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Verapamil hidroklorid, poznatiji pod nazivima verapamil i iproveratril, je lijek iz skupine
lijekova koji blokiraju odnosno inhibiraju kanale kalcija 1 na taj nacin uspjeSno smanjuju
prolazak kalcijevih iona u stanicu. Lijek verapamil se koristi za tretiranje raznih zdravstvenih
tegoba kao §to su aritmija, atrijalna tahikardija i visoki krvni tlak.

Osnovna ideja ovog diplomskog rada je provesti postupak validacije analiticke metode za
odredivanje oneciS¢enja u aktivnoj supstanci verapamila prema propisanim regulatornim
kriterijima Europske farmakopeje (Ph. Eur.) i Plivinim standardnim operativnim protokolima.
Eksperimentalni dio validacije metode Ph. Eur. za odredivanje oneciS¢enja u aktivnoj supstanci
verapamilu proveden je u laboratoriju Kontrole kvalitete, Pliva Hrvatska pod uvjetima dobre
proizvodacke prakse, kako bi se osiguralo da je predloZena metoda na pravilan nacin integrirana
u sustav Kontrole kvalitete Pliva Hrvatska. U svrhu validacije kromatografske metode visoke
djelotvornosti s detektorom niza dioda za odredivanje oneciS¢enja odredeni su validacijski
parametri: selektivnost, osjetljivost, preciznost i stabilnost standarda i uzoraka.
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Validation of HPLC method for determination impurites in the verapamil active

supstance
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Verapamil hydrochloride, better known as verapamil and ipoveratril, is a member of calcium
channel blocking agents drug class that blocks calcium channels i.e. inhibits calcium channels
and succesfully reduces the entry of calicum ions in the cell. Verapamil is used to treat many
health problem such as: arrythmia, atrial tachycardia and high blood pressure.

The main idea of this thesis is to show how to validate method for determination of impurities
in the verapamil active supstance by prescribed regulatory criteria of the European
Pharmacopoeia (Ph. Eur.) and Pliva Croatia standard operating procedure. Experimental part
of this validation method for determination of impurities in verapamil active supstance is
performed in Quality Control laboratory, Pliva Croatia with good manufacture practice
conditions to insure that proposed analytical method is suitbly implemented in Pliva QC. In
order to inspect following parameters: selectivity, sensitivity, precision and stability of
standards and sample solutions, the HPLC technique with Diode Array Detector is used.
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§ 1. Uvod 1

§1. UVOD

Lijek dolazi od latinske rije¢i medicus Sto znaci ljekovit, a opcCenito lijekovi sluze za
ublazavanje, sprjecavanje i lijeCenje bolesti rada pojedinih organa kod ljudi i Zivotinja. Lijekovi
se vrlo rijetko primjenjuju kao Ciste kemijske tvari, gotovo uvijek kao ljekoviti oblici, odnosno
pripravci. Sastoje se od ljekovite, djelatne tvari koja ima terapijsko djelovanje i pomo¢nih tvari
koje daju odredena fizikalna svojstava pripravku. Izborom pomo¢nih tvari i primjenom
razlic¢itih tehnoloskih postupaka moguce je proizvesti razliCite ljekovite oblike, svaki jedinstven
po svojim fizikalnim i farmaceutskim svojstvima.

Koristenje lijekova seze u davnu proslost kada su ljudi poceli shvacati i primjenjivati
biljke u ljekovite svrhe. Kroz stolje¢a napretka ljudskog znanja, znanosti, ukljucujuci i kemiju,
omoguceno je dobivanje mnogih sintetskih lijekova koji su se prije dobivali biljnim ili
zivotinjskim putem $to je temelj nastanka i razvoja farmaceutske industrije. Danas razvoj novog
lijeka moze potrajati i dulje od 15 godina jer sam proces stvaranja novog lijeka uklju¢uje mnoge
korake kao $to su temeljna istrazivanja, pretklinicka i klinicka istraZivanja te na kraju odobrenje
za koriStenje. Vazno je da svi ti koraci u razvoju lijekova budu kontrolirani i strogo nadzirani,
pri ¢emu vaznu ulogu ima laboratorij za kontrolu kvalitete. Svaki lijek je specifican i zbog toga
je potrebno razviti i provesti puno razli¢itih istrazivanja kako bi mu se osigurala potrebna
kvaliteta. Dobra laboratorijska praksa je sustav upravljanja laboratorijima koji osigurava
pouzdanost rezultata ispitivanja koja provode laboratoriji, a jedan od zahtjeva dobre
laboratorijske prakse je validacija analiticke metode. Validacija je potvrda da se provelo
detaljno istrazivanje koje je rezultiralo objektivnim dokazima da analiticka metoda, kada se
ispravno koristi, daje rezultate koji su pouzdani i to¢ni. Validacijskim postupkom se provjerava
1 osigurava da je predloZena analiti¢ka metoda pogodna za rjeSavanje odredenog problema, a
dobiveni rezultati zadovoljavajuéi s obzirom na regulatorne zahtjeve. Upravo zato regulatorne
agencije propisuju odredene zahtjeve za postupak validacije analiticke metode kako bi se u
konacnici dozvolilo koriStenje samog lijeka, a sve sa svrhom zastite ljudskog zdravlja. Dakle,
kako bi laboratorij za kontrolu kvalitete mogao ispuniti odredene zahtjeve propisane od strane
regulatorne agencije, koriste se preporucene sluzbene analiticke metode s unaprijed zadanim

validacijskim parametrima. U kontroli kvalitete farmaceutskih uzoraka najcesée se koristi
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§ 1. Uvod 2

metoda tekuéinske kromatografije visoke djelotvornosti (engl. High performance liquid
chromatography, HPLC). Radi se o separacijskoj tehnici koja koristi tekué¢e pokretne faze, a
prednost metode je Sto se analit moze odvojiti 1 odrediti u vrlo niskim koncentracijama, ¢esto u
prisutnosti nezeljenih oneciS¢enja ili su sama oneciS¢enja ono §to se odreduje. Kako bi se
osigurala pouzdanost i kvaliteta lijekova, analiticka metoda za odredivanje i analita 1
onecis¢enja mora biti primijenjena u strogoj uskladenosti sa zahtjevima regulatornih agencija.
Cilj ovog rada bio je provijeriti je li analiticka metoda HPLC pogodna za odredivanje
onecis¢enja u aktivnoj supstanci verapamilu kako bi se na pravilan nacin integrirala u sustav

Kontrole kvalitete Pliva Hrvatska d.o.o.
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§ 1. Uvod 3

§ 2. LITERATURNI PREGLED

2.1. Kontrola kvalitete

Pojam kontrola kvalitete u rjeCniku se definira kao usmjeravanje i provjera ili vrednovanje
produkata i procesa izrade. Radi se o sustavu aktivnosti koji proizvodacu ili korisniku
osigurava uslugu ili proizvod zadovoljavajuce, primjerene, ekonomicne i pouzdane kvalitete
uvjetovane definiranim normama. U kemijskoj analizi kontrola kvalitete obuhvaca sve
procedure i postupke koji vode do statisticke kontrole i zahtijevane to¢nosti i preciznosti
mjernog postupka. U analitiCkom postupku osigurava se, kontrolira i procjenjuje kvaliteta
svakog njegova koraka, a posebice kvaliteta dobivenih rezultata analize. Podatci su kvalitetni
kada su precizni i konzistentni, a njihova nesigurnost mala. Zbog sve veceg broja zahtjevnijih
stupanj osiguranja kvalitete analitiCkih postupaka je upravljanje kvalitetom.! Dobra
laboratorijska praksa (DLP, eng. Good Laboratory Practice, GLP) je sustav upravljanja u
laboratorijima koji osigurava pouzdanost rezultata istrazivanja. Nacela dobre laboratorijske
prakse definiraju skup pravila i kriterija koji se odnose na organizacijske procese i uvjete u
kojima se neklinicka ispitivanja planiraju, provode, nadgledaju te zapisuju, pohranjuju i
dostavljaju konacna izvjes¢a o njihovoj provedbi. Propisi o DLP postali su dio regulatornog
okvira u drugoj polovici 1970-ih kao odgovor na zlouporabu u istrazivanju i razvoju.
Zlouporaba je najceSc¢e obuhvacala slucajeve prijevare te puno pogresnih i losih laboratorijskih
praksi kao §to su primjerice nekalibrirana i neispravna oprema kojom se neto¢no myjeri i
dobivaju neto¢ni podatci o uzorku i sl.>* Analiti¢ki laboratorij osigurava kvalitetu svog rada
uz pomo¢ kontrole i ocjene kvalitete. Jedan od elemenata kontrole kvalitete i zahtjeva dobre
laboratorijske prakse je vrednovanje metode ili validacija metode. Validacija je postupak kojim
se dokazuje da metoda sluzi svrsi kojoj je namijenjena, odnosno da je metoda prikladna ispuniti
svoju zadacu prema standardima regulatornih tijela. Medunarodna organizacija za
standardizaciju (eng. International Organization for Standardization, ISO) definira validaciju
kao potvrdu ispitivanjem, pruzanje objektivnih dokaza da su ispunjeni odredeni zahtjevi za
koriStenje metoda, odnosno da se provelo detaljno ispitivanje koje dokazuje da ispravno

koriStena analiticka metoda daje rezultate koji su pouzdani te takoder potvrduje da je analiticka
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§ 1. Uvod 4

metoda ucinkovita i to¢na. Kontrola kvalitete je izuzetno vazna u farmaceutskoj industriji, a
ukljucuje vrlo opSiran i detaljan sustav kontrole u razli¢itim fazama proizvodnje lijeka te
provjeru distribucije lijekova kojeg je odredena tvrtka proizvela, ¢ime se potvrduje identitet i
kvaliteta nekog lijeka. U kontroli kvalitete proizvodnje lijekova ukljucene su razlicite provjere
1 testiranja u razli¢itim fazama proizvodnje lijeka, a obuhvacaju kvalitetu sirovina, zavrSnih
produkata, pakiranja te skladiStenja i oznacavanja. U istrazivanju i razvoju novih lijekova
vazno je integrirati farmakokinetiku, farmakodinamiku i toksikokinetiku. Lijekovi, kako bi se
mogli koristiti, prvo trebaju biti klasificirani kao sigurni, a njihov u¢inak mora biti predvidljiv
i ponajvise konstantan.!? Upravo je zato farmaceutska industrija jedna od najstroze reguliranih
industrija po pitanju kontrole kvalitete kojoj se daje velika pozornost i odvaja puno resursa.>
Danas postoji veliki broj organizacija koje daju smjernice za validaciju analitickih
metoda, a neke od njih su Europski odbor za normizaciju (eng. European Committee for
Normalization, CEN), Medunarodna konferencija o harmonizaciji (eng. International
Conference on Harmonization, ICH), Suradnja na medunarodnoj sljedivosti u analiti¢koj
kemiji (eng. Cooperation on International Traceability in Analytical Chemistry, CITAC),
Europska organizacija za akreditaciju (eng. European Cooperation for Accreditation, EA),
Organizacija za hranu i poljoprivredu (eng. Food and Agricultural Organization, FAO),
Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (eng. United States Food and Drug
Administration, FDA), Udruzenje sluzbenih analitickih kemicara (eng. Association of Olfficial
Analytical Chemists, AOAC), Codexov odbor za metode analize i uzorkovanja (eng. Codex
Committee on Methods of Analysis and Sampling, CCMAS), Medunarodna organizacija za
akreditaciju laboratorija (eng. International Laboratory Accreditation Cooperation, ILAC),
Svjetska zdravstvena organizacija (eng. The World Health Organization, WHO), Medunarodna
organizacija za normizaciju (eng. International Organization for Standardization, 1S0),
Medunarodna unija za Cistu i primijenjenu kemiju (eng. International Union of Pure and
Applied Chemistry, TUPAC), Farmakopeja Sjedinjenih Drzava (eng. United States
Pharmacopeia, USP) i Europska udruga kemijskih laboratorija EURACHEM.?®
Medunarodna farmakopeja (Ph. Int.) je sveukupna pravno obvezujucéa zbirka
standarada i specifikacija za kvalitetu lijekova koji se koriste u nekoj regiji ili drzavi.
Medunarodnu farmakopeju izdaje Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health
Organisation, WHO) kao preporuku za medunarodne standarde koji isto tako ukljucuju
dodatne, manje zahtjevne tehnicke alternative gdje je to potrebno, kako bi se postigla globalna

homogenost specifikacija za kvalitetu lijekova, pomoc¢nih tvari i doziranja samog lijeka.
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§ 1. Uvod 5

Trenutno u svijetu postoji oko 60 farmakopeja medu kojima su najvece americka, britanska,
europska i medunarodna farmakopeja. U proslosti, osnovna ideja farmakopeja bila je osigurati
1 zadrzati visoku kvalitetu samog lijeka pomocu informacija o sastavu lijeka, metodama za
izradu lijeka i njegovoj cijeni. Glavna zadaca farmakopeja, kvaliteta lijekova, je i danas ostala
ista, medutim, danas farmakopeje imaju izuzetno visoke i opsezne standarde za provjeru
kvalitete lijekova. Unutar same farmakopeje, specifikacija kvalitete je zapravo skup
odgovaraju¢ih informacija pomocu kojih se moze potvrditi Cistoca i kvaliteta kojima
farmakopeje jamce kvalitetu proizvedenih lijekova, a sadrze odrednice kao §to su: kvaliteta
standarada za aktivne supstance, op¢i standardi za doziranje lijeka, op¢i standardi za
proizvodnju lijekova, monografije te standardne terminologije.*?

Gledano kroz povijest, svaka je drzava u Europi proizvodila lijekove pod vlastitom
farmakopejom. Europska farmakopeja ima pravni status u Europskoj uniji te je priznato tijelo
koje uspostavlja sluzbene standarde kvalitete u zemljama clanicama Europske unije.
U Republici Hrvatskoj ulogu nacionalnog farmakopejskog tijela ima Agencija za lijekove i
medicinske proizvode (HALMED) koja je odgovorna za sva pitanja u podrucju lijekova i
medicinskih proizvoda, §to je utvrdeno Zakonom o lijekovima (Narodne novine, br. 7/13.,
90/14., 100/18.).” Republika Hrvatska je od 1994. godine potpisnica Konvencije i Protokola o
izradi Europske farmakopeje Cime je preuzeta obveza njene primjene u praksi. Dakle, svi
lijekovi koji su proizvedeni u Republici Hrvatskoj ili uvezeni na trzite iste moraju biti u skladu
sa zahtjevima skupa Europskih monografija. Kroz rad delegata u Komisiji Europske
farmakopeje i stru¢njaka u radnim tijelima sudjeluje u izradi Europske farmakopeje.

HALMED daje odobrenje za stavljanje lijeka u promet nacionalnim postupkom i
zajedniCkim europskim postupcima odobravanja lijekova, postupkom medusobnog
priznavanja (MRP/Mutual Recognition Procedure) 1 decentraliziranim postupkom
(DCP/Decentralised Procedure), dok FEuropska komisija daje odobrenja za lijekove
centraliziranim postupkom. Odobrenje za stavljanje lijeka u promet moZze se dati samo za lijek
za koji je, temeljem strucno-znanstvene ocjene dokumentacije o lijeku, utvrdeno da je lijek
odgovarajuce farmaceutske kvalitete te da je korist njegove primjene veca od rizika. Stru¢no
znanstvena ocjena provodi se prema unaprijed definiranim kriterijima te normama i
standardima utvrdenim u hrvatskim i europskim propisima za lijekove, regulatornim i stru¢nim
smjernicama za lijekove te najnovijim znanstvenim spoznajama.

U op¢im monografijama Europska farmakopeja sadrzi sve informacije koje odreduju
propise i norme za sve proizvedene lijekove, ukljucuju¢i metode analize supstanci i lijekova te

opce zahtjeve i doze za odabrane skupine lijekova. Monografije su spisi koji sadrze sve

Mislav Kali¢anec Diplomski rad



§ 1. Uvod 6

potrebne informacije o pojedinom lijeku: identitet, Cistoca te preporucene i sluzbene validirane
metode koje ¢e potvrditi sve zadane kriterije kvalitete. Ljekovite, aktivne i pomo¢ne supstance
imaju zasebne monografije, u kojima su opisane smjernice za provjeru njihove kvalitete prema
strogim propisanim zahtjevima kvalitete. Jedan od najvaznijih dijelova u monografijama o
kvaliteti aktivne supstance lijekova je zapravo odjeljak o necisto¢ama. Europska farmakopeja
ima koncept o kvaliteti aktivne supstance pod nazivom Certifikat o prikladnosti (engl.
Certificate of Suitability, CEP) za koji se proizvoda¢ aktivne supstance moze prijaviti. Prijava
mora sadrzavati detaljan opis na koji nacin se sintetizira aktivna supstanca lijeka te sadrzi li 1
ukoliko da, navesti koje su to necistoce. Ukoliko proizvoda¢ moze dokazati da je aktivna
supstanca proizvedena prema normama i zahtjevima Europske farmakopeje bit ¢e mu odobren
certifikat ¢ime Europska farmakopeja moze garantirati punu kontrolu i kvalitetu aktivne
supstance lijekova na podrucju zemalja ¢lanica te u konac¢nici i sigurnost koristenja istih.’

Specifikacija se definira kao lista potrebnih analiza, karakteristike koriStenih analitickih
postupaka te zadovoljavajuéi kriteriji prihvatljivosti za pojedinu analiticku metodu. Kriteriji
prihvatljivosti se ve¢inom odnose na numericke granice i raspone rezultata za odredene
analiticke metode. Kako bi se izbjeglo prekomjerno troSenje sredstava na ukupnu
karakterizaciju produkta, koriste se razli¢ite specifikacije za kontrolu kvalitete najvaznijih
znacajki proizvoda. Unaprijed su zadani i propisani kriteriji koji trebaju biti ispunjeni kako bi
se lijek ili aktivna tvar nekog lijeka mogla smatrati prihvatljivom za upotrebu. Specifikacije su
jako bitne stavke standarada kvalitete koje predlazu i1 na kraju zadovoljavaju proizvodaci,
potvrduju regulatorne agencije kao uvjet za odobravanje lijeka, a zapravo su samo jedan mali
dio ukupne strategije u kontroli kvalitete.’

Danas postoje i smjernice za proizvodnju novih lijekova i ostalih produkata koje
pomazu u uspostavljanju jedinstvenog skupa specifikacija na globalnoj razini. Smjernice su
zapravo postavke 1 kriteriji prihvatljivosti te odabir procedura za nove lijekove ili nove tvari
sintetskog podrijetla koje jo$ nisu registrirane u Europskoj uniji, Japanu i Sjedinjenim
Ameri¢kim DrZzavama.” Kako bi se uskladili tehnic¢ki zahtjevi za registraciju medicinskih
produkata, 1990. godine osnovana je Medunarodna konferencija o harmonizaciji ICH, koje je
okupila farmaceutsko-trgovacka i regulatorna udruzenja iz Europe, Japana i Sjedinjenih
Americkih Drzava. Kroz godine ICH je uskladila zahtjeve i izradila sukladni format koji je
uvelike olakSao posao regulatornim agencijama i tvrtkama u vezi pregledavanja prijava za
svaku posebnu regiju. Ukljuéenjem sve vise zemalja u ICH ocekuje se Sirenje dobre
proizvodacke prakse (engl. Good manufacture practice, GMP) te jednoznaCan nacin

komunikacije i daljnje interakcije po pitanju globalne regulacije lijekova. U fokusu
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regulatornih zahtjeva, kontrole kvalitete te svih aktualnih i buducih inicijativa uvijek treba biti

sigurnost pacijenta. 7

2.2. OneciS¢enja lijekova

Analiticke metode za odredivanje aktivnih farmaceutskih sastojaka (engl. Active
Pharmaceutical Ingredient, API) 1 njihovih necisto¢a, vrlo je teSko razviti i optimizirati te
predstavlja veliki izazov u farmaceutskoj industriji. Razvoj analiticke metode najceSce se
provodi ispitivanjem samo jedne komponente sustava (engl. One Factor at Time, OFAT) te se
tim pristupom stvara veliki broj ponavljanja i ne dopusta istrazivanje povezanosti analitickih
faktora. Najvazniji dio provjere kvalitete aktivnih supstanci, odnosno lijekova, je dio koji se
odnosi na onecis¢enja. Prema definiciji onec¢is¢enja su kemijski entiteti koji nisu odredeni kao
komponenta lijeka te mogu utjecati na djelotvornost, kvalitetu i sigurnost koristenja lijekova.
Niti jedna supstanca ne moze biti u potpunosti ¢ista. Radi se o nezeljenim supstancama koje
mogu biti rezultat kontaminacije u procesu proizvodnje samog lijeka, uvjeta cuvanja lijeka ili
drugih mogucih utjecaja na proizvodnju i skladistenje lijeka. Kako bi se osigurala pouzdanost
i kvaliteta lijekova, provjera oneciS¢enja mora biti primijenjena u strogoj uskladenosti sa
zahtjevima regulatornih agencija. OneciS¢enja mogu biti strukturom vrlo sli¢na kao i aktivna
supstanca samog lijeka te na taj nacin utjecati na djelotvornost lijeka. Kategorizacija
onecis¢enja prikazuje se u tri klase: organska oneciS¢enja, anorganska oneciS¢enja i
onecis¢enja iz zaostalih otapala. Organska oneciS¢enja mogu biti posljedica loseg skladistenja
novo proizvedene supstance ili se mogu pojaviti prilikom proizvodnog procesa, mogu biti
klasificirana i neklasificirana te se moZe raditi o hlapljivim ili nehlapljivim one&iéenjima. Sto
se tice anorganskih oneciS¢enja, ona takoder mogu biti rezultat proizvodnog procesa, ali su to
obi¢no poznata i identificirana oneciS¢enja koja ukljucuju: teSke metale, anorganske soli,
katalizatore 1 ostale materijale. OneciS¢enja iz zaostalih otapala dijele se na organske i
anorganske tekucine.’

Kako bi se osigurala proizvodnja kvalitetnih i sigurnih lijekova, provode se rutinska
ispitivanja oneciS¢enja prema postavljenim zahtjevima kvalitete. Ispitivanjem ¢istoce aktivnih
tvari utvrduje se odgovara li ispitivani uzorak po koli¢ini oneciS¢enja farmakopejskim
zahtjevima, a posebna pozornost se posvecuje oneciS¢enjima koja mogu imati toksi¢na
svojstva. ICH je izdala dokument kojim olakSava tvrtkama prijavu te registraciju novih
oneci$¢enja u novo proizvedenim ljekovitim tvarima, odnosno lijekovima koji prije toga nisu

bili registrirani. OneciS¢enja u novim ljekovitim tvarima dijele se na dva segmenta: kemijski
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aspekt i1 sigurnosni aspekt. Kemijski aspekt u specifikacijama ukljucuje popis oneciS¢enja,
kratku opservaciju na koriStenu analiticku proceduru, identifikaciju i kategorizaciju
onecis¢enja, dok sigurnosni aspekt podrazumijeva jedinstvene smjernice za odredivanje
odredenih oneciS¢enja koji nisu bili prisutni ili su bili prisutni, ali u jako niskim
koncentracijskim rasponima u ishodnim supstancama. OneciS¢enja mogu biti prisutna od
pocetka proizvodnog procesa i kada je sam proizvodac testirao aktivnu supstancu u vidu
djelotvornosti i sigurnosti te je nakon toksikoloskog i klini¢kog ispitivanja potvrdeno da je
prisutnost onecis¢enja, u toj odredenoj kolicini, prihvatljiva. Nadalje, oneciS¢enja mogu biti
farmakoloski aktivne tvari koje mogu u potpunosti promijeniti na¢in djelovanja lijeka ili u
najgorem slucaju, mogu biti toksi¢ne. >°

Za karakterizaciju i izolaciju oneciS¢enja koriste se brojne analiticke metode i tehnike.
Odabir metode ovisi o strukturi, fizikalno-kemijskim svojstvima i koli¢ini prisutnog
onecis¢enja u uzorku iz kojeg treba biti izolirano. U farmakopejskim monografijama aktivnih
tvari opisani su analiticki postupci za ispitivanje onec¢is¢enja koji najéesc¢e obuhvacaju provjeru
izgleda otopine, provjeru kiselosti i luznatosti, ispitivanje grani¢nih vrijednosti onecis¢enja
kationima 1 anionima, odredivanje zaostalih otapala plinskom kromatografijom, primjenu
tekucinske kromatografije ili spektroskopskih metoda, odredivanje sadrzaja vode i sl.
Ekstrakcijske metode koje se koriste za izolaciju oneciS¢enja su ekstrakcija ¢vrsto-tekuce,
ionsko-izmjenjivacka ekstrakcija i ekstrakcija fluidom pri superkriticnim uvjetima. Budu¢i da
su onecis¢enja u aktivnim supstancama i lijekovima prisutna u vrlo niskim koncentracijama, u
svrhu postizanja Sto preciznijih i boljih rezultata, nakon ekstrakcijskog odvajanja za analizu
oneciS¢enja koriste se kromatografske tehnike. Kao sluzbena i preporu¢ena metoda najvise se
koristi kromatografija visoke djelotvornosti koja se temelji na adsorpciji na povrSinu ¢vrstog
adsorbensa. Uz navedenu HPLC metodu, jos se koristi i plinska kromatografija (engl. Gas
cromatogrpahy, GC), tankoslojna kromatografija (engl. Thin-layer cromatography, TLC) te se
u posljednje vrijeme sve viSe implementira kapilarna elektroforeza (engl. Capillary
electrophoresis, CE) kojom se uspjeSno uklanjaju pojedini nedostaci pri analizi prisutnih

onecis¢enja metodom HPLC. !
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2.3. Kromatografija visoke djelotvornosti - HPLC

Tekucinska kromatografija koristi se za odjeljivanje i odredivanje termicki nestabilnih spojeva,
spojeva koji su velike i male molekulske mase te onih spojeva koji se ne mogu prevesti u
plinovito stanje zbog svoje nestabilnosti. NajviSe koriStena kromatografska metoda za
odredivanje oneciS¢enja u lijekovima je tekucinska kromatografija visoke djelotvornosti.
Koristi se za analizu i separaciju lijekova, odredivanje Cistoce i sadrzaja tvari te za pracenje i
garantiranje kvalitete. Metoda HPLC zamijenila je mnoge spektroskopske metode ukljucujuci
plinsku kromatografiju u kvalitativnoj i kvantitativnoj analizi.!''> Kod kromatografske metode
koja kao mobilnu fazu koristi teku¢ine do razdvajanja komponenata smjese dolazi na temelju
razli¢ite adsorpcije na povrsini ¢vrstog adsorbensa (tekucinsko-Cvrsta kromatografija), razlicite
topljivosti sastojaka u pokretnoj i nepokretnoj fazi (kromatografija obrnutih i normalnih faza),
razlici u afinitetu sastojaka prema ionskoj izmjeni (ionsko-izmjenjivacka kromatografija), na
temelju razlika u veliCini, obliku 1 naboju molekula (gel-filtracijska i1 gel-propusna
kromatografija) i na temelju specifi¢nih interakcija molekula analita i molekula vezanih za
nepokretnu fazu (afinitetna kromatografija).'?

Kako bi se postigao zadovoljavajuéi protok kroz kolonu sustava HPLC potreban je tlak
od viSe stotina atmosfera. Budu¢i da se radi o jako visokom tlaku potrebnom da bi metoda
HPLC pravilno funkcionirala, oprema i dijelovi za HPLC su znacajno skuplji nego za druge
kromatografske tehnike. Slika 1 pokazuje pojednostavljeni shematski prikaz kromatografa

HPLC.

INJEKTOR [ ‘ PRETKOLONA

PROSTOR ZA A ‘
MUESANJE . | PUMPA | B E

‘ [ KOLONA
/

N/

OTAPALA Ini

DETEKTOR PODATCI

Slika 1. Pojednostavljeni shematski prikaz kromatografa
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Najvazniji dijelovi kromatografa su: pokretna faza i pumpa, sustav za unos uzoraka,
kolona i detektor. Otpala koja se koriste kao pokretne faze u teku¢inskoj kromatografiji visoke
djelotvornosti ne smiju sadrzavati nikakve otopljene plinove i ¢vrste Cestice te moraju biti
visoke Cistoce. Otopljeni plinovi mogu dovesti do smanjenog protoka kolone, a mjehuri¢i mogu
reagirati s detektorom i tako utjecati na njegove karakteristike. Sustavom za prskanje, pomocu
mjehuric¢a inertnog plina koji nije topljiv u mobilnoj fazi, otopljeni se plinovi uklanjaju iz
mobilne faze. U slucaju prisutnosti otopljenih plinova ili Cestica, kako ne bi doSlo do
zacepljenja ili oStecenja pumpe ili sustava za unoSenje uzoraka, filter koji djeluje uz pomo¢
vakuuma sprije¢it ¢e prolazak otopljenih Cestica. !2

Postoje dva nacina odjeljivanja komponenata iz smjese metodom tekuéinske
kromatografije, izokratno i gradijentno eluiranje. Izokratno euliranje znac¢i da analit kroz
kolonu prenosi samo jedno otapalo (sastav pokretne faze tijekom euliranja je stalan) i to je
najjednostavniji nacin eluiranja. U svrhu dobivanja Sto boljeg kromatograma, koristi se
gradijentno eluiranje s viSe otapala, najéeS¢e dva otapala koja se razlikuju po polarnosti.
Tijekom gradijentnog eluiranja sastav pokretne faze mijenja se u zadanim koracima.!>!3

Za protok mobilne faze u sustavu HPLC, potrebna je pumpa koja mora omoguciti visok
tlak (do nekoliko milijuna Pa), stalni protok te reproducibilnost protoka do 99,5%. Uzorak se
unosi u injektor, a volumen uzoraka moze biti jako mali, od nekoliko desetina mikrolitara pa
¢ak do 500 pL. Danas se najcesce koristi premosni injektor s petljom jer se na taj nacin uzorak
unosi bez utjecaja na ukupni tlak u sustavu i ne prekida protok mobilne faze. Uzorak se unosi
injektorskom iglom direktno u petlju, a za vrijeme unoSenja uzorka u petlju mobilna faza ne
ulazi u petlju. Kolone za teku¢insku kromatografiju izradene su u obliku cijevi od glatkog
nehrdajuceg celika. Postoje 1 kolone koje su izradene od polimera i1 kolone koje imaju debele
stijenke od stakla, no one se mogu koristiti samo za niske tlakove. Kolone od glatkog
nehrdajuceg celika duljine su od 5 do 25 cm, punjene zrncima punila od 3 do 5 pm u promjeru.
Punilo koje se najceS¢e koristi za tekuéinsku kromatografiju jest silikagel. Kolone su
napravljene tako da imaju glatke unutrasnje stijenke kako bi se postigao §to veci broj teorijskih
tavana. Broj teorijskih tavana je izraz kojim se izrazava djelotvornost kolone tj. radi se o broju
uspostavljenih ravnoteza izmedu pokretne i nepokretne faze tijekom razdvajanja sastojaka
smjese. Ispred kolone moze se postaviti i pretkolona koja sluzi kao zastita same kolone ukoliko
dode do zacepljenja te osigurava bolje razdjeljivanje sastojaka. Nakon razdvajanja analita,
razdvojene komponente dolaze do detektora. Detektori u tekucinskoj kormatografiji cesto su
uobicajeni analiticki instrumenti koji su prilagodeni za mjerenje niskih koncentracija otopljenih

tvari u pokretnoj fazi. Moguca je detekcija promjene svojstava pokretne faze kao §to je
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vodljivost, rasprSenje i indeks loma §to se zove indirektna detekcija te je moguca detekcija
komponenti na osnovi vlastitih svojstava (fluorescencija, apsorpcija u UV podrucju). Za
detekciju komponenata vrlo Cesto se koristi detektor s nizom dioda (engl. Diode array
detector, DAD). DAD je detektor koji pripada u UV detektore koji detektiraju emitiranu
svjetlost i prevode ju u elektri¢ni signal. Prednosti detektora DAD su prije svega niska cijena,
jednostavna upotreba te instrumentne znacajke: niski Sum, stabilnost bazne linije, visoka
rezolucija i Siroko podrugje linearnosti.!?!3

Razdvajanje u tekuc¢inskoj kromatografiji temelji se na razli¢itoj raspodijeli analiziranih
tvari izmedu nepokretne i pokretne faze. Nakon razdvajanja i detektiranja komponenata koje
se analiziraju u uzorku dobije se kromatogram. Kromatogram je zapravo ovisnost odziva
detektora ili koncentracije analita u eluatu o volumenu eluata ili vremenu koje je potrebno da
se komponenta eluira s kolone. Pik (signal) je drugi naziv za kromatografski vrSak §to oznacava
odziv detektora jednog sastojka. Visina samog pika daje kvantitativnu informaciju o sastojku,
dok polozaj kromatografskog vrska daje kvalitativne informacije na temelju usporedbe s pikom

standarda.
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2.4. Verapamil hidroklorid

Kasnih sedamdesetih godina proSlog stoljeca, blokatori kalcijevih kanala (engl. Calcium
channel blockers, CCB) poznatiji pod nazivom antagonisti kalcijevih kanala koristili su se kao
lijekovi pri lije€enju mnogih oboljenja. Radi se o lijekovima za lijeCenje kardiovaskularnih
bolesti koji se dijele u dvije kategorije: nedihidropiridine i dihidropiridine. Verapamil
hidroklorid se svrstava pod nedihidropiridine, jednako kao jo§ i flunarizin, diltiazem i
benzotiazepin. Kardiovaskularni lijekovi najcesce se koriste za tretiranje koronarog spazma,
hipertenzije, angine pektoris, supraventrikularne aritmije i mnoga druga kardiovaskularna
oboljenja. U Republici Hrvatskoj verapamil je dostupan u tabletama pod nazivom Isoptin i

Tarka. Struktura verapamila prikazana je na slici 2.!%13

HsC
HiC_ CHs ~ '\ CHj

N=C CH3

HaC-

O\CH3

Slika 2. Struktura verapamila

Verapamil, po IUPAC-u 2-(3,4-dimetoksifenil)-5-[2-(3,4-dimetoksifenil)etil-
metilamino]-2-propan-2-ilpentannitril ima molekulsku masu 491,07 g mol'. Sto se tiée
topljivosti, verapamil je dobro topljiv u vodi, slabo topljiv u alkoholu te izvrsno topljiv u
kiselim otopinama. Po sastavu, verapamil je racemic¢na smjesa Sto znaci da se radi o smjesi s
jednakim udjelom lijevog (S) 1 desnog (R) enantiomera. Radi se o selektivnom blokatoru
kalcijevog kanala s direktnim djelovanjem na sréani miSi¢ koji djeluje tako da sprjecava

transmembranski unos kalcijevih iona u sréane i krvozilne misi¢ne stanice vezanjem na L-tip
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naponom kontroliranih kalcijevih kanala i na taj nacin postiZe inhibitorni u¢inak. Inhibitorni
ucinak podrazumijeva snizavanje potrebe miokarda za kisikom te sniZzava tlacno opterecenje
sr¢anog misi¢a. Efekt blokade unosa kalcijevih iona u glatko miSi¢no tkivo arterija koje
opskrbljuju srce krvlju ocituje se u vecoj prokrvljenosti miokarda §to dovodi do smanjenja
naglog i1 nekontroliranog grcéenja, spazma arterija koje opskrbljuju srce krvlju, odnosno
koronarnih arterija.!®!7

Verapamail trenutno ima 12 poznatih oneciS¢enja za ¢iju su analizu metodom HPLC

propisane sluzbene preporuke. Strukture su prikazane na slici 3.1

HsC. .CH.
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Slika 3. Strukture Verapamila i poznatih onec¢is¢enja. (1) Verapamil, (2) oneciS¢enje A, (3)
oneciS¢enje B, (4) onecis¢enje C, (5) oneciséenje D, (6) oneciscenje E, (7) oneciséenje G, (8)
oneciS¢enje H, (9) oneciscenje J, (10) oneciscenje K, (11) onecis¢enje M, (12) oneciséenje O,

(13) oneciséenje P.
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2.5. Validacija analiticke metode

Razvoj nove analiticke metode naj¢eS¢e podrazumijeva kombinaciju razli¢itih, ve¢ poznatih,
tehnika te njihove modifikacije koje u kona¢nici trebaju rezultirati Zeljenom metodom. Najces¢i
izazov pri razvoju analiticke metode jest razviti metodu koja je robusna, da ima zadovoljavajucu
to¢nost 1 preciznost, mali utjecaj matrice te izrazito niske detekcijske i kvantifikacijske granice.
Validacija metode je proces koji se sastoji od najmanje pet razli¢itih koraka: procjene
prikladnosti (kvalifikacije) sustava, uzorkovanja, pripreme uzorka, analize i obrade podataka.
Regulatorne agencije kao §to su Americka agencija za hranu i lijekove i Europska agencija za
lijekove (engl. European Medicines Agency, EMA) za svaki lijek i ljekoviti proizvod predlazu
smjernice 1 zahtijevaju strogi validacijski proces za osiguranje kvalitete farmaceutskog
proizvoda. Propisana nacela i praksa za validacijske postupke moraju biti provedeni u
potpunosti za svaki korak proizvodnog procesa, djelotvornost, kvaliteta i sigurnost moraju biti
dio samog proizvoda kako bi kona¢ni proizvod zadovoljio propisanu specifikaciju kvalitete.'8

Sto se ti¢e zahtjeva za kvalifikaciju i validaciju, Europska agencija za lijekove ima
jednake zahtjeve kao americka regulatorna agencija. FDA 1 EMA preko dobre laboratorijske
prakse propisuju zahtjeve koje proizvodaci moraju ispostovati za kvalifikaciju i1 validaciju
proizvoda kroz cijeli Zivotni period ljekovitog proizvoda i procesa proizvodnje istog. Zivotni
vijek ili period proizvoda podrazumijeva istrazivanje, pretklinicko testiranje koja se izvodi na
ljudskim ili Zivotinjskim stanicama, fazu 1 ili klinicko istrazivanje na malom broju ljudi s
odredenim zdravstvenim stanjem, fazu 2 klinickog istrazivanja na vecem broju ljudskih
subjekata, fazu 3 klini¢kog istrazivanja gdje se ispituje djelotvornost i sigurnost proizvoda te
na kraju fazu 4 koja ukljucuje prac¢enje djelovanja proizvoda na velikom broju ljudi kroz
odredeno vrijeme. !

Op¢a procjena prikladnosti sustava sluzi za provjeru prikladnosti instrumenta za analizu
koja se Zeli provesti te jesu li materijali (reagensi, certificirani referencijski materijali, unutarnji
i vanjski standardi) prikladni za koriStenje u analizi. AnalitiCari moraju biti educirani i
kvalificirani te moraju provoditi odredene analiticke postupke koji su prethodno odobreni s
definiranim kriterijima prihvatljivosti. Uzorkovanjem se odabire reprezentativni dio uzorka koji
se zatim analizira. Odabir prikladne metode uzorkovanja je vrlo vazan korak jer se njime

osigurava da je odabrani uzorak uistinu reprezentativan dio materijala koji se analizira. Nakon
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uzorkovanja slijedi priprema uzorka koja je klju¢an korak za uspje$nu validaciju metode. U
vedini analiti¢kih postupaka priprema uzorka je ¢ak 60 - 80% ukupne aktivnosti i operativnih
troskova u analitiCkom laboratoriju. Analiticar treba odabrati metodu pripreme uzorka ovisno
o vrsti analita, koncentraciji, matrici uzorka, veli¢ini uzorka te instrumentalnoj metodi koja ¢e
se koristiti. Izbor odredene instrumentne metode takoder ovisi o kemijskim svojstvima analita,
koncentraciji analita u uzorku, matrica uzorka, ali i o brzini i cijeni analize. Validacija analiticke
metode je prvi korak koji je potrebno napraviti nakon razvijanja odredenog analitickog
postupka kako bi se odobrilo i potvrdilo je li predloZena analiticka metoda prikladna za
predloZzenu namjenu i pri kojim uvjetima ¢e ta metoda dati ispravne i to¢ne rezultate. Cilj
validacijskog postupka je pokazati da je nakon analize validiranom metodom proizvod siguran
1 primjeren za odredenu namjenu. Najvazniji validacijski parametri koji su definirani od strane
ICH 1 ostalih regulatornih agencija i industrijskih odbora za procjenu valjanosti analiticke
metode su: toCnost, preciznost (ponovljivost i srednja preciznost), specificnost, detekcijske
granice (engl. Limit of Detection, LOD), kvantifikacijske granice (engl. Limit od
Quantification, LOQ), linearnost i radno podrucje. Robusnost kao validacijski parametar nije
naveden medu najvaznije parametre jer se on analizira samo u odredenom trenutku razvoja
analiticke metode, a ovisi o unutarnjim i vanjskim faktorima. Bilo kakve promjene u sintezi
supstance, sastava krajnjeg proizvoda ili promjene u analitickom postupku dovode do
ponavljanja postupka validacije. SloZzenost postupka revalidacije ovisi o prirodi samih promjena
u analitickom postupku. Najvazniji validacijski parametri i specifi¢nosti za analiticku metodu

pri odredivanju oneci$¢enja u lijeku prikazani su u tablici 1. 2°
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Tablica 1. Najvazniji validacijski parametri za analiticku metodu.'
Identifikacija | Granica (limit) | Prisutnost Sadrzaj
oneciséenja necistoca
Validacijski parametri
Tocnost - - + +
Preciznost
Ponovljivost - - + +(1)
Srednja preciznost | - - +(1) +
Specifi¢nost (2) + + + +
Detekcijske granice, | - + -(3) -
LOD
Kvantifikacijske granice, | - - + -
LOQ
Radno podrucje - - + +
Linearnost - - + +

- oznacava da se taj parametar za tu analiticku metodu najcesce ne odreduje

+ oznacava da se taj parametar za tu analitiCku metodu najces¢e odreduje

(1) oznacava slucajeve gdje se odradio parametar reproducibilnosti, srednja preciznost nije

potrebna

(2) oznacava manjak specificnosti jedne analiticke metode (moze ga nadoknaditi druga

analiticka metoda)

(3) oznacava parametar koji moze biti koristan u nekim slucajevima
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2.6. Validacijski parametri

2.6.1. Tocnost

Tocnost je jedan od klju¢nih parametara koji svaka analiticka metoda mora zadovoljiti, a
odredivanje ovog parametra omogucava procjenu u kojem rasponu sustavne pogreske utjecu na
odredenu analiti¢ku metodu. To¢nost metode pokazuje stupanj slaganja dobivenih rezultata 1
referentnih vrijednosti, kao $to je nominalna koncentracija analita.

Za procjenu tocnosti analiticke metode najcesce se koriste:

1. Mjerenje analita u odredenom referentnom materijalu i usporedivanje rezultata s
certificiranom (poznatom) vrijednosti.

2. Mjerenje analita u slijepom uzorku uz dodatak poznate koncentracije analitickog
standarda u matricu uzorka (eng. Recovery), a rezultat se iskazuje kao postotak
dobivenog rezultata u odnosu na dodanu poznatu koli¢inu u uzorak.

3. Usporedba rezultata metode koja je u procesu validacije s rezultatima referentne
metode.

4. Odredivanje koncentracije analita u uzorku pomo¢u metode standardnog dodatka.?!-??

2.6.2. Preciznost

Izraz preciznost je definiran od strane ISO Medunarodnog rje¢nika osnovnih i op¢ih uvjeta u
mjeriteljstvu (eng. ISO International Vocabulary of Basic and General Terms in Metrology,
ISO-VIM) kao slaganje izmedu dvije ili viSe brojevnih vrijednosti dobivenih mjerenjima pri
istim uvjetima. Obi¢no se izrazava kao standardno odstupanje (engl. Standard deviation, SD),
relativno standardno odstupanje (RSD), varijanca ili koeficijent varijacije skupine mjerenja
odnosno izmjerenih koncentracija serije ponovljenih analiza uzoraka. Preciznost analiticke
metode pokazuje stupanj slaganja izmedu serije pojedinacnih mjerenja prikupljenih viSestrukim
uzorkovanjem istog homogenog uzroka prema propisanim uvjetima. Tri su razine preciznosti:

reproducibilnost, srednja preciznost i ponovljivost. 212227
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Prema smjernicama ICH tocnost i1 preciznost unutar ciklusa treba procijeniti analizom
najmanje pet ponavljanja na svakoj koncentraciji kalibracijskog standarda u svakom
analitickom ciklusu mjerenja. Tocnost i preciznost izmedu ciklusa treba procijeniti analizom
svakog kalibracijskog standarda u najmanje tri analiticka ciklusa tijekom najmanje dva dana.
Na svakoj koncentraciji kalibracijskog standarda tocnost bi trebala biti unutar +15% nominalne
koncentracije, osim na donjoj kvantifikacijskoj granici (eng. Lower limit of quantification,
LLOQ) gdje bi trebala biti unutar +20%. Preciznost (%CV) koncentracija utvrdenih na svakoj
koncentraciji kalibracijskog standarda ne smije prelaziti 15%, osim kod LLOQ, gdje ne bi

smjela prelaziti 20%. ?°

2.6.3. Specificnost i selektivnost

Prema definiciji selektivnost se odnosi na raspon unutar kojeg se pomocu odredene metode
moze odrediti analit koji se nalazi u nekoj kompleksnoj smjesi bez da dolazi do interferencija
(smetnji) s drugim komponentama te smjese. Cesto se krivo koristi i izjednatava sa
specificnosti, koja zna¢i da ne smije dolaziti do nikakvih interferencija. Selektivnost se
povezuje s rijeCi odabrati, a specificnost s rije¢i tocan. Specificnost metode je zapravo
mogucénost jedinstvenog i preciznog odredivanja jednog analita u matrici uzorka u prisutnosti
mogucih smetnji koje se mogu ocekivati pri analizi. Smetnje podrazumijevaju razlicite
molekule koje jednim imenom zovemo oneciS¢enja, a utjeCu na mjerenje signala analita ili
njegovo odvajanje od ostalih sastojaka u uzorku.

Za odredivanje selektivnosti najéeS¢e se usporeduju kromatogrami dobivenih nakon
injektiranja slijepog uzorka sa i bez analita ili usporeduju kromatogrami dobivenih nakon
injektiranja analiti¢kih otopina sa i bez svih mogucih interferencija te analizom certificiranih
referentnih materijala. Kromatografske metode su obicno selektivne jer mogu detektirati i
kvantificirati nekoliko spojeva, a analiti od interesa se detektiraju u ovisnosti o njihovom
vremenu zadrzavanja u koloni. Selektivna metoda je ona metoda koja istovremeno moze

odrediti viSe analita u uzorku bez primjerice preklapanja signala ili drugih smetnji.?!-*
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2.6.4. Detekcijske granice

Detekcijske granice (engl. Limit of detection, LOD) za odredenu analiticku metodu definirane
su kao najmanja koli¢ina analita u uzroku koji se moze detektirati, ali ne nuzno i kvantificirati.
Prema smjernicama ICH moze se odrediti na nekoliko nacina: vizualno, raunanjem omjera
signala 1 Suma te na temelju standardnog odstupanja odziva i nagiba kalibracijske krivulje.
Detekcijska granica se vizualno odreduje tako da se pripreme uzorci poznate koncentracije
analita od interesa te se vizualno iz grafa ili kromatograma procijeni pri kojoj koncentraciji se
analit moze pouzdano detektirati. Moze se odrediti i iz omjera signala i Suma koji treba biti 1:3
Sto je prihvatljivo za procjenu detekcijske granice. Na temelju standardnog odstupanja odziva i

nagiba kalibracijske krivulje ratuna se prema jednadzbi 1 2!-22

3.30
LOD = el (1)

gdje je o standardno odstupanje odziva, a S nagib kalibracijske krivulje analita. 2!-22-28

2.6.5. Kvantifikaijske granice

Najmanja koli¢ina analita u uzroku koja se moze kvantitativno odrediti sa zadanom i
prihvatljivom toc¢nosti i preciznosti je kvantifikacijska granica (engl. Limit of quantification,
LOQ). Kao i detekcijska granica, moZze se odrediti vizualno, iz omjera odziva i Suma te preko
standardnog odstupanja odziva i nagiba krivulje. Za vizualno odredivanje kvantifikacijske
granice pripreme se uzorci s poznatom koncentracijom i utvrduje se minimalna koncentracija
na kojoj se analit moze kvantificirati s prihvatljivom toc¢nosti i preciznosti. Odzivi uzorka
poznate koncentracije se usporeduju sa signalima slijepog uzorka do one analiticke
koncentracije kod koje je signal jednak vrijednosti 10 puta standardnog odstupanja slijepog
uzorka, odnosno omjer Suma i signala za LOQ obi¢no je 1:10 . Prema metodi standardnog
odstupanja odziva i nagiba krivulje LOQ se ra¢una prema jednadzbi (2):

LOQ ==~ @)

gdje je o standardno odstupanje odziva, a S nagib kalibracijske krivulje analita.
LOD i LOQ su vrijednosti koje se obi¢no izraZzavaju u mjernoj jedinici pg mL!, mg mL"! ili
kao postotak vrijednosti LOD 1 LOQ koja se dobije mnozenjem LOD (LOQ) sa 100 i

dijeljenjem s najmanjom poznatom koncentracijom mjerene tvari.?!-*2
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Teoretska koncentracija, s omjerom signala i Suma u iznosu 10, izracunata je prema sljedecoj

jednadzbi (3):

(S/N teoretski) x ¢ (st)
(S/N dobiveni)

Teoretska koncentracija = 3)
S/N teoretski: 10
¢ (st): koncentracija otopine analita

S/N dobiveni: izmjereni omjer signala i Suma

2.6.6. Linearnost

Linearnost analiticke metode je sposobnost mjerenja signala u odredenom koncentracijskom
rasponu u kojem je signal izravno proporcionalan odredenoj koncentraciji analita u uzroku.
Linearnost metode definirana je kao sposobnost metode koja daje rezultate ispitivanja izravno
proporcionalne koncentraciji analita u uzorcima. U kromatografskim tehnikama odreduje se
injektiranjem niza otopina standarda poznate koncentracije ili razrijedenih otopina standarda
poznate koncentracije. Moze se opisati pomo¢u matematicke funkcije y=f(x), odnosno ako
pravac ne prolazi kroz nulu: y=f(x)+b. Linearnost kalibracijske krivulje uobi¢ajeno se odreduje
pomocu koeficijenta korelacije ». Korelacijski koeficijent koji je blizu vrijednosti 1 (r=1) se
smatra dovoljnim dokazom da bi se zakljuc¢ilo da je eksperimentom postignuta savrSena
linearna kalibracija. Potrebno je injektirati najmanje 5 otopina razli¢itih koncentracija u rasponu
od 50-150% pretpostavljenog radnog podrucja, a Odbor za analiticke metode (eng. Analytical
Methods Committee) za odredivanje linearnosti predlaze pripremu najmanje Sest koncentracija
u duplikatu. Ovisnost odziva detektora o koncentraciji analita uz naznaceno podrucje

linearnosti odnosno linearni raspon i radno podrucje prikazana je na slici 4.2’
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Linearni raspon
Radno podrudje

LOQ S/N 10

AU T (65 5iN's
"

Koncentracija analita

0dziv detektora (povrsina signala)

\
\

Slika 4. Podrucje linearnosti
Graf koji daje podatke o linearnosti se dobije unosenjem podataka naj¢esce u racunalni program
Microsoft Excel ili neki drugi program koji moze izracunati jednadzbu pravca i prikazati

podrugje linearnosti.!2>27

2.6.7. Radno podrucje

Radno podrucje ili raspon u analitickoj metodi je interval koji ukljucuje gornju i donju
koncentraciju analita, u kojem predlozena metoda ima zadovoljavajuce zahtjeve §to se tice
linearnosti, tocnosti i preciznosti. Radi se o rasponu koncentracija u kojem ¢e se odrediti

linearnost (slika 4).2!2

2.6.8. Robusnost

Robusnost analiticke metode je otpornost odnosno mjera njezine sposobnosti da ostane
nepromijenjena pri malim, ali namjernim unaprijed definiranim varijacijama u parametrima
metode te je pokazatelj njegove pouzdanosti tijekom normalne uporabe. U svrhu odredivanja
robusnosti metode mijenjaju se razliciti parametri metode, kao $to su pH, sastav mobilne faze,
brzina protoka, temperatura itd. Robusnost se mjeri biljezenjem promjena u obliku oblika i
polozaja signala, vremena zadrzavanja, razluCivosti i tocnosti kvantifikacije. Ako su te
promjene minimalne ili ih nema, za metodu mozemo reci da je robusna. Robusnost je dobar

indikator pouzdanosti i djelotvornosti metode prilikom koristenja iste.??
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§ 3. EKSPERIMENTALNI DIO

3.1. Tehnicka oprema i instrumenti

U eksperimentalnom radu koristen je uredaj HPLC Agilent Technologies 1100 Series s
detektorom DAD prikazanom na slici 5, s kolonom (Waters Acquity) dimenzija 250 mm x 4,6
mm X 5 pm punjenom oktadecilsilil amorfnim organosilikatnim polimerom kao stacionarnom

fazom.

:‘ Elf.[_,u -

Slika 5. Uredaj HPLC (Agilent Tehnologies Series 1100) 23

Uz uredaj HPLC jos su koriSteni: uredaj za prociS¢avanje vode, pH-metar, ultrazvucna kupelj

te analiticke vage s preciznos¢u od 0,01 g, 0,01 mg te 0,0001 mg.
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3.2. Reagensi

e Kalijev hidrogenfosfat, (KHPOs), p.a. (za analizu)
e Acetonitril, HPLC Cistoce

e Fosfatna kiselina (85%), HPLC ¢istoce

e Voda, HPLC ¢istoce

3.3. Referentne supstance

e Verapamil hidroklorid
e Verapamil Ph. Eur. onecis¢enje |

e Verapamil Ph. Eur. oneci§¢enje M

3.4. Kromatografski parametri

Tablica 2. Kromatografski parametri za analizu

Protok 1,5 mL min’!

Volumen injektiranja 10 uL

Detektor 278 nm BW 4nm

Temperatura kolone 25°C

Ukupno vrijeme trajanja 51 min

Temperatura autosamplera 20 °C

Eluiranje Gradijetno eluiranje prema tablici 3
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Tablica 3. Uvjeti gradijentnog eluiranja

Vrijeme / min Mobilna faza A / % v/v Mobilna faza B / % v/v
0,0 63 37
22 63 37
27 35 65
45 35 65
46 Pocetni sastav
51 Pocetni sastav

3.5. Priprema otopina

3.5.1. Pokretna faza A

Pokretna faza A pripravljena je otapanjem 6,97 g kalijevog hidrogenfosfata u 1 L vode, a

vrijednost pH = 7,20 podesena je pomocu 85% fosforne kiseline. Pripremljeno je 6 L pokretne

faze A.

3.5.2. Pokretna faza B

Kao pokretna faza B koristeno je 6 L acetonitrila ultra gradient grade Cistoce.

3.5.3. Otapalo

Otapalo koristeno u pripravi modelnih otopina je smjesa pokretne faze A i1 pokretne faze B u

mjeru 63:37, v/v. Pripremljeno je oko 8 L otapala.
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3.5.4. Otopina za provjeru prikladnosti sustava

Za razvoj analiticke metode poZzeljno je koristiti obogacene modelne uzorke koji su kemijski 1
prikladnosti sustava (engl. System Suitability Solution, SST) sadrzi 0,025 mg mL™! verapamil
hidroklorida, 0,025 mg mL! verapamil one¢i§¢enja I te 0,025 mg mL! verapamil oneéiS¢enja
M u otapalu. U volumetrijsku tikvicu od 20 mL odpipetira se 10 mL ishodne otopine verapamil

onecis¢enja I 1 M te se doda 5 mL ishodne otopine standarda i nadopuni otapalom do oznake.

3.5.5. Ishodna otopina verapamil oneciséenja I i M

Za pripravu ishodnih otopina verapamil onecis¢enja I i M odvagano je 1,25 mg verapamil
oneciS¢enja I i 1,25 mg verapamil oneciS¢enja M u volumetrijsku tikvicu od 25 mL i

nadopunjeno otapalom do oznake.

3.5.6. Ishodna otopina standarda

Ishodna otopina standarda (engl. Stock Standard Solution) je otopina koja sadrzi 0,1 mg mL"!
verapamil hidroklorida u otapalu, a pripravljena je vaganjem 5,0 mg standarda verapamil

hidroklorida u volumetrijsku tikvicu od 50 mL i nadopunjeno otapalom do oznake.

3.5.7. Razrijedena otopina standarda

Razrijedena otopina standarda je otopina koja sadrzi 0,00125 mg mL! verapamil hidroklorida
u otapalu. Odpipetira se 2,5 mL ishodne otopine standarda u volumetrijsku tikvicu od 200 mL

i nadopuni se otapalom do oznake.
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3.5.8. Otopina uzorka

Otopina uzorka sadrZi oko 2,5 mg mL"! verapamil hidroklorida u otapalu. Precizno je izvagano
9 odvaga po 50 mg supstance u volumetrijsku tikvicu od 20 mL te nadopunjeno otapalom do
oznake. U volumetrijsku tikvicu od 20 mL broj 1 i 2 doda se otapalo do polovice volumetrijske
tikvice, stavi u ultrazvu¢nu kupelj 10 minuta i nakon otapanja uzorka nadopuni se otapalom do
oznake. U volumetrijsku tikvicu od 20 mL broj 3, 4, 5, 6, 7 1 8 doda se otapalo do polovice
volumetrijske tikvice te se takoder stavlja u ultrazvucnu kupelj 10 minuta. Nakon otapanja u
ultrazvucnoj kupelji dodaje se 1 mL ishodne otopine verapamil onecis¢enja I i M i1 napoduni
otapalom do oznake. U volumetrijsku tikvicu od 20 mL broj 9 dodaje se otapalo do polovice
volumetrijske tikvice, stavlja se u ultrazvu¢nu kupelj na 10 minuta, nakon ultrazvucne kupelji
doda se 0,5 mL ishodne otopine verapamil oneciS¢enja I i M te nadopunjuje otapalom do

oznake.

3.5.9. Slijepi uzorak

Kao slijepi uzorak koristeno je samo otapalo.

3.6. Obrada podataka

Glavna svrha obrade podataka je sazimanje i stjecanje uvida u odredeni skup podataka pomocu
matematickih 1 statistickih pristupa. Obrada podataka omogucuje izdvajanje korisnih
informacija i donoSenje zakljuaka o ulaznom 1i izlaznom signalu, te najvaznije, procjenu o
samom procesu validacije, a u okviru ovog rada kromatogrami su procijenjeni vizualno te je

koriSten program Excel s podacima dobivenima iz programa Empower.
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§ 4. REZULTATII RASPRAVA

Za odredivanje oneciS¢enja verapamila u Pliva Hrvatska d.o.o. koristi se analiticka metoda
HPLC. Budu¢i da postoje zahtjevi za rutinskom kontrolom i svakodnevnom analizom
onecis¢enja, potrebno je provjeravati aktivnu tvar koja se koristi u proizvodnim pogonima u

Pliva Hrvatska.

4.1. Priprema sustava HPLC

Prije pocetka analize potrebno je kondicionirati kolonu propustanjem mobilne faze (mobilna
faza A 35% 1 mobilna faza B 65%) sve dok se ne postigne ravnoteza u koloni, stabilizira bazna
linija i tlak u sustavu. Potom se injektiraju otopine za provjeru prikladnosti sustava (slijepi
uzorak, otopina za prikladnosti sustava i1 otopina standarda) pri ¢emu moraju biti zadovoljeni
uvjeti za provjeru prikladnosti sustava definirani metodom prikazani u tablici 4, a nakon §to su
zadovoljeni uvjeti prikladnosti sustava, moZe se zapoceti s postupkom validacije analiticke

metode.

Tablica 4. Uvjeti za provjeru prikladnosti sustava

Analiza dan 1. | Analiza dan 2.

Otopina Signal Validacijski kriterij Rezultat Rezultat
Verapamil
SST : : Rezolucija =>4,5 6,4 7,2
Oneciscenje I
<10,0%
Standard Verapamil RSD (%) 3,1 0,8
(n=6)
Status + +
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Pomocu otopine za provjeru prikladnosti sustava prvo se odredi rezolucija za slijepi uzorak,
standardnu otopinu verapamila i verapamil-oneciS¢enje I i M te izracuna standardno odstupanje
za mjerenja provedena unutar dva dana (Analiza dan 1. i dan 2.). Rezultati mjerenja rezolucije
1izracunato srednje standardno odstupanje za analizu prvog i drugog dana zadovoljili su zadane
kriterije, odnosno rezolucija je veca ili jednaka vrijednosti 4,5, a srednje standardno odstupanje
za 6 ili viSe injektiranja je manje ili jednako 10,0% pa se na temelju toga moze zakljuciti da je
metoda HPLC dovoljno precizna i moze se koristiti u daljnjem odredivanju oneciS¢enja u
aktivnoj supstanci verapamilu.

Iz kromatograma su ocitane i izracunate vrijednosti za relativno vrijeme zadrzavanja
(engl. Relative retention time, RRT) verapamil-onecis¢enja I i M u odnosu na verapamil (od
oko 15 minuta) i prema rezultatima iz tablice 5 moze se zakljuciti da je razlucivost

zadovoljavajuca za daljnju analizu.

Tablica 5. Relativno vrijeme zadrzavanja (engl. Relative retention time, RRT) verapamil-

onecis¢enjal1 M

signal RRT!
verapamil-oneciséenje | ~13
verapamil-onecis¢enje M ~24

! Relativno vrijeme zadrzavanja u odnosu na verapamil (vrijeme zadrzavanja oko 15 minuta)
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4.2. Validacija metode HPLC

Validacija metode HPLC je proces koji se sastoji od razli¢itih koraka: kvalifikacije sustava,
uzorkovanja, pripreme uzorka, analize i obrade podataka. Opc¢a procjena prikladnosti sustava
ukljucivala je provjeru prikladnosti kromatografa za HPLC za predvidenu analizu te provjeru
svih materijala (reagensi, certificirani referentni materijali, unutarnji i vanjski standardi) koji ¢e
se koristiti u analizi. Prije po€etka procesa validacije bitno je provjeriti je li sva instrumentacija
ispravna. Za kromatografsku metodu prije analize bilo je potrebno provjeriti je li protok pumpe
dobar, ponovljivost i linearnost injektora i je li intenzitet signala detektora prihvatljiv (omjer
signala 1 Suma). Takoder, potrebno je provjeriti jesu li sve pipete i vage koristene u validaciji
kalibrirane i umjerene. Pojedinosti ovih provjera zabiljeZzene su i pohranjene s podacima o
validaciji 1 zavr$nim izvjeS¢em. Validacijski protokol pripremljen je za validaciju metode
HPLC prema Europskoj farmakopeji za odredivanje srodnih supstanci u verapamil
hidrokloridu. Prema propisanom validacijskom protokolu potrebno je koristiti svu potrebnu
zaStitnu opremu (maska, zastitna odjeca, rukavice otporne na djelovanje kemikalija i zaStitne
naocale).

Prije pocetka eksperimentalnog rada prihvacena je analiticka procedura za validaciju
metode uz definirane kriterije prihvatljivosti. Kriteriji prihvatljivosti za selektivnost jesu da
ukoliko postoje signali iz slijepog uzorka, oni ne smiju interferirati s kromatografskim vr§kom
standarada, uzorka i otopine za provjeru prikladnosti sustava. Signali standardnih otopina
onecis¢enja I 1 M moraju biti odvojeni jedan od drugog i isto tako odvojeni od signala
verapamila. Kvantifikacijska granica prema specifikacijskom zahtjevu, provjerena je iz signala
razrijedene otopina standarda i otopine cijepljene onecis¢enjem, ne smije imati omjer signala i
Suma manji od vrijednosti 10, pri 0,05% radne koncentracije uzorka. Buduc¢i da je verapamil
kao uzorak vrlo ¢ist i oneciS¢enja nisu vidljiva u kromatogramu, mora se cijepiti poznatom
koncentracijom onecis¢enja od 0,1% Sto je propisana granica specifikacije koliko maksimalno
onecis¢enja smije biti u uzorku. Ukoliko se utvrdi da onecis¢enja ili druge nepoznate tvari (Max
X) prelaze granicu od 0,1% mora se prijaviti odstupanje te istraziti okolnosti pojave onecis¢enja
u uzorku aktivne supstance. Sve tvari prisutne u koncentracijama ispod kvantifikacijske granice
se ne uzimaju u obzir. Sto se ti¢e toénosti, relativno standardno odstupanje za cijepljene uzorke
mora biti manje od 25% te analiticki povrat onecis¢enja cijepljenih uzoraka mora biti u rasponu

od 75-125%. Stabilnost analita vazno je utvrditi jer se na taj na¢in garantira integritet i samog
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uzorka. To omogucava provodenje validacije 1 analize na realnim uzorcima te prikupljanje
valjanih rezultata. Stabilnost standardne otopine verapamila i otopina verapamila s dodanom
poznatom koncentracijom oneciS¢enja odreduje se iz promjene povrSine kromatografskog vrska
za odabranu koncentraciju. Za standardnu otopinu verapamila, tijekom analiziranog razdoblja,
prihvatljiva je promjena u povrsini kromatografskog vrSka manja od 10%, dok za otopine
cijepljene onecis¢enjem apsolutna razlika u koncentraciji ne smije biti ve¢a od 0,03%. Zbog
vrlo niskih koncentracija oneciS¢enja i propisanih specifikacijskih uvjeta za maksimalnu
dopustenu koli¢inu onecis¢enja od 0,1% u odnosu na koncentraciju uzorka koja u ovom slucaju
to iznosi 2,5x10 mg mL!, linearnost i radno podrudje nije provjeravano te je provedena

djelomicna validacija.

4.2.1. Selektivnost

Selektivnost metode provjerena je usporedbom kromatograma slijepog uzorka, uzorka
verapamila te standarada oneciS¢enja I i M. Usporedeni su signali na kromatogramima dobiveni
nakon injektiranja slijepog uzorka sa i bez analita (verapamil koncentracije 2,5 mg mL™!) i
signali na kromatogramima s dodanom poznatom koncentracijom oneciS¢enja I 1 M
(0,0025 mg mL"). Kromatogrami otapala, slijepog uzorka, otopine za provjeru prikladnosti
sustava otopine, standardne otopine verapamila (0,1 mg mL™"), razrijedene standardne otopine
verapamila (0,00125 mg mL™!), cijepljenih i necijepljenih uzoraka verapamila s onec¢i§¢enjima

I i M prikazani su na slikama 6 — 21.
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Slika 6. Kromatogram otapala (slijepog uzorka) pri gradijentnom eluiranju

Slika 6 prikazuje kromatogram gradijentnog eluiranja otapala tj. slijepog uzroka koji trebaju
biti isti ukoliko je sve postavljeno na ispravan nacin, te su pokretna faza A i pokretna faza B

pripremljeni u skladu sa zahtjevom.

Na slici 7 prikazan je kromatogram otopine za provjeru prikladnosti sustava.
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Slika 7. Kromatogram otopine za provjeru prikladnosti sustava

Radi bolje preglednosti signala otopine za provjeru prikladnosti sustava izdvojeni dio signala

sa slike 7 prikazan je uvecan na slici 8.
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Slika 8. Kromatogram otopine za provjeru prikladnosti sustava

(uvecani prikaz)

Na temelju usporedbe signala dobivenih kromatograma (slike 6 — 8) zakljuceno je da ne postoje
interferencije signala slijepog uzorka sa signalima analita od interesa. Slike 7 i 8 prikazuju
signale standarda verapamila i standarde one¢iS¢enja I i M pri koncentraciji 0,025 mg mL! te

njihovo vrijeme zadrZavanja. Radi bolje preglednosti prikazani su uvecani prikazi (slika 8).

Slike 9 1 10 prikazuju signal standarda verapamila i njegovo vrijeme zadrzavanja na koloni.
Kromatogram standardne otopine verapamila pri koncentraciji od 4% u odnosu na
koncentraciju uzorka od 2,5 mg mL"! snimljen je u svrhu uobicajenog postupka prema zahtjevu

specifikacije.
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Slika 9. Kromatogram standardne otopine verapamila pri koncentraciji od 4% u odnosu na

koncentraciju uzorka od 2,5 mg mL"!

Naslici 10 prikazan je radi bolje preglednosti uve¢ani kromatogram signala otopine verapamila

(sa slike 9) pri koncentraciji od 4% u odnosu na koncentraciju uzorka od 2,5 mg mL™".
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Slika 10. Kromatogram standardne otopine verapamila pri koncentraciji od 4% u odnosu na
koncentraciju uzorka od 2,5 mg mL"!

(uvecani prikaz)
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Slike 11 i 12 prikazuju signal otopine razrijedenog standarda verapamila, pri kvantifikacijskoj
granici od 0,05% u odnosu na uzorak koncentracije od 2,5 mg mL-!. Svrha daljnje provjere
osjetljivosti je dodatna provjera mogucnosti kvalitativnog vizualnog odredivanja verapamila,
te moze li se dobiti dovoljno izrazeni signal za kvantifikaciju.

Standardna otopina verapamila dodatno je razrijedena i snimljen je kromatogram HPLC (slika

12), a radi bolje preglednosti navedeni signal prikazan je uvecano na slici 13.

0.0050

0.00457

0.00404

0.00357

0.00304

0.00257

0.00204

AU

0.00157

0.00107

0.00057

> Verapamil - 16.933

0.0000+

-0.0005

B0 B L B o B e B o L e B B e B o o e
0.00 2.00 4.00 6.00 8.00 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00 26.00 28.00 30.00 32.00 34.00 36.00 38.00 40.00 42.00 44.00 46.00 48.00 50.00
Minutes

Slika 11. Kromatogram razrijedene standardne otopine verapamila pri koncentraciji 0,05% u

odnosu na uzorak verapamila koncentracije od 2,5 mg mL!
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Slika 12. Kromatogram razrijedene standardne otopine verapamila pri koncentraciji 0,05% u
odnosu na uzorak verapamila koncentracije od 2,5 mg mL™!

(uvecani prikaz)
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Kromatogram otopine uzorka verapamila koncentracije 2,5 mg mL! prikazan je na slici 13, a
svrhu dodatne provjere bazne linije i slabih nepoznatih signala (RRT pri vremenu zadrZavanja
od oko 27 -28 minuta koja predstavljaju MaxX, najve¢i nepoznati kromatografski vrsak)

prisutnih na kromatogramu dan je i uvecani prikaz na slici 14.
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Slika 13. Kromatogram uzorka verapamila koncentracije 2,5 mg mL!
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Slika 14. Kromatogram uzorka verapamila koncentracije 2,5 mg mL!

(uvecan prikaz)
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Slike 13 i 14 prikazuju jaki signal uzorka verapamila koncentracije 2,5 mg mL™! bez drugih
izrazenih signala u kromatogramu pa se ve¢ na temelju toga moze zakljuciti kako je uzorak
verapamila izuzetno Cist. Budu¢i da se on koristi kao aktivna tvar za proizvodnju lijekova, iako
je potvrdena visoka cistoca, u svrhu validacije metode i pojave vrlo slabih signala u
kromatogramu provjeren je utjecaj oneciS¢enja na uzorak verapamila. U svrhu opaZzanja
promjena u kromatogramu otopine uzorka verapamila dodane su poznate otopine onecis¢enja
I i M pri dva razli¢ita volumna udjela (0,1 i 0,05%) u odnosu na koncentraciju uzorka
verapamila (2,5 mg mL™!). Kako bi se proveo postupak cijepljenja odnosno dodatka poznatih
onecis¢enja u standardnu otopinu verapamila prvo su pripremljene otopine onecis¢enja 1 M u
koncentraciji 0,1% u odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL™'), a njihovi

kromatogrami prikazani su na slikama 15 i 16 (uveéani prikaz zbog bolje preglednosti signala).
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Slika 15. Kromatogram otopina oneciS¢enja I i M za cijepljenje u koncentraciji 0,1% u

odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL")
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Slika 16. Kromatogram otopina oneci$¢enja I i M koncentracije 0,1% u odnosu na
koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL")

(uvecani prikaz)

bi se §to to¢nije proveo postupak cijepljenja odnosno dodatka poznatih oneciS¢enja u

standardnu otopinu verapamila pripremljene su i otopine oneciS¢enja I i M u jo§ niZoj

koncentraciji od 0,05% u odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL'), a

kromatogram je prikazan na slici 17.
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Slika 17. Kromatogram onecis¢enja I i M pri koncentraciji 0,05% u odnosu na uzorak

verapamila (2,5 mg mL)
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Nakon $to je u kromatogramu (slike 16 1 17) odreden polozaj signala otopina onecis¢enja I i M
u koncentraciji 0,1% u odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL™") snimljen je
kromatogram smjese otopine uzorka verapamila i dodane otopine oneciS¢enja 1 i M u
koncentraciji 0,1% u odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL™!). Kromatogram
takve cijepljene otopine verapamila s oneciS¢enjima I i M prikazan je na slici 18, a radi bolje

preglednosti i uvec¢ani prikaz na slici 19.
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Slika 18. Kromatogram cijepljenog uzorka onecis¢enjima I i M koncentracije 0,1% u odnosu

na uzorak verapamila (2,5 mg mL")
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Slika 19. Kromatogram cijepljenog uzorka onecis¢enjima I i M koncentracije 0,1% u odnosu
na uzorak verapamila (2,5 mg mL")

(uvecani prikaz)
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Na temelju kromatograma smjese standardne otopine verapamila i dodanih onecis¢enjali M u
koncentraciji 0,1% u odnosu na koncentraciju uzorka verapamila (2,5 mg mL') moze se
zakljuciti da je njihovo vrijeme zadrZavanja razli¢ito te da nema preklapanja odnosno
interferencija signala. U kromatogramima onecis¢enja I i M bez uzorka verapamila nema slabih
nepoznatih signala oznake RRT pri 27 1 28 minuta koji se pojavljuju u spektru ¢iste standardne
otopine verapamila te u spektru sve tri tvari. Moze se pretpostaviti da su nepoznati signali
uzrokovani nepoznatom tvari u vrlo niskoj koncentraciji prisutnoj u uzorku verapamila (2,5 mg
mL-!) i ne interferiraju ni pri odredivanju verapamila ni one¢is¢enja I i M u koncentraciji 0,1%
u odnosu na uzorak verapamila (2,5 mg mL"!).

U svrhu dodatne provjere signala snimljeni su kromatogrami onecis¢enja I i M pri vrlo niskoj
koncentraciji od 0,05% u odnosu na uzorak verapamila (2,5 mg mL™'). Kromatogram
cijepljenog uzorka onecis¢enjima I i M koncentracije 0,05% u odnosu na uzorak verapamila

prikazan je na slici 20, a radi bolje preglednosti i uve¢ani prikaz na slici 21.
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Minutes

Slika 20. Kromatogram cijepljenog uzorka onecis¢enjima I i M koncentracije 0,05% u odnosu

na uzorak verapamila
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Minutes

Slika 21. Kromatogram cijepljenog uzorka onecis¢enjima I i M koncentracije 0,05% u odnosu
na uzorak verapamila (2,5 mg mL")

(uvecani prikaz)

Na temelju provedenih istrazivanja za kromatografsko odjeljivanje uzorka, standarda, slijepog
uzorka, otopina za cijepljenje i otopina za provjeru prikladnosti sustava moze se zakljuciti da
su svi signali na kromatogramima na obje kolone koriStene u teku¢inskoj kromatografiji visoke
djelotvornosti vrlo dobro odvojeni i mogu se koristiti za odredivanje oneciS¢enja u aktivnoj
tvari verapamilu. Metoda je selektivna i moze se koristiti u daljnjoj rutinskoj analizi onecis¢enja

verapamila.
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4.2.2. Kvantifikacijska granica

Kvantifikacijska granica je definirana kao najniza koncentracija analita u uzroku koja se moze
pouzdano kvantificirati tj. signal kojemu se moze pridruziti broj¢ana vrijednost. Odredivanje
kvantifikacijske granice temelji se na kalibracijskom pravcu koji se utvrduje mjerec¢i uzorke
koji sadrzavaju analit u koncentraciji oko limita kvantifikacije te na mjerenju standardne
devijacije odnosno rac¢una se prema formuli (2). Vizualna procjena kvantifikacijskog limita se
uglavnom koristi kod ne instrumentalnih metoda iako moze biti koriStena 1 kod instrumentalnih
metoda 1 moze se odrediti analizom uzoraka poznate koncentracije analita utvrdivanjem
najniZzeg nivoa na kojem se analit moze kvantitativno odrediti sa zadovoljavaju¢om tocnosti i
preciznosti. Tipi¢an omjer signala i Suma pomocu kojega se odreduju kvantifikacije granice je
10:1. U ovom radu kvantifikacijska granica je propisana specifikacijom i iznosi 0,05% odnosno

prema masenoj koncentraciji verapamila, iznosi 1,25x1073 mg mL"!.

Tablica 6. Prikaz rezultata dobivenih prilikom snimanja razrijedene otopine standarda

verapamila pri koncentraciji 0,05% u odnosu na uzorak verapamila.

Analiza 1. dan Analiza 2. dan
Otopina Kriterij Rezultat Rezultat
Razrijedena
otopina
S/N'NLT 10 48 59
standarda
Verapamila

Svaki korak u validaciji metode je bitan korak pa tako tablica 6 prikazuje da se standard
verapamila moze kvantificirati pri koncentraciji od 0,05% u odnosu na koncentraciju uzorka te
omjer signala 1 Suma iznosi 48 odnosno 59 drugi dan analize. Budu¢i da je kriterij omjera

signala i Suma minimalno 10, zadovoljen je uvjet specifikacije.
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Tablica 7. Granice kvantifikacije za oneciS¢enja — cijepljene otopine uzorka

Koncentracija izraCunata za S/N =
% radne 10
: Masena . o Stvarna masena
Analiza .. | koncentracije Kriterij . % radne
Supstanca koncentracija S/N . P Status koncentracija /pg Masena .
(dan) 1 u odnosu na prihvatljivosti 1 .. koncentracije
(ug mL™) mL koncentracija (ug
uzorak 1 u odnosu na
mL™)
uzorak
one 1 1,25 0,05 40 + 1,1493 0,287 0,011
nesicéenje [ )
2 1,25 0,05 27 EITT omer - 1,280 0,474 0,019
na
1 1,25 0,05 77 0,05% + 1,2972 0,168 0,007
Onesicéenje M 12540
2 1,25 0,05 23 + 25 0,022 0,022

Dakle, omjer S/N u iznosu 10 definira da je signal 10 puta veci nego Sum, $to je granica omjera signala i Suma kako bi se poslije analize
mogao prepoznati signal tj. kvantificirati i dati nekakvu broj¢anu vrijednost. Minimalni omjer signala i Suma za prepoznavanje radi li se
uopce o signalu analita je 3. Nakon pripremljenih otopina i odradene analize dobivene su prikazane vrijednosti signala i Suma za cijepljene
otopine uzoraka koje su prikazane u tablici 7. Kriterij prihvatljivosti koji je propisan specifikacijom S/N za volumni udio analita od 0,05%
u odnosu koncentraciju uzorka je zadovoljen. Budu¢i da je omjer S/N ve¢i od kriterija prihvatljivosti izracuna se prema prikazanoj formuli,
kolika bi zapravo bila koncentracija oneciS¢enja dovoljna da se zadovolji uvjet specifikacije te se izrazi u radnom postotku naspram ukupne

koncentracije uzorka verapamila.
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4.2.3. Preciznost i tocnost

Validacijski parametar to¢nosti ukazuje na podudarnosti rezultata ispitivanja i referentne
vrijednosti, odnosno koliko je dobivena mjerna vrijednost, u ovom sluaju masena
koncentracija, priblizna stvarnoj vrijednosti. To¢nost metode odredena je kao omjer prosjecne
koncentracije analita dobivene analizom duplikata koji su prosli identican postupak obrade te
nominalne vrijednosti koncentracije kojom je na pocetku bio obogacen uzorak. U tablici 9
prikazane su dobivene prosjeéne koncentracije za koncentracijski nivo 2,5x10 mg mL! te
tocnost odredivanja. Vidljivo je kako je za sve analite analiti¢ki povrat oko 90% $to ukazuje na
to¢nost 1 pouzdanost metode.

Preciznost govori o podudarnosti vise neovisnih rezultata dobivenih istim postupkom
rada, a izrazava se kao standardno odstupanja rezultata analize. Postoje tri razine preciznosti:
ponovljivost, srednja preciznost i obnovljivost. Ponovljivost ili nepreciznost u seriji je najcesce
ispitivana preciznost, a govori o nepreciznosti rada koja proizlazi u uvjetima kada na ispitivanju
radi ista osoba, koristeci istu opremu u istom laboratoriju, primjenjujuéi istu metodu na pozeljno
identi¢nim ispitivanim uzorcima, poduzorcima homogenog uzorka, odnosno replikantima.
Srednja preciznost pokazuje podudarnost rezultata analize s obzirom na promjenu odredenog
faktora. Ispituje se tako da se primjenjuje ista metoda s promjenom u odredenom vanjskom
faktoru, kao $to je razliCito vrijeme, razli¢iti instrumenti ili razli€iti analiti¢ari. Obnovljivost
predstavlja preciznost ispitivanja provedenih pod to¢no odredenim uvjetima u odredenim
vremenskim razmacima. Kod analize metode obi¢no se rade tri ponavljanja na nekoliko
koncentracijskih razina koje se poklapaju s podruc¢jem linearnosti. Kriterij prihvatljivosti ovisit
¢e o vrsti analize, matrici uzorka i koncentraciji uzorka koji se odreduje, a u okviru ovog rada
kriterij za uzorke cijepljene onecis¢enjem u koncentraciji od 0,10% u odnosu na koncentraciju
uzroka, srednji analiticki povrat oneciS¢enja treba biti izmedu 75% 1 125% te preciznost

rezultata izraZzena kao relativno standardno odstupanje (RSD) ne smije biti veéi od 25%.

Ponovljivost

Budu¢i da uzorak verapamila nije sadrzavao oneciS¢enja iznad kvantifikacijske granice
(0,05%), test ponovljivosti se proveo metodom HPLC na Sest cijepljenih uzoraka i 2
necijepljena uzorka. Otopine uzorka su cijepljene oneciS¢enjima I i M u koncentraciji 0,1% u

odnosu na koncentraciju uzorka verapamila. Dodatne dvije necijepljene otopine pripravljene su

Mislav Kali¢anec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 44

u svrhu dodatne provjere i usporedbe rezultata mjerenja. Ponovljivost izraZzena kao relativno
standardno odstupanje rezultata analize iznosila je 3,2% i 7,8% za onecis¢enje [ te 2,5% 1 7,7%

za oneciS¢enje M, a koristi se za procjenu potrebne preciznosti.

Tablica 8. Rezultati za odredivanje preciznosti otopine uzorka verapamila

Analiza 1. dan

Onecis¢enje | Oneciscenje I Onecis¢enje M Max X
1 ND ND <LOoQ

2 ND ND <LOoQ
Prosjek ND ND <LOQ

Analiza 2. dan

Onecis¢enje | Oneciscenje I Onecis¢enje M Max X
1 ND ND <LOD

2 ND ND <LOD
Prosjek ND ND < LOD

Na temelju rezultata analize otopine uzorka verapamila prikazanim u tablici 9 mozZe se
zakljuciti kako je uzorak aktivne supstance verapamila Cist, bez oneciS¢enja. Budué¢i da
onecis¢enja I i M uopce nisu detektirana u samom uzorku, potvrdeno je koliko je zapravo
aktivna supstanca verapamila Cista i primjenjiva za koriStenja u proizvodnju lijeka. Ukoliko se
utvrdi da oneciS¢enja ili druge nepoznate tvari (Max X) prelaze granicu od 0,1% mora se
prijaviti odstupanje te istraziti okolnosti pojave oneciS¢enja u uzorku aktivne supstance No,
kako bi se zadovoljili svi zahtjevi za odredivanje preciznosti metode za analizu aktivne
supstance koji su propisani specifikacijom validacijske metode HPLC za verapamil prema
smjernicama Ph. Eur. potrebno je provesti dodatna istrazivanja i uzorke cijepiti s onec¢is¢enjima
poznate koncentracije. Prema farmakopejskim smjernicama kriterij za analiticki povrat je u
rasponu od 75 - 125% uz preciznost izrazenu kao relativno standardno odstupanje manje ili
jednako od 25%. Cijepljenje uzorka verapamila (uzorci 3 — 8) poznatim koncentracijama
onecis¢enja I i M 1 njihovo kromatografsko odjeljivanje provedeno je na dvije kolone za HPLC

Analiza I 1 II), a rezultati za analiticki povrat (%) prikazani su u tablici 9.
( p p
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Tablica 9. Rezultati za analiti¢ki povrat (%) i preciznost metode (izrazena kao RSD, %) za

onecis¢enja verapamila I 1 M.

Analiza I II I II
Analitic¢ki povrat, %
Oneciscenje | Onecis¢enje M
Uzorak 3 92 86 108 98
Uzorak 4 92 87 112 96
Uzorak 5 92 73 107 81
Uzorak 6 92 90 109 100
Uzorak 7 89 90 108 101
Uzorak 8 98 91 114 98
srednja
vrijednost/% . 5 Ho %
Kriterij 75 -125%
RSD/% 3.2% 7,8% 2,5% 7,7%
Kriterij <25%
Status + +

Na temelju rezultata iz tablice 9 moze se zakljuciti da ne postoji znacajna razlika u dvije
nezavisne analize provedene na dvije razli¢ite kolone (73 -115%). Rezultati zadovoljavaju
kriterije iz farmakopejskih smjernica za odredivanje oneciS¢enja odnosno srodne supstance u

verapamilu metodom HPLC. Dobiveni rezultati za verapamil su usporedeni i u skladu su s

Mislav Kali¢anec Diplomski rad



§ 3. Eksperimentalni dio 46

rezultatima koje je dao proizvodac ¢ime je potvrdeno da je metoda HPLC primjenjiva za analizu

onecis¢enja u aktivnoj supstanci verapamilu.

4.2.4. Stabilnost

Budu¢i da je validacija metode HPLC standardna praksa u analitickom laboratoriju kontrole
kvalitete prilikom svakog izvodenja validacije (u ovom sluc¢aju za verapamil) potrebno je
prikazati podatke o stabilnosti otopina standarada i uzoraka. Stabilnost otopina standarada i
uzoraka u uobicajenim laboratorijskim uvjetima mora biti odredena kako bi osigurala da su i
uzorci i standardi dovoljno stabilni u procijenjenom vremenskom periodu potrebnom za
analizu. Nakon $to se odredi stabilnost otopina, potrebno je zadati rokove valjanosti pojedinih
uzorka i uvjete Cuvanja uzorka za analiticku metodu. U slu€aju da su uzorci i standardi stabilniji
od uvjeta maksimalne razlike u povrsSini koja ne smije biti veca ili jednaka vrijednosti 10, te
koncentraciji koja se ne smije razlikovati za viSe od 0,03%, novo vremensko razdoblje se
predlaze za stabilnost uzoraka i standarada. Stabilnost uzorka odredena je usporedbom signala
u kromatogramu za standardne otopine verapamila u vremenskom periodu izmedu dvije analize
u vremenskom rasponu od oko dva tjedna, nakon 5 (118 h) odnosno 15 dana (377 h)., a rezultati

su dani u tablici 10.

Tablica 10. Stabilnost standardne otopine verapamila

Razlika naspram tocke 0
Vrijeme | Povrsina . -
Otopina h (Razlika u povrSini, %) Zahtjev Status
Verapamil
0 11978 / /
Standard 118 12072 +1,8 <10,0% +
377 12976 +5,9 +
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Prema rezultatima iz tablice 10 mozZe se zakljuciti kako je standardna otopina verapamila
stabilna unutar 15 dana i zadovoljava propisane farmakopejske kriterije za promjene u povrsini
signala u kromatogramu verapamila od < 10,0%.

Ispitana je i stabilnost otopina onecis¢enja I 1 M, a rezultati su prikazani u tablici 11.

Tablica 11. Stabilnost otopina s onecis¢enjem I 1 M

Maksimalna
Vrijeme / h 0 | 118 | 377 | apsolutna razlika/ Status
(NMT 0,03%)
Oneciscenje I 0,09 | 0,05 | 0,04 0,05 -
Oneciscenje M 0,11 | 0,07 | 0,05 0,06 -

Na temelju rezultata iz tablice 10 1 11 mozZe se zakljuciti kako je standardna otopina verapamila
stabilna 1 nakon 377 sati od pripremanja za prvu analizu za razliku od pripravljenih otopina
onecis¢enja I i M koja nisu ispunila uvjete stabilnosti u istom vremenskom periodu. Na temelju
rezultata za odredivanje stabilnosti standardnih otopina i uzorka preporuka je da ih je potrebno
cuvati na temperaturi jednakoj ili manjoj od 20 °C te zasti¢eno od direktnog utjecaja suncevih

zraka, a analizu provesti unutar deset dana.
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§ 5. ZAKLJUCAK

Svrha dobre laboratorijske prakse je regulirati rad svih onih koji rade na istrazivanju
sigurnosti potencijalnih lijekova i1 drugih supstanci. Sigurnost lijekova je klju¢no pitanje koje
ima direktan utjecaj na pacijente koji uzimaju lijekove i na ljude koji sudjeluju u klini¢kim
ispitivanjima. Iz tog razloga i zbog potrebe zadovoljavanja zahtjeva regulatornih tijela, sve
analiticke metode trebaju biti ispravno validirane. Istrazivanja u okviru ovog rada provedena su
u svrhu validacije metode za odredivanje oneciS¢enja u aktivnoj supstanci verapamil
hidrokloridu, tvari koja je osnova raznih farmaceutskih pripravaka koji sluze za lijeCenje
kardiovaskularnih oboljenja. Validacija metode HPLC je provedena prema internim Plivinim
standardima i propisima koji su napisani na temelju strogih zahtjeva farmakopeje i smjernica
ICH. U svrhu validacije metode odredeni su sljedeci parametri: selektivnost, kvantifikacijska
granice, preciznost i stabilnost otopina uzoraka i standardnih otopina za analit i onec¢iS¢enja.

Pri kromatografskoj HPLC analizi analiti nisu medusobno interferirali te je potvrdeno
da je metoda dovoljno selektivna. Izmjereni omjeri signala i Suma u svrhu provjere osjetljivosti
otopina standardnog razrjedenja i otopina cijepljenih onec¢i§¢enjem I i M bili su iznad zahtjeva
metode te u tome zadovoljili kriterij. Tocnost je odredena iz analiti¢kog povrata za oneciS¢enja
I 1 M i iznosi izmedu 89% i 114%, a preciznost izrazena RSD manjom od 25% takoder
zadovoljava specifikaciju. Samo za standard verapamila dobivena je zadovoljavajuca
stabilnost, pa ¢e dobiveni podatci biti predloZzeni za dopunu specifikacijskih podataka dok
stabilnost standarda oneciS¢enja I 1 M nije bila zadovoljavajuca u zadanim parametrima te su
potrebna detaljnija istrazivanja.

Budu¢i da su svi ispitivani validacijski parametri za odredivanje verapamila u zadanim
okvirima regulatornih zahtjeva, metoda HPLC s detektorom DAD moze se sigurno koristiti u

budu¢em radu laboratorija Kontrole kvalitete Pliva Hrvatska d.o.o.
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§ 6. POPIS OZNAKA, KRATICA I SIMBOLA

Max X — najveci nepoznati kromatografski vr§ak u kromatogramu
ND — engl. not detected

NLT — engl. not lower than

NMT - engl. not more than
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