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Kratak sadrzaj

U preglednom radu prikazani su aspekti primene DryLab® softvera u te&noj
hromatografiji. Literaturni pregled pokazuje Siroku primenu softvera u fazi postavljanja nove
hromatografske metode, optimizaciji, kao i u proceni robusnosti metode. Ranije verzije
DryLab"™ softvera omoguéavale su istovremeno praéenje uticaja dva faktora na odabrani
odgovor sistema, dok unapredene verzije softvera daju znacajno veée mogucnosti. Novije
verzije DryLab® softvera omogucavaju ispunjavanje zahteva odredenih Quality by Design
(QbD) konceptom kroz sistemati¢an prilaz razvoju hromatografske metode, kao i kroz
konstruisanje 3D kocke kojom se omogucava vizuelni prikaz Design space-a. Pored toga, u
rutinskoj primeni metoda teCne hromatografije softver moze biti koristan ,,alat™ za optimizaciju
u cilju skracenja retencionih vremena i trajanja analize, kao i olakSavanja transfera metoda
(podaci dobijeni uz pomo¢ DryLab™-a se mogu slati elektronskim putem). Na kraju, upotrebom
DryLab" softvera dobijaju se korisne informacije o metodi, a uz to moze sluZiti za obu¢avanje
mladih analitiCara bez izvodenja eksperimenata, uz istovremenu uStedu vremena, novca i
laboratorijske opreme.

Kljuéne redi: DryLab®, teéna hromatografija, optimizacija, robusnost, QbD
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Uvod

U toku razvoja leka javlja se potreba za hromatografskim metodama osetljivim na
promenu profila necCisto¢a leka kandidata usled promena sintetskog puta aktivne
supstance 1 (ili) formulacije leka. Iz tog razloga potrebno je postaviti takvu
hromatografsku metodu koja ¢e imati veliku osetljivost 1 selektivnost ¢ime ¢e se
obezbediti odgovarajuce ispitivanje leka tokom svih faza razvoja, proizvodnje i pracenja
stabilnosti. U literaturi je opisano viSe pristupa razvoju hromatografskih metoda. Kod
tradicionalnog pristupa razvoju metode poznatog i kao ,,pokusaj i gresSka”, specificnost i
robusnost metode te¢ne hromatografije pod visokim pritiskom (eng. High Performance
Liquid Chromatography Method — HPLC) zavisi od znanja i sposobnosti analitiara, a
razvoj metode je dug i naporan proces ¢ak i za najiskusnije analitiCare. Naime, tokom
postavljanja nove HPLC metode koriste se kolone razli¢itih karakteristika, razlicite
vrste 1 udeli organskog rastvaraca, kao i razli¢iti dodaci u vodenu fazu kao $to su jon-par
reagensi, puferi, razli¢ite kiseline za podesSavanje pH vrednosti mobilne faze, itd. Sto je
zahtevno sa aspekta utroska vremena i resursa. Da bi se poboljsala efikasnost razvoja
metode 1 obezbedila veca koli¢ina podataka o njenoj specifi¢nosti, danas je razvijeno i
komercijalno dostupno viSe softvera [1]. Jedan od tih softvera je DryLab® (Molnar
Institute, Berlin, Nemacka) koji je u upotrebi od 1986. godine i u ovom radu ¢e i biti
opisana njegova primena u optimizaciji 1 proceni robusnosti hromatografskih metoda
koje se koriste u kontroli lekova.

DryLab® softverski paket koristi se za eksperimentalno modelovanje i
podrazumeva predvidanje, tj. simulaciju hromatografskog ponasanja sistema na jednoj
stacionarnoj fazi na osnovu malog broja prethodno dobro definisanih eksperimentalnih
parametara (nacin eluiranja — izokratsko ili gradijentno, sastav mobilne faze, protok
mobilne faze, temperatura kolone, pH mobilne faze, zatim karakteristike punjenja
kolone — duzina i dijametar kolone, kao 1 dimenzije Cestica stacionarne faze). Na ovaj
nacin postize se usteda vremena kako pri optimizaciji metoda, tako i u njihovoj
rutinskoj primeni uz smanjenje utroSka resursa (skupe laboratorijske opreme —
instrumenata, kolona, rastvaraca...). Pored toga, primena ovog softvera olaksava transfer
analitickih metoda, brzo pruza korisne informacije o efektima promena hromatografskih
promene se mogu uciniti bez uticaja na kvalitet metode. Transfer analitickih metoda
izmedu dve laboratorije predstavlja dokumentovan proces koji ima za cilj da pokaze da
je laboratorija ,,primalac” (the receiving unit) kvalifikovana za koriS¢enje analiticke
procedure koja potic¢e iz druge laboratorije (the transferring unit ili the sending unit).
Najnovija primena ovog softvera ogleda se u mogucénosti procene robusnosti metode uz
definisanje i vizuelni prikaz Design Space-a, kombinaciju znacajnih ulaznih i procesnih
parametara koji obezbeduju kvalitet u proceni i optimizaciji metoda, S$to se danas
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smatra posebno znacajnim 1 korisnim sa aspekta uvodenja Quality by Design (QbD)
koncepta u metode koje se koriste za kontrolu lekova.

Cilj ovog rada je da se prikaze pregled publikovanih radova koji opisuju upotrebu
DryLab® softverskog paketa u postavljanju hromatografskih metoda od 2000. godine do
danas. Pored toga, prikazan je i pregled radova u kojima je opisana primena softvera u
proceni robusnosti metoda i novom trendu dizajniranja Design Space-a. Do danas je
objavljeno preko 180 radova u kojima je uspesno koriséen DryLab® softver u razligitim
nau¢nim disciplinama. Ovde ¢e biti opisani radovi koji pokazuju uspeSnu primenu
DryLab" softvera za optimizaciju i procenu robusnosti hromatografskih metoda koje se
koriste u kontroli lekova.

Teorijska osnova

Teorijsku osnovu DryLab® softvera &ini prou¢avanje termodinamitke slobodne
energije hromatografskog sistema i definisanje tzv. ,,solvofobnih retencionih snaga” [2].
Prva teorija koja objasnjava mehanizme retencionog zadrzavanja i kako razliCiti
parametri mobilne faze i same supstance uti¢u na retenciono ponasanje u hromatografiji
reverznih faza je solvofobna teorija profesora Csaba Horvath, Yale University.
Solvofobna teorija bila je prvi model koji opisuje hromatografsko ponasanje supstanci
koriste¢i principe klasi¢ne termodinamike. Prema teoriji, hromatografski proces je
predstavljen kao reverzibilno vezivanje molekula analita sa ugljovodni¢nim ligandima
na povrSini stacionarne faze. Na vezivanje dominantan uticaj ima mobilna faza, pre
nego same privlacne sile izmedu analita i liganda, a sila koja je odgovorna za vezivanje
je smanjivanje nepolarne povrsine izlozene mobilnoj fazi [3].

Solvofobna teorija se zasniva na sledecem principu: najpre se ceo hromatografski
proces podeli na dva procesa, a zatim izraCuna retenciona slobodna energija AF®,0. kao
zbir promene standardne slobodne energije usled procesa solvatacije AF;°, kao i
promene standardne slobodne energije usled procesa adsorpcije analita na alkil grupe
stacionarne faze AF°qwassoc [4]-

Proces solvatacije sastoji se iz tri procesa i to:

1. formiranja ,,Supljina® u mobilnoj fazi u cilju ,,prihvatanja” molekula analita
AFc,j;

2. smanjenja slobodne zapremine i

interakcija molekula analita u ,Supljinama” sa molekulima rastvarata iz
njihove okoline AF;; [4].

Sve ove interakcije dovode do promene slobodne energije retencionog procesa
opisane jednac¢inom (1.1.):
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AFoassoc = AFovdw, assoc + (AFC,SL + AFi,SL) - (AFC,S + AFi,S) - (AFC,L + AFi,L) -RT ln(RT/POV)
(1.1

Iz jednacine (1.1.) izvedena je jednaCina (1.2.) za retencioni faktor, merljivi
hromatografski parametar:

In k= A + BD + CAA + D(x*~1)V**y + E + In(RT/P,V) (1.2.)

Znacenje ¢lanova u jednacini:

S — analit,

L — ligand,

SL — analit ligand kompleks,

k — retencioni faktor ili faktor kapaciteta,

A 1 C — konstante koje se odreduju eksperimentalno,

BD - elektrostaticki izraz (D = 1),

AA — povrsSina solvofobnog kontakta izmedu analita (solute - S) 1 liganada sa
povrsine stacionarne faze (L),

Y — povrSinski napon,

R — gasna konstanta,

T — temperatura,

P, — atmosferski pritisak,

V —molarna zapremina rastvaraca,

k° —molekularni parametar analita [3].

Jednacina (1.2.) opisuje uticaj razli¢itih faktora na retencioni faktor £ i to: uticaj
mobilne faze preko povrSinskog napona y koji zavisi od sastava mobilne faze, zatim
uticaj temperature, uticaj strukture analita i njegovog dipol momenta, vrsta stacionarne
faze, uticaj elektrostatskih osobina i slobodnih energija [2].

Solvofobna teorija je kritikovana zbog fokusa na ulogu mobilne faze u
retencionom ponasanju, ne uzimaju¢i u obzir osobine stacionarne faze. Da bi se
prevaziSao pomenuti nedostatak ove teorije, osobine stacionarne faze pazljivo su
proudavane i implementirane u DryLab® softver.

DryLab® softver zasniva se na solvofobnoj teoriji uz primenu egzo—
termodinamickih modela koji predstavljaju linearne funkcije zavisnosti In k& od
parametara analita i eksperimentalnih promenljivih koje nisu termodinamicke. Egzo—
termodinamicka zavisnost, koja se odnosi na retenciono =zadrzavanje analita,
predstavljena je tzv. Linear Free Energy Relationship — LFER, koju C¢ine:
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Linear Solvation Energy Relationship — LSER 1 Quantitative Structure Activity
Relationship — QSAR [4].

Ulazni hromatografski podaci za DryLab® softver

Da bi se dobili optimalni uslovi, DryLab® zahteva unos retencionih vremena i
povrsine pikova komponenti uzorka iz inicijalnih hromatografskih analiza. Pracenje
pikova (eng. peak tracking) je opcija softvera koja predstavlja automatsko
prepoznavanje pikova komponenti u dve ili viSe hromatografskih analiza na osnovu
njihove povrSine. Pradenje pikova se moze izvesti jednostavno i tacno uz pomoc
povrsine pikova ukoliko je injekcioni volumen uzorka konstantan pri izvodenju
osnovnih eksperimenata (basic runs).
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Slika 1. Pracenje pikova (Peak Tracking)
(http://molnarinstitute.com/fileadmin/user_upload/images/02_molnar_software_
screen_preakmatch_BIG.png)

Figure 1. Peak Tracking
(http://molnarinstitute.com/fileadmin/user_upload/images/02_molnar_software

screen_preakmatch BIG.png)

Na Slici 1. je ilustrovano pomeranje pikova u 4 ,run”-a u zavisnosti od
hromatografskih uslova, a identifikaciju pikova je mogucée izvrsti na osnovu povrsine
koja je oznacena iznad svakog od pikova. Promena povrSine ukazuje na moguce
preklapanje pikova. PogreSno prepoznavanje pikova izmedu hromatografskih analiza
moze rezultirati pogreSnim razumevanjem hromatografskog razdvajanja i ovo
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predstavlja najbitniji korak u dobijanju pouzdanih rezultata. Za proces pracenja pikova
bitno je odabrati kolonu sa velikim brojem teorijskih platoa. Takode, od presudne
vaznosti za pracenje pikova jeste odabir optimalnog detektora. Problemi koji se mogu
javiti u procesu identifikacije pikova su: promene u retencionom vremenu, pikovi sli¢ne
povrsine, veliki broj komponenti, nepoznati uzorak bez odgovarajucih standarda. Zbog
svega navedenog pozeljno je injektovati istu zapreminu uzorka u svakom inicijalnom
hromatografskom eluiranju i ¢uvati uzorak u ledenoj vodi izmedu dva injektovanja.

S druge strane, softverski paket DryLab® za potrebe generisanja modela, osim
retencionih vremena i povrSine pikova komponenti smeSe, zahteva i poznavanje
karakteristika hromatografske kolone (duZzina, dijametar, veliCina Cestica stacionarne
faze); zatim protoka mobilne faze, temperature, sastava mobilne faze (sadrzaj organskog
rastvaraCa i1 sadrzaj vodene faze sa koncentracijom modifikatora, npr. trietilamina ili
koncentracija fosfatnog pufera), kao i pH vrednost mobilne faze. Generisani model
hromatografskog ponasanja uzorka predstavlja se kriticnom rezolucionom mapom
(Critical Resolution Map — CRM). Po definiciji kriticna rezolucija je najmanja vrednost
faktora rezolucije Rs izmedu dva analita koji se najloSije razdvajaju (kriticni par).
Unosom rezultata inicijalne hromatografske analize softver izracunava kriti¢nu vrednost
faktora rezolucije 1 predstavlja je graficki u funkciji jednog parametra (1D rezoluciona
mapa) gde je vrednost kriti¢ne vrednosti faktora rezolucije predstavljena na y-osi, dva
parametra (2D rezoluciona mapa) u kojoj je kriticna vrednost faktora rezolucije
predstavljena povrSinom odgovarajuée boje na dvodimenzionalnom grafiku zavisnosti
dva ispitivana parametra 1 tri parametra (3D rezoluciona mapa — 3D kocka) gde je
kriticna vrednost faktora rezolucije predstavljena odgovarajuom bojom kako na
povrsini, tako 1 u unutrasnjosti ,,kocke” (Slika 2).

Slika 2. Primer 1D, 2D i 3D mapa kriti¢nih rezolucija (modela) (http://www.lab-

comp.hu/moduledata/foldertree/treeroot/Image_gallery/Termekek/
DryLAb_2010_kromatografias_szoftver/DryLab_2010.pdf)

Figure 2. Examples of 1D, 2D and 3D models ( http://www.lab-
comp.hu/moduledata/foldertree/treeroot/Image_gallery/Termekek/
DryLAb_2010_kromatografias_szoftver/DryLab_2010.pdf)
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Crvenom bojom oznacena su polja gde je postignuta odgovarajuca separacija, dok
plava boja oznacava uslove u kojima dolazi do koeluiranja. Iz rezolucionih mapa mogu
se sagledati uslovi za robusnost metode.

Nove moguénosti softvera

Od 2009. godine sa verzijom DryLab® v. 3.9 uvodi se moguénost istovremene
optimizacije tri kriticna parametra predstavljena trodimenzionalnim rezolucionim
mapama — 3D kocka (3D Cube). Ova pogodnost pokazala se posebno primenjivom za
skrac¢enje vremena izvodenja metoda opisanih u starijim izdanjima farmakopeja, kao §to
je to pokazao Schmidt skra¢enjem vremena trajanja metode za ispitivanje stepena
Cistoe ebastina i njegovih farmaceutskih oblika sa 160 minuta na 3 minuta,
koriséenjem DryLab® 4 softvera i UHPLC (eng. Ultra High Performance Liquid
Chromatography) sistema [5].

DryLab" se pokazao poslednjih godina kao jako koristan ,alat” za inkorporiranje
QbD principa u razvoju analitickih metoda, jer omogucava vizuelni prikaz Design
Space-a, regiona u kome promene parametara metode neée uticati na njihove rezultate,
kako je definisano ICH (eng. International Conference on Harmonization) smernicom
za kvalitet Q8 (R2) [6].

Aspekti primene DryLab® softvera

Odabrani radovi od 2000. godine pa do danas, u kojima je DryLab® koris¢en u
fazi razvoja HPLC metoda za skrining, optimizaciju, procenu robusnosti i definisanje
Design Space-a prikazani su u Tabeli L.
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Tabela I

Odabrani radovi sa primenom DryLab® softvera u te¢noj hromatografiji (HPLC i
UHPLC)

Table I Selected papers with application of DryLab® software in liquid chromatography (HPLC
and UHPLC)
CILJ PRIMENE
ISPITIVANI FAKTORI PRIMENA HPLC/UHPLC METODE REF.
DRYLAB SOFTVERA
1.tG, T 1. UHPLC - ispitivanje stepena Cistoce | Optimizacija [7]
2. T, %B etinilestradiola u tabletama
3. pH, tG 2. UHPLC - kontrola procesa CiS¢enja u
proizvodnji, uzorak od rezidua 7
4.1G, T o
steroidnih hormona — neutralne supstance
3. UHPLC - ispitivanje stepena Cistoce
duloksetina u kapsulama — bazne
supstance
4. UHPLC - ispitivanje stepena Cistoce
tableta bikalutamida — polarne neutralne
supstance
tG, T, pH, %B HPLC metoda za odredivanje | Optimizacija [8]
moksifloksacina i necistoca u
farmaceutskim  oblicima  (tableta i
infuzija)
pH HPLC metoda za odredivanje | Optimizacija 9]
trimetazidin-dihidrohlorida i necistoca u
tabletama
%B, pH HPLC metoda za odredivanje | Optimizacija [10]
lerkanidipina 1 neCistoéa u APl i
farmaceutskim oblicima
tG, tC (B1/B2 — HPLC metoda za razdvajanje smeSe 8 | Optimizacija [11]
acetonitril/metanol) komponenti (aktivna supstanca i 7
necistoca)
T, %B, tG HPLC Resavanje problema [12]
neocekivanih
hromatografskih
rezultata (greske u
programiranju
gradijenta)
T, %B, pH i koncentracija HPLC metoda za razdvajanje smesSe 9 | Optimizacija [13]
pufera organskih kiselina
pH, %B HPLC metoda za razdvajanje abakavira, | Optimizacija [14]
lamivudina i =zidovudina u Trizivir
tabletama
T, pH HPLC metoda za razdvajanje Optimizacija [15]
roksitromicina od roksitromicina G i
drugih srodnih supstanci
T, %B HPLC metoda za razdvajanje smeSe [16]

supstanci steroidne strukture

212




ISPITIVANI FAKTORI | PRIMENA HPLC/UHPLC METODE CILJ PRIMENE REF.
DRYLAB SOFTVERA
Optimizacija: UHPLC metoda za ispitivanje stepena Skrining, optimizacija, [5]
tG, T, %B, pH Cistoce ebastina i farmaceutskih oblika sa | procena robusnosti,
ovom aktivnom supstancom definisanje Design
Robusnost: Space-a
tG, T, tC (% 2-propanola u
acetonitrilu), protok
mobilne faze, %B na
pocetku i kraju gradijenta
Optimizacija: HPLC metoda za ispitivanje sadrZaja i Procena robusnosti i [17]
tG, T, pH (3D Design stepena Cisto¢e pramipeksola definisanje Design
Space) Space-a u svrhu
koncentracija jon-par adaptacije
oncentracija jon-par farmakopejske metode
reagensa i jonska ja¢ina
rastvaraca (2D Eluent
Design Space)
Robusnost:
tG, T, pH, protok mobilne
faze, %B na pocetku i kraju
gradijenta
tG, T, pH UHPLC metoda za ispitivanje stepena Optimizacija [18]
Cistoce amlodipina
tG, pH, T, tC (B1/B2 — UHPLC metoda za ispitivanje stepena Optimizacija [19]
acetonitril/metanol) Cisto¢e amlodipina
tG, T, tC (B1/B2 - HPLC metoda za razdvajanje smese 7 Optimizacija, [20]
acetonitril/metanol) hidrosolubilnih vitamina (B1, B2, B6, definisanje
B12,C,PABA i PP) Design Space-a
Optimizacija: UHPLC metoda za istovremeno Optimizacija, [21]
tG, T, pH odredivanje sadrzaja dve aktivne Definisanje
supstance i njihovih necistoca u kapima | pegion Space-a i
Robusnost: za o&i .
) procena robusnosti
tG, T, pH, protok mobilne
faze, %B na pocetku i kraju
gradijenta
tG, T, pH HPLC metoda za razdvajanje smese Optimizacija, [22]
ftalne kiseline, yan.ilinske kiseline, definisanje
1zovan1h.nske kiseline, aspirina, Design Space-a
furosemida, doksepina, terbinafina,
atorvastatina i
klopidogrela
tG, T, pH, tC (B1/B2 — HPLC metoda za razdvajanje smesSe 11 Optimizacija, [23]
acetonitril/metanol) supstanci i njihovih necistoca definisanje

Design Space-a
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tG — trajanje gradijentnog eluiranja, T — temperatura, tC — sastav trokomponentne
mobilne faze (ternary composition), %B — udeo organskog rastvaraca u mobilnoj fazi,
pH — pH vodene faze, API — aktivna supstanca (eng. Active Pharmaceutical Ingredient),
HPLC (eng. High Performance Liquid Chromatography Method), UHPLC (eng. Ultra
High Performance Liquid Chromatography Method)

Iz podataka prikazanih u Tabeli I moze se zakljuciti da su najceSce ispitivani
parametri: temperatura kolone, pH vodene faze, vreme trajanja gradijentnog eluiranja,
udeo organskog rastvaraca u mobilnoj fazi, kao i sastav trokomponentne mobilne faze.

U radovima publikovanim pre pojave nove verzije softvera DryLab® v. 3.9 bilo je
moguce istovremeno ispitivati najvise 2 faktora, Sto se i moze videti analizom radova
[7-16]. U navedenim radovima, softver je koriS¢en za optimizaciju UHPLC [7] i HPLC
metoda [8-16]. U radu [7] prikazan je razvoj 4 UHPLC metode primenom DryLab®
2010 softvera, pri ¢emu su na efikasan naCin postignuti unapred zadati ciljevi za svaku
od metoda. U zavisnosti od metode pracena su po dva razlicita faktora — za metodu za
odredivanje necCisto¢a u tabletama etinilestradiola i za metodu za odredivanje
bikalutamida praceni su trajanje gradijenta i temperatura kolone, zatim za kontrolu
procesa Cis¢enja u proizvodnji, gde su pracene rezidue 7 steroidnih hormona, kao faktori
pracdeni su temperatura kolone i udeo organskog rastvaraca, dok je za razdvajanje
duloksetina 1 njegove tri necistoe pracena pH vrednost mobilne faze i program
gradijenta [7]. Za odredivanje moksifloksacina i necisto¢a u farmaceutskim oblicima u
cilju dobijanja 2D rezolucionih mapa razmatrane su slede¢e kombinacije faktora: vreme
gradijenta i sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi, vreme gradijenta i temperatura, kao i
sastav eluenta 1 pH [8]. Takode, mogu se nac¢i radovi gde je posmatran samo jedan
faktor, kao Sto je to u radu [9], gde je pri optimizaciji LC metode za odredivanje
trimetazidina 1 njegovih necisto¢a kao faktor pracena pH vrednost vodene faze, a na
osnovu dobijene rezolucione mape odreden je optimalan region, kao i region u kome je
metoda robusna. Metoda tecne hromatografije za pracenje lerkanidipina i necistoca
uspesno je optimizirana primenom DryLab® 2000 softvera, a praceni su udeo
acetonitrila u mobilnoj fazi i pH mobilne faze [10]. Pracenje trajanja gradijentnog
eluiranja i sastava trokomponentne mobilne faze pomoc¢u DryLab® 2000 plus v. 3.5
softvera opisano je u referenci [11] koja prikazuje optimizaciju HPLC metode za
ispitivanje aktivne supstance i njenih sedam necistoc¢a. Takode, publikovan je i rad sa
primenom softvera za reSavanje problema neocekivanih hromatografskih rezultata
(greske u programiranju gradijenta) [12], kao i za rangiranje parametara prema uticaju
na selektivnost metode [13] uz istovremeno pracenje po dva odabarana hromatografska
faktora. U radovima [14-16] potvrdena je uspeSna primena softvera za optimizaciju
HPLC metoda za razdvajanje abakavira, lamivudina i zidovudina u tabletama [14],
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zatim roksitromicina, njegovog homologa i1 srodnih supstanci [15], kao i za razdvajanje
smesSe steroidne strukture [16].

Navedeni radovi jasno govore u prilog uspesnoj primeni softvera tokom razvoja
hromatografske metode, a potvrduju i da se do optimalnih uslova moze do¢i izvodenjem
relativno malog broja eksperimenata. Osnovni nedostatak starijih verzija softvera
ogledao se u Cinjenici da analiti¢ar uvek mora da odabere dva faktora, a ostale da
odrzava na konstantnom nivou, jer je moguénost softvera bila samo u kreiranju 2D
grafikona. Novi regulatorni zahtevi, koji se primarno ogledaju u ICH Q8 smernici koja
namece zahtev da se odgovaraju¢om strategijom kvalitet ugradi u sam proizvod, imali
su uticaj 1 na pristup u razvoju metoda. Da bi metoda koja se koristi za pracenje
proizvoda bila odgovaraju¢eg kvaliteta i davala reproduktivne i pouzdane rezultate
potrebno je da i ona sama bude u skladu sa QbD konceptom. Upravo u tom pravcu je i
iSao dalji razvoj softvera Cija je nova verzija potvrdila mogucnost razvoja metoda koje
su u skladu sa QbD konceptom uz istovremenu mogucénost definisanja Design Space
kao zavrsni korak uspesnog razvoja metode. Nove moguénosti softvera vec su opisane u
referenci [5], ali se potvrda uspeSne primene nalazi i u referencama [17-23].

U radu [5] opisano je inkorporiranje ObD principa primenom DryLab® 4 softvera
u razvoju UHPLC metode za ispitivanje stepena Cisto¢e ebastina 1 njegovih
farmaceutskih oblika. Primenom softvera omogucen je vizuelni prikaz Design Space-a,
a studijom je potvrdeno da je postavljeni model za Design Space tacan sa relativnom
greSkom u predvidanju od svega 0,6 %. Pored znacajnog smanjenja trajanja analize sa
160 minuta na 4 minuta pokazalo se da je postavljena metoda pogodna i za ispitivanje
stabilnosti kako aktivne supstance, tako 1 odgovarajuc¢ih farmaceutskih oblika. U radu je
softver koriS¢en za skrining i optimizaciju trajanja gradijenta, temperature, sastava
mobilne faze i pH, kao i procenu robusnosti metode (ispitivano je 6 faktora na tri nivoa)
[5]. Dalje, nova verzija DryLab® softvera (DryLab® 4) koris¢ena je izmedu ostalog da
bi se pokazale moguénosti hromatografskog modelovanja u proceni robusnosti
farmakopejske metode za ispitivanje stepena Cisto¢e pramipeksola. U radu je
iskoriS¢ena nova opcija softvera Robustness Module za in silico procenu robusnosti
metode [17].

U radovima [18, 19] opisana je uspeSna primena nove verzije DryLab® softvera -
DryLab® 2010 za razvoj hromatografske metode za odredivanje amlodipina i
necistoca. Koriste¢i unapredenu verziju softvera pracena su tri faktora (trajanje
gradijenta, temperature kolone i pH eluenta A) ¢ime je omoguceno kreiranje 3D kocke 1
definsanje Design Space. U odnosu na farmakopejsku metodu postignuto je znacajno
skra¢ivanje vremena trajanja analize — razdvajanje je postignuto za 2 minuta, a
potvrdena je i robusnost razvijene metode.

Uspesno kreiranje Design Space primenom softvera opisano je u referenci [20]
koja navodi razvoj hromatografske metode za smesu sedam hidrosolubilnih vitamina pri
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¢emu su pracena tri faktora: vreme gradijenta, temperature kolone i sastav mobilne faze.
Primenom softvera uspes$no su postignuti definisani ciljevi kao $to su maksimalna
separacija u najkra¢em vremenu uz istovremenu mogucénost primene novorazvijene
metode na komercijalno dostupnim preparatima.

DryLab® 2010 v.4.0 softver je koris¢en za definisanje Design Space-a,
optimizaciju 1 procenu robusnosti UHPLC metode za istovremeno odredivanje sadrzaja
dve aktivne supstance i njihovih necistoéa u kapima za oci [21]. Radna tacka
postavljena je na osnovu dva kriterijuma: da se nalazi u centru robusnog regiona koji se
na grafickom prikazu vidi kao region oznacen crvenom bojom i da mu je najkrace
vreme izvodenja analize. Kao faktori praceni su vreme gradijenta, temperatura kolone 1
pH vrednost mobilne faze.

Cetiri kritiéna parametra — trajanje gradijentog eluiranja, temperatura, pH vrednost
vodene faze (eluenta A) i1 stacionarna faza, procenjivana su u okviru implementacije
ObD principa u razvoju HPLC metode za razdvajanje smese 9 supstanci (ftalna kiselina,
vanilinska kiselina, izovanilinska kiselina, aspirin, furosemid, doksepin, terbinafin,
atorvastatin 1 klopidogrel) i1 definisanje Design Space-a uz pomo¢ softvera za
modelovanje 1 baza podataka o stacionarnim fazama [22]. U ovom radu je Design Space
podeljen na dva dela Design Space kolone 1 Design Space mobilne faze da bi se opisao
uticaj stacionarne i mobilne faze na selektivnost. Najpre je odabrana odgovarajuca
kolona uz pomo¢ ColumnMatch®™ softvera, a zatim je DryLab® koris¢en za definisanje
Design Space-a mobilne faze uz pomo¢ 3D rezolucione kocke. Doslo se do zakljucka da
kolone koje su se pokazale slicnim na osnovu pretrazivanja baza, pokazuju i sli¢an
Eluent Design Space [22].

Pregled radova u kojima su primenjene nove verzije DryLab® softvera pokazuje
uspesnu primenu u dizajniranju Design Space. Kako novi trendovi u razvoju metoda
namecu potrebu za tzv. naucno-zasnovanom pristupu moze se zakljuciti da je 1 u
primeni samog softvera postignuto znacajno unapredenje i omoguéeno dobijanje
velikog broja podataka koji su od znacaja, a Sto je i potvrdeno nizom publikovanih
radova. S obzirom da se uvodenje QbD koncepta sve vise namece kao sastavni deo
razvoja, validacije 1 primene hromatografskih metoda o¢ekivano je da ¢e primenljivost
DryLab® softvera vremenom biti u znatajnom porastu.

Zakljucak

U radu je prikazana primena DryLab® softvera u te¢noj hromatografiji.
Literaturnim pregledom radova od 2000. godine uocena je sve veca primena softvera,
zbog moguénosti dobijanja znagajne koli¢ine podataka (10° hromatograma iz svega 12
dobro isplaniranih eksperimenata) uz jako mali utroSak vremena i resursa. Vreme
potrebno za razvoj metode koris¢enjem DryLab®-a se moZe svesti na svega nekoliko
dana, Cak 1 sati, za Sta su bili potrebni meseci tradicionalnim pristupom ,,pokusaja i
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greske”. Softver omogucava razvoj fleksibilnih metoda za rutinsku primenu u skladu sa
kriterijumima QbD, olakSava transfer metoda i Stedi vreme. Modelovanje je potpuno
ekoloski prihvatljivo, ¢ak i pozeljno, s obzirom da Stedi energiju i smanjuje koli¢inu
otpada.
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Summary

In this review article, aspects of DryLab® software application in liquid chromatography
are given. Literature survey shows wide application of software for chromatography method
development, optimization, as well as for robustness testing. Earlier versions of
DryLab"software enabled the simultaneous monitoring of the impact of two parameters on the
selected system response, as an upgraded version of the software provides significantly more
opportunities. Namely, the new DryLab"software version enables fulfilling requirements given
by Quality by Design (QbD) concept through a systematic approach to the development of
chromatographic methods, and the construction of a 3D cube which provides the visualization
of a Design Space. In addition, when running liquid chromatography methods on a routine basis
software can be a useful tool for optimization process in order to minimize retention times and
run time, as well as facilitating the transfer of a method (DryLab® data can be sent
electronically). Finally, DryLab"software provides useful information about the method and can
be applied to training of young analysts without performing experiments, while saving time,
money, and laboratory instruments.
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