sto zahteva dosta vremena i nov-
ca. Danas se test robusnosti smatra delom validacije
metode koji se izvodi na kraju razvoja metode ili na po-
Cetku validacije.
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Za izvodenje testa robusnosti uglavnom se predlazu
dve vrste eksperimentalnog dizajna, frakcioni faktorski
dizajn i Plackett-Burman-ov dizajn koji omogucavaju da
se kroz relativno mali broj eksperimenata ispita uticaj
relativno velikog broja faktora. U literaturi se moze nadi
detaljan prikaz testiranja robusnosti, ukljucujuci glavne
korake i nacine izracunavanja efekata [13]. Izbor dizaj-
na koji ¢e biti primenjen zavisi od vrste koris¢ene meto-
de, broja faktora koji mogu uticati na sistem, kao i od
iskustva analiti¢ara. U slucaju primene kKFT za analizu
vode u klindamicin-fosfatu procenjeno je da sledeca
Cetiri faktora mogu imati vazan uticaj: minimalna brzina
titracije (xy), relativna vrednost drifta za zaustavljanje
titracije (Lg/min) (x,); relativna vrednost drifta za poce-
tak titracije (ug/min) (xs) i masa uzorka izrazena u mg
(x4). Kao optimalan dizajn izabran je frakcioni faktorski
dizajn 2*™ u kome se uticaj Eetiri faktora analizira kroz
8 eksperimenata. Drugi predloZeni dizajn, Plackett-Bur-
man-ov dizajn primenjuje se kada je broj faktora koji se
ispituje veéi od 4, kao Sto je slucaj kod hromatografskih
metoda [14,15].

Primenjeni frakcioni faktorski dizajn predstavlja re-
dukovani pun faktorski dizajn. Ovaj dizajn uglavnom se
primenjuje na 2 nivoa (k = 2). Za k nivoa i n faktora pri-
kazuje se kao k"* eksperimenata, pri ¢emu je p uvek
manje od n. Broj eksperimenata k" mora biti veci od n
(broj faktora), pri ¢emu p predstavlja veli¢inu frakcije,
tj. broj kolona koje su proizasle iz punog faktorskog
dizajna, a svaka kolona koja je nastala kao proizvod
kombinacija kolona iz faktorskog dizajna oznacava se
kao generator dizajna. Za odabrani 2* dizajn osnova je
pun faktorski dizajn 2* za koji je potrebno izvesti 16 eks-
perimenata, pri ¢emu se nakon redukcije broj eksperi-
menata smanjuje za % tako da potreban broj eksperi-
menata iznosi 8 [16]. U cilju provere linearnosti izmedu
nivoa —1 i +1 dodati su eksperimenti na nultom nivou
koji su uradeni u 4 ponavljanja tako da je ukupan broj
uradenih eksperimenata 12. Plan za izvodenje eksperi-
menta sa pravim i kodiranim vrednostima dat je u ta-
beli 2, kao i dobijene vrednosti za sadrzaj vode. Dobi-
jena srednja vrednost sadrzaja vode je 4,95% a rela-
tivna standardna devijacija (RSD) za svih 12 eksperime-
nata 2,2% Sto pokazuje da je metoda u ispitivanim op-
sezima robusna.

Znacaj ispitivanih faktora na odgovor sistema pro-
cenjen je statisticki primenom Dong-ovog algoritma
[17]. Dong-ov algoritam podrazumeva da se inicijalna
procena greske zasnovana na svim efektima dobija iz
izraza:

so = 1,5xmedian | £/ (3)

gde je E; vrednost efekta i. Dalje, iz sy izraCunava se
standardna greska s; prema izrazu:

$1= Jm’IZEf (4)

gde je E; efekat Cija je apsolutna vrednost manja ili
jednaka 2,5%xs,, a m je broj takvih efekata. Zatim se s;
koristi za racunanje tzv. granice greske (eng. margin of
error — ME), koja je jednaka kriticnom efektu:

Eyritiecno = ME = t1-gy2,47%¥S1 (5)

gde je broj stepeni slobode df = m, a a = 0,05. Efekti
faktora su znacajni za > ME.

ME vrednost izracunata za prikazani set podataka
iznosila je 0,2697. Kako je vrednost izraCunatih efekata
za sva Cetiri ispitivana faktora manja od ME, zaklju¢eno
je da nijedan od posmatranih faktora u ispitivanom
opsegu nema znacajan uticaj na odgovor sistema.

Na osnovu dobijenih rezultata moze se zakljuciti da
je metoda robusna u ispitivanom opsegu, tj. da pro-
mena izabranih faktora u posmatranim intervalima nece
znacajno uticati na odgovor sistema.

Sa aspekta savremenog pristupa moze se redi i da je
definisan prostor dizajna (eng. Design Space), tj. da pro-
mene minimalne brzine titracije u opsegu od 5 do 25
pg/min, relativne vrednosti drifta za zaustavljanje titra-
cije od 5 do 15 pg/min, zatim relativne vrednosti drifta
za pocetak titracije od 10 do 30 pg/min i mase uzorka
od 50 do 100 mg nece znacajno uticati na odredeni sa-
drzaj vode u ispitivanoj farmaceutskoj supstanci.

Nakon izvodenja testa robusnosti, kroz koji je defi-
nisan i prostor dizajna, pristupilo se definisanju ostalih
parametara validacije. Osnovni parametri validacije,
nacini kako se oni testiraju i zahtevi dati su u tabeli 3.
Dobijeni rezultati za titraciju po Karl FiSer-u klindami-
cin-fosfata odgovaraju postavljenim zahtevima i prika-
zani su u tabeli 3. Na osnovu rezultata dobijenih testi-
ranjem parametara validacije moze se zakljuciti da ce
titracija sa masom uzorka od 75 mg biti dovoljno tac¢na i
precizna, ¢ime je znacajno smanjen utroSak reagensa,
kao i vreme trajanja analize, uz postovanje savremenih
QbD koncepta.

ZAKLJUCAK

U radu je opisan razvoj titracije po Karl Fiseru (KFT)
za odredivanje sadrzaja vode u aktivnoj farmaceutskoj
supstanciji klindamicin-fosfatu. Postupak je obuhvatio
definisanje cilja metode, izbor tipa KFT metode, pro-
cenu rizika testiranjem robusnosti primenom frakcio-
nog faktorskog dizajna, i na kraju, izvodenje ostalih
testova validacije. Prikazanim pristupom omoguéena je
pouzdana primena kulometrijske titracije po Karl Fiseru
za odredivanje sadrzaja vode u aktivnoj farmaceutskoj
supstanciji klindamicin-fosfatu koriséenjem veoma ma-
lih masa uzoraka, uz utroSak malih koli¢ina reagensa,
kao i skraéenje trajanja analize uz postovanje savreme-
nih QbD koncepta.
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SUMMARY

DEVELOPMENT OF KARL FISCHER TITRATION METHOD USING QUALITY BY DESIGN CONCEPT

Biljana S. Janci¢ Stojanovi¢, Ana M. Vemié, Tijana M. Raki¢, Nada M. Kosti¢, Andelija M. Malenovié

University of Belgrade, Faculty of Pharmacy, Department of Drug Analysis, Belgrade, Serbia

(Scientific paper)

Modern trends in drug quality control are moving toward incorporating qua-
lity into the method during its development. That course is in accordance with
Quality by Design (QbD) concept defined by ICH Q 8 (R2) guideline. This implies
that the method development begins by defining the method goals and collecting
the relevant data, i.e., analyzing the properties of a given active pharmaceutical
ingredient and evaluating the optimal experimental conditions. It is followed by a
risk assessment defined by systematic robustness testing with the application of
experimental design, while the final confirmation of the method reliability is done
through the complete validation tests. In this paper, development of Karl Fischer
titration for water determination in active pharmaceutical substance clindamycin
phosphate is presented. Karl Fischer titration (KFT) is a widely used method in the
pharmaceutical industry for determination of water content. For the analyzed
substance, the European Pharmacopoeia suggests a relatively large amount of
samples for the determination of water, so the objective of this study is to con-
firm the applicability of the developed method for the determination of water in
small amount of samples applying QbD approach. According to QbD rules, detail
development of coulometric Karl Fischer titration for water determination in
clindamycin phosphate was done. For robustness testing, fractional factorial de-
sign 2*" was successful applied and confirmed that the method was robust. Ro-
bustness was evaluated using statistical and graphical methods. Also, design
space was defined so the region in which factors could be changed without
significant changes in water content was defined. At the end, other validation
parameters were determined and it was proven that the analytical test system
was capable of providing useful and valid analytical data.

Keywords: Coulometric Karl Fischer titra-
tion e Quality by Design concept e Clin-
damycin phosphate
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