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SAZETAK

CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja je razvoj metode za analizu oneciS¢enja entakapona sintetiziranih Pliva Hrvatska
d.0.0 upotrebom kromatografije superkriti¢nih fluida, te usporedba s postojeCom internom HPLC
metodom s naglaskom na njezine prednosti.

Osim razvoja i validacije SFC metode, onecis¢enja entakapona ¢e se karakterizirati tehnikom
masene spektrometrije (LC-MS). Obraditi ¢e se i literaturno poznate kromatografske metode

razvijene 1 koriStene za analiticko ispitivanje entakapona u farmaceutskim formulacijama.
MATERIJAL/METODE

Istrazivanja provedena u okviru ovog specijalistickog rada obuhvacaju pregled svih dostupnih
publikacija koriste¢i dostupne bibliografske baze podataka 1 servise (Medline/PubMed,
ScienceDirect, EMBASE i drugih), uz primjenu klju¢nih rijeci poput: entacapone, quality control,
UHPLC, HPLC, SFC isl.

Napravljena je detaljna studija razvijene interne UHPLC metode za stabilitetna ispitivanja
aktivne farmaceutske supstancije entakapon, te prednosti koriStenja iste naspram postoje¢e HPLC

metode takoder razvijene u odjelu IstraZivanja i razvoja TAPI R&D Pliva Hrvatska d.o.o.

Koristen je Waters UPC? sistem s PDA detektorom i gradijentnom pumpom. Optimalna
kromatografska kolona je Waters UPC?BEH C18, dimenzija 100 mm x 3.0 mm i promjera &estica
1,7 um. Za evaluaciju podataka koristeno je Waters Empower 2 CDS upravljacko sucelje.
Detekcija oneciS¢enja je izvrSena tehnikom masene spektroskopije, uz koristenje Agilent 6490
LC-MS/MS sistema spregnutog s Agilent 1290 UHPLC te Agilent MassHunter 2003-2007 Data
Acquisition for Triple Qual B.01.04 (B84) upravljacko sucelje.



REZULTATI

Gradijentna metoda superkriticne fluide kromatografije odjeljuje entakapon i dvanaest njegovih
one&idéenja koriste¢i kromatografsku kolonu Waters Acquity UPC? BEH. Valna duljina detekcije
je 210 nm, protok pokretne faze je 3.0 mL/min. RazluCivanje izmedu pikova entakapona i
onecis¢enja je vece od 1.5. Metoda je dokazano selektivna, linearna, precizna, tocna, robusna, a
odredene su granice detekcije 1 kvantifikacije. Granica detekcije je potvrdena za sve komponente
i iznosi 0.01%, relativno u odnosu na koncentraciju ispitivane otopine uzorka entakapona od 1.0
mg/mL.

ZAKLJUCAK

Ukazana je prednost razvoja metode za tekucinsku kromatografiju ultra visoke u¢inkovitosti nad
metodama za tekucinsku kromatografiju visoke ucinkovitosti na primjeru entakapona. Razvijena
SFC metoda ima prednost nad svim literaturno poznatim zbog separacije svih sastavnica u

prihvatljivom vremenu trajanja analize od 18 minuta.



SUMMARY

OBJECTIVES

Aim of this study is development of method for determination of imputiries in entacapone using
supercritical fluid chromatography and comparisment with existing In house HPLC method to
show benefits of using SFC. All sintetised impurities will bi caracterizied with LC-MS/MS
tehnique

MATERIAL AND METHODS

The research conducted in this specialist thesis includes the overview of relevant publications
available through public bibliographic databases and services (Medline/PubMed, ScienceDirect,
EMBASE .) obtained by searching the following keywords: entacaopne, quality control, UHPLC,
HPLC, SFC etc.

In this study was used Waters UPC® system with PDA detector and gradient pump. Optimal
chromatography column is Waters UPC’BEH C18, 100 mm x 3.0 mm,1,7 pum. For data
processing is used Waters Empower 2 CDS. Detection of impurites was done using mass
spectrometry by using Agilent 6490 LC-MS/MS system cupled with Agilent 1290 UHPLC and
for data processing Agilent MassHunter 2003-2007 Data Acquisition for Triple Qual B.01.04
(B84)

RESULTS

Gradient supercritical fluid chromatography method separates entacapone and twelve impurities
using Waters Acquity UPC? BEH column. Detection wavelength is 210 nm, flow of mobile faze
is 3.0 mL/min. Resolution between entacapone and impurities is not less than 1.5. Method is
validated in all parameters (selectivity, linearity, accuracy, precision, robustness). Detection limit

is determed at 0.01% of nominal concentration of sample (1.0 mg/ml)

Vi



CONCLUSION

An advantage of supercritical fluid chromatography has been pointend out from high
performance liqvid chromatography on example of Entakapone. Developed SFC method has
advantage over all literatury known methods since it seperates largest nummer of impurities in

only 18 minutes.

Vil
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1. UVOD | PREGLED PODRUCJA ISTRAZIVANJA

Lijek osim djelatne tvari moze sadrzavat i razli¢ita oneciS¢enja nastala tijekom proizvodnje ili
razgradnjom njegove djelatne tvari. Ona mogu utjecati na njegovu ucinkovitost, ali i sigurnu
primjenu. OneciSéenja su nezeljene komponente koje mogu biti potencijalno genotoksicne,
mutagene ili kancerogene. Radi toga je izuzetno vazno identificirati prisutnost oneciS¢enja,
kvantificirati ih te odrediti im kemijsku strukturu. Razvojem moderne analiticke instrumentacije
razvile su se selektivne i osjetljive metode koje specificno odgovaraju na zahtjeve farmaceutske

regulative®.

Entakapon je organska molekula koja inhibira enzim katehol-O-metiltransferazu i na taj na¢in
pojacava ucinke levodope. Koristi se za lijeCenje Parkinsonove bolesti u kombinaciji s
karbidopom i levodopom. Za kvantitativno odredivanje entakapona koriste se metode tekucinske

kromatografije visoke djelotvornosti*®.



2. CILJ ISTRAZIVANJA

U ovom radu razvijena je i validirana metoda za analizu dvanaest poznatih oneciséenja U
djelatnoj farmaceutskoj tvari entakapon koriste¢i kromatografiju superkriti¢nih fluida (SFC) te je
usporedena s postojecom UHPLC metodom takoder razvijenom u odjelu Istrazivanja i razvoja
TAPI R&D Pliva Hrvatska d.o.0. Struktura razgradnih produkata odredena je tehnikom
tekucinske kromatografije spregnute s masenom spektrometrijom (LC-MS/MS).

Istaknuta je prednost koriStenja SFC nad UHPLC metodom u vidu trajanja analize i potroSnje
otapala te ekoloskog aspekta.



3. MATERIJALI | METODE - SUSTAVNI PREGLED SAZNANJA O TEMI

3.1. ENTAKAPON

Entakapon (Slika 1.) je aktivna farmaceutska tvar koja se koristi u kombinaciji s drugim
lijekovima za lijeCenje Parkinsonove bolesti. U svojoj strukturi sadrzi 14 atoma ugljika, a

molekulska masa mu je 305,29 Da.

Organska je molekula koja posjeduje inhibitorsko djelovanje na enzim katehol-O-
metiltransferazu (COMT), a klasificiran je kao selektivan i reverzibilan inhibitor. Navedeni
enzim se nalazi u metabolickom putu druge aktivne farmaceutske tvari levedope (LD).
Inhibiraju¢i ovaj enzim, entakapon pojacava ucinke levodope. Entakapon se koristi samo u
kombinaciji s LD-om, blokira njenu razgradnju prije ulaska u mozak i na taj na¢in produzava
njezino djelovanje*®. To dovodi do poveéanja bioraspoloZivosti i koncentracije LD koja dostiZe u
mozak. Entakapon inhibira enzim COMT pretezno u perifernim tkivima, a njegova aktivnost je
dokazana u klinickim studijama. Na temelju tih istrazivanja dopustena je njegova upotreba u
lijeCenju Parkinsonove bolesti. Entakapon reducira moguénost razvoja motorickih komplikacija.
Ipak, ima ograniCenu upotrebu zbog utjecaja na jetru. Entakapon se veZze na proteine plazme,

uglavnom na albumin te se brzo metabolizira®.
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Slika 1. Struktura Entakapona



3.2. PARKINSONOVA BOLEST

Parkinsonova bolest je progresivno degenerativno stanje, opcenito okarakterizirano drhtanjem
(tremorom), usporenos$¢éu pokreta (bradikinezijom), ukoceno$¢u te abnormalnostima drzanja
tijela. U svojem najozbiljnijem obliku, povezana je s dubokim fizickim i mentalnim
poremecajem. Drugi je najée$¢i progresivni poremecaj koji pogada priblizno 1-2 % populacije u
dobi iznad 50 godina. Uzrok ove bolesti je degeneracija dopaminskih neurona, §to uzrokuju
smanjenje razine dopamina u srediSnjem zivéanom sustavu, a to dovodi do neravnoteze u
motori¢kom sustavu. Lijecenje Parkinsonove bolesti pocinje terapijom lijekovima, uz kirurske
zahvate i fizi¢ko lijecenje®”. Terapija lijekovima za cilj ima povrat razine dopamina u mozak. Na
taj nacin se poboljSava motori¢ka kontrola te smanjuju simptomi bolesti. Kao zamjena za
dopamin, njegov prekursor levendopa je naju¢inkovitiji lijek za lije¢enje ove bolesti. Istrazivanja

su pokazala smanjenje simptoma u prvi pet do deset godina nakon pocetka terapije levendopom.

Kako bi se poboljsala ucinkovitost ovog lijeka, potrebni su inhibitori koji bi sprjecavali
metabolicku razgradnju levendope. Tako je za dopa dekarboksilazu (DDC) naj¢es¢i inhibitor
karbidopa (CD), a za COMT entakopon. Kako bi se dobila dobra i u¢inkovita terapijska doza bilo
je potrebno naci odgovarajuée kvalifikacijske omjere ova tri lijeka zajedno. Levendopa se moze
odrediti sama ili zajedno s kardiopom metodama elektrokemije, kapilarne elektroforeze ili
tekucinske kromatografije visoke djelotvornost uz detekciju masnom spektrometrijom (UHPLC-
MS)2'3'4'5’6.

n HO

HO

OH
HO

NH,
HO

Slika 2. Struktura levodope i kardiope



Koktel lijekova koristen za lijeCenje Parkinsonove bolesti sastavljen je od levodope, kardiope
(Slika 2.), entakapona i moguce jo§ nekih drugih aktivnih farmaceutskih tvari (API-a) zahtjevan

je za analizu buduci da svaka od ovih komponente nosi i odredena onecisc¢enja.

3.3. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA VISOKE DJELOTVORNOSTI

Kromatografija je analiticka tehnika odjeljivanja sastojaka ispitivanog uzorka na temelju
njihovih razli¢itih putovanja kroz kromatografsku kolonu. Sustav u kojem se sastojci odjeljuju
sastoji se od pokretne i nepokretne faze. Za odjeljivanje potrebno je da molekule imaju razlicit
afinitet prema nepokretnoj fazi. Tako ¢e se molekule koje imaju veci afinitet prema nepokretnoj
fazi ¢vrS¢e vezati na nju 1 eluirati sporije s kromatografske kolone od molekula s manjim

afinitetom prema nepokretnoj fazi.

Tekuéinska kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) je najcesce koristena tehnologija za
analizu lijekova u zadnjih 30 godina®*°. HPLC ima niz prednosti medu kojima se istice brzina,
visoka mo¢ razlu€ivanja, osjetljivost, ponovljivost, tocnost i automatiziranost, zbog cega je
postala nezaobilaznom tehnikom kako u farmaceutskoj industriji, tako i u analitici opéenito 2
Koristi se za odredivanje sadrzaja aktivne djelatne tvari, razgradnih produkata, oneciS¢enja i

intermedijera, kao i pracenja reakcije prilikom sinteze aktivne djelatne tvari =°.

Tekucinska kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UHPLC) je vrsta kolonske tekuéinske
kromatografije pri kojoj je ona odvija pri visokom tlaku instrumentaciji i koristi nepokretnu fazu
s Cesticama promjera manjeg od 2 um s ciljem ostvarivanja boljeg razlucivanja i osjetljivosti te
ve¢e brzine analize u odnosu na klasitne HPLC metode®. Faktor koji utjete na poboljianje

separacije je vrsta nepokretne faze.

Time se omogucava bolje razlu€ivanje izmedu razdvojenih pikova supstancije u kracem
vremenu. U terminima efikasnosti, tocnosti i produktivnosti, razvoj UHPLC tehnike donosi
brojne prednosti nad HPLC tehnikom upravo i zbog smanjene potros$nje utroSenih reagensa i

kra¢eg vremena same analize®.



Tekucinski kromatograf sastoji se od ™ >

spremnika pokretne faze i sustav za obradu otapala — sastoji se od jednog ili viSe
spremnika u kojima se nalazi otapalo. U sklopu sustava nalazi se oprema za uklanjanje
plinova i ¢vrstih Cestica iz tekudina.

crpke — omogucéuju konstanto unoSenje pokretne faze u kolonu, zahtjevi za crpke su
sljedeci: tlakovi do 40 milijuna Pa, izlaz bez pulsiranja tlaka, brzine protoka od 0,1 mL
min™ do 10 mL min™, reproducibilnost protoka, otpornost na koroziju izazvanu uporabom
razli¢itih otapala. Za primjenu u tekucinskoj kromatografiji pogodne su dvije vrste
mehanickih crpki: crpka s vij¢anim pogonom 1 reciprocna crpka. Uredaji na kojima su
provedena ispitivanja koristili su recipro¢ne crpke. Reciprocna crpka sastoji se od male
komore u obliku cilindra koja se puni i prazni micanjem klipa naprijed-natrag. Micanje
klipa stvara pulsirajuci protok koji treba prigusiti. Prednosti recipro¢nih pumpi su mali
unutarnji volumen, visoki vanjski tlak, moguc¢nost primjene gradijentnog eluiranja, stalni
protoci koji ne ovise o povratnom tlaku u koloni ni viskoznosti otapala.

sustava za unoSenje uzorka — sluzi za automatizirano unosenje uzorka u pokretnu fazu
prije njenog ulaska u kolonu. Uzorak se najcesS¢e unosi putem plinskog ventila, uz njega
se nalazi viSe izmjenjivih petlji preko kojih se na kolonu mogu nanosit razli¢iti volumeni
uzorka.

kolone— najéesce je Celi¢na cijev u kojoj se nalazi nepokretna faza. Dimenzije kolone,
duljina i unutarnji promjeri mogu biti razli¢iti. Duljina kolone moze biti od 50 mm do 250
mm, a promjer kolone od 2 mm do 4,6 mm. U Kkoloni se nalaze materijali koji se sastoje
od sitnih ¢estica, ¢ime se povecava povrsina nepokretne faze.

detektora — ne postoji univerzalni detektor, odabir detektora ovisi o prirodi uzorka.
Detektori koji se u tekuéinskoj kromatografiji naj¢eS¢e primjenjuju temelje se na
apsorpciji ultraljubicastog ili vidljivog zracenja. Najces¢i detektori su spektrofotometri,
detektori s nizom fotoosijetljivih dioda (engl. dioda array detector, DAD), fluorescencijski
detektori (engl. fluorescence detector, FLD), elektrokemijski detektori (engl.
electrochemical detector, ED), detektori indeksa loma (engl. refractive indeks detector,
RID) ili detektori rasprSenja svjetlosti u uparenom uzorku (engl. evaporative light-
scattering detector, ELSD). Detektor je spojen na racunalni sustav za obradu podataka

koji pomocu elektricnog signala generira graficki zapis na ekranu, kromatogram. Dobar

6



detektor osjetljiv je na niske koncentracije analita, nije osjetljiv na promjene temperature i

sastav pokretne faze te osigurava linearan odgovor u Sirokom koncentracijskom podrucju.

Metoda odabira prilikom analize stabilitetno-indikativnin parametara je obrnuto fazna
tekucinska kromatografija visoke u¢inkovitosti (RP-HPLC), prvenstveno zbog visokog stupnja
preciznosti, osjetljivosti i moguénosti detekcije komponenata razliCite polarnosti. Separacija
pikova se postize odabirom optimalnog tipa kolone, temperature kolone i pH mobilne faze. Isto
se dodatno potencira mijenjanjem sastava mobilne faze prilikom razvoja gradijentnih metoda, pri
¢emu dolazi do ranog eluiranja visoko polarnih komponenti. Pokretna faza i otapalo trebaju biti

kompatibilni sa supstancijom, razgradnim produktima i1 potencijalnim onec¢is¢enjima.

3.4. TEKUCINSKA KROMATOGRAFIJA ULTRA VISOKE UCINKOVITOSTI
SUSPREGNUTA S MASENIM DETEKTOROM (LC-MS)

Tekuéinska kromatografija (LC) i spektrometrija masa (MS) do prije dvadesetak godina bile
su dvije potpuno odvojene tehnike, uglavnom zbog nepostojanja odgovarajuc¢eg sucelja putem
kojeg bi se povezale ove dvije tehnike. Medutim, sedamdesetih i osamdesetih godina doslo je do
povezivanja LC i MS na podru¢jima mehanizama desorpcije, otparavanja i ionizacije analita u
tekucoj fazi, ionizacije pri atmosferskom tlaku i povezivanja ionizatora i analizatora, Sto je

predstavljalo ogroman iskorak k rutinskoj upotrebi tzv. vezanog sustava LC-MS™®

Spektrometrija masa je tehnika kojom se analiziraju molekule na temelju njihove mase, to¢nije
ionizirane molekule se razdvajaju na osnovi razlike u omjeru mase i naboja (m/z). Instrument se

sastoji od 3 dijela: ionizator, analizator masa i detektor (Slika 3.).



ionski analizator o spektar

vakuum

Slika 3. Shematski prikaz spektrometra masa

U ionskom izvoru dolazi do ionizacije molekula. Ovisno o kolicini energije koja se
primjenjuje u procesu ionizacije i o svojstvima analita, molekule se mogu razli¢ito ionizirati *°.
Za ionizaciju molekula u plinovitom stanju koristi se ionizacija elektronima, kemijska ionizaciju i
ionizacija u polju. Pri ionizaciji elektronima dolazi do sudara izmedu molekula uzorka i elektrona
pri ¢emu nastaje veliki broj fragmenata pa u spektru masa signal molekulskog iona moze izostati.
Za razliku od ionizacije elektronima, kemijska ionizacija koristi plin reagens za ionizaciju
molekula uzorka. Prvo se ionizira plin reagens ionizacijom elektronima, koji zatim ionizira
uzorak reakcijama kojim mogu nastati pozitivno i negativno nabijeni ioni. Pri kemijskoj ionizaciji

u spektru masa jasno se vidi signal molekulskog iona.

3.5. TANDEMSKA SPEKTROMETRIJA MASA (LC-MS/MS)

LC-MS/MS predstavlja dodatnu moguénost analize iona u vremenu ili prostoru, s ciljem da se
unaprijedi Separacija ili izazove dodatna fragmentacija, pomocu koje mozemo kvalitetnije
odrediti strukturu analiziranog iona. Spektrometre masa s analizatorom MS/MS moZemo podijeli
u tri skupine: spektrometri masa s jednim analizatorom, spektrometri masa s viSe analizatora
(trostruki kvadrupol, skracenica QQQ, engl. triple quadrupol) (Slika 4.), te spektrometri masa s

dva analizatora izmedu kojih se nalazi kolizijska celija.
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Slika 4. Shematski prikaz trostrukog kvadrupola

Kvadropol se sastoji od 4 metalne, valjkaste i paralelne elektrode od kojih dvije imaju
negativni, a dvije pozitivni naboj, te funkcionira kao filter masa. Jedan par elektroda je spojen na
odredeni konstantni napon i promjenjivu radiofrekvenciju, a drugi ima napon i radiofrekvenciju
suprotne polarnosti. Ioni prolaze kroz srediSte kvadropola i pri danim uvjetima napona i
frekvencije samo ioni odredenog omjera m/z imaju stabilnu putanju i prolaze do detektora.
Variranjem frekvencije ioni razli¢itih m/z se dovode u fokus detektora. Skenirati se mogu sve
mase ili samo jedna odredena masa *'.

Koristenje LC-MS/MS tehnike ima prednost nad LC-MS tehnikom upravo zbog povecane
osjetljivosti (u QQQ zbog smanjenog Suma detektora) i povecane specifi¢nosti detekcije. Ova
detekcija i separacija se odvija u sekundama, tako da do detekcije odredenih fragmenata dolazi
dok se jos odvija separacija na samoj koloni UHPLC instrumenta. Primjer prednosti koriStenja
LC-MS/MS tehnike nad LC-MS tehnikom su strukturalni izomeri sliénog kemijskog ponasanja
na koloni koji jednostrukim ioniziranjem (LC-MS) daju iste ione u masenom spektru, a dodathom

fragmentacijom (LC-MS/MS) daju razli¢ite ionske fragmente.

3.6. SUPERKRITICNA FLUIDNA KROMATOGRAFIJA

Fluidna kromatografija pri superkriti¢nim uvjetima (SFC) je kromatografska tehnika koja se
temelji na svojstvima tekuc¢inske 1 plinske kromatografije, pri uvjetima temperature i tlaka pri
kojima se pokretna faza ponasa kao superkritiéni fluid'®. Fluidna kromatografija pri
superkriticnim uvjetima pociva na principima Kromatografije normalnih faza, zbog niske

viskoznosti fluida u superkritiénom stanju, kolona ima visoku efikasnost *°.



Prva upotreba fluida u superkriti¢nom stanju dokumentirana je jo§ davne 1962. ?°. Uo&eno je
da se neki fluidi prilikom tlacenja i grijanja iznad njihove kriticne tocke, ponasaju kao eluensi u
kromatografiji. Viskoznost i difuzivnost takvog fluida je vrlo blizu karakteristika plinova S$to
rezultira porastom efikasnosti separacije pri visokoj brzini pokretne faze, ali se i dalje zadrzava
vrlo nizak tlak. Nadalje, njihova gusto¢a i mo¢ otapanja, koji su vrlo sli¢ni karakteristikama
tekucina, rezultiraju dobrom topljivosti i brzim prijenosom analita. Unato¢ tim zanimljivim
karakteristikama, farmaceutska industrija nije pokazala zanimanje za SFC u to vrijeme, nego

nastavlja s koriStenjem klasi¢nih i razvijenih tekucih 1 plinskih kromatografskih tehnika.

Daljnji razvoj SFC tehnika odvijao se u ranim 1980-tim kada je predstavljen koncept
kapilarne SFC (cSFC). cSFC se temelji na koriStenju kapilara ili otvorenih tubularnih kolona s
pokretnom fazom koja je bila u potpunosti superkriticni fluid ili eventualno superkriticni fluid s
dodatkom vrlo malo modifikatora. Ovakva tehnika svoju inicijalnu primjenu nasla je u plinskoj
kromatografiji. Nekoliko fluida moze se koristiti za SFC budué¢i da imaju kriti¢ni tlak (pk) i
kriti¢énu temperaturu (Tx) koji se mogu jednostavno posti¢i. Unato¢ tome, ugljicni dioksid (CO3)
nametnuo se kao preferirani superkriticni fluid u odnosu na ostale poput primjerice
ugljikovodika, N,O ili amonijaka koji su imali nekoliko nedostataka vezanih uz sigurnost,
koroziju, neprikladnosti za termicki nestabilne spojeve i utjecaj na okoli?!.

U nekoliko zadnjih godina, SFC se naglo razvila, a najvise je tomu doprinijela nova
generacija instrumenata i kolona. Razvojem naprednih instrumenta najve¢i napredak ostvaren je
u rjeSavanju poznatih nedostataka SFC kao Sto su slaba UV osjetljivost, ograni¢ena pouzdanost i

slabe mogu¢nosti kvantifikacije.

Nepokretne faze koje se koriste u SFC jednake su nepokretnim fazama koje se trenutno
koriste u kromatografiji normalnih faza. Za separaciju se koriste razli¢ite pokretne faze, iako se
one koje se temelje na ugljikovom dioksidu najcesce koriste. Pri odabiru pokretne faze za SFC
sustave vazno je imati na umu da ugljikov dioksid naj¢eS¢e zahtjeva dodatak organskih

modifikatora (kao §to su alkoholi) za eluiranje polarnih analita %%
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Nedostaci SFC su uglavnom vezani uz pokretnu fazu ili opremu, a ukljuduju %%

e ogranicen odabir pokretne faze,

e ogranicenu topljivost analita u pokretnoj fazi,

e nezeljene reakcije s pokretnom fazom (na primjer, pri superkticinim uvjetima CO, stvara
karbamicne kiseline s primarnim ili sekundarnim aminima) te

e ponavljanje i konsantno formiranje gradijenta koji ukljucuje i superkticni CO, i polarni

organski modifikator.

3.6.1. Superkti¢ni fludi

Za svaku tvar koja ostaje stabilna iznad svojih kriticnih uvjeta (grijana iznad njene kriticne
temperature i tlaCena iznad njenog kritinog tlaka) kaze se da je u superkriticnom stanju, a tvari
pri takvim uvjetima nazivamo superkti¢ni fluidi *® (Slika 5.). Pri tome, kriti¢ni tlak (py)
podrazumijeva najvisi tlak pri kojem se, povecanjem temperature, tekuc¢ina moze pretvoriti u
plin, a kritina temperatura (Ty) je najveca temperatura pri kojoj se tekuc¢ina moze povecanjem

tlaka pretvoriti u plin.
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Slika 5. Fazni dijagram

Kriti¢na tocka definira uvjete (temperatura, tlak 1 ponekad sastav) pri kojima fluid ulazi u
superkriticno podrucje te ima nisku viskoznost. Trojna tocka Ciste tvari odredena je temperaturom
1 tlakom pri kojima koegzistiraju tri faze te tvari (plinovita, tekuca i kruta) u termodinamickoj
ravnotezi. Za Cisti ugljikov dioksid kriti¢na toc¢ka nalazi se pri Tx=31,1 °C i px=73,8 bara, dok je
trojna tocka pri Ty=-56,6 °C i py=5,17 bara.

Plin necée kondenzirati u tekuce stanje iznad svoje kritine temperature bez obzira kako se tlak
podizao. Na isti nacin, teku¢ina nece prelaziti u plinovito stanje iznad svojeg kriticnog tlaka bez
obzira koliko se temperatura podizala *.

Superkti¢ni fluidi nisu ni tekuéine ni plinovi, moZe se re¢i da su to fluidi s mo¢i otapanja
slicnom teku¢inama, ali sa razli¢itim svojstvima nego plinovi. Zbog toga ne mozemo definirati
superkriti¢ne fluide kao tekucine ili plinove, ali upravo zato su zanimljivi kao pokretne faze za

kromatografsko razdvajanje.
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Koristenje prikladnih uvjeta temperature i tlaka te sastava pokretne faze kriticno je u SFC
separaciji. Zbog razli¢itih razloga, izvedbe instrumenta i nacela rada te utjecaja zbog dodavanja
modifikatora, moze se rec¢i da korisnici zapravo rade s donekle superkticnim fluidima. No unato¢
tome, bitnija je ponovljivost primjenjenih uvjeta, nego apsolutna potvrda da se radi u
superkriti¢nim uvjetima. Varijacije koje ukljucuju koncentraciju ili vrstu organskog modifikatora

promijeniti ¢e superkritiCne karakteristike sustava.

Za razliku od plinske kromatografije, pri radu s SFC mogu se koristiti niske temperature. Rad pri
nizim temperaturama rezultira sljede¢im prednostima:

e smanjenje faktora zadrzavanja,

¢ povecanje potencijala za enantioselektivnost i

e moguc¢nost analize temperaturno osjetljivih uzoraka.

LG ]

b, e~ Ul &

Slika 6. Shema SFC uredaja *®
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Danas se najvise primjenjuje SFC koja koristi HPLC opremu (Slika 6.) za postizanje separacije
pri superkritiénim uvjetima. Postoji nekoliko klju¢nih karakteristika koje razlikuju pakiranu SFC
u odnosu na tradicionalnu HPLC izvedbu koje ukljucuju:

- potreba za spremnikom za CO,,

- oprema za regeneraciju CO; (npr. uklanjanje ostatka organskog modifikatora prije

recirkuliranja ili odlaganja u spremnik) i

- restrikcija tlaka postavljena iza kromatografske kolone.
Separacija pri superkriticnim uvjetima provodi se pri protocima pokretne faze od nekoliko
mililitara u minuti i volumenima injektiranja u rasponu od nekoliko do nekoliko stotina
mikrolitara $to SFC ¢ini prikladnu za rad kao preparativnu kromatografiju.
MijeSanje CO; pri superkritiénim uvjetima s organskim modifikatorom ostvaruje se na sli¢an
nacin kao mijeSanje otapala u HPLC-u.

Vaznost SFC je u tome s§to dopusta razdvajanje i odredivanje skupina spojeva koje se
uobicajeno ne mogu odrediti niti plinskom niti teku¢inskom kromatografijom, za analizu analita
niske molekularne tezine te toplinski labilnih molekula. Spojevi koji se odreduju su ili
neisparljivi ili osjetljivi na povisenu temperaturu tako da se ne moze upotrijebiti plinska
kromatografija ili nemaju funkcionalnih grupa koje je moguce odrediti tekuc¢inskom
kromatografijom. SFC se moZe primijeniti za odredivanje razli¢itin materijala ukljucujuci

prirodne spojeve, droge, hranu, pesticide, herbicide, goriva i eksplozive.

3.6.2. Primjena SFC u farmaceutskoj industriji

Cilj svake analize u farmaceutskoj industriji je odrediti kvalitetu djelatne farmaceutske tvari
ili ljekovitog oblika primjenom razli¢itih analitickih tehnika. Smatra se da je tehnika tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti vezane s razli¢itim detektorima (najées¢e DAD ili MS)
zlatni standard industrije. Usprkos velikom broju dostupnih nepokretnih faza i velikom broju
parametara metode koji se mogu optimizirati pri razvoju metoda, nije moguce uvijek razdvojiti
sve komponente prisutne u uzorku, pogotovo ukoliko su razli¢ite komponente bazi¢ne, kisele ili
neutralne prirode. Veliki problem predstavlja i minimalni zahtjev za razluc¢ivanje od 1,5 §to moZze

predstavljati potencijalni problem zbog velike koncentracije djelatne tvari u odnosu na
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onecis¢enja Sto rezultira Sirokim pikom glavne komponente. Zbog razlicite selektivnosti tehnike,
kao i1 znaCajnog napretka u razvoju analiticke instrumentacije, u novije vrijeme za analize
djelatnih tvari i ljekovitih oblika koristit se fluidna kromatografija pri superkriti¢nim uvjetima.
Ortogonalna selektivnost metode bitna je zbog oneciS¢enja koja zbog sli¢nosti djelatnoj tvari

eluiraju zajedno s njom.

Fluidna kromatografija pri superkriticnim uvjetima pogodna je za analize nepolarnih spojeva
poput lipida, vitamina i steroida. Dodatkom polarnih otapala poput metanol, etanola,
izopropanola ugljicnom dioksidu pri superkriticnim uvjetima moguce je eluiranje polarnih
analita, Sto omogucuje Siroki spektar analiza. Fluidna kromatografija pri superkritiénim uvjetima
moze se koristiti kao kromatografija normalnih ili obrnutih faza ovisno o nepokretnoj fazi.
Razvojem novih pokretnih faza, SFC se Gesto koristi i za analizu polarnih spojeva 22! sto je Cest
slu¢aju u analizama farmaceutika i njihovih metabolita **. Brojne prednosti koje donosi rad s
fluidnom kromatografijom pri superkriticnim uvjetima u odnosu na klasicne metode tekucinske
kromatografije visoke djelotvornosti ipak nisu dovoljne da se po¢ne rutinski koristiti u ve¢em
obujmu u laboratorijima kontrole kvalitete. SFC se vise koristi u fundamentalnim studijama i za
separaciju kiralnih spojeva nego za kvantitativnu analizu. U pros$losti, uporaba SFC bila je

ogranicena loSijom osjetljivos¢u 1 reproducibilnos¢u u donosu na HPLC te nije bilo moguce

razviti robusnu metodu niti je validirati®.

Najveci nedostatak bio je losa osjetljivost UV detekcije u odnosu na LC-UV, zbog velikog
Suma bazne linije. Visoki Sum bazne linije bio je posljedica fluktuacije tlaka zbog promjene
gusto¢e superkriticnog fluida. Medutim, zadnjih nekoliko godina novim dizajnom regulatora
tlaka (engl. back pressure) omoguéena je bolja kontrola tlaka. Osjetljivost metoda za analize
oneciS¢enja je krucijalna, obzirom da granica kvantifikacije mora biti od 0,02 % — 0,05 % u
odnosu na djelatnu tvar te da omjer Suma i signala mora biti ve¢i od 10. Da bi se to ostvarilo i da
bi bilo moguce validirati takve metode, potrebo je imati niski Sum bazne linije. Razvojem kolona
s dimenzijama cestica manjim od 2 um potrebno je koristiti brzinu snimanja veéu od 10 Hz, a
povecanje brzine snimanja rezultira jo§ vefim Sumom bazne linije. Detektori na SFC
instrumentima i dalje imaju ve¢i Sum bazne linije u odnosu na HPLC, ali razvojem opreme Sum

je znacajno smanjen. Uporaba visokih tlakova te niskih temperatura kolone rezultira nizim
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Sumom bazne linije. Razvojem SFC instrumenata, ova tehnika se moze koristiti za kvantitativne
analize onecis¢enja u djelatnim tvarima, s granicama kvantifikacije od 0,05 % — 0,10 %. Prvu
validaciju metode fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima ultravisoke djelotvornosti
(engl. ultra high performance supercritical fluid chromatography, UHPSFC) i usporedbu s
postojeéom UHPLC metodom naginili su Dibas i suradnici®®. Oni su usporedili metode s
kvantitativnog aspekta te nacinili validaciju s realnim uzorcima. Usporedbu profila oneciséenja
SFC i UHPLC metode prvi su nadinili Wang i suradnici*® 2011. godine koji su razvili i
parcijalno validirali (podeSavanjem koncentracije uzorka) ortogonalnu SFC metodu za analizu
mometazon fluorata. Granica kvantifikacije razvijene SFC metode iznosi 0,05 %, a obje metode
omogucile su razdvajanje svih oneciS¢enja. Selektivnost HPLC i SFC metode je bila ortogonalna,
onecis¢enja koja su eluirala prva HPLC metodom, SFC metodom eluriala su zadnja. Razvojem
novije generacije instrumenta prvenstveno UPC? Waters instrumenata, pokazale su se dodatne
prednosti SFC kao ortogonalne tehnike: jednoli¢nija raspodjela pikova kroz cijeli kromatogram,

manji nagib bazne linije i jednostavniji razvoj metoda u odnosu na UHPLC metode *.

Sli¢no kao i kod HPLC, SFC koristi razne metode detekcije, ukljuéuju¢i UV/Vis, masene

spektrometrije, FID (za razliku od HPLC) i rasprsivanje isparavajuce svjetlosti.

Mobilna faza se sastoji prvenstveno od superkriticnog CO;, te kako bi se uCinkovito eluirali
mnogi analiti, dodaju se suotapala za modificiranje polariteta pokretne faze. To su obi¢no
jednostavni alkoholi poput metanola, etanola ili izopropanola. Druga otapala kao acetonitril ili

kloroform se mogu koristiti kao modifikatori.

Glavni nedostaci su tehnicke prirode radi teSkog postizanja 1 odrzavanja uvjeta visokog tlaka.
Budu¢i da su tekucine gotovo neunistive, pa su njihove gustoce konstantne bez obzira na tlak,
superkriti¢ne tekucéine su vrlo kompresibilne i njihova fizicka svojstva se mijenjaju pod tlakom
(kao $to je pad tlaka preko stupca s punjenjem). Trenuta¢no, automatizirani regulatori povratnoga
tlaka mogu odrzavati konstantni tlak u koloni, ¢ak i ako brzina protoka varira, ¢ime se ublazava

taj problem.
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Glavne prednosti:
e visoki koeficijent difuzije povecava kinetic¢ku u¢inkovitost
e CO; je dobiven iz industrijskih postrojenja
e CO; je jeftin i lako dostupan
e zamjenjuje mobilne faze koje je koriste u normalo faznoj kromatografiji
e manja potro$nja energije
e nema opasnog otpada
e kratko vrijeme uspostavljanja ravnoteze kolona
e idealna za spojeve koji kasno eluiraju u reverzno faznoj kromatografiji

e idealna za spojeve koji se ne odvajaju u reverzno faznoj kromatografiji
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3.7. VALIDACIJA METODE

Validacija metode je prosudba i dokaz valjanosti i prikladnosti analitickog postupka za
odgovaraju¢u namjenu, odnosno jamci postizanje to¢nih i vjerodostojnih rezultata analize tijekom
dugoro¢nog koristenja metode. Iako se samom validacijom ne mogu predvidjeti svi problem koji
se mogu javljati tijekom primjene metode, postupak razvoja i validacije metode najcesce upucuje

na one najcesce.

Validacija metoda analize lijekova sastavni je dio dokumentacije za registraciju ljekovitih
oblika ili farmakoloski aktivnih tvari. Osnovni je element sustava osiguranja kvalitete i nuzan

preduvjet distribucije i terapijske primjene.

Postupci provodenja validacije analitickih metoda propisani su ICH smjernicamags. Osnovni
validacijski parametri koji se provode tijekom validacije analitiCke metode su to¢nost, preciznost,

selektivnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, linearnost, radno podrucje i robusnost.

Prije provodenja validacije treba definirati problem i napraviti plan rada, izvrSiti mjerenje
1 obradu podataka te izraditi valjanu dokumentaciju koja ¢e se moc¢i koristiti u kasnijem radu. Za
postupak validacije metode je neophodno da je oprema koja se koristi unutar specifikacije, da
pravilno radi i da je pravilno kalibrirana. Takoder je vazno da je stru¢njak koji provodi validaciju
kompetentan za analiticku metodu koja se provodi te da je dovoljno educiran u tom podrucju da

moze donijeti ispravan zakljucak o validaciji metode.

e Specifinost

Specificnost je sposobnost metode da razlikuje analita od ostalih komponenti uzorka ili
matriksa uzorka bez interferencija ostalih komponenti slicnog ponasanja, i indikativno je svojstvo
za viSe supstancija. U slucaju razvijene SFC metode, selektivnost je dokazana detekcijom
dvanaest separiranih pikova onecis¢enja entakapona sa zadovoljavaju¢im razlu¢ivanjem koje nije

manje od 1.5.
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e Limit detekcije (DL)

To je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moze detektirati, ali ne i kvantificirati. Ovaj
parametar primjenjuje se samo kod validacija metoda za odredivanja onecis¢enja bilo
kvantitativnom metodom ili limit testom. Limit detekcije najcesce se dokazuje na razini 30% od

limita kvantifikacije (QL).
e Limit kvantifikacije (QL)

To je najmanja koli¢ina analita u uzorku koja se moZe kvantificirati uz odgovarajucu
preciznost i to¢nost. Limit kvantifikacije je parametar koji se odreduje kod kvantitativnih analiza
kod kojih je nivo koncentracije analita koji se odreduje nizak (npr. metode odredivanja
oneciS¢enja i/ili razgradnih produkata). Limit kvantifikacije u veéini metoda za analizu
onecis¢enja u djelatnoj tvari iznosi 0.02-0.05% od nominalne koncentracije uzorka. Takoder iz

pravca linearnosti odreduje se i to¢nost (accuracy), te s/n (signal to noise ratio).

e Linearnost metode

Linearnost metode je moguc¢nost metode da unutar danog podrucja daje rezultate koji su
izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Za potvrdu linearnosti metode odabere se
najmanje pet razli¢itih koncentracijskih tocaka koji se pripremaju iz tri razli¢ite otopine. Za svaku
toCku linearnosti odredi se srednja vrijednost, a iz dobivenih podataka izracuna se jednadzba

pravca, koeficijent regresije, nagib i odsjecak pravca.

Linearnost se vizualno dokazuje grafickim prikazom koncentracije prema odazivu detektora,
a evaluira se koeficijentom korelacije (za odredivanje sadrzaja R? > 0.997, one¢is¢enja R? >
0.990). VaZan parametar za evaluaciju, je postotak odsjecka dan relativno prema radnoj
koncentraciji koji za analize sadrzaja aktivne komponente mora biti ispod 2 % i/ili omjer odziva
detektora i koncentracije analita ¢ije slaganje u toc¢ki mjerenja na specifikacijskom levelu mora

biti unutar 10 % .
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e Radno podrudje

Za definiranje radnog podrucja neke metode koriste se podaci dobiveni kod linearnosti, to¢nosti i

preciznosti metode.
e Robusnost metode

Ovaj parametar oznacava otpornost analitiCkog postupka na male, namjerne promjene
parametara metode. Kod ispitivanja robusnosti mijenjaju se radni parametri unutar realnih
granica te se prati kvantitativna promjena rezultata. Ako je utjecaj promjene parametra metode
unutar specifikacije metode, kaze se da je parametar u podrucju robusnosti metode. Parametre
koji bi mogli utjecati na rezultate metode treba drzati pod nadzorom 1 njih jasno oznaciti kod

opisa metode.

Kod instrumentalnih metoda tipi¢ni parametri su variranje sastava mobilne faze (HPLC, SFC)
te koristenje razli¢itih kolona, rad kod razli¢itih temperatura i brzine protoka (HPLC, SFC i GC)

isl.

Postupak provodenja validacije analiticCke metode, obrada analitickih rezultata i izrada
validacijske dokumentacije zahtijeva znaCajan angazman analiticara. Medutim, koriStenjem
validiranih analitickih metoda smanjuje se moguénost analitiCke pogreSke, a dobiveni rezultati

mogu se smatrati tocnima i pouzdanima.

e Preciznost

Preciznost pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih mjerenja iz istog uzorka pri istim
propisanim uvjetima. Obi¢no se provodi Sest mjerenja Izrazava se kao standardno odstupanje
(SD), relativno standardno odstupanje (RSD) ili interval pouzdanosti oko srednje vrijednosti.

MozZe biti iskazana kao ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost (reproducibilnost).
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e Toclnost

Tocnost (engl. accuracy) pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih

ili prihvacenih referentnih vrijednosti. U tu svrhu napravi se analiza uzoraka poznate
koncentracije i usporede se izmjerene i stvarne vrijednosti.

Tocnost je odredena analizom otopina svih oneciS¢enja 1 entakapona poznatih

koncentracija na tri koncentracijske razine unutar radnog podru¢ja metode. Za svaku

koncentraciju izvrSena su tri mjerenja. Odreden je analiti¢ki prinos (engl. recovery) kao omjer

srednje vrijednosti izmjerene koncentracije 1 stvarne koncentracije izraZzen u postotku.

e Stabilnost

Stabilnost je prosudba dopustenog vremena izmedu skupljanja uzorka i analize. Ovaj
parametar je izuzetno vazan kako bi se osiguralo potrebno vrijeme od pripreme pa sve do

injektiranja te na¢in na koji se pripremljeni uzorak moze ¢uvati ( temperatura, boja tikvice I sl.)

3.8. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

Za odredivanje oneciS¢enja entakapona u Pliva Hrvatska d.o0.0. razvijena je metoda
koriStenjem kromatografije ultravisoke djelotvornosti koja razdvaja deset one¢iS¢enja u trajanju
od 38 minuta. Buduc¢i da postoje zahtjevi za rutinskom kontrolom i svakodnevnom analizom,
potrebno je razviti brzu metodu koja razdvaja entakapon od njegovih dvanaest onecis¢enja koji
su sintetizirani u Pliva Hrvatska d.o.0.

Prema USP monografiji, za analizu onecis¢enja entakapona koristi se izokratna metoda
upotrebom kromotografija visoke djelotvornosti (HPLC), a koja razdvaja samo dva specificirana
oneciscenja.

Do sada u Plivinom laboratoriju nije razvijana metoda za analizu onecis¢enja entakapona

upotrebom kromatografije superkriti¢nih fluida.
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3.9. EKSPERIMENTALNI PODACI

3.9.1 Kemikalije
Popis kemikalija koriStenih u eksperimentalnom dijelu ovog rada, njihova kemijska ¢istoca kao i

proizvodac prikazani su u Tablici 1.

Tablica 1. Kemikalije

) Molekulska v
Naziv Proizvoda¢ Cistoca
formula
J. T. Baker, Phillipsburg,
Etanol CH3;CH,OH p.a
NJ, SAD
J. T. Baker, Phillipsburg,
2-Propanol CH3;CH,CH,OH p.a
NJ, SAD
o J. T. Baker, Phillipsburg,
Acetonitril CH3;CN p.a
NJ, SAD
J. T. Baker, Phillipsburg,
Metanol CH3;0OH p.a
NJ, SAD

3.9.2, Standardi
Djelatna tvar entakapon i njegova oneciS¢enja sintetizirani su u Pliva, Zagreb, Hrvatska

(Tablica 2.). Svi standardi procesnih oneciséenja i samog entakapona su visoke Cistoce (99.0%), a

njihove su strukture potvrdene MS, MS/MS i NMR analizom.

22



Tablica 2. Entakapon i njegova onecisé¢enja

Oznaka ]
Br. Kratica | Struktura
uzorka

Egzaktna

masa

O

1 Vanilin n/a CHs

OH

152,04
Slika 14.
MS/MS-

Etilvanilin

o) CH;

2 | Etilvanilin | n/a ~

OH

166,06
Slika 14.
MS/MS-

Etilvanilin

CH3;

3 VV/D16/18 | IMP 1

211.02
Slika 15.
MS/MS-
IMP 1

OH
Ph.Eur. HO =

4 VV/D16/24
Imp F CN

OH

250.2
Slika 16.
MS/MS-
Eu.Ph.
Imp F

/\ / OH

Ph.Eur. HaC o

Imp B CN

5 VV/D16/28
OH

NO,

278.05
Slika 17.
MS/MS-
Eu.Ph.
Imp B
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VV/D16/29

Ph.Eur.

Imp |

H3C\/\ OH
O /

OH

NO,

292.07
Slika 18.
MS/MS-
Eu.Ph.
Imp |

VV/D16/34

Ph.Eur.

Imp G

o
\CH3
OH

NO,

197.03
Slika 19.
MS/MS -
Eu.Ph.
Imp G

VV/D16/35

IMP 2

NO,

211.05
Slika 20.
MS/MS -
IMP 2

Entakapon

Z izomer

Ph.Eur.

Imp A

305.10
Slika 21.
MS/MS -
Eu.Ph.
Imp A

10

Entakapon

ENT

HO CH,CH
\ Pkl

CN CH,Chs
HO

NO,

276.6

Slika 22.
MS/MS -
Entakapon
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11 | VV/D16/35

IMP 3

OH

OH

NO,

264.4
Slika 23.
MS/MS -
IMP 3

12 | VV/D16/45

IMP 4

O,N OH

OH

NO,

200.01
Slika 24.
MS/MS -
IMP 4

13 | VV/D16/48

IMP 5

NO,

214.02
Slika 25.
MS/MS -
IMP 5

3.9.3. Nepokretne faze koriStene u razvoju metode fluidne kromatografije pri

superkriti¢nim uvjetima

Za razvoj metode fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima koriStene su tri
kromatografske kolone (Waters, Miliford, Massachusets, SAD), od toga dvije kolone su istih
dimenzija kao 1 kolone za UHPLC metodu (100 mm x 2,1 mm i promjera Cestica punila 1,7 pm)

a treca kolona je neSto veceg promjera (3,0 mm). Dimenzije kolona i vrsta punila ispitanih

kromatografskih kolona prikazani su u Tablici 3.
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Tablica 3. Kolone koristene u razvoju metode fluidne kromatografije pri superkriti¢cnim

uvjetima
Naziv Nepokretna faza Dimenzije
ACQUITY UPC*BEH | C18 100 x 3,0 mm, 1,7 um
Waters Torus 2-PIC 2-etilpiridin 100 x 2,1 mm, 1,7 um
Waters Torus DIOL diol visoke gusto¢e | 100 x 2,1 mm, 1,7 um
3.9.4. Instrumenti

e Kromatograf za fluidnu kromatografiju pri superkriti¢nim uvjetima (UPC?-PDA)

Razvoj metode fluidne kromatografije pri superkriticnim uvjetima i odredivanje oneciS¢enja
entakapona provedeno je na sustavu fluidne kromatografije pri superkriti¢nim uvjetima poveznim
s detektorom s nizom dioda (DAD). Koriten je kromatograf UPC? (Waters, Miliford,
Massachusets, SAD) koji se sastoji od vakuumskog degazera, automatskog uzorkivaca,
regulatora tlaka, binarne crpke i detektora s nizom dioda (Slika 7.). Snimanje i obrada dobivenih

rezultata mjerenja napravljena je pomocu ra¢unalnog programa Waters Empower 2.
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Slika 7. Kromatograf za fluidnu kromatografiju pri superkriti¢nim uvjetima (UPC?)

povezan s detektorom s nizom dioda (PDA)

e Tekuéinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti vezan sa spektrometrom masa s

trostrukim kvadripolom

Odredivanje strukture razgradnih onecis¢enja entakapona provedeno je na sustavu tekuéinske
kromatografije ultravisoke djelotvornosti koji je vezan sa spektrometrom masa s trostrukim
kvadripolom. Koristen je UPLC kromatograf Agilent 1290 (Santa Clara, Kaliforinija, SAD) koji
se sastoji od vakuumskog degazera, automatskog uzorkivaca, binarne crpke i1 spektrometra masa
s trostrukim kvadripolom Agilent 6490 (Santa Clara, Kaliforinija, SAD) (Slika 8.). Snimanje i
obrada dobivenih rezultata mjerenja napravljeni su pomocu racunalnog programa Agilent
MassHunter 2003-2007 Data Acquisition za Triple Quad B.01.04 (B84).
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Slika 8. Tekucinski kromatograf ultravisoke djelotvornosti (Agilent 1290) vezan sa
spektrometrom masa s trostrukim kvadripolom (Agilent 6490)

3.9.5. Metode rada

3.9.51. Tekulinska kromatografija visoke djelotvornosti vezana sa spektrometrijom

masa

Za karakterizacije razgradnih oneéiS¢enja entakapona koriSten je tekucinski kromatograf
(Agilent UHPLC 1290 Infinity) s binarnom pumpom i C18 kromatografskom kolonom (Waters
Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm, 1,7 um), uz detektor s nizom dioda i spektrometre mase
(spektrometar masa s trostrukim kvadripolom i spektrometar masa visoke razlucivosti). Za
pokretnu fazu B koristen je acetonitril. Pokretna faza A je lako hlapljivi pufer koji je pogodan za
ionizaciju u spektrometru masa, u ovom radu koristena je 0.1% mravlja kiselina.

Ukupno vrijeme analize iznosilo je 9 minuta. Protok je postavljen na 0,6 mL min™. Analizirane

su otopine entakapona i oneéiséenja.
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3.9.5.2. Tekudinska kromatografija ultravisoke djelotvornost vezana s trostrukim

kvadripolom

Za karakterizaciju razgradnih oneciS¢enja entakapona koriSten je tekuéinski kromatograf
(Agilent UHPLC 1290 Infinity) s binarnom pumpom i C18 kromatografskom kolonom (Waters
Acquity BEH C18, 100 mm x 2,1 mm, 1,7 pum), uz detektor s nizom dioda i spektrometar masa s
trostrukim kvadripolom (Agilent Technologies 6590 QQQ- MS). Analize su napravljene uz

ionizaciju elektrorasprSenjem u pozitivnom modu, a kao plin nosilac koristen je dusik.

Provedene su MS/MS analize entakapona i njegovih onecis¢enjima. Mijenjana je energije
sudara s ciljem dobivanja Sto viSe razliCitih fragmenta iz ¢ega je bilo moguce zakljuciti o strukturi

molekule. Ispitivane su sljedece energije sudara: 0 V, 10 V, 15V, 20 V,30 Vi40 V.

Podaci su obradeni koriste¢i Agilent MassHunter 2003-2007 Data Acquisition za Triple Quad
B.01.04 (B84) upravljacko sucelje.
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4. REZULTATI | RASPRAVA

4.1. Razvoj metode fluidne kromatografije pri superkriti¢nim uvjetima
(UPC®-PDA) za kvantitativno odredivanje entakapona i njegovih
oneciS¢enja

Cilj je bio razviti ortogonalnu metodu za odredivanje entakapona i njegovih onecis¢enja kao
dodatnu kontrolu pri razdvajanju oneciS¢enja. Razvijena je nova metoda uporabom
kromatografije pri superkritiénim uvjetima razli¢ita od UHPLC metode. Razvoj metode je
ukljuc¢ivao testiranje tri razli¢ite nepokretne faze, ispitani su modifikatori pokretnih faza, razlic¢iti
gradijenti programi, temperatura kolona i tlak na detektoru (engl. back pressure). Za razvoj
kromatografske metode koriStene su standardne otopine entakapona i poznatih onecis¢enja, te
otopine nakon prisilne razgradnje entakapona. Prilikom razvoja metode postavljeni su sljedeci
kriteriji: kromatografsko razlucivanje vece od 1,5, granica kvantifikacije ve¢a od 0,03 % i

simetrija kromatografskog pika izmedu 0, 8 — 1,2.

e Priprema otopina

Temeljna standardna otopina entakapona koncentracije 1 mg mL™ pripremljena je vaganjem
25 mg standarda entakapona i otapanjem u 25 mL otapala. Za potpuno otapanje entakapona bilo
je potrebno mijesati na vorteks mijesalici 1 koristiti ultrazvu¢nu kupelj.

Temeljne standardne otopine pojedinaénih one&i§¢enja masene koncentracije 0,01 mg mL™
pripremljene su vaganjem po 2 mg svakog od 12 oneciS¢enja na analitickoj vagi (UMX2,
MettlerToledo) i otapanjem u 10 mL otapala. Ponovno je za otapanje koriStena vorteks mijesalica
1 ultrazvucéna kupel;.

Otopina smjese entakapona i oneCiS¢enja pripremljena je otapanjem 25 mg entakapona,
dodatkom po 1 mL alikvota prethodno pripremljenih temeljenih standardnih otopina onecis¢enja
te nadopunjavanjem otapalom do oznake. Tako pripremljena otopina sadrzavala je 0,8 % svakog

onecis¢enja u odnosu na entakapone.
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4.1.1. Izbor nepokretne faze

Testirano je nekoliko kromatografskih kolona s razli¢itim punjenjem: C-18 (ACQUITY UPC?
BEH), 2-etilpiridin (Waters Torus 2-PIC) i diol visoke gustoce (Waters Torus DIOL). Kao
modifikator u inicijalnom testiranju kolona koriSten je metanol s inicijalnim gradijentom (Tablica
4.), temperaturom kolone 40 °C i protokom pokretne faze 2,0 mL min™. Injektirana je otopina

entakapona s nacijepljenih 12 poznatih oneciscenja.

Tablica 4. Inicijalni gradijent za testiranje razli¢itih kolona

. . % eluens A | % eluens B
Vrijeme (min)
(CO) (metanol)
Gradijent | 0.00 90 10
18.00 60 40
18.01 90 10

Testiranjem kolone s 2-etilpiridinom kao nepokrentom fazom, uoceno je koeluiranje IMP 2 i IMP
3, kao 1 neodgovarajuca simetrija glavnog pika (simetrija glavnog pika >2,1).

Kolona s diolom visoke gustoc¢e kao nepokretnom fazom nije pokazivala mogucénost zadrzavanja
entakapona na koloni §to je rezultiralo njegovim eluiranjem u mrtvom volumenu zajedno s
oneciS¢enjima IMP 4 1 IMP 5.

Kolona s C18 punjenjem pokazala je kromatografsko razlu¢ivanje >2, kao i simetriju entakapona
0,95.

Usporedba razlucivanja, simetrije pika i vremena zadrzavanja testiranih kolona nalazi u Tablici 5.
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Tablica 5. Usporedba nepokretnih faza

Nepokretna faza Rs T tr (Min)

2-etilpiridin <0.5 2,1 2,150

diol visoke gustoce <0.53 0,982 0,35

C18 >2 0,991 1,852

Na temelju dobivenih rezultata sva daljnja istrazivanja provedena su s C18 kromatografskom

kolonom ACQUITY UPC? BEH (Waters) dimenzija 100 x 2,1 mm i veli¢inom zrna punila 1,7
pm.

4.1.2. Utjecaj modifikatora

Ispitan je utjecaj razli¢itih modifikatora pokretne faze: metanola, etanola, izo-propanola i
acetonitrila (nepokretna faza B kod UHPLC metode). Svi ispitani modifikatori pokazali su
kromatografsko razluc¢ivanje ve¢e od 2. Medutim, uporaba manje polarnih otapala pokazala je
duze zadrzavanje oneciS¢enja na koloni Sto je rezultiralo vremenima zadrzavanja duzim od 30
min, kao i nizim brojem teoretskih tavana, dok je uporabom metanola kao modifikatora

postignuto zadovoljavajuce vrijeme zadrzavanja.

4.1.3. Utjecaj temperature kolone

Utjecaj temperature kolone na kromatografsko razlucivanje entakapona i njegovih
oneciS¢enja ispitan je pri temperaturama kolone 20 °C, 37,5 °C 145 °C. Uoceno je da je pri vi$oj
temperaturi (45 °C) zadrZavanje svih komponentni duze. Temperatura kolone od 20 °C, pokazala
je najkrace zadrZavanje svih komponentni, ali je uocen visoki tlak. Stoga je, kao optimalna

temperatura kolone izabrana temperatura od 37,5 °C jer je tlak kolone bio u granicama
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preporucenim od strane proizvodaca kolona, a kromatografsko razlucivanje i simetrija pika bili su

zadovoljavajuéi.

4.1.4. Utjecaj protoka

Ispitani su protoci pokretne faze od 2,0 mL min™, 3,0 mL min™ i 5,0 mL min™. Pri vi§im
protocima uocena su kraca vremena zadrZavanja na koloni kao i poboljSan izgled pika. Optimalan
izgled pika i razdvajanje dobiveno je s protocima od 3,0 mL min™ i 5,0 mL min™, ali pri protoku
od 5,0 mL min™ tlak na koloni bio je iznad dozvoljenih granica propisanih od strane proizvodaga

kolone te je kao optimalni izabran protok od 3,0 mL min™.

4.1.5. Utjecaj tlaka na detektoru

Ispitani su tlakovi na detektoru od 1500 psi, 1800 psi i 2000 psi. Uoceno je da povecanjem
tlaka na detektoru dolazi do skra¢ivanja vremena zadrzavanja analita na koloni kao i poboljSanja
izgleda pikova. Stoga je izabran tlak na detektoru od 2000 psi.

Na temelju dobivenih rezultata, odabrani su eksperimentalni uvjeti za kromatografsko
odredivanje entakapona i njegovih oneéis¢enja primjenom metode fluidne kromatografije pri
superkriti¢nim uvjetima.

Kona¢ni optimalni kromatografski uvjeti za kromatografsko odredivanje entakapona i

njegovih oneéis¢enja odabrani su ispitivanjem razli¢itih gradijenata mobilnih faza (Tablica 6.).
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Tablica 6. Optimalni kromatografski uvjeti za odredivanje oneciS¢enja entakapona metodom
UPC’-PDA

Kolona i pakiranje ACQUITY UPC® BEH, C18, 100x 3.0, 1.7 um
Eluens A Ukapljeni uglji¢ni dioksid
Eluens B Metanol
Vrijeme / min | % eluens A | % eluens B
0,00 90 10
3.00 90 10
Gradijent 8.00 80 20
10.00 80 20
18.00 60 40
18.01 90 10
Vrijeme stabilizacije 1 min
Volumen injektiranja 1puL
Protok 3,0 mL min™
Detektor DAD, 210 nm
Temperatura kolone 375°C
Tlak na detektoru 2000 psi
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4.2. VALIDACIJA METODE

Validacija metode UPC%“PDA provedena je ispitivanjem njenih izvedbenih znalajki:

specifi¢nosti, linearnosti, granica dokazivanja i kvantifikacije, iskoriStenja i preciznosti.

4.2.1. Selektivnost

Selektivnost metode ispitana je analizom otopine koja sadrzi entakapon (1 mg mL™) i sva

one¢is¢enja (koncentracija pojedinog one&is¢enja 1 ug mL™, 0,1 % u odnosu na entakapone).

Kromatogram otopine diluenta prikazan je na Slici 9.

0.0s0

0.0404

0030

00204

0.010+

0.000 M

0,010

T T T T T T T T T T
ooo 100 200 300 400 500 00 700 500 900 1000 1100 1200 13.00 1400 1500 1600 1700 1500
hinutes

Slika 9. Kromatogram diluenta

Na kromatogramu diluenta nema kromatografskih pikova koji mogu interferirati s pikovima

oneciS¢enja entakapona.

Kromatogram otopine QL (limit kvantifikacije) prikazan je na Slici 10., kromatogram otopine
uzorka entakapona prikazan je na Slici 11., a kromatogram otopine entakapona i njegovih

oneciséenja za ispitivanje razlucivanja prikazan je na Slici 12.
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Slika 10. Kromatogram QL otopine
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Slika 11. Kromatogram uzorka entakapona
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Slika 12. Kromatogram otopine entakapona i njegovih onecis¢enja

Razluc¢ivanja i simetrije kromatografskih pikova entakapona i njegovih onecis¢enja u ispitivanju

selektivnosti metode i prikladnosti sustava prikazana su u Tablici 7.

Tablica 7. Ispitivanje selektivnosti metode

Supstancija Razludivanje Simetrija
Ph. Eur. Imp B / 1.0
Ph. Eur. Imp | 3.0 1.2

IMP 3 / /

IMP 2 / /

Ph. Eur. Imp A / /
Entakapon / 1.0
Ph. Eur. Imp G 16.5 1.0
IMP 4 1.5 1.1
IMP 5 3.1 1.1

Ph. Eur. Imp F 5.1 0.9
IMP 1 2.6 1.0
Etilvanilin 6.9 1.1
Vanilin 5.6 0.9
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4.2.2. Limit detekcije (DL)

Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) je najmanja koli¢ina analita koja se moze
dokazati (ali ne 1 kvantitativno odrediti) u utvrdenim uvjetima analitiCkog postupka. Granica
dokazivanja definirana je pri koncentracije 0.01% od nominalne koncentracije uzorka. Otopina je
injektirana tri puta.

Odnos visine kromatografskih pikova i suma bazne linije (engl. signat to noise, s/n) u otopini
za ispitivanje limita detekcije prikazan je u Tablici 8.

Tablica 8. Ispitivanje limita detekcije (s/n)

Supstancija Inj. No 1 Inj. No 2 Inj. No 3 Kriterij Zadovoljava/
prihvatljivosti nezadovoljava

Ph. Eur. Imp B 12 13 13 >3 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp | 5 5 4 >3 Zadovoljava
IMP 3 6 7 5 >3 Zadovoljava
IMP 2 6 7 4 >3 Zadovoljava

Ph. Eur. Imp A 12 9 10 >3 Zadovoljava
Entakapon 10 14 11 >3 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp G 10 8 9 >3 Zadovoljava
IMP 4 4 5 4 >3 Zadovoljava
IMP 5 12 8 11 >3 Zadovoljava

Ph. Eur. Imp F 3 3 3 >3 Zadovoljava
IMP 1 5 6 5 >3 Zadovoljava
Etilvanilin 9 9 5 >3 Zadovoljava
Vanilin 5 4 3 >3 Zadovoljava
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4.2.3. Limit kvantifikacije (QL)

Granica kvantifikacije (engl. limit of quantification, LOQ) najmanja koli¢ina analita u uzorku

koja se moze kvantitativno odrediti s prihvatljivom to¢nosc¢u i pouzdanoséu. Limit kvantifikacije

u metodi za analizu onecis¢enja entakapaona je 0.03% od nominalne koncentracije uzorka (1

mg/mL). Uzorak je injektiran 6 puta, a iz pravca linearnosti je izracunana to¢nost (accuracy), te

preciznost izmedu injektiranja.

Odnos visine kromatografskih pikova i Suma bazne linije (engl. signat to noise, s/n) u otopini za

ispitivanje limita kvantifikacije prikazan je u Tablici 9.

Tablica 9. Ispitivanje limita kvantifikacije (s/n)

Supstancija Inj. | Inj. | Inj. | Inj. | Inj. Inj. _ Krite_ rij _ Zadovolj e_lva/
Nol | No2 | No3 | No4 | No5| No6 | prihvatljivosti | nezadovoljava
Ph. Eur. Imp B 30 41 25 28 21 44 >10 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp | 13 14 15 19 21 12 >10 Zadovoljava
IMP 3 12 12 10 16 20 11 >10 Zadovoljava
IMP 2 15 20 30 17 15 16 >10 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp A 25 26 30 41 19 35 >10 Zadovoljava
Entakapon 40 29 31 35 41 26 >10 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp G 28 35 19 27 25 30 >10 Zadovoljava
IMP 4 11 11 11 19 12 14 >10 Zadovoljava
IMP 5 30 45 41 35 17 18 >10 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp F 10 10 10 11 13 11 >10 Zadovoljava
IMP 1 14 16 14 14 1 18 >10 Zadovoljava
Etilvanilin 20 21 30 14 23 20 >10 Zadovoljava
Vanilin 10 10 11 11 11 11 >10 Zadovoljava
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Ispitivanje to¢nosti na kvantifikacijskom limitu prikazano je u Tablici 10.

Tablica 10. Ispitivanje to¢nosti na limitu kvantifikacije

To¢nost na N . .

Supstancija Q L[Ol/i \]/eI/ pri Ilwflg;[ﬁ';:/]osti RSD[%] pri K/gtﬁgyosti rijzz\ésg;l://a
Ph. Eur. Imp B 73.2 0.1 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp | 95.1 2.1 Zadovoljava
IMP 3 102.4 10.5 Zadovoljava
IMP 2 110.2 14.8 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp A 84.1 2.1 Zadovoljava
Entakapon 95.7 6.1 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp G 100.1 70.0-130.0% 0.2 15% Zadovoljava
IMP 4 105.4 2.9 Zadovoljava
IMP 5 99.7 7.1 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp F 112.4 13.0 Zadovoljava
IMP 1 78.1 12.0 Zadovoljava
Etilvanilin 80.0 8.7 Zadovoljava
Vanilin 71.1 6.1 Zadovoljava

4.2.4. Linearnost metode

Linearnost je svojstvo analitickog postupka kojim se dobivaju rezultati koji su izravno
proporcionalni sadrZaju (koncentraciji) analita unutar radnog podrucja. Linearnost odziva
instrumenta (povrSina kromatografskog pika) u ovisnosti o koncentraciji analita ispitana je u
koncentracijskom podrucju od 0.03-2.0% od nominalne koncentracije uzorka za entakapona i
onecis¢enja. Prilikom validacije metode linearnost je ispitana injektiranjem 6 otopina standarda
entakapona i njegovih oneciscenja.

Podaci dobiveni u ispitivanju linearnosti entakapona i one¢iS¢enja prikazani su u Tablici 11.
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Tablica 11. Ispitivanje linearnosti

Supstanciia | R2 | pipaiivosti | 0159 | prifvatiiosti | nessdovoava
Ph. Eur. ImpB | 0.999 2.5 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp | 1.000 9.7 Zadovoljava

IMP 3 0.997 8.5 Zadovoljava
IMP 2 0.992 7.4 Zadovoljava

Ph. Eur. Imp A | 0.999 0.2 Zadovoljava
Entakapon 0.999 5.7 Zadovoljava
Ph. Eur. Imp G | 0.999 R?>0.997 6.9 > 10% Zadovoljava
IMP 4 0.996 5.0 Zadovoljava
IMP 5 1.000 6.7 Zadovoljava

Ph. Eur. ImpF | 1.000 0.5 Zadovoljava
IMP 1 0.999 9.9 Zadovoljava
Etilvanilin 0.995 3.1 Zadovoljava
Vanilin 1.000 0.6 Zadovoljava

4.2.5. Robusnost metode

Robusnost metode je sposobnost metode da ostane prikladna za namijenjenu upotrebu nakon
uvodenja sitnih, namjernih varijacija. Eksperimentalni uvjeti metode su promijenjeni, te se

provjeravao utjecaj uvedenih varijacija na kromatografsko razlu¢ivanje.

Robusnost metode je dokazana zadovoljavaju¢im razlu¢ivanjem izmedu kromatografskih pikova

pri svim uvjetima, ukljuc¢ujuci promjenu kolone, promjenu temperature kolone te promjenu tlaka.

Promjene razlu¢ivanja izmedu kromatografskih pikova onecis¢enja pri ispitivanju robusnosti

prikazane su u Tablici 12.
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Tablica 12. Utjecaj promijenjenih parametara metode na razlu¢ivanja izmedu oneciscenja

u Ispitivanju robusnosti

Nominalni Temp. | Temp. | Promjena Tlak na Tlak na
uvjeti kolone | kolone kolone detektoru | detektoru
20°C | 40°C 1900 psi | 2100 psi
Supstancija Razlu¢ivanje
Ph. Eur. Imp B / / / / / /
Ph. Eur. Imp | 3 2.8 3.5 3.1 2.9 3.2
IMP 3 / / / / / /
IMP 2 / / / / / /
Ph. Eur. Imp A / / / / / /
Entakapon / / / / / /
Ph. Eur. Imp G 16.5 16 16.7 16 16.0 16.6
IMP 4 15 1.5 1.6 1.6 15 1.6
IMP 5 31 3 35 3.2 2.8 3
Ph. Eur. Imp F 51 4.9 54 4.8 4.8 5.0
IMP 1 2.6 25 2.8 2.2 2.4 25
Etilvanilin 6.9 6.9 7 6.8 6.5 6.8
Vanilin 5.6 5.6 5.8 5.4 4.5 5.7

4.2.6. Preciznost

Preciznost je rasprSenost pojedinih mjerenja oko srednje vrijednosti dobivenih ponavljanim
ispitivanjima. Preciznost se iskazuje kao ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost.
Ponovljivost odredivanja provjerena je injektiranjem 6 nezavisno pripremljenih otopina
entakapona proizvedenim komercijalnim postupkom (ENT 1701001) i standarda entakapona
(Tablica 13.).
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Tablica 13. Ispitivanje preciznosti

Uzorak Ph. Eur. Imp | Ph. Eur. Imp F Etilvanilin
RRT Area/[%] RRT Area/[%] RRT Area/[%]

ENT 1701001 1x 3.378 0.08 10.997 0.12 12.127 0.01
ENT 1701001 2x 3.376 0.08 10.997 0.12 12.121 0.01
ENT 1701001 3x 3.377 0.09 10.990 0.12 12.15 0.01
ENT 1701001 4x 3.378 0.08 10.995 0.12 12.120 0.01
ENT 1701001 5x 3.370 0.08 10.990 0.12 12.127 0.01
ENT 1701001 6x 3.370 0.09 10.991 0.12 12.127 0.01

STDEV 0.0038 0.0052 0.0034 0.0000 0.0109 0.0000
Srednja vrijednost 3.37 0.08 11.00 0.12 12.13 0.01

RSD[%0] 0.11 6.20 0.03 0.00 0.09 0.00

4.2.7. Tocnost

Tocnost (engl. accuracy) pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i

stvarnih ili prihvaéenih referentnih vrijednosti. U tu svrhu napravi se analiza uzoraka poznate

koncentracije i usporede se izmjerene i stvarne vrijednosti.

Tocnost je odredena analizom otopina svih oneciS¢enja 1 entakapona poznatih
koncentracija na tri koncentracijske razine unutar radnog podrucja metode. Za svaku
koncentraciju izvr§ena su tri mjerenja. Odreden je analiticki prinos (engl. recovery, R) kao omjer

srednje vrijednosti izmjerene koncentracije i stvarne koncentracije izrazen u postotku (Tablica

14.).
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Tablica 14. Ispitivanje to¢nosti

Onediséenje Prinos _ Krite_(ij _ Prinos_ level _ Krite_ l_’ij _ Zadovolj e_lva/

level 0.03% | prihvatljivosti | 0.15% i 2.0% | prihvatljivosti | nezadovoljava

Ph.Eur. Imp B 80.3% 95.7-99.4% Zadovoljava
Ph.Eur. Imp | 85.6% 90.1-100.4% Zadovoljava
IMP 3 79.7% 93.5-110.5% Zadovoljava
IMP 2 90.5% 100.4-100.8% Zadovoljava
Ph.Eur. Imp A 100.4% 101.9-103.4% Zadovoljava
PhEUr. ImpG |  102.7% 70-130%  ['100.3-10550% | 20-120% [ zadovoljava
IMP 4 91.6% 98.4-105.1% Zadovoljava
IMP 5 75.4% 89.2-95.5% Zadovoljava

Ph. Eur. Imp F 110.4% 101.9-105.1% Zadovoljava
IMP 1 79.1% 90.5-93.1 Zadovoljava
Etilvanilin 75.9% 93.7-95.6% Zadovoljava
Vanilin 79.5% 80.1-85.4% Zadovoljava

4.2.8. Stabilnost

Stabilnost otopina uzorka je ispitana ostavljanjem pripremljenih otopina koncentracije 1
mg/mL u zaéepljenim prozirnim volumetrijskim tikvicama 24 sata na sobnoj temperaturi. U
otopini uzorka entakapona nije nastalo niti jedno novo oneciS¢enje te su sva ostala oneciS¢enja

ispod granice kvantifikacije (Tablica 15.). Ovime je dokazana stabilnost otopina tijekom 24 sata.

Tablica 15. Stabilnost uzorka entakapona tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi

Svjeze Otopina nakon
# Substancija | pripremljena stajanja ZA.'h Razlika
. na sobnoj %
otopina .
temperautri
1 Ph. Eur. Imp | 0.08 0.08 0.00%
2 Ph. Eur. Imp F 0.12 0.12 0.00%
2 Etilvanilin 0.01 0.01 0.00%
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Eksperimentalni dio ovog rada obuhvatio je razvoj i validaciju SFC metode s UV detekcijom
za ispitivanje kontrole kakvoce aktivne farmaceutske supstancije. Postignuta je visoka osjetljivost
i zadovoljavajuc¢a separacija u trajanju jedne analize od samo 18 minuta. U usporedbi s
postojecom razvijenom UPLC metodom, vrijeme analize skrac¢ena je dvostruko, $to uvelike
olaksava koristenje SFC metode u rutinskim analizama laboratorija kontrole kvalitete.
Selektivnost metode je poboljSana jer ona sada razdvaja dvanaest oneCiSCenja entakapona
sintetiziranih u Pliva Hrvatska d.0.0. Struktura glavnih onec¢is¢enja potvrdena je koristenjem LC-
MS tehnike.

Razvijena SFC metoda u usporedbi s USP HPLC metodom te UHPLC metodom razvijenom

u Pliva Hrvatska d.o.o., pokazuje bolji izbor upravo zbog brzine analize, osjetljivosti, cijene,

ekoloske prihvatljivosti, kao i razdvajanje veceg broja onecis¢enja, odnosno bolje selektivnosti.
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5. ZAKLJUCAK

Analiticke metode su klju¢an element zivotnog ciklusa farmaceutskog proizvoda, upravo
zbog njihove uloge u razvoju i kontroli kakvoce proizvoda kroz ¢itav zivotni vijek djelatne tvar.
Od samog pocetka razvoja nove molekule analiticke metode su neophodne svakom sinteti¢aru, a
neadekvatno razvijene analiticke metode mogu dovesti do nepouzdanih rezultata koji mogu biti

kljuéni za daljnji razvoj proizvoda.

Validacija analiticke metode jamci postizanje vjerodostojnih rezultata analize tijekom
dugoro¢nog koriStenja metode pri ¢emu se oslanjaja na statistiCke potvrde valjanosti rezultata
prilikom validacije parametara kao $to su tocnost, preciznost, selektivnost, linearnost, radno
podrugje, granice detekcije 1 kvantifikacije. Kljucni parametri validacije koji pruzaju uvid
funkcionalnosti metode prilikom rutinske upotrebe i procjenjuju utjecaj kritiCnih analitickih

faktora su robusnost, odnosno izdrzljivost metode.

Na primjeru razvoja i validacije metode za analizu dvanaest oneciS¢enja entakapona pokazane
su mogucnosti superkriticne fluidne kromatografije koja jos uvijek nije prvi izbor kod razvoja
metoda budu¢i da UPLC joS$ uvijek prednjaci. Industrija je prepoznala potrebu razvoja analiti¢kih
metoda koje pruzaju potpuno razumijevanje svrhe postupaka kontrole i dizajniranja smislenog
ispitivanja prikladnosti sustava. Potpuno razumijevanje namjene metode znadi poznavanje
molekule, njenith oneciS¢enja 1 puteva razgradnje, osjetljivosti na razne cCimbenike, uvjeta
skladiStenja, pozeljan rok valjanosti te u konacnici kritiéne atribute kvalitete. Razvoj analiticke

metodologije treba predstavljati ugradnju kvalitete u proizvod od samog pocetka.
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