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PRIMENA MULTIKRITERIJUMSKE OPTIMIZACIJE I KONCEPTA
DIZAJNA KVALITETA U RAZVOJU METODA TECNE
HROMATOGRAFIJE POD ULTRAVISOKIM PRITISKOM I
MICELARNE TECNE HROMATOGRAFIJE ZA PRACENJE
STABILNOSTI CILAZAPRILA I HIDROHLOROTIAZIDA

REZIME

Cilazapril je potentan dugodjeluju¢i inhibitor angiotenzin-konvertirajuceg
enzima. On je prolijek cilazaprilata koji je ujedno i1 njegov aktivni metabolit.
Hidrohlorotiazid je tiazidni diuretik koji inhibira reapsorpciju natrija 1 hlorida iz
bubreznih tubula i istovremeno povecava izlu¢ivanje kalija. Cilazapril 1 hidrohlorotiazid
se koriste kao monoterapija, ali i u kombinaciji pri ¢emu pokazuju sinergisticki

antihipertenzivni efekat.

Procjena efikasnosti, kvaliteta i bezbijednosti farmaceutskog doziranog oblika
podrazumijeva ispitivanje njegove hemijske stabilnosti pri razlicitim uslovima ¢uvanja.
Ovo se prvenstveno odnosi na stabilnost aktivnih farmaceutskih supstanci koja ovisi o
hemijskoj strukturi, a ispituje se sprovodenjem studija forsirane degradacije. Cilj studija
forsirane degradacije je prac¢enje degradacionih proizvoda, utvrdivanje puteva njihovog

nastanka i razvoj stability-indicating metode.

Simultano razdvajanje cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih degradacionih
proizvoda u toku jedne hromatografske analize za Sto krace vrijeme je veoma zahtjevan
zadatak jer se ispitivani analiti znacajno razlikuju po lipofilnosti i apsorpcionim
karakteristikama. SloZenost ispitivanog sistema je zahtijevala primjenu metodologije
multikriterijumskog odluc¢ivanja koriStenjem centralnog kompozicionog dizajna i
Derringer-ove funkcije poZeljnih odgovora. Razvijena je gradijentna stability-
indicating RP UHPLC metoda za razdvajanje cilazaprila, hidrohlorotiazida 1 njihovih
degradacionih proizvoda. Validacija optimizovane RP HPLC metode je izvrSena u cilju

potvrde njene primjenljivosti u rutinskim analizama.



Zadovoljavajuée razdvajanje kod gradijentnih metoda je veoma kompleksno i
ovisi o profilu gradijenta, geometriji kolone, brzini protoka mobilne faze i ekvilibraciji
kolone izmedu dvije analize. Stoga je za razdvajanje cilazaprila, hidrohlorotiazida i
njihovih degradacionih proizvoda primijenjen novi naucni koncept jednostavne i
efikasne procjene robusnosti gradijentne stability-indicating RP UHPLC metode. Ovaj
koncept je zasnovan na primjeni eksperimentalnog dizajna uz indirektno modelovanje
hromatografskih parametara i metodologiji pretrazivanja ¢vorova mreze. Predlozeno je
pracenje kriterija razdvajanja (s) koji se definiSe kao razlika izmedu retencionog
vremena pocetka pika i retencionog vremena kraja pika koji se prethodno eluira u

kriticnom paru.

Zadnji dio doktorske disertacije obuhvata razvoj izokratske stability-indicating
micelarne HPLC metode za praéenje stabilnosti cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih
degradacionih proizvoda primjenom dva razli¢ita metodoloska pristupa. Prvi pristup se
zasniva na konceptu analiti¢kog dizajna kvaliteta uz primjenu Box-Behnken dizajna koji
istovremeno osigurava razvoj robusne metode. Drugi pristup se zasniva na metodologiji
multikriterijumskog odlucivanja i predstavljen je u formi eksperimentalnog dizajna uz
metodologiju pretrazivanja ¢vorova mreze uz prijedlog jednostavne i efikasne procedure
procjene robusnosti. Oba pristupa rezultiraju pouzdanom i robusnom analitickom
metodom za pracenje stabilnosti cilazaprila 1 hidrohlorotiazida u kombinovanim
doziranim oblicima. Validacija micelarne HPLC metode je izvrSena u cilju potvrde

njene primjenljivosti u rutinskim analizama.

Kljuéne reci: cilazapril, hidrohlorotiazid, stability-indicating metoda, gradijentna
UHPLC, izokratska micelarna HPLC, multikriterijumska optimizacija, pretraga ¢vorova

mreze, AQbD, indirektno modelovanje, testiranje robusnosti
Naucna oblast: Farmacija
UZa naucna oblast: Analitika lekova

UDK broj: 615.225:543.544.068.7(043.3)



MULTICRITERIA OPTIMIZATION AND QUALITY BY DESIGN
CONCEPT IN DEVELOPMENT OF ULTRAHIGH PRESSURE LIQUID
CHROMATOGRAPHIC AND MICELLAR LIQUID
CHROMATOGRAPHIC METHODS FOR INVESTIGATION OF
CILAZAPRIL AND HYDROCHLOROTHIAZIDE STABILITY

ABSTRACT

Cilazapril is a potent long-acting angiotensin-converting enzyme inhibitor. It is a
prodrug of cilazaprilat which is also its active metabolite. Hydrochlorothiazide is a
thiazide diuretic which inhibits sodium and chloride reabsorption from kidney tubules
and simultaneously increases potassium secretion. Cilazapril and hydrochlorothiazide
are used as monotherapy, but also in combination, showing a synergistic

antihypertensive effect.

The evaluation of efficiency, quality and safety of the pharmaceutical dosage
form implies an investigation of its chemical stability under various storage conditions.
This primarily relates to the stability of active pharmaceutical substances that depend on
the chemical structure which is tested by conducting a forced degradation study. The
aim of the forced degradation studies is the monitoring of degradation products,
establishment of the paths of their formation and the development of stability-indicating

method.

Simultaneous separation of cilazapril, hydrochlorothiazide and their degradation
products during one chromatographic analysis for a shorter time is a very demanding
task because the analyzed analytes differ significantly by lipophilicity and absorption
characteristics. The complexity of the investigated system required the application of
multicriteria decision-making methodology using central composite design and
Derringer's desirable responses function. A gradient stability-indicating RP UHPLC
method was developed for the separation of cilazapril, hydrochlorothiazide and their
degradation products. The validation of the optimized RP HPLC method was performed

to confirm its applicability in routine analyzes.



Satisfactory separation in gradient methods is very complex and depends on the
gradient profile, column geometry, mobile phase flow rate and equilibrium of the
column between the two analyzes. Therefore, the new scientific concept of simple and
efficient estimation of the robustness of the gradient stability-indicating RP UHPLC
method was used for the separation of cilazapril, hydrochlorothiazide and their
degradation products. This concept is based on experimental design with indirect
modeling of chromatographic parameters and grid point search methodology. It is
proposed to follow the separation criterion (s) defined as the difference between the
retention time of the beginning of the peak and the retention time of the end of the

previously eluting peak in the critical pair.

The last part of the doctoral dissertation includes the development of isocratic
stability-indicating micellar HPLC method for the stability investigation of cilazapril,
hydrochlorothiazide and their degradation products with the application of two different
methodological approaches. The first approach is based on the concept of analytical
Quality by Design with the implementation of the Box-Behnken design, which
simultaneously ensures robust method development. The second approach is based on
the multicriteria decision-making methodology and is presented in the form of
experimental design along with the grid point search methodology with the proposition
of a simple and efficient robustness testing procedure. Both approaches result in a
reliable and robust analytical method for investigation of cilazapril and
hydrochlorothiazide stability in combined dosage forms. Validation of the micellar

HPLC method was performed to confirm its applicability in routine analyzes.

Key words: cilazapril, hydrochlorothiazide, stability-indicating method, gradient
UHPLC, isocratic micellar HPLC, multicriteria optimization, grid point search, AQbD,

indirect modeling, robustness testing
Scientific field: Pharmacy
Narrow scientific field: Drug analysis

UDK number: 615.225:543.544.068.7(043.3)
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1.UVOD



1.1. Osnovne karakteristike cilazaprila i hidrohlorotiazida

1.1.1. FarmakoloSke i farmakokineticke osobine cilazaprila i hidrohlorotiazida

Cilazapril spada u kategoriju najpotentnijih dugodjelujucih inhibitora angiotenzin-
konvertiraju¢eg enzima (eng. angiotensin-converting enzyme, ACE) koji sadrze
dikarboksilnu grupu. Farmakoloski efekti ACE inhibitora nastaju kao rezultat regulacije
renin-angiotenzin-aldosteron sistema. Oni kompetitivno blokiraju funkciju ACE,
odnosno smanjuju prevodenje angiotenzina I u angiotenzin II koji je jak vazokonstriktor
i smanjuju razgradnju bradikinina koji je jak vazodilatator. ACE inhibitori smanjuju
izluCivanje aldosterona i vazopresina, kao i1 simpaticku nervnu aktivnost. Inhibicija
lu¢enja aldosterona rezultira smanjenjem reapsorpcije jona Na® i vode i izlu¢ivanjem
jona K'. Efekti primjene ACE inhibitora obuhvataju Sirenje krvnih sudova koje
smanjuje periferni otpor i smanjenje volumena tjelesnih te¢nosti sto dovodi do snizenja
krvnog pritiska. ACE inhibitori pokazuju vaskuloprotektivnu 1 antitrombocitnu
aktivnost (1-3). Cilazapril predstavlja prolijek, odnosno monoetil ester cilazaprilata
(dikiseline) koji je ujedno i njegov aktivni metabolit (4). Nakon oralne primjene
monohidratnog oblika, cilazapril se apsorbuje 1 brzo hidrolizira u jetri do polarnijeg
cilazaprilata ¢ija je bioraspoloZivost oko 60% 1 koji se dalje ne metabolizira. Najveca
koncentracija cilazaprilata u plazmi se javlja nakon 2 sata. Hemodinamicki efekti se
uocavaju 1 sat nakon primjene doze, a maksimalan efekat nakon 3 do 7 sati i traje oko
24 sata §to dozvoljava doziranje od jednom dnevno (4-6).

Hidrohlorotiazid spada u grupu tiazidnih diuretika koji se aktivno luc¢e u proksimalni
tubul, ali je njihovo mjesto djelovanja elektroneutralni Na*/CI” simporter na luminalnoj
membrani ¢elije prednjeg segmenta distalnog tubula (7-8). Oni inhibiraju Na*/CI-ATP-
azu sprjeavajuéi vanjski transport jona Na® i CI pri Cemu istodobni porast
koncentracije intracelijskog Na* smanjuje gradijent i dotok Na® jona iz urina, §to
rezultira gubitkom jona Na® i CI', zajedno sa vodom. Izlu¢ivanje jona K* nastaje kao
posljedica povecéane koncentracije Na* u distalnom tubulu pri ¢emu se pojadava proces
izmjene Na'/K*. Izlu¢ivanje jona Mg'" je pojacano, dok je izluc¢ivanje jona Ca**
smanjeno. Tiazidi u manjem opsegu inhibiraju i reapsorpciju bikarbonatnih jona (4, 9-
10). Hidrohlorotiazid se primjenjuje za tretman hipertenzije, sam ili u kombinaciji sa
drugim antihipertenzivima. Koristi se i za tretman edema povezanih sa zatajenjem srca

ili bubreznim 1 jetrenim poremecajima, tretman edema koji prate premenstrualni



sindrom, prevenciju zadrzavanja vode povezanu sa kortikosteroidima i estrogenima,
tretman diabetes insipidus-a 1 prevenciju stvaranja bubreznih kamenaca kod pacijenata
sa hiperkalciuremijom. Hidrohlorotiazid se brzo absorbuje iz gastrointestinalnog trakta,
bioraspolozivost mu je od 65% do 70%, uz plazmatski poluzivot izmedu 5 1 15 sati (4,
11). Sto se ti¢e same hemijske strukture hidrohlorotiazida, hidrofobni Hansch parametar
i formalni naboj na poziciji C-7 djelimi¢no doprinose diuretickoj aktivnosti. Ovi kiseli
H atomi su odgovorni za formiranje soli koje su rastvorljive u vodi i koje se koriste za
intravensku primjenu. Takode, atom hlora na polozaju 6 je neophodan za diureticku
aktivnost.

Cilazapril 1 hidrohlorotiazid se svakako koriste kao monoterapija, ali u kombinaciji
pokazuju sinergisticki antihipertenzivni efekat koji rezultira ve¢im procentom pacijenata
koji zadovoljavajuce reagiraju. Na trziStu su dostupne fiksne kombinacije ovih lijekova
koji imaju razli¢it mehanizam djelovanja u cilju primjene minimalnih doza koje

minimiziraju klinicke i metaboli¢ke nezeljene efekte (12-13).

1.1.2. Fizi¢ko-hemijske osobine znacajne za farmaceutsku analizu cilazaprila i
hidrohlorotiazida

Cilazapril je aktivna farmaceutska supstanca koja hemijski predstavlja estar cilazaprilata

1 etanola (slika 1) 1 oficinalna je po Europskoj (14) i Britanskoj farmakopeji (15).

(1S,9S)-9-[[(1S)-1-(etoksikarbonil)-3-fenilpropil Jamino]-10-oksooktahidro-6H-
piridazino[1,2-a][1,2]diazepin-1-karboksilne kiseline monohidrat

C22H31N305,H20 Mr 435,5
CAS broj: [92077-78-6] ATC sifra: CO9AA08

Slika 1. Strukturna formula cilazaprila

Cilazapril je bijela ili skoro bijela kristalna praSkasta supstanca koja je slabo rastvorljiva

u vodi i slobodno rastvorljiva u metanolu i metilen hloridu (14). Preciznije, cilazapril je



rastvorljiv u vodi oko 0,5%, odnosno 0,5 g u 100 mL vode (16). Tacka topljenja
cilazaprila je u opsegu 95°C —97°C (5).

Cilazapril u svojoj strukturi sadrzi etoksikarbonil, fenilpropilamino i kondenzovan
sistem piridazina i diazepina, koga odlikuje prisustvo laktamske i karboksilne
funkcionalne grupe. U okviru etoksikarbonilnog dijela strukture prisutna je estarska
funkcionalna grupa, dok je u fenilpropilamino dijelu strukture prisutna sekundarna
amino funkcionalna grupa. Na osnovu svih navedenih funkcionalnih grupa, cilazapril
predstavlja amfolit zbog jednog kiselog (karboksilna grupa) i jednog baznog centra
(sekundarna amino grupa) (17). Jonizirajuéa karboksilna grupa je karakteristika svih
ACE inhibitora i sa baznom amino grupom moze biti protonirana pri odgovarajuc¢oj pH
vrijednosti rastvora. Na taj nacin cilazapril moZze biti pozitivno naelektrisan, negativno
naelektrisan ili u zwitter-jonskoj formi. Nakon hidrolize estarske funkcionalne grupe,
oslobada se jos jedna karboksilna grupa i dobija se farmakoloski aktivan oblik lijeka,
cilazaprilat. pKa vrijednosti za etoksikarbonil grupu upucuje da je ona kiselija od
karboksilne grupe koja je vezana za bicikli¢ni sistem (1). Stepen jonizacije cilazaprila
utice na njegovu rastvorljivost 1 hromatografsko ponasanje, te je poznavanje kiselo-
baznih osobina, kao i hidrofilnosti-lipofilnosti pri razli¢itim pH vrijednostima od
izuzetne vaznosti. pKa vrijednost 5,06 odgovara sekundarnoj amino grupi, pKa 1,31
odgovara tercijarnoj amino grupi i pKa od 3,40 odgovara karboksilnoj funkcionalnoj

grupi (slika 2).
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Slika 2. pKa vrijednosti cilazaprila

Vrijednosti koeficijenata raspodjele, logP, najbolje opisuju lipofilnost lijeka. Vrijednosti
logP vece od 1 ukazuju da je jedinjenje lipofilno, a vrijednosti manje od -1 da je
jedinjenje hidrofilno. Manje polarna estarska grupa doprinosi vecoj lipofilnosti

cilazaprila i njegova logP vrijednost iznosi 1,93.



Aktivna farmaceutska supstanca hidrohlorotiazid je oficinalna po Europskoj (14) i

Britanskoj farmakopeji (15). Njegova struktura je predstavljena na slici 3.

\\// Z°

6-hloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioksid
C7H8C1N304Sz Mr 297,7

CAS broj: [58-93-5] ATC sifra: CO3AA03

Slika 3. Strukturna formula hidrohlorotiazida

Hidrohlorotiazid je bijela ili skoro bijela kristalna praSkasta supstanca slabo rastvorljiva
u vodi 1 96%-tnom etanolu, a rastvorljiva u acetonu. Rastvara se u razblaZenim
rastvorima alkalnih hidroksida 1 dimetilformamidu. Hidrohlorotiazid pokazuje
polimorfizam. Tacka topljenja hidrohlorotiazida se nalazi u opsegu 273°C - 275°C (5).
Strukturu hidrohlorotiazida odlikuje prisustvo aromaticnog prstena, aciklicnog
sulfonamida, ciklicnog sulfonamida, sekundarnog amina i prisustvo hlora. Kiselinsko-
bazne osobine tiazida ukazuju da su oni slabo kisela jedinjenja Cije jezgro Cini
benzotiadiazin 1,1-dioksid. Atom hidrogena na poziciji 2-N je najkiseliji zbog
elektronegativnosti susjedne sulfonske grupe. Sulfonamidna grupa na C-7 predstavlja
dodatno mjesto kiselosti molekule, ali je njena kiselost slabija od kiselosti vodonikovog
atoma na poloZaju 2-N (18-19).

Sulfonamidna grupa povecava hidrofilni karakter hidrohlorotiazida 1 njegova logP
vrijednost iznosi -0,58. Hidrohlorotiazid ima tri pKa vrijednosti, pri ¢emu pKa 9,09
potie od alifati¢ne sulfonamidske grupe, pKa 9,83 potice od ciklicne sulfonamidske
grupe i pKa 11,31 od sekundarne aromaticne amino grupe. pKa vrijednosti

hidrohlorotiazida predstavljene su na slici 4.



) 0
Ny X P
H2N/ S
9.09 )
cl N
'H‘.-:!J'I

Slika 4. pKa vrijednosti hidrohlorotiazida

1.1.3. Necistoce i degradacioni proizvodi cilazaprila i hidrohlorotiazida

U monografiji Europske farmakopeje (14) opisane su Cetiri srodne supstance cilazaprila.
Necistoca A (slika 5) predstavlja specificiranu srodnu supstancu koja potice iz postupka
sinteze sa definisanim limitom prihvatljivosti od 0,1%. Sve specificirane srodne

supstance su one srodne supstance koje imaju definisan kriterijum prihvatljivosti.

1,1-dimetiletil (15,95)-9-[[(S)-1-(etoksikarbonil)-3-fenilpropil]amino]-10-oksooktahidro-6 H-
piridazino[1,2-a][1,2]diazepin-1-karboksilat

Slika 5. Hemijska struktura necisto¢e A

Necistoca B predstavlja specificiranu srodnu supstancu koja potice iz postupka sinteze,
ali moZe biti 1 degradacioni proizvod koji nastaje u toku ¢uvanja doziranog oblika, sa
definisanim kriterijjumom prihvatljivosti od 0,5% 1 njena hemijska struktura je

predstavljena na slici 6.

(15,98)-9-[[(S)-1-karboksi-3-fenilpropilJamino]-10-oksooktahidro-6 H-piridazino[ 1,2-a][1,2]

diazepin-1-karboksilna kiselina

Slika 6. Hemijska struktura necisto¢e B



Necistoce C i1 D, takode, predstavljaju specificirane necisto¢e koje imaju kriterijum
prihvatljivosti od 0,1% i 0,2% redom, i predstavljene su na slikama 7 i 8. Necistoce C i
D poticu iz postupka sinteze, dok necistoCa D mozZe nastati 1 degradacijom aktivne

supstance u toku ¢uvanja doziranog oblika.

HSC—/ o

etil (15,95)-9-[[(S)-1-(etoksikarbonil)-3-fenilpropil]amino]-10-oksooktahidro-
6H-piridazino[1,2-a][1,2]diazepin-1-karboksilat

Slika 7. Hemijska struktura necistoée C

(15,98)-9-[[(R)-1-(etoksikarbonil)-3-fenilpropilJamino]-10-oksooktahidro-6 H-
piridazino[1,2-a][1,2]diazepin-1-karboksilna kiselina

Slika 8. Hemijska struktura necistoé¢e D

Prema Europskoj monografiji hidrohlorotiazida (14) opisane su tri srodne supstance i to
necisto¢e A, B 1 C koje predstavljaju specificirane srodne supstance sa kriterijumima
prihvatljivosti od 0,5%. Strukture i hemijski nazivi navedenih necistoc¢a predstavljene su

na slikama 9, 101 11.
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6-hloro-2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioksid (hlorotiazid)

Slika 9. Hemijska struktura necisto¢e A
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4-amino-6-hlorobenzen-1,3-disulfonamid (salamid)

Slika 10. Hemijska struktura necistoce B
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6-hloro-N-[(6-hloro-7-sulfamoil-2,3-dihidro-4H-1,2,4-benzotiadiazin-4-il 1,1-dioksid)metil]-3,4-dihidro-
2H-1,2,4-benzotiadiazin-7-sulfonamid 1,1-dioksid

Slika 11. Hemijska struktura necistoc¢e C

Sve navedene necisto¢e mogu poticati iz postupka sinteze, dok necistoa A moze biti i
degradacioni proizvod.



1.2. Razvoj metoda farmaceutske analize

Jedan od najces¢e primjenjivanih pristupa razvoju metoda farmaceutske analize bio je
pristup variranja jedne po jedne nezavisno promjenljive koje je potrebno optimizovati i
taj pristup se oznacavao kao OFAT (eng. one factor at the time) (20). U novije vrijeme
je ovakav pristup skoro napusten i ide se u pravcu istovremene optimizacije vise
nezavisno promjenljivih (faktori) i zavisno promjenljivih (odgovori sistema u odnosu na
koje se vrsi optimizacija). Da bi se Sto efikasnije sprovelo istrazivanje i malim brojem
eksperimenata doslo do Sto veceg broja podataka, koristi se statisti¢ki pristup planiranja
eksperimenata, takozvani hemometrijski pristup. Na ovaj nain dobijeni rezultati se
analiziraju primjenom statistiCkih metoda Sto omogucava donosSenje objektivnih i
validnih zakljucaka na osnovu dobijenih matematickih, statistickih i logickih metoda.
Ukoliko se Zeli izvrsiti istovremena optimizacija, ne samo vise nezavisno promjenljivih,
nego i zavisno promjenljivih, primjena metodologije multikriterijumskog odlu¢ivanja
predstavlja jo$ jedan veoma koristan pristup (21). Ona predstavlja savremeni statisticki
pristup planiranja eksperimenata koji omogucava dobijanje velikog broja podataka iz

Sto manje eksperimenata (20).

1.2.1. Eksperimentalni dizajn u fazi skrininga i optimizacije metode

Savremeni pristup optimizaciji metode najceS¢e obuhvata fazu skrininga i1 fazu
optimizacije. Eksperimentalni dizajni se dijele na skrining dizajne, dizajne povrSine
odgovora 1 mjeSovite dizajne. Cilj izvodenja skrining dizajna je ispitivanje velikog broja
promjenljivih koje mogu potencijalno utjecati na pracenje odgovora izvodenjem malog
broja eksperimenata. Promjenjive se najceSce ispituju na dva nivoa postavljena na
osnovu preliminarnih ispitivanja. NajceS¢e koriSteni skrining dizajni su: puni faktorski,
frakcioni faktorski ili Plackett-Burman. Ova faza sluzi za identifikaciju znacajnih
promjenljivih koje imaju statisticki znacajan uticaj na posmatrani odgovor 1 koje se
dalje detaljno ispituju. Dizajni povrSine odgovora se koriste za odredivanje optimalnih
nivoa najznacajnijih faktora i podrazumijevaju ispitivanje faktora na najmanje tri nivoa.
Oni se dijele na simetri¢ne (puni faktorski na tri nivoa, centralni kompozicioni, Box-
Behnken i1 Doehlert) 1 asimetricne (D-optimalni dizajn konstruiran sa uniformnim
mapirajuéim Kennrad i Stone algoritmom). Upotreba odredene vrste dizajna ovisi o

broju i vrsti faktora, svrsi upotrebe i preferencijama analitiCara (22-23). Primjenom



efikasnog eksperimentalnog dizajna je moguce ispitati i optimizirati svaki parametar u
prethodno definisanom opsegu provodenjem malog broja eksperimenata u kojima se
vrijednosti viSe parametara istovremeno mijenjaju uz detaljan opis uticaja varijabli i
medusobnih interakcija pruzajuéi prave optimalne vrijednosti (20).

Centralni kompozicioni dizajn (eng. central composite design, CCD) je dizajn povrsine
odgovora koji definiSe matematicke modele koji opisuju ponaSanje sistema. NajSiru
primjenu ima pri definisanju optimalnih uslova za razdvajanje komponenata smjese i
procjeni robusnosti metode (24-25). Sastavljen je od punog faktorskog dizajna i
zvijezda dizajna. Relacija N=2*+2k+p definiSe ukupan broj eksperimenata, pri emu k
predstavlja broj varijabli, a p broj ponavljanja u centralnoj tacki koja sluze za preciznu
procjenu Ciste eksperimentalne greSke, stabilizaciju variranja predvidenog odgovora i
kao mjera adekvatnosti modela. Zvijezda tacke dizajna se nalaze na udaljenosti jednakoj
+a ili —a od centra eksperimentalne domene, pri ¢emu vrijednost a zavisi od kriterija
eksperimenta. Ukoliko je vrijednost a postavljena na 1 nastaje dizajn orjentisan ka
centru (eng. face centered design) (26-28).

Box-Behnken dizajn predstavlja alternativu centralnom kompozicionom, odnosno
rotiraju¢i ili skoro rotiraju¢i dizajn drugog reda koji je zasnovan na nepotpunom
faktorskom dizajnu. Njegovom primjenom se vr$i ispitivanje tri ili viSe faktora na tri ili
viSe nivoa uz izvodenje 2k(k-1)+nc eksperimenata, pri ¢emu je k broj ispitivanih
varijabli, n broj ponavljanja u centralnoj tacki c. Prednost ovog dizajna u odnosu na
centralni kompozicioni se ogleda u izvodenju manjeg broja neophodnih eksperimenata.
On ima prednost 1 pri ispitivanju sistema sa viSe od dva faktora u slucajevima kada je
poznato da se optimalna vrijednost nalazi u sredini definisanog opsega faktora. Takode
je pogodan i za primjenu u sluc¢ajevima kada postavljanje svih faktora na njihove
ekstremne vrijednosti ne mogu eksperimentalno da se izvedu, jer ova vrsta dizajna nema
ni jedan eksperiment kod koga su svi faktori istovremeno na grani¢nim vrijednostima
(22, 29).

Matematicka funkcija koja povezuje nivoe faktora i odgovora sistema predstavlja
matematicki model koji se dobija regresionom analizom eksperimentalnih rezultata
optimizacione vrste eksperimentalnog dizajna. Najjednostavniji model je linearni
(polinom prvog reda, jednacina (1)):

y:b0+b1x1+b2xz+ b3x3...+bixy +€ (D)
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Interakcioni model (polinom drugog reda, jednacina (2)) je sloZeniji i predstavlja se na

sljedeci nacin:
y=bo+b1x1 +boxo+... +bkxk+b12x1)Q+b13XJX3+b23xZX3+... +b(k_1)kx(k_1}xk+ I (2)
dok se kvadratni model (jednacina (3)) predstavlja kao:
y:b0+b1x1+b2x2+...+bkxk+b12x1x2+b13x1x3+b23x2x3+... +b(k_1)kX(k_1}Xk

2 2 2
+b11x; +boxy +...+buxi +E. 3)

U prethodnim jednafinama y predstavlja odgovor sistema, k je ukupan broj
promjenljivih, € je greSka, by je odsjecak, x;, x2, x3 1 x; su kodirane vrijednosti faktora,
bixi, baxz 1 byxy su linearni Clanovi, bjoxixz, byzxixz, basxoxs 1 byepuXp-1x%x su ¢lanovi
interakcija, dok su b, 1x12, b22x22 1 bkkxkz kvadratni ¢lanovi. Koeficijenti mogu imati
pozitivnu ili negativnu vrijednost. Ukoliko je koeficijent modela pozitivan, povecanjem
vrijednosti faktora se povecava vrijednost odgovora i obrnuto ukoliko se radi o
koeficijentu negativne vrijednosti. Koeficijenti linearnih ¢lanova ukazuju na vezu
faktora i odgovora sistema, koeficijenti ¢lanova interakcija ukazuju na faktorske
interakcije, dok koeficijenti kvadratnih ¢lanova opisuju zakrivljenost povrSine odgovora
1 odgovorni su za minimum i maksimum. Znacajnost faktora se procjenjuje na osnovu
vrijednosti koeficijenta. Vec¢i koeficijent ukazuje na veci uticaj faktora na sistem.
Statisticka procjena znacajnosti faktora je moguca upotrebom Studentovog t-testa, F-
testa ili grafika vjerovatnoce normalne raspodjele (26, 30-31). Metodologija povrSine
odgovora sistema (eng. response surface methodology, RSM) pruza trodimenzionalni
prikaz ponaSanja sistema u eksperimentalnom domenu i omogucava odabir optimalnih

uslova (24, 26).

1.2.2. Metodologija multikriterijumskog odlucivanja

Savremeni naucni pristup koji primjenjuje eksperimentalni dizajn i metodologiju
multikriterijjumskog odlu€ivanja (eng. multicriteria decision making approach)
predstavlja racionalan pristup razvoju selektivne metode tecne hromatografije pod
visokim pritiskom (eng. high performance liquid chromatography, HPLC) sa znatno
kraéim trajanjem analize. Relativno je lako utvrditi optimalne vrijednosti jedne ili dvije

varijable upotrebom metodologije povrsine odgovora. Pri hromatografskim analizama je
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najcesc¢e neophodno zadovoljiti viSe postavljenih podjednako vaznih ciljeva. Za
istovremenu optimizaciju viSe faktora se primjenjuje metodologija multikriterijumskog
odluc¢ivanja koja procjenjuje statisticku znaCajnost uticaja viSe faktora i njihovih
medusobnih interakcija (27, 32).

Najsiru primjenu imaju funkcije pozeljnih odgovora. Pristup se zasniva na ¢injenici da
je kvalitet procesa koji zavisi od nekoliko karakteristika kvaliteta potpuno neprihvatljiv
ukoliko je barem jedna karakteristika izvan ,,poZeljnog* limita. Neophodno je definisati
uslove koji ¢e obezbijediti ,,najpozeljnije* vrijednosti odgovora (32-33). Derringer-ova
funkcija pozeljnih odgovora (eng. Derringer desirability function) ima primjenu i na
linearnim 1 nelinearnim matematickim modelima i ne zahtijeva definisanje prioritetnog
odgovora sistema. Ona se zasniva na konstrukciji funkcije poZeljnih odgovora za svaki
pojedinacni odgovor sistema u koju se unose postavljeni ciljevi. Skala za pojedina¢nu
funkciju pozeljnih odgovora se kre¢e od d=0 (potpuno nepozeljan nivo odgovora) do
d=1 (savrseno pozeljan odgovor) (32, 34-35). Razlicite funkcije pozeljnih odgovora se
koriste ovisno o tome da li je odgovor neophodno minimizirati, maksimizirati ili mu je
neophodno pridruziti ta¢no odredenu vrijednost, pri ¢emu se oznake L;, U; i T; odnose
na donje, gornje i taéno odredene vrijednosti poZeljne za odgovor Y; (L; < T; < Uj).
Ukoliko je cilj dobijanje tacno odredene vrijednosti odgovora tada se pojedinacne

funkcije pozeljnog odgovora definiSu izrazom:

,

|:)}f — Li:| ool [ < )}f <T;

T; — L;
di =S [V, — U] we T; < Y; < U,
{T,— - UJ
|0 woie ¥; < Li w Y; > U @)

U slu¢aju maksimiziranja odgovora pojedinacne pozeljne funkcije se definiSu izrazom:

O ako je Yi < Ll
i — L] i
d,' = ako je Li < Yi < T,'
T: — L,
1 ako je };l 2 Tl — UI'

S

T; se interpretira kao dovoljno velika vrijednost za odgovor, koja moze biti U..
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Pri minimizaciji odgovora se koristi sljedeci izraz:

l ako je Yi S Tj = Li
A! - Ui ’ 7
dj = aoje UJ; < Y; < T;
T, — U
O ako je }}!— 2 U{

(6)

T; oznacava dovoljno malu vrijednost za odgovor, koja moze biti L;. Ukoliko je potreba
za postizanjem svih ciljeva jednaka tada je s=1. Individualne funkcije pokazuju da li
razli¢iti faktori imaju slian ili razli¢it uticaj na odgovor. Ukupna funkcija pozeljnih
odgovora je tezinska geometrijska sredina pojedinacnih funkcija pozeljnih odgovora i
prikazuje se trodimenzionalno u cilju uocavanja globalnog optimuma i procjenjuje

relacijom:

D= (d [xd} x..xd] )% (7)

pri ¢emu se k odnosi na broj odgovora (32, 34-35). Vrijednost D pruza ukupnu procjenu
funkcije pozeljnih odgovora za kombinovane nivoe odgovora. Opseg D vrijednosti
obuhvata interval [0,1] pri ¢emu on raste kako odnos osobina postaje pogodniji.
Ukoliko bilo koji odgovor ima vrijednost d;=0, tada je ukupna funkcija poZeljnih
odgovora D=0 (36).

1.2.3. Indirektno modelovanje i metodologija pretrage ¢vorova mreze

Poseban izazov pri optimizaciji HPLC metode predstavlja odabir prikladnog
matematickog modela za izvedene hromatografske parametre koji direktno zavise od
drugih parametara (faktori kapaciteta, rezolucije ili selektivnosti). Faktor rezolucije se
ponekad teSko modeluje na direktan nacin, §to se narocito ogleda pri ispitivanju
robusnosti u sluc¢ajevima kada vrijednosti rezolucije variraju u uskom opsegu i kada su
bliske jedinici. Iz tog razloga se dobijaju veoma Cesto matematicki modeli koji imaju
nedovoljno dobru mo¢ predvidanja, $to se moze prevazi¢i primjenom indirektnog
modelovanja.

Indirektno modelovanje se zasniva na primjeni adekvatnog matematickog modela koji

opisuje promjene retencionog vremena unutar odabranog eksperimentalnog regiona jer
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je ono najbolji pokazatelj retencionog ponasanja (37-38). Indirektno se modeluje kriterij
razdvajanja (s) koji se definiSe kao razlika izmedu pocetka pika i kraja prethodnog pika
(39). Ovaj pristup obuhvata direktno modelovanje retencionih vremena pocetka pika 1
kraja prethodnog pika 1 posljedni¢no izvodenje s vrijednosti. Kao kriterijum je
definisano da je razdvajanje na baznoj liniji postignuto ukoliko je vrijednost s iznad ili
jednaka 0. Osnovna prednost ovog koncepta predstavlja kreiranje matematickog modela
za jednostavne hromatografske kriterije 1 mogucénost indirektnog modelovanja
kompleksnih hromatografskih odgovora. Iz navedenih razloga indirektno modelovanje
se preporucuje za procjenu robusnosti HPLC metode. Ovaj koncept brze procjene
pokazuje da li je metoda robusna pri odredenim hromatografskim uslovima, da li ju je
neophodno modifikovati ili pak kriticne hromatografske parametre odrzavati
konstantnim (38).

Numeri¢ka optimizacija je precizna, nedvosmislena i moze se implementirati u
kompjuterski program pri ¢emu se automatizuje analiticki proces i smanjuje moguénost
greSke. Ona pruza mogucnost definisanja optimuma za veéi broj odgovora.
Najjednostavnija 1 najprikladnija numeric¢ka tehnika je metodologija pretrage ¢vorova
mreze. Ona se zasniva na definisanju i procjeni modela kompjuterskim programom.
Nakon statistiCke obrade matematiC¢kog modela, eksperimentalna domena se dijeli u
mrezu odgovarajue gustine diskretizacijom ispitivanih faktora. Najvazniji korak
predstavlja ispravan odabir gustine ¢vorova mreZe. Veliki razmak izmedu ¢vorova
mreze dovodi do gubitka informacija i greSaka pri definisanju optimalnih uslova, dok
premali razmak uzrokuje nepotrebno i predugo racunanje. Sljede¢i korak podrazumijeva
postavljanje kriterijuma koje praceni odgovori moraju ispuniti 1 pretrazivanje svih
¢vorova mreze. Iz definisanog eksperimentalnog prostora se izdvajaju oni ¢vorovi koji
zadovoljavaju postavljene kriterijume pri ¢emu se bilo koja od ovih tacaka moZe
odabrati kao optimum, odnosno kao radna. Dodatna prednost ovog pristupa se ogleda u
tome $to ova pretraga moze osigurati izraCunavanje odgovora u svakom ¢voru mreze na
osnovu dobijenih matemati¢kih modela i osigurati preciznu procjenu robusnosti metode

procjenom domena odabranih varijabli (37, 40).
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1.2.4. Primjena koncepta dizajna kvaliteta u razvoju i optimizaciji metoda

Koncept dizajna kvaliteta (eng. Quality by Design, QbD) podrazumijeva naucno
utemeljeni pristup zasnovan na primjeni eksperimentalnog dizajna i analize rizika koji
ima primjenu u razvoju farmaceutskih proizvoda, ispitivanju stabilnosti i razvoju
metoda za pracenje stabilnosti. Savremene smjernice u farmaceutskoj industriji
preporucuju njegovu primjenu kroz brojne inicijative (41-42) i regulatorne dokumente
(43-45). Empirijski pristup razvoju metode podrazumijeva nasumicno izvodenje
eksperimenata na osnovu kojih se postavljaju optimalni uslovi analize bez procjene svih
potencijalnih rizika. Kvalitet metode se potvrduje testiranjem na kraju procesa razvoja,
odnosno u fazi validacije metode Sto moze zahtijevati ponovno izvodenje cijelog
procesa razvoja uz potro$nju novca i vremena.

ObD se definiSe kao ,,sistematican pristup razvoju koji pocinje prethodno definisanim
ciljevima i naglasava razumijevanje produkta i procesa, kao i kontrolu procesa, a
zasniva se na naucnim pricipima i upravljanju rizicima kvaliteta® (43). Zbog brojnih
nedostataka empirijskog preporucuje se primjena QbD pristupa koji poboljsava ukupni
kvalitet, efikasnost procesa 1 regulatornu fleksibilnost. Ovaj koncept zahtijeva
dizajniranje i1 ugradivanje zeljenog kvaliteta umjesto njegovog testiranja u zavrs$noj fazi
kontrole lijeka kako bi se izbjeglo dobijanje proizvoda loSeg kvaliteta (46). QbD pristup
koji ima primjenu u razvoju metoda za farmaceutsku analizu predstavlja analiticki QbD
(eng. Analytical QbD, AQbD) (47). AQbD pristup omogucéava bolje razumijevanje
uticaja ispitivanih faktora na odgovor u cilju obezbjedivanja kvaliteta lijeka, odnosno
stalno unapredivanje karakteristika kvaliteta i bolje razumijevanje uslova razvoja
selektivne i efikasne metode, kao i svih potencijalnih rizika i nesigurnosti. Umjesto
fiksnih optimalnih uslova, AQbD pristup definiSe optimalni region, odnosno prostor
dizajna (48).

AQbD pristup u razvoju HPLC metode predstavlja sistemati¢an proces koji obuhvata
nekoliko koraka (49-50). Prvi korak podrazumijeva postavljanje ciljnog analitickog
profila (eng. analytical target profile, ATP) odnosno definisanje osobina i kriticnih
atributa metode (eng. critical method attributes, CMAs), odnosno kriticnih odgovora
hromatografskog sistema. Pojam CMAs predstavlja analiticki ekvivalent kriticnim
atributima kvaliteta (eng. critical quality attributes, CQAs) (43). Ciljni kvalitet metode

podrazumijeva skup kriterijuma koji definiSu Sta ¢e se mjeriti, u kojem matriksu, u
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kojem koncentracijskom opsegu, kao i specifikacije i zahtjeve metode. Osnovni cilj
hromatografskih metoda je omogucavanje maksimalne selektivnosti uz minimalno
trajanje analize u robusnom dijelu eksperimentalnog prostora. CQAs se odnose na
kriticne odgovore sistema, kao Sto su optimalno trajanje analize, zadovoljavajuce
razdvajanje komponenata, prikladna cijena i slicno (46, 51). CQAs za procjenu
razdvajanja se dijele na elementarne i globalne kriterijume razdvajanja, pri ¢emu
elementarni sluze za procjenu razdvajanja za jedan par pikova (faktor selektivnosti i
rezolucije, kriterijumi zasnovani na odnosu visine pika i doline koja spaja pikove).
Kriterijum koji pokazuje razliku retencionog vremena izmedu pocetka drugog pika i
kraja prethodnog pika kriticnog para pikova (s) se takode moze koristiti kao odgovor
sistema (51). Globalni kriterijjum razdvajanja sluzi za procjenu ukupnog kvaliteta
razdvajanja svih komponenata (40). Sljede¢i korak predstavlja definisanje kriticnih
hromatografskih parametara i procjena rizika kvaliteta. Kriti¢ni parametri metode (eng.
critical method parameters, CMPs) se odnose na visokorizi¢ne parametre metode i
instrumenata sa znacajanim uticajem na njena svojstva (43-44). Procjena rizika kvaliteta
sluzi za definisanje kriti€nih parametara i uklanjanje rizika. Rizici se dijele na one koji
poti¢u od instrumenta, metode, hemikalija i reagenasa, mjerenja, ljudskog faktora i
faktora 1z okoline. Na osnovu teorijskih znanja kriticni faktori kod HPLC obuhvataju:
faktore koji poticu od mobilne faze (pH, udio organskog rastvaraca, koncentracija
pufera ili aditiva, brzina protoka), faktore koji poticu od kolone (tip, proizvodac,
starost), temperaturu kolone, pocetni i krajnji sastav mobilne faze 1 nagib gradijenta,
faktore koji poticu od detektora (talasna duzina, napon) kao 1 integracijske faktore
(osjetljivost) (52). Sljede¢i koraci se odnose na definisanje tzv. prostora znanja (eng.
knowledge space, KS), prostora dizajna (eng. design space, DS) 1 kontrolne strategije
(eng. control strategy) (48). Razvoj HPLC metode ima za cilj definisanje pravilnog
opsega variranja CMPs u kome se moZe ocekivati dobijanje zadovoljavaju¢ih CQAs,
odnosno postizanje optimalnih uslova. Opseg variranja CMPs predstavlja dio KS-a. Pri
definisanju KS-a se koriste teorijska znanja i literaturni podaci o fizicko-hemijskim
osobinama aktivne supstance. Analiza rizika sluzi za identifikaciju svih kriti¢nih faktora
koji ¢e se ispitivati u okviru DS-a. Nakon postavljanja KS-a slijedi primjena
metodologije eksperimentalnog dizajna koja omogucava efikasnu procjenu veze izmedu

CMPs i1 CMAs.
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DS se definiSe kao ,,multidimenzionalna kombinacija i interakcija faktora i parametara
procesa koja osigurava kvalitet“. DS podrazumijeva region teorijske robusnosti,
odnosno dio eksperimentalnog prostora u kome prethodno definisani CQAs ostaju na
Zeljenom nivou neovisno o promjeni faktora (43). Definisanje DS-a se vr$i na osnovu
matematicke veze izmedu CMPs i CQAs. Matematicke relacije omogucavaju izdvajanje
dijela eksperimentalnog prostora u kome kombinacija CMPs daje zadovoljavajucu
vrijednost jednog CQA. Ovi regioni se dalje preklapaju u cilju pronalaska dijela
eksperimentalnog prostora u kome kombinacija CMPs daje zadovoljavaju¢e odgovore
za sve CQAs. Statisticki pristupi koji definiSu maksimalno pouzdan DS na nesigurnost u
podesavanju CMPs dodaju nesigurnost u izracunavanju koeficijenata matematickog
modela.

Interpretacija dobijenih rezultata nedvosmisleno ukazuje na Zeljeni DS i u ovu svrhu se
mogu koristiti  Monte Carlo ili Bayesian simulacije. DS obuhvata sve tacke
eksperimentalne domene koji zadovoljavaju specifikaciju sa prethodno definisanom
vjerovatno¢om (7). Ishod metodologije eksperimentalnog dizajna se kombinuje sa
Monte Carlo simulacijama u cilju dobijanja prediktivne distribucije CMAs. Moguce je
ili propagirati greSku jednaku varijansi rezidua (53-54) ili gresku pri racunanju
koeficijenta modela (46) pri ¢emu ova posljednja obezbjeduje vecu pouzdanost
definisanog DS (55). Metodu razvijenu prema principima AQbD stoga identifikuje
opseg operativnih uslova definisanih dizajnom, a ne ta¢no odredene tacke (46-47, 49,
53-54, 56-63). Rad unutar DS-a se ne smatra promjenom dok svako pomjeranje izvan
njegovog okvira zahtijeva ponovno regulatorno odobrenje (43). Bilo koja tacka DS-a se
mozZe uzeti kao radna, ali je preporuka da se biraju one najrobusnije, a ne one sa ivica
DS-a. Pozeljan je odabir one tacke koju karakteriSe najveca vjerovatnoca postizanja
Zeljenog odgovora (52). Primjena AQbD pristupa doprinosi razvoju metoda upotrebom
optimizacije zasnovane na procjeni rizika, stoga dodatno testiranje robusnosti radne
tacke nije neophodno i moze se izostaviti. Kontrola analiticke metode podrazumijeva
kontrolu faktora u cilju zadovoljavanja pogodnosti sistema koja sluzi za procjenu
adekvatnosti metode. Prema smjernicama Medunarodne konferencije o harmonizaciji
(eng. International Conference on Harmonisation, ICH) ,,jedna od posljedica procjene
robusnosti treba biti utvrdivanje serija parametara za procjenu pogodnosti sistema u

cilju odrzavanja validnosti analiticke procedure pri svakoj primjeni‘ (64). Preporuka je
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da se analizom uslova sa najgorim odgovorom eksperimentalno definiSu granice za
procjenu pogodnosti sistema (eng. system suitability test, SST) tokom procjene

robusnosti metode.

1.3. Primijenjene instrumentalne metode

1.3.1. Te¢na hromatografija pod ultravisokim pritiskom

Tecna hromatografija pod ultravisokim pritiskom (eng. ultra high performance liquid
chromatography, UHPLC) predstavlja novu tehniku razdvajanja koja je zadrzala sve
prednosti HPLC tehnike i koja pokazuje dodatno unaprijedene hromatografske
performanse. Zasniva se na primjeni stacionarnih faza koje posjeduju cestice malih
veli¢ina koje podnose veci pritisak u odnosu na konvencionalnu HPLC metodu.
UHPLC sistem je neophodno prilagoditi velikoj brzini injektovanja, razdvajanja,
prikupljanja i obrade podataka pri vrlo visokom pritisku. HPLC uredaji funkcioniSu pri
pritiscima do 400 bara, uz mrtvu zapreminu od 1 mL i detektore koji vrSe do 20
snimanja u sekundi, dok su UHPLC uredaji otporni na pritisak preko 1000 bara, pri
¢emu je mrtva zapremina manja od 100 pL uz veliku brzinu snimanja. Mala mrtva
zapremina 1 velika brzina detektora su neophodne zbog brzog eluiranja komponenata.
Neophodno je osigurati kontinuirano injektovanje uzorka zapremine do 5 pL jer se
injekcioni ciklusi brzo odvijaju usljed kratkog razdvajanja. Kolone sa malim veli¢inama
Cestica skracuju vrijeme analize do 80%, a utroSak mobilne faze za najmanje 80%.
Osjetljivost UHPLC metode je ovisno o tehnikama detekcije 2-3 puta veca u odnosu na
HPLC metodu. Detektori moraju precizno i kontinuirano registrovati signale pri
ekstremno kratkim ciklusima u cilju postizanja uskih pikova. NajceS¢e se koriste
detektori sa nizom fotodioda (eng. photo-diode array, PDA), ultraljubiCasti (eng.
ultraviolet, UV) 1 maseni detektori. Kolone su manjeg unutrasnjeg prec¢nika (1,0-2,1
mm) u odnosu na HPLC kolone u cilju sprjeCavanja fenomena frakcionog zagrijavanja
uz duzinu 50-100 mm (65-69).

Najvaznije prednosti UHPLC tehnike su skraceno vrijeme analize (70-71) 1 dobijanje
ostrih pikova, povecanje rezolucije, efikasnosti, kapaciteta razdvajanja i osjetljivosti, Sto
ih ¢ini pogodnim za razvoj novih i unapredenje konvencionalnih metoda. Prednost se
ogleda i u ta¢noj kvantifikaciji analita obezbjedujuci Siru linearnost i nize vrijednosti

limita detekcije (eng. limit of detection, LOD) (69, 72-74). UHPLC metode se
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primjenjuju pri izvodenju studija stabilnosti, postavljanju profila necistoca, studija
disolucije kao i za analizu bioloskog materijala. Zagrijavanje trenjem i smanjenje
volumena mobilne faze pri poviSenom pritisku utice na retenciju i selektivnost analita i
smanjuje efikasnost kolone. Nedostatak UHPLC analize je kratak vijek, slaba
regeneracija i visoka cijena kolona, uredaja i rezervnih dijelova (70-71).

Efikasnost kolone predstavlja mjeru Sirenja hromatografskog pika i broja teorijskih
platoa (N) kolone. Geometrija pakovnog materijala, ujednacenost i gustina pakovanja
kolone pokazuju najvazniji uticaj na njenu efikasnost. Visina teorijskog platoa
predstavlja mjeru Sirenja pika i performansi kolone. Stoga je potpuna eliminacija i
smanjenje Sirenja pika glavni cilj pri odabiru kolone i instrumenta. Fenomen S$irenja
pika ovisi o vrsti 1 veliini Cestica stacionarne faze. Razvoj stacionarnih faza sa
Cesticama precnika ispod 2 pum je od izuzetnog znacCaja jer zbog povecanja efikasnosti
razdvajanja, odrzavaju efikasnost u Sirokom opsegu protoka mobilne faze i osiguravaju
bolju rezoluciju i veéu brzinu razdvajanja (67). Van Deemter-ova jednacina konkretno
objasnjava uticaj Cestica malih veli¢ina na efikasnost razdvajanja opisujucéi visinu

teorijskih platoa ovisno o linearnoj brzini mobilne faze (u):

H:A+§+Cu
u 3

pri ¢emu se koeficijent A odnosi na Eddy difuziju, koeficijent B na longitudinalnu

difuziju, a koeficijent C na otpor transferu mase. Ovo je graficki prikazano na slici 12.

H=A+Blu+Cu

Visina platoa

Eddy difuzija (A)

- Longitudinalna difuzija (B)

Linearna brzina protoka

Slika 12. Graficki prikaz Van Deemter-ove krive
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Koeficijenti prethodne jednaine ukazuju na tri razli¢ita procesa koji doprinose
ukupnom Sirenju pika (67). Koeficijent A ne ovisi o linearnoj brzini mobilne faze i
opisuje prosirenje pika uzrokovano putevima kroz stacionarnu fazu. Molekule prelaze
puteve razli¢itih duzina i eluiraju se na razliitim vremenima pri ¢emu pik postaje Sirok.
Za kolonu pakovanu razli¢itim Cesticama koeficijent A je proporcionalan dijametru

Cestice (d,) i faktoru A koji ovisi o pakovanju i izraZava se kao A =Ad . Na koeficijent A

uticu veli¢ine Cestica, pravilan ili nepravilan oblik Cestica, struktura i oblik pora na
Cestici kao 1 kvalitet materijala i geometrija kolone.

Koeficijent B opisuje Sirenje pika usljed longitudinalne molekularne difuzije 1 obrnuto
je proporcionalan linearnoj brzini mobilne faze. Sto je brze pomijeranje zone analita
kroz kolonu, Sirenje pika zbog longitudinalne difuzije je manje. Koeficijent B se

definiSe jednacinom (9):

B=2D, ©)

pri ¢emu je Dy koeficijent difuzije analita u mobilnoj fazi, y je vijugavost ili faktor

opstrukcije odgovoran za opstrukciju difuzije od strane pakovnog materijala.

Koeficijent C, odnosno otpor transferu mase se odnosi na vrijeme neophodno za
uspostavljanje ravnoteze pri razdjeljivanju analita izmedu stacionarne i mobilne faze i
predstavlja kompleksan skup Sirenja koga pogorSava veca brzina mobilne faze. Ovo
vrijeme je krace kod stacionarnih faza malih veli¢ina Cestica. Koeficijent C je povezan
sa difuzionim koeficijentom D analita u sredini kroz koju se odvija transfer mase, kao i
sa kvadratom udaljenosti d preko koje se odvija. Brza difuzija i kratka udaljenost
difuzije pomazu transfer mase i smanjuju Sirenje pika, pa stoga C prelazi u sljede¢u
formu (jednacina 10):
d2

C (10)

Za transfer mase u mobilnoj fazi izmedu Cestica stacionarne faze, D postaje difuzija

analita u mobilnoj fazi, D,,, a d udaljenost izmedu Cestica proporcionalna dijametru

Cestice, d,. Stoga se izraz za koeficijent C mobilne faze, C,,, moze priblizno prikazati

kao u jednacini (11):
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2
p

D (11)

C, o<

Koeficijent B se pogorSava pri sporijem protoku mobilne faze i pri brZzoj molekularnoj
difuziji. ProSirenje koeficijenta C se pogorSava pri brzem protoku mobilne faze, dok se

poboljsava pri brzoj molekularnoj difuziji. Ovo je razlog zasto Van Deemter-ova kriva

ima minimalnu visinu platoa pri optimalnom protoku mobilne faze, u,,. lako

koeficijenti B i C pokazuju suprotnu povezanost sa difuzijom analita, veza sa
koeficijentom C je od veceg interesa jer je otpor transferu mase dominantna forma
Sirenja pika pri brzem protoku mobilne faze. Ubrzavanje difuzije povecava transfer
mase i smanjuje visinu platoa. Difuzivnost je direktno proporcionalna temperaturi i
obrnuto proporcionalna viskoznosti. Koeficijent A ovisi o dijametru cestice, dok
koeficijent mobilne faze C ovisi o kvadratu dijametra Cestice. Smanjenjem dijametra

pakovnog materijala se efikasano smanjuje visina platoa. Minimalno dostupna visina
platoa kolone H ; (visina platoa koja se javlja pri optimalnom protoku mobilne faze

u,,) je proporcionalna d,. Pri brzinama mobilne faze ve¢im od u,,, kvadratna

ovisnost koeficijenta C o d, ukazuje da je smanjenje visine platoa od izuzetne vaznosti.

Manje Cestice ukazuju na manji prostor izmedu Cestica 1 na krace udaljenosti difuzije.
KoriStenjem Cestica manje veliine nagib strane koeficijenta C Van Deemter-ove krive
se drastiéno smanjuje Sto dozvoljava rad pri veem protoku mobilne faze bez
ugroZavanja rezolucije. Manje visine platoa 1 vee brzine protoka mobilne faze su
moguce pri ¢emu se znatno smanjuje H /u . Cilj je drZati veli¢ine Cestica Sto manjim. S
obzirom da je cilj smanjiti vrijeme analize minimiziraju¢i H/u odrZzavaju¢i N
konstantnim moZe se aproksimirati da je H ocd,, odakle slijedi da jeN o L/d,.

Smanjenje dijametra Cestice zahtijeva proporcionalno smanjenje duzine kolone.
Odrzavanje L/d, konstantnim uz smanjenje duzine kolone i veliCine Cestica je jedan
od najefikasnijih nacdina za postizanje brzog razdvajanja (67). Efikasnost, separacija i
retencija utiCu na rezoluciju koja se moze poboljSati zbog male veli¢ine Cestica, male
mrtve zapremine, sistema koji podnosi visok pritisak, posebnih kolona, hemijski

razlicitih stacionarnih faza stabilnih u Sirokom opsegu pH vrijednosti i slicno (75).
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Razvoj UHPLC tehnike je pra¢en unapredenjem geometrije, strukture i nacina
pakovanja kolona sa veCom rezistencijom na pritisak. Stacionarne faze se hemijski ne
razlikuju u odnosu na one koje se primjenjuju kod HPLC tehnike (65). S obzirom da
neporozne Cestice stacionarne faze dovode do porasta temperature kolone, imaju nizak
kapacitet punjenja i nezadovoljavajucu retenciju i da potpuno porozne Cestice odlikuje
smanjena efikasnost usljed velikog otpora u sistemu i stvaranje toplote zakljuceno je da
one nisu prihvatljive §to je uslovilo razvoj novih UHPLC stacionarnih faza. One imaju
pakovanja Cestica manja od 2 pum sa ¢vrstim jezgrom (eng. core-shell) i poroznom
povrsinom (ljuska) i pokazuju bolje performanse, obezbjedujuéi vecu efikasnost, brze
razdvajanje i podnose veoma visok pritisak. Njihova odlika je odsustvo difuzije u
unutrasnjosti Cestice 1 odsustvo otpora transferu mase. Primjena ovih Cestica omogucava
laksi transfer metode unapredujuéi osjetljivost, rezoluciju i produktivnost. Uzak prec¢nik
kolone, sferi¢an oblik Cestica manjih veli¢ina, homogeno pakovanje i ¢vrsto jezgro
doprinose boljoj efikasnosti smanjujuci zadrZavanje analita u stacionarnoj fazi, odnosno
Eddy difuziju. Glavni nedostatak upotrebe pakovanja malog prec¢nika se ogleda u tome
Sto pritisak za pumpanje mobilne faze raste sa kvadratom dijametra Cestica. Kao
mobilne faze se uglavnom koriste organski rastvarac¢i (acetonitril, metanol ili

tetrahidrofuran) i puferi (vodeni rastvor trifluoroacetatne kiseline) (65).

1.3.1.1. Procjena retencionog ponasanja analita u RP-LC sistemu sa gradijentnim
eluiranjem

Teorija linearne zavisnosti jaCine rastvaraca (eng. linear solvent strength, LSS) je
razvijena u cilju boljeg razumijevanja i kontrole razdvajanja kod gradijentnih metoda
reverzno-fazne te€ne hromatografije (eng. reverse phase liquid chromatography, RP-
LC) (70, 76). Ona omogucava eksplicitnu 1 jednostavnu procjenu retencionog ponasanja
kod gradijentnih metoda, pri Cemu se gradijentno -eluiranje posmatra slicno
izokratskom. PredloZen je set izraza koji opisuju gradijentno eluiranje i vezu izmedu
retencionog ponasanja, Sirine pika i rezolucije (77-78). Teorija LSS uvodi koncept k.,
koji predstavlja retencioni faktor rastvorene supstance u eluiranom sastavu mobilne
faze. Oznaka e predstavlja prosjecnu ili efektivnu vrijednost k£ tokom gradijentnog
eluiranja. Ovaj parametar definiSe Sirinu pika pri gradijentnom eluiranju i predstavlja se

koristeci izraz (12):
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1

k = 12
° 23b (12)
pri ¢emu se koeficijent b odnosi na strmost gradijenta dobijenu izrazom (13):
t,-AD-S
b="—— (13)

tgrad

u kojem t,,,4 predstavlja vrijeme gradijenta, f, mrtvo vrijeme kolone koje ovisi o
mrtvom volumenu kolone i protoku mobilne faze (izraz 14), 4® promjenu sastava
tokom trajanja gradijenta od 0 do 100 (izraz 15), dok S predstavlja gotovo konstantnu

vrijednost koja odgovara jacini eluiranja organskog modifikatora:
(t,=V,/F) (14)
A®D = %B %B (15)

krajnji inicijani
Zaklju€uje se da prosjecni retencioni faktor (k,) ovisi o geometriji sistema (vrijeme
gradijenta, brzina protoka i1 dimenzije kolone) (70).

Kod izokratskog eluiranja, $irina pika raste proporcionalno sa retencijom, dok se kod
gradijentnog eluiranja Sirina pika moze smatrati konstantnom za sve komponente koje
se eluiraju tokom programa gradijenta i ekvivalentnom $irini pika komponente koja se
eluira sa k=1-2 pri izokratskim uslovima. Ovaj fenomen se pripisuje konstantnom
prosjecnom retencionom faktoru svih komponenata, neovisno o vremenu eluiranja.

Sirina pika pri polovini visine u jedinicama vremena (c;) se procjenjuje izrazom (16):

G, = joﬁ-(nke) (16)

pri ¢emu N predstavlja broj teorijskih platoa. Ovim se zanemaruje fenomen kompresije

pikova pri gradijentnom eluiranju. Prate¢i rub pika migrira brze zbog sastava mobilne
faze koji ima jacu mo¢ eluiranja u odnosu na vodec¢i rub pika koji se eluira slabijom
mobilnom fazom tokom programa gradijenta. Oc¢ekuje se da je greSka uzrokovana ovom
aproksimacijom u opsegu 10-20% (v/v), ali se moze djelimi¢no ispraviti variranjem
viskoznosti 1 koeficijenata difuzije sastavom mobilne faze, fenomenom difuzije
stacionarne faze ili proSirenjem pika izvan kolone (70). Rezolucija pri gradijentnom
eluiranju se ra¢una upotrebom izraza (17):

R — trZ _trl

* 4o (17)
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pri ¢emu #,; i t,, predstavljaju retenciona vremena pikova 1 i 2. Drugi nacin za racunanje

Rs pri gradijentnom eluiranju je prikazan izrazom (18)

_IN 23k,

RY
4 1+k,

loga,
(18)

pri ¢emu se ayp odnosi na selektivnost pikova 1 i 2 pri sastavu mobilne faze koji
odgovara pocetnom sastavu gradijenta (npr. za ®=%Bipicijuini). Tri razliCita parametra
uticu na rezoluciju pri gradijentnom eluiranju i to: izokratska hromatografska efikasnost
koja ovisi o geometriji kolone i protoku mobilne faze, selektivnost koja je povezana sa
profilom gradijenta i hemijom kolone i kapacitet koji je u funkciji prosje¢nog
retencionog faktora, k. (70). Uspjesno razdvajanje kod gradijentnih metoda je povezano
sa kapacitetom pika (PC) razdvajanja koji se definiSe kao maksimalan broj susjednih

pikova koji se mogu razdvojiti uz vrijednost Rs=1 1 izrazava kao:
PC=(te/W)+1 (19)

pri ¢emu se W odnosi na Sirinu pika na baznoj liniji u minutama koja se moze izracunati

iz izraza (20):
W= 4N "?t(1+0,5k") (20)

pri ¢emi se #p odnosi na mrtvo vrijeme kolone, a k* na gradijentni retencioni faktor koji
je jednak vrijednosti k kada pik dostiZe srediSnju tacku kolone. Vrijednost PC raste sa
vremenom razdvajanja () i priblizno je proporcionalno N, pri ¢emu N° predstavlja
gradijentni broj platoa kolone koji ovisi o dimenzijama kolone, veli€ini Cestica 1 protoku
mobilne faze. Veoma rijetko uzorci koji sadrze n komponenata se mogu razdvojiti uz
Rs=1 kada je PC=n, jer to moZe zahtijevati jednak razmak svih pikova. Odgovarajuci
kapacitet pika PC,, bi se trebao definisati za razdvajanje uzorka koji sadrzi n
komponenata. Ukoliko je pri razdvajanju PC>PC,,,, tada je veoma vjerovatna kriti¢na
rezolucija Rs>1. Vrijednosti PC,,, variraju ovisno o tome da li su uslovi razdvajanja
varirani u cilju poboljSanja razmaka izmedu pikova i kriticne rezolucije. Ukoliko se
zahtijeva da je kriticna rezolucija Rs>2 onda se maksimalna vrijednost n dvostruko

smanjuje do vrijednosti n = 15 za ,,optimizovane* uslove, gdje su pikovi rasprostranjeni
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Sirom hromatogramu S$to ukazuje da su uzorci koji imaju n>15 veoma teski za

razdvajanje uz odrzavanje zadovoljavajuce rezolucije (79).

1.3.1.2. Robusnost RP-HPLC metoda sa gradijentnim eluiranjem

Pod pojmom robusnosti se podrazumijeva sposobnost analiti¢ke procedure da se odupre
uticaju malih i namjernih varijacija parametara metode i osigura pouzdanost u rutinskoj
primjeni. Ukoliko je analiticka procedura podlozna varijacijama analitickih uslova, oni
se moraju strogo kontrolisati ili procedura mora sadrzavati mjere predostroznosti (64).
Nerobusne metode je neophodno ponovo razviti ili ponovo validirati $to dovodi do
gubitka vremena 1 povecava troSkove. Iz navedenih razloga se testiranje robusnosti vrsi
na kraju procesa razvoja metode ili na pocetku validacije (80).

Od izuzetne vaznosti je identifikacija kriti¢nih faktora i njihovih nivoa koji mogu
ugroziti performanse metode. Nivoi faktora se postavljaju simetri¢no oko osnovnog jer
se upravo u tom rasponu i ocekuju varijacije pri transferu metode. Faktori koji se
najceSc¢e ispituju pri testiranju robusnosti su: pH mobilne faze, sadrzaj organskog
rastvaraCa, koncentracija pufera, jonska jacina, faktori kolone (serija, proizvodac,
starost), faktori koji poticu od detektora (talasna duzina, napon) i integracijski faktori
(senzitivnost). Dodatni faktori koji se razmatraju pri gradijentnom eluiranju su pocetni
sadrZzaj mobilne faze, krajnji sadrZaj mobilne faze ili nagib gradijenta (81).

Noviji pristup ispitivanju robusnosti podrazumijeva primjenu eksperimentalnog dizajna
uz hromatografsko modelovanje i upotrebu softvera za optimizaciju. Metodologija
eksperimentalnog dizajna pojednostavljuje simultano mijenjanje nivoa faktora
omogucavaju¢i donoSenje validnih zakljucaka (52, 82). Robusnost metode se
procjenjuje razli¢itim vrstama eksperimentalnog dizajna kao S§to su frakcioni faktorski
ili Plackett-Burman (22, 52, 77, 83-88). Centralni kompozicioni, asimetri¢ni, frakcioni 1
puni faktorski dizajni se takode mogu koristiti za procjenu robusnosti (78, 88-94).
Primjenom koncepta dizajna kvaliteta u razvoju metode se odrzava robusnost u
operativnom regionu u kojem male promjene kriti¢nih parametara metode nemaju
znacCajan uticaj na rezultate (95-98). Neovisno o pristupu testiranju, robusnost metode se
procjenjuje u odnosu na razlicite odgovore pri cemu je klju¢an njihov ispravan odabir.
Rezolucija predstavlja najceS¢e praceni odgovor jer je cilj hromatografske metode

postizanje zadovoljavajueg razdvajanja. Postavljanje donje granice vrijednosti
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rezolucije za kritiCne parove nije jednostavno jer ovisi o veli€ini, obliku i faktoru
asimetrije susjednih pikova. Za dva pika sli¢ne veli¢ine, rezolucija na baznoj liniji mora
imati vrijednost ve¢u od 1,5. Ukoliko su veliCine pikova razliCite, moze se javiti blago
preklapanja Cak i kod potpuno simetri¢nih pikova. Blagi ,,tailing* pika takode moze
dovesti do znacajnog gubitka rezolucije pogotovo kada mali pik slijedi veliki. U
ovakvim slucajevima zahtjev je da vrijednost rezolucije bude veca od 2 (40, 76). Kod
gradijentnih metoda dodatne instrumentalne varijable uti¢u na selektivnost, zadrzavanje,
kapacitet pika i rezoluciju. Efikasna upotreba gradijentnog eluiranja zahtijeva
razumijevanje uticaja parametara kao §to su profil gradijenta, geometrija kolone ili
protok mobilne faze na razdvajanje (70, 76).

Testiranje robusnosti gradijentne metode se vrSi jednostavano 1 efikasno uz
metodologiju eksperimentalnog dizajna 1 indirektno modelovanje. Procjena robusnosti
se zasniva na primjeni odgovaraju¢ih matemati¢kih modela na osnovu kojih je moguce
predvidjeti vrijednosti retencionih vremena u bilo kojoj tacki eksperimentalne domene i
dalje ih koristiti za i1zraCunavanje kriterija razdvajanja (37, 39, 94). Dodatna prednost
ovog pristupa je istovremana upotreba eksperimentalnih podataka za optimizaciju i za
testiranje robusnosti §to znacajno smanjuje trajanje analize i troskove. Svi optimizovani
faktori se ispituju u uzem opsegu, a ispitivane eksperimentalne tacke se postavljaju
simetri¢no u odnosu na koriStene optimalne uslove. Metodologija pretrage ¢vorova
mreze se primjenjuje za vizualizaciju robusnog regiona unutar ispitane eksperimentalne

domene.

1.3.2. Micelarna te¢na hromatografija

Micelarna te¢na hromatografija (eng. micellar liquid chromatography, MLC)
predstavlja alternativu konvencionalnim RP-HPLC metodama pokazuju¢i pojacanu
selektivnost prilikom istovremenog razdvajanja hidrofobnih i hidrofilnih analita u istoj
hromatografskoj analizi bez potrebe za gradijentnim eluiranjem. Ovo je omogucéeno
raznovrsnim interakcijama rastvorene supstance, mobilne i stacionarne faze (99). MLC
predstavlja metodu u kojoj se kao mobilna faza koristi vodeni rastvor povrSinski
aktivnih supstanci (eng. surface active agents, surfaktanati) iznad njihove kriti¢ne
micelarne koncentracije. Surfaktanti su amfifilne molekule sastavljene od hidrofobnog

(,,rep*) 1 hidrofilnog dijela (,,glava®). Jedan dio molekule ima afinitet za ulje i nepolarne
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rastvarace, a drugi za vodu i polarne rastvarace. Pri koncentracijama ve¢im od kriti¢ne
micelarne, molekule se udruzuju u agregate i formiraju micele (81, 100-102). U njima je
hidrofobna grupa surfaktanta usmjerena ka unutra$njosti micele i formira jezgro
zaSti¢eno od rastvaraca polarnim grupama glave. Polarna glava je vezana za jedan kraj
alkilnog lanca duzine od 8 do 18 atoma ugljika. Stepen grananja lanca, polozaj polarne
grupe 1 duzina lanca su presudni za fiziCko-hemijske osobine surfaktanta (103).
Surfaktanti se medusobno razlikuju po naboju ,,glave* molekule i mogu se podijeliti na
nejonske, anionske, kationske i zwitter-jonske. Takode se razlikuju po prirodi
hidrofobnog dijela, pri ¢emu mogu biti surfaktanti ugljikovodika ili fluoriranih
ugljikovodika (102). Pravilan odabir vrste surfaktanta je kljucan za razdvajanje smjese
polarnih 1 nepolarnih supstanci (104).

Anionski surfaktanti imaju najSiru upotrebu. Oni disociraju u vodi na amfifilni anion i
kation koji je opéenito alkalni metal (Na*, K*) ili kvaternerni amonijum. Karboksilat,
sulfat, sulfonat i fosfat su najeS¢e polarne grupe anionskih surfaktanata. Oni
obuhvataju alkilbenzen sulfonate, sapune, lauril sulfat, di-alkil sulfosukcinat,
lignosulfonate i sli¢no (103, 105). Kationski surfaktanti disociraju u vodi na amfifilni
kation i anion, najées¢e halogenog tipa. Kationi su naj¢es¢e jedinjenja azota kao $to su
amini 1 kvaternerni amonijum sa jednim ili viSe dugih lanaca alkilnog tipa koji najesce
potice od prirodnih masnih kiselina. Ukoliko molekula surfaktanta pokazuje i anionsku i
kationsku disocijaciju ona se naziva amfoternom ili zwitter-jonskom molekulom. Neki
surfaktanti iz ove grupe su neosjetljivi na pH, dok su drugi kationski pri niskom pH, a
anionski pri visokom pH sa amfoternim osobinama pri srednjim pH vrijednostima.
Konac¢no, nejonski surfaktanti ne jonizuju u vodenom rastvoru jer imaju nedisocijabilne
hidrofilne grupe (alkohol, fenol, eter, ester, amid). Vecina ih je hidrofilna zbog prisustva
polietilen glikolnog lanca dobivenog polikondenzacijom etilen oksida. Glukozidne
grupe ,,glave* molekule su uvedene zbog niske toksicnosti. Lipofilna grupa je najcesce
alkil ili alkilbenzen 1 potice od masnih kiselina prirodnog porijekla. Polikondenzacija
propilen oksida daje polieter koji je, za razliku od polietilen oksida, blago hidrofoban.
Ovaj polimerni lanac se koristi kao lipofilna grupa u tzv. poliEO-poliPO blok
kopolimerima. Nejonski surfaktanti se klasifikuju kao poliol esteri, polioksietilen esteri,

poloksameri (105-106).
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Upotreba cistih micelarnih rastvora kao mobilne faze je privlatna zbog nize cijene,
manje toksi¢nosti, vece stabilnosti, smanjenog negativnog uticaja na okolinu i vece
sigurnosti za laboratorijsku upotrebu. Hibridna micelarna mobilna faza sadrzi: micele,
monomere surfaktanta, molekule organskog rastvarata koje mogu biti slobodne ili
vezane za surfaktant i vodu. Dodatak malih koli¢ina organskog rastvarac¢a u micelarni
rastvor je neophodan za postizanje retencije u prikladnom vremenu i poboljSanje
efikasnosti pika i rezolucije. Kod micelarnih mobilnih faza se koriste manji procenti
organskih rastvaraca, ne prelaze¢i 15-20% (v/v), jer veci procenat narusava strukturu
micela (104, 107-109).

Ponasanje supstance u prisustvu micela moze biti viSestruko: rastvorena supstanca moze
ostati izvan micele vezana za polarnu glavu surfaktanta, moze prodrijeti u jezgro micele
ili se moze ugraditi u vanjski palisadni sloj. Rastvorene supstance se mogu vezati
hidrofobnim interakcijama za nepolarni rep adsorbovanog surfaktanta ili za
nemodifikovanu stacionarnu fazu. Rastvorene supstance mogu stvarati i polarne
interakcije sa jonskom glavom adsorbovanog surfaktanta 1 sa slobodnim silanolnim
grupama stacionarne faze. Nepolarne supstance stvaraju hidrofobne interakcije sa
micelama i stacionarnom fazom. Naelektrisane supstance mogu biti privucene ili
odbijene od strane surfaktanta ovisno o tome da li je njihovo naelektrisanje istog ili

suprotnog znaka u odnosu na naelektrisanje glave surfaktanta (110).
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— c% vodeno-alkoholna
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stacionarna faza

Slika 13. Interakcije izmedu rastvorene supstance i micele i izmedu rastvorene
supstance i stacionarne faze u micelarnim mobilnim fazama surfaktanta i
organskog modifikatora (110)
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Hromatografsko ponaSanje analita u MLC se objasnjava razmatranjem primarne
ravnoteze koja se odnosi na raspodjelu rastvorene supstance izmedu rastvaraca i
stacionarne faze 1 sekundarne ravnoteze koja se uspostavlja izmedu micela u mobilnoj
fazi (slika 13). Ravnoteza raspodjele u MLC se opisuje sa tri koeficijenta pri ¢emu se
Pws odnosi na raspodjelu izmedu vodenog rastvaraa i stacionarne faze, Py na
raspodjelu izmedu vodenog rastvaraca i micela, dok se Pys odnosi na raspodjelu izmedu
micela i stacionarne faze. Koeficijenti Pys i Pwy su odgovorni za afinitet supstance za
stacionarnu fazu 1 micele, pri ¢emu imaju suprotan efekat na njezinu retenciju. Porastom
Pws koeficijent retencije raste, dok se porastom Py, retencija smanjuje zbog jaceg
vezivanja za micele. Kod supstanci koje su nerastvorljive u vodi raspodjela se moze
vrsiti njihovim direktnim transferom izmedu micelarne pseudofaze i modifikovane

stacionarne faze (104).

1.3.3. Masena spektrometrija

Masena spektrometrija (eng. mass spectrometry, MS) predstavlja savremenu tehniku za
kvalitativhu 1 kvantitativnu analizu molekula smjese pri odredivanju strukture,
molekulske mase i1 izotopskog sastava slozenih jedinjenja bez njihovog prethodnog
razdvajanja. Maseni spektrometar je iznimno osjetljiv jer se moze dobiti spektar i
izvrSiti identifikacija supstanci iz pikograma analita. Maseni spektrometar jonizuje
molekule uzorka u izvoru jonizacije stvaraju¢i molekulske jone koji se razdvajaju u
masenom analizatoru u odnosu na njihov odnos mase i naelektrisanja (eng. mass to
charge ratio, m/z). Sljede¢i korak moZe biti fragmentacija molekulskih jona 1
analiziranje karakteristi¢nih fragmentnih jona. Nakon toga se detektuju joni koji izlaze
iz analizatora 1 mjeri se njihov relativan intenzitet. Maseni detektor obraduje signale
koji se prenose na kompjuter, odnosno pretvaraju jonski signal u elektri¢ni 1 kontroliraju
instrument povratnom spregom. Maseni spektar predstavlja graficki prikaz
zastupljenosti jona u odnosu na odnos mase i naelektrisanja predstavljajuci kvalitativnu
karakteristiku uzorka. Najintenzivniji pik je osnovni pik i njemu se dodjeljuje relativni
intenzitet od 100% (111).

Izbor jonizacionih tehnika zavisi od fizicko-hemijskih osobina uzorka pri cemu je
elektrosprej jonizacija (eng. electrospray ionization, ESI) najSire KkoriStena zbog

kompatibilnosti sa HPLC tehnikom. Ona podrazumijeva primjenu jakog elektri¢nog
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polja pri atmosferskom pritisku na tecnost koja prolazi kroz kapilarnu cijev slabim
protokom (obi¢no 1-10 pL min™). Elektriéno polje se dobija primjenom razlike
potencijala 3-6 kV izmedu kapilarne i protu-elektrode odvojenih 0,3-2,0 cm pri cemu je
njegova jaina 10° V™. Ovo polje dovodi do nagomilovanja naelektrisanja na povrsini
te¢nosti na kraju kapilare koje ¢e se osloboditi i formirati visokonaelektrisane kapljice.
Koaksijalno injiciran gas pri niskom protoku omogucava da se rasprSivanje prostorno
ogranici. Ove kapljice dalje ili prolaze kroz struju zagrijanog inertnog gasa (najcesce
azota) ili kroz zagrijanu kapilaru u cilju uklanjanja i posljednje molekule rastvaraca.
RasprSivanje pocinje pri ,,pocetnom naponu® koji ovisi o povrSinskoj napetosti
rastvaraca. U izvoru koji ima pocetni napon od 4 kV za vodu, procijenjeno je da je on za
metanol 2,2 kV, 2,5 kV za acetonitril 1 3,0 kV za dimetisulfoksid. Mikroskopskim
ispitivanjem pocetne kapi koja se formira na vrhu kapilare uz povecanje napona,
zakljuCuje se da je kapljica pri niskom naponu sferi¢na, a da se izduzuje pod pritiskom
nagomilanog naboja na vrhu u jaem elektricnom polju. Kada se unisti povrSinska
napetost, oblik kapljice se mijenja u ,,Taylor-ovu kupu“ i dolazi do rasprSivanja.
Cijepanje kapi se javlja prije postizanja limita postavljenog Rayleigh-ovom jednacinom
jer su kapljice mehani¢ki deformisane, smanjujuc¢i odbijanje neophodno za cijepanje
kapljica. Rastvarac koji se nalazi u kapljici isparava §to uzrokuje njihovo smanjivanje i
povecanje naboja pri jedinici volumena. Pod uticajem jakog elektricnog polja dolazi do
deformacije kapljica. Kapljica se izduzuje pod uticajem nakupljanja naboja i na kraju
nastaje nova ,,7aylor-ova kupa®“. Prvobitna kapljica dalje smanjuje svoju veliinu
isparavanjem rastvaraca i daje druge generacije kapljica. Ove male visokonaelektrisane
kapi nastavljaju da gube rastvaraC i kada elektricno polje na njihovoj povrSini postane
dovoljno veliko, dolazi do desorpcije jona sa povrSine. Desorpcija naelektrisanja
molekula pocinje od povrSine Sto znaci da je osjetljivost veca za komponente ¢ija je
koncentracija na povrSini veca. Kada se analiziraju smjese, one komponente koje su
prisutne na povrsini kapljica mogu gotovo potpuno maskirati prisustvo komponenata
koje su rastvorljivije. Kada kapljica sadrzi veoma velike molekule (molekulska tezZina
komponenata preko 5000-10000 Da), molekule ne desorbuju ve¢ se oslobadaju
isparavanjem rastvaraca. Joni nastali od velikih molekula nose ve¢i broj naelektrisanja
ukoliko je prisutno nekoliko joniziraju¢ih mjesta. Male molekule daju uglavnom

mononaelektrisane jone. ESI se moZe primjeniti i kod molekula koje nemaju
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joniziraju¢e mjesto formiranjem natrijum, kalijum, amonijum, hlorid ili acetat adukta. S
druge strane, velike molekule sa nekoliko joniziraju¢ih mjesta daju viSestruko
naelektrisane molekulske jone (111-112).

Maseni analizatori imaju elektri¢no i magnetno polje ili kombinaciju oba, pa se stoga
razdvajanje jona postize na razliCite nacine. U najceS¢e koriStene masene analizatore
spadaju magnetni sektor, kvadrupolni, jonski trap 1 maseni analizator na bazi mjerenja
vremena preleta jona (eng. Time of Flight, TOF). Oni se razlikuju po veli¢ini, cijeni,
rezoluciji, opsegu masa i sposobnosti za izvodenje tandemske masene spektroskopije
(111, 113-114). Kvadrupolni maseni analizator se sastoji od 4 paralelne cijevi
(elektrode) cirkularnog oblika. Direktni potencijal (U) se primjenjuje na dvije cijevi dok
su druge dvije povezane na alternativni radio-frekvencijski potencijal (potencijal se
oznacava sa V, a frekvencija sa w). Formirani joni u jonizacijskoj komori pulsiraju
prema kvadrupolu pod uticajem elektricnog polja. Pozitivno naelektrisani joni idu u
smjeru negativnog naelektrisanja cijevi. Kada se promijeni polarnost joni mijenjaju
smjer prije udara u cijev i1 podlijezu kompleksnoj oscilaciji 1 uz prikladne vrijednosti V,
U 1 w samo oni u uskom opsegu m/z prelaze put prema detektoru. Ostali joni imaju
pogresnu putanju i sudaraju se sa jednom od elektroda. PodeSavanje vrijednosti V, Ui
rezultira transmisijom jona sa razli¢itim m/z prema detektoru. Prednosti kvadrupolnog
analizatora su niska cijena, mala veli¢ina, robusnost i lako odrzavanje. On je idealan za
hromatografske analize jer vrSi brzo snimanje 1 otporan je na visok pritisak. Kvadrupol
se moze vezati za dodatne analizatore. Nedostaci su mu ograniena sposobnost po
pitanju opsega mase (manje od 4000 Da), niska mo¢ razdvajanja i sposobnost za
izvodenje tandemske masene spektrometrije (MS/MS) (111, 113-115).

U cilju postizanja veceg nivoa fragmenata koji potvrduju identitet jedinjenja koriste se
maseni spektrometri sa jednim ili viSe analizatora $to predstavlja MS/MS C¢ija je
prednost visoka selektivnost jer se identifikacija ne vr$i samo na osnovu molekulske
mase vec 1 na osnovu karakteristicnih fragmenata (115). Trostruki kvadrupol (eng. triple
quadrupole, QqQ) ima najveéu primjenu, a sastoji se od 3 uzastopna kvadrupolna
analizatora povezana serijski. Prvi kvadrupol izoluje odabrani jon iz uzorka ponaSajuci
se kao filter masa. Izabrani joni ulaze u drugi kvadrupol koji se ponasa kao koliziona
¢elija u kojoj se bombarduju molekulama inertnog gasa (helij, nitrogen, argon, ksenon)

Sto uzrokuje njihovu fragmentaciju i fokusiranje prema tre¢em kvadrupolu u kome se
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vr$i analiza produkt jona i fragmenata. Dobijeni fragmentni joni su specifi¢ni za
komponentu i njihovo tumacenje pruza korisne strukturne informacije (114-115). QqQ
se koristi za kvantitativne studije 1 za skeniranje jona prekursora i pokazuje povecéanu
selektivnost, nize limite detekcije 1 kvantifikacije, Siri opseg linearnosti, povecanu
tacnost i reproducibilnost u odnosu na pojedinacni kvadrupolni analizator (114).

Masena spektrometrija se moze koristiti kao nezavisna metoda. Medutim, u novije
vrijeme se koristi u kombinaciji sa hromatografskim metodama. Analiza kompleksnih
ili nepoznatih smjesa 1 identifikacija necistoca prisutnih u malim koli¢inama zahtijeva
ovakav multidisciplinaran pristup. Najveée ogranicenje hromatografske analize je
nemoguc¢nost nedvosmislene identifikacije neovisno o potpunom razdvajanju.
Identifikacija se zasniva na poredenju retencionih karakteristika nepoznate komponente
sa standardom analiziranim pri identi¢énim uslovima. Brojna jedinjenja imaju sli¢no
retenciono ponasanje, pa se ni primjenom Sirokog opsega variranja uslova ne moze
posti¢i njihovo potpuno razdvajanje Cime je onemogudena precizna 1 tacna
kvantifikacija. Ukoliko se analit od interesa nalazi u smjesi, dobijeni maseni spektar ¢e
sadrzavati jone svih komponenata. Kombinovanjem hromatografskih metoda, koje
odlikuje dobra sposobnost razdvajanja i masene spektrometrije omogucava da se
pojedinacne, odnosno ,,Ciste* komponente uvedu u maseni spektrometar koji posjeduje
odlicnu sposobnost pruzanja strukturnih informacija o komponentama, postignut je
izuzetan napredak. Direktno vezivanje ove dvije tehnike ima prednost zbog brzine
analize, pogodnosti analize multikomponentnih smjesa, smanjenja mogucénosti za
gubitak uzorka, moguénosti tacne kvantifikacije i procjene Cistoce pika (111, 115-116).
Medutim, potrebno je uskladiti karakteristike HPLC i MS da bi obje metode mogle
optimalno raditi. Mobilna faza za HPLC ¢esto sadrzi znacajan dio vode i pumpa se kroz
stacionarnu fazu protokom od najées¢e 1 mL min™', dok maseni spektrometar radi pri
pritisku do 107 torr (1,33322 x 10™ Pa) pa je nemoguée upumpati eluat iz HPLC kolone
direktno u izvor masenog spektrometra. Takode, u HPLC analizama se koriste razliCiti
puferi koji se mogu deponovati u masenom spektometru i1 smanjiti njegovu moc¢
detekcije. Iz tog razloga postavljaju se interfejsi izmedu HPLC i MS sa ciljem
uklanjanja mobilne faze. Preporuka je takode i upotreba isparljivih puferi kao $to je

amonijum acetat ili amonijum formijat (111, 115-116).

32



1.4. Pregled literature vezane za analitiku cilazaprila i hidrohlorotiazida

Oficinalna metoda Europske farmakopeje za ispitivanje cilazaprila i njegovih srodnih
supstanci je HPLC metoda. Hromatografski uslovi obuhvataju primjenu oktadecilsilil
stacionarne faze (250 mm x 4,6 mm, 5 um). Mobilna faza se sastoji od smjese
trietilamina i vode kojoj se pH podesi na 2,3 fosfornom kiselinom i tetrahidrofurana
(10:70:20, v/v/v). Protok mobilne faze je 1,0 mL min™, zapremina injektovanja je 20

uL, a detekcija se vr$ina 214 nm (14).

Oficinalna metoda Europske farmakopeje za ispitivanje hidrohlorotiazida i njegovih
srodnih supstanci je HPLC metoda gradijentnog tipa. Hromatografski uslovi obuhvataju
primjenu oktadecilsilil stacionarne faze (100 mm x 4,6 mm, 3 um). Mobilne faze A1 B
se sastoje od smjese rastvora fosfatnog pufera pH 3,2, metanola i tetrahidrofurana u
zapreminskim odnosima 94:6:1 i 50:50:5 za mobilnu fazu A i B, redom. Program
gradijenta podrazumijeva promjenu udjela mobilne faze A od pocetka programa do 17.-
og minuta u rasponu od 100% (v/v) do 55% (v/v) nakon Cega slijedi izokratski dio
programa koji se zavr§ava u 30. minutu. Protok mobilne faze je 0,8 mL min’,

predvidena zapremina injektovanja je 10 uL, a detekcija se vrsi na 224 nm (14).

Razvijena je i validirana RP-HPLC metoda za pracenje stabilnosti 1 simultano
odredivanje cilazaprila 1 hidrohlorotiazida u farmaceutskim doziranim oblicima.
Hromatografski uslovi su obuhvatali primjenu Luna C18 (250 x 4,6 mm, 5 um) kolone
ekvilibrisane sa mobilnom fazom sastavljenom od metanola 1 fosfatnog pufera 60:40
(vv), pH 4,0 podesenog upotrebom 5% rastvora ortofosforne kiseline. Protok mobilne
faze je odrzavan na 1 mL min"' uz zapreminu injektovanja od 20 uL. U ovom radu
forsirana degradacija je vrSena u cilju potvrde selektivnosti metoda, a uticaj razliitih
stres agenasa na udio degradacije 1 potencijalni degradacioni proizvodi nisu definisani

(117).

Uticaj hidrohlorotiazida na stabilnost cilazaprila je ispitan na modelnoj smjesi i na
tabletama. Kineticki mehanizam autokataliticke reakcije opisan Prout-Tompkins-ovom
jednacinom je naveden kao uzrok degradacije cilazaprila. Odredivanje cilazaprila je
izvr§eno upotrebom LiChroCART® 250-4 HPLC-Cradridge, LiChrospher® 100 RP-18

(5 um) uz mobilnu fazu sastava acetonitril-metanol-fosfatni pufer (pH 2,0) (60:10:30,
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v/A/v), protok 1,0 mL min™' pri sobnoj temperaturi kolone, injekcionu zapreminu od 20

pL i detekciju pri 212 nm (118).

Opsezni pregled dostupne naucne literature je pokazao da postoji veliki broj metoda
zasnovanih na primjeni razli¢itih tehnika koje analiziraju cilazapril 1 hidrohlorotiazid u
bioloSkim uzorcima, kao i u pojedinacnim i kombinovanim dozirnim oblicima.
Razvijene su UV spektrofotometrijske metode (119-121), metoda kapilarne
elektroforeze (122), kao 1 studije koje opisuju primjenu enzimske imunoanalize,
kapilarne elektroforeze, spektrofotometrijsko, voltametrijsko odredivanje cilazaprila
(123-127). Takode su razvijene HPLC metode sa tandemskom masenom
spektrometrijom, UV, fotometrijskom i amperometrijskom detekcijom za odredivanje

cilazaprila i cilazaprilata u urinu i u doziranim oblicima (128-131).

U literaturi su dostupne dvije HPLC metode za odredivanje cilazaprila i
hidrohlorotiazida iz kombinovanih doziranih oblika (132-133). U prvoj HPLC metodi
su aktivne supstance razdvojene gradijentnim eluiranjem uz mobilnu fazu sastavljenu
od smjese 0,01 M fosfatni pufer-metanol (53:47, v/v) u trajanju od 5 minuta 1 (36:64,
v/v) u trajanju od 15 minuta uz protok od 0,8 mL min™'. LiChrospher 100 RP-18e (250 x
4 mm, 5 um) je koriStena stacionarna faza, a detekcija je izvrSena pri 254 nm.
Injekciona zapremina je bila 20 pL, a analiza je izvedena pri sobnoj temperaturi (132).
Druga metoda je obuhvatala primjenu uBondapak C18 kolone, mobilnu fazu metanol-

fosfatni pufer pH 4,0 (70:30, v/v), izokratsko eluiranje i detekciju pri 209 nm (133).

Razvijene su brojne metode za odredivanje cilazaprila u kombinaciji sa drugim
aktivnim supstancama. Razvijene su dvije HPLC metode. Prva se koristila za
odredivanje benazeprila i cilazaprila u doziranim oblicima analizom na LiChrosorb RP-
18 (250 x 4 mm, 10 um) koloni. Mobilna faza se sastojala od fosfatnog pufera pH 2,4 1
acetonitrila (7:3, v/v) uz protok od 1 mL min™ i detekciju pri 211 nm. Zapremina
injektovanja je bila 20 pL, a analiza je izvrSena pri sobnoj temperaturi (134). Druga
HPLC metoda je bila za odredivanje hidrohlorotiazida, losartan kalija, valsartana i
irbesartana. Hromatografski uslovi su obuhvatali primjenu RP CI18 Intersil ODS-3
kolone (250 x 4,6 mm, 5 um) koja je odrzavana na temperaturi od 30°C uz mobilnu
fazu sastavljenu od 45% acetonitrila i 55% 50 mM KH,PO, (pH 4,5) uz protok od 1 mL
min™', zapreminu injektovanja od 10 uL i detekciju pri 210 nm (135).
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HPTLC metoda spregnuta sa denzitometrijskom analizom je razvijena za odredivanje
benazeprila i cilazaprila i njihovih doziranih oblika analizom na TLC plo¢ama
oblozenim silika gel 60 F,s4 uz mobilnu fazu etil acetat-aceton-acetatna kiselina-voda
8:2:0,5:0,5 (v/v) (136). Pregledom literature je zakljuCeno da se u manjoj mjeri
primjenjuju jo§ 1 spektrofotometrijska metoda za odredivanje telmisartana i
hidrohlorotiazida u farmaceutskim doziranim formama (137) i metoda kapilarne

elektroforeze za simultano odredivanje zofenopril kalcija i hidrohlorotiazida (138).

U literaturi su pronadene i dvije RP-HPLC metode za simultano odredivanje enalapril
maleata 1 hidrohlorotiazida (139) 1 amlodipin besilata i1 hidrohlorotiazida (140) uz C18
ODS (4,5 x 250 mm) kolonu 1 mobilnu fazu sastavljenu od acetatnog pufera, metanola i
acetonitrila (60:20:20, pH 5,0) (139) ili acetonitrila i vode (50:50, v/v) uz protok
mobilne faze od oko 1,0 mL min™', zapreminu injektovanja 20 uL i UV detekciju (140).

Razvijena je i validirana HPLC-UV metoda za simultano odredivanje dihidralazina i
hidrohlorotiazida, pri ¢emu su hromatografski uslovi obuhvatali primjenu LiChrospher
CN kolone (4,0 x 125 mm, 5 pm) odrZavane na 25°C. Mobilna faza se sastojala od
vode, 0,02 M tetrabutilamonijum hidrogen sulfata i acetonitrila (20:65:15, v/v/v) pH 3,5
uz protok od 1,4 mL min™ i detekciju pri 235 nm (141).

Takode su pronadene 1 metode zasnovane na primjeni tandemske masene spektrometrije
(LC-MS/MS) za simultano odredivanje amilorida 1 hidrohlorotiazida (142), lizinoprila i
hidrohlorotiazida (143), ramiprila 1 hidrohlorotiazida (144) i benazepril hidrohlorida,

fosinopril natrija, kaptoprila 1 hidrohlorotiazida (145) u humanoj plazmi.

Za simultano odredivanje zofenopril kalcija 1 hidrohlorotiazida u prisustvu hlorotiazida i
salamida u sirovinama i u farmaceutskim formulacijama je razvijena i validirana metoda
tankoslojne hromatografije visoke djelotvornosti. Razdvajanje je izvedeno na silika gel
60 F,s4 uz sistem za razvijanje sastavljen od etil acetat — glacijalna acetatna kiselina —

trietilamin (10+0,1+0,1, v/v/v). Bendovi su skenirani denzitometrijski pri 270 nm (146).

Razvijena je i validirana HPLC-PDA metoda za pracenje stabilnosti za simultano
odredivanje amlodipin besilata, valsartana 1 hidrohlorotiazida. Hromatografsko
razdvajanje je postignuto uz Zorbax SB-C8 (4,6 x 250 mm, 5 um) kolonu pri 25°C i

gradijentno eluiranje mobilne faze sastavljene od 0,025 M fosforne kiseline i
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acetonitrila uz protok od 1 mL min', zapreminu injektovanja od 20 uL i detekciju pri
238 nm (147). Interesantna je i studija kojom se porede dvije validirane LC metode za
pracenje stabilnosti i simultano odredivanje kandesartan cileksetila, hidrohlorotiazida 1
njihovih glavnih degradacionih proizvoda uz primjenu razli¢itih tipova detekcije, PDA i

detektor rasprsivanja svjetlosti (eng. evaporative light scattering detector, ELSD) (148).

Razvijena je metoda tecne hromatografije ultravisokih performansi za pracenje
stabilnosti i1 razdvajanje necisto¢a u kombinovanom doziranom obliku amlodipin
besilata, valsartana i1 hidrohlorotiazida. Hromatografsko razdvajanje je postignuto na
Zorbax Eclipse C8 RRHD (100 x 3,0 mm, 1,8 pm) koloni termostatiranoj na 30°C uz
programiranu gradijentnu smjesu 0,01 M fosfatnog pufera pH 2,5 i acetonitrila.
Injekcioni volumen je bio 2 pL. Talasne duzine detekcije su bile postavljene na 225 nm,

271 nm i 360 nm (149).

Takode su razvijene i micelarna elektrokineticka hromatografska metoda (150) i
mikroemulziona metoda te¢ne hromatografije (151) za odredivanje hidrohlorotiazida u

kombinovanim doziranim oblicima.
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2.CILJ RADA
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Ciljevi doktorske disertacije su:

1. Razvoj metoda te€ne hromatografije za ispitivanje hemijske stabilnosti aktivnih
farmaceutskih supstanci cilazaprila 1 hidrohlorotiazida 1 njihovih doziranih

farmaceutskih oblika izvodenjem studija forsirane degradacije.

2. Primjena metodologije multikriterijumskog odlucivanja u optimizaciji gradijentne
stability-indicating RP-UHPLC metode za ispitivanje cilazaprila, hidrohlorotiazida i
njihovih degradacionih proizvoda i1 validacija predlozene stability-indicating RP-

UHPLC metode.

3. Razvoj novog koncepta zasnovanog na primjeni indirektnog modelovanja 1
metodologiji pretrage ¢vorova mreze u procjeni robusnosti stability-indicating RP-
UHPLC metode za analizu cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih degradacionih

proizvoda.

4. Razvoj 1 validacija stability-indicating micelarne HPLC metode sa izokratskim
eluiranjem za ispitivanje cilazaprila, hidrohlorotiazida 1 njihovih degradacionih
proizvoda prema AQbD principima primjenom Box-Behnken dizajna i poredenje sa

metodologijom pretrage ¢vorova mreze.
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3. EKSPERIMENTALNI DIO
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3.1. Analiticka oprema, ra¢unarski programi, reagensi i standardne supstance

Tecni hromatograf Thermo Scientific UHPLC sistem sa masenim detektorom (7hermo

Fisher Scientific Inc., Waltham, SAD) u ¢iji sastav ulaze:

Kvaternerna pumpa: Accela
Degaser: Accela

Termostatirani autosampler: Acella
Termostat za kolonu: Accela
Detektor: Accela PDA

Integrativni softver za prikupljanje 1 obradu podataka: ChromQuest version 5.0
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, SAD)

Maseni spektrometar: 7SQ Quantum Access Max trostruki kvadrupol
Program: TSQ_EZ_Tune

Integracija: Xcalibur software version 1.3 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, SAD)

Tecni hromatograf Agilent Technologies HP 1200 (Palo Alto, CA, SAD) u ¢iji sastav

ulaze:

On-line degaser: Agilent Technologies HP 1200
Binarna pumpa: Agilent Technologies HP 1200
Termostat za kolonu: Agilent Technologies HP 1200
Detektor: Agilent Technologies HP 1200 PDA detektor
Injektor: Rheodyne 20-uL petlja

Program: HP Chem Station software

Hromatografske kolone:

Kinetex C18 (50 mm x 2,1 mm, 2,6 um) (Phenomenex Inc., Torrance, SAD)

XTerra C18 (150 mm x 3,9 mm, 5 um) (Waters Corporation, SAD)

Analiticka vaga: Sartorius BP 221S (Sartorius Werke GmbH, Njemacka)
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pH metar: PHM210 Standard pH-meter, MeterLab (Radiometer Analytical SAS,

Francuska)
Magnetna mjesalica: Rotamix SHP-10 (Tehtnica, Zelezniki, Slovenija)

Sistem za preciS¢avanje vode: Sistem Simplicity 185 (Millipore, Billerica,

Massachusetts, SAD)

Ultrazvu¢no kupatilo: Bandelin Sonorex (Bandelin electronic GmbH & Co, Berlin,

Njemacka)

Sistem za filtriranje mobilne faze: stakleni vakuum sistem Sartorius Stedim Biotech
(Gottingen, Njemacka) uz upotrebu najlonskog membranskog filtera 47 mm 0,45 um

(Agilent Technologies, Santa Clara, SAD)

Sistem za filtriranje uzoraka: membranski filter LLG-najlon 0,45 pm (LLG Labware,
Meckenheim, Njemacka)
Racunarski programi:
Design-Expert 7.0 (Stat-Ease Inc., Minneapolis, SAD)
Microsoft Office Excel 2007 (Microsoft Corporation, SAD)
Marvin Sketch 18.30 (ChemAxon Ltd., BudimpeSta, Madarska)
Matlab 7.10.0 (Mathworks, Natick, MA, SAD)
Reagensi:
Acetonitril - HPLC c¢istoce (J.T. Baker, Deventer, Nizozemska)
Amonij formijat (p.a) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)

Koncentrovani amonij hidroksid (p.a.) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Njemacka)

Natrij hidroksid (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)
Hlorovodonié¢na kiselina (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

Hidrogen peroksid 30% (p.a) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
Njemacka)

Brij L23 (p.a) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Njemacka)
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Destilovana voda

Voda - HPLC Ccisto¢e dobijena koriStenjem sistema za preciS¢avanje vode
Simplicity 185 (Millipore, Billerica, Massachusetts, SAD).

Standardne supstance:
Cilazapril (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Hidrohlorotiazid (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Cilazaprilat (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Hidrohlorotiazid necisto¢a B (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Njemacka)
Farmaceutski dozirani oblici:

Prilazid® plus film tablete (Galenika a.d., Beograd, Srbija) sadrze 5 mg
bezvodnog cilazaprila u obliku cilazapril monohidrata (5,22 mg) 1 12,5 mg

hidrohlorotiazida po jednoj tableti.

Cilazil® HCT film tablete (Pliva d.o.o, Zagreb, Hrvatska) sadrze 5 mg cilazaprila

u obliku cilazapril hidrata i 12,5 mg hidrohlorotiazida po jednoj tableti.
Komponente placeba:

Laktoza monohidrat (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

Kukuruzni skrob (p.a.) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Talk (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

Hipromeloza (p.a.) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Natrijum-stearil fumarat (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)

Krospovidon (p.a.) (Centrohem, Stara Pazova, Srbija)

Poli(vinilni alkohol) djelimi¢no hidratiziran (p.a.) (Centrohem, Stara Pazova,
Srbija)

Makrogol 3350 (p.a.) (Zorka Pharma, Sabac, Srbija)
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3.2. Priprema rastvora za studiju forsirane degradacije cilazaprila i
hidrohlorotiazida

3.2.1. Priprema rastvora stres agenasa

Za izvodenje studija forsirane degradacije cilazaprila i hidrohlorotiazida u uslovima
hidrolize u kiseloj i baznoj sredini koristiti komercijalno dostupne rastvore 0,1 mol L™,
0,5 mol L' 1,0 mol L' hlorovodoni¢ne kiseline i natrijum hidroksida, a za izvodenje
oksidativnog stresa koristiti 30% (v/v) rastvor hidrogen peroksida, kao 1 3% (v/v) 1 10%
(v/v) rastvore dobijene razblazivanjem 30% (v/v) destilovanom vodom. Fotostabilnost
rastvora ispitivati u prisustvu dnevne suneve svjetlosti. Termostabilnost rastvora

ispitivati u vodenom kupatilu zagrijanom na temperaturi od 70°C.

3.2.2. Priprema rastvora mobilne faze

Mobilna faza se sastoji od acetonitrila 1 20 mmol L' amonij formijatnog rastvora pufera
koji se priprema ta¢nim odmjeravanjem 1,2612 g amonij formijata i njegovim
rastvaranjem u 1000 mL vode HPLC Cdisto¢e. pH vrijednost pufera podesiti na 8,5

upotrebom amonij hidroksida. Pripremljenu mobilnu fazu profiltrirati.

3.2.3. Priprema rastvaraca

Pripremiti osnovni rastvara¢ tacnim odmjeravanjem i mijeSanjem acetonitrila i vode
HPLC C¢istoce u omjeru 50:50 (v/v). Sva dalja razblaZenja osnovnih rastvora vrsiti
rastvorom mobilne faze koji se priprema tacnim odmjeravanjem 1 mijeSanjem
acetonitrila i 20 mmol L™ amonij formijatnog rastvora pufera pH 8,5 u omjeru 20:80

).

3.2.4. Priprema rastvora za izvodenje studija forsirane degradacije
3.2.4.1. Priprema osnovnih rastvora standardnih supstanci

Osnovne rastvore standardnih supstanci cilazaprila 1 hidrohlorotiazida pripremiti
odvojeno, tatnim odmjeravanjem i prenoSenjem po 25 mg standardne supstance
cilazaprila, odnosno hidrohlorotiazida u odmjerni sud od 25 mL. Dodati osnovni
rastvara¢ do dvije tre¢ine zapremine odmjernog suda, tretirati na ultrasoni¢nom kupatilu
5 minuta i osnovnim rastvaratem odmjerni sud dopuniti do oznake. Koncentracija

pripremljenih osnovnih rastvora standardnih supstanci je 1,00 mg mL™".
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3.2.4.2. Priprema radnih rastvora standardnih supstanci

U pojedina¢ne odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati po 1 mL osnovnog rastvora
standardnih supstanci cilazaprila/hidrohlorotiazida i1 dodati po 1 mL stres agensa
odgovaraju¢e koncentracije i1 ostaviti ih na tamno mjesto. Nakon odgovarajuceg
vremena izlozenosti stresu, odmjerne sudove dopuniti do oznake rastvorom mobilne
faze i ispitati. Rastvore koji nisu pokazali degradaciju na sobnoj temperaturi izloziti i

temperaturi od 70°C. Koncentracija pripremljenih rastvora je 100,00 pg mL™".

3.2.4.3. Priprema rastvora uzorka Prilazid® plus film tableta

Mehanicki ukloniti film sa 20 Prilazid® plus film tableta. Pojedina¢no odmjeriti masu
20 tableta 1 izraCunati prosjecnu masu jedne tablete. Tablete spraSiti i homogenizirati u
tarioniku. Ta¢no odmyjeriti koli¢inu tabletne mase koja odgovara dvostrukoj prosjecnoj
masi jedne tablete. Odmjerenu tabletnu masu kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od
10 mL, dodati do dvije trefine zapremine osnovnog rastvaraa i tretirati na
ultrasoni¢cnom kupatilu 20 minuta, ohladiti 1 dopuniti do oznake. Rastvor filtrirati kroz
membranski filter. Koncentracija pripremljenog osnovnog rastvora uzorka tableta je
1,00 mg mL" za cilazapril i 2,50 mg mL" za hidrohlorotiazid. Otpipetirati 1 mL
osnovnog rastvora u odmjerni sud od 10 mL i dopuniti do oznake rastvorom mobilne
faze. Koncentracija pripremljenog radnog rastvora uzorka cilazaprila je 100,00 pg mL™",
a hidrohlorotiazida 250,00 pg mL". Rastvore izloZiti stres agensima kao §to je opisano
u poglavlju 3.2.4.2. Isti postupak pripreme uzorka primijeniti i za Cilazil® HCT film
tablete.

3.2.4.4. Priprema rastvora placeba

Odmjeriti koli¢inu placeba koja odgovara dvostrukoj prosjetnoj masi jedne tablete.
Odmjerenu masu kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 10 mL, dodati do dvije
tre¢ine zapremine osnovnog rastvaraca, tretirati na ultrasonicnom kupatilu 20 minuta,
ohladiti i dopuniti do oznake. Rastvor filtrirati kroz membranski filter. Otpipetirati 1 mL

rastvora u odmjerni sud od 10 mL i dopuniti do oznake rastvorom mobilne faze.
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3.2.4.5. Procedura izvodenja stres studija za standardne supstance

Za svako ispitivanje pripremiti po Cetiri rastvora koji se analiziraju u razliitim
vremenskim intervalima i to: radni rastvor standardne supstance bez prisustva stres
agensa, slijepu probu koja sadrzi samo stres agens, radni rastvor standardne supstance
kome je dodat stres agens i koji se analizira u nultom vremenu tj. neposredno nakon
pripreme i radni rastvor standardne supstance izloZen stres uslovima u definisanom

vremenskom periodu.

3.2.4.6. Procedura izvodenja stres studija za farmaceutske dozirane oblike

Za svako ispitivanje pripremiti po cetiri rastvora koji se analiziraju u razliitim
vremenskim intervalima 1 to: radni rastvor uzorka doziranog oblika bez prisustva stres
agensa, slijepu probu koja sadrzi samo stres agens, radni rastvor uzorka doziranog
oblika kome je dodat stres agens i koji se analizira u nultom vremenu tj. neposredno
nakon pripreme i radni rastvor doziranog oblika izlozen stres uslovima u definisanom
vremenskom periodu. Pri ispitivanju farmaceutskih doziranih oblika analizirati 1 rastvor

placeba.

3.3. Priprema rastvora za optimizaciju RP UHPLC metode za pracenje stabilnosti
cilazaprila i hidrohlorotiazida

3.3.1. Priprema radnih rastvora cilazaprila i hidrohlorotiazida

Pri optimizaciji RP UHPLC metode Kkoristiti radne rastvore cilazaprila i

hidrohlorotiazida pripremljene na nacin opisan u poglavlju 3.2.4.2.

3.3.2. Priprema rastvora mobilne faze

Rastvor 20 mmol L amonij formijat pufera pripremiti na na¢in opisan u poglavlju
3.2.2. Mobilne faze pripremiti i mijenjati u skladu sa planom izvodenja eksperimenata

CCD-a. Vrijednosti ispitivanih faktora na izabranim nivoima su prikazane u tabeli 1.
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Tabela 1. Nivoi ispitivanih varijabli

Varijable Domene ispitivanih varijabli
-1 0 +1

(A) Pocetni sadrzaj acetonitrila (%) 5 1,5 10

(B) Krajnji sadrzaj acetonitrila (%) 25 30 35

(C) Vrijeme gradijentnog eluiranja (minuti) 15 17,5 20

(D) Temperatura kolone (°C) 25 32,5 40

3.4. Priprema rastvora za validaciju RP UHPLC metode za pracenje stabilnosti
cilazaprila i hidrohlorotiazida

3.4.1. Priprema osnovnih rastvora standarda necistoéa

Osnovne rastvore standarda necisto¢a cilazaprilata i hidrohlorotiazid necisto¢e B
pripremiti odvojeno, ta¢nim odmjeravanjem i prenoSenjem 5 mg standardne supstance
cilazaprilata, odnosno hidrohlorotiazid necisto¢e B u odmjerni sud od 25 mL. Dodati
osnovni rastvara¢ do dvije tre¢ine zapremine odmjernog suda, tretirati na ultrasonicnom
kupatilu 5 minuta 1 osnovnim rastvaracem dopuniti do oznake. Koncentracija

pripremljenih rastvora standarda negistoca je 200,00 pg mL ™.

3.4.2. Priprema rastvora za procjenu linearnosti metode

U odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati redom po 440 uL, 704 uL, 880 uL, 1056 uL i
1320 puL osnovnog rastvora standardne supstance cilazaprila i 1100 uL, 1760 puL, 2200
pL, 2640 pL 1 3300 uL osnovnog rastvora standardne supstance hidrohlorotiazida
(priprema osnovnih rastvora standardnih supstanci opisana u poglavlju 3.2.4.1.) i
dopuniti ih rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije cilazaprila u
pripremljenim rastvorima su u opsegu 44,00 ug mL"' - 132,00 pg mL’, dok su
koncentracije hidrohlorotiazida u opsegu 110,00 pg mL™ - 330,00 pg mL™.

U odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati redom po 2,2 uL, 8,8 uL, 15,40 uL, 22 pL,
24,20 pL 1 26,40 puL osnovnog rastvora standarda necistoce cilazaprilata i 5,5 pL, 22
pL, 38,5 pL, 55 uL, 60 uL i 66 puL osnovnog rastvora standarda hidrohlorotiazid

necisto¢e B (priprema osnovnih rastvora standarda necisto¢a opisana u poglavlju 3.4.1.)
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i dopuniti ih rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije cilazaprilata u
pripremljenim rastvorima su u opsegu 0,044 pg mL™' - 0,528 pg mL"’, dok su
koncentracije hidrohlorotiazid negistoée B u opsegu 0,11 pg mL™" - 1,32 pg mL™.
Koncentracije kalibracione krive cilazaprilata su bile blizu limita, pa je stoga radeno
metodom standardnog dodatka koja podrazumijeva dodavanje 100 pL standarda
cilazaprilata u osnovne rastvore za procjenu linearnosti, pa su stoga finalne
koncentracije za kalibracionu krivu u pripremljenim rastvorima bile u opsegu 2,044 pg

mL"' —2,522 uyg mL™.

3.4.3. Pripreme rastvora za procjenu ta¢nosti metode

Odmjeriti 362,5 mg placebo smjese, 10 mg standardne supstance cilazaprila, 25 mg
standardne supstance hidrohlorotiazida, 1 mg standarda necistoce cilazaprilata i 2,5 mg
standarda hidrohlorotiazid necistoce B i kvantitativno ih prenijeti u odmjerni sud od 10
mL. Dodati osnovni rastvara¢ do 2/3 ukupne zapremine, tretirati na ultrasoni¢nom
kupatilu 20 minuta, ohladiti 1 odmjerni sud dopuniti do oznake. Pripremljeni rastvor za
procjenu taénosti sadrzi cilazapril u koncentraciji od 1,00 mg mL™, hidrohlorotiazid u
koncentraciji od 2,50 mg mL", dok je koncentracije cilazaprilata 0,10 mg mL", a

hidrohlorotiazid neéistoée B 0,25 mg mL ™.

Otpipetirati redom 704 pL, 880 uL i 1056 uL pripremljenog rastvora u odmjerne
sudove od 10 mL 1 dopuniti ith do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije
cilazaprila/hidrohlorotiazida iznose redom 70,40 ug mL™"'/176,00 pg mL™, 88,00 pg mL"
1/220,00 pg mL™" i 105,60 ug mL /264,00 pg mL™, §to odgovara 80%, 100% i 120% u

odnosu na deklarisanu vrijednost. Pripremiti po tri rastvora za svaku koncentraciju.

Otpipetirati redom 4,4 uL, 8,8 uL i 10,56 puL pripremljenog rastvora u odmjerne sudove
od 10 mL 1 dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije necistoca
cilazaprilata/hidrohlorotiazid ne&istoée B iznose redom 0,044 pg mL™'/0,11 pg mL™,
0,088 pg mL'/0,22 pg mL" i 0,1056 pg mL /0,264 pg mL’, §to odgovara LOQ,
maksimalno dozvoljenom sadrzaju prema specifikaciji proizvodaca (eng. maximum

allowed content, MAC) 1 120% MAC. Pripremiti po tri rastvora svake koncentracije.
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3.4.4. Priprema rastvora za procjenu preciznosti metode

U odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati po 880 puL osnovnog rastvora standardne
supstance cilazaprila 1 2200 upL osnovnog rastvora standardne supstance
hidrohlorotiazida (postupak pripreme osnovnih rastvora standardnih supstanci opisan u
poglavlju 3.2.4.1.) i dopuniti ih rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije
cilazaprila i hidrohlorotiazida u pripremljenim rastvorima iznose 88,00 pg mL’,
odnosno 220,00 pg mL'. Pripremiti serije od po 6 rastvora u navedenim

koncentracijama.

U odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati po 4,4 uL osnovnog rastvora standarda
necistoce cilazaprilata i 11 pL osnovnog rastvora standarda hidrohlorotiazid necistoce B
(postupak pripreme osnovnih rastvora standarda necisto¢a opisan u poglavlju 3.4.1.) i
dopuniti ih rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije cilazaprilata i
hidrohlorotiazid neistoée B u pripremljenim rastvorima iznose 0,088 ug mL™, odnosno

0,220 pg mL™. Pripremiti serije od po 6 rastvora u navedenim koncentracijama.

3.4.5. Priprema rastvora uzorka Prilazid® plus film tableta za validaciju metode

Rastvor uzorka pripremiti koriStenjem Prilazid® plus film tableta. Mehanicki ukloniti
film sa 20 tableta. Pojedinacno odmjeriti masu 20 tableta i1 izraCunati prosjecnu masu
jedne tablete. Tablete sprasiti i homogenizirati u tarioniku. Odmjeriti koli¢inu tabletne
mase koja odgovara dvostrukoj prosjecnoj masi jedne tablete. Odmjerenu tabletnu masu
kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 10 mL, dodati do dvije tre¢ine zapremine
osnovnog rastvaraca i tretirati na ultrasoni¢cnom kupatilu 20 minuta, a zatim sud ohladiti
i dopuniti do oznake. Rastvor filtrirati kroz membranski filter. Koncentracija
pripremljenog osnovnog rastvora uzorka tableta je 1,00 mg mL™"' za cilazapril 1 2,50 mg
mL" za hidrohlorotiazid. U odmjerni sud od 10 mL otpipetirati 880 uL osnovnog
rastvora uzorka 1 dopuniti ga rastvorom mobilne faze do oznake. Ocekivane
koncentracije cilazaprila i hidrohlorotiazida u pripremljenom rastvoru su 88,00 ug mL™',

odnosno 220,00 pg mL™".

48



3.5. Hromatografski i MS uslovi za RP UHPLC-UV-MS metodu za praéenje
stabilnosti

Tec¢ni hromatograf: Thermo Scientific UHPLC sistem, opremljen kvaternernom
pumpom, autosamplerom, degaserom, termostatom za kolonu i PDA detektorom tipa

Acella
Integrativni softver za prikupljanje i obradu podataka: ChromQuest version 5.0
Kolona: Kinetex C18 (50 mm x 2,1 mm, 2,6 pm)

Mobilna faza: optimalni hromatografski uslovi obuhvataju mobilnu fazu sastavljenu od
acetonitrila (mobilna faza A) i 20 mmol L™ rastvora amonijum formijat pufera pH 8,5
(mobilna faza B) uz gradijentno eluiranje: pri O minuta 5% acetonitrila i 95% rastvora
pufera, pri 15 minuta 35% acetonitrila 1 65% rastvora pufera i pri 16 minuta 5%

acetonitrila 1 95% rastvora pufera.

Temperatura kolone: 25°C
Protok mobilne faze: 400 uLL min™'
PDA detektor: 250 nm

Maseni spektrometar: 7SQ Quantum Access Max trostruki kvadrupol spregnut sa
UHPLC sistemom

Program: Xcalibur software version 1.3
Jonizacioni mod: negativan
Postupak podeSavanja instrumentalnih parametara optimizacijom izvora elektrosprej
jonizacije 1 kolizione celije uspostaviti u ESI-negativnom modu koriste¢i infuziju
standardnog rastvora cilazaprila i hidrohlorotiazida u koncentraciji od 1,00 pg mL™" , iz
$prica uz protok od 5 pL min" pri mobilnoj fazi koja sastavom odgovara centralnoj
tacki CCD-a uz program 7SQ_EZ_Tune i sljedece optimalne parametre:

nacin rada masenog spektrometra: ,.full scan mode*

odnos m/z: 100 — 2000

napon spreja: 4000 V

gas za rasprsivanje: azot
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pritisak desolvatacionog gasa: 10 psi

pritisak pomo¢nog desolvatacionog gasa: 55 psi
temperatura isparivaca: 354°C

temperatura transfer kapilare: 200°C

kolizioni gas: argon

kolizioni pritisak argona: 2 mTorr

3.6. Priprema rastvora za razvoj stability-indicating micelarne HPLC metode za
analizu stabilnosti doziranih oblika cilazaprila i hidrohlorotiazida

3.6.1. Priprema rastvaraca

Pripremiti osnovni rastvara¢ taénim odmjeravanjem i mijeSanjem acetonitrila i vode
HPLC C¢istoce u omjeru 50:50 (v/v). Sva dalja razblaZenja osnovnih rastvora vrsiti
rastvorom mobilne faze pripremljenim tacnim odmjeravanjem i mijeSanjem acetonitrila
i 18 mmol L' Brij L23 rastvora pH 3,8 u omjeru 20:80 (v/v). Za pripremu rastvora 18
mmol L™ Brij L23 odmjeriti 21,564 g Brij L23 i tu koli¢inu kvantitativno prenijeti u
odmjerni sud od 1000 mL. Dodati vodu HPLC ¢istoce do jedne tre¢ine odmjernog suda,
tretirati na ultrasoni¢énom kupatilu 20 minuta, ohladiti i vodom HPLC C¢isto¢e dopuniti
do oznake. pH rastvora podesiti na 3,8 hlorovodoni¢nom kiselinom. Filtrirati mobilnu

fazu kroz membranski filter.

3.6.2. Priprema rastvora mobilne faze

Mobilna faza se sastoji od acetonitrila i Brij L23 rastvora. Mobilne faze pripremiti i
mijenjati u skladu sa planom izvodenja eksperimenata Box-Behnken dizajna. Vrijednosti

ispitivanih faktora na izabranim nivoima su prikazane u tabeli 2.

Tabela 2. Nivoi ispitivanih varijabli

Varijable Domene ispitivanih
varijabli
-1 +1
(A) Sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%, v/v) 10 20
(B) pH vrijednost vodene faze 2,5 6,5
(C) Koncentracija Brij L23 u vodenom rastvoru | 15 25
(mmol L'])
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Za pripremu Brij L23 rastvora odmjeriti 17,97 g, 23,96 g 129,95 g Brij L23 i te koli¢ine
kvantitativno prenijeti u tri odmjerna suda od po 1000 mL. Dodati vodu HPLC ¢istoce
do jedne tre¢ine odmjernog suda, tretirati na ultrasoni¢cnom kupatilu 20 minuta, ohladiti
1 vodom HPLC ¢isto¢e dopuniti do oznake. Koncentracije Brij L23 rastvora su u opsegu
15 mmol L - 25 mmol L. pH rastvora podesiti hlorovodoni¢nom kiselinom ili
natrijum hidroksidom u skladu sa planom izvodenja eksperimenata. Filtrirati mobilnu

fazu kroz membranske filtere.

3.6.3. Priprema radnih rastvora standardnih supstanci za optimizaciju metode

U pojedina¢ne odmjerne sudove od 10 mL otpipetirati po 1 mL osnovnog rastvora
standardnih supstanci cilazaprila/hidrohlorotiazida (priprema opisana u poglavlju
3.2.4.1.) 1 dodati po 1 mL stres agensa odgovaraju¢e koncentracije i ostaviti ih na tamno
mjesto. Nakon odgovaraju¢eg vremena izlozenosti stresu, odmjerne sudove dopuniti do
oznake rastvorom mobilne faze. Dobijeni rastvor injicirati u hromatografski sistem.
Koncentracija pripremljenih rastvora je 100,00 pg mL™. Rastvore koji nisu pokazali

degradaciju na sobnoj temperaturi ispitati na temperaturi od 70°C.

3.7. Priprema rastvora za validaciju stability-indicating micelarne HPLC metode za
analizu stabilnosti doziranih oblika cilazaprila i hidrohlorotiazida

3.7.1. Priprema rastvora mobilne faze

Mobilna faza se sastoji od acetonitrila i 18 mmol L Brij L23 pH 3,8 u omjeru 13:87
(v/v). Za pripremu rastvora 18 mmol L' Brij L23 odmjeriti 21,564 g Brij L23 1 tu
koli¢inu kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 1000 mL. Dodati vodu HPLC ¢istoce
do jedne tre¢ine odmjernog suda, tretirati na ultrasoni¢nom kupatilu 20 minuta, ohladiti
1 vodom HPLC Ccisto¢e dopuniti do oznake. pH rastvora podesiti na 3,8

hlorovodoni¢nom kiselinom. Filtrirati mobilnu fazu kroz membranske filtere.

3.7.2. Priprema osnovnih rastvora standarda necistoéa

Osnovne rastvore standarda necisto¢a cilazaprilata i1 hidrohlorotiazid necisto¢e B
pripremiti odvojeno, tanim odmjeravanjem i prenoSenjem 5 mg standardne supstance
cilazaprilata, odnosno hidrohlorotiazid necisto¢e B u odmjerni sud od 5 mL. Dodati
osnovni rastvarac¢ do dvije tre¢ine zapremine odmjernog suda, tretirati na ultrasonicnom

kupatilu 5 minuta 1 osnovnim rastvaratem dopuniti odmjerni sud do oznake.
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Koncentracija pripremljenih osnovnih rastvora standarda necisto¢a cilazaprilata i

hidrohlorotiazid neéisto¢e B je 1,00 mg mL ™.

3.7.3. Priprema rastvora za procjenu linearnosti metode

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati redom po 0,2 mL, 0,3 mL, 0,4 mL, 0,5 mL i
0,6 mL osnovnog rastvora standardne supstance cilazaprila (priprema opisana u
poglavlju 3.2.4.1) i dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije

pripremljenih rastvora cilazaprila su u opsegu 40,00 pg mL™" - 120,00 pg mL™".

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati redom po 0,5 mL, 0,75 mL, 1,0 mL, 1,25 mL i
1,5 mL osnovnog rastvora standardne supstance hidrohlorotiazida (priprema opisana u
poglavlju 3.2.4.1) 1 dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije

pripremljenih rastvora hidrohlorotiazida su u opsegu 100,00 pg mL™ - 300,00 pg mL™.

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati redom po 2 pL, 3 uL, 4 pL, S uL 1 6 pLL
osnovnog rastvora standarda necistoce cilazaprilata (priprema opisana u poglavlju
3.7.2.) 1 dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije pripremljenih

rastvora cilazaprilata su u opsegu 0,40 pg mL™" - 1,20 ug mL™.

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati redom po 0,5 uL, 5 uL, 7,5 uL, 10 L, 12,5 pLL
1 15 pL osnovnog rastvora standarda hidrohlorotiazid necisto¢e B (priprema opisana u
poglavlju 3.7.2.) 1 dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije
pripremljenih rastvora hidrohlorotiazid negistoée B su u opsegu 0,10 pg mL™" - 3,00 pg

mL™".
3.7.4. Priprema rastvora za procjenu ta¢nosti metode

Odmjeriti 366 mg placebo smjese, 10 mg standardne supstance cilazaprila i 25 mg
standardne supstance hidrohlorotiazida 1 kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 10
mL. Dodati osnovni rastvara¢ do 2/3 ukupne zapremine, tretirati na ultrasoni¢nom
kupatilu 20 minuta, ohladiti i odmjerni sud dopuniti do oznake. Pripremljeni rastvor
sadrzi cilazapril u koncentraciji 1,00 mg mL™, a hidrohlorotiazid u koncentraciji 2,50
mg mL™". Otpipetirati redom po 0,32 mL, 0,4 mL 1 0,48 mL u odmjerne sudove od 5 mL
1 dopuniti ih do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije cilazaprila i

hidrohlorotiazida u pripremljenim rastvorima iznose redom 64,00 pg mL'/160,00 pg
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mL", 80,00 pg mL'/200,00 pg mL™" i 96,00 pg mL /240,00 pg mL",$to odgovara 80%,
100% 1 120% u odnosu na deklarisanu vrijednost. Pripremiti po tri rastvora za svaku

koncentraciju.

Odmjeriti 366 mg placebo smjese, 10 mg standarda necistoce cilazaprilata 1 25 mg
standarda hidrohlorotiazid necisto¢e B i kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 10
mL. Dodati osnovni rastvara¢ do 2/3 ukupne zapremine, tretirati na ultrasoni¢nom
kupatilu 20 minuta, ohladiti i odmjerni sud dopuniti do oznake. Pripremljeni rastvor
sadrzi cilazaprilat u koncentraciji od 1,00 mg mL", a hidrohlorotiazid negistoéu B u
koncentraciji 2,50 mg mL™". Otpipetirati redom po 3,2 uL, 4 uL i 4,8 uL u odmjerne
sudove od 5 mL i dopuniti ith do oznake rastvorom mobilne faze. Koncentracije
cilazaprilata i hidrohlorotiazid necisto¢e B u pripremljenim rastvorima iznose redom

0,64 pg mL'/1,60 pg mL™'; 0,80 pg mL™"/2,00 pg mL™; 0,96 pg mL™/2,40 pg mL™.

3.7.5. Priprema rastvora za procjenu preciznosti metode

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati 0,4 mL osnovnog rastvora standardne
supstance cilazaprila 1 1 mL osnovnog rastvora standardne supstance hidrohlorotiazida
(postupak pripreme osnovnih rastvora opisan u poglavlju 3.2.4.1.) i1 dopuniti ih
rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije cilazaprila i hidrohlorotiazida u
pripremljenim rastvorima iznose 80,00 ug mL™, odnosno 200,00 g mL™. Pripremiti

serije od po 6 rastvora u navedenim koncentracijama.

U odmjerne sudove od 5 mL otpipetirati 4 pL. osnovnog rastvora standarda necistoce
cilazaprilata 1 10 pL osnovnog rastvora standarda hidrohlorotiazid necistoe B
(postupak pripreme osnovnih rastvora standarda necisto¢a opisan u poglavlju 3.7.2.) 1
dopuniti ih rastvorom mobilne faze do oznake. Koncentracije cilazaprilata i
hidrohlorotiazid negisto¢e B u pripremljenim rastvorima iznose 0,80 ug mL™, odnosno

2,00 pg mL™". Pripremiti serije od po 6 rastvora u navedenim koncentracijama.

3.7.6. Priprema rastvora uzorka Prilazid® plus film tableta za validaciju metode

Rastvor uzorka doziranog oblika pripremiti koristenjem Prilazid® plus film tableta.
Mehanicki ukloniti film sa 20 tableta. Pojedina¢no odmjeriti masu 20 tableta 1 izracunati
prosjecnu masu jedne tablete. Tablete spraSiti i homogenizirati u tarioniku. Tac¢no

odmjeriti koli¢inu tabletne mase koja odgovara dvostrukoj prosje¢noj masi jedne
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tablete. Odmjerenu tabletnu masu kvantitativno prenijeti u odmjerni sud od 10 mL,
dodati dvije tre¢ine zapremine osnovnog rastvaraca i tretirati na ultrasoni¢cnom kupatilu
20 minuta, ohladiti i dopuniti do oznake. Rastvor filtrirati kroz membranski filter.
Koncentracija pripremljenog osnovnog rastvora uzorka tableta je 1,00 mg mL™ za
cilazapril i 2,50 mg mL™" za hidrohlorotiazid. U odmjerni sud od 5 mL otpipetirati 0,4
mL osnovnog rastvora uzorka i dopuniti ga rastvorom mobilne faze do oznake.

Ocekivane koncentracije cilazaprila i hidrohlorotiazida u pripremljenim rastvorima su

80,00 ug mL™" 200,00 pg mL™".

3.8. Hromatografski uslovi za stability-indicating micelarnu HPLC metodu za
analizu stabilnosti doziranih oblika cilazaprila i hidrohlorotiazida

Tecni hromatograf Agilent Technologies HP 1200 (Palo Alto, CA, SAD) koga
saCinjavaju: on-line degaser, binarna pumpa, termostat za kolonu, PDA detektor tipa

Agilent Technologies HP 1200 i injektor: Rheodyne 20-uL petlja

Program: HP Chem Station software

Kolona: XTerra C18 (150 mm x 3,9 mm, 5 um) (Waters Corporation, SAD)
Temperatura kolone: 30°C

Mobilna faza: optimalni hromatografski uslovi obuhvataju mobilnu fazu sastavljenu od

13% (v/v) acetonitrila i 87% (v/v) 18 mmol L' Brij L23 vodenog rastvora pH 3,8.
Protok mobilne faze: 1 mL min™

Detektor: 215 nm
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4. REZULTATI I DISKUSIJA
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4.1. Razvoj hromatografskih metoda za pracenje stabilnosti lijeka

Metode za pracenje stabilnosti (eng. stability-indicating method, SIM) se koriste za
potvrdivanje integriteta proizvoda do isteka retest perioda, odnosno roka trajanja.
Smjernice Americ¢ke agencije za hranu i lijekove (eng. Food and drug administration,
FDA) definisu SIM kao ,,validirane kvantitativne analiticke metode koje tokom vremena
mogu detektovati promjene u hemijskim, fizickim ili mikrobioloskim osobinama aktivne
supstance i gotovog proizvoda i koje su specificne tako da sadrzaj aktivne supstance,
degradacionih proizvoda i drugih komponenata od interesa moze biti tacno odreden bez
interferencije (152). SIM ,,tacno mjere aktivne sastojke bez interferencije od strane
degradacionih proizvoda, procesnih necistoca, ekscipijenasa i drugih potencijalnih
necistoca‘ (153).

Za pracenje stabilnosti aktivne farmaceutske supstance potrebno je razviti metodu koja
¢e omoguciti pouzdano i selektivno razdvajanje, identifikaciju i kvantifikaciju aktivne
supstance, sintetskih necistoéa i degradacionih proizvoda (152, 154-157). SIM su
uglavnom zasnovane na primjeni tecne hromatografije. Razvoj 1 validacija ovih metoda
obuhvata izvodenje nekoliko obaveznih faza (154, 158-161).

Prva faza pri postavljanju SIM se odnosi na analizu hemijske strukture lijeka jer fizi¢ko-
hemijske karakteristike 1 prisustvo odredenih funkcionalnih grupa ukazuju na
mehanizme i1 puteve degradacije. Predvidanje mehanizama degradacije supstance se vrsi
na osnovu prethodnog poznavanja mehanizama degradacije drugih supstanci slicne
strukture. Prisustvo razli€itih supstituenata u strukturi supstance ipak ima presudan
uticaj na mehanizam degradacije (159).

Nakon analize hemijske strukture prikupljaju se informacije o fizi¢ko-hemijskim
osobinama ispitivanog analita. Veoma je vaZno poznavati vrijednosti pKa, logP,
rastvorljivost, hemijsku nestabilnost, apsorpciju, talasnu duzinu maksimuma apsorpcije,
higroskopnost, hiralnu stabilnost, ¢isto¢u enantiomera 1 slicno. Promjene u retencionom
ponasanju koje su posljedica promjene pH vrijednosti mobilne faze se odvijaju pri pH
vrijednostima koje su u okviru *1,5 od pKa vrijednosti analita. Poznavanje podataka o
lipofilnosti upucuje na adekvatan odabir stacionarne faze, dok je uvid u profil
rastvorljivosti supstance u najc¢esce koriStenim HPLC rastvara¢ima koristan za odabir 1

stacionarne 1 mobilne faze (159).
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Sljede¢a faza se odnosi na izvodenje studija forsirane degradacije pri odabranim
uslovima nakon analize fizicko-hemijskih osobina. Ove studije se sprovode na aktivnim
supstancama i na doziranim oblicima, u ¢vrstom obliku, rastvorima ili suspenzijama u
cilju ispitivanja osnovne hemijske stabilnosti pod ekstremnim eksperimentalnim
uslovima. lako stabilnost farmaceutskih doziranih oblika najviSe zavisi od stabilnosti
aktivnih farmaceutskih supstanci, njihova degradacija se ne moZe u potpunosti
predvidjeti na osnovu stabilnosti aktivne supstance zato Sto pomocéne supstance mogu
reagovati sa aktivnim supstancama ili mogu Katalizirati reakcije degradacije. Cak i
necisto¢e koje poti¢u od ekscipijenasa mogu takode dovesti do degradacije doziranih
oblika (154, 158). Ne postoje precizna regulatorna uputstva za izvodenje ovih studija po
pitanju prirode, jacine stres agensa i vremenskog perioda njegovom izlaganju. Dizajn
studije ima za cilj da dovede do hemijske degradacije aktivnih supstanci 1 doziranih
oblika koji se razlikuju po svojoj osjetljivosti na razliite uslove zbog karakteristi¢nih
fizicko-hemijskih osobina supstance, odnosno farmaceutskog doziranog oblika (154).
Cilj je posti¢i nivo degradacije izmedu 5% 1 20% pri odredenom stres uslovu u relativno
kratkom vremenskom periodu jer on odgovara procentu koji bi se dobio pri realnim
uslovima Cuvanja lijeka. Degradacija ispod 5% je suvise mala da bi se male koli¢ine
nastalih degradacionih proizvoda mogle analizirati, dok degradacijom iznad 20% mogu
nastati degradacioni proizvodi koji se ne javljaju pri preporuc¢enim uslovima ¢uvanja,
kao Sto su sekundarni i tercijerni degradacioni proizvod, §to svakako otezava
interpretaciju rezultata. Na ovaj nacin studije forsirane degradacije na pravi nacin
doprinose predvidanju rezultata redovnih studija stabilnosti (158).

U literaturi su dostupni protokoli za sprovodenje studija forsirane degradacije (158).
Preporuka je da se ispitivanja sprovode pri koncentraciji aktivne supstance od 1 mg mL"
! jer se tada mogu detektovati ¢ak i najmanje koli¢ine nastalih degradacionih proizvoda.
Neophodno je da studije forsirane degradacije obuhvate ispitivanje hidrolize u Sirokom
opsegu pH, relativne vlaznosti, termolize, fotolize i oksidacije (154).

Ispitivanje uticaja hidrolize se vr$i u rastvorima ili suspenzijama i obuhvata opseg pH
vrijednosti od kisele preko neutralne do bazne sredine. Ukoliko je aktivna supstanca
djelimi¢no rastvorljiva ili nerastvorljiva u kiselim ili baznim rastvorima neophodno je
dodati odgovaraju¢i korastvara¢ ili podesiti pH vrijednost u cilju postizanja

rastvorljivosti uz odsustvo sporednih reakcija. Medutim, pri izboru korastvaraca treba

57



biti oprezan u pogledu nastajanja dodatnih degradacionih proizvoda (laznih) koji su
posljedica reaktivnosti lijeka i korastvarac¢a. Tako npr. alkoholi se ne smiju koristiti u
kiselim uslovima pri ¢emu se preporuCuje primjena dimetilsulfoksida, acetatne i1
propionske kiseline. Glikolni etri i 1,4-dioksani olakSavaju reakcije u baznim uslovima
(158). Dinamika degradacionih reakcija se prati u nekoliko vremenskih intervala.
Preporuka je da se degradacione reakcije u kiseloj 1 baznoj sredini zaustavljaju
neutralizacijom jer se ove reakcije Cesto brzo odvijaju i pri veoma niskoj temperaturi.
Ispitivanje osjetljivosti na hidrolizu u kiseloj sredini se najceS¢e sprovodi upotrebom
HCI ili H,SO4 (0,1-1,0 mol L'l), dok se za ispitivanje u baznoj sredini koristi NaOH ili
KOH (0,1-1,0 mol L"). Ove reakcije se izvode na sobnoj temperaturi u odsustvu
svjetlosti 1 bez zagrijavanja uz pocetni period izlaganja od 8 sati. Ukoliko ne dode do
degradacije, supstanca se izlaze dejstvu jaCeg stres agensa i/ili dejstvu stres agensa
tokom duzeg vremenskog perioda, ali nikako duze od 14 dana (158). Ukoliko i dalje ne
dolazi do degradacije na sobnoj temperaturi, ona se mora povecati do 70°C (48). Ako se
uzorak potpuno degradira, tada je neophodno smanjiti koncentraciju stres agensa i
temperaturu izvodenja reakcije, odnosno modifikovati uslove ovisno o ciljnom procentu
degradacije.

Oksidativna degradacija aktivne farmaceutske supstance se izvodi pod uticajem
oksigena iz atmosfere ili u prisustvu peroksida. Inicijatori slobodnih radikala i peroksidi
omogucavaju dobijanje svih primarnih oksidacionih degradacionih proizvoda, pa se
stoga preporucuju uslovi koji obuhvataju prisustvo slobodnih radikala i/ili hidrogen
peroksida u koncentracionom opsegu 3-30% (v/v). Oksidaciona degradacija supstance
se moze ispitivati 1 u ¢vrstom stanju. Stabilnost aktivne farmaceutske supstance u
¢vrstom stanju se moze procijeniti koriStenjem temperatura vecih od 50°C i uz vlaznost
vec¢u od 75%, pri cemu trajanje izloZenosti stres agensu ovisi od osjetljivosti same
supstance, a najduze 2-3 sedmice (48, 158).

Svrha izvodenja studije fotodegradacije je utvrdivanje degradacionih proizvoda koji
nastaju pod dejstvom svjetlosti pri ¢emu se one izvode prema vazeé¢im ICH
smjernicama (155). Izvor svjetlosti moze biti fluorescentna lampa koja proizvodi
,vjestacku dnevnu svjetlost™ kombinuju¢i vidljivu 1 ultraljubiCastu svjetlost, ksenon
lampa ili metalna halogena lampa. Preporuke navode da ukupno osvjetljenje ne smije

biti nize od 1,2 milion lux ¢asova pri izlaganju vidljivoj svjetlosti i integrirana bliska
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ultraljubiGasta energija ne smije biti manja od 200 W-h/m? dok intenzitet zratenja i
vrijeme izlaganja nisu propisani. Pri izvodenju studija forsirane degradacije zracenje
treba biti najmanje 2 puta vece od zraCenja koje je predlozeno ICH smjernicama (158).
Ukoliko ne dode do razlaganja, intenzitet je neophodno povecati 5 puta, a ako ni tada ne
dode do degradacije zakljucuje se da je aktivna supstanca fotostabilna. Ovi uzorci se
izlazu ka izvoru svjetlosti pri ¢emu je neophodno osigurati njihovu maksimalnu
izlozenost. Cvrste supstance se moraju rasiriti preko kontejnera i osigurati debljinu oko
3 milimetra, a tablete i1 kapsule treba rasiriti u jednom sloju (155).

Preliminarno ispitivanje razdvajanja stres uzoraka se vr$i u cilju potvrde broja i vrste
nastalih degradacionih proizvoda. Zbog prirode aktivne supstance i degradacionih
proizvoda najceS¢e se pocinje upotrebom nepolarne oktadecil (C18) kolone i mobilne
faze koja je sastavljena od smjesa voda-metanol ili voda-acetonitril u omjeru 50:50 (v/v)
ili se moze modifikovati u cilju dobijanja vrijednosti retencionog faktora izmedu 5 i 10.
Preporuka je da u pocetnim studijama ukupno vrijeme trajanja analize bude 2,5 puta
vece od retencionog vremena pika aktivne supstance. Ova duZina trajanja ima za cilj da
se otkriju svi pikovi koji bi se eluirali nakon pika aktivne supstance. Ispitivanje
spektralnih osobina sluzi za postavljanje talasne duzine detekcije. Injekciona zapremina
i protok mobilne faze se postavljaju ovisno o duzini kolone (159).

Nakon preliminarnih ispitivanja pristupa se razvoju i optimizaciji SIM. Savremeni
pristup razvoju SIM obuhvata primjenu eksperimentalnog dizajna 1 koncepta dizajna
kvaliteta u optimizaciji (24-26, 30, 41-48, 82).

Sljedeca faza podrazumijeva identifikaciju i karakterizaciju degradacionih proizvoda.
Moderan pristup podrazumijeva upotrebu spregnute tehnike te€ne hromatografije sa
masenom spektrometrijom (LC-MS ili LC-MS/MS), koji omogucava prikupaljanje
podataka o molekulskoj masi, fragmentaciji 1 najintenzivnijim tranzicijama u cilju uvida
u potvrde pretpostavljene strukture degradacionih proizvoda.

U cilju potvrde odsustva koeluiranja nastalih degradacionih proizvoda primjenom PDA
detektora koristi se ,,Cisto¢a* pika (eng. peak purity), dok se istovremeno prati nastanak
degradacionih proizvoda na razliitim talasnim duZinama u cilju detekcije svih
degradacionih proizvoda sa razli¢itim spektralnim osobinama. Faktor Cistoce pika (eng.
peak purity factor) ¢ija je vrijednost u opsegu 990-1000 ukazuje na odsustvo

koeluiranja (162-163). Drugi nain procjene eventualnog koeluiranja pikova je tzv.
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,balans mase”“. ICH smjernice (154) definiSu balans mase kao ,,proces zbrajanja
sadrzaja aktivne supstance i nivoa degradacionih proizvoda u cilju procjene da li je
ovaj zbir priblizan 100% vrijednosti pocetnog sadrzaja aktivne supstance, uzimajuci u
obzir margine analiticke greske*. Balans mase sluzi za potvrdivanje validnosti SIM, jer
se on ne moze posti¢i ukoliko se svi degradacioni proizvodi ne razdvoje. Utvrdivanje
balansa mase je otezano pri formiranju mnogobrojnih degradacionih proizvoda,
ukljucuju¢i 1 kompleksne puteve reakcija i produkte interakcije lijeka 1 ekscipijensa,
ukoliko degradacioni proizvodi ne sadrze hromoforu, ukoliko dolazi do gubitka aktivne
supstance ili degradacionog proizvoda zbog isparljivosti ili zbog difuzije u/kroz
kontejnere, ukoliko su izrazeni problemi sa eluiranjem ili rastvaranjem, kao i kod
neodgovarajucih ili nepoznatih faktora odgovora zbog nedostatka standardnih supstanci
1 zbog greSaka i promjenljivosti analiza za odredivanje sadrzaja supstance (158, 164-

165).

4.2. Studija forsirane degradacije cilazaprila i hidrohlorotiazida

Studija forsirane degradacije cilazaprila i hidrohlorotiazida je sprovedena na nacin
opisan u prethodnom poglavlju. Stres studije su obuhvatale ispitivanje termalne
stabilnosti, kisele 1 bazne hidroliticke stabilnosti, stabilnosti prema oksidativnim
agensima i fotodegradaciju rastvora cilazaprila i hidrohlorotiazida. Ja¢ina stres agenasa
je birana tako da degradacija bude u opsegu 5-20%, uz obaveznu pripremu tri dodatna
kontrolna uzorka u cilju ispravne procjene nastalih promjena.

Pracenje nastalih degradacionih proizvoda u svim stres uzorcima vrSeno je primjenom
PDA detektora, dok je identifikacija nastalih degradacionih proizvoda radena pomocu
masene spektrometrije i istovremeno je potvrdeno da ne dolazi do nastanka
degradacionih proizvoda koji nemaju spektralne osobine. Maseni spektri standardnih
supstanci 1 stres uzoraka su snimljeni u negativhom ESI modu rada masenog
spektrometra. Konstantno praceni maseni i UV apsorpcioni spektri na kontrolnim 1 stres
uzorcima su omogucili jasno razumijevanje rezultata degradacionih procesa pri svim
stres uslovima. Vrijednosti balansa masa su izraCunate koriStenjem podataka sa
hromatograma svakog stres uzorka i bile su veoma bliske 100% u svim slucajevima
(tabela 3). Ovako dobijeni 1 procijenjeni rezultati su potvrdili da su svi degradacioni

proizvodi koji nastaju uzeti u obzir prilikom razvoja SIM.
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Detaljnom analizom strukture cilazaprila moze se uocCiti da posjeduje estarsku
funkcionalnu grupu koja je podlozna hidrolitickoj degradaciji u kiseloj i baznoj sredini,
kao 1 na povisenoj temperaturi. Hidrolizom estarske funkcionalne grupe dobio bi se
degradacioni proizvod cilazaprilat. Ocekivano je da do hidrolize estarske funkcionalne
grupe brze i opseznije dolazi u baznoj sredini shodno ¢injenici da se u baznoj sredini
desava ireverzibilna hidroliza estarske funkcionalne grupe, dok je u kiseloj sredini ovo
reverzibilan proces te se o¢ekuje da tece sporije 1 pod uticajem jaCeg stres agensa. Kako
su rezultati stres studije ispitivani i PDA detektorom i masenom spektrometrijom,
odredene su vrijednosti odnosa mase i naelektrisanja (m/z) za aktivne supstance i sve
ocekivane degradacione proizvode. Definisana je m/z vrijednost aktivne supstance
cilazaprila od 415,99, dok je m/z vrijednost cilazaprilata 387,79. Daljom analizom
strukture cilazaprila uoceno je da su tercijarna amino grupa iz 10-oksooktahidro-6H-
piridazino[1,2-a][1,2]diazepinskog dijela strukture, sekundarna amino grupa iz
fenilpropilamino dijela strukture i fenilna funkcionalna grupa podlozne oksidaciji. Kod
fenilpropil grupe moze se o¢ekivati da dode do oksidacije na tri razli¢ita dijela strukture,
1 to na orto polozajima i na a ugljenikovom atomu fenilpropil grupe. Ocekuje se da
oksidacioni proizvodi ukoliko nastaju imaju m/z vrijednosti za 16 veée od cilazaprila.
Sto se ti¢e aktivne supstance hidrohlorotiazida, njegova m/z vrijednost je 295,60 i
analizom njegove hemijske strukture uoceno je da moze doc¢i do reakcije oksidacije i
nastanka degradacionog proizvoda hlorotiazida (slika 9), koja je opisana i kao necistoc¢a

iz postupka sinteze 1 prijavljena u farmakopeji.

Nakon sprovedenih studija forsirane degradacije dobijeni su procenti degradacije i
degradacioni proizvodi cilazaprila i hidrohlorotiazida pri svim navedenim stres

uslovima. Stepen degradacije i nastali degradacioni proizvodi predstavljeni su u tabeli 3.
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Tabela 3. Stres uslovi, formirani degradacioni proizvodi i procenat degradacije

cilazaprila i hidrohlorotiazida tokom definisanog vremena izlaganja

Stres uslov Vrijeme | Balans Nivo degradacije | Degradacioni
izlaganja | mase (%) | (%) proizvod

Cilazapril

Kisela hidroliza (1,0 mol LT HCI 70°C) 6 sati 98,43 10,04 Cilazaprilat

Bazna hidroliza (0,1 mol LT NaOH) 30 minuta | 99,29 15,65 Cilazaprilat

Termalna degradacija (70°C) 6 sati 100,00 Nema degradacije

Oksidativna degradacija (15% (v/v) H,O,) | 15 minuta | 98,25 15,00 DPC, (5,94%)

DPC, (3,98%)
DPC; (5,08%)

Fotodegradacija (dnevna svjetlost) 2 sedmice | 99,50 Nema degradacije

Hidrohlorotiazid

Kisela hidroliza (1,0 mol LTHCI 70°C) 1 sat 98,51 10,52 Hidrohlorotiazid
necistoca B
(DPH,)

Bazna hidroliza (1,0 mol LT NaOH 70°C) | 3 sata 98,51 6,27 Hidrohlorotiazid
necistoca B
(DPH,)

Termalna degradacija (70°C) 3 sata 98,78 8,64 Hidrohlorotiazid
necistoca B
(DPH,)

Oksidativna degradacija (30% (v/v) H,O,) | 3 sata 97,56 20,00 DPH,

Fotodegradacija (dnevna svjetlost) 2 sedmice | 99,21 Nema degradacije

U tabeli 3 se moze vidjeti da se pod uticajem 1,0 mol L' HCI na 70°C nakon 6 sati
cilazapril degradira 10,04%. Prvo je ispitan uticaj 0,1 mol L' HCI pri sobnoj
temperaturi 1 degradacija cilazaprila je bila ispod 5%. Jacina kiseline je stoga povecana
najprije do 0,5 mol L™, a zatim i do 1,0 mol L™ u cilju povec¢anja degradacije supstance.
Ovakvim pojacanjem stres uslova, ipak nije doSlo do znacajnog povecanja procenta
degradacije ni nakon tri dana. Povecanjem temperature na 70°C uz istovremeno
izlaganje 1,0 mol L' HCI nakon 6 sati nivo degradacije je dostigao 10,04%.
Reprezentativni hromatogrami koji su dobijeni analizom uzoraka cilazaprila nakon
kisele hidrolize primjenom PDA detektora i masenim spektrometrom, predstavljeni su

na slici 14A i 14B. Slika 14A predstavlja hromatogram dobijen sa PDA detektorom na

62



talasnoj duzini detekcije od 250 nm. MoZe se uociti da degradacijom cilazaprila pri
navedenim uslovima kisele hidrolize dolazi do nastanka jednog degradacionog
proizvoda koji eluira na retencionom vremenu od 1,08 minuta. Daljom analizom
dobijenog degradacionog proizvoda masenim spektrometrom utvrdeno je da je m/z
vrijednost degradacionog proizvoda 387,79 i ova m/z vrijednost odgovara cilazaprilatu

(slika 14B).

U cilju ispitivanja stepena hidrolize u baznoj sredini cilazapril se izlagao djelovanju 0,1
mol L' NaOH na sobnoj temperaturi koji se za 30 minuta degradirao 15,65%.
Reprezentativni hromatogrami stres uzoraka cilazaprila nakon bazne hidrolize
predstavljeni su na slici 14C-E. Analizom hromatograma koji je dobijen PDA
detektorom na 250 nm (slika 14C), uocavaju se dva degradaciona proizvoda. Jedan
degradacioni proizvod eluira na retencionom vremenu od 2,34 minute, a drugi na 8,01
minutu. Upotrebom masenog spektrometra je potvrdeno da pik na 2,34 minute odgovara
cilazaprilatu $to potvrduje i njegova m/z vrijednost od 388,0 (slika 14D). Sto se tiée pika
na 8 minutu, analizom masenog spektra dobijenog na ovom retencionom vremenu, nije
uocena ni jedna m/z vrijednost koja ne pripada pozadinskom Sumu (slika 14E). Imajuci
u vidu da je uzorak dobijen baznom hidrolizom 1 primjenom gradijentnog eluiranja,
moze se do¢i do zakljuc¢ka da je ovo ghost pik. Ove vrste pikova su posebno
karakteristi€éne 1 navode se u literaturi za HPLC metode sa gradijentnim eluiranjem.
Dakle, degradacijom cilazaprila pri baznim uslovima takode dolazi do nastanka
cilazaprilata kao jedinog degradacionog proizvoda. Blaga razlika u retencionim
vremenima cilazaprilata pri kiseloj 1 baznoj hidrolizi poti¢e od razli¢itih pH vrijednosti

ova dva stres uzorka.
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Slika 14. Reprezentativni hromatogrami degradacionih proizvoda cilazaprila
nakon Kkisele hidrolize sa PDA detektorom (A) i maseni spektar (B) i degradacionih
proizvoda cilazaprila nakon bazne hidrolize sa PDA detektorom (C) i maseni
spektar (D, E)
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Tokom ispitivanja oksidativne degradacije aktivne supstance koriSten je hidrogen
peroksid kao oksidativni stres agens. Nakon izlaganja rastvoru 30% (v/v) hidrogen
peroksida nivo degradacije cilazaprila je bio iznad 20% zbog cega je jacina stres agensa
smanjena na 15% rastvor hidrogen peroksida. Nakon 15 minuta postignut je nivo
degradacije od 15% i dobijeni degradacioni proizvodi se mogu uociti na hromatogramu
(15A-E). Na slici 15A je predstavljen PDA hromatogram na kome se uocavaju tri
degradaciona proizvoda na retencionim vremenima od 7,03 minuta, 10,51 minuta i
10,77 minuta. Na slici 15B se moze vidjeti da m/z vrijednost prvog degradacionog
proizvoda c¢ije je retenciono vrijeme bilo na 7,03 minute 429,75. Na hromatogramu se
uocava (slika 15A) jos jedan pik na retencionom vremenu od 7,75 minuta za koji je, na
isti nacin kao i kod kiselo-bazne hidrolize, potvrdeno da predstavlja ghost pik (slika
15C). m/z vrijednost koja odgovara degradacionom proizvodu cije je retenciono vrijeme
10,51 minute je 431,89 (slika 15D), a degradacioni proizvod na 10,77 minuta ima m/z
vrijednost 430,83 (slika 15E). Na osnovu dobijenih rezultata, moze se zakljuciti da se
pod uticajem oksidativnog stres agensa formiraju tri razli¢ita degradaciona proizvoda.
Ovi degradacioni proizvodi su oznaceni kao DPC; (7,03 minuta), DPC; (10,51 minuta) i
DPC; (10,77 minuta). Promjene u samoj molekuli cilazaprila usljed oksidacije se
najvjerovatnije deSavaju na dijelovima strukture koji su izdvojeni kao osjetljivi ka
oksidaciji na pocetku ovog poglavlja, ali se identifikaciji nastalih degradacionih
proizvoda dalje nije pristupalo. Identifikacija degradacionih proizvoda se zahtijeva u
slu¢aju da se dugotrajnim studijama stabilnosti potvrdi nastanak nekog od navedenih

potencijalnih degradacionih proizvoda.
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Slika 15. Reprezentativni hromatogrami oksidativnih degradacionih proizvoda
cilazaprila sa PDA detektorom (A) i maseni spektar (B, C, D, E)

Izlaganje cilazaprila temperaturi od 70°C u ukupnom trajanju od 6 sati nije dovelo do

degradacije. Ovo zapazenje je bilo od interesa i1 u cilju boljeg tumacenja hidroliticke

degradacije u kiseloj sredini. Naime, ovakvi rezultati potvrdili su da je poviSena

temperatura dovela vecu energiju sistemu i potpomogla degradaciju u kiseloj sredini, ali

nijedan dio degradacije nije nastao kao posljedica termalne hidrolize.

U okviru ispitivanja stabilnosti cilazaprila prema fotodegradaciji, cilazapril je izlagan

dnevnoj svjetlosti u rastvoru i u ¢vrstom obliku, u vremenskom periodu od 2 sedmice. U
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toku navedenog vremenskog perioda zapazeno je da nije doslo do degradacije
cilazaprila, a isti rezultati dobijeni su i kontrolnim uzorcima, kao i u uzorku cilazaprila
koji je pri istim uslovima cuvan na tamnom mjestu. Nije bilo razlike u rezultatima koji

su dobijeni izlaganjem rastvora cilazaprila i ¢vrste supstance.

Svim navedenim stres agensima izlagan je i hidrohlorotiazid i iz tabele 3 se moze vidjeti
da je stabilan jedino prilikom izlaganja dnevnoj svjetlosti. Izlaganje 1,0 mol L™ HCI pri
temperaturi od 70°C u trajanju od 1 sata je rezultiralo degradacijom aktivne supstance
od 10,52%. Kako djelovanje 0,1 mol L, 0,5 mol L' i 1,0 mol L"' HCI na sobnoj
temperaturi nije dovelo do znaCajne degradacije, temperatura je povecana na 70°C.
Rezultat degradacije je bilo formiranje jednog degradacionog proizvoda koji je eluirao
na 1,09 minuta (slika 16A). Analizom masenog spektra (slika 16B) moze se vidjeti da
ovaj degradacioni proizvod ima m/z vrijednost 283,78. Ova m/z vrijednost odgovara
necisto¢i B hidrohlorotiazida (slika 10) prema Europskoj farmakopeji (14) i ovaj
degradacioni proizvod je oznacen kao DPH;. Pik koji se javlja na 7,81 minuta je

identifikovan kao ghost pik i nije nastao kao posljedica bilo kog procesa degradacije.

Pod uticajem 1,0 mol L' NaOH na sobnoj temperaturi u toku 3 dana nije doslo do
degradacije hidrohlorotiazida. Medutim, kada je temperatura povecana na 70°C za 3
sata je doSlo do degradacije od 6,27%. Jedan degradacioni proizvod je uocen na 0,78
minuta (slika 16C). Ovaj degradacioni proizvod je takode identifikovan kao DPH; kao i
u slucaju kisele hidrolize, a potvrda nastalog degradacionog proizvoda je iSla preko
masenog spektra 1 odgovaraju¢e m/z vrijednosti (slika 16D). Razlike u retencionim
vremenima DPH; 1 hidrohlorotiazida u uzorcima nakon kisele i bazne hidrolize se mogu
objasniti razli¢itim pH vrijednostima koje nastaju dodatkom kiselina i baza. Identitet
aktivne supstance je potvrden masenim spektrom (slika 16E) preko m/z vrijednosti

295,7.
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Slika 16. Reprezentativni hromatogrami degradacionih proizvoda

hidrohlorotiazida nakon Kkisele hidrolize sa PDA detektorom (A) i maseni spektar
(B), degradacionih proizvoda hidrohlorotiazida nakon bazne hidrolize sa PDA
detektorom (C) i maseni spektar (D) i masenog spektra hidrohlorotiazida (E)

Nakon izlaganja hidrohlorotiazida dejstvu hidrogen peroksida uocena je degradacija od

20,00%.

Do ovog nivoa degradacije doslo je izlaganjem aktivne supstance 30% (v/v)

hidrogen peroksidu u periodu od 3 sata. Uticaj oksidativnog agensa je rezultirao
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formiranjem jednog degradacionog proizvoda sa retencionim vremenom od 2,04 minute
(slika 17A) i sa m/z vrijednosti 311,5 (slika 17B). Identitet ovog degradacionog

proizvoda nije poznat i oznacen je kao DPH,.
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Slika 17. Reprezentativni hromatogrami oksidativnih degradacionih proizvoda
hidrohlorotiazida sa PDA detektorom (A) i maseni spektar (B), degradacionih
proizvoda hidrohlorotiazida nakon termalne degradacije sa PDA detektorom (C) i
maseni spektar (D)

Takode je ispitana 1 osjetljivost hidrohlorotiazida na termalnu degradaciju.

Hidrohlorotiazid se degradirao za 3 sata 8,64% pri ¢emu se formirao jedan degradacioni
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proizvod (slika 17C) koji je identifikovan kao DPH; (slika 17D). 1z dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da degradacija od oko 8% za 3 sata nastaje kao posljedica termicke
degradacije, Sto ukazuje na to da pri baznoj hidrolizi degradacija nastaje iskljucivo kao
posljedica termicke degradacije, a ne 1 kao posljedica uticaja bazne sredine. U prilog
ovome ide i ¢injenica da u oba sluCaja nastaje isti procenat istog degradacionog
proizvoda za isti vremenski period. Sa druge strane degradacija oko 10% koja nastaje u
kiseloj sredini na 70°C djelimi¢no nastaje i kao posljedica kisele hidrolize, shodno
¢injenici da do ovog stepena degradacije dolazi za mnogo kra¢e vrijeme kada se
degradacija na poviSenoj temperaturi deSava u kiseloj sredini. Izlaganje
hidrohlorotiazida u rastvoru i ¢vrstom obliku dnevnoj svjetlosti tokom 2 sedmice nije
dovelo do znaajne degradacije. Stoga je zakljuceno da hidrohlorotiazid nije podlozan

degradaciji pod uticajem dnevne svjetlosti.

Eksperimenti koji su obuhvatali primjenu Prilazid® plus film tableta kao kombinovanog
doziranog oblika su izvedeni u cilju potvrde primjenljivosti metode u realnim uslovima
i procjene dodatnog uticaja ekscipijenasa formulacije na formiranje degradacionih
proizvoda. Nakon ovih eksperimenata je potvrdeno prisustvo identi¢nih degradacionih

proizvoda kao i kod pojedinacnih rastvora standarda cilazaprila i hidrohlorotiazida.

Studije forsirane degradacije cilazaprila 1 hidrohlorotiazida su sprovedene na dva
kombinovana farmaceutska dozirna oblika razli¢itih proizvodaca u cilju potvrde njihove
hemijske stabilnosti i puteva degradacije. SistematiCan pristup ispitivanja stabilnosti
vise kombinovanih doziranih oblika od razli¢itih proizvodaca je od izuzetnog znacaja
zbog mogucénosti formiranja razli¢itog profila necisto¢a, usljed koriStenja razlicitih
ekscipijenasa ili aktivnih farmaceutskih supstanci razli¢itih proizvodaca pri izradi
formulacije. Posljedica je moguc¢nost nastajanja novih degradacionih proizvoda kao
rezultat razliCitih interakcija aktivne farmaceutske supstance sa komponentama
ekscipijensa. Od presudne vaznosti je poredenje i identifikacija degradacionih proizvoda
u cilju sveobuhvatne procjene stabilnosti sa aspekta utvrdivanja njihovog porijekla.
Opseznom analizom dobijenih rezultata je zakljueno da su rezultati provedene studije
forsirane degradacije na Cilazil® HCT film tabletama bili u skladu sa navedenim
rezultatima studije forsirane degradacije na Prilazid® plus film tabletama i da nisu

uoceni dodatni degradacioni proizvodi.

70



4.3. Razvoj i optimizacija RP UHPLC-MS metode za pracenje stabilnosti
cilazaprila i hidrohlorotiazida

4.3.1. Preliminarna ispitivanja

Za pracenje stabilnosti cilazaprila i hidrohlorotiazida je odlu¢eno da se razvija RP
UHPLC metoda. Na ovaj nacin bila bi omogucéena analiza cilazaprila, hidrohlorotiazida
1 njihovih degradacionih proizvoda za S§to krace vrijeme. Sa druge strane, UHPLC
metoda spregnuta sa masenim spektrometrom je bila primijenjena u cilju potvrde
nastalih degradacionih proizvoda i definisanja njihovih m/z vrijednosti. Vrijednosti pKa
1 pH ovisnost o jonskim i nejonskim formama supstanci su ukazivale da se cilazapril 1
hidrohlorotiazid pri odredenim pH vrijednostima nalaze u razli¢itim dominantnim
jonizacionim formama. Strukturne formule svih jonizovanih oblika cilazaprila i
hidrohlorotiazida prikazane su na slikama 18 i 19, dok su procenti jonizacije dati u

tabelama 4 1 5, redom.

o .
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Slika 18. Strukturne formule jonizovanih oblika cilazaprila
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Slika 19. Strukturne formule jonizovanih oblika hidrohlorotiazida

Tabela 4. Procenat jonizacije hidrohlorotiazida ovisno o pH vrijednosti

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
%-1 | 100 | 100 | 100 | 100 | 99,9 | 99,9 | 99,1 | 923 | 51,5 | 45 0,1 0 0 0
%-2 | 0 0 0 0 0 0,1 0,4 3,8 21,1 | 18,6 | 2,2 0,1 0 0
%-3 | 0 0 0 0 0 0,1 0.4 3,6 20,2 | 17,8 | 2,1 0,1 0 0
%-4 | 0 0 0 0 0 0 0,1 0,1 0,8 0,7 0,1 0 0 0
%-5 | 0 0 0 0 0 0 0 0,1 5,8 51,0 | 59,0 | 15,5 | 1,8 0,2
%-6 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0,1 0,7 0,9 0,2 0,1 0
%-7 | 0 0 0 0 0 0 0 0,01 | 0,4 3,7 4,3 1,1 0,1 0,01
%-8 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0,03 | 2,7 31,5 | 82,9 | 98,0 | 99,8
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Tabela 5. Procenat jonizacije cilazaprila ovisno o pH vrijednosti

pH 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

%-1 | 0 0,1 0,6 1,7 1,2 0,2 0,1 0 0 0 0 0 0 0

%-2 | 0,2 0,5 0,4 0,1 0,01 | O 0 0 0 0 0 0 0 0

%-3 | 0 0 0,2 6,5 46,1 | 89,7 | 989 |999 |999 | 100 | 100 | 100 | 100 | 100

%-4 | 32,2 | 78,7 | 68,7 | 183 | 1,3 0,03 | 0 0 0 0 0 0 0 0

%-5 | 0 0,04 | 0,4 0,9 0,6 0,1 001 |0 0 0 0 0 0 0

%-6 | 66,9 | 163 | 14 0,04 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

%-7 | 0,1 3,1 27,1 | 72,1 | 50,8 | 9.9 1,1 0,1 0,01 |0 0 0 0 0

%-8 | 0,5 1,3 1,1 0,3 0,02 | 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Vrijednosti logP za cilazapril i hidrohlorotiazid su ukazivale na visoku razliku u
polarnosti ispitivanih supstanci. Iz tog razloga mnogo ve¢i udjeli organskih rastvaca su
bili potrebni za eluiranje cilazaprila u odnosu na hidrohlorotiazid. Ispitani su metanol i
acetonitril kao organski modifikatori i acetonitril je odabran iz razloga §to je omogucio
zadovoljavajuéu simetriju pikova ispitivanih supstanci, njihovu manju Sirinu i
posljedi¢no vecu efikasnost hromatografske metode. Primjena gradijentnog nacina
eluiranja bila je neophodna zbog velike razlike u polarnosti aktivnih supstanci, Sto je

uzrokovalo njihovo razli¢ito hromatografsko ponasanje.

Amonij formijat je zbog kompatibilnosti sa masenim spektrometrom predstavljao pufer
izbora, dok je amonij hidroksid koriSten za podeSavanje odgovaraju¢e pH vrijednosti
pufera. Rastvor 20 mmol L' amonijum formijat pufera pH 8,5 je odabran zbog
zadovoljavajuée simetrije pikova ispitivanih supstanci. Ovo je bilo od izuzetne vaznosti
jer je hidrohlorotiazid u kombinovanom obliku prisutan u 2,5 puta vecoj koli¢ini od
cilazaprila, a istovremeno posjeduje bolje apsorpcione karakteristike. Iz tog razloga je u
ovako vecoj koncentraciji pokazivao znacajnu interakciju sa stacionarnom fazom $§to je

rezultiralo pojavom tailing-a koji je ugrozavao njegovo odredivanje.

Nakon analize apsorpcionih spektara aktivnih supstanci i degradacionih proizvoda,

zakljuCeno je da se svi analiti mogu detektovati na tri talasne duzine i to 215 nm, 250
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nm i 270 nm, dok na 250 nm pokazuju najvecu osjetljivost (166-168). Indeks Cistoce
pika ve¢i od 990 je potvrdio odsustvo koeluiranja cilazaprila, hidrohlorotiazida i
njihovih degradacionih proizvoda u svim analiziranim uzorcima, Sto je potvrdeno i

masenim spektrima.

4.3.2. Primjena CCD-a u fazi optimizacije RP UHPLC metode

Tokom faze optimizacije gradijentne RP UHPLC SIM vrSeno je variranje pocetnog i
krajnjeg udjela acetonitrila, vrijeme trajanja gradijenta i temperature kolone prema
eksperimentalnom planu CCD-a. Domene ispitivanih varijabli za CCD su predstavljene

u tabeli 1.

Plan izvodenja eksperimenata i dobijeni odgovori za svaki eksperiment su predstavljeni
u tabeli 6. Eksperimentalni dizajn je obuhvatio 30 eksperimenata u okviru kojih su
varirane Cetiri navedene varijable. Svi eksperimenti su izvedeni nasumicnim
redoslijedom uz Sest ponavljanja u centralnoj tacki. Praceni odgovori sistema su bili

retencioni faktori degradacionih proizvoda cilazaprila 1 hidrohlorotiazida, DPCs 1 DPH;.
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Tabela 6. Plan eksperimenata CCD-a i dobijeni odgovori

glggerimenta Varijable Odgovori

A B C D kppH; kppcs
! -1 -1 1 1 1,027 50,138
2 -1 -1 -1 -1 2,416 41,722
3 1 -1 1 1 0,805 43,833
4 0 -1 0 0 0944 44,502
> 0 0 1 0 1,166 40,000
6 0 0 0 0 1300 36,123
! 1 -1 1 -1 0,944 46,250
8 0 0 0 0 0.900  35.900
? 0 0 0 -1 1,611 37,194
10 0 0 0 1 0944 35916
1 0 0 0 0 1,000 35,000
12 -1 0 0 0 1,694 38,611
13 1 -1 -1 1 0,888 36,250
14 1 1 1 1 0.805 25638
15 0 0 -1 0 0,944 32,388
16 1 1 1 1 1222 32.250
17 -1 1 -1 1 1472 29750
18 1 0 0 0 1222 33.833
19 -1 1 1 1 1,342 34,868
20 -1 1 1 1 2250  37.888
21 0 0 0 0 1277 36,583
22 0 1 0 0 1416 31,583
23 -1 -1 1 -1 2222 51,972
24 -1 -1 1 | 1611 40,638
25 1 1 1 | 1,000 28,472
26 0 0 0 0 1300 35.400
27 1 -1 -1 1 0.861  37.805
28 0 0 0 0 1127 36,000
29 1 1 1 1 1277 26472
30 -1 1 1 1 2305 30444

Odgovori koji su praceni birani su u cilju postizanja najboljih hromatografskih
performansi metode. Odnosno, retencioni faktor degradacionog proizvoda DPH; je
pracen jer se ovaj degradacioni proizvod ponaSao neretenciono, dok je retencioni faktor
degradacionog DPC3 razmatran kao analit koji se najduze zadrzavao u sistemu. Iz tih
razloga postavljena su dva cilja optimizacije. Prvi cilj je obuhvatao zahtjev da retencioni
faktor necisto¢e DPH; bude veci od 2 jer se tada ocekivalo zadovoljavajuce retenciono
ponasanje i dobro razdvajanje ovog analita od pika mobilne faze. Naime, DPH; je bila

najpolarnija supstanca, za Cije eluiranje je bio potreban najmanji udio organskog
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rastvaraca i koja se ponaSala neretenciono pri vecini eksperimentalnih uslova. Takode je
bilo neophodno optimizirati metodu u cilju izbjegavanja nepotrebno dugog vremena
trajanja hromatografske analize, pa je drugi cilj optimizacije obuhvatao minimiziranje
retencionog faktora posljednje komponente koja se eluirala sa najveéim udjelom
organskog rastvaraca (DPC3;). Kako je optimizacija metode obuhvatala dva proturje¢na
cilja, odluceno je da se zbog Sto efikasnijeg procesa optimizacije primijeni metodologija
multikriterijumskog pristupa, i to Derringer-ova funkcija pozeljnih odgovora. Shodno

tome, definisani su ciljevi optimizacije i gornji i donji limiti (tabela 7).

Tabela 7. Kriterijumi za konstrukciju Derringer-ove funkcije poZeljnih odgovora

ispitivanih odgovora

Odgovor Cilj Donji limit Gornji limit
kppi U opsegu 2,40 2,50
Kppcs Minimizirati 25,64 51,97

Pomocu Design-Expert 7.0 softvera su dobijeni kvadratni modeli povr§ine odgovora za

oba pra¢ena odgovora (jednacine 21 i 22).

kppy, =1.17—-0,41x, +0,076x, —0,033x; — 0,29, +0,045x,x, +0,069x,x; +0,18x,x, o
+0,046x,x, —0,020x,x, —0,024x,x, +0,27x,”> —3,105E *®x,> —0,13x,> +0,094x,’

kppe, = 36,17 = 2,51x, — 6,43x, +3,59x, — 0,92, +0,013x,x, — 0,48x,x, 22)
—0,12x,x, —0,91x,x, —0,090x, x, —0,43x,x, —0,28x,” +1,55x,” —0,30x,” +0,058x,”

U prethodnim izrazima se kppy, odnosi na retencioni faktor degradacionog proizvoda
DPH,;, dok se kppc; odnosi na retencioni faktor degradacionog proizvoda DPCj;
Varijable x;, x2, x3 i x4 redom predstavljaju pocetni udio acetonitrila, krajnji udio
acetonitrila u programu gradijenta, vrijeme gradijentnog eluiranja i temperaturu kolone.

Regresiono neslaganje matematickih modela 1 eksperimentalno dobijenih podataka
(eng. lack of fit) za obje supstance je odredeno izvodenjem F-testa. Dobijene su F-
vrijednosti iz kojih su izraunate odgovarajuce p-vrijednosti. p-vrijednosti ve¢e od 0,05

su ukazivale na odsustvo regresionog neslaganja i stoga su oni prihvaceni kao pouzdani

i validni modeli. Dobijene p-vrijednosti su bile 0,5445 za kppy; 1 0,5830 za kppcs.
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Matematicki modeli za kppy; 1 kppc; su iskoriSteni za izraCunavanje predvidenih
odgovora Y; i individualnih funkcija poZeljnih odgovora d;. U slu¢aju maksimiziranja
odgovora kppui, njegova individualna funkcija poZeljnih odgovora je definisana izrazom
(5) dok je u sluaju minimizacije odgovora kppcs, individualna funkcija pozeljnih
odgovora definisana izrazom (6). Eksponent s u oba izraza odreduje znacajnost
postizanja ciljne vrijednosti 7;. Ukoliko je s=1, funkcija pozeljnih odgovora linearno
raste ka T}, veée vrijednosti s ukazuju da je veoma poZeljno da je vrijednost ¥; bliska 7;
ili da brzo raste iznad L;. Male s vrijedosti ukazuju da su gotovo sve vrijednosti Y; iznad
L; i ispod U; prihvatljive ili da vrijednost ¥; zna¢ajno iznad L; nisu od kriti¢nog znadaja.
Potreba za postizanjem zadovoljavajucih retencionih faktora svih supstanci je bila
jednaka pa je stoga s vrijednosti eksponenta dodijeljeno da bude jednaka za oba
odgovora 1 iznosile su 1. Na osnovu definisanih ciljeva optimizacije pomocu Design-
Expert 7.0, softverski su dobijeni globalni optimalni uslovi. PredloZzene optimalne
vrijednosti svih ispitivanih varijabli su predstavljene na slici 20. PredloZzeni optimalni
hromatografski uslovi obuhvatali su pocetni udio acetonitrila od 5%, krajnji udio
acetonitrila od 35%, vrijeme gradijentnog eluiranja od 15,38 minuta tokom kojeg
linearno raste procenat acetonitrila i temperaturu kolone od 25°C. Ovi eksperimentalni
uslovi su potpuno zadovoljili prvi cilj multikriterijumske optimizacije koji se ti¢e kpppi,
pri ¢emu je dobijena individualna funkcija poZeljnih odgovora imala maksimalnu
vrijednost dippu;=1. Cilj optimizacije po pitanju odgovora kppcs nije potpuno zadovoljen
jer je individualna funkcija poZzeljnih odgovora imala vrijednost dippc,=0,787. S
obzirom na to da su ovi hromatografski uslovi omogucili zadovoljavajuce zadrzavanje
prve komponente 1 $to je moguce krace trajanje hromatografske analize pri uslovima
zadovoljavajuce retencije DPH;, ovi rezultati su prihvac¢eni kao optimalni. Na slici 20

su graficki predstavljene granice optimalnih hromatografskih uslova.
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eluiranja = 15,38 minuta
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Pocetni sadrZaj acetonitrila = 5% Krajnji sadriaj acctonitrila = 35%
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|
-1 1 0.805 2416 25638 519712
Temperatura kolone = 25°C

kopui = 2.4 kopc2 = 31.26

Slika 20. Grafic¢ki prikaz granica optimalnih hromatografskih uslova globalnog
hromatografskog optimuma

Na slici 21 je predstavljen nivo zadovoljenja svakog definisanog cilja (individualne
funkcije pozeljnih odgovora) i oba cilja istovremeno (sveobuhvatna funkcija pozeljnih

odgovora).

1
Pocetni sadriaj
acetonitrila

1
Krajnji sadraj
acetonitrila
Vrijeme 1
gradijentnog
eluiranja

1
Temperatura
kolone

1
[—

0.786559
e, =0.787
0.786559
D=0.787
|
0.000 0250 0.500 0.750 1000

Slika 21. Reprezentativni Pareto dijagram nivoa poZeljnosti za individualne i
globalnu funkciju poZeljnih odgovora
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Povr§ina odgovora sveobuhvatne funkcije pozeljnih odgovora (D=f(pocetni %
acetonitrila, krajnji % acetonitrila)) pri temperaturi kolone od 25°C 1 vremenu
gradijentnog eluiranja od 15,38 minuta, predstavljena je na slici 22. Najveca vrijednost
globalne funkcije pozeljnih odgovora je dobijena sa najnizim udjelom acetonitrila u

pocetnoj tacki i sa najve¢im udjelom acetonitrila u krajnjoj tacki gradijentnog eluiranja.

0.79 ﬂ
0.5925

~

17,

(=] 0.395

=

cl

N 0.1975

=

n‘ 0

5.00
6.25
750 35.00
e o e 3250
Pocetni % acetonitrila s 75 30.00

2750 o o
10.00  25.00 Krajnji % acetonitrila

Slika 22. Graficki prikaz povrSine odgovora globalne funkcije poZeljnih odgovora
D za optimizaciju pocetnog i krajnjeg sadrZaja acetonitrila
Dobijena povr§ina odgovora je ukazala da predlozeni optimalni uslovi malim
promjenama pocetnog i krajnjeg udjela acetonitrila dovode do drasti¢ne promjene nivoa
pozeljnosti definisanih odgovora. Ovo ukazuje na ¢injenicu da dobijena metoda nije
robusna. Iz tog razloga neophodno je strogo kontrolisati navedene varijable kako ne bi
doslo do ugroZavanja performansi same metode. Takoder je razmatran 1 uticaj nekih
instrumentalnih parametara koji se najceS¢e procjenjuju pri razmatranju robusnosti
metode. Zaklju¢eno je da promjena talasne duzine detekcije u opsegu od £2 nm ili
protoka mobilne faze u opsegu od +0,1 mL min" nije znagajno utjecala na promjenu

hromatografskog ponasanja ispitivanih supstanci.
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4.4. Validacija UHPLC metode za pracenje stabilnosti cilazaprila i

hidrohlorotiazida

Validacija UHPLC metode za pracenje stabilnosti cilazaprila i hidrohlorotiazida je

izvrSena u skladu sa ICH smjernicama (64). Validacija metode se odnosi na postupak

kojim se potvrduje da je ona pogodna za predvidenu procjenu kvaliteta definisanog

specifikacijom. Validacija je izvedena za obje aktivne supstance i za dvije poznate

necistoce, cilazaprilat 1 hidrohlorotiazid necisto¢u B. LOD i limiti kvantifikacije (eng.

limit of quantitation, LOQ) za degradacione proizvode su eksperimentalno odredeni.

Rezultati validacije metode su predstavljeni u tabeli 8.

Tabela 8. Rezultati validacije metode

Validirani parametar

Cilazapril

Hidrohlorotiazid

Cilazaprilat

DPH,

Linearnost
Kalibraciona
) ) 34622,5 x —380849,0 | 87820,5 x —71720,0 | 54520,2 x — 82820,2 | 553401,7 x — 6152,4
jednacina
(y=ax+b)
Koeficijent
0,9985 0,9958 0,9955 0,9943
korelacije, 12
Odredivanje sadrzaja u
‘ 102,75 98,91 0,49 0,09
tabletama (%)"
Ponovljivost
(eng. intra-assay 1,57 1,70 3,99 4,75
precision) RSD (%)
Taénost 98,11 99,23 103,38 91,17
Recovery vrijednost 101,79 99,05 96,21 102,85
(%) 101,90 101,18 99,36 100,01

Sadrzaj cilazaprila i hidrohlorotiazida prema specifikaciji treba biti od 95% do 105% od oznaéenog, a

maksimalno dozvoljeni sadrzaj cilazaprilata i hidrohlorotiazid necisto¢e B je 0,5%.

PIspitivani nivoi koncentracija su bili 80%, 100% i 120% od oznatenog za cilazapril i hidrohlorotiazid i

koncentracija jednaka LOQ, maksimalno dozvoljenom sadrzaju i 120% od maksimalno dozvoljenog

sadrzaja za cilazaprilat i hidrohlorotiazid necisto¢u B.

Primijenjena je linearna regresija najmanjih kvadrata. Svaka tacka je dobijena kao

rezultat tri injektovanja odgovaraju¢ih rastvora. Ispitivanje linearnosti metode je
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obuhvatilo opseg koncentracija 44—132 pug mL™ za cilazapril i 110-330 pg mL™" za

hidrohlorotiazid, a ispitivanje linearnosti metode za necistoce je izvrSeno u opsezima

koncentracija 0,044-0,528 pg mL" za cilazaprilat i 0,110-1,320 pg mL"' za

hidrohlorotiazid necCisto¢u B. Za svaku vrijednost koncentracije ispitivane supstance je

analizirana odgovaraju¢a zavisnost povrSine hromatografskog pika. Regresionom

analizom je dokazana linearnost metode u ispitivanom opsegu koncentracija. Dobijeni

koeficijenti korelacije su ukazali na prihvatljivu linearnost svih kalibracionih krivih jer

su bili ve¢i od 0,99 za aktivne supstance i veci od 0,98 za necistoce (48). Kalibracione

krive su predstavljene na slikama 23 — 26.

Povrsinaispod pika

Povrsinaispod pika

O

O

0 20 20 60 20 100 120 140
Koncentracija cilazaprila (ug/ml)
Slika 23. Kalibraciona kriva cilazaprila
L d
L _J]
0 50 100 150 200 250 300 350

Koncentracija ludrohlorotiazida (ug/mil)

Slika 24. Kalibraciona Kkriva hidrohlorotiazida
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Povrsinaispod pika
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Slika 25. Kalibraciona kriva cilazaprilata

Povrsinaispod pika
o

0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4

Koncentracija hidrohlorotiazid necistoce B (ug/ml)

Slika 26. Kalibraciona kriva hidrohlorotiazid neéisto¢e B

Ponovljivost metode je demonstrirana za Sest ponovljenih analiza rastvora uzorka
pripremljenih u koncentraciji od 88 mg mL’' za cilazapril i 220 mg mL" za
hidrohlorotiazid. Za kvantifikaciju cilazaprilata je koriStena metodologija standardnog
dodatka jer je opseg izmjerenih povrSina njegovog hromatografskog pika bio veoma
uzak za bilo koji koncentracioni nivo u kalibracionoj krivoj (169). Ovo je omogucilo
procjenu njegove koli¢ine 1 omogucilo pouzdana mjerenja. Dobijene vrijednosti

relativne standardne devijacije (eng. relative standard deviation, RSD) su odgovarale
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kriterijumima prihvatljivosti. U slu¢aju aktivnih supstanci, RSD ne bi trebala prelaziti
2%, a u slucaju necistoca prisutnih u maksimalno dozvoljenom sadrzaju izmedu 0,5% i
1% RSD ne bi trebala prelaziti 10%. Recovery vrijednosti dobijene pri ispitivanju
tatnosti metode su bile unutar +2% za obje aktivne supstance i unutar £10% za

necistoce (48).

U tabeli 9 su predstavljeni parametri pogodnosti sistema koji su odredeni analiziranjem

hromatograma snimljenih pri optimalnim hromatografskim uslovima.

Tabela 9. Parametri pogodnosti sistema razvijene metode

Parametar Retenciono | Relativno | Faktor rezolucije, Rs Broj Faktor
pogodnosti vrijeme retenciono teorijskih | asimetrije
sistema (min) vrijeme® platoa

Cilazapril 10,84 1 RS ppeicitazaprt = 13,58 3881 1,08
Cilazaprilat 3,62 0,34 RS Cilazapritaypprz = 4,26 3719 1,11
DPC, 7,92 0,73 RS Gilazapritavopct = 11,94 3976 1,07
DPC, 11,22 1,04 RS ppcasciltazaprit = 1,95 3766 1,15
DPC; 11,39 1,05 RS ppcappcs = 1,36 3253 1,18
Hidrohlorotiazid 1,81 1 3590 1,12
DPH; 1,37 0,76 RS pigrohtorotiazia/ppH1 = 1,32 4119 1,13
DPH, 2,15 1,19 RS pigrohtorotiazia/ppr = 1,62 3285 1,16

Izmjereno u odnosu na retenciono vrijeme odgovarajuceg polaznog lijeka

4.5. Procjena robusnosti UHPLC metode primjenom metodologije
eksperimentalnog dizajna i indirektnog modelovanja

Optimizacija gradijentne UHPLC metode za razdvajanje cilazaprila, hidrohlorotiazida 1
njihovih degradacionih proizvoda je sprovedena primjenom centralnog kompozicionog
dizajna uz konstrukciju odgovaraju¢ih matematickih modela koji su opisali

hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanci. Ispitivane hromatografske varijable su

obuhvatale: (A) pocetni sadrzaj acetonitrila koji je variran u opsegu od 5% do 10%, (B)
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krajnji sadrzaj acetonitrila koji je variran od 25% do 35%, (C) vrijeme gradijenta koje je
varirano od 15 minuta do 20 minuta i (D) temperaturu kolone koja je varirana u opsegu
od 25°C do 40°C. Matematicki modeli dobijeni tokom optimizacije metode su ukazali
na statisticki znaCajan uticaj svih ispitivanih varijabli na retenciono ponaSanje
ispitivanih supstanci. Stoga je zakljuceno da je pri detaljnoj procjeni robusnosti metode

neophodno razmotriti sve varijable.

Testiranje robusnosti nije obuhvatilo procjenu uticaja pH vodene faze, koncentracije
pufera, protoka i talasne duzine detekcije jer su ove varijable, eksperimentima u fazi
optimizacije, oznacene kao nekriticni parametri. Bazni uslovi pri pH 8,5 su odabrani u
ranoj fazi razvoja metode zbog retencionog ponasanja i oblika pika hidrohlorotiazida.
Nisu uocene znacajne promjene u zadrzavanju analita u opsegu pH 8,5 + 0,5, niti je
razdvajanje na baznoj liniji izmedu bilo kojeg para pikova bilo ugrozeno. Pufer
amonijum formijat u ispitivanom opsegu koncentracija od 5 mM do 25 mM 1 protok
mobilne faze u opsegu od 350 uLL min" do 450 uL min™ su uticali samo na oblik pika

cilazaprila i hidrohlorotiazida, pa su vrijednosti ovih varijabli postavljene tako da

Ispitivana smjesa cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih degradacionih proizvoda je
obuhvatala pet parova susjednih pikova koji su se razlikovali po veli¢ini i obliku §to je
ukazivalo da je procjena robusnosti metode veoma zahtjevan zadatak. Na slici 27 je
predstavljen reprezentativni hromatogram dobijen pri optimalnim hromatografskim

uslovima.
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Slika 27. Reprezentativni hromatogram cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih
degradacionih proizvoda dobijen pri optimalnim hromatografskim uslovima

Testiranje robusnosti gradijentne UHPLC metode je izvedeno primjenom indirektnog
modelovanja s ciljem pojednostavljenja cijelog procesa i osiguranja odgovarajuceg
razdvajanja svih pikova kriti¢nih parova (39). Kriticni parovi pikova su bili: DPH; i
hidrohlorotiazid, hidrohlorotiazid i DPH,, DPH; i cilazaprilat, cilazapril 1 DPC,, kao 1
DPC,; i DPC; (slika 27). Ovaj pristup je obuhvatao modelovanje retencionog vremena
pocetka 1 kraja susjednih pikova na direktan nain 1 izvodenje vrijednosti s na
koherentan nacin. Razdvajanje na baznoj liniji je bilo postignuto ukoliko je s vrijednost
bila iznad ili jednaka 0. Ovakav nacin procjene robusnosti predstavlja novu
metodologiju koja je predlozena iz jednostavnog razloga Sto direktno modelovanje
rezolucije €ija se vrijednost malo mijenja tokom eksperimentalnog dizajna i bliska je
jedinici, Sto je slucaj kod ispitivanja robusnosti, ¢esto nije moguée. U navedenom
slucaju dobijaju se matemati¢ki modeli sa znacajnim vrijednostima lack of fit i ne mogu

se koristiti u daljoj procjeni robusnosti.

Iz navedenog razloga, Design-Expert 7.0 softver je sluzio za prvu fazu dobijanja
matematickih modela koji povezuju ispitivane varijable sa retencionim vremenima
pocetka 1 kraja pikova koji su definisani kao kritiéni parovi. Zatim su dobijene

matematicke jednacine iskoriStene u Matlab 7.10.0 softveru za indirektno modelovanje,
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dobijanje vrijednosti parametra s, a zatim i za metodologiju pretrage ¢vorova mreze i
graficko predstavljanje eksperimentalnog prostora u okviru koga se vr$i testiranje

robusnosti metode.

Kvadratni modeli su predlozeni za sva retenciona vremena pocetka i kraja pika
(jednacina 23) osim za kraj pika degradacionog proizvoda DPH; (¢, ppu; jednacina 24):
y=b, +bx, +b,x, +byx; +b,x, +b,x,x, +b;x,x; + b, x,x, + by X, X, + by, x,x, +by,x,x,

2 2 2 2 (23)
+b,,x; +byx;, +byx; +by,x,

y=b, +b,x, +b,x, + byx; +b,x, + b, x,x, + b x,%; + b, x, X, +byx, %, + b, x,x, +by,x,x, (24)

U jednacinama (23) i (24) y predstavlja odgovor sistema, x;, xz, x3 i x4 predstavljaju
nivoe nezavisnih varijabli, x;xp, Xx;X3, X;X4 X2X3, X2X4, X3X4 predstavljaju interakcione
¢lanove matematickih jednacina, a X%, %2, x5 i x4 kvadratne ¢lanove. by se odnosi na
odsjecak, a b;-byy na regresione koeficijente. Koeficijenti matematickih modela su
izradunati za vrijednosti stvarnih faktora i predstavljeni su u tabeli 10. Sest ponavljanja
u centralnoj tacki je omogucilo preciznu procjenu eksperimentalne greske, a rezultati
potvrde adekvatnosti dobijenih modela su takode predstavljeni u tabeli 10. Dobijene
lack of fit vrijednosti su ukazale na ¢injenicu da se eksperimentalne vrijednosti nisu
statistiCki znaCajno razlikovale od vrijednosti predvidenih matemati¢kim modelima.
Koeficijent determinacije (R?), prilagodeni koeficijent determinacije (Adj. R i
predvideni koeficijent determinacije (Pred. R”) su dokazali izuzetnu mo¢ predvidanja
ovih modela. Na ovaj nacin je potvrdena validnost matematickih modela 1 moguénost
njihove primjene pri racunanju hromatografskih odgovora u cijeloj eksperimentalnoj

domeni bez prenosa greske (39).
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Tabela 10. Proracun koeficijenata i statistiCkih parametara za procjenu

adekvatnosti matemati¢kih modela za ispitivane odgovore

te_ppur" y_nid iacid te_ni id tb_DPsz te ppay’ tb_cilamprilutf te_citazapril’ tb_l)Pczh te_I)PC2i tb_l)Pcaj
b, 1,3849 04113 -2,5761 4,1937 4,0893 -0,8874 19,9104 -0,1095 | 0,7281 13,5200
b, -0,3427 -0,8300 -1,1540 -0,3007 -1,5650 | -1,6491 0,1028 -0,4986 | -0,3855 -0,1102
b, 0,0110 0,0155 -0,1432 -0,0107 -0,1503 | -0,1862 -1,2006 -1,3949 | -1,5192 -1,4012
bs 0,0654 0,6152 1,7111 -0,0491 0,9440 1,6024 1,9105 4,6843 | 4,8243 3,1213
by 0,0339 -0,0730 -0,2468 -0,0095 -0,0981 -0,0738 -0,1946 -0,0905 | -0,1192 -0,1414
b1z 0,0006 -0,0008 0,0001 -0,0048 0,0001 -0,0044 0,0065 0,0046 | 0,0032 0,0029
b3 0,0085 0,0048 0,0088 0,0028 0,0069 0,0027 -0,0254 -0,0237 | -0,0249 -0,0264
b 0,0034 0,0087 0,0087 0,0071 0,0109 0,0030 -0,0023 -0,0012 | -0,0016 -0,0002
bas -0,0002 0,0006 0,0041 0,0019 0,0036 0,0074 -0,0160 -0,0166 | -0,0148 -0,0160
b4 -0,0003 0,0004 0,0016 -0,0002 0,0010 0,0018 0,0022 0,0024 | 0,0022 0,0032
b3, -0,0038 -0,0013 -0,0015 -0,0017 -0,0002 | -0,0051 -0,0012 -0,0016 | -0,0024 -0,0015
bu / 0,0252 0,0387 -0,0004 0,0589 0,0884 -0,0118 0,0290 | 0,0266 0,0078
bx, / -0,0005 0,0005 0,0005 0,0009 0,0007 0,0161 0,0193 | 0,0211 0,0188
bs; / -0,0180 -0,0525 0,0004 -0,0315 | -0,0484 -0,0198 -0,0982 | -0,1022 -0,0530
bus / -0,0001 0,0021 -0,0006 -0,0006 | 0,0008 0,0022 0,0004 | 0,0012 0,0005
Lack of fit 0,0579 0,0644 0,1200 0,1783 0,0883 0,0555 0,0664 0,0518 | 0,0599 0,0607
(p-vrijednost)
R’ 0,9524 0,9908 0,9824 0,9881 0,9822 0,9891 0,9984 0,9964 | 0,9962 0,9978
Adj. R’ 0,9274 0,9823 0,9659 0,9770 0,9656 0,9789 0,9968 0,9930 | 0,9926 0,9958
Pred. R’ 0,9022 0,9541 0,9270 0,9373 0,9342 0,9479 0,9936 09872 | 0,9874 0,9905

“t, ppm; retenciono vrijeme kraja pika hidrohlorotiazid necistoce B

Pty hidrohtorotiazia Tetenciono vrijeme pocetka pika hidrohlorotiazida

“te_hidrontorotiazia T€tenciono vrijeme kraja pika hidrohlorotiazida

t,_ppr: retenciono vrijeme pocetka pika oksidacionog proizvoda hidrohlorotiazida
‘t, pru2 Tetenciono vrijeme Kkraja pika oksidacionog proizvoda hidrohlorotiazida
ftbl,‘,uza,,,,‘,u, retenciono vrijeme pocetka pika cilazaprilata
8%, cilazaprt Tetenciono vrijeme kraja pika cilazaprila

"ty prc> retenciono vrijeme poéetka pika drugog oksidacionog proizvoda cilazaprila
‘t, ppca retenciono vrijeme kraja pika drugog oksidacionog proizvoda cilazaprila

ty_ppc; retenciono vrijeme pocetka pika treceg oksidacionog proizvoda cilazaprila

Domene ispitivanih hromatografskih varijabli su suzene prema preporukama Europske
farmakopeje (14) i ICH smjernicama (64) u cilju potvrde zadovoljavaju¢eg razdvajanja
susjednih pikova nakon malih, ali namjernih varijacija optimalnih hromatografskih

uslova. Dobijeni matematicki modeli su iskoriSteni za izracunavanje odgovarajucih
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retencionih vremena kraja prvog pika koji se eluira i retencionih vremena pocetka
drugog pika koji se eluira za uze domene varijabli koje su locirane simetricno oko
optimalnog nivoa. Uticaj sastava mobilne faze je procijenjen variranjem pocetnog
udjela acetonitrila u opsegu od 5% (v/v) do 7% (v/v) i variranjem krajnjeg udjela
acetonitrila u opsegu od 34% (v/v) do 36% (v/v). Znafajnost vremena gradijenta je
procijenjena u opsegu od 15 minuta do 17 minuta, a znacajnost temperature kolone
variranjem u opsegu od 25°C do 29°C. Dobijeni odgovori su indirektno modelovani

prema jednacinama (25)-(29):

S1=tb_hidrohlorotiazid— Ye_DPHI (25 )
$2=1p_pPH2~ te_hidrohlorotiazid (26)
S3=Ip_cilazaprilat— le DPH?2 (27)
S4:tb_DPC2 - te_cilazapril (28)
S5=1tp_ppPC3— le_DPC2 (29)

Numeri¢ka optimizacija je implementirana u kompjuterski program §to je dovelo do
automatizacije analitickog procesa. Primjenjena je metodologija pretrage ¢vorova mreze
kao najjednostavnija i najprikladnija numericka tehnika. Prvi korak je podrazumijevao
podjelu eksperimentalnog regiona u mrezu diskretizacijom vrijednosti faktora na 21
nivo za pocetni udio acetonitrila (ACNjogemi) Uz povecanje od 0,1% [5:0,1:7], 21 nivo za
krajnji udio acetonitrila (ACNynjnji) uz povecanje od 0,1% [34:0,1:36], 21 nivo za
vrijeme gradijenta uz povecanje od 0,1 minut [15:0,1:17]. S obzirom da vizualizacija
pretrage ¢vorova mreze zahtijeva 3D sistem, temperatura kolone nije podijeljena
diskretizacijom. Stoga je procjena robusnosti izvrSena na tri fiksna temperaturna nivoa i
to na 25°C, 27°C i 29°C. Svaki temperaturni nivo je obuhvatao 9261 ¢vor mreze. U
cilju potvrde razdvajanja na baznoj liniji u svim ovim tackama je postavljen kriterij
prihvatljivosti parametra s na vrijednost koja je jednaka ili ve¢a od 0. Vrijednosti s su
istrazene u cilju procjene robusnosti metode u ispitivanom opsegu. Distribucije
vrijednosti s;, 52, 53, 41 85, za svaki od kriti¢nih parova pri definisanim hromatografskim

uslovima su predstavljene 3D grafikonima za svaku temperaturu. Cvorovi mreze koji su
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zadovoljili definisane kriterijume prihvatljivosti su ljubi¢asto obojeni, a oni koji nisu

zadovoljili definisane kriterijume su plavo obojeni.

Robusni uslovi su procjenjeni detaljnom analizom dobijenih 3D grafikona. Na
temperaturi od 25°C, robusna metoda je dobijena uz pocetni udio acetonitrila u
mobilnoj fazi od 5,0% do 5,8% (v/v) i vrijeme gradijenta od 15,0 do 15,6 minuta.
Metoda je zadrzala zeljene karakteristike uz pocetni udio acetonitrila iznad 5,8% (v/v),

ali uz simultano poveéanje vremena gradijenta (slika 28).

Vrijeme gradijentnog eluiranja (min)

Rttt St ettt
34.8
Krajnji procenat acetonitrila (%)

5.0 Pocetni procenat

344 340 4cetonitrila (%)

Slika 28. 3D grafikon ¢vorova mreZe koji prikazuju distribuciju vrijednosti sy, sz,
S3, S4 1 S5 u odnosu na pocetni udio acetonitrila, krajnji udio acetonitrila i vrijeme
gradijentnog eluiranja pri temperaturi od 25°C

Situacija je bila sli¢na 1 pri temperaturi od 27°C jer je bilo moguce variranje pocetnog
udjela acetonitrila od 5,0% do 5,9% (v/v) pri ukupnom vremenu gradijenta od 15,0 do
15,5 minuta. Pocetni udio acetonitrila se uz produzeno vrijeme gradijenta mogao

varirati ¢ak 1 iznad 5,9% (v/v) (slika 29).
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Slika 29. 3D grafikon ¢vorova mreZe koji prikazuju distribuciju vrijednosti sy, s,
S3, S4 1 S5 u odnosu na pocetni udio acetonitrila, krajnji udio acetonitrila i vrijeme
gradijentnog eluiranja pri temperaturi od 27°C

Pri temperaturi od 29°C, robusni uslovi su dobijeni uz pocetni udio acetonitrila od 5,0%
do 6,0% (v/v) i vrijeme gradijenta od 15,0 do 15,5 minuta. Pocetni udio acetonitrila je

mogao biti i iznad 6% (v/v), ali uz produzeno vrijeme gradijenta (slika 30).
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Slika 30. 3D grafikon ¢vorova mreZe koji prikazuju distribuciju vrijednosti sy, s,
S3, S4 1 S5 u odnosu na pocetni udio acetonitrila, krajnji udio acetonitrila i vrijeme
gradijentnog eluiranja pri temperaturi od 29°C

Krajnji sadrzaj acetonitrila nije pokazao znacajan uticaj na sposobnost razdvajanja

komponenata predlozenom metodom neovisno o temperaturi.

Imajué¢i u vidu navedene zakljucke, konacna preporuka je podrazumijevala strogu
kontrolu pocetnog sadrzaja acetonitrila od 5,0% do 6,0% (v/v) uz simultanu kontrolu
vremena gradijenta u opsegu od 15,0 do 15,5 minuta pri svim temperaturnim nivoima, a

sve u cilju adekvatnog o¢uvanja performansi metode.

4.6. Poredenje komercijalno dostupnih softvera sa predloZenom metodologijom
ispitivanja robusnosti

Procjena robusnosti metoda sa gradijentnim eluiranjem predstavlja poseban izazov zbog
instrumentalnih problema koji obuhvataju slabu kontrolu eksperimentalnih uslova od
jedne do druge hromatografske analize, loSe dizajniranu oprema koja se brzo kvari,
nedovoljnu ekvilibraciju kolone izmedu dvije hromatografske analize i razliku u dwell
volume. Svi ovi faktori mogu promijeniti i pokazati uticaj na metodu tokom njene

rutinske primjene. Slaba kontrola eksperimentalnih uslova i oprema koja nije potpuno
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ispravna se moze izostaviti pri ispitivanju robusnosti jer su regulatorni autoriteti
nametnuli obavezujucée zahtjeve za njeno ispravno funkcionisanje. Od eksperimentalnih
uslova opreme, obavezno se razmatraju analitiCka svojstva kolone tokom rutinske
primjene metode. Svojstva kolone se tokom vremena mijenjaju ovisno o njenoj starosti.
Ovo su takozvane nekontrolisane hromatografske varijable i testovi pogodnosti sistema
se moraju izvoditi prije svake analize u cilju potvrde ispravnog rada svih komponenata
opreme. Kod metoda sa gradijentnim eluiranjem se svaka promjena hemije kolone i
dijametra Cestica kolone posmatra kao nova analiticka metoda koja zahtjeva potpunu
validaciju $to je nedvosmisleno navedeno u 2.2.46 poglavlju 9. Europske farmakopeje
(14). Neophodno je potvrditi i ispravno vrijeme reekvilibracije kolone. Nije neophodno
dalje ispitivanje ovog vremena pri procjeni robusnosti, ukoliko se ono potvrdi kao
odgovarajue tokom optimizacije same metode sa gradijentnim eluiranjem. Dwell
volume se isti¢e kao najvazniji od svih kriti¢nih instrumentalnih faktora gradijentnog
eluiranja jer predstavlja najces¢i razlog za neuspjeli transfer metode na drugi HPLC
sistem. Od izuzetne vaZnosti je njegovo razmatranje kod UHPLC metoda sa
gradijentnim eluiranjem jer transfer na HPLC dovodi do velike promjene njegove
vrijednosti. U literaturi se nalaze prijedlozi za minimizaciju uticaja promjene dwell
volume. Ukoliko je dwell volume drugog sistema manji, njihova razlika se moze
nadoknaditi dodavanjem vremena zadrzavanja gradijenta u program gradijentnog
eluiranja. Problem se teze rjeSava ukoliko je dwell volume u drugom sistemu veci, $to se
najcesce susrece pri transferu UHPLC metoda na HPLC sistem, pri ¢emu se obi¢no
preporucuje razvoj originalne metode sa ukupnim zadrzavanjem gradijenta. Vrijeme
ukupnog zadrzavanja gradijenta se racuna na osnovu ocekivanog dwell volume drugih
sistema u koje se metoda moZe prenijeti. Dwell volume je veoma znaajan
instrumentalni parametar i koji bi trebao biti integralni dio matematickog modelovanja i
eksperimentalnog dizajna §to bi omogucilo utvrdivanje uticaja njegove varijabilnosti na
kriterij razdvajanja u svakom momentu transfera gradijentne metode (14, 70, 76, 80,
170-171). Ovo je moguce posti¢i upotrebom kompjuterskih alata (DryLab i
ChromSward programi) koji uzimaju u obzir dwell volume 1 geometriju kolone (172-
173). Ovi softverski paketi razmatraju i ICH preporuke koje se odnose na pripremu
odgovarajuc¢ih multivarijantnih planova eksperimenata za testiranje robusnosti metode,

procjenu rezultata i formiranje opseznih izvjeStaja koji lako dovode do definisanja
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eksperimentalnog prostora u kojem kriti€ni parametri ne uticu na svojstva analitiCke
metode. lako su svi alati obi¢no ugradeni u istu racunarsku platformu, cijena ili vrijeme
obuke su uzroci nedovoljno Siroke primjene. Na osnovu veoma ograni¢enih ulaznih
eksperimentalnih podataka i tehnickih podataka o primijenjenom instrumentu 1
kolonama ovi softveri izvode simulacije hromatograma i stvaraju predvidanja rezolucije
koja pomazu pri razvoju i procjeni robusnosti hromatografske metode. Nazalost,
kona¢ni izbor optimuma razdvajanja cesto ovisi viSe o retencionom vremenu,
retencionom opsegu ili obliku pika nego o samoj rezoluciji. Razdvajanja pri
gradijentnom eluiranju su podlozna varijacijama na baznoj liniji i nepravilnostima u
oblicima pikova. Racunarski alati procjenjuju svojstva metode u okviru veoma malih
devijacija brojnih parametara metode neophodnih za procjenu robusnosti. Zbog
malobrojnih stvarnih eksperimentalnih ulaznih podataka i dominantne uloge ,,virtualnih
eksperimenata®, tatnost predvidanja simuliranih hromatograma je nepoznata po pitanju
nesigurnosti mjerenja i eksperimentanih greSaka. Uzimaju¢i u obzir sve prethodno
navedeno, predloZeni pristup pruza potpunu fleksibilnost pri odabiru prirode i broja
kriti€nih parametara, kao 1 odgovora koje je neophodno pratiti. Svi primijenjeni
matematicki 1 statistiCki proracuni i grafikoni ne zahtijevaju neophodnu primjenu

specijaliziranih 1 skupih analitickih softvera (76, 172-173).

PredloZeni pristup procjene robusnosti se preporucuje za sve hromatografske metode,
neovisno o tome §to je njegova primjenjivost dokazana kod komplikovanijih metoda sa
gradijentnim eluiranjem. Ovaj pristup je ponudio brojne prednosti koje obuhvataju
iskoriStavanje eksperimenata iz faze optimizacije, pri ¢emu se ne povecava broj
eksperimenata ¢ime se omogucava da ispitivanje robusnosti bude prvi korak validacije
metode. Primjena kriterija razdvajanja s 1 indirektnog modelovanja je omogucila izvrsno
predvidanje razdvajanja na baznoj liniji. Svakako je preporuceno dalje testiranje ove
metodologije u cilju potvrde efikasnosti 1 primjenljivosti na metodama sa izokratskim
eluiranjem jer je upitno postavljanje donje granice za vrijednost rezolucije ukoliko
analiti imaju razli¢itu veli¢inu i oblik pika. Glavni nedostatak pri odredivanju s se
ogleda u tome §to se retenciona vremena kraja i pocetka pikova kriticnih parova moraju

ocitati direktno sa hromatograma.
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4.7. AQbD i metodologija pretrage ¢vorova mreZe u razvoju micelarne HPLC
metode za ispitivanje stabilnosti cilazaprila i hidrohlorotiazida u doziranom obliku
i njihovo poredenje

Kao S§to je ve¢ objasnjeno, zbog velike razlike u polarnosti ispitivanih analita
hromatografska analiza cilazaprila, hidrohlorotiazida i svih njihovih degradacionih
proizvoda bila je moguca jedino uz gradijentno eluiranje mobilne faze. Poznato je da su
hromatografske metode sa gradijentnim eluiranjem dosta komplikovanije zbog uticaja
profila gradijenta, geometrije kolone, protoka mobilne faze, vremena ekvilibracije
kolone izmedu dvije hromatografske analize, procjene razdvojenosti analita na baznoj
liniji, pojave ghost pikova 1 slicno. Zbog navedenih nedostataka u ovom dijelu je trebalo
razviti hromatografsku metodu sa izokratskim eluiranjem koja bi omoguc¢ila razdvajanje
navedene smjese analita za prihvatljivo vrijeme. Iz tog razloga primijenjena je metoda
micelarne te¢ne hromatografije koja predstavlja modifikaciju RP-HPLC metode. Drugi
izazov se odnosio na razvoj robusne metode primjenom hemometrijskih pristupa,
odnosno AQbD koncepta i metodologije multikriterijumskog odlucivanja. Primjenom
AQbD se dobija svrsishodna robusna metoda koja obezbjeduje prethodno definisana
svojstva tokom svog vijeka trajanja. Metodologija multikriterijumskog odlu¢ivanja
obuhvata primjenu razli¢itih statistickih metoda pri ¢emu se svakako preporucuje
primjena metodologije pretrage ¢vorova mreze, ¢ija se prednost ogleda u moguénosti
definisanja optimuma za veliki broj odgovora. Nakon odabira radne tacke primjenom
ovog koncepta ipak je neophodno procijeniti robusnost metode. Izokratska micelarna
metoda za analizu cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih degradacionih proizvoda je
razvijena primjenom obje metodologije. Sveobuhvatna procjena primjenom ova dva
koncepta, njithovo poredenje na osnovu relevantnosti 1 jednostavnih osobina, kao i

ukazivanje na njihove glavne prednosti i nedostatke je od izuzetnog znacaja (174).

Sprovedene studije forsirane degradacije su pokazale da se svi mogu¢i degradacioni
proizvodi mogu uociti u uzorcima izloZzenim oksidativnhom stresu, pa je stoga on dalje

koriSten kao reprezentativni u svrhu daljeg razvoja metode (175).

Retencioni mehanizmi 1 redoslijed eluiranja ispitivanih supstanci u RP-HPLC 1 MLC
metodama se znatno razlikuju. Na razdvajanje u MLC metodama ne utiCe samo

raspodjela analita izmedu mobilne 1 stacionarne faze ve¢ i izmedu formiranih micela i

94



povrsine stacionarne faze modifikovane monomerima surfaktanta. Stoga je bilo
neophodno ponovo provesti preliminarne eksperimente jer se nisu mogla iskoristiti
znanja prikupljena tokom razvoja UHPLC metode sa gradijentnim eluiranjem.
Preliminarna ispitivanja su definitivno ukazala na najznacajnije faktore koji utiCu na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanci. Najprije se razmatrao odgovarajuci
izbor stacionarne faze. Tip hromatografske kolone je morao biti u skladu sa prirodom
analita po pitanju hidrofobnosti koja je karakterizirana logP vrijednostima. Vrijednosti
logP za cilazapril i cilazaprilat su bile 1,93 i 1,43, dok su vrijednosti logP za
hidrohlorotiazid i DPH; bile -0,58 1 -1,04 i one su ukazale da se hromatografsko
razdvajanje mora izvesti na RP 18 koloni. Stoga je i odabrana X7Terra RP 18 (3,9 mm x
150 mm, 5um) kolona bazirana na tehnologiji hibridnih Cestica koja osigurava hemijski
stabilno pakovanje sa visokom efikasno$¢u 1 radom u Sirokom pH opsegu. Tokom
sinteze pakovanja kolone, jedan od svaka tri silanola je zamijenjen metilnom grupom,
pa je hidrofobnost distribuirana kroz cijelu strukturu. Manje rezidualnih silanola
omogucava ostre pikove visoke efikasnosti za bazne komponente. Kolona je odabrana
kao odgovaraju¢a zahvaljuju¢i unaprijedenoj tehnologiji i njenoj sposobnosti da
omoguc¢i zadovoljavajuéu simetriju pika svih ispitivanih komponenata u okviru

prihvatljivog vremena trajanja analize.

Nejonski surfaktant Brij L23 je odabran jer nije ugrozio detekciju komponenata koje
rano eluiraju 1 zbog toga $to je omogucio zadovoljavajucu simetriju pikova. Spektralna
Cisto¢a hromatografskih pikova koja je procijenjena PDA detektorom je potvrdila
odsustvo koeluiranja izmedu komponenata koje rano eluiraju i Brij L23. Indeks Cistoce
pika ve¢i od 990 je potvrdio homogene 1 Ciste pikove u svakom snimljenom
hromatogramu. Nejonski surfaktanti obezbjeduju hidrofobna 1 sterna mjesta za
interakciju izmedu vode, stacionarne faze, micelarne pseudo faze i rastvorene supstance
u cilju omogucavanja efikasnog razdvajanja razli¢itih komponenata. Adsorpcija
monomera surfaktanta modifikuje stacionarnu fazu stvarajuci strukturu sli¢nu otvorenoj
miceli. Surfaktanti mijenjaju polarnost stacionarne faze, kao i strukturu, volumen pora i
povrsinu stacionarne faze, oni prekrivaju njene pore i stoga znacajno smanjuju njihov
volumen 1 silanolne interakcije. Dio stacionarne faze koji je modifikovan na ovakav
na¢in predstavlja micelarnu pseudo fazu. Sastav mobilne faze 1 modifikovana

stacionarna faza doprinose razdvajanju u ovom kompleksnom hromatografskom
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sistemu. Priroda i koncentracija surfaktanta, jonska snaga i pH uti¢u na razdvajanje

(104, 106, 176).

Iako je ispitan u Sirokom opsegu koncentracija, vodeni rastvor Brij L23 nije imao
dovoljnu snagu eluiranja pa je dodatak organskog rastvaraca bio neizbjezan. Ukoliko je
organski rastvara¢ dio mobilne faze tada se radi o hibridoj MLC. Na osnovu
rastvorljivosti ispitivanih supstanci, simetrije pika i zadrzavanja, acetonitril je odabran
kao najprikladniji rastvarac. Bilo je ocekivano da ¢e acetonitril unaprijediti razdvajanje i
skratiti zadrzavanje veoma nepolarnih komponenata. Nivoi acetonitrila su kriticki
praceni jer je poznato da samo njegov procenat manji od 20% (v/v) u mobilnoj fazi ¢uva

integritet Brij L23 micela (106, 176-177).

Prema pH ovisnoj distribuciji jonskih i nejonskih vrsta hidrohlorotiazid i DPH; su ostali
u istoj elektroneutralnoj formi kroz cijeli ispitivani pH opseg (2,5-6,5). Cilazaprilat se
nalazio u zwitter-jonskoj formi, dok je cilazapril imao dva negativno naelektrisana
mjesta 1 jedno pozitivno naelektrisano mjesto u molekuli. Evidentna je raznovrsnost
jonizacijskih formi ispitivanih komponenata u ispitivanom pH opsegu. U cilju
postizanja balansiranog zadrzavanja svih komponenata, nijedna interakcija jonizovane
ili nejonizovane forme bilo koje komponente nije bila znafajna pa je stoga odabran
nejonski surfaktant Brij L23. U tom pogledu, opsti koncept formiranja micela i
orijentacija njihovih hidrofilnih i hidrofobnih dijelova u vodenom okruzenju u mobilnoj
fazi je bio glavni razlog za promijenjeno retenciono ponaSanje ispitivanih komponenti.
Pored interakcija sa strukturama micela, razliCite jonizacijske forme ispitivanih
komponenata mogu stvarati silanolne interakcije ili interakcije sa polarnim rastvara¢ima
u mobilnoj fazi uz posljedicno pogorSanje oblika pika i ukupne efikasnosti razdvajanja.
Stoga je detaljno ispitan uticaj pH vodene faze na hromatografsko ponasanje ispitivanih
analita. Posebna paznja je usmjerena ka ispitivanju uticaja temperature kolone. lako
povecanje temperature obi¢no dovodi do smanjenja retencionog vremena analita, visoka
temperatura ipak moZe ugroziti integritet strukture micele 1 posljedi€no uticati na
njihove interacije sa stacionarnom fazom i molekulama analita (106). Preliminarni
eksperimenti ipak nisu ukazali na znacCajan uticaj temperaturnih promjena na

hromatografsko ponaSanje ispitivanih analita.
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4.7.1. Definisanje ATP opsega metode

Sva prethodno navedena razmatranja su iskoriStena za definisanje prostora znanja u
skladu sa AQbD principima u razvoju metode. Prvi korak pri razvoju metode neovisno o
metodoloskom pristupu podrazumijeva definisanje svrhe metode za pracenje stabilnosti
koja se namjerava razviti. Ukoliko se primjenjuje AQbD svrha metode se eksplicitno
naziva ATP jer joj se pripisuju i odredeni dodatni zahtjevi. Stoga je odluceno da se ATP
predstavi efikasnim razdvajanjem na baznoj liniji izmedu svih pikova, cilazaprila,

hidrohlorotiazida i svih njihovih degradacionih proizvoda sa vjerovatno¢om n=90%.

4.7.2. Definicija CMAs odgovora i CMPs eksperimentalnih faktora

Sva razmatranja hromatografskih parametara koji uti€u na razdvajanje su rezultirala
definisanjem kriterija performansi metode koji su definisani kao CMAs. Zakljuceno je
da je kriticni par pikova pri razdvajanju formiran izmedu pikova DPH; i
hidrohlorotiazida. Prvi CMA je bio kriterij razdvajanja (s=tz-t;.) izmedu susjednih
pikova, pri cemu je ¢;, predstavljao kraj prvog pika, a t,;, pocetak drugog pika kao Sto je
ve¢ opisano. Drugi CMA se odnosio na zadovoljavaju¢e zadrzavanje prvog pika koji
eluira $to je predstavljeno njegovim retencionim faktorom. Stoga je postizanje
maksimalne vrijednosti kriterija razdvajanja s izmedu kriti¢nih pikova 1 maksimalni
retencioni faktor prvog pika koji se eluira oznacen kao primarni cilj. Ispravan odabir
najznacajnijth CMPs se ogledao u odabiru odgovarajueg sadrzaja acetonitrila u
mobilnoj fazi, pH vrijednosti vodene faze i koncentraciji Brij L23 u vodenom dijelu

mobilne faze.

Definisanje CMPs i CMAs predstavlja najvazniji dio AQbD pristupa procjene rizika pri
razvoju metode. Cak i kada se striktno ne koristi ovaj pristup, prethodna razmatranja
faktora koji uticu na hromatografsko razdvajanje 1 opseg njihovog variranja su
neizbjezni dio razvoja metode primjenom 1 bilo koje druge metodologije. Pri koristenju
metodologije multikriterijumskog odlu¢ivanja oni se odraZzavaju u definisanju vise

kriterija optimizacije i ciljeva optimizacije viSe odgovora.
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4.7.3. Dizajn eksperimenata pri modelovanju CMAs

Intervali variranja CMPs predstavljeni u tabeli 11 definiSu prostor znanja. U cilju
ispravnog definisanja analitickog prostora dizajna prema AQbD konceptu razvoja
metode ili optimalnog postavljanja nivoa faktora, prethodno definisani kriti¢ni
parametri metode su se morali simultano varirati. Stoga je Box-Behnken-ov dizajn
povrsine odgovora odabran za ispitivanje oznac¢enog prostora znanja kroz 17 nasumic¢no

izvedenih eksperimenata.

Tabela 11. Ispitivani kriticni parametri procesa i njihove domene obuhvaéene Box-

Behnken dizajnom

CMPs Domene ispitivanih CMAs
-1 +1

(A) Sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi (%) 10 20

(B) pH vrijednost vodene faze 2,5 6,5

(C) Koncentracija Brij L23 u vodenom rastvoru | 15 25

(mmol L-1)

Plan eksperimenata i odgovarajuc¢i odgovori su predstavljeni u tabeli 12.

98



Tabela 12. Plan eksperimenata Box-Behnken dizajna i ispitivani odgovori

Broj Varijable Odgovori
eksperimenta
A B C te ppHI | b_hidrohlorotiazid K citazapritat

1 10 2,5 20 8,157 8,157 1,517
2 20 2,5 20 5,200 4,700 1,063
3 10 6,5 20 8,071 8,071 0,443
4 20 6,5 20 5,100 4,600 0,508
5 10 4,5 15 9,192 9,192 0,750
6 20 4,5 15 5,400 4,800 0,801
7 10 4,5 25 7,199 7,199 0,759
8 20 4,5 25 4,700 4,300 0,780
9 15 2,5 15 6,887 6,887 1,390
10 15 6,5 15 6,950 6,950 0,448
11 15 2,5 25 5,800 5,647 1,336
12 15 6,5 25 5,900 5,600 0,438
13 15 4,5 20 6,310 6,251 0,799
14 15 4,5 20 6,210 6,100 0,710
15 15 4,5 20 6,130 6,000 0,810
16 15 4,5 20 6,410 6,300 0,760
17 15 4,5 20 6,350 6,150 0,800

Prvi definisani CMA, kriterij razdvajanja s izmedu dva susjedna pika DPH; 1
hidrohlorotiazida, se racunao kao razlika izmedu retencionog vremena pocetka pika
hidrohlorotiazida 1 kraja pika DPH; upotrebom izraza s=t; nigroniorotiazia-te ppr1 KOji se
indirektno modelovao. Zaklju¢eno je da je retenciono vrijeme nedvosmisleno
najpouzdaniji pokazatelj retencionog ponasanja analiziranih komponenata. Na osnovu
izvedenih matematickih modela je bilo moguée predvidjeti vrijednosti retencionog
vremena u bilo kojoj tacki u okviru eksperimentalnih domena. Direktno modelovanje
rezolucije kao moguéeg pokazatelja razdvajanja na baznoj liniji se nije smatralo

prikladnim za ovu studiju. Poznato je da rezolucija ovisi o faktorima kao $to su veli¢ina,
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oblik i faktori asimetrije susjednih pikova i da mali ,,tailing* pika takode moze dovesti
do znacajnog gubitka rezolucije. Male varijacije rezolucije i vrijednosti rezolucije koje
su bliske jedinici obi¢no daju matematicke modele sa slabom sposobnos¢u predvidanja.
S druge strane, indirektno modelovanje kriterija razdvajanja s nije podloZzno pogresnim
procjenama razdvajanja na baznoj liniji, kao ni greSkama tokom modelovanja odgovora

(37-39, 55).

Vrijednosti za ty_pigroniorotiazida 1 te_ ppr1 SU dobijene eksperimentalno (tabela 12) i direktno
su modelovane. Nakon toga je CMA indirektno modelovan, odnosno izra¢unat na
osnovu dobijenith modela za odgovarajua retenciona vremena. Smatra se da je
razdvajanje na baznoj liniji postignuto ukoliko je vrijednost s iznad ili jednaka 0. Drugi
definisani CMA je podrazumijevao zadovoljavajuée zadrzavanje prvog pika koji se
eluirao $to se predstavljalo njegovim retencionim faktorom (tabela 12) koji se direktno
modelovao. Multipla linearna regresija i metoda najmanjih kvadrata je primijenjena za
kreiranje matematickih modela (38-39, 55-56). Kvadratni modeli, predstavljeni
jednacinom (30), su predloZeni kao najpogodniji za t. pprs 1 Keitazapritars dOK je model sa

interakcijama, predstavljen jednac¢inom (31) bio najadekvatniji za t, pigroniorotiazida-

2 2 2
y=by +b,x; +b,x, + byx; +b,x,X, + b3 X, X3 +byyx, Xy + by X" + by, %, +bysx, (30)
y=by, +bx, +b,x, +bx; + b, x,x, +b;x,x; +byyx,x, (31)

U ovim jednadinama y predstavlja pracene odgovore sistema (Z. ppri, to hidrohlorotiazida 1
keitazaprilara), dOK X7, X2 and x3 predstavljaju nivoe nezavisnih varijabli, odnosno sadrzaja
acetonitrila u mobilnoj fazi, pH vodene faze i1 koncentracije Brij L23 u vodenom
rastvoru, pojedinacno. Izrazi x;x,, x;x3 1 xox3 predstavljaju interakcione, dok x,z, x22 it x32
predstavljaju kvadratne clanove. Izraz by se odnosi na odsjecak, dok su izrazi b;-bs;

regresioni koeficijenti koji su izraCunati iz eksperimentalnih vrijednosti y.

Dobijeni koeficijenti matematickih modela koji su izraCunati za kodirane vrijednosti
faktora sa statistiCkim parametrima za procjenu adekvatnosti modela za ispitivane
odgovore su predstavljeni u tabeli 13. Izvedeno je pet ponavljanja u centralnoj tacki u
cilju obezbjedenja precizne procjene eksperimentalne greske, adekvatnosti modela (lack

of fit) 1 statisticke znaCajnosti uticaja svih varijabli. Lack of fit vrijednosti su pokazale da
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se eksperimentalno dobijene vrijednosti nisu statisticki znacajno razlikovale od

vrijednosti predvidenih matemati¢kim modelima, odnosno da su dobijeni modeli

validni. Sposobnost predvidanja ovih modela je bila zadovoljavaju¢a u definisanoj

eksperimentalnoj domeni na $to su ukazali koeficijent determinacije (R?), prilagodeni

koeficijent determinacije (Adj. R?) i predvideni koeficijent determinacije (Pred. R?) (38-

39, 55-56). Apsolutne vrijednosti dobijenih koeficijenata modela ukazuju na prirodu

uticaja faktora. Zaklju€eno je da je sadrzaj acetonitrila u mobilnoj fazi pokazao veliki

uticaj na . ppy; 1 Iy hidrohlorotiazidas dOK j€ Keitazapritara D10 pod uticajem promjene pH

vrijednosti vodene faze.

Tabela 13. Dobijeni koeficijenti i statisticki parametri za procjenu adekvatnosti

matematickih modela ispitivanih odgovora

t._pPHI ty_hidrohlorotiazid K itazapritat
by 6,28 6,29 0,78
b, -1,53 -1,78 -0,040
b; -0,002875 -0,021 -0,43
b; -0,60 -0,64 -0,009441
b -0,0035 -0,0035 0,13
by 0,32 0,37 -0,007692
b; 0,00925 -0,028 0,011
b 0,29 -0,011
bz 0,056 0,12
bs; 0,047 0,008469
Lack of fit 0,2751 0,2653 0,0529
(p-vrijednost)
R’ 0,9947 0,9923 0,9765
Adj. R’ 0,9878 0,9876 0,9464
Pred. R 0,9466 0,9793 0,6832

101




4.7.4. Konstrukcija DS-a u skladu sa AQbD konceptom

U cilju postizanja simultane optimizacije definisanih CMA (s > 0 i k > 0,9), prostor
znanja je podijeljen diskretizacijom numeri¢kih parametara: sadrzaj acetonitrila u
mobilnoj fazi (%, v/v) [10:0,5:20], pH vrijednost vodene faze [2,5:0,2:6,5] i
koncentracija Brij L23 vodenog rastvora (mmol L) [15:1:25]. Stoga su nivoi faktora
bili 21, 21 1 11, §to je dalo ukupno 4851 tataka mreze. U skladu sa definisanim ATP,
ispitivanja u okviru eksperimentalnih domena su se morala sprovesti u cilju otkrivanja
dijela u kojem svi definisani CMAs istovremeno ispunjavaju zahtjevani nivo
prihvatljivosti. Primjena Monte Carlo simulacija je omogucila izraCunavanje rizika za
dobijanje nepozeljnih rezultata u svakoj tacki prostora znanja. Uniformna distribucija
greske jednaka izracunatoj standardnoj greski je dodata procijenjenim koeficijentima
modela u cilju dobijanja distribucije za svaki operativni uslov koji odgovara ¢voru

mreze (46, 55).

Prediktivne greske dobijene za retenciona vremena su proSirene na kriterij kvaliteta.
Monte Carlo simulacije su iskoriStene u cilju dobijanja distribucije kriterija razdvajanja
iz distribucije retencionih vremena pikova kritiénog para dobijenog indirektnim
modelovanjem (37, 49, 55-56). To je obuhvatilo 5000 ponavljanja u svakoj od 4851
tataka mreZe. Na kraju je izvrSeno izraCunavanje regiona prostora znanja koji imaju
zadovoljavaju¢e vrijednosti oba definisana CMAs sa Zeljenim nivoom kvaliteta
(1=90%). Ovako definisan DS je predstavljao dio prostora u kojem su vjerovatnoca za
dobijanje dobro razdvojenih pikova kriticnog para i1 odgovarajue zadrZzavanje prvog
pika koji se eluira ve¢i od prethodno definisane donje granice kvaliteta. Ovakav pristup
je omogucio da je pored osiguranja kvaliteta u okviru DS takode procijenjen i rizik da
CMAs nisu u okviru nivoa prihvatljivosti (37, 49, 55-56). Odgovaraju¢a 3D

vizualizacija definisanog DS je predstavljena na slici 31.
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Koncentracija
BrijL23
(mmol L)

134

pH

Sadriaj acetonitrila (9%, v/%)

Slika 31. 3D prikaz DS-a za prethodno definisane CMA postignut uz vjerovatnocu
n=90%
Bilo koja tacka iz definisanog DS se mozZe koristiti kao radna za validaciju metode, ali je
uobicajena praksa da se bira radna tacka koja je smjeStena u sredini DS-a i koja
osigurava potpunu potvrdu robusnosti metode, dok cijeli DS predstavlja region teoretske
robusnosti. Odabranu radnu tacku je karakterizirala sljede¢a kombinacija CMPs: sadrzaj
acetonitrila u mobilnoj fazi postavljen na 13% (v/v), pH vrijednost vodene faze

postavljena na 3,8 i koncentracija Brij L23 vodenog rastvora podesena na 18 mmol L™

Reprezentativni  hromatogram svih analiziranih komponenata pri navedenim

hromatografskim uslovima je predstavljen na slici 32.
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Slika 32. Reprezentativni hromatogram cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih

degradacionih proizvoda dobijen pri optimalnim hromatografskim uslovima

Izracunate vrijednosti CMAs, s = 0,067 i kK = 0,979, su ispunile prethodno definisane
zahtjeve 1 potvrdile kvalitet MLC metode razvijene primjenom AQbD pristupa.
Preporuka je da se racunanje DS-a prati predlaganjem odgovarajuée kontrolne strategije
kako bi se osiguralo da ¢e odabrana metoda pokazati predvidene performanse pri
rutinskoj primjeni. Ovo moZze biti rezultat analize DS-a (47). CMAs definisani na
pocetku AQbD usmjerenom razvoju metode takode mogu sluziti kao smjernice za

testove sistema pogodnosti.

4.7.5. Metodologija multikriterijumskog odludivanja u razvoju analiticke metode

Sva prethodno navedena razmatranja vezana za definisanje ATP, CMAs i CMPs kao i
primjena eksperimentalnog dizajna u istrazivanju prostora znanja su u skladu sa
metodologijom multikriterijumskog odlucivanja pri optimizaciji analiticke metode.
Njihova definicija je u prvom planu AQbD, ali 1 drugi metodoloski pristupi takode
prepoznaju ispitivanje eksperimentalnih parametara koji znac¢ajno utiCu na
hromatografsko ponaSanje tokom skrining faze. Jedina razlika je u koriStenoj

terminologiji.

U ovoj studiji je metolodologija multikriterijumskog odlu¢ivanja zasnovana na
metodologiji pretrage ¢vorova mreZe 1 prethodno definisani prostor znanja je podijeljen
u mrezu diskretizacijom numeri¢kih parametara upotrebom Matlab softvera. Prateci
ovaj metodoloski pristup, kompjuterski algoritam je ipak bio usmjeren ka vizualizaciji

razli¢ito obojenih tataka mreze u odnosu na definisane kriterije optimizacije metode.
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Detaljna pretraga mreze koja se sastojala od ukupno 4851 tacaka je ukazala na 508
tataka (ruziCasto obojenih na slici 33) koje su simultano zadovoljavale oba

optimizaciona cilja: s > 01k >0,9.

25—

- " o
Koncentracija { N
Bt‘ij L23 . “".,.\"‘ £ AR v 38 "‘.f‘:- +
(mmol LY 7 o M "‘T" A2 16 LAt

Slika 33. 3D prikaz podijeljenog eksperimentalnog regiona sa ruzicastim tackama
koje zadovoljavaju prethodno definisane CMAs zajedno sa odabranom radnom
tackom
Sli¢no odabiru radne tacke u okviru DS-a, bilo koja ruZicasta tacka u mrezi je mogla biti
koriStena kao radna taCka za dalju validaciju metode. U cilju osiguranja robusnosti
metode, preporucuje se odabir radne tacke u sredini regiona sa ruziCastim tackama.
Komparativna analiza pozicije DS-a u prostoru znanja (slika 31) i regiona sa ruzicastim
tatkama u mrezi (slika 33) je ukazala da je moguce izabrati istu radnu tacku primjenom
oba metodoloSka pristupa. Takode je neophodno naglasiti da se region sastavljen od
¢vorova mreze koji su predstavljeni ruzi¢astom bojom ne bi trebao tretirati na isti na¢in
kao DS definisan prema prethodno predstavljenom AQbD pristupu. Metodologija
pretrage ¢vorova mreZze kao i optimalni region metode koji pokriva odgovore koji
zadovoljavaju prethodno definisane kriterije kroz preklapanje kontura nacrta ili
preklapanje povrSine odgovora (takozvana ,.slatka tacka® prema nekim autorima (59-

60)) ukazuju na oblast u kojoj se ne bi smjeli ugroziti kriteriji performanse metode.

Kako se ne procjenjuju prediktivna sposobnost matematickih modela za dati odgovor

koja mora biti ve¢a od Zeljene donje granice, a ni rizik za dobijanje neZeljenih rezultata
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zbog greSaka pri izracunavanju koeficijenata matematickih modela, ova oblast se ne
smije smatrati potpuno ,,sigurnom‘ kao §to je ona opisana u prethodnom poglavlju (47,
55). Upravo je ovo i razlog zasto je veliina regiona mreze sastavljenog od ruzicastih

tacaka znacajno veca od DS-a.

Jedina prednost metodologije multikriterijumskog odlu¢ivanja se ogleda u tome da ona
ne zahtijeva komplikovane kompjuterske simulacije sa kojima mnogi analiti¢ari nisu
upoznati. Istovremeno, za razliku od robusne optimizacije metode prema AQbD
pristupu, optimizacija primjenom metodologije pretrage ¢vorova mreze mora biti
praena obaveznim testiranjem robusnosti. Ovo se postize izvodenjem dodatnih
eksperimenata $to izaziva gubitak vremena i povecava troSkove. Velika prednost se
svakako ogleda u tome S§to se procjena robusnosti moze izvesti takode uz primjenu
statistickih pristupa, najprije onih koji se ne zasnivaju na kompleksnim prora¢unima i

zahtjevnim softverskim paketima.

Jednostavna 1 efikasna strategija procjene robusnosti metode se moze zasnivati na
koriStenju eksperimentalnih podataka iz faze optimizacije (38). Kako bi se dokazalo da
kriteriji performansi razvijene metode ne bi bili ugrozeni malim ali namjernim
promjenama optimalnih hromatografskih parametara, domene ovih hromatografskih
varijabli su posmatrane u uZem opsegu koji je pokrivao eksperimentalni region smjesten
simetri¢no oko optimalnog nivoa u skladu sa zahtjevima za testiranje robusnosti. Prema
ovim opS$tim uputama, isti prethodno ispitani faktori u razvoju MLC metode su jo$
jednom razmotreni. Drugi hromatografski parametri kao Sto su temperatura kolone,
protok i talasna duzina detekcije su izuzeti pri ispitivanju robusnosti jer je ranije
dokazano da nisu bili kritini kada su razmatrani ¢ak i u Sirem eksperimentalnom
opsegu tokom preliminarnih ispitivanja. Variranja sastava mobilne faze su prvo
postavljena u sljede¢em opsegu: 12-14% (v/v) za sadrzaj acetonitrila, 3,6-4,0 za pH
vodene faze 1 koncentracija Brij L23 vodenog rastvora u opsegu 17-19 mmol L. Ovi
opsezi su odabrani uzimajuci u obzir ocekivane greske pri mjerenju koli¢ine hemikalija
ili pri podeSavanju pH vrijednosti mobilnoj fazi, ali 1 pracenjem ICH preporuka za

provodenje testova za procjenu robusnosti (64).

Matematicki modeli predstavljeni u tabeli 13 su ponovo iskoristeni u cilju predvidanja

varijacija f._ppri, to_nidrohlorotiazid 1 Keilazaprilata @ OVO] Suzenoj eksperimentalnoj domeni. Na
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isti nacin kao i tokom optimizacije analiticke metode, kriterij razdvajanja s za kriti¢ni
par pikova je indirektno modelovan. Eksperimentalni region je takode podijeljen
diskretizacijom vrijednosti faktora sa smanjenim razmakom izmedu ¢vorova mreze na
0,25, 0,05 1 0,5 u sluCaju sadrzaja acetonitrila, pH vrijednosti vodene faze i
koncentracije Brij L23 vodenog rastvora, pojedinacno. Analiza dobijene mreze je
pokazala da se opisani suzeni eksperimentalni prostor sastojao od potpuno robusnih
uslova u kojima su svi zeljeni kriteriji performansi bili o€uvani u svakom ¢voru mreze.
U cilju definisanja cijele robusne oblasti razvijene MLC metode, eksperimentalni region
je postepeno proSiren do oblasti nerobusnih tataka mreze. Detaljna analiza mreze

predstavljena na slici 34 je omogudila kona¢no razumijevanje procjene robusnosti

metode.
21, o
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Brij 123 18 ¢
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6
\.
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Sadrzaj acetonitrila %
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Slika 34. ProsSireni robusni region razvijene metode

Robusni region je okruzen sljede¢im granicama: prethodno definisani kriterij
performansi nece biti ugrozeni ukoliko sadrzaj acetonitrila varira u opsegu 12-14%
(v/v), pH vrijednost vodene faze u opsegu 3,4-4,0, dok koncentracija Brij L23 vodenog

rastvora moze biti izmedu 15-20 mmol L. Najveéi uticaj na odabrane odgovore je
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imala koli¢ina acetonitrila koju je ipak uz odgovarajue kvalifikacije instrumenta
moguce drzati pod potpunom kontrolom. Ponovljeno redefiniranje robusnosti metode u
ovim regionima nije izazvalo gubitak vremena jer je obuhvatilo isti set proracuna i
analizu mreze koja se razlikuje samo po udaljenosti izmedu grani¢nih cvorova.
Istovremeno je neophodno primijetiti da su sva predvidanja CMAs zasnovana na
srednjim vrijednostima izmjerenih odgovora. Stoga je postojao odredeni rizik za laznu
interpretaciju performansi metode. Jednostavnim povecanjem oblasti u kojoj se
procjenjuje robusnost izvan okvira ICH preporuka (64) moguée je prevazi¢i ovaj
nedostatak predstavljenog pristupa. lako ovaj pristup ne uracunava prediktivnu gresku i
njeno propagiranje, ovakav opis robusnosti metode dovodi do nivoa koji je u skladu sa
AgbD optimizacijom. Sva prethodna razmatranja o tackama u kojima se AgbD i
metodologija pretrage C¢vorova mreze susre¢u ili razdvajaju su objedinjena i

predstavljena na slici 35.
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Slika 35. Poredenje AQbD i metodologije pretrage ¢vorova mreZe
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4.8. Validacija micelarne HPLC metode za analizu doziranih oblika cilazaprila i
hidrohlorotiazida

Validacija razvijene micelarne HPLC metode za analizu doziranih oblika cilazaprila i
hidrohlorotiazida je izvedena u skladu sa zvani¢nim regulatornim smjernicama, pri
¢emu je postupak validacije obuhvatio ispitivanje linearnosti, ta¢nosti, preciznosti,
limita detekcije i limita kvantifikacije u cilju potvrde njezine pogodnosti za rutinsku
procjenu stabilnosti farmaceutskih doziranih oblika koji sadrze cilazapril i

hidrohlorotiazid kao aktivne farmaceutske supstance.

4.8.1. Procjena linearnosti metode

Procjena linearnosti metode podrazumijeva potvrdu proporcionalnosti dobijenih
rezultata mjerenja 1 koncentracije rastvora supstanci u prethodno definisanom opsegu.

Rezultati regresione analize ispitivanih supstanci su prikazani u tabeli 14.

Tabela 14. Rezultati regresione analize cilazaprila, hidrohlorotiazida, cilazaprilata

i hidrohlorotiazid neéisto¢e B

necistoca B

Opseg 40,00 - 120,00 | 100,00 - 300,00 | 0,40-1,20 0,10 -3,00
koncentracija

(ug mL™)

Kalibraciona 0,8797x-5,6946 | 2,1967x+21,093 | 0,7151x+0,2348 | 3,4537x-0,0997
kriva (y=ax+b)

Koeficijent 0,9989 0,9982 0,9982 0,9976

korelacije

Procjena linearnosti metode je izvrSena na osnovu dobijenih vrijednosti koeficijenta
korelacije kalibracionih krivih koje su konstruisane metodom najmanjih kvadrata.
Regresiona analiza je pokazala da je razvijena metoda linearna u definisanom opsegu
koncentracija jer su koeficijenti korelacije kalibracione krive za aktivne supstance imali
vrijednost r > 0,998, a za necistoce r > 0,990. Kalibracione krive ispitivanih supstanci su

prikazane na slikama 36 — 39.
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Slika 37. Kalibraciona kriva hidrohlorotiazida

111




Vo

Povrsina ispod pika

1,2000

1,0000

0,8000

0,6000

0,4000

0,2000

0,0000

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Koncentracija cilazaprilata (ug/mL)

Slika 38. Kalibraciona kriva cilazaprilata
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4.8.2. Procjena tacnosti metode

Tacnost metode podrazumijeva nivo usaglasenosti eksperimentalno dobijenih rezultata
mjerenja sa stvarnim vrijednostima. Tacnost metode se procjenjuje izraCunavanjem

Recovery vrijednosti.

Tabela 15. Rezultati procjene tacnosti metode

Cilazapril | Hidrohlorotiazid | Cilazaprilat Hidrohlorotiazid
necisto¢a B

Koncentracija 64,00 160,00 0,64 1,60
pripremljenog 80,00 200,00 0,80 2,00
rastvora (ug mL™) | 96,00 240,00 0,96 2,40
Nadena 63,0525 160,7133 0,6598 1,5428
koncentracija 80,1090 203,9669 0,9522 1,9946
rastvora (ug mL™) 94,5110 2443781 1,1245 2,4211
Recovery 98,52 100,45 103,10 96,42
vrijednost (%) 100,14 101,98 119,03 99,73

98,45 101,82 117,14 100,88

IzraCunate Recovery vrijednosti (tabela 15) su ukazale na zadovoljavajuc¢u tacnost
metode jer su za aktivne supstance dozvoljena odstupanja +2% (vrijednosti izmedu 98%

1 102%), a za necistoce odstupanja +£30% (vrijednosti izmedu 70% 1 130%).

4.8.3. Procjena preciznosti metode

Ponovljivost metode podrazumijeva ispitivanje rasipanja dobijenih rezultata mjerenja
njithovim ponavljanjem iz viSe pripremljenih uzoraka upotrebom istog uredaja, istih
reagenasa u jednoj laboratoriji. Preciznost metode je procijenjena izraCunavanjem
standardne devijacije (eng. standard deviation, SD) 1 relativne standardne devijacije
(RSD) za 6 pripremljenih rastvora. Dozvoljena odstupanja od relativne standardne

devijacije za aktivne supstance je < 2%, a za necistoce < 15%.
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Tabela 16. Procjena preciznosti za aktivne supstance i za njihove necistoce

Naziv supstance Srednja vrijednost | SD RSD (%)
povrsine pikova

Cilazapril 61,5462 0,6646 1,08

Hidrohlorotiazid 453,8430 7,6806 1,69

Cilazaprilat 0,6324 0,0171 2,70

Hidrohlorotiazid 6,2774 0,0945 1,51

necisto¢a B

Tabela 16 prikazuje dobijene rezultate pri ¢emu se uocava da je relativna standardna
devijacija u skladu sa dozvoljenim odstupanjima, pa se stoga zakljucuje da je metoda

precizna.

4.8.4. Procjena limita detekcije i limita kvantifikacije

Limit detekcije se odnosi na najmanju koncentraciju analizirane supstance koja se moze
registrovati u uzorku ali koja ne mora biti tacno odredena. Ovi limiti su eksperimentalno

odredeni vizuelnom metodom i dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 17.

Tabela 17. Rezultati procjene limita detekcije i limita kvantifikacije

Limit detekcije (ug mL™") | Limit kvantifikacije (ug mL™)

Cilazaprilat 0,10 0,40

Hidrohlorotiazid | 0,05 0,10
nedistoca B

Dobijene vrijednosti limita detekcije i limita kvantifikacije potvrduju da je razvijena

metoda osjetljiva.

4.8.5. Procjena sadrZaja iz farmaceutskog doziranog oblika

Tabelarno prikazani rezultati (tabela 18) procjene sadrzaja iz farmaceutskog doziranog
oblika ukazuju da sadrzaj aktivnih supstanci ne odstupa od dozvoljenih vrijednosti,
odnosno od 95% do 105% u odnosu na deklarisani sadrZaj prema specifikaciji

proizvodaca.
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Tabela 18. Rezultati odredivanja sadrzaja aktivnih farmaceutskih supstanci,

cilazaprila i hidrohlorotiazida i necisto¢a cilazaprilata i hidrohlorotiazid necistoce

B

Cilazapril | Hidrohlorotiazid Cilazaprilat | Hidrohlorotiazid

necisto¢a B

Koncentracija 80,00 200,00 0,08 0,20
pripremljenog
rastvora (ug mL™)
Nadena 76,4312 197,0012 0,0445 0,1846
koncentracija
rastvora (ug mL™)
Nadeni sadrzaj (%) | 95,54 98,50 0,06 0,09
Nadeni sadrzaj po | 4,78 12,31

tableti (mg)

Sadrzaj necistoca cilazaprilata i hidrohlorotiazid necisto¢e B ne odstupa od zahtijevanih

vrijednosti, s obzirom da maksimalno dozvoljena koli¢ina necistoca ne smije biti veca

od 0,5%. Svi dobijeni rezultati su potvrdili primjenljivost validirane micelarne HPLC

metode za analizu doziranih oblika cilazaprila 1 hidrohlorotiazida.
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5. ZAKLJUCAK
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1.

Izvedene su studije forsirane degradacije u cilju razvoja stability-indicating
UHPLC i1 micelarne HPLC metode za ispitivanje stabilnosti aktivnih
farmaceutskih supstanci cilazaprila 1 hidrohlorotiazida kao i njihovih
farmaceutskih doziranih oblika. Izlaganjem fotodegradaciji i temperaturnom stresu
cilazaprila nisu dobijeni degradacioni proizvodi. U kiseloj sredini cilazapril se
degradirao do cilazaprilata koji je identifikovan na retencionom vremenu od 1,08
minuta upotrebom masenog spektrometra sa m/z vrijednos¢u od 387,79. U baznoj
sredini cilazapril se degradirao takode do cilazaprilata koji je identifikovan na
retencionom vremenu od 2,34 minute. Razlika u retencionom vremenu
cilazaprilata pri kiseloj i baznoj hidrolizi poti¢e od razli¢itih pH vrijednosti
ispitivanih stres uzoraka. Izlaganjem cilazaprila uslovima oksidacionog stresa su
nastala tri nepoznata degradaciona proizvoda koji su identifikovani na retencionim
vremenima od 7,03 minuta, 10,51 minuta i 10,77 minuta, pri ¢emu je upotrebom
masenog spektrometra dokazano da su njihove pripadaju¢e m/z vrijednosti redom
429,75, 431,89 1 430,83. Izlaganjem hidrohlorotiazida dnevnoj svjetlosti, kiseloj 1
baznoj sredini pri sobnoj temperaturi takode nisu dobijeni degradacioni proizvodi.
U uslovima kisele sredine pri temperaturi od 70°C nastao je jedan degradacioni
proizvod sa retencionim vremenom na 1,09 minuta sa m/z vrijednosc¢u 283,78 koji
je oznafen kao hidrohlorotiazid necisto¢éa B. U uslovima bazne sredine pri
temperaturi od 70°C nastao je degradacioni proizvod na 0,78 minuta koji je takode
oznacen kao hidrohlorotiazid necistoca B. Hidrohlorotiazid necistoa B je
degradacioni proizvod koji je nastao i nakon termalne degradacije 1 koji se uocava
na retencionom vremenu od 1,36 minuta. Razlike u retencionim vremenima
nastalog degradacionog proizvoda pri kiseloj 1 baznoj hidrolizi i termalnoj
degradaciji potiCu od razli¢itih pH vrijednosti ispitivanih stres uzoraka. Pri
uslovima oksidacionog stresa nastao je jedan nepoznati degradacioni proizvod ¢ija
je m/z vrijednost 311,5 i to na retencionom vremenu od 2,04 minute. Izlaganjem
Prilazid® plus i Cilazil® HCT film tableta istim stres uslovima kojima su izloZene
aktivne farmaceutske supstance potvrdeno je prisustvo identi¢nih degradacionih
proizvoda, S$to zna¢i da ekscipijensi nisu uticali na nastajanje dodatnih

degradacionih proizvoda.
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2. Primjenom centralnog kompozicionog dizajna i Derringer-ove funkcije pozeljnih
odgovora je optimizovana stability-indicating UHPLC metoda za razdvajanje
cilazaprila, hidrohlorotiazida i njihovih degradacionih proizvoda. Hromatografsko
razdvajanje je izvedeno koriStenjem Kinetex C18 (50 mm x 2,1 mm, 2,6 pm)
kolone. Optimalni hromatografski uslovi su obuhvatili mobilnu fazu sastavljenu od
acetonitrila i 20 mmol L™ rastvora amonijum formijat pufera pH 8,5 uz gradijentno
eluiranje: pri 0 minuta 5% acetonitrila i 95% rastvora pufera, pri 15 minuta 35%
acetonitrila i 65% rastvora pufera i pri 16 minuta 5% acetonitrila i 95% rastvora
pufera, protok mobilne faze od 400 pL min™, temperaturu kolone od 25°C i

talasnu duzinu detekcije 250 nm.

3. Razvijena stability-indicating UHPLC metoda je validirana u skladu sa ICH
preporukama 1 dokazana je njena primjenljivost u rutinskim ispitivanjima
stabilnosti kombinovanog doziranog oblika cilazaprila i hidrohlorotiazida. U
okviru validacije ispitana je i dokazana dobra linearnost, ta¢nost, preciznost, kao i
odgovaraju¢i LOQ i1 LOD za degradacione proizvode. Dobijeni koeficijenti
korelacije su potvrdili linearnost svih kalibracionih krivih jer su njegove
vrijednosti za aktivne farmaceutske supstance cilazapril i hidrohlorotiazid bile
0,9985 1 0,9958, dok su za necistocu cilazaprilat 1 hidrohlorotiazid necisto¢u B
njegove vrijednosti bile 0,9955 i 0,9943. Izracunate Recovery vrijednosti su
ukazale na zadovoljavajucu tacnost jer su bile u opsegu 97,11% - 101,79% za
cilazapril, 99,05% - 101,18% za hidrohlorotiazid, 96,21% - 103,38% za
cilazaprilat 1 91,17% - 102,85% za hidrohlorotiazid necisto¢u B. Relativna
standardna devijacija je potvrdila dobru preciznost metode pri ¢emu su dobijene
vrijednosti od 1,57% za cilazapril, 1,70% za hidrohlorotiazid, 3,99% za cilazaprilat
i 4,75% za hidrohlorotiazid necistou B. SadrZaj necisto¢a ne odstupa od
farmakopejski zahtijevanih vrijednosti (0,49% za cilazaprilat 1 0,09% za

hidrohlorotiazid necistocu B).
4. Ispitana je i dokazana robusnost stability-indicating UHPLC metode primjenom

metodologije eksperimentalnog dizajna i indirektnog modelovanja koja kao

kriterijum razdvajanja koristi faktor s (s=t2-f;,) izmedu kriti€nih pikova.
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Retenciona vremena ¢/, 1 t;, su direktno modelovana, a vrijednost s je izvedena na
koherentan nacin. Zadovoljavajuce razdvajanje se postizalo ukoliko je s vrijednost
bila jednaka ili ve¢a od 0. Zakljuc¢eno je da je retenciono vrijeme nedvosmisleno
najpouzdaniji pokazatelj retencionog ponaSanja analita. Krajnji sadrzaj acetonitrila
nije pokazao znacajan uticaj na razdvajanje komponenata. Konacna preporuka je
podrazumijevala strogu kontrolu pocetnog sadrzaja acetonitrila od 5,0% do 6,0%
(v/v) uz simultanu kontrolu vremena gradijenta u opsegu od 15,0 do 15,5 minuta

pri svim temperaturnim nivoima.

Razvijena je micelarna HPLC metoda izokratskog tipa za pracenje stabilnosti
cilazaprila 1 hidrohlorotiazida u prisustvu njihovih degradacionih proizvoda.
Primarni ciljevi pri optimizaciji metode su postizanje maksimalne vrijednosti
kriterija razdvajanja s izmedu kriticnih pikova i maksimalne vrijednosti
retencionog faktora prvog pika koji se eluira. Metoda je optimizovana primjenom
dva razli¢ita metodoloska pristupa, pri ¢emu se prvi zasnivao na AQbD konceptu
uz koriS¢enje Box-Behnken dizajna. Drugi pristup se zasnivao na metodologiji
multikriterijumskog odluCivanja uz primjenu eksperimentalnog dizajna i
metodologije pretraZivanja ¢vorova mreZze uz dodatnu potvrdu jednostavne 1
efikasne procjene robusnosti. S obzirom da cijeli DS predstavlja region teoretske
robusnosti, kao radna tacka iz DS mora biti odabrana bilo koja tacka iz centralnog
dijela prostora dizajna, DS-a koja osigurava potpunu potvrdu robusnosti metode.
Oba metodoloska pristupa su rezultirala uspjeSnim hromatografskim razdvajanjem
uz upotrebu X7Terra C18 (150 mm x 3,9 mm, 5 um) kolone pri temperaturi od
30°C, mobilne faze sastavljene od acetonitrila 1 Brij L23 vodenog rastvora (18
mmol L, pH 3,8) u omjeru 13:87 (%, v/v) uz protok 1 mL min™ i detekciju pri
215 nm.

Micelarna HPLC metoda sa izokratskim eluiranjem je validirana u skladu sa ICH
preporukama. Ispitana je prihvatljivost kriterijuma po pitanju linearnosti, tacnosti,
preciznosti, LOD i LOQ za degradacione proizvode. Regresiona analiza je
dokazala linearnost metode u definisanom opsegu koncentracija jer su koeficijenti

korelacije kalibracione krive za aktivne supstance imali vrijednost ve¢u od 0,998
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(0,9989 za cilazapril i 0,9982 za hidrohlorotiazid), a za necistoce ve¢u od 0,990
(0,9982 za cilazaprilat i 0,9976 za hidrohlorotiazid necisto¢u B). Izracunate
Recovery vrijednosti su ukazale na zadovoljavajucu tacnost metode jer su bile u
opsegu 98,45% — 100,14% za cilazapril, 100,45% — 101,98% za hidrohlorotiazid,
103,10% - 119,03% za cilazaprilat i 96,42% - 100,88% za hidrohlorotiazid
necistoéu B. Preciznost metode je dokazana rezultatima relativne standardne
devijacije koja je bila u skladu sa dozvoljenim odstupanjima (1,08% i 1,69% za
cilazapril i hidrohlorotiazid i 2,70% 1 1,51% za cilazaprilat i hidrohlorotiazid
necistocu B). Dobijene vrijednosti LOD i LOQ su potvrdile osjetljivost metode.
LOD za cilazaprilat i hidrohlorotiazid ne&istoéu B iznose 0,10 pg mL™, odnosno
0,05 pg mL"', dok LOQ za cilazaprilat iznosi 0,40 pg mL", a za hidrohlorotiazid
nedistoéu 0,10 pg mL™". Sadrzaj ne&istoca cilazaprilata i hidrohlorotiazid neistoée
B ne odstupa od zahtijevanih farmakopejskih vrijednosti. Svi dobijeni rezultati su
potvrdili primjenljivost validirane micelarne HPLC metode za analizu doziranih

oblika.
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Mpunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBy
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UsjaBrbyjem

Aa je fokTopcka AucepTaumja noa Hacnosom PRIVWENA MU KRV TERN SJUMSKE N
CPTWMITACIIE | KONCEPTA  DizAINA KIALYTETA U RAVCIU METODA TECNE

PROMCGRAF 1D PO DUTRAVISSKIM - PRIMISKOM | MICELARME - TECAE
MROHATOGRAF 1JE  TA  PRACENIE  STABILNOSTI CILAZAPRILA | HIDROMROTIAIN

e pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXmBayKor paaa,

e [a npeanoxeHa auceprauuja y LenuH1 HA y Aenosuma Huje 6una npeanoxeHa
3a pobujatbe 6UNO Koje AunNnoMe npema CTyAUiCKUM nporpamuma Apyrux
BUCOKOLLKOSCKUX YCTaHOBa,

e [1a Cy pe3yntaTu KOPeKTHO HaseneHu n

e [la HUCaMm Kplwmo/na aytopcka NpaBa U KOPUCTUO MHTENeKTyamnHy CBOjUHY
ApYruX nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpapy, 42 o(O 2‘)!‘9 ;
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Mpunor 2.

MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTaAaMNaHe U eNieKTPOHCKe
Bep3uje AOKTOPCKOr paaa
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u3jaBrbyjeM Aa je WTaMnaHa Bepauja Mor [OKTOPCKOr paja UCTOBETHa eNeKTPOHCKO)
BEepauju Kojy caM npepao/na 3a objaBrbuBake Ha noptany fAurutanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uteTa y Beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe Moju NUYHWM nopauv BesaHu 3a Aobujare akagemckor
3Batba JOKTOpa Hayka, Kao LTO Cy UMe U npeaumMe, roavHa U Mecto pohewa u Aatym
onbpaHe papa.

OBM nUYHM nopauy Mory ce o06jaBUTM Ha MpexXHUM CcTpaHuulaMa AaurutanHe
6ubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory v y nybnukauvjama YHusepauteta y Beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa
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Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHuBepautetcky Gubnuoteky ,Csetozap Mapkosuh aa y [Ourutantu

penosutopujym YHusepauTeta y Beorpagy yHece Mojy [OKTOpCcKy AucepTtauujy nog

nacnosom: PLINENA MUTLRRITERIVLDMSKE  CPTWMIZAUJE | KoNCEPTA DIZAINA
KVALITETR: U0 RAZVZW WETODA TECUE HROHATOGRAT D€ 7oD LUTRAVISOKI M)
RITHE M L MGEWRNE TENE AROMTOGRATIJE %A PRACENJE

STABILNOSTI  COVWA2APRILA | -HIDPORLORCTIA Z I DA

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

OucepTauujy ca csuM npunosuma npeaao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaty norogHoM
3a TpajHO apxuBupam-e.

Mojy nokTopcky AvcepTtauujy noxpaweHy y AurutanHu penosutopujyM YHusepauteTta
y Beorpagy mory fa kopucte cBU Koju nowTyjy oapende cappxaHe y ofqabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajeaHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oanyuuo/na.

1. AytopctBO
2. AyTopcTBO - HekoMepLujanHo
é;\Ay-ropcnso — HekomepuujanHo — 6es npepage
4. AyTopCcTBO — HEKOMepLUUjanHo — AeNnuTy Nof UCTUM yCroBuma
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — AenuTu NoA UCTUM YCroBUMa

(Monumo fa 3aokpyxuTe camo jeAHy Of LIEeCT MOoHyfeHWX NULeHUM, Kpatak onuc
nuueHuu aart je Ha nonefuHu nucra).
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1. AytopctBo - [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpUOyLMjy U jaBHO caonwTaBake
Zena, u npepage, ako ce HaBeae WUMe ayTopa Ha HayuH odpefeH oa CTpaHe ayTopa
UNu fasaola nuueHue, Yak U y komepuujanHe cepxe. OBo je Hajcno6odHuja oa cBux
TIMLEHLM.

2. AytopcTBo — HekomepuujanHo. [lo3sosbaBaTe yMHOXaBate, AUCTPUBYLMjy U jaBHO
caonwTaBake Aena, U npepape, ako ce HaBefe UMe ayTopa Ha HauuH oapefheH oA
CTpaHe ayTopa unu aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa KomepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HekoMmepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate YMHOXaBakse,
avcTpubyunjy u jaBHo caonwTtaeake fAena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBakwa wnu
ynotpebe Aena y cBOM fdeny, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha HauuH oapefeH oa
CTpaHe ayTopa unu Aasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOrbaBa komepuujanyy
ynotpeby gena. Y ogHocy Ha cBe ocTane nuueHLe, OBOM NMULEHLOM Ce orpaHu4aBa
Hajsehu 06um npasa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHO — AenUTU Nofd WUCTUM ycrosuma. [ossorbasaTe
YMHOXaBak-€, AMCTpUBYLMjy ¥ jaBHO caonluTasake Aena, U npepage, ako ce Hasede
UMe ayTopa Ha HauuH oapefjeH oA CTpaHe ayTopa unu JaBaoua NULEHUE U ako ce
npepaga AucTpubyupa Mog WCTOM MMM CAMYHOM nuueHuoMm. OBa nuueHua He
[03BOrbaBa koMepuujanHy ynotpeby aena v npepapa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPUOYLMjY U jaBHO
caonwTaBake Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosara unu ynotpebe aena y ceom geny,
ako ce HaBege MMe ayTopa Ha HauuH ofpefleH of cTpaHe ayTopa unu aasaoua
nuueHue. Oa nuueHua Ao3BoSbaBa KoMepLujanHy ynotpeby aena.

6. AytopcTBO - AenuTM noa uMCTUM ycnosuma. [lo3sBorbaBaTe YMHOXaBakse,
AvcTpubyumjy ¥ jaBHO caonwiTaBarke Aena, v npepajae, ako ce HaBeAe UMe ayTopa Ha
HauuH opapefieH oa cTpaHe ayTopa WMNM faeaoua nuueHue M ako ce npepaga
auctpubyupa nog MCTOM WMnM cnuMMHOM nuueHuoM. OBa nuueHua A[o03Borbasa
KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CnuuHa je codTBepckMM nuueHuama,
OOHOCHO NuLEeHLama OTBOPEHOr koaa.
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