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1. Uvod



1.1. Betametazondipropionat

Betametazondipropionat je 17,21 — dipropionatni ester betametazona, sintetskog
glukokortikoida koji ima metabolicko, protuupalno i imunosupresivno djelovanje. Molekulska
formula betametazondipropionata je C2sH3z7FO7, a molekulska masa mu iznosi 505,595 g/mol
(pubchem.ncbi.nim.nih.gov). Izgledom je bijeli ili gotovo bijeli kristalini¢ni prah. Prakti¢ki je
netopljiv u vodi, topljiv u acetonu i metilen kloridu, a djelomi¢no topljiv u etanolu (Council of
Europe, 2013). Betametazondipropionat se u tijelu hidrolizira do betametazon —17—propionata
I betametazona, a oni se dalje mogu metabolizirati do 63-OH derivata. Primarni metabolit je
betametazon —17— monopropionat (enstilar.com).

Slika 1. Struktura betametazondipropionata (http://www.pharmacopeia.cn)

1.2. Mehanizam djelovanja glukokortikoida

Mehanizam djelovanja glukokortikoida temelji se na agonistic(kom djelovanju na
glukokortikoidne receptore. Kompleks glukokortikoid — glukokortikoidni receptor povezuje
se s jo§S jednim takvim kompleksom, ulazi u jezgru te se veze na GRE (od eng.
glucocorticoide responsive elements; palindromska promotorska regija koja odgovara na
dimer glukokortikoid — glukokortikoidni receptor) i posreduje direktne genomske uéinke:
potice se transkripcija gena koji posreduju protuupalno djelovanje kao $to su geni za tirozin
aminotransferazu (TAT), fosfoenolpiruvat karboksikinazu (PEPCK), Il-1 antagonist i 1I-10.
Transrepsresijom se smanjuje transkripcija razlicitih proupalnih gena, npr. gena za odredene

citokine i faktore rasta (Uva i sur, 2012). Uslijed interakcija s drugim transkripcijskim
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faktorima (pr. Nfkb), kompleks posreduje indirektne genomske ucinke, a moze ostvariti i
negenomske ucinke djelovanjem na aktivnost nekih enzima (pr. NO sintaza) (Bach — Rojecky,
2016). Smatra se da protuupalno djelovanje glukokortikoida ukljucuje i lipokortine, inhibitore
fosfolipaze A2, koji inhibicijom metabolizma arahidonske kiseline kontroliraju stvaranje
prostaglandina i leukotriena. Imunosupresivno djelovanje posljedica je smanjene funkcije
limfnog sustava, redukcije koncentracija imunoglobulina i komponenti komplementa,
smanjenja broja bijelih krvnih stanica i njihove funkcije te interferencije s vezanjem antigena i

protutijela (www.drugbank.ca).

1.3. Topikalni pripravci s glukokortikoidima

Topikalna terapija glukokortikoidima u primjeni je od 1952. godine. Uveli su je Sulzberger i
Wittenin i od tada se koristi za lijeCenje nekolicine dermatoloskih bolesti ukljucujuci

psorijazu, atopicki i seborei¢ni dermatitis te ekcem (Stojadinovic i sur, 2007).

Zahvaljujuc¢i svom protuupalnom djelovanju, glukokortikoidi predstavljaju zlatni standard u
lijeCenju psorijaze. Na slici 2 prikazan je protuupalni, imunosupresivni i vazokonstriktivni

ucinak topikalno primjenjenih glukokortikoida.
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Slika 2. Protuupalni, imunosupresivni i vazokonstriktivni u¢inak topikalno primjenjenih
glukokortikoida (Uva i sur, 2012)

Epidermalni keratinociti takoder imaju vazne imunoloske funkcije, od kojih su brojne
pogodene djelovanjem glukokortikoida. Djelovanje glukokortikoida na Kkeratinocite u
epidermisu inicijalno ukljucuje mali broj gena i fokusirano je na 3 procesa: transkripciju/
signalizaciju, stani¢nu sudbinu i metabolizam. Kasniji u¢inak ukljucuje viSe razli¢itih skupina
gena i procesa: upalu, apoptozu, stani¢nu migraciju, metabolizam i diferencijaciju. Migracija i
rana diferencijacija keratinocita su inhibirane, a kasna diferencijacija je inducirana. Inducirana
je 1 transkripcija anti-apoptotickih gena. Glukokortikoidi djeluju i kao potentni inhibitori
djelovanja interferona y kroz smanjenu ekspresiju IFN y i njegovog receptora te smanjenu
ekspresiju i aktivaciju STAT-1 proteina. Dugotrajna primjena u monoterapiji moze dovesti do
atrofije koZe pri ¢emu se smanjuje debljina koze te se povecava transepidermalni gubitak
vode, §to uzrokuje slabljenje barijerne funkcije. U takvom stanju olak$ano je prodiranje
glukokortikoida kroz kozu i ulazak u sistemsku cirkulaciju ¢ime je povecan rizik od
sistemskih nuspojava. Neke od glukokortikoidima uzrokovanih nuspojava su osteoporoza,
Cushingov sindrom, glaukom, katarakt i oportunisticke infekcije (prvenstveno s Candida
spp.). Kozne nuspojave najéesce ukljucuju stanjivanje koze, ireverzibilne strije i otezano
zacjeljivanje rana. Mogu se pojaviti i steroidne akne, hipertrihoza, eritem, perioralni
dermatitis i teleangiektazija, a rijetko se pojavljuje i hiperpigmentacija (Stojadinovi¢ i sur,
2007;Uva i sur, 2012; Segaert i sur, 2017).



Apsorpcija glukokortikoida pokazuje razlike ovisno o mjestu primjene. Najveéa je u
genitalnom podrucju i kapcima (oko 30%), a najmanja na tabanima (0,05%). Vehikl u kojem
se nalazi glukokortikoid takoder utjeCe na njegovo djelovanje. Niskolipidne formulacije
(kreme) imaju jace djelovanje od visokolipidnih formulacija (masti i lipidima obogacene
kreme). Ostali farmaceutski oblici za topikalnu primjenu ukljuéuju losione, pjene i sprejeve
(Uva isur, 2012).

Osim u monoterapiji, glukokortikoidi se primjenjuju i kao sastavni dijelovi politerapije. Za
lijeCenje psorijaze kombiniraju se s analozima vitamina D, salicilnom kiselinom i retinoidima

(Uva isur, 2012).

1.4. Kromatografija

Kromatografija je tehnika odjeljivanja sastojaka u smjesi pri ¢emu mobilna faza (tekucina ili
plin) nosi sastojke uzorka kroz stacionarnu fazu, a odjeljivanje sastojaka temelji se na
razli¢itim brzinama kretanja kroz stacionarnu fazu. Koristi se za odjeljivanje, identifikaciju i
kvantifikaciju analita. Razlikuju se dvije vrste kromatografskih tehnika. U kromatografiji na
stupcu, stacionarna faza ispunjava usku cijev kroz koju se mobilna faza kre¢e pod utjecajem
tlaka ili gravitacije; u plosnoj kromatografiji, stacionarna faza nanesena je na papir ili ravnu
plohu, a mobilna faza se krece kroz nju pod utjecajem kapilarne sile ili gravitacije (Skoog i
sur, 1999).

Kromatografija je izumljena pocetkom 20. stolje¢a kada je ruski botani¢ar Mikail Semenovic
Cvet primjenio tu tehniku za odjeljivanje otopine biljnih pigmenata klorofila i ksantofila
prolaskom kroz staklenu kolonu ispunjenu sitnim zrncima kalcijevog karbonata. Odijeljeni
sastojci vide se na koloni kao obojene vrpce po ¢emu je i tehnika dobila svoje ime (gr¢.

chromos=boja, graphein=pisati) (Skoog i sur, 1999).

1.4.1. Kromatografski pojmovi i parametri

Kromatogram je ispis bilo koje funkcije koncentracije analizirane tvari u ovisnosti o vremenu

ili volumenu eluacije (Skoog i sur, 1999).



Eluacija je proces u kojemu mobilna faza ispire analizirane sastojke sa stacionarne faze.
Potpuno odjeljivanje sastojaka omoguceno je protjecanjem dovoljne kolicine mobilne faze

kroz kolonu (kod kromatografije na stupcu) (Skoog i sur, 1999).

Vrijeme potrebno analitu da nakon unoSenja uzorka stigne u detektor, naziva se vremenom
zadrZavanja i oznacava se s tr. Mrtvo vrijeme tmw predstavlja vrijeme koje je potrebno da

sastojak koji se ne zadrzava na koloni prode kroz kolonu (Skoog i sur, 1999).

Kapacitetni faktor, k*, parametar je kojim se opisuje gibanje analita u koloni (Skoog i sur,
1999). Definiran je jednadzbom:

k‘_K *E
C Vm

K¢ - omjer raspodijele za analit

Vs — volumen stacionarne faze

Vm — volumen mobilne faze

Kapacitetni faktor moze se izraunati 1 iz kromatograma pri cemu je:

U tekucinskoj kromatografiji faktor kapaciteta mijenja se promjenom sastava mobilne faze
(Skoog i sur, 1999).

Razluc¢ivanje kolone je kvantitativna mjera koja izrazava sposobnost odjeljivanja dvaju

sastojaka. Racuna se prema formuli:

R.=118* trb'tra
T W s tWags

tra, tro — vrijeme zadrZavanja analita a odnosno analita b

Wao,5, Who,5 — Sirina pika na polovici njegove visine za pik analita a odnosno pik analita b

Razluc¢ivanje > 1,5 odgovara odjeljivanju sastojaka na osnovnoj liniji (Nigovi¢, 2016b).

Koeficijent selektivnosti neke kromatografske kolone (a) izracunat za dva razli¢ita analita

pokazuje koliko ¢e dobro ta kromatografska kolona odijeliti te sastojke (Nigovi¢, 2016b).



Racuna se po formuli:

Kb - omjer raspodjele za snaznije zadrzani analit

Ka — omjer raspodjele za slabije zadrzani analit

Koeficijent selektivnosti moZe se izracunati i po formuli:

k'
a= —

K
k’y — kapacitetni faktor za snaznije zadrzani analit

k' — kapacitetni faktor za slabije zadrzani analit

Simetrijski faktor, As, (tailing factor, T, prema USP) mjera je simetrije pika. Racuna se po
formuli:

Wo,05
A==

Wo 05 — Sirina pika na 1/20 visine pika
d — udaljenost od maksimuma pika do dijela pika na 1/20 visine (slika 3; napomena: f na slici

je d u jednadzbi)

0.05h
R |

peak maximum}

Slika 3. Parametri za izra¢un simetrije pika (www.pharmacopeia.cn)

Kada je As<l govorimo o pojavi frontinga pika, a kada je As>1, o tailingu pika, dok
vrijednost od 1 predstavlja savrSeno simetri¢ni, Gaussijanski pik. Idealna simetrija pika je u
rasponu od 0,95 — 1,15, dok se u primjeni dopustaju $iri rasponi (u JGL od 0,8 — 2,0).

Asimetrija pika moze uzrokovati nepreciznost sustava i smanjiti razlu¢ivanje kolone (Nigovic,

2016b; www.pharmacopeia.cn).



Djelotvornost kromatografske kolone moze se kvantitativno izraziti dvjema srodnim
veli¢inama. To su visina tavana (H) i broj teoretskih tavana (N). Djelotvornost kolone
izravno je proporcionalna broju tavana po jedinici duljine kolone. Termin teoretski tavan
proizlazi iz rada engleskih znanstvenika A.J.P. Martina i R.L.M. Syngea koji su 1952.
nagradeni Nobelovom nagradom za doprinos razvoju suvremene kromatografije. Prema
njihovom modelu, kromatografska kolona sastoji se od niza manjih dijelova, nazvanih

teoretski tavani, unutar kojih se uspostavljaju ravnotezni uvjeti raspodjele (Skoog i sur, 1999).

1.4.2. Tekuéinska kromatografija (LC)

Pojam tekuéinska kromatografija odnosi se na sve kromatografske tehnike kod kojih je
mobilna faza tekucina - tradicionalnu kromatografiju na stupcu, papirnu i tankoslojnu
kromatografiju te modernu tekucinsku kromatografiju (teku¢insku kromatografiju visoke
djelotvornosti (HPLC) odnosno ultra visoke djelotvornosti (UPLC)
(www.chromatography.co). Kromatografiju na stupcu s teku¢om mobilnom fazom prema
mehanizmu odjeljivanja mozemo podijeliti na 5 wvrsta: razdjelna kromatografija
(kromatografija u sustavu tekucina-tekuc¢ina i kromatografija u sustavu vezane faze),
adsorpcijska kromatografija (kromatografija u sustavu tekuéina — ¢vrsta tvar), kromatografija
ionske izmjene, kromatografija na gelu (kromatografija iskljuéenjem) I kromatografija

stereokemijskih interakcija (Skoog i sur, 1999; Nigovi¢, 2016c¢).

1.4.2.1. Tekuéinska kromatografija visoke (HPLC) i ultra visoke djelotvornosti (UPLC)

Akronim HPLC, koji je upotrijebio prof. Csaba Horvath 1970. godine prvotno se odnosio na
pojam visokotla¢ne tekuc¢inske kromatografije obzirom na ¢injenicu da je bio potreban visok
tlak za osiguravanje protjecanja mobilne faze kroz pakirane ¢eli¢ne kolone. Pumpe koje su
koriStene u instrumentima mogle su generirati tlak od 35 bara. Napretkom tehnologije, pumpe
su mogle osigurati i vece tlakove (do 400 bara), a razvijani su i ostali dijelovi
kromatografskog sustava. Kontinuiranim promjenama i napretkom izvedbe, akronim HPLC
poceo se od kraja 70-ih godina odnositi na pojam tekucinske kromatografije visoke
djelotvornosti i u tom obliku zadrzao se do danas. 2004. godine doslo je do daljnjeg napretka
u kromatografskim instrumentima i tehnologiji izrade kolona u kojima su se nalazile manje

cestice (1,7 um) od dotadasnjih kolona. Razvijene su i pumpe koje su mogle osigurati tlakove



od 1000 bara. Novi sustav morao je biti 1 holisticki kreiran pa je dobio naziv tekucinska
kromatografija ultra visoke djelotvornosti (UPLC). Do danasnjeg dana uspjesno su
konstruirane i kolone s ¢esticama manjim od 1 um te pumpe koje mogu osigurati tlak od 6800
bara §to predstavlja perspektivu za daljnju optimizaciju i poboljSanje izvedbe sustava

(www.waters.com).

1.4.2.2. Dijelovi uredaja za tekuéinsku kromatografiju visoke djelotvornosti

SWITCHING

VALE

—
l 1 Em— —
v —
| | By
l I SOWENT GRADIENT MIXING VESSEL FOR HIGH-PRESSURE
DEGASSER VALVE DELIVERY OF THE PUMP
| | MOBILE PHASE
SAMPLE
INJECTION

SOLVENT RESERVOIRS LOOF

PRE-COLUMMN
(GUARD COLUMN)
| |
e

DATA WASTE DETECTCR ANALYTICAL COLUMN
ACQUISITION

Slika 4. Osnovni dijelovi uredaja za teku¢insku kromatografiju visoke djelotvornosti
(www.idex-hs.com)

Protok otapala u HPLC sistemu zapo¢inje u spremniku mobilne faze. Mobilna faza se prije
ulaska u sustav filtrira kako bi se uklonile Cestice koje potencijalno mogu ostetiti instrument.
Nakon otplinjavanja u degazeru (sustavu za otplinjavanje) i prolaska kroz pumpu, mobilna
faza dolazi do sustava za unoSenje uzorka koji reproducibilno unosi zadanu koli¢inu uzorka.
Budu¢i da uzorak Cesto sadrzi sitne Cestice koje potencijalno mogu ostetiti instrument, prije
punjenja u viale se filtrira kroz filtere odredenih veli¢ina pora i/ili se u analizi koristi
pretkolona (zastitna kolona). Osim zaustavljanja cestica, uloga pretkolone moze biti i
zadrzavanje spojeva koji bi mogli omesti separaciju na koloni. Nakon prolaska kroz kolonu i
odjeljivanja analita, mobilna faza i uzorak prolaze kroz detektor i zavrSavaju u otpadu. Signal

s detektora biljezi se i obraduje u sklopu softvera za obradu podataka (www.idex-hs.com).



1.4.2.3. Vrste razdjelne kromatografije

Obzirom na polarnost stacionarne faze i polarnost mobilne faze razlikujemo dvije vrste
razdjelne kromatografije. Mikail Semenovi¢ Cvet je u svojim separacijama koristio polarnu
stacionarnu fazu (kalcijev karbonat u staklenoj koloni) i relativno nepolarnu mobilnu fazu.
Takva je razdjelna kromatografija iz povijesnih razloga nazvana normalno faznom. Tipi¢no je
za tu vrstu kromatografije da se kao mobilna faza koriste isklju¢ivo organska otapala
(nepolarna). Suprotno normalno faznoj kromatografiji, u kromatografiji obrnutih faza
stacionarna faza je nepolarna, a mobilna faza relativno polarna. Tipi¢na otapala koriStena u
mobilnim fazama u HPLC metodama obrnutih faza su voda, metanol i acetonitril. Procjenjuje

se da je 75% dana$njih HPLC metoda obrnutih faza (www.waters.com).

1.4.3. Stacionarna faza u kromatografiji

Stacionarna faza predstavlja kromatografsku fazu koja je odgovorna za retenciju, odnosno
zadrzavanje analita koji je noSen kromatografskim sustavom drugom kromatografskom
fazom, mobilnom. Moze biti u ¢vrstom, tekuc¢em i gel obliku. Tekuéina kao stacionarna faza
nalazi se distribuirana unutar ili vezana na ¢vrstom nosacu. U tekuc¢inskoj kromatografiji Cesto
se poistovjecuju termini pakirni materijal i1 stacionarna faza. Dok prvi predstavlja Cestice koje
su namijenjene punjenju u kolone, stacionarna faza je finalni produkt koji je u doticaju s
mobilnom fazom u kromatografskoj analizi. Cvrsti nosaé u stacionarnoj fazi predstavlja
materijal koji podupire stacionarnu fazu, ali, u idealnoj situaciji, ne sudjeluje u separaciji.
Stacionarna faza moZe biti imobilizirana na €esticama ¢vrstog nosaca ili na unutarnjoj strani
stijenke kolone fizickim i kovalentnim vezama odnosono formirana in-situ polimerizacijom
nakon prekrivanja ¢vrstog nosaca. NajviSe pakirnih materijala s vezanom fazom pripravlja se
reakcijom organoklorsilana sa —OH skupinama na povrSini silikagela. Ovisno o
upotrebljenom reagensu, razlikuje se i polarnost dobivenih stacionarnih faza. Nakon vezanja,
stacionarna se faza moze dodatno modificirati na krajevima (end-capped stationary phase)
(Smith i Marton, 1997).

10



1.4.3.1. Kromatografske kolone u tekuéinskoj kromatografiji visoke i ultra visoke
djelotvornosti

Kolone u tekucinskoj kromatografiji napravljene su od celika ili polimera, a rjede su prisutne
kao staklene kolone koje sadrze umrezeni silika-gel ili polimerne Cestice. Dostupne su u
razli¢itim dimenzijama kako bi pokrile Sirok spektar potreba analiti¢ara koji ih koriste: od
kratkih i uskih kolona koje se koriste za high-throughput LC/MS analize do preparativnih
kolona Sirine 600 mm za pilotne analize, scale-up 1 proizvodnju. Dimenzije kolone utjecu na
osjetljivost i efikasnost analize i ograni¢avaju koli¢inu uzorka koji moze biti injektiran u
sustav. Moderne Celi¢ne analiticke kolone unutarnjeg su promjera od 1-4,6 mm i duzine od
20-250 mm. Pakirni materijal nalazi se unutar prostora omedenog fritama od nehrdajuceg
Celika (eng. stainless steel frits) i krajevima kolone. Za normalno faznu tekucinsku
kromatografiju pakirni materijal je najéesée silika gel dok je kod kromatografije obrnutih faza
silika gel nosa¢ za kemijski vezanu stacionarnu fazu. Razlika izmedu HPLC kolona i UPLC
kolona je u njihovim dimenzijama i promjeru cCestica koje se nalaze unutar kolone.
Konvencionalne HPLC kolone sadrze Cestice promjera 3-10 um, dok su cCestice koriStene u
UPLC kolonama manje od 2 um (Taleuzzaman i sur, 2015; Nigovi¢, 2016c;

www.agilent.com).

1.4.4. Razlike izmedu UPLC i HPLC

UPLC zbog smanjene veli¢ine Cestica u koloni osigurava brzu analizu (uSteda vremena i
potrosnje otapala), vecu osjetljivost i ve¢e razlu¢ivanje od HPLC-a. Teorijsku podlogu za
razmatranje takvih rezultata predstavlja Van-Deemterova jednadzba (jednadzba ispod
odlomka, slika 5). Istodobno sa smanjenjem veli¢ine Cestica, dolazi i do povecanja tlaka u
koloni. Dok konvencionalne HPLC kolone rade na tlakovima do 400 bara, UPLC kolone
podnose tlakove i do 1300 bara. Efekt povecanja tlaka moze se umanjiti radom na vec¢im
temperaturama ¢ime se reducira viskoznost mobilne faze i upotrebom monolitnih kolona koje

smanjuju otpor protoku mobilne faze (Taleuzzaman i sur, 2015; Nigovi¢, 2016c¢).
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Van Deemterova jednadzba za tekuéinsku kromatografiju:

A B 1
H=————=+—+4+Cv+ C,v2
1+ Gy, /v2

v — linearna brzina mobilne faze

A — vrtlozna“ difuzija

B — brzina difuzije u mobilnoj fazi

Cs - otpor prijenosu mase molekule u stacionarnoj fazi

Cm — otpor prijenosu mase ovisan o veli¢ini i obliku Cestice stacionarne faze i brzini difuzije

molekule u mobilnoj fazi

10 pum Particle HPLC
o 1970
H 2 5 pum Parficle
E 1980's
T
P 3.5 pm Particle
1990's
[ K
. ACQUITY UPLC™ System
1.7 um Particle | —
2004
0 1 2 3 4 5 6 7
Flow Rote fmLy/min]: Linear Velocity [u, mm/sec] ———
ID = 1.0 mm 0.04 o.o7 0.10 013 0.7 0.20 0.24
D= 2.1 mm 0.15 0.3 0.45 0.6 0.75 0.9 1.05
i} = 4.6 mm 1.4 2.1 2.8 3.5 4.2 4.9

Slika 5. Graficki prikaz ovisnosti HETP (visina ekvivalentna teorijskom tavanu) o lineranoj

brzini protoka mobilne faze i veli¢ini Cestica stacionarne faze na temelju Van-Deemterove

jednadzbe: manje Cestice osiguravaju manju visinu teoretskog tavana, a time i efikasniju

separaciju (Taleuzzaman i sur, 2015)

1.4.5. Mobilna faza u kromatografiji

Mobilna faza u kromatografiji predstavlja fluid koji prolazi kroz stacionarnu fazu u

definiranom smjeru. Moz

e biti tekuéina (tekuéinska kromatografija), plin (plinska

kromatografija) ili superkriticni fluid (SF kromatografija) (goldbook.iupac.org.).
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U tekuéinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti, izbor otapala u mobilnoj fazi odreden je
svojstvima tog otapala i kompatibilnosti s ispitivanim uzorkom te vrstom kromatografije
(normalno fazna ili obrnuto fazna). Faktori koji se razmatraju su indeks polarnosti, mjesljivost
s ostalim otapalima, topljivost uzorka u otapalu, kemijska inertnost, apsorbancija u UV
spektru i toksi¢nost. Indeks polarnosti otapala indicira sposobnost otapala da eluira analit s
kolone (stacionarne faze). Tijekom analize, sastav mobilne faze moze biti konstantan
(izokratna eluacija) ili promjenjiv (gradijentna eluacija). Sastav mobilne faze u gradijentnoj
eluaciji moze se mijenjati kontinuirano ili skokovito. Sva upotrijebljena otapala koja se
koriste u analizama moraju biti analitickog stupnja ¢isto¢e HPLC razreda kako bi se izbjegle

interferencije u analizi zbog prisutnih necisto¢a (Ho i Stuart, 2003).

Mobilna faza moze sadrzavati i aditive. To su supstancije koje su dodane kako bi poboljsale
separaciju 1 olakSale detekcijske karakteristike analita (primjerice kompetiraju¢a baza koje
smanjuje efekte otkrivenih silanolnih grupa, keliraju¢i agens koji veze metalne ione ili UV-
apsorbirajuca tvar koja omogucuje indirektnu fotometrijsku detekciju). U aditive ubrajamo i
kiseline i baze kao i puferske sustave. pH mobilne faze moze znacajno utjecati na jakost
interakcija izmedu ionizabilnog analita i stacionarne faze i tako skratiti ili produljiti njegovo

vrijeme zadrzavanja (Majors i Car, 2001; www.chromacademy.com).

1.4.6. Detektori

Detektori u tekucinskoj kromatografiji visoke djelotvornosti dizajnirani su tako da koriste
fizikalna 1 kemijska svojstva analita i/ili mobilne faze na jedan od 4 nacina: mjerenje bulk
svojstava ili diferencijalno mjerenje, mjerenje specificnog odgovora analita, modifikacija
mobilne faze i koriStenje spregnute tehnike. Detektori bulk svojstava najuniverzalniji su
HPLC detektori koji mjere razlike u odgovorima mobilne faze sa i bez uzorka. Oni reagiraju
na sve analite u uzorku dajué¢i vaznost odjeljivanju sastojaka na koloni, ali su zbog toga
limitirani osjetljivos¢u. Primjer za ovu vrstu je detektor indeksa refrakcije. Detektori koji
mjere specifican odgovor analita odgovaraju na neko jedinstveno svojstvo analita. Primjer za
ovu vrstu je UV detektor koji mjeri apsorbanciju na odredenoj valnoj duljini. Smatra se
specificnim za molekule s kromoforima, ali pri valnim duljinama manjim od 210 nm
apsorbiraju 1 skoro sve organske supstancije tako da je zapravo univerzalan. Drugi analit
specifi¢ni detektori su fluorescencijski, elektrokemijski i detektor koji mijeri vodljivost.

Detektori koji se baziraju na promjene mobilne faze (post-kolonski) induciraju promjene u
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svojstvima analita, primjerice stvarajuéi suspendirane ¢estice u plinovitoj fazi. Primjer za ovu
vrstu je detektor rasprSenja svjetla u uparenom uzorku ELSD (od eng. evaporative light-
scattering detector). Posebnu vrstu detekcije predstavljaju spregnute tehnike, gdje se zasebna
analiticka tehnika povezuje s HPLC sustavom. Najces¢i takav spregnuti sustav predstavlja
LC-MS (masena spektrometrija). Ostale spregnute tehnike su LC-IR (infracrvena
spektrometrija) i LC-NMR (nuklearna magnetska rezonancija). Pri odabiru detektora potrebno
je razmotriti svojstva analita, odnosno uzorka i mobilne faze. Trazene kvalitete koja treba
zadovoljiti potencijalni detektor su visoka osjetljivost i reproducibilnost, specifi¢an odgovor
na analit, tj. odgovor na sve prisutne analite u uzorku, Siroko radno podruéje i linearan
odgovor, neosjetljivost na male promjene u temperaturi i sastavu mobilne faze, neovisan
odgovor o sastavu mobilne faze. Osim toga, ne smije uzrokovati post-kolonsko Sirenje pika,
mora biti nedestruktivan u slu¢aju primjene HPLC-a u preparativne svrhe te osiguravati brz
odgovor i pouzdanu kvalitativnu (vrijeme izlaska) i kvantitativnu informaciju detektiranog
pika (Swartz, 2010).

1.4.7. Kvantitativna analiza u kromatografiji

Kvantitativna analiza u kromatografiji provodi se na temelju pretpostavke da je odgovor

detektora proporcionalan koli¢ini analita.

U metodi s vanjskim standardom (sin. ,,Single—point* kalibracija) koncentracija analita
odreduje se iz povrsine ili visine pripadajuéeg pika® usporedbom s povrsinom ili visinom pika

poredbene otopine (Nigovi¢, 2016b).

Metoda s unutarnjim standardom ukljucuje dodatak poznate koli¢ine unutarnjeg standarda
otopini uzorka s nepoznatom koli¢inom analita koji se odreduje te dodatak iste koliCine
unutarnjeg standarda otopini poredbene tvari. Koncentracija ispitivane tvari odreduje se
usporedbom omjera povrsine ili visine pika ispitivane tvari i unutarnjeg standarda s omjerom

povrsine ili visine pika poredbene tvari i unutarnjeg standarda (Nigovi¢, 2016b).

U metodi kalibracije pripravlja se niz poredbenih otopina razli¢itih koncentracija. 1z odnosa

izmjerene povrsine ili visine pika i pripadaju¢e koncentracije izraCuna se kalibracijska

! Povrsina pika ne ovisi o utjecajima Sirenja zone kao visina pika stoga je pouzdaniji parametar za kvantitativnu
analizu
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funkcija. Koncentracija analita izraCunava se iz inverzne funkcije na temelju izmjerenog
signala (Nigovi¢, 2016b).

Metoda ukupne povrsine (Sin. postupak normalizacije) izracunava postotak sadrzaja iz omjera

povrsine pika odredivane tvari i ukupne povrsine svih pikova. Racuna se po formuli:

Ax
_Ix
RS
i
Ayi — povrsina pika analita/ povrSina svih pikova

fwi— faktor odgovora za analit; faktor odgovora za sve pikove

Faktor odgovora je relativna veli¢ina koja predstavlja odnos povrSine pika analita prema
povrsini pika poredbene tvari uz propisane uvjete. Izrazava osjetljivost detektora za ispitivanu

tvar u odnosu na poredbenu tvar (Nigovi¢, 2016b).

Za primjenu metode ukupne povrsine sve sastavnice moraju eluirati, odgovor detektora mora
biti linearan s koncentracijom i mora se propisati granica za povrSinu pikova koji nisu

ukljuceni u raunanje ukupnog zbroja povrSine svih pikova (Nigovié¢, 2016b).

Metoda standardnog dodatka koristi se kada je znatan utjecaj matrice na odredivanje analita.
Analizira se ispitivana otopina bez dodatka standarda i serija otopina s porastom koli¢ine
analita (dodatkom standarda). Sadrzaj analita odredi se ekstrapolacijom na temelju odnosa

povrsine pika analita prema poznatim koncentracijama otopina standarda (Nigovi¢, 2016a).

1.5. Vrednovanje procesa ¢i§¢enja

Vrednovanje procesa CiS€enja (sin. validacija ¢iS¢enja) predstavlja dokumentiranu evidenciju
visokog stupnja pouzdanosti da odabrana metoda ¢iS¢enja udovoljava regulatornim
zahtjevima za Cisto¢u opreme na nacin da mjereni parametri ne prelaze dozvoljene limite.
Primarno se validiraju metode ¢is¢enja opreme u proizvodnji u farmaceutskoj industriji. Osim
regulatornih zahtjeva, validacija ¢is¢enja provodi se i kako bi se sprijecila kontaminacija
sljedeceg proizvoda zbog ostataka iz proizvodnje prethodnog. Ti ostaci mogu predstavljati
aktivnu supstanciju ili ekscipijense iz prethodnog proizvoda, mikrobioloSka onecisc¢enja,

razliite materijale koriStene u proizvodnji ili oneciS¢enja zbog sredstava koriStenih za
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CiS¢enje (naj¢esce detergenti). Validacija CiS¢enja provodi se kod inicijalne kvalifikacije
procesa i opreme, u slucaju kritiéne promjene u proceduri ¢iS¢enja ili kod promjene sredstva
za Cis¢enje te promjena u formulaciji proizvoda nakon kojeg se vrsi validacija ¢iS¢enja (ako

su te promjene znadajne). Cesto se kod vrednovanja procesa Gis¢enja proizvodi grupiraju
prema sli¢nostima u formulacijama, na¢inu proizvodnje i procesu ¢iS¢enja. Predstavnik grupe
okarakteriziran kao ,najloSiji slucaj* odabire se za razvoj i validaciju metode koja ¢e
demonstrirati ¢isto¢u opreme. Na temelju rezultata za odabrani proizvod, validacija se smatra
reprezentativnom i za ostale predstavnike grupe. Mjesta na opremi koja se odabiru za
uzorkovanje trebaju ukljucivati najnedostupnije prostore na opremi koji se najteze Ciste. Na
opremi se definiraju kritiéna mjesta i vruce tocke (tzv. hotspotovi). Hotspotovi predstavljaju
lokacije koje se prljaju tijekom procesa proizvodnje i tesko ih je ocistiti dok su kriticne tocke
lokacije koje ¢e u sluCaju neucinkovitog CiS¢enja sigurno kontaminirati sljedec¢i proizvod.
Najces¢e metode uzorkovanja u validaciji ¢is¢enja su bris i ispirak. Uzorkovanje brisom
uklju¢uje mehanicko skidanje analita s povr§ine pomocu adsorptivnih materijala. Prednosti
ove metode su u€inkovito skidanje analita s povrSine, kompatibilnost s ve¢inom materijala,
ekonomicCnost 1 Siroka dostupnost, mogucnost uzorkovanja na to¢no definiranim mjestima i
primjenjivost i na mikrobioloske necistoce te ostatke sredstava za ¢iS¢enje. Nedostaci brisa su
invazivnost i mogucnost otpustanja vlakana, moguca ovisnost rezultata o primjenjenoj tehnici
analize, utjecaj vrste vlakana na povrat analita i specifi¢nost metode te otezan pristup velikim,
kompleksnim 1 tesko dostupnim prostorima. Uzorkovanje ispirkom ne ukljucuje mehanicki
proces na povrSini materijala ve¢ se skuplja zadnji uzorak tekucine u procesu cis¢enja ili
specifiéni uzorak nakon C¢iS¢enja za potrebe validacije procesa. Nedostatci ove metode
uzorkovanja su limitirana informacija o stvarnoj Cisto¢i opreme, niza osjetljivost, mogucnost
nehomogene distribucije ostataka unutar opreme Sto daje nereprezentativan rezultat u analizi,

nemogucénost detekcije lokacija ostataka, kriti€nost volumena ispirka za to¢nost rezultata 1

poteskoce u definiranju strategije kontrole odredenih mjesta na opremi.

Za potrebe odredivanja limita u analitickoj metodi provjere c¢iS€enja, treba se definirati
maksimalni dozvoljeni prijenos tvari (MAC, od eng. maximum allowable caryover)
prethodno proizvedenog lijeka u sljede¢u proizvodnju nekog drugog lijeka. MAC moze biti
definiran u odnosu na terapijsku dozu lijeka za koje se vr$i provjera ¢iS¢enja ili na temelju 10

ppm kriterija (maksimalno 10 ppm ostatka prethodno proizvedenog lijek u slijede¢em lijeku).
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Analiticke metode koje se koriste u validaciji ¢iS¢enja moraju zadovoljiti odredene kriterije:
trebaju detektirati i odrediti analit u koncentracijama koje odgovaraju kriteriju prihvatljivosti,
moraju detektirati i odrediti analit u prisutnosti drugih sastojaka (materijala) koji se mogu naci
u uzorku i trebaju uklju¢ivati moguénost pretvorbe rezultata na 100% vrijednost ako je povrat
analita izvan dopustenog podrucja. Metode koje se primjenjuju za provjeru ¢is¢enja mogu biti
specificne 1 nespecifi¢ne. Nespecificne metode detektiraju bilo koju sastavnicu u uzorku koja
daje odreden odgovor (pr. pH, vodljivost, TOC?) dok specifi¢ne reagiraju na to¢no odredenu
supstanciju. NajéeSée primjenjivana analitiCka tehnika kod specificnih metoda je tekuc¢inska

kromatografija visoke djelotvornosti (HPLC) (Narayana Murthy i Chitra, 2013).

1.6. Validacija analiticke metode

Validacijom analiti¢kog postupka utvrduje se i dokumentira prikladnost analitiCkog postupka
za odredenu primjenu. Validacija analitickog postupka jamci da ¢e se u propisanim uvjetima
njegove primjene dobiti valjani rezultati. Definicija, terminologija i metodologija postupka
validacije analiticke metode opisane su u tripartitnom vodicu Medunarodne konferencije o
harmonizaciji tehnickih zahtjeva za registraciju farmaceutika primjenjenih na ljudima
(International Conference on Harmonization of Technical Requirements for registration of
Pharmaceuticals for Human Use) Q2 (R1) iz 2005. godine. Inicijalni tekst odnosi se na
validaciju 4 tipa analitickih postupaka: identifikacijske testove, kvantitativne testove
onecis¢enja, limit testove za oneciS¢enja 1 postupke za odredivanje sadrzaja aktivne tvari ili
ekscipijensa u ljekovitim tvarima ili ljekovitim proizvodima. Prema regulatornim zahtjevima
Dobre proizvodacke prakse (Good manufacturing practice, GMP) i Dobre laboratorijske
prakse (Good laboratory practice, GLP) postupci validacije postali su obveza. Osim prilikom
razvijanja nove metode, validacija analitickog postupka provodi se i nakon promjena u sintezi
aktivne tvari, promjena u finalnom sastavu proizvoda ili promjena u analiti¢koj metodi. Cilj
analiticke metode mora biti jasno definiran kako bi se moglo objektivno evaluirati
validacijske znacajke. Tipi¢ni validacijski parametri koji se vrednuju su: to¢nost, preciznost ili
pouzdanost (ponovljivost ili preciznost mjerenja, srednja preciznost i obnovljivost),
specifi¢nost/ selektivnost, limit detekcije, limit kvantifikacije, linearnost i radno podrucje.
Izdrzljivost (sin. robustnost, otpornost) nije terminoloski definirana kao dio validacije, no stoji

napomena da taj parametar treba razmotriti unutar razvoja analiticke metode. Ovisno o vrsti

2 Total organic carbon = ukupni organski ugljen
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analitickog postupka, ispituju se razli¢iti validacijski parametri. U metodama za odredivanje
sadrzaja ispituje se toCnost, preciznost, specificnost/selektivnost, linearnost te radno podrucje.
Analiticki postupak razvija se i validira sve dok validacijski parametri ne zadovolje zahtjeve
predvidene odredenim propisima. Na temelju usporedbe dobivenih rezultata s postavljenim
kriterijima privatljivosti, donosi se odluka o prihvac¢anju analiticke metode ili nastavku

razvoja (CPMP, 1995; Nigovic i sur, 2014).

Validacija analiticke metode mora biti provedena sukladno definiranom validacijskom
protokolu koji sadrzi pisane procedure za ispitivanje te granice prihvatljivosti za pojedine
parametre. Procedure moraju biti opisane u detalje kako bi ih obuceni analitiCar mogao
pouzdano izvesti. Trebaju sadrzavati kromatografske uvjete (u sluaju kromatografskih
ispitivanja) odnosno opis mjernih uredaja 1 instrumentalnih parametara analize, upotrebljene
reagense i standarde, nafine pripreme otopina te formule za izraun rezultata i prikladnosti

sustava (Nigovi¢ i sur, 2014; WHO, 2016).

1.6.1. Terminologija i metodologija validacije analiticke metode

Preciznost ili pouzdanost analiticke metode pokazuje slaganje izmedu niza ponovljenih
mjerenja dobivenih viSestrukim uzorkovanjem istog homogenog uzorka pod propisanim
uvjetima. Preciznost se moze promatrati na tri razine: ponovljivost (engl. repeatability),
srednja preciznost (engl. intermediate precision) i obnovljivost (engl. reproducibility).
Ponovljivost izrazava podudaranje rezultata dobivenih istom metodom pod istim uvjetima u
kratkom vremenskom intervalu. Moze se odrediti na minimalno 3 koncentracijske razine u
triplikatu mjerenja ili na 6 mjerenja pri 100% vrijednosti testne koncentracije. Srednja
preciznost iskazuje odstupanje rezultata dobivenih pod razli¢itim uvjetima u istom
laboratoriju (razli¢iti dani, analiti¢ari, instrumenti), dok obnovljivost oznacava odstupanje
rezultata dobivenih u razli¢itim laboratorijima. Preciznost se izraZzava statistickim veli¢inama
kao standardno odstupanje, relativno standardno odstupanje (RSD (%)) ili raspon pouzdanosti
oko srednje vrijednosti (Nigovi¢ i sur, 2014; WHO, 2016).

Specifi¢nost analiticke metode njezina je sposobnost da nedvojbeno razlikuje analit u
prisustvu ostalih komponenti u uzorku. U praksi je to vrlo rijetko, pa se ces¢e govori o
selektivnosti analiticke metode. Selektivnost je definirana kao mogucnost metode da to¢no

odredi zeljeni analit u prisutnosti ostalih komponenata uzorka, poput onecis¢enja ili
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razgradnih produkata, pomoc¢nih tvari ili, opéenito, matrice uzorka. U kromatografskim
metodama za odredivanje sadrzaja ili oneciSCenja reprezentativni kromatogrami trebaju
dokazati specificnost/selektivnost, a pojedine komponente trebaju biti prikladno oznacene.
Kriticne separacije trebaju biti detaljno istrazene, a specifi¢nost/selektivnost treba biti
dokazana razlu¢ivanjem izmedu dvije komponenete koje eluiraju najblize jedna drugoj

(CPMP, 1995; Nigovi¢ i sur, 2014).

Linearnost analiticke metode predstavlja njezinu sposobnost da unutar odredenog intervala
daje rezultate koji su izravno proporcionalni koncentraciji analita u uzorku. Linearnost
metode utvrduje se kroz tri do Sest mjerenja primjenom najmanje pet razlicitih koncentracija
analita. Grafickim prikazom ovisnosti izmjerenog analitickog signala o koncentraciji analita
dobiva se kalibracijska krivulja. Linearnost metode se izrazava koeficijentom korelacije
regresijskog pravca k, a za prikaz se koriste i jednadzba regresijskog pravca sa odsjeckom na
y-osi i rezidualna suma kvadrata (koeficijent determinacije) (CPMP, 1995; Nigovi¢ i sur,
2014).

Radno podru¢je mjerenja oznacava raspon izmedu gornje i donje koncentracije analita u
uzorku, ukljucuju¢i i grani¢ne vrijednosti, unutar kojega primijenjena analiticka metoda ima

zadovoljavajucu tocnost, preciznost i linearnost (Nigovic i sur, 2014).

Tocnost analiticke metode pokazuje slaganje srednje vrijednosti dobivenih rezultata i stvarnih
ili prihvacenih referentnih vrijednosti. Za utvrdivanje toc¢nosti provode se najmanje tri
mjerenja uzorka za najmanje tri koncentracije u radnom podruc¢ju metode. Toc¢nost analiticke
metode izrazava se kao analiticki prinos/povrat (eng. recovery) ili razlikom izmedu pronadene
1 stvarne vrijednosti zajedno s intervalom pouzdanosti. Analiticki prinos definiran je

jednadzbom:

X
R="2%100

Xsr— Srednja izmjerena vrijednost analita u uzorku
Xst — Stvarna vrijednost analita u uzorku
Tocnost se odreduje u radnom podrucju metode nakon ispitivanja selektivnosti, linearnosti i

preciznosti (CPMP, 1995; Nigovi¢ i sur, 2014).
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Granica dokazivanja (engl. limit of detection, LOD) je najniza koncentracija analita koja se

moze dokazati, ali ne i odrediti, prema zadanim uvjetima metode.

Granica odredivanja (engl. limit of quantitation, LOQ) je najniza koncentracija analita u
uzorku i moguce ju je odrediti s prihvatljivom to¢noscu i preciznos$¢u pri propisanim uvjetima

metode.

LOD i LOQ se najc¢esc¢e odreduju odreduju iz omjera signala i Suma (LOD = minimalno 3:1
ili 2:1; LOQ = minimalno 10:1) ili iz standardnog odstupanja signala i nagiba kalibracijskog
pravca (Nigovi€ i sur, 2014).

IzdrzZljivost (sin. robustnost, otpornost) analiticke metode (engl. robustness) mjera je
njezine sposobnosti da ostane nepromijenjena pod utjecajem malih, ali namjernih, promjena
parametara metode. Indikator je pouzdanosti analiticke metode tijekom njezine normalne
primjene uz male promjene uvjeta u kojima se realno provode analize. Procjenjuje se
variranjem jednog parametra, dok ostali ostaju nepromijenjeni, a njegov izbor ovisi 0 samoj
metodi. U slu¢aju utvrdivanja neprikladnosti metode zbog odredene promjene parametara, taj
parametar treba biti strogo kontroliran i izjava o predostroznosti treba biti ukljucena u

proceduru (CPMP, 1995; Nigovi¢ i sur, 2014).
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2. Obrazlozenje teme

21



Betametazondipropionat aktivna je komponenta topicke formulacije ¢ija proizvodnja je
izabrana kao najslozeniji slu¢aj procesnih uvjeta prilikom izrade polucvrstih oblika. Potrebno
je razviti i validirati metodu koja ¢e moc¢i pouzdano odrediti sadrzaj betametazondipropionata
zaostao nakon procesa CisCenja, prema interno trazenim zahtjevima unutar odjela Razvojna
analitika JGL d.d. Na temelju postavljenih zahtjeva, izra¢unati su limiti u ispirku i na brisu.
Koncentracijski limit za bris iznosi 0,0038 ng/mL (uz ekstrakcijski volumen od 25 mL), a za
ispirak homogenizatora 0,00567 pg/mL, Sto je i najniza koncentracijska granica za ispirke
instrumenata i spremnika. Postavljene granice zahtijevaju vrlo osjetljivu metodu za
vrednovanje procesa ¢iSéenja, stoga je kod pretrazivanja znanstvene literature te pregleda
eksperimentalnih analitickih metoda JGL-a naglasak stavljen na limit kvantifikacije kao
kriti¢ni parametar u odabiru potencijalne metode za vrednovanje procesa ¢iS¢enja. Nakon

razvoja, potrebno je metodu validirati prema definiranim uputama validacijskog protokola.
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3. Materijali I metode



3.1. Standardi

Betametazondipropionat, radni standard, sadrzaj: 100,4 %, sadrzaj vode: 0,4 %,
KKRST-018/17

3.2. Reagensi

Voda za kromatografiju R, Aqua solutions, Midleborough, Massachusetts, SAD
Acetonitril za kromatografiju R, J.T. Baker, Avantor, Center Valley, SAD

Aceton R, pro analysis, Carlo Erba Reagenti, Milano, Italija

Etanol (96%) R, pro analysis, Carlo Erba Reagenti, Milano, Italija

Voda R (destilirana, deionizirana), Nirosta, Osijek, Hrvatska

Sredstvo za ¢is¢enje Cosa CIP 95, k.br. 5095AP1101, Ecolab, Saint Paul, Minessota,
SAD

Sredstvo za ¢is¢enje Cosa CIP 72, k.br. 4085AP0501, Ecolab, Saint Paul, Minessota,
SAD

3.3. Aparatura i materijali

Tekucinski kromatograf Agilent Infinity series 1290 s PDA detektorom, Agilent,
Santa Clara, Kalifornija, SAD

Analiticka vaga MX 5, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD

Analiticka vaga XP 205, Mettler Toledo, Columbus, Ohio, SAD

Sustav za pro¢i$¢avanje vode, Aqua solutions, Midleborough, Massachusetts, SAD
Sustav za proc¢is¢avanje vode NIRO-VV-10-LAB, Nirosta, Osijek, Hrvatska

Tresilica GFL 3006, Gesellschaft for Labortechnik, Burgwedel, Njemacka
Termostatirana ultrazvu¢na kupelj Bandelin Sonorex RK 1028H, Bandelin Electronic,
Berlin, Njemacka

Centrifuga Cetronic BL-II, JP Selecta, Abrera, Barcelona, Spanjolska

Kolona Zorbax Extend-C18, 100 x 3,0 mm, 1,8um, oznaka: RA-K-C18-58, Agilent
Santa Clara, Kalifornija, SAD

Kolona Zorbax Eclipse XDB C18, 150 x 4,6 mm, 5 um, oznaka: RA-K-C18-9(2),
Agilent, Santa Clara, Kalifornija, SAD

Automatska pipeta Proline Plus Mechanical Pipette 728070 (100-1000uL), Sartorius
Weighing Technology, Goettingen, Njemacka

Bris Large Alpha Sampling Swabs, TX715, k.br. 164411, ITW Texwipe, Kernersville,
Sjeverna Karolina, SAD
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= |noks ploca

= Inoks ¢asa

= Silikon plo¢ica Advanta Pure APSW-P, New Age Industries, Southampton,
Pennsylvania, SAD

= Silikon plo¢ica Plutone Bio hose, Industrie Plastiche Lombarde, Besozzo, Italija

3.4. Placebo uzorci
= Placebo Betazon® krema bez betametazondipropionata, k.br. BK-125-250717, Jadran
galenski laboratorij, Rijeka; datum izrade 25.07.2017.
= Placebo Betazon® mast bez betametazondipropionata, k.br. BM-126-070717, Jadran
galenski laboratorij, Rijeka; datum izrade 07.07.2017.

3.5. Priprema otopina — razvoj metode

Priprema otopina u fazi razvoja arbitrarno je podijeljena u 3 dijela zbog sli¢nosti/istovjetnosti

u imenima pojedinih otopina te zbog lakSeg prac¢enja njihove pripreme.

3.5.1. Priprema otopina - razvoj 1

Mobilna faza B pocetne metode/ mobilna faza®> (ACN : H20 =60 : 40 (% V/V))
Za pripremu 1L mobilne faze u menzuri odmjeri 600 mL acetonitrila za kromatografiju R i

400 mL vode za kromatografiju R te ih izmijesaj u Erlenmeyerovoj tikvici.

Mobilne faza A pocetne metode (ACN : H20 =40 : 60 (% V/V))
Za pripremu 1L mobilne faze A u menzuri odmjeri 400 mL acetonitrila za kromatografiju R i

600 mL vode za kromatografiju R te ih izmijeSaj u Erlenmeyerovoj tikvici.

Osnovna otopina betametazondipropionata (¢ = 0,375 pg/mL)
15 mg radnog standarda betametazondipropionata otopi u 200,0 mL mobilne faze i dobro

promuckaj. 1,0 mL te otopine razrijedi vodom za kromatografiju R do 200,0 mL.

3 U pripremama otopina, za otapanje i razrjedivanje, koridtena je ova mobilna faza u sva 3 potpoglavlja
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Poredbena otopina (¢ = 0,0075 pg/mL)
2,0 mL osnovne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL. Profiltriraj tako dobivenu otopinu kroz PTFE filter 0,45 pm.

LOQ otopina (c =0,00469 pg/mL)

2,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
200,0 mL. Profiltriraj tako dobivenu otopinu kroz PTFE filter 0,45 um.

LOQ otopina (c = 0,00469 pg/mL) bez filtriranja
2,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
200,0 mL.

Poredbena otopina (c = 0,0075 pg/mL) bez filtriranja
2,0 mL osnovne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,0075 pg/mL) — ispitivanje utjecaja filtera

2,0 mL osnovne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL. Profiltriraj tako dobivenu otopinu kroz* PTFE filter 0,45 pm/ PTFE SRP 0,2 um/
PTFE 0,2 um/ RC 0,2 um/ GHP 0,2um/ PES 0,22 um/ PVDF 0,45 um/ PA 0,45 pum/ GF 0,7

pm.

Otopina placeba Betazon® kreme

U odmjernu tikvicu od 50 mL izvazi 2,15 g placeba Betazon® kreme bez
betametazondipropionata, dodaj 20 mL mobilne faze te zagrijavaj u ultrazvuc¢noj kupelji
zagrijanoj na 60°C dok se masna faza ne rastali (oko 5 minuta) uz povremeno muckanje.
Potom izvadi iz kupelji i snazno promuckaj (oko 5 minuta). Zagrijavanje i muckanje ponovi
jo§ 2 puta. Uzorak ohladi na sobnu temperaturu i dopuni mobilnom fazom do oznake. Dio
tako pripremljene otopine centrifugiraj na 11000 okretaja 15 minuta i odpipetiraj 1,0 mL
supernatanta u odmjernu tikvicu od 50,0 mL te nadopuni vodom R do oznake. 1,0 mL tako

dobivene otopine razrijedi vodom R do 50,0 mL.

# Otopina je filtrirana prije punjenja u viale kroz razlicite filtere
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Otopina placeba Betazon® masti

U odmjernu tikvicu od 50 mL izvazi 2,15 g placeba Betazon® masti bez
betametazondipropionata, dodaj 20 mL mobilne faze te zagrijavaj u ultrazvucnoj kupelji
zagrijanoj na 70°C dok se masna faza ne rastali (oko 5 minuta) uz povremeno muckanje.
Potom izvadi iz kupelji i snazno promuckaj (oko 5 minuta). Zagrijavanje i muc¢kanje ponovi
jo$ 2 puta. Uzorak ohladi na sobnu temperaturu i dopuni mobilnom fazom do oznake. Uzorak
drzi 15 minuta na temperaturi od -20°C. Dio tako pripremljene otopine centrifugiraj na 11000
okretaja 15 minuta i odpipetiraj 1,0 mL supernatanta u odmjernu tikvicu od 50,0 mL te
nadopuni vodom R do oznake. 1,0 mL tako dobivene otopine razrijedi vodom R do 50,0 mL.

Slijepa proba bris
Namoc¢i bris vodom za kromatografiju R 1 stavi ga u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj

15,0 mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Slijepa proba bris — inoks
Namo¢i bris vodom za kromatografiju R i prebrisi prostor veli¢ine 10 cm x 10 cm (100 cm?)
na ¢istoj i suhoj inoks plo¢i. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL

vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Slijepa proba bris — silikon Advanta Pure
Pure povriine 10 cm x 10 cm (100 cm?). Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj

15,0 mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Slijepa proba bris — silikon Plutone Bio
Namoci bris vodom za kromatografiju R i prebrisi €istu i suhu silikonsku plo¢icu Plutone Bio
povrsine 28 cm x 3,5 cm (98 cm?). Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0

mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.
Otopina Cosa CIP 72

1,0 mL detergenta Cosa CIP 72 razrijedi vodom R do 50,0 mL.

1,0 mL dobivene otopine razrijedi vodom R do 200,0 mL.

27



Osnovna otopina Cosa CIP 95
1,5 mL detergenta Cosa CIP 95 razrijedi vodom R do 50,0 mL.

1,0 mL dobivene otopine razrijedi vodom R do 200,0 mL.

Otopina za injektiranje Cosa CIP 95
2,0 mL osnovne otopine Cosa CIP 95 razrijedi vodom R do 100,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,0075 pug/mL) cijepljena s otopinom Cosa CIP 95
2,0 mL osnovne otopine betametazondipropionata i 2,0 mL osnovne otopine Cosa CIP 95
razrijedi vodom R do 100,0 mL.

Mati¢na otopina betametazondipropionata (c = 75 pg/mL)
15 mg radnog standarda betametazondipropionata otopi u 200,0 mL mobilne faze i dobro

promuckaj.

Otopina betametazondipropionata za faktor iskoristivosti brisa (¢ = 0,75 pug/mL)
1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (¢ = 0.00096 pg/cm?, tj. 0.0064 pug/mL); sredstvo za
skidanje: voda za kromatografiju R; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi su$iti na sobnoj temperaturi. Namoc¢i bris vodom za kromatografiju R 1 prebrisi
silikonsku ploc¢icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode za

kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (¢ = 0.00096 pg/cm?, tj. 0.0064 pug/mL); sredstvo za
skidanje: mobilna faza; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 ¢cm (100 cm?) i
ostavi su$iti na sobnoj temperaturi. Namoc¢i bris mobilnom fazom i prebrisi silikonsku
plocicu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode za kromatografiju

R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.
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Cijepljeni bris — (0.0064 pg/mL) (u vodi, tresilica)

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode
za kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — (0.0064 pg/mL) (u vodi, ultrazvuk)
Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode

za kromatografiju R 1 tikvicu stavi 10 minuta u ultrazvuénu kupel;.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.00096 pg/cm?, tj. 0.0064 pg/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi suSiti na sobnoj temperaturi. Namoci bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku
plocicu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL otapala i tikvicu stavi

20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.00096 pg/cm?, tj. 0.0064 pg/mL); sredstvo za
skidanje: acetonitril za kromatografiju R; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi susSiti na sobnoj temperaturi. Namoci bris acetonitrilom za kromatografiju R 1 prebrisi
silikonsku ploc¢icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode za

kromatografiju R i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

10%° otopina EtOH u vodi
10,0 mL etanola (96%) R razrijedi vodom za kromatografiju R do 100,0 mL.

% Postotak ne implicira kona¢ni volumni udio etanola (96%) R u smjesi, ve¢ je tako napisan radi jednostavnosti
imenovanja otopine; isto se odnosi i na pripreme istoimene otopine u iduca dva potpoglavlja (razvoj 2 i 3), kao
i na pripremu 50% otopine EtOH u zadnjem potpoglavlju

29



Cijepljeni bris — (0.0064 pg/mL) (u 10% otopini EtOH u vodi)

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10%
otopine EtOH u vodi i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.00096 pg/cm?, tj. 0.0064 pg/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 ¢cm (100 cm?) i
ostavi suSiti na sobnoj temperaturi. Namoci bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku
ploc¢icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u

vodi i tikvicu stavi 20 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — (0.0064 pg/mL) (u mobilnoj fazi)
Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 128 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL

mobilne faze i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.096 pg/cm?, tj. 0.64 pg/mL); sredstvo za
skidanje: mobilna faza; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL maticne otopine betametazondipropionata na
silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 ¢cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj
temperaturi. NamocCi bris mobilnom fazom i prebrisi silikonsku plo¢icu. Bris stavi u
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 30

minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.096 pg/cm?, tj. 0.64 pg/mL); sredstvo za
skidanje: mobilna faza; otapalo: mobilna faza

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL maticne otopine betametazondipropionata na
silikonsku plog¢icu Advanta Pure povriine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj
temperaturi. Namoc¢i bris mobilnom fazom 1 prebriSi silikonsku plo€icu. Bris stavi u
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL mobilne faze i tikvicu stavi 30 minuta na

tresilicu na 150 rpm.
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Cijepljeni bris — inoks (c = 0.096 pg/cm?, tj. 0.64 pg/mL); sredstvo za skidanje: mobilna
faza; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 pL maticne otopine betametazondipropionata na plohu
inoks ploce povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Namo¢i
bris mobilnom fazom i prebrisi inoks. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj

15,0 mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — inoks (c = 0.096 pg/cm?, tj. 0.64 pg/mL); sredstvo za skidanje: mobilna
faza; otapalo: mobilna faza

Pomocu pipete kapljicno nanesi 128 L maticne otopine betametazondipropionata na plohu
inoks ploce povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Namo¢i
bris mobilnom fazom i prebrisi inoks. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj

15,0 mL mobilne faze i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

3.5.2. Priprema otopina - razvoj 2

Mati¢na otopina betametazondipropionata (¢ = 1,35 mg/mL)
27 mg radnog standarda betametazondipropionata otopi u mobilnoj fazi i razrijedi do 20,0 mL

mobilnom fazom.

Otopina betametazondipropionata za faktor iskoristivosti brisa (¢ = 0,0135 mg/mL = 13,5
Hg/mL)

1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL.

Poredbena otopina (c=0,27 pg/mL)
1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do

100,0 mL. Potom 1,0 mL te otopine razrijedi mobilnom fazom do 50,0 mL.

Cijepljeni bris — (0,2565 pg/mL) (u mobilnoj fazi, tresilica)
Pomocu pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL

mobilne faze i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.
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Cijepljeni bris — (0,2565 pg/mL) (u mobilnoj fazi, ultrazvuk)
Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerowvu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL MF i

tikvicu stavi 15 minuta u ultrazvu¢nu kupelj s ukljuc¢enim ultrazvukom.

1% aceton
1,0 mL acetona R razrijedi do 100,0 mL vodom za kromatografiju R.

Poredbena otopina u 1% acetonu (c = 0,27 pg/mL)
1,0 mL mati¢ne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do

100,0 mL. Potom 1,0 mL te otopine razrijedi 1% acetonom do 50,0 mL.

Cijepljeni bris — (0,2565 pg/mL) (u 1% acetonu)
Pomocu pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 1%

acetona i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: 1% aceton

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 WL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi suSiti na sobnoj temperaturi. Namoc¢i bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku
plo¢icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 1% acetona i tikvicu

stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (¢ = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje: aceton R; otapalo: 1% aceton

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Namoci bris acetonom R 1 prebrisi silikonsku ploc¢icu. Bris
stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 1% acetona i tikvicu stavi 30 minuta

na tresilicu na 150 rpm.
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Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje i nakapavanje: etanol (96%0) R; otapalo: 1% aceton

Pomocu pipete kaplji¢no nanesi 285 uL. otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Nakon susenja nakapaj na povrSinu 10 kapi etanola (96%)
R, namoci bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku plo¢icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu
tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 1% acetona i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150

rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje i nakapavanje: aceton R; otapalo: 1% aceton

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionataza faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi suSiti na sobnoj temperaturi. Nakon susSenja nakapaj na povrSinu 10 kapi acetona R,
namoc¢i bris acetonom R 1 prebrisi silikonsku ploc€icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od

50 mL, dodaj 15,0 mL 1% acetona i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

10% otopina EtOH u vodi
10 mL etanola (96%) R dodaj u 90 mL vode za kromatografiju R.

Poredbena otopina u 10% otopini etanola u vodi (¢ = 0,27 pg/mL)
1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL. Potom 1,0 mL te otopine razrijedi 10% otopinom EtOH u vodi do 50,0 mL.

Cijepljeni bris — (0,2565 pg/mL) (u 10% otopini EtOH u vodi)
Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na bris. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10%

otopine EtOH u vodi i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (¢ = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pug/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 ¢cm (100 cm?) i

ostavi suSiti na sobnoj temperaturi. Namoc¢i bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku
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plo€icu. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u

vodi i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi; metoda s trljanjem

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 ¢cm (100 cm?) i
ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Dobro namoci bris etanolom (96%) R i prije brisanja
protrljaj povrSinu silikonske plocice, pricekaj 10 s te ju potom prebriSi. Bris stavi u
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u vodi i tikvicu stavi 30

minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje: etanol (96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi; metoda s 2 brisa

Pomocu pipete kaplji¢no nanesi 285 L otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢icu Advanta pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Namo¢i bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku
plocCicu. Postupak ponovi 2 puta (razmak izmedu dva brisanja je 1 min). Bris stavi u
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u vodi i tikvicu stavi 30

minuta na tresilicu na 150 rpm.

Cijepljeni bris — silikon Advanta Pure (¢ = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za
skidanje i Spricanje: etanol (96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi; metoda sa
Spricanjem

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na silikonsku plo¢ice Advanta Pure povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i
ostavi suS$iti na sobnoj temperaturi. Prije brisanja, povrSinu silikonske plo¢ice naSpricaj
etanolom 3 puta, a zatim namoci bris etanolom (96%) R i prebrisi silikonsku plo¢icu. Bris
stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u vodi i tikvicu

stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.
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Cijepljeni bris — inoks (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pg/mL); sredstvo za skidanje: etanol
(96%) R; otapalo: 10% otopina EtOH u vodi

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 285 pL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti brisa na plohu inoks plo¢e povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i ostavi susiti na
sobnoj temperaturi. Namoci bris etanolom (96%) R 1 prebrisi inoks. Bris stavi u
Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL, dodaj 15,0 mL 10% otopine EtOH u vodi i tikvicu stavi 30

minuta na tresilicu na 150 rpm.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 pg/mL) (razredenja u vodi)
1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do

100,0 mL. Potom 1,0 mL te otopine razrijedi vodom za kromatografiju R do 50,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 ng/mL) (razredenja u 10% otopini EtOH u vodi)
1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi 10% otopinom EtOH u vodi do
100,0 mL. Potom 1,0 mL te otopine razrijedi 10% otopinom EtOH u vodi do 50,0 mL.

Otopina betametazondipropionata za faktor iskoristivosti ispirka (¢ = 0,0135 mg/mL = 13,5
Hg/mL)

1,0 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju R do
100,0 mL.

Cijepljeni ispirak — inoks (c = 0.0382 pg/cm?, tj. 0.2411 pg/mL)

Pomoc¢u pipete kapljicno nanesi 125 UL otopine betametazondipropionata za faktor
iskoristivosti ispirka na dno inoks ¢ase (povr$ina dna je 44,2 cm?) i ostavi susiti na sobnoj
temperaturi. Po stijenkama c¢aSe pipetom nanesi 7,0 mL vode za kromatografiju R 1 stavi ¢asu

30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

3.5.3. Priprema otopina - razvoj 3

10% otopina EtOH u vodi
200 mL etanola (96%) R dodaj u 1800 mL vode za kromatografiju R.
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Mati¢na otopina betametazondipropionata (¢ = 0,3 mg/mL)
15 mg radnog standarda betametazondipropionata otopi u mobilnoj fazi i razrijedi do 50,0 mL

mobilnom fazom.

Osnovna otopina betametazondipropionata u vodi (¢ = 0,009 mg/mL =9 pg/mL)
1,5 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi vodom za kromatografiju do 50,0

mL.

Osnovna otopina betametazondipropionata u 10 % otopini EtOH u vodi (c = 0,009 mg/mL
=9 ug/mL)

1,5 mL maticne otopine betametazondipropionata razrijedi 10% otopinom EtOH u vodi do
50,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 ng/mL) (razredenja u vodi)
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi razrijedi vodom za kromatografiju
R do 50,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 pg/mL) (razredenja u 10% otopini EtOH u vodi)
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u 10% otopini EtOH u vodi razrijedi 10%
otopinom EtOH u vodi do 50,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 pg/mL) (razredenja: voda, 10% otopina EtOH u vodi)
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi razrijedi 10% otopinom EtOH u
vodi do 50,0 mL.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 pg/mL) (razredenja u vodi) + filter PTFE 0,2 pm
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi razrijedi vodom za kromatografiju

R do 50,0 mL. Dobivenu otopinu profiltriraj kroz PTFE filter veli¢ine pora 0,2 um.

Poredbena otopina (c = 0,27 pg/mL) (razredenja u 10% otopini EtOH u vodi) + filter
PTFE 0,2 um

1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u 10% otopini EtOH u vodi razrijedi 10%
otopinom EtOH u vodi do 50,0 mL. Dobivenu otopinu profiltriraj kroz PTFE filter veli¢ine
pora 0,2 um.
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Poredbena otopina (¢ = 0,27 pg/mL) (razredenja u vodi) + filter RC 0,2 pm
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi razrijedi vodom za kromatografiju

R do 50,0 mL. Dobivenu otopinu profiltriraj kroz RC filter veli¢ine pora 0,2 um.

Poredbena otopina (¢ = 0,27 ng/mL) (razredenja u 10% otopini EtOH u vodi) + filter RC
0,2 pm
1,5 mL osnovne otopine betametazondipropionata u 10% otopini EtOH u vodi razrijedi 10%
otopinom EtOH u vodi do 50,0 mL. Dobivenu otopinu profiltriraj kroz RC filter veli¢ine pora
0,2 pm.

Cijepljeni ispirak — inoks (¢ = 0.0386 pg/cm?, tj. 0.2132 pg/mL)

Pomocu pipete kapljicno nanesi 190 UL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi na
dno inoks ¢ase (povriina dna je 44,2 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Po stijenkama
Case pipetom nanesi 8,0 mL vode za kromatografiju R i stavi ¢asu 30 minuta na tresilicu na
150 rpm.

Cijepljeni bris — inoks (c = 0.0385 pg/cm?, tj. 0.2566 pug/mL); sredstvo za skidanje: etanol
(96%) R; otapalo: voda za kromatografiju R

Pomocu pipete kaplji¢no nanesi 425 pL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi na
plohu inoks plo¢e povrsine 10 cm x 10 cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi.
Namoci bris etanolom (96%) R i prebrisi inoks. Bris stavi u Erlenmeyerovu tikvicu od 50 mL,

dodaj 15,0 mL vode za kromatografiju R i tikvicu stavi 30 minuta na tresilicu na 150 rpm.

50% otopina EtOH u vodi
20 mL etanola (96%) R dodaj u 20 mL vode za kromatografiju R.

Cijepljeni ispirak — inoks (c = 0.0386 pg/cm?, tj. 0.1706 pg/mL) sa stabilizacijom

Pomocu pipete kaplji¢no nanesi 190 pL osnovne otopine betametazondipropionata u vodi na
dno inoks ¢ase (povrina dna je 44,2 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Po stijenkama
casSe pipetom nanesi 8,0 mL vode 1 stavi ¢ase 30 minuta na tresilicu na 150 rpm. Odpipetiraj
4,0 mL tako dobivene otopine u Erlenmeyerovu tikvicu od 25 mL i dodaj 1,0 mL 50%

otopine EtOH u vodi.
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3.6. Parametri validacije i definirane granice prihvatljivosti

Tablica 1: Parametri validacije i definirane granice prihvatljivosti

Parametar

Granica prihvatljivosti

1. Selektivnost

Kromatogrami otapala, slijepe probe brisa, otopina
sredstava za cis¢enje proizvodne opreme 1 otopine placeba
ne sadrze pikove koji bi mogli interferirati s pikom
betametazondipropionata

2. Preciznost

2.1. Preciznost sistema
2.2. Ponovljivost metode
2.3. Transfer metode

2.1.RSD: <5.0 %

2.2.RSD: <20.0 %

2.3. RSD (6 rezultata, operater 2): <20.0 %
Razlika izmedu rezultata operatera 1 12: £20 %

3.Toc¢nost

Povrat: 60.0 — 130.0 %

4. Linearnost

r: >0.99

5. Podrucje rada

15 % (LOQ) — 200 % od koncentracije poredbene otopine

6. Otpornost:

6.1. Stabilnost mjernih
otopina, briseva i
ispiraka

6.1. Relativno odstupanje povrsine
betametazondipropionata u otopini ispitanoj u vremenu t u
odnosu na povrsinu betametazondipropionata u otopini
ispitanoj odmah nakon pripreme: < 15.0 %

7. Granica dokazivanja | Omjer signala i Suma za pik betametazondipropionata: >
(LOD) 31
8. Granica odredivanja Omjer signala 1 Suma za pik betametazondipropionata: >

(LOQ)

10:1
Povrat: 80.0 —120.0 %

9. Faktor iskoristivosti

Informacija
RSD: <20.0 %
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3.7. LC uvjeti rada i test prikladnosti sustava u validaciji metode

Tablica 2: LC uvijeti rada® propisani validacijskim protokolom

Agilent/Waters ili druga odgovaraju¢a

Pumpa protok 0,75 mL/min

Agilent: DAD (Sample: Bw=4; Reference= 400; Bw=80)
Detektor’ Waters: PDA (Resolution: 4.8 nm)

A=240 nm

automatski Agilent / Waters ili drugi odgovarajuci
Injektor volumen injektiranja: 40 pL

temperatura autosamplera: 20 °C

Zorbax Extend-C18, 100 x 3,0 mm, 1,8 pum (ili druga
odgovarajuc¢a kolona punjena oktadecilsilan stacionarnom
Kolona fazom, koja odgovara testu prikladnosti LC sustava) i
odgovarajuca pretkolona (Zorbax Eclipse Plus C18 5 x 2,1
mm, 1,8 um je prikladna)

Temperatura kolone | 25 °C

Voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R
=40 : 60 (%V/V)

8 minuta

Mobilna faza

Vrijeme
kromatografiranja

Test prikladnosti je valjan ukoliko je:
1. relativna standardna devijacija, odredena na ponovljenim injiciranjima poredbene
otopine (n=6): < 5,0 %
2. faktor simetrije pika betametazondipropionata u poredbenoj otopini: <2.,0
3. broj teoretskih tavana za kolonu izrazen na piku betametazondipropionata u

poredbenoj otopini: > 2000

Razlika u odgovorima poredbene otopine i verifikacijske poredbene otopine za

betametazondipropionat mora biti < 5,0 %.

® Integracijske parametre podesi ovisno o instrumentu na kojem se provodi analiza i prema tipi¢nim
kromatogramima.
7 Preporuka: podesi peak width (Agilent): >0.025 min odnosno sampling rate (Waters): 2 point/s

39



3.8. Priprema otopina u validaciji metode

Otapalo
U 450 mL vode za kromatografiju R dodaj 50 mL etanola (96%) R.

Mati¢na otopina (0.3 mg/mL)
15 mg radnog standarda betametazondipropionata otopi u mobilnoj fazi i razrijedi do 50,0

mL istim otapalom.

Osnovna otopina (9 pg/mL)
1,5 mL maticne otopine razrijedi do 50,0 mL otapalom i dobro promucka,;.

Osnovna otopina za bris (15 pg/mL)
1,0 mL maticne otopine razrijedi do 20,0 mL otapalom i dobro promuckaj.

Poredbena otopina (0,27 pg/mL)
1,5 mL osnovne otopine razrijedi do 50,0 mL otapalom i dobro promuckaj. Tom otopinom

isperi i napuni vialu.

Slijepa proba brisa
Namo¢i bris etanolom (96% ) R i namoceni bris stavi u TOC8 kivetu. Dodaj 15,0 mL otapala i

stavi na tresilicu 30 minuta na 150 rpm. Tom otopinom isperi i napuni vialu.

Otopina sredstva za ¢i§¢éenje Cosa CIP 95

1,5 mL detergenta Cosa CIP 95 razrijedi vodom R do 50,0 mL i dobro promucka;j.

1,0 mL dobivene otopine razrijedi vodom R do 200,0 mL i dobro promucka;.

1,0 mL dobivene otopine razrijedi vodom R do 50,0 mL i dobro promuc¢kaj. Ovom otopinom

isperi i napuni vialu.

8 Kiveta koja se koristi prilikom analize ukupnog organskog ugljika (od eng. total organic carbon)
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Otopina sredstva za Ci§¢enje Cosa CIP 72

1,5 mL detergenta Cosa CIP 72 razrijedi vodom R do 50,0 mL i dobro promuckaj.

1,0 mL dobivene otopine razrijedi vodom R do 200,0 mL i dobro promucka;.

1,0 mL dobivene razrijedi vodom R do 50,0 mL i dobro promuckaj. Ovom otopinom isperi i

napuni vialu.

Otopina placeba Betazon® kreme bez betametazondipropionata

U odmjernu tikvicu od 50 mL izvazi 1,8 g placeba Betazon® kreme bez
betametazondipropionata, dodaj 20 mL mobilne faze te zagrijavaj u ultrazvu¢noj kupelji
zagrijanoj na 60°C dok se masna faza ne rastali (oko 5 minuta) uz povremeno muckanje.
Potom izvadi iz kupelji 1 snazno promuckaj (oko 5 minuta). Zagrijavanje i muckanje ponovi
jos$ 2 puta. Uzorak ohladi na sobnu temperaturu i dopuni mobilnom fazom do oznake. Dio tako
pripremljene otopine centrifugiraj na 11000 okretaja 15 minuta i razrijedi 1,0 mL supernatanta

do 50,0 mL otapalom i dobro promuc¢kaj. Ovom otopinom isperi i napuni vialu.

Otopina placeba Betazon® masti bez betametazondipropionata

U odmjernu tikvicu od 50 mL izvazi 1,8 ¢ placebo Betazon® masti bez
betametazondipropionata, dodaj 20 mL mobilne faze te zagrijavaj u ultrazvu¢noj kupelji
zagrijanoj na 70°C dok se masna faza ne rastali (oko 5 minuta) uz povremeno muckanje.
Potom izvadi iz kupelji 1 snazno promuckaj (oko 5 minuta). Zagrijavanje i muckanje ponovi
jo$ 2 puta. Uzorak ohladi na sobnu temperaturu i dopuni mobilnom fazom do oznake. Uzorak
drzi 15 minuta na temperaturi od -20°C. Dio tako pripremljene otopine centrifugiraj na 11000
okretaja 15 minuta i razrijedi 1,0 mL supernatanta do 50,0 mL otapalom i dobro promucka;j.

Ovom otopinom isperi i napuni vialu.
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Cijepljeni bris za to¢nost (50, 100 i 200%)°
Namoc¢i bris etanolom (96%) R te pomoc¢u automatske pipete nanesi A pl osnovne otopine za
bris na bris (tablica 3). Bris stavi u TOC kivetu, dodaj 15,0 mL otapala i stavi 30 minuta na

tresilicu na 150 rpm. Tom otopinom isperi i napuni vialu.

Tablica 3: Koli¢ina osnovne otopine za cijepljenje brisa

Koncentracija A
cijepljeni bris za osnovne otopine
tocnost za bris
~200 % (0,54 pg/mL) 540 pL
~100 % (0,27 pg/mL) 270 puL
~50 % (0,135 pg/mL) 135 pL

Tablica 4: Cijepljeni ispirci i otopine za to¢nost, linearnost, LOD i LOQ

OZNAKA PRIPREMA
~200 % (0,54 pg/mL)/
cijepljeni ispirak 200 %

Razrijedi 3,0 mL osnovne otopine do 50,0 mL otapalom

~150% (0,405 pg/mL) Razrijedi 9,0 mL osnovne otopine do 200,0 mL otapalom
~100 % (0,27 pg/mL) /
cijepljeni ispirak 100 %
~50 % (0,135 pg/mL)
cijepljeni ispirak 50 %

Razrijedi 1,5 mL osnovne otopine do 50,0 mL otapalom

Razrijedi 1,5 mL osnovne otopine do 100,0 mL otapalom

Razrijedi 1,5 mL cijepljenog ispirka 100% do 10,0 mL
LOQ (~ 0,04 pg/mL)
otapalom

Razrijedi 1,5 mL cijepljenog ispirka 50% do 10,0 mL
LOD (~ 0,02 pg/mL)

otapalom

% Koncentracije izrazene u % u odnosu na koncentraciju betametazondipropionata u poredbenoj otopini.
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Otopina uzorka za faktor iskoristivosti brisa — (0,0383 ug/cm?, tj. 0,255ug/mL)

Pomocu pipete kaplji¢no nanesi 425 pL osnovne otopine na inoks plohu povrsine 10 cm x 10
cm (100 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Namo¢i bris etanolom (96%) R i prebrisi
inoks plohu. Bris stavi u TOC kivetu, dodaj 15.0 mL otapala i tikvicu stavi 30 minuta na

tresilicu na 150 rpm. Ovom otopinom isperi i napuni vialu.

Otapalo za stabilizaciju
U 25 mL vode za kromatografiju R dodaj 25 mL etanola (96%) R.

Otopina uzorka za faktor iskoristivosti ispirka — (0,0387 ug/cm?, tj. 0.214ug/mL = 0.171
ug/mL nakon stabilizacije)

Pomocu pipete kapljicno nanesi 190 uLL osnovne otopine na dno inoks ¢ase (povrsina dna je
44,2 cm?) i ostavi susiti na sobnoj temperaturi. Po stijenkama ¢ase pipetom nanesi 8,0 mL
vode i stavi ¢asu 30 minuta na tresilicu na 150 rpm. Odpipetiraj 4,0 mL tako dobivene otopine
u Erlenmeyerovu tikvicu od 25 mL, dodaj 1,0 mL otapala za stabilizaciju i dobro promucka,;.

Ovom otopinom isperi i napuni vialu.

3.9. Provedba postupka validacije

Selektivnost
Pripremljene su i injektirane sljedece otopine: otapala, slijepog brisa, sredstava za ciséenje
Cosa CIP 72 i Cosa CIP 95, placeba Betazon® kreme, placeba Betazon® masti, poredbene

otopine (2 injektiranja), cijepljenog brisa i cijepljenog ispirka.

Preciznost ili pouzdanost

Preciznost instrumenta
Pripremeljene su 2 poredbene otopine. Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a druga

2 puta.

Ponovljivost
Pripremljene su 2 poredbene otopine, 6 cijepljenih briseva 100% i 6 cijepljenih ispiraka

100%. Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a ostale otopine po 2 puta.
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Transfer metode (obnovljivost)

Prema validacijskom protokolu, transfer metode ispitan je samo na brisevima. Pripremljene su
2 poredbene otopine i 6 cijepljenih briseva 100%. Prva poredbena otopina injektirana je 6
puta, a ostale otopine po 2 puta. Analizu su neovisno provela 2 analiti¢ara iz 2 razli¢ita

laboratorija (Istrazivanje i razvoj te Kontrola kvalitete).

Tocnost

Pripremljene su 2 poredbene otopine i sljedece otopine u triplikatu: cijepljeni bris 50%,
cijepljeni bris 100%, cijepljeni bris 200%, cijepljeni ispirak LOQ (15%), cijepljeni ispirak
50%, cijepljeni ispirak 100%, cijepljeni ispirak 150% i cijepljeni ispirak 200%. Prva

poredbena otopina injektirana je 6 puta, a ostale otopine po 2 puta.

Linearnost
Pripremljene su 2 poredbene otopine i sljedece otopine u triplikatu: cijepljeni ispirak LOQ
(15%), cijepljeni ispirak 50%, cijepljeni ispirak 100%, cijepljeni ispirak 150% i cijepljeni

ispirak 200%. Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a ostale otopine po 2 puta.

Otpornost (stabilnost otopina)

Za analizu stabilnosti, poredbena otopina razdvojena je na pola te je jedan dio ostavljen na
tamno mjesto i sobnu temperaturu, a drugi dio u hladnjak. Pripremljene su dvije poredbene
otopine.

Pripremljene su dvije slijepe probe brisa te je jedna ostavljena na tamnom mijestu i sobnoj
temperaturi, a druga je pohranjena u hladnjak.

Pripremljena su dva cijepljena brisa 100%, te je jedan ostavljen na tamnom mjestu i sobnoj
temperaturi, a drugi je pohranjen u hladnjak.

Tim otopinama je ispitana stabilnost nakon x sati (x = 24h, 48h, 72h).

Takoder, pripremljeno je jos 10 cijepljenih briseva 100%(,,suhi*), ali tako da je u TOC Kiveti
ostavljen samo cijepljeni bris bez dodatka otapala. Nakon x sati (x = 24h, 48h, 72h) na sobnoj
temperaturi/u hladnjaku, dodano je 15,0 mL otapala i tikvica stavljena na 30 minuta na
tresilicu na 150 rpm te je takvoj otopini ispitana stabilnost.

Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a ostale otopine po 2 puta.

44



Limit detekcije
Limit detekcije ispitan je na triplikatu otopine betametazondipropionata koncentracije 0,02

pag/mL (7% koncentracije poredbene otopine). Otopine su injektirane po 2 puta.

Limit kvantifikacije
Limit kvantifikacije ispitan je na triplikatu otopine betametazondipropionata koncentracije
0,04 pg/mL (15% koncentracije poredbene otopine) uz pripremu dvije poredbene otopine.

Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a ostale otopine po 2 puta.

Faktor iskoristivosti
Pripremljene su 2 poredbene otopine i 6 otopina uzorka za faktor iskoristivosti brisa te 6
otopina uzorka za faktor iskoristivosti ispirka. Prva poredbena otopina injektirana je 6 puta, a

ostale otopine po 2 puta.

3.10. Obrada podataka

Obrada kromatografskih podataka vrSena je pomocu softvera Empower® (Waters
Corporation, Milford, Massachutsetts, SAD). Kvantitativna analiza kromatograma provedena
je na temelju metode s vanjskim standardom koriste¢i povrsine pikova. Za statisticku obradu
podataka koristen je program Excell® (Microsoft, Redmond, Washington, SAD), a formule

za izraun rezultata validacije upotrijebljene su iz validacijskog protokola.
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4. Rezultati | rasprava



4.1. Pregled literature i odabir pocetne metode za razvoj

Razvoj metode zapocCet je pretrazivanjem literature i pregledom metoda za odredivanje

betametazondipropionata (tablica 5). Metode 5,6 i 7 eliminirane su kao potencijalne metode

za razvoj zbog prevelikog limita kvantifikacije koji ni priblizno ne odgovara trazenom

zahtjevu. Metoda 4 s LOQ od 0,06 ug/mL potencijalno je mogla biti uzeta u razmatranje, ali

je ta metoda razvijena za odredivanje sadrzaja betametazondipropionata u proizvodu odnosno

formulaciji te joj podrucje linearnosti s vrijednostima od 20-100 pug/mL znacajno premasuje

zahtjevane vrijednosti (od LOQ do 200% najveceg limita, odnosno do 0,17 ug/mL). U uzem

izboru ostale su metode 1,2 i 3 te su njihove karakteristike i uvjeti rada opisani u tablicama 6 i

7.

Tablica 5: Pregled metoda za odredivanje betametazondipropionata s pripadaju¢im limitima
kvantifikacije (nap. metode 1 i 2 su eksperimentalne metode JGL-a pa za njih nije
navedena literatura)

Metoda LOQ Literatura

1 0,01028 pg/mL 10

2 0,02 pg/mL 1

3 0,07 ug/mL Vairale i sur, 2012
4 0,06 ug/mL Shams i sur, 2016
512 1,171 pg/mL Roy i sur, 2013

6 6,53 ug/mL Simon i sur, 2012
7 0,66 ug/mL Nam i sur, 2011

10 HPLC metoda za ispitivanje oneti¢enja (srodne supstancije) Betazon® kreme (JGL)
11 HPLC metoda za ispitivanje oneti$éenja (srodne supstancije) Betazon® masti (JGL)

12 Napomena: metoda je normalno fazna
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Tablica 6: Aparatura i uvjeti rada (izvorni) za tri odabrane potencijalne metode za razvoj
validaciju ¢iS¢enja betametazondipropionata

Metoda 1 Metoda 2 Metoda 3
pumpa Agilent/Waters series Agilent Waters Alliance
protok/ 0-20.9 min: 1,0 mL/min 0-20.9 min: 1,0 mL/min 1,0 mL/min
gradijent 21-30 min: 1,5 mL/min 21-30 min: 1,5 mL/min
protoka 30.1-35 min: 1,0mL/min
detektor Agilent: varijabilni UV ili DAD ili varijabilni UV, PDA,
DAD, Waters: PDA A=254 nm A=240 nm
A=230 nm
injektor Agilent/Waters series, Automatski Agilent ili drugi | Waters,
V=70uL, odgovarajuci V=20 uL
V=70 uL
kolona Zorbax Eclipse XDB-C18, Zorbax RX C18, 250 x 4,6 Altima C18, 250 x 4,6 mm,
150 x 4,6 mm, Sum mm, Spm Sum
temperatura
kolone (°C) 25 25 50
mobilna faza | A = H2O za kromatografiju | A =H>0 za kromatografiju | A = H,O za kromatografiju R :
R : ACN za kromatografiju | R : ACN za kromatografiju | THF za kromatografiju R :
R =60:40 % VIV R =60:40 % VIV ACN za kromatografiju R =
B = H20 za kromatografiju | B = H>O za kromatografiju | 90:4:6 %V/V
R : ACN za kromatografiju | R : ACN za kromatografiju | B = ACN za kromatografiju R :
R =40:60 % VIV R =40:60 % VIV THF za kromatografiju R : H20
0-11 min: 100% A 0-11 min: 100 % A za kromatografijuR : MeOH za
11-30 min: 100% B 11-30 min: 100 % B kromatografiju R = 74:2:4:20
30.1-35 min: 100%A *gradijent je izvan tablice
vrijeme 35 min 30 min 80 min
analize

Tablica 7: Gradijent mobilne faze po minutama za metodu 3:

t/min Mobilna faza A/ % Mobilna faza B/ %
0,01 75 25
2 75 25
37 58 42
48 45 55
57 45 55
62 10 90
70 10 90
72 75 25
80 75 25
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Kao pocetna metodu za razvoj uzeta je metoda 1 koja od pregledanih ima najnizi LOQ.
Razvijena je za ispitivanje onecis¢enja (Srodne supstancije) Betazon® kreme (JGL).
Potencijalni problem za validaciju ¢iS¢enja mogli su predstavljati interferenti iz samog
procesa ¢iS¢enja sto je trebalo biti utvrdeno tijekom razvoja metode. LOQ razmatrane metode
iznosi 0,01028 pg/mL, Sto je ujedno i najnizi od svih pregledanih metoda, ali opet veci od
donje granice trazenog podrucja linearnosti nove metode. Potencijalna rjeSenja navedenog
problema bila su smanjenje SEA'® za bris s 25 mL na 10 mL &ime bi limit za ispirak porastao
s 0,0038 pg/mL na 0,0095 pg/mL pa bi najmanji limit za odredivanje rezidua 0stao onaj
ispirka homogenizatora od 0,00567 ug/mL. Alternativne modifikacije koje su jos mogle biti
primijenjene ukljucivale su povecanje volumena injektiranja sa 70 uL na 100 pL te promjenu
valne duljine detekcije. Kako je metoda razvijena za ispitivanje CistoCe, valna duljina
detekcije nije bila na maksimumu apsorpcije betametazondipropionata (A=240 nm) ve¢ na
nizoj valnoj duljini (A=230 nm). Uz navedene modifikacije, metoda bi se pribliZila
koncentracijskom podruéju koji je potrebno mjeriti. Problem selektivnosti koji se mogao
pojaviti zbog interferenata iz procesa ¢iS¢enja bio bi razmatran naknadno, ali potencijalna
rjeSenja ukljudivala su promjene sastava mobilne faze, temperature ili kolone. Otapalo
koriSteno u metodi je mobilna faza B $to je predstavljalo novi potencijalni problem obzirom
da se u procesu cis¢enja uglavnom koristi voda kao jeftino i neSkodljivo otapalo, a
betametazondipropionat je  prakticki netopljiv. u vodi. RjeSenje je otapanje
betametazondipropionata u mati¢noj otopini u mobilnoj fazi ili acetonitrilu i daljne

razrjedivanje s vodom te bi tako prakticki otapalo bilo voda.

13 Solvent extraction amount = koli¢ina otapala za ekstrakciju
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4.2. Optimiranje pocetnih HPLC uvjeta i priprema poredbene otopine

Tablica 8: Kromatografski uvjeti metode za odredivanje sadrzaja srodnih supstancija u
Betazon® 0,5mg/g kremi i definirane izmjene u odnosu na navedenu metodu

Izmjene u odnosu na

Metoda za odredivanje srodnih supstancija u Betazon® kremi 9
pocetnu metodu

gradijent protoka

Pumpa | min 0 11 1209 |21 |30 |30,1 |35
mL/min 10 /10 |10 |15 |15 [10 |10
Detektor | DAD, A=230 nm DAD, A=240 nm
Injektor Volumen injektiranja = 70 pL, temperatura Volumen injektiranja
autosamplera = 20°C =100 puL

Kolona | Zorbax Eclipse XDB C18, 150 x 4,6 mm, 5 um

t (kolone) | 25 °C

A = H,0 za kromatografiju R : ACN za kromatografiju
R =60 :40 (%V/V)
B = H,0 za kromatografiju R : ACN za kromatografiju
R =40:60 (%V/V)

P e 0 | 11 [209] 21 | 30 | 30,1 | 35
faza A (%
VIV) 100 O 0 0 0 100 | 100
B %
(VIV) 0O | 100 | 100 | 100 | 100 0 0
Vrugme 35 min
analize

Mati¢na otopina za pripremu poredbene otopine pripremljena je u smjesi vode za
kromatografiju R i acetonitrila za kromatografiju R u omjeru 60:40 V/V% dok su daljnja
razrjedenja pripremljena u vodi za kromatografiju R. U odnosu na pocetnu metodu, povecan
je volumen injektiranja sa 70 pL na 100 pL te je izmijenjena valna duljina detekcije s 230 nm
na 240 nm uzevsi u obzir maksimum apsorpcije betametazondipropionata (slika 6) te niske
koncentracije koje je potrebno kvantificirati. Prilikom filtriranja poredbene otopine s PTFE
filterom, na ocekivanom vremenu zadrzavanja nije detektiran pik betametazondipropionata te
je injektirana i nefiltrirana poredbena otopina gdje se pik pojavio (slika 7). Na temelju takvih
rezultata, utvrdeno je zadrzavanje betametazondipropionata na odabranom filtru pri
ispitivanoj koncentraciji (¢ = 0,0075 pg/mL) zbog cega koristenje PTFE filtera nije

prihvatljivo. U instrumentalnoj metodi odabran je sampling rate od 30 to¢aka po minuti.
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13,806 Betametazon dipropionat
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Slika 6. Apsorpcijski spektar betametazondipropionata s maksimumom apsorpcije na 240 nm
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Slika 7. Filtrirana poredbena otopina (crveno) i nefiltrirana poredbena otopina (crno, crveni
pik)

4.3. Prelazak na UPLC kromatografske uvjete

Analizom kromatograma pri HPLC uvjetima uoceno je veliko odstupanje izmedu poredbenih
otopina sa s/n omjerom manjim od 40 (tablice 9 i 10). Na temelju takvih rezultata, donesena
je odluka za prelazak na UPLC kolonu. Za daljni razvoj odabrana je Zorbax Extend C18
kolona, istog tipa (L1, oktadecil silan kemijski vezan na porozne ili keramicke mikrocestice
silika gela) kao i prethodno koristena. Pomocéu Acquity® UPLC column kalkulatora
izraunati su parametri analize nove metode, optimirani prema veliini Cestica (tablica 11).
Obzirom da je vrijeme izlaska pika betametazondipropionata prije vremena kada se mijenja
brzina protoka, ukinut je gradijent protoka. Prelaskom na tako definirane pocetne uvjete i
analizom poredbenih otopina uoc¢ena je smanjena povrSina pika stoga je volumen injektiranja

poveéan s 28 na 100 pL. Zbog relativno male Sirine pika pri novim uvjetima, U

14 Iznimka je 2. injektiranje kod LOQ 2 otopine gdje je s/n omjer 70,27.
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instrumentalnoj metodi je sampling rate promijenjen s 30 na 120 to¢aka po minuti (slika 8). U

tablici 12 prikazani su kona¢no definirani uvjeti metode.

Tablica 9: Verifikacija poredbenih otopina (c = 0,0075 pg/mL)

Oznaka Prosje¢na povrsina Odvaga Verifikaci Ja_
i * ZAHTJEV =
otopine (AU*s) (mg) s
P.0.1 1603 15,039 2133
P.0.2 1326 15,092

Tablica 10: Povrat na LOQ koncentraciji (¢ = 0,00469 pg/mL) i s/n omjer

POVRAT .
Oznaka Broj (% dobivene koncentracije | _,3/™ OmIer
i injektiranij : ZAHTIEV =
otopine injektiranja u odnosu na dobivenu) 40
ZAHTJEV =80 -120% =
L 92,02 23,18
2 87,21 29,35
3 87,32 32,92
LOQ 1 ' )
° 4 91,25 33,43
> 91,21 37,37
6 99,13 29,48
1 112,74 30,32
R 2 119,39 70,27
L 93,40 36,01
R 2 92,43 33,4

Tablica 11: Pocetni kromatografski uvjeti za UPLC prema Acquity® UPLC column

kalkulatoru
Pumpa Protok: 1,18 mL/min
Detektor DAD, A=240 nm
Injektor Y(;l(l)n;gan injektiranja = 28 pL, temperatura autosamplera
Kolona Zorbax Extend-C18, 100 x 3,0 mm, 1,8 um
t (kolone) 25°C
A = H,0 za kromatografiju R : ACN za kromatografiju
R =60 : 40 (%V/V)
B = H,0 za kromatografiju R : ACN za kromatografiju
Mobilna faza R =40:60 (%V/V)
min 0 26 |72 |73 |85
A (% VIV) 100 |0 0 100 | 100
B % (VIV) 0 100 [100 |0 0
Vrijeme analize | 8,5 min
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Tablica 12: Uvjeti kromatografiranja nakon optimizacije metode

Pumpa Protok: 0,75 mL/min

Detektor DAD, A2=240 nm

Volumen injektiranja = 40 pL, temperatura

Inij3 <oy autosamplera = 20 °C

Kolona Zorbax Extend-C18, 100 x 3,0 mm, 1,8 um

t (kolone) 25°C

H20 za kromatografiju R : ACN za

Mobilna faza kromatografiju R = 40 : 60 (%V/V)

Vrijeme analize | 8 min
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0,0014
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0,0012
0,0011
50,0010
<0,0009
0,0008
0,0007
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0,000
0,0004
010003

315 320 325 330 335 340 345 350 355 360 365 370 375 380 385 390 395 400 405 410 415 420 425 430

Minutes

Slika 8. Pik betametazondipropionata pri sampling rate-u od 120 to¢aka po minuti (plava) i 30
to¢aka po minuti (crna, crveni pik)

4.4. Optimiranje protoka

U cilju smanjenja vremena zadrZavanja betametazondipropionata odnosno skraéenja trajanja
analize, isprobane su promjene u gradijentu mobilne faze kao i promjene protoka (tablice 13 i
14, slika 9). Najpogodnijim se pokazala izokratna metoda s mobilnom fazom = voda za
kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R u omjeru 40/60 (V/V%) i protokom 0,75
mL/min (tablica 13). Kod metode s tako definiranim parametrima, povrSina pika
betametazondipropionata je najveca, uz zadovoljavajuée vrijeme zadrzavanja (oko 2,7
minuta) te ostale parametre. S definiranom mobilnom fazom i protokom, vrijeme analize

skrac¢eno je na 6 minuta.
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(c=0,375 pg/mL)

Tablica 13: Optimiranje protoka (ispitano na osnovnoj otopini betametazondipropionata

Protok Sastav - % .
Metoda (mL/min) | mobilne faze Povrsina (AU*s) k As
pocf;gi‘ogw 1,18 gradijent* 68906 5056 | 1,021
1 1 100% B 76671 2,496 1,132
2 1,18 100% B 64028 2,006 1,139
3 1,18 gradijent* 63581 4,102 1,072
4 1,18 gradijent* 62233 3,847 1,104
0 0,
5 1 25% g’ 5% 72044 4,143 1,135
6 0,75 100% B 89946 3,56 1,155
7 0,8 100% B 83332 3,304 1,169

pocetna UPLC metoda
t/min 0 2,6 7,2 7,3 8,5
% A 100 0 0 100 100
% B 0 100 100 0 0
metoda 3
t/min 0 1,5 7,2 7,3 8,5
% A 100 0 0 100 100
% B 0 100 100 0 0
metoda 4
t/min 0 2,6 7,2 7,3 8,5
% A 50 0 0 100 100
% B 50 100 100 0 0

Tablica 14: Gradijent mobilne faze za poc¢etnu UPLC metodu, metodu 3 i metodu 4
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Slika 9. Pikovi betametazondipropionata pri razli¢itim izokratnim uvjetima kromatografiranja:
voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R = 40/60 (V/V%), protok 1,18
mL/min (ljubicasta),

voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R
mL/min (crvena),

voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R
mL/min (smeda),

voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R = 40/60 (V/V%), protok 0,75
mL/min (roza),

voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R
mL/min ( ),

voda za kromatografiju R : acetonitril za kromatografiju R
mL/min (crna).

40/60 (VIV%), protok 1,0

40/60 (VIV%), protok 0,8

45/55 (VIV%), protok 1,0

50/50 (V/IV%), protok 1,0

4.5. Ispitivanje utjecaja filtera

Ispitan je i utjecaj razli¢itih filtera. Upotrebljeni su PTFE SRP 0,45 pum, PTFE SRP 0,2 pm,
PTFE 0,2 pm, RC 0,2 pm i GHP 0,2 um, PES 0,22 um, PVDF 0,45 pm, PA 0,45 um, GF 0,7
pm. Od navedenih filtera, pik betametazondipropionata pojavio se samo prilikom filtracije s
RC i PA filterom ali se povr$ine filtrirane i nefiltrirane otopine razlikuju za 20% odnosno
50% te se odustalo od primjene filtera, a uvedena je pretkolona Eclipse Plus C18 5x2,1 mm,
1,8 um, prema preporuci dobavljaca, obzirom da za koristenu kolonu ne postoji definirana

pretkolona (tablica 15).
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Tablica 15: Signali filtriranih i nefiltriranih otopina te razlika u odgovorima

POVRSINA | POVRSINA .
nefiltrirane filtrirane N calis Razlika u :
' poredbene : Zahtjev/
Filter poredbene poredbene . odgovorima o
- - otopine - zakljucak
otopine otopine (ug/mL) (% razlike)
(AU*3) (AU*3) H9
PTFE 0,2 um nema pika n.p.
PTFE SEP 045 nema pika n.p. Zahtjev:
PTFE SRP 0,2 . razlika u
um 1827 nema pika n.p. oo_Igo_vorlm_a
PTFE CHR 0.2 filtrirane i
m ’ nema pika n.p. nefiltrirane
H ~0.0075 Otopine
RC 0,2 um 1404 23,2 <2.0%/
GHP 0,2 um nema pika n.p. Zakljudak:niti
PES 0,22 um nema pika n.p. jedan filter ne
PVDF 0,45 um 1971 nema pika n.p. udovoljava
PA 0,45 pm 1013 n.p. zahtjevu,
GF 0,7 um nema pika n.p. oto__plnﬁlse_ ne
PTFE 0,2 pm 72901 19933 027 13 smiju filtrirati
RC 0,2 pm 22311 ’ 2,7

4.6. Selektivnost

Selektivnost metode ispitana je na placebo uzorku bez betametazondipropionata za Betazon®

kremu i na placebo uzorku bez betametazondipropionata za Betazon® mast, sredstvima za

¢idéenje (razrijedenim®) Cosa CIP 95, Cosa CIP 72, slijepoj probi brisa, slijepim probama

brisa na inoksu, silikonu Advanta Pure i silikonu Plutone Bio. Niti jedan materijal i sredstvo,

kao niti placebo uzorci kreme i masti nisu interferirali s pikom betametazondipropionata

(slike 10 i 11). Za slijepi bris silikona i inoksa, kao sredstvo za skidanje i ekstrakcijsko

sredstvo koristena je voda za kromatografiju R, stoga je u validaciji bilo potrebno potvrditi

rezultate na otapalu 10%-tnoj otopini etanola u vodi i sredstvu za skidanje etanolu (96%) R

(za bris). Slijepi ispirak na inoksu nije ispitan zbog manje kriti¢nosti parametra od slijepog

brisa inoksa.

15 Koncentracije otopina deterganata u ispitivanju bile su realno previsoke, ali kako ni tako koncentrirane nisu
imale utjecaj na selektivnost, ispitivanje za nize koncentracije nije provedeno.
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Slika 10. Selektivnost: otapalo (tamno plava), placebo kreme ( ), placebo masti
( ), poredbena otopina (crna, crveni pik), ,,suhi“ slijepi bris (ljubicasta), slijepi bris

silikon Advanta Pure (mornarska plava), slijepi bris silikon Plutone Bio (tamno zelena),
slijepi bris inoks (smeda)
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Slika 11. Selektivnost - otopina Cosa CIP 72 ( , otopina Cosa CIP 95 (plava),
poredbena otopina (crna, crveni pik)

4.7. Brisevi na silikonu Advanta Pure

Ispitan je povrat za cijepljeni bris te za briseve sa silikona Advanta Pure cijepljenog sa
otopinom betametazondipropionata. U tablici 16 navedeni su povrati za cijepljene briseve u
razli¢itim otapalima. Isprobane su razli¢ite kombinacije sredstava za skidanje te ekstrakcijskih
otapala, ali niti jednom kombinacijom nije dobiven povrat ve¢i od 30 % (tablica 17). Obzirom

na nizak povrat pri ispitivanim koncentracijama (¢ = 0,0064 pg/mL), ispitan je povrat na
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ve¢im koncentracijama (¢ = 0,64 pg/mL, 0,2565 pg/mL i 0,27 pg/mL) kako bi utvrdili uzrok
niskog povrata: zadrzavanje betametazondipropionata na silikonu, niska prethodno mjerena
koncentracija ili kombinacija tih uzroka. Prelaskom na vise koncentracije, smanjen je
volumen injektiranja sa 100 pL na 40 pL nakon prve analize s ciljem poboljsanja izgleda
pika. Na temelju rezultata eksperimenta, a zbog utvrdenog niskog faktora iskoristivosti i
ograni¢enja metode pri nizim koncentracijama/ limitima, odobren je prelazak na viSe
vrijednosti koncentracija/ limital®!’ koje su izradunate na temelju maksimalnog dopustenog
prijenosa tvari (MAC). Kao sredstva za skidanje koriSteni su aceton R, etanol (96%) R i
acetonitril za kromatografiju R ¢iji rezultati se nisu znacajno razlikovali pa je kao sredstvo za
skidanje odabran etanol (96%) R kao najmanje toksi¢no/ Skodljivo otapalo. Odabirom 10%
otopine EtOH u vodi kao otapala, na temelju rezultata cijepljenog brisa (tablica 18) definirani
su i otapalo i sredstvo za skidanje te su ispitani povrati za razli¢ite modificirane postupke
uzorkovanja brisom (tablica 19). Zbog pojave nepoznatog pika u 6-toj minuti vrijeme analize
produzeno je na 8 minuta. Na temelju odluke o primjeni jednonamjenskih (eng.dedicated)

silikonskih cijevi, brisevi silikona Advanta Pure nisu usli u fazu validacije.

Tablica 16: Povrat cijepljenih briseva, nizi limiti (teoretska koncentracija iznosi oko 0,0064

Hg/mL)
POVRAT
Otapalo za ekstrakciju (% dobivene koncentracije u Komentar
odnosu na dodanu)
Ekstrakcija
voda za kromatografiju R 49,55 betametazondipropionata
provedena je na tresilici
Ekstrakcija
voda za kromatografiju R 46,32 betameta;ondlproplonz%ta .
provedena je na ultrazvucnoj
kupelji
5 - .
10% otopina EtOH u vodi, 83.30
1. priprema /
10% otopina EtOH u vodi,
. 82,14
2. priprema
mobilna faza, 1.priprema 114,32 Za obje pripreme cijepljenog
brisa u mobilnoj fazi izgled pika
mobilna faza, 2. priprema 90,52 je 108, s/n omjer <40 te broj

teoretskih tavana <2000

18 | imiti za ispirke na viSoj koncentraciji su u rasponu od 0,2269 pug/mL do 0,3479 pg/mL (materijal inoks) dok
limit za bris na visoj koncentraciji iznosi 0,0385 pg/cm? betametazondipropionata (materijali silikon i inoks).
17 Sukladno novim limitima prilagodene su koncentracije i priprema otopina.
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Tablica 17: Povrat briseva s cijepljenog silikona Advanta Pure, nizi limiti (teoretska
koncentracija iznosi oko 0,0064 pg/mL)

POVRAT
Sredstvo za Ekstrakcijsko (% dobivene oo
. .. Zakljucak
skidanje otapalo koncentracije u
odnosu na dodanu)
voda za voda za 24,66
kromatografiju R | kromatografiju R 0,00 Niti jedna
voda za kombinaciia nii
MF . 28.80 ombinacija nije
kromatografiju R uspjela dati povrat
6 voda za 21,72 veéi od 30%, a
EtOH (96%) R kromatografiju R 0,00 signal mjeren pri
ACN za voda za 23,21 takvom povratu je
kromatografiju R | kromatografiju R 0,00 nizi od LOQ
10% otopina EtOH 23,96 signala
0,
EtOH (96%) R u vodi 21,73

Tablica 18: Povrat cijepljenih briseva na viSim limitima (teoretska koncentracija iznosi oko

0,2565 pg/mL)

POVRAT
Otapalo K Ve retska_l_ . dOb“’e.f‘e Zakljucak
oncentracija koncentracije u
odnosu na dodanu)
ME tresilica, ¢ = 86,43 Tresilica i ultrazvuk daju
0,2565 ug/mL 85,46 ekvivalentne rezultatestoga je za
uzvVv,c= 87,55 fazu ekstrakcije odabrana
MF 0,2565 ug/mL 84,71 tresilica kao jednostavnija
tresilica,c = 67,14 metoda; mobilna faza daje
1% aceton 0,2565 pg/mL 68.53 najbolji povrat (recovery), ali je
70,56 pik razvucen, a broj teoretskih
tavana oko 6000; otapala 1%
10% otopina tresilica, ¢ = ace_ton‘i 10%0 otopina EtOH u
EtOH u vodi 0.2593 pg/mL 77,08 vodi daju sli¢ne kromatograme

pa je zbog veceg povrata i

manje Skodljivosti odabrana

10% otopina EtOH u vodi
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Tablica 19: Povrat briseva s cijepljenog silikona Advanta Pure pomoc¢u etanola (96%) R kao
sredstva za skidanje i 10% otopine etanola u vodi kao sredstva za ekstrakciju

POVRAT
Postupak skidanja | (% dobivene koncentracije u Zakljucak
odnosu na dodanu)
23,31
Bris standardno 25,24
23,22
Srednja vrijednost 23,92
RSD (%)
ZAHTIJEV: <20% 4,78
24,11
Bris trljanje!® 29,25
25,82
Srednja vrijednost 26,39 Najbolje rezultate uz
RSD (%) prihvatljivo odstupanje
Z AHTIEV: <20% 9,92 daje bris Spricanje te je
: uz povrat vec¢i od 50%
48,55 udovoljen zahtjev
Bris $pricanje®® 58,50 smjernice za validaciju
Cis¢enja (PDA, 2012)
60,08
Srednja vrijednost 55,71
RSD (%)
ZAHTJEV: <20% 11,22
46,05
Bris x22° 45,54
43,68
Srednja vrijednost 45,09
RSD (%) 578
ZAHTJIEV: <20% ’

18 Bris trljanje ukljucuje utrljavanje etanola na silikonsku plo¢icu prije prebrisavanja.
19 Bris $pricanje ukljucuje $pricanje povrsine silikonske plo€ice prije prebrisavanja.
20 Bris 2x ukljuuje prebrisavanje povrsine s 2 brisa.



4.8. Bris i ispirak na inoksu

Definiranjem sredstava za skidanje i ekstrakciju za bris sa silikona Advanta Pure, ista
kombinacija isprobana je i na brisu inoksa (tablica 20), s tim da se postupak skidanja nije
modificirao. Nakon odluke o primjeni jednonamjenskih cijevi silikona za proizvodnju
Betazon® kreme i Betazon® masti isprobana je i kombinacija skidanja
betametazondipropionata s inoksa pomocu sredstva za skidanje vode za kromatografiju R u
ekstrakcijskom sredstvu vodi za kromatografiju R. Utvrdena je nestabilnost
betametazondipropionata u vodi na temelju velikog odstupanja u signalima poredbenih
otopina u vodi i velikog odstupanja izmedu 6 priprema ispirka s inoksa (RSD >20%).
Definirana je priprema poredbenih otopina na na¢in da se osnovna otopina ili mati¢na otopina
priprema u mobilnoj fazi, a daljnja razrjedenja u 10% otopini etanola u vodi. Kao kona¢ni-
referentni rezultati za bris uzeti su oni s etanolom (96%) R kao sredstvom za skidanje i 10%
otopinom etanola u vodi kao sredstvom za ekstrakciju. Zbog ranije navedene nestabilnosti,
uzorci ispirka nakon provedenog postupka ispiranja s vodom morali su biti stabilizirani
dodatkom etanola tako da je na kraju koncentracija etanola u uzorcima iznosila 10%?2%. Tim
postupkom dobiveni su rezultati s prihvatljivim odstupanjem i zadovoljavaju¢im povratom
prikazani u tablici 21. Na inoksu se pojavljuje i pik s viemenom zadrzavanja oko 2,4 minute,
ali je razlu¢ivanje nepoznatog pika i pika betametazondipropionata >3 (zahtjev: >1.5) pa taj

pik ne utjece na analizu (slika 12).

Tablica 20: Bris na cijepljenom inoksu s etanolom (96%) R kao sredstvom za skidanje i 10%
otopinom etanola u vodi kao ekstrakcijskim sredstvom

POVRAT
(% dobivene koncentracije u odnosu na Zakljucak
dodanu)
53,55
Bris 55,13 Zadovoljavajuci
59,58 povrat (>50%) uz
65,08 prihvatljivo
95,94 odstupanje
48,22 (RSD <20%)
Srednja vrijednost 56,25
RSD (%) 10,13

21 Koncentracija od 10% ne odnosi se na volumni udio etanola, ve¢ je imenovana tako radi razlikovanja i
jednostavnosti.
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Tablica 21: Ispirak cijepljenog inoksa nakon provedene stabilizacije s 50% otopinom etanola

u vodi
POVRAT Zakljucak
(% dobivene koncentracije u odnosu na
dodanu)
80,32
Ispirak 63,24 o
65,18 Zadovoljavajuci
62 45 povrat (>50%) uz
6491 prihvatljivo
6466 odstupanje
: RSD <20%
Srednja vrijednost 66,79 ( )
RSD (%) 10,04

0,0026:
0,0024
0,0022
0,0020
0,0018
0,0016
- 00014
< 0,0012
0,0010
0,0008
0,0006:
0,0004:
0,0002
0,0000

tametazon dipropionat - 2,686

0,000,200,400,600,80 1,00 1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60 2,80 3,00 3,20 3,40 3,60 3,80 4,00 4,20 4,40 4,60 4,80 5,00 5,20 5,40 5,60 5,80 6,00 6,20 6,40 6,60 6,80 7,00 7,20 7,40 7,60 7,80 8,00
Minutes

Slika 12. Kromatogram ispirka sa stabilizacijom; razlucivanje za nepoznati pik i pik
betametazondipropionata iznosi 3,358

4.9. Rezultati validacije UPLC metode

Validacija analiticke metode za vrednovanje procesa CiS¢enja opreme nakon proizvodnje
Betazon ® kreme i Betazon ® masti provedena je u laboratoriju odjela Istrazivanje i razvoj
(Razvojna analitika) JGL d.d. nakon razvoja metode, prema utvrdenom validacijskom
protokolu. Specifikacijski leveli za ostatke betametazondipropionata su: ne vise od 0,0385
ng/cm? za bris (0,257 pg/mL s ekstrakcijskim volumenom otapala od 15 mL na povrini od
100 cm?) i 0,2269 — 0,3479% ug/mL za ispirke (0,27 pg/mL koristeno je kao referentna

vrijednost). Materijal na kojem je provedena validacijska studija je inoks.

22 Qvisno o vrsti opreme.
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4.9.1. Selektivnost

Selektivnost metode ispitana je injektiranjem sljedeCih otopina: otapala, slijepog brisa,
sredstava za CiS¢enje Cosa CIP 72 i Cosa CIP 95, placeba Betazon® kreme, placeba
Betazon® masti, poredbene otopine, cijepljenog brisa i cijepljenog ispirka (slike 13-21).

AU
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Minutes

Slika 13. Kromatogram otapala
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Slika 14. Kromatogram slijepog brisa
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15. Kromatogram otopine sredstva za ¢is¢enje Cosa CIP 72
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16. Kromatogram otopine sredstva za ¢iS¢enje Cosa CIP 95
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17. Kromatogram otopine placeba Betazon® kreme
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Slika 18. Kromatogram otopine placeba Betazon® masti
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Slika 19. Kromatogram poredbene otopine betametazondipropionata
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Slika 20. Kromatogram cijepljenog brisa
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Slika 21. Kromatogram cijepljenog ispirka

Komentar: na kromatogramima otapala, slijepe probe brisa, otopina za ¢is¢enje Cosa CIP 72
i Cosa CIP 95, otopina placeba Betazon® kreme i Betazon® masti nema pikova koji
koeeluiraju/ interferiraju s pikom betametazondipropionata. Rezultati odgovaraju Kriteriju

selektivnosti metode.

4.9.2. Preciznost ili pouzdanost

4.9.2.1. Preciznost instrumenta

Preciznost instrumenta izraCunata je na temelju povrSine pika betametazondipropionata u 6

ponovljenih injektiranja poredbene otopine u istom LC sustavu (tablica 22). Relativna

standardna devijacija (RSD (%)) koriStena je kao indikator preciznosti instrumenta.
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Tablica 22: Preciznost instrumenta (poredbena otopina)

Uzorak iI:jeedkr';:rz:lc}é\ Povrsina pika (AU*s)
1 23792
2 23748
poredbena otopina 3 23613
4 23586
5 23638
6 23662

Srednja vrijednost 23673,2
Standardna devijacija 80,38
Relativna standardna devijacija (RSD)(%b) 03
(Zahtjev: <5,0%) ’
Preciznost instrumenta ODGOVARA

Komentar: Rezultati analize odgovaraju kriteriju preciznosti instrumenta.

4.9.2.2. Preciznost metode (ponovljivost)

Preciznost metode (ponovljivost) ispitana je analizom 6 cijepljenih briseva i 6 cijepljenih

ispiraka (tablice 23 i 24). IzraCunat je povrat izmedu teoretske koncentracije (dodane) i

analizirane koncentracije (dobivene). Relativna standardna devijacija (RSD (%)) koristena je

kao indikator ponovljivosti.

Tablica 23: Ponovljivost - brisevi

. Dodana Dobivena
Uzorak/broj K .. K tracii Povrat
pripreme oncentracija oncentracija (%)
(ng/mL) (ng/mL)
cijepljeni bris/ 1 0,230203 84,5
cijepljeni bris/ 2 0,230444 84,6
cijepljeni bris/ 3 0,228921 84,0
Gijepljen bris/ 4 0,272506 0,231512 85.0
cijepljeni bris/ 5 0,234543 86,1
cijepljeni bris/ 6 0,230758 84,7
Srednja vrijednost (%) 84,8
Standardna devijacija 0,7
RSD (%) 08
(Zahtjev: < 20.0%) ’
Interval pouzdanosti (P=95%) 84,8 +0,7
Preciznost metode ODGOVARA
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Tablica 24: Ponovljivost - ispirci

Uzorak/broj Dodana__ Doblvenq_ Povrat
. koncentracija koncentracija
pripreme (%)
(ng/mL) (ng/mL)
cijepljeni ispirak/ 1 0,272048 98,1
cijepljeni ispirak/ 2 0,275420 99,3
cijepljeni ispirak/ 3 0,275017 99,1
cijepljeni ispirak/ 4 0.277412 0,274860 99.1
cijepljeni ispirak/ 5 0,275545 99,3
cijepljeni ispirak/ 6 0,272462 98,2
Srednja vrijednost (%) 98,9
Standardna devijacija 0,6
RSD (%) 06
(Zahtjev: < 20.0%) '
Interval pouzdanosti (P=95%0) 98,9+ 0,6
Preciznost metode ODGOVARA

Komentar: Rezultati analize odgovaraju kriteriju preciznosti metode (ponovljivosti).
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4.9.2.3. Transfer metode (obnovljivost)

Pripravljeno je 6 uzoraka cijepljenih briseva od strane 2 analiti¢ara iz dva razli¢ita laboratorija
(Istrazivanje i razvoj te Kontrola kvalitete) i analizirano je na 2 razli¢ita instrumenta (tablica
25). Izracunat je povrat izmedu teoretske koncentracije (dodane) i analizirane koncentracije
(dobivene). Relativna standardna devijacija (RSD (%)) izmedu povrata za svakog analiti¢ara

koristena je kao indikator obnovljivosti.

Sukladno validacijskom protokolu, transfer metode ispitan je samo na uzorcima cijepljenog

brisa.

Tablica 25: Transfer metode

Povrat Povrat
.. Analiti¢ar 1 — Istrazivanje | Analiti¢ar 2 — Kontrola
Uzorak/ broj pripreme . - :
| razvoj kvalitete
(%) (%)
cijepljeni bris/ 1 84,5 81,8
cijepljeni bris/ 2 84,6 83,1
cijepljeni bris/ 3 84,0 84,6
cijepljeni bris/ 4 85,0 84,4
cijepljeni bris/ 5 86,1 84,1
cijepljeni bris/ 6 84,7 82,2
Srednja vrijednost 84,8 83,4
Standardna devijacija 0,7 1,2
RSD (%)
(Zahtjev: < 20.0%) 0.8 14
Relativna razlika izmedu
analiticara 1 i analiti¢ara 2 (%) 1,42
(Zahtjev: = 20%)
Transfer metode ODGOVARA

Komentar: rezultati analize odgovaraju kriteriju obnovljivosti metode.

4.9.3. Tocnost

Ispitivanje toc¢nosti provedeno je u triplikatu za 3 koncentarcije cijepljenog brisa: 50, 100 i
200% od koncentracije poredbene otopine, i u triplikatu za 5 koncentracija cijepljenog ispirka:
15 (LOQ), 50, 100, 150 i 200% od koncentracije poredbene otopine (tablice 26 i 27). To¢nost
metode izracunata je kao povrat izmedu teoretske koncentracije (dodane) i analizirane

koncentracije (dobivene). Prosjecni povrat i RSD (%) izracunati su za svaku koncentraciju.
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Rezultati:

Tablica 26: To¢nost metode — brisevi

. Prosjecni povrat po
Uzorak/ K Dodana__ K Doblvenq_ Povrat kf)ncenlt)raciji g RSD
koncentracija oncentracija | koncentracija (%) (%) (%)
(ng/mL) (ng/mL) (Zahtjev: 60-130%)
cijepljeni bris/ 0,134472 0,110432 82,1
50% 0,133348 0,111949 84,0 82,4 1,7
0,132732 0,107676 81,1
cijepljeni bris/ 0,266565 0,219677 82,4
100% 0,264338 0,219180 82,9 82,4 0,6
0,263118 0,215370 81,9
cijepljeni bris/ 0,535544 0,461480 86,2
200% 0,531513 0,466940 87,9 86,8 1,0
0,525744 0,454579 86,5
Prosje¢ni povrat (n=9) (%)
(Zahtjev: 60-13006) | 09r° ODGOVARA
Tablica 27: To¢nost metode - ispirci
. Prosje¢ni povrat po
’ Uzo rak/__ ko nchg?rnaiij al k oaggrll\t/?ggj a Povrat koncentraciji RSD
oncentracija /mL) (ng/mL) (%) _ (%) (%)
(ng/m Hg (Zahtjev: 60-130%)
Cijepljeni ispirak/ 0,041042 0,040609 98,9
LOQ 0,041463 0,040833 98,5 98.8 0.3
0,041112 0,040650 98,9
Ciiepljeni ispirak/ 0,136807 0,135875 99,3
50% 0,138211 0,136796 99,0 99.9 1.3
0,137041 0,138870 101,3
Ciijepljeni ispirak/ 0,273614 0,273405 99,9
100% 0,276422 0,272166 98,5 99.7 1.2
0,274082 0,276171 100,8
Cijepljeni 0,410420 0,406759 99,1
ispirak/150% 0,414632 0,409603 98,8 99.5 0.9
0,411122 0,413192 100,5
Ciijepljeni ispirak/ 0,547227 0,537966 98,3
150% 0,552843 0,547373 99,0 99.5 1.6
0,548163 0,555202 101,3
Prosje¢ni povrat (n=15) (%0)
o ahtjev: 60-1300) | 995 ODGOVARA

Komentar: rezultati analize odgovaraju kriteriju tocnosti metode.
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4.9.4. Linearnost

Ispitivanje linearnosti provedeno je u triplikatu za 5 koncentracija: 15 (LOQ), 50, 100, 150 i
200% od koncentracije poredbene otopine (tablica 28 i slika 12). Linearnost metode izrazena
je jednadzbom regresijskog pravca, odsjeckom na osi y, koeficijentom determinacije i

korelacijskim koeficijentom.
Linearnost regresije prikazana je matematickim modelom jednadzbe pravca y = ax + b.

Rezultati su prezentirani tabli¢no i grafickim prikazom kalibracijskog pravca.

Tablica 28: Linearnost metode

Koncentracija Koncentracija Povrsina pika
(pg/mL) (AU*s)
0,041042 3898
LOQ 0,041463 3920
0,041112 3902
0,136807 13043
50% 0,138211 13131
0,137041 13330
0,273614 26244
100% 0,276422 26125
0,274082 26510
0,410420 39045
150% 0,414632 39318
0,411122 39662
0,547227 51639
200% 0,552843 52542
0,548163 53294
JednadZba regresijskog pravca y = 95518x + 13.54
Nagib 95518
Odsjecak na y-osi 13.54
Koeficijent determinacije (R?) 0.9996
Korelacijski koeficijent (r)
(Zahtjev: min 0,99) 0.9998
Linearnost metode ODGOVARA
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Slika 12. Linearnost metode — kalibracijski pravac

Komentar: Rezultat analize odgovara kriteriju linearnosti metode.

4.9.5. Radno podrucje

Podaci iz ispitivanja linearnosti i to¢nosti metode iskoriSteni su za definiranje radnog podrucja

metode.

Radno podrugje iznosi od 15% (LOQ) do 200% koncentracije poredbene otopine Sto

odgovara koncentracijskom rasponu od 0,04 — 0,54 pg/mL betametazondipropionata.

Komentar: Rezultati analize odgovaraju kriteriju radnog podrucja metode.

4.9.6. Otpornost ili izdrzljivost

Stabilnost otopina

Stabilnost otopina ispitana je na poredbenoj otopini, slijepoj probi brisa i cijepljenom brisu

100% 2, pohranjenima na sobnoj temperaturi i u hladnjaku (2-8°C). Slijepa proba brisa

23 Jedan set pripravaka uklju¢ivao je dodatak otapala odmah nakon cijepljenja, dok je drugom setu otapalo
dodano tek prije analize; detalji su opisani u poglavlju Materijali i metode.
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promatrana je zbog moguce pojave dodatnog pika/dodatnih pikova koji bi mogli interferirati s

pikom betametazondipropionata.

Rezultati su prikazani kao relativna devijacija izmedu povrsine pika u vremenu t=0 i povrSine

nakon odredenog vremena koje je proteklo od pripreme otopina (tablice 29-34).

Za stabilnost cijepljenog ispirka 100% koriSteni su rezultati za poredbenu otopinu obzirom da

im je nacin pripreme identic¢an.

Tablica 29: Stabilnost poredbene otopine/cijepljenog ispirka 100% na sobnoj temperature (15

—25°C)
Relativna devijacija
Uzorak Proteklo vrijeme Povrsina pika od pocetne
(h) (AU*s) vrijednosti
(Zahtjev: <15%)
poredbena otopina/ 2(11 gggzg ggg
C'JEp'JfO”O'O}:p"ak 48 26085 1,08
72 26086 1,08
Stabilnost poredbene otopine/ cijepljenog ispirka 100% na sobnoj ODGOVARA

temperaturi

Tablica 30: Stabilnost poredbene otopine/cijepljenog ispirka 100% u hladnjaku (2 — 8°C)

Proteklo vrijeme

Povrsina pika

Relativna devijacija
od pocetne

SEBIELS ) (AU*s) vrijednosti
(Zahtjev: <15%)
. 0 26370 0.0
il —
jep J1 000/OIO 48 26248 0,46
72 26043 1,24
Stabilnost poredbene otopine/ cijepljenog ispirka 100% u ODGOVARA

hladnjaku
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Tablica 31: Stabilnost cijepljenog brisa 100% na sobnoj temperaturi (15 — 25°C)

Proteklo vrijeme

Povrsina pika

Relativna devijacija
od pocetne

SEBIELS (h) (AU*s) vrijednosti
(Zahtjev: <15%)
0 22069 0,00
Ciijepljeni bris 100% = 2 3
72 21325 3,37
Stabilnost cijepljenog brisa 100% na sobnoj temperaturi ODGOVARA

Tablica 32: Stabilnost cijepljenog brisa 100% u hladnjaku (2 — 8°C)

Proteklo vrijeme

Povrsina pika

Relativna devijacija
od pocetne

S ) (AU*s) vrijednosti
(Zahtjev: <15%)
0 22069 0,00
T 24 20734 6,05
Cijepljeni bris 100% 48 50442 737
72 21030 4,71
Stabilnost cijepljenog brisa 100% u hladnjaku ODGOVARA

Tablica 33: Stabilnost ,,suhog® cijepljenog brisa 100% na sobnoj temperaturi (15 — 25°C)

Uzorak

Proteklo vrijeme

Povrsina pika

Relativna devijacija
od pocetne

(h) (AU*s) vrijednosti
(Zahtjev: <15%)
0 22069 0,00
“Suhi” cijepljenti bris 24 23464 6,32
100% 48 29636 34,29
72 26052 18,05
Stabilnost “suhog”cijepljenog brisa 100% na sobnoj temperaturi ODGO\;’:\hRA kroz
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Tablica 34: Stabilnost ,,suhog™ cijepljenog brisa 100% u hladnjaku (2 — 8°C)

Relativna devijacija
Proteklo vrijeme Povrsina pika od pocetne
SEBIELS (h) . (AU*sl)) Vl’ij%anSti
(Zahtjev: <15%)
0 22069 0.00
“Suhi” cijepljeni bris 24 24450 10.79
100% 48 22692 2.82
72 23651 7.17
Stabilnost “suhog”cijepljenog brisa 100% u hladnjaku ODGOVARA

Komentar: Rezultati odgovaraju kriteriju stabilnosti otopina.

Rezultati pokazuju da su poredbena otopina, cijepljeni ispirci i cijepljeni brisevi stabilni

tijekom najmanje 72 sata na sobnoj temperature (15 — 25°C) i u hladnjaku (2 — 8°C).

“Suhi” cijepljeni brisevi stabilni su tijekom 24 sata na sobnoj temperature (15 - 25°C) i

najmanje tijekom 72 sata u hladnjaku (2 — 8°C).

Za vrijeme ispitivanja stabilnosti, na kromatogramu slijepe probe brisa nije uocen niti jedan

pik koji bi mogao interferirati s pikom betametazondipropionata.

4.9.7. Limit detekcije (LOD)

Limit detekcije odreden je na temelju omjera signala i Suma minimalne vrijednosti 3 za pik

betametazondipropionata (tablica 35).

Tablica 35: Limit detekcije

Koncentracija

Povrsina pika

(ng/mL) Broj pripreme (AU*s) s/n omjer
1 1986 69
1908 97
0,02 5 1930 118
(7%) 2003 90
3 2029 93
2045 77
Srednja vrijednost 1984 91
Omjer signala i Suma (Zahtjev: >3) ODGOVARA
0.02 pg/mL

LIMIT DETEKCIJE

(7 %)
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Komentar: Limit detekcije metode odreden je na koncentraciji od 0,02 ug/mL §to odgovara

7% vrijednosti koncentracije poredbene otopine. Omjer signala i Suma za pik

betametazondipropionata pri ispitivanoj koncentraciji je 91.

4.9.8. Limit kvantifikacije (LOQ)

Limit kvantifikacije odreden je na temelju omjera signala i Suma minimalne vrijednosti 10 za

pik betametazondipropionata (tablica 36) te povrata na toj koncentraciji (tablica 37).

Tablica 36: Limit kvantifikacije — omjer signala i Suma

Koncentracija Broj pripreme Povrsina pika s/n omjer
(ng/mL) (AU*s)

1 3918 293

3878 223

0,04 5 3909 146

(15%) 3930 267

3 3938 164

3866 141

Srednja vrijednost 3907 206

Omjer signala i Suma (Zahtjev: >10) ODGOVARA
0.04 pg/mL
LIMIT KVANTIFIKACIJE (15 %)
Tablica 37: Limit kvantifikacije — povrat
K . Dodana Dobivena
oncentracija L .. - Povrat
(ng/mL) Broj pripreme | koncentracija koncentracija (%)
(ng/mL) (ng/mL)
0.04 1 0.041042 0.040609 98,9
(lé% ) 2 0.041463 0.040833 98,5
3 0.041112 0.040650 98,9
Srednja vrijednost (%) 98,8
Povrat
(Zahtjev: 80,0 — 120,0%) | OPCOVARA
0.04 pg/mL
LIMIT KVANTIFIKACIJE (15 %)
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Komentar: Limit kvantifikacije metode odreden je na koncentraciji od 0,04 pg/mL S§to

odgovara 15% vrijednosti koncentracije poredbene otopine. Omjer signala i Suma za pik

betametazondipropionata pri ispitivanoj koncentraciji je 206.

4.9.9. Faktor iskoristivosti

Faktor iskoristivosti odreden je na specifikacijskom levelu za materijal inoks.

Otopina betametazondipropionata pripremljena je, i u obliku kapljica smjeStena na 6 ploha

inoks ploce (povrsina 100 cm?) za odredivanje faktora iskoristivosti brisa te na dno 6 inoks

¢asa (povrsina 44,2 cm?) za odredivanje faktora iskoristivosti ispirka. Nakon susenja,

uzorkovanje je provedeno brisom na inoks plo¢i i ispiranjem u inoks ¢aSama.

Izraunat je povrat izmedu teoretske (dodane) i stvarne (dobivene) koncentracije

betametazondipropionata te prosje¢ni povrat i RSD (%) za svih 6 replikata oba tipa uzorka

(tablice 38 i 39).

Tablica 38: Povrat za bris - inoks ploca

U . Dodana Dobivena
zorak/ broj K .. K tracii Povrat
pripreme oncentracija oncentracija (%)
(pg/mL) (pg/mL)
Bris/ 1 0,181791 70,3
Bris/ 2 0,163411 63,2
Bris/ 3 0,156676 60,6
Bris/ 4 0,258413 0,160239 62,0
Bris/ 5 0,152536 59,0
Bris/ 6 0,163432 63,2
Srednja vrijednost (%) 63,1
Standardna devijacija 3,9
RSD (%) 6.2
(Zahtjev: <20%) '
Faktor iskoristivosti brisa ODGOVARA
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Tablica 39: Povrat za ispirak - inoks casa

Uzorak/ broj Dodana__ Doblvenq_ Povrat
. koncentracija koncentracija
pripreme (%)
(ng/mL) (ng/mL)
Ispirak/ 1 0,097921 56,5
Ispirak/ 2 0,100015 57,7
Ispirak/ 3 0,107000 61,7
Ispirak/ 4 0,173289 0,100984 58,3
Ispirak/ 5 0,105588 60,9
Ispirak/ 6 0,103062 59,5
Srednja vrijednost (%) 59,1
Standardna devijacija 2,0
RSD (%) 34
(Zahtjev: <20%) ’
Faktor iskoristivosti ispirka ODGOVARA

Komentar: Rezultati odgovaraju kriteriju za odredivanje faktora iskoristivosti.

Faktori iskoristivosti iznose:

Za bris — inoks: 0,63 (63,1%)
Za ispirak — inoks: 0,59 (59,1%)
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5. Zakljucci



10.

11.
12.

Razvijena je i validirana UPLC metoda za vrednovanje procesa ¢is¢enja opreme nakon
proizvodnje Betazon® kreme i Betazon® masti

Metoda je razvijena na koncentracijama odredenim maksimalnim dozvoljenim
prijenosom tvari (MAC) u sljedeci proces proizvodnje

Kromatografski uvjeti konacno definirane metode su: protok od 0,75 mL/min, valna
duljina detekcije od 240 nm, kolona: Zorbax Extend-C18 100 x 3,0 mm, 1,8um
temperirana na 25°C, mobilna faza acetonitril za kromatografiju R : voda za
kromatografiju R = 60 : 40 (V/V%), volumen injektiranja od 40uL, temperatura
injektora 20°C i vrijeme provodenja kromatografskog postupkaod 8 minuta

Najveci povrat za bris na materijalu silikon - Advanta Pure definiran je i ostvaren
metodom sa Spricanjem pomocu etanola (96%) R kao sredstva za Spricanje i skidanje
te 10% otopine etanola u vodi kao otapala

Bris na materijalu inoks definiran je s etanolom (96%) R kao sredstvom za skidanje i
10% otopinom etanola u vodi kao otapalom za ekstrakciju

Odlukom o primjeni jednonamjenskih cijevi u proizvodnji Betazon® kreme i
Betazon® masti, validacija metode nije provedena na materijalu silikon

Ispirak na materijalu inoks definiran je na na¢in da se nakon uzorkovanja dodaje
sredstvo za stabilizaciju (50% otopina etanola u vodi) zbog utvrdene nestabilnosti
betametazondipropionata u vodi

Parametri validacije koje je metoda zadovoljila su selektivnost, linearnost, radno
podrugje, to¢nost, limit detekcije 1 limit kvantifikacije

Stabilnost poredbene otopine, cijepljenih briseva i cijepljenih ispiraka potvrdena je
tijekom najmanje 72 sata u hladnjaku i na sobnoj temperaturi dok je stabilnost ,,suhih*
cijepljenih briseva potvrdena tijekom 24 sata na sobnoj temperaturi i tijekom najmanje
72 sata u hladnjaku

Limit detekcije metode odreden je na koncentraciji od 0,02 pg/mL, a limit
kvantifikacije na 0,04 pg/mL betametazondipropionata

Radno podrucje metode je u rasponu od 0,04 do 0,54 png/mL betametazondipropionata

Faktor iskoristivosti iznosi 0,63 za bris, a 0,59 za ispirak na materijalu inoks
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/. Sazetak/ Summary



SAZETAK

Razvoj i validacija LC metode za vrednovanje procesa ¢iS¢enja opreme nakon

proizvodnje Betazon® kreme i Betazon® masti

Betametazondipropionat aktivna je komponenta topicke formulacije ¢ija je proizvodnja
izabrana kao najslozeniji slu¢aj procesnih uvjeta prilikom izrade polu¢vrstih oblika. Razvijena
je 1 validirana UPLC metoda za odredivanje ostataka betametazondipropionata nakon
proizvodnje Betazon® kreme 1 Betazon® masti. Tijekom razvoja definirani su sljedec¢i
kromatografski uvjeti: protok od 0,75 mL/min, valna duljina detekcije od 240 nm, kolona
Zorbax Extend-C18 100 x 3,0 mm, 1,8um temperirana na 25°C, mobilna faza acetonitril za
kromatografiju R : voda za kromatografiju R = 60 : 40 (V/V%), volumen injektiranja od

40uL, temperatura injektora 20°C i vrijeme eluacije 8 minuta.

Validacijska studija provedena je samo na materijalu inoks zbog odluke o nabavi
jednonamjenskih silikonskih cijevi u proizvodnji Betazon® kreme i Betazon® masti. Metoda
je uspjesno validirana kroz parametre: selektivnost, linearnost, radno podrucje, to¢nost, limit
detekcije i limit kvantifikacije. Ispitana je i stabilnost poredbene otopine, cijepljenog ispirka,
cijepljenog brisa i ,,suhog* cijepljenog brisa te je odreden faktor iskoristivosti za bris i ispirak.
Limit kvantifikacije metode iznosi 0,04 pg/mL, a radno podrucje je u rasponu od 0,04-0,54
ug/mL betametazondipropionata.

Kljuéne rije¢i: betametazondipropionat, UPLC, vrednovanje procesa ¢is¢enja, validacija

analiti¢ke metode
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SUMMARY

Development and validation of LC method for evaluation of the equipment cleaning
process after production of Betazon® cream and Betazon® ointment

Betamethasone dipropionate is an active pharmaceutical ingredient in topical formulation
wich production has been chosen as the worst case scenario in production of semi-solid
products. UPLC method has been developed and validated for determining the residues of
betamethasone dipropionate after production of Betazon ® cream and Betazon® ointment.
During development, next chromatographic conditions have been defined: flow 0,75 mL/min,
detection wavelength 240 nm, column Zorbax Extend-C18 100 x 3,0 mm, 1,8 um tempered at
25°C, mobile phase containing acetonitrile for chromatography R : water for chromatography
R = 60 : 40 (V/V%), injecting volume 40uL, injector temperature 20°C and run time 8

minutes.

Validation study has been conducted for inox material only due to decision of using dedicated
silicon plumbs in production of Betazon ® cream and Betazon® ointment. Method has been
successfully validated through next parameters: selectivity, linearity, range, accuracy, limit of
detection and limit of quantitation. Stability of reference solution, spiked eluate, spiked swab
and ,,dry*“ spiked swab has also been studied and recovery factors have been determined for
both eluate and swab. Method’s limit of quantitation is 0,04 pg/mL and range is in span from

0,04 to 0,54 ug/mL of betamethasone dipropionate.

Key words: betamethasone dipropionate, UPLC, cleaning validation, validation of analytical

procedure
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