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Rezime

Torasemid je diuretik Henleove petlje sa¢miin dejstvom kao furosemid.
Koristi se u stanjima edema udruzenim ssisom bole&u, ukljucujuci i pluéni edem,
kao i u sl¢ajevima oboljenja bubrega i jetre. Tdleose koristi u tretmanu hipertenzije,
samostalno ili u kombinaciji sa drugim antihipe#mma. Torasemid ostvaruje dejstvo
u uzlaznom, debliem kraku Henleove petlje inhiliéajtubularnu reapsorpciju
natrijuma (N4) i hlora (CI) ograntavanjem natrijum/hlorid/kalijum prenosnog sistema.

U kontroli kvaliteta farmaceutskih proizvoda testaentifikacije i odretivanja
sadrzaja aktivne supstance Kiséota su veoma vazni sa ciliem da se obezbedi visok
kvalitet proizvoda, bez promena u hemijskim, farolakkim ili toksikoloSkim
karakteristikama. Prem&CH smernicama, sve distoce prisutne u farmaceutskom
doziranom obliku u kotini vecoj od 0.1% moraju se ispitati. Za istovremeno
odreiivanje torasemida i njegovih &istoca razvijene su nove, osetljive i pouzdane
HPLC/UV i HPLC/MS metode. Kompletno hromatografskonaSanje ispitivanih
supstanci i pronalaZzenje optimalnih hromatografakstova ostvareno je uz upotrebu
eksperimentalnog dizajna. Frakcioni faktorski dizgg kori€en za izbor varijabli koji
zna&ajno uttu na hromatografsko razdvajanje. Puni faktorskiajizie kori€en za
optimizaciju tih varijabli kako bi se postiglo zadwjavajue razdvajanje izmi
ispitivanih supstanci u najkfem mogdem vremenu trajanja analize. Nakon toga, obe
metode su uspesno validirane u skladuCld smernicama i primenjene za ispitivanje
farmaceutskog doziranog oblika, torasemid tableta.

Kako u literaturi postoji nedostatak informacijadegradacionom mehanizmu
torasemida, to su aktivnha farmaceutska supstanesemid i farmaceutski dozirani
oblik (torasemid tablete) podvrgnuti studijama fiase degradacije sa ciliem da se
identifikuju potencijalni degradacioni proizvodiustanovi mogéi degradacioni put i
sveukupna stabilnost torasemida. Studija je spewvad skladu sBCH smernicama, a
uzorci su izlagani uslovima hidrolize (kisele, bazanneutralne), oksidacije, fotolize i

termalne degradacije. Za karakterizaciju nastaéibrddacionih proizvoda primenjene



su HPLC/UV i HPLC/MS tehnike. Kvadrupolni i jonski trap maseni anak#atsu
kori&eni da se wustanovi dia fragmentacije degradacionih proizvoda. Glavni
degradacioni proizvod koji je dobijen ovim studi@nozngen je kao degradacioni
proizvod R2. Pod ekstremnim uslovima oksidacije alod se grade i degradacioni
proizvodi okarakterisani kao torasemid N-oksid i-R2ksid. Deo studije bio je i cilj
da se predloZi verovatni degradacioni put torasanpidd razkiitim eksperimentalnim
uslovima.

Studije forsirane degradacije omaégde su razvoj selektivne, validirane
stability-indicatingHPLC/UV metode. Razvoj i optimizacija metode kégse Kkoristiti
za ispitivanje stabilnosti torasemida deaa je uz pomd metodologije
multikriterijumskog odldivanja i eksperimentalnog dizajna. Na kraju, metgda
uspesno validirana u skladu K2H smernicama, a primenljivost metode je ispitana na

tabletama torasemida.

Klju éne reci
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CHEMOMETRIC APPROACH TO THE DEVELOPMENT OF HPLC/UMND
HPLC/MS METHODS FOR DETERMINATION AND STABILITY TESING OF
TORASEMIDE AND ITS IMPURITIES

Abstract

Torasemide is a loop diuretic with actions simitar those of furosemide.
Torasemide is used for edema associated with Hedure, including pulmonary
edema, and with renal and hepatic disorders. lals® used in the treatment of
hypertension, either alone or with other antihypestves. It acts in the ascending limb
of the loop of Henle by inhibiting tubular reapstiwp of sodium and chloride and
interacting with the sodium/chloride/potassium @nsport system.

In the quality control of pharmaceutical productsderitification and
guantification of the active ingredient and its imities is very important in order to
achieve a high quality of the product, without o chemical, pharmacological and
toxicological properties. According t6€CH guidelines, determination of impurities
present in pharmaceutical dosage forms above (s18édessary. A new, sensitive and
reliable HPLC/UV and HPLC/MS methods for simultangodetermination of
torasemide and its impurities were developed. Tdraptete chromatographic behavior
and optimal chromatographic conditions were evaldatvith the assistance of
experimental design. The fractional factorial dasigas used for selection of variables
which significantly influence the chromatographieparation of the investigated
substances. Full factorial design was used fomopétion of these variables in order to
achieve satisfactory resolution between all ingedéd substances with the shortest
possible analysis time. Afterwards, both analyto@thods were successfully validated
in accordance withCH guidelines and the applicability of the proposesthds on the
torasemide tablet dosage form has been demonstrated

As the degradation mechanism of torasemide has lae&img in the literature,
torasemide active pharmaceutical ingredient andsemide tablets drug product were
subjected to forced degradation studies in ordeideémtify the potential degradation
products and establish the possible degradatidmyagts and intrinsic stability of the

drug. The study was performed according@bl guidelines and samples were exposed



to hydrolysis (acid, base and neutral), oxidatfgmtolysis and thermal degradation. To
characterize the arisen degradation products, HBYGInd HPLC/MS methods were
applied. Using single quadrupole and ion trap nasayzers, a mass fragmentation
pattern of degradation products was established.major degradation product which
was formed corresponds to degradation product REeUthe extreme oxidative stress
conditions two degradation products were formedanedproposed to be torasemide N-
oxide and degradation product R2-N-oxide. An iraégaim of the study was to
postulate possible degradation pathway of the grutifferent experimental conditions.
Forced degradation studies enabled a developmegtlettive and validated
stability-indicating HPLC/UV method. A multicriterion evaluation metladogy in
combination with experimental design was employadievelopment and optimization
of the method that is intended to be used for Btalmvestigation. Finally, the method
was successfully validated in accordance W@H guidelines and the applicability of

the proposed method was tested on the torasentitdd tlosage form.

Keywords

Torasemide, Liquid chromatography, Mass spectrosdgiethod validation, Fractional

factorial design, Full factorial design, Centrahqmsite design, Derringer’s desirability

function, Forced degradation, Degradation products
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LISTA SKRA CENICA KORIS CENIH U RADU

adj.— Adjusted- Korigovan

ANOVA - Analysis of variance- Analiza varijanse

APCI — Atmospheric pressure chemical ionizatieh Hemijska jonizacija pod
atmosferskim pritiskom

BP —British Pharmacopoeia Britanska farmakopeja

CE —Capillary electrophoresis- Kapilarna elektroforeza

Cl —Chemical ionizatior- Hemijska jonizacija

CID -Caollision induced dissociation Koliziono aktivirana disocijacija

D — Desirability function— Funkcija poZeljnih odgovora

El — Electron ionization- Jonizacija elektronima

ESI —Electrospray ionizatior- Elektrosprej jonizacija

FAB — Fast atom bombardmertBombardovanje brzim atomima

FIA — Flow injection analysis- Metoda automatskog unosa uzorka u maseni analizator
GC —Gass chromatography Gasna hromatografija

HPLC —High pressure liquid chromatography Teina hromatografija pod visokim
pritiskom

HPLC/MS - High pressure liquid chromatography/Mass spectrgsce- Teina
hromatografija pod visokim pritiskom/Masena spegkapija

HPLC/UV - High pressure liquid chromatography/UltravioletFecna hromatografija
pod visokim pritiskom/UV detekcija

ICH — International Conference on Harmonizatien Maiunarodna Konferencija o
Harmonizaciji

IR —Infrared — Infracrveno

LOD —Limit of detection- Limit detekcije

LOQ —Limit of quantification— Limit kvantifikacije

MALDI — Matrix-assisted laser desorption/ionizatierDesorpcija laserom iz matriksa
MEKC - Micellar electrokinetic chromatography- Micelarna elektrokinetka
hromatografija

MS —Massspectroscopy Masena spektroskopija

m/z —Mass to charge ratie- Odnos mase i naelektrisanja



n — Broj odrdivanja

NMR —Nuclear magnetic resonaneeNuklearna magnetna rezonanca

NP-HPLC —Normal phasehigh pressure liquid chromatography Normalno-fazna
tetna hromatografija pod visokim pritiskom

PDA —Photodiode-array- PDA detektor

Ph. Eur. -European PharmacopoetaEvropska farmakopeja

RP-HPLC —Reverse phaséigh pressure liquid chromatographyReverzno-fazna
tecna hromatografija pod visokim pritiskom

RRt —Relative retention time Relativno retenciono vreme

RSD —Relativestandard deviationr- Relativha standardna devijacija

RSM —Response surface methodoleglietodologija povrSine odgovora

SD —Standard deviatior Standardna devijacija

SIM — Selected ion monitoring Pra&enje odabranog jona

SPE -Solid phase extraction Cvrsto-te&éna ekstrakcija

TLC —Thin layer chromatography Tankoslojna hromatografija

TOF —Time-of-flight— Vreme preleta

UPLC —Ultra performance liquid chromatography Te&na hromatografija ultravisokih
performansi

UV/VIS — Ultraviolet/Visible— Ultraljubicasto/Vidljivo
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1.1. OSNOVNE KARAKTERISTIKE TORASEMIDA

1.1.1. FarmakoloSke osobine

Torasemid je diuretik Henleove petlje i pripada pyriekova koji povéavaju
izlugivanje mokrge. Torasemid inhibira reapsorpciju natrijuma Na hlora (CI) u
uzlaznom, debljem kraku Henleove petlie, ogtamanjem N&K'/CI” prenosnog sistema.
Blokadom ovog sistema dolazi do péaaog izl¢ivanja ovih jona, ali i jona magnezijuma i
kalcijuma. Takde, blokira prelazak hlorida sa peritubularne paoeSnefrona.lzraziti
diureticki efekat uzrokovan je blokadom velikog reapsombiy kapaciteta ovog dela tubula
[1, 2].

Torasemid se dobro apsorbuje iz gastrointestinalraddga. Apsorpcija leka je posle
oralne primene dobra, efekatgoge 1 sat po primeni. Primenjen intravenski, efedajavlja
posle 10 minuta. Lek se metaboliSe u jetri, pafingencija bubrega ne ute na eliminaciju
iz organizma. Torasemid se metaboliSe posredstzosniima citohrom P450 CYP2C9 [3].

Biotransformacijom nastaju tri metabolita: M1, MBIb (slika 1).

M I
= =

| H H
TYL O — LT L
o CHg o] CHg

M
NH
Tarasemid ' M

R -
OéS\QCI
MNH
CHs CHs

Slika 1. Metaboliki putevi torasemida i nastanak metabolita M1, N85
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Hidroksilacija metil grupe na benzolovom prstentasemida daje metabolit M1 koji
se dalje metaboliSe oksidacijom do karboksilne likisee dajii metabolit M5.
Hidroksilacijom benzolovog prstena nastaje metaldd8. Kod normalne bubrezne funkcije,
10% od doze se iztuje kao metabolit M1, 44% kao metabolit M5 i 2% kaetabolit M3.
Studije pokazuju da metaboliti M1 i M3 mogu imatieticki efekat, dok je M5 neaktivan
metabolit [4].

BioraspoloZivost torasemida je oko 80%, sa malitarindividualnim odstupanjima.
Istovremeno uzimanje hrane usporgastizanje maksimalne koncentacije leka oko 30
minuta, ali bioraspolozivost i aktivnost su nepemeni. Bubrezna ili jetrena insuficijencija
ne uttu na apsorpciju. Vise od 99% torasemida vezujeasgrateine plazme. U odnosu na
ostale diuretike Henleove petlje ima duze poluvrestminacije (do 4 sata) i ¥a duzinu
delovanja (oko 8 sati) [1].

Torasemid je efikasan diuretik za&émje akutnog edema gla, za eliminaciju viska
tecnosti kod bolesnika sa ceamom i bubreznom insuficijencijom. Tal® se koristi u
tretmanu hipertenzije, sam ili u kombinaciji sa atist antihipertenzivnim lekovima.
Uobicajena oralna doza je 5 do 10 mg dnevna:eMdoze torasemida aplikuju se kod edema
bubreznog porekla (do 200 mg dnevno) i kpdcijenata sa cirozom jetre, kada dnevna doza
ne bi trebalo da bude & od 40 mg [5, 6].

Nezeljena dejstva primene torasemida mogu biti rapgemija, hipovolemija,
hipotenzija, cirkulatorni kolaps, aktivacija sistenrenin-angiotenzin sa posledicom
poveanog izlgivanja jona K i H*. U slusaju nedovoljnog unosa kalijuma hranom, postoji
rizik od hipokalijemije i porem&ja stanog ritma. Pow&no izliivanje magnezijuma
takade nosi rizik od aritmija, a moga je i hipokalcijemija. Ototok&nost, hiperurikemija,
dislipidemija, fotosenzitivhe reakcije, depresijaStane srzi i gastrointestinalni poreiag
takale spadaju u moga nezZeljena dejstva primene torasemida. Kontraawiji za
primenu su teSka hiponatrijemija, hipovolemija iuaj@ koja ne reaguje na test doze
diuretika Henleove petlje.

S obzirom da enzim P450 CYP2C9 igra vaznu ulogueatabolizmu torasemida,
treba biti oprezan kada se ovaj lek primjenjujedsagim lekovima koji su ili induktori ili

inhibitori ovog enzima. Istovremena primena sa agiikozidima moze pojati
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ototokstnost, a sa antikoagulansima péat antikoagulantnu aktivhofRotreban je oprez i
kod istovremene primene litjuma i torasemida zbownjenog klirensa litjuma i pof@nja
njegove toksinosti. Primena sa preparatima digitalisa moze dodespojave aritmija, dok
primena sa nesteroidnim antiinflamatornim lekovimarobenecidom moze dovesti do

smanjenja diuretskog efekta torasemida i drugihetike. Henleove petlje [2].

1.1.2. Fizi¢ko-hemijske osobine

o 5 © CHs
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Slika 2. Strukturna formula torasemida
1-(1-metiletil)-3-[[4-[(3-mifenil)amino]piridin-3-il|sulfonillurea

Hemijska struktura torasemida se moZe dokazati amem njegovih spektara
razlicitim tehnikama, kao Sto su infracrvena apsorpcigmektroskopija (IR), ultraljubasta
apsorpciona spektrofotometrija (UV) i masena spskiopija (MS).

IR spektar torasemida snimljen tehnikom KBr-disk&azuje apsorpcione trake koje
poticu od karakteristinih funkcionalnih grupa N-H, C-H, CO-NH, C=C, S@lika 3), a

UV spektar daje karakterigtii apsorpcioni maksimum na 290 nm (slika 4).
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Maseni spekar torasemida snimljen tehnikom elegteysjonizacije (ESI, analiza
pozitivnih jona) pokazuje molekulski jon (m/z 34B)ragment jone (m/z 290 i 264),
prikazano na slici 5.
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Slika 5. Maseni spektar torasemida

1.1.3. Sinteza torasemida i potencijalne néstoce

Sinteza torasemida se odvija nizom hemijskih rgakpictevsi od 4-hidroksi-3-
piridinsulfonske kiseline (I). U reakciji sa fosfguentahloridom stvara se 4-hloro-3-
piridinsulfohlorid (I1), a uvdenjem amonijum hidroksida nastaje jedinjenje 448+
piridinsulfonamid (Ill). U drugom koraku, udenjem u reakciju m-toluidina nastaje 4-(3-
metilfenilamino)-3-piridinsulfonamid (IV). Ovaj ietmedijer u reakciji sa izopropil-
izocijanatom daje torasemid, 1-(1-metiletil)-3-[[[B-metilfenil)amino]piridin-3
il]sulfoniljurea. Klju¢ni intermedijeri u ovom procesu su 4-hloro-3-pinistilfonamid i 4-(3-

metilfenilamino)-3-piridinsulfonamid. Sinteza toessida je prikazana na slici 6 [7].
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Slika 6. Sema sinteze torasemida

Kod torasemida se mogu pojavigtiri potencijalne n&stoce koje su ozngene kao
R2, R3, R4 i R6 i potu iz procesa sinteze.

Necistoca R2, hemijski predstavlja 4-[(3-metilfenil)amina]jgin-3-sulfonamid,
pojavljuje se kao intermedijer u sintetskom prodgsotencijalna je degradacionacistoca.

Necistoca R3, 1-etil-3-[[4-[(3-metilfenil)amino]piridin-3Hsulfoniljlurea, moze
nastati tokom sinteze torasemida, reakcijom iamet-[(3-metilfenil)amino]piridin-3-
sulfonamida i etil-izocijanata (koji moze biti putsin u izopropil-izocijanatu).

Necistoca R4, 3,4-dihidro-4-(3-metilfenil)-2H-pirido[4,3-€],2,4-tiadiazin-1,1-
dioksid, moze nastati razgradnjom intermedijera (34rpetilfenil)amino]piridin-3-
sulfonamida [7].

Necistoca R6, 1-butil-3-[[4-[(3-metilfenil)amino]piridin-3§sulfoniljurea, moze
nastati tokom sinteze torasemida, reakcijom imet-[(3-metilfenil)amino]piridin-3-

sulfonamida i etil-izocijanata (koji moze biti putsin u izopropil-izocijanatu).
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Hemijske strukture ovih restoéa prikazane su na slici 7.
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Slika 7. Hemijske strukture potencijalnihcnstoca torasemida: a) R2, b) R3, ¢) R4 i d) R6

Oficinalne monografije torasemida u Ph. Eur. 7 i[BP 2012 [9] specificiraju 5
necistoca torasemida. Osim #sistoca R2 (néistoca B), R3 (néistoca C) i R6 (néistoca D)

oficinalne su i sled&® ne&istoce:

Necistoca A, 4-(3-metilfenil)-2H-pirido[4,3-e]-1,2,4-tiadzen-3(4H)-on-1,1-dioksid
(slika 8a)
Necistoca E, etil[[4-[(3-metilfenil)amino]piridin-3-il]sulbnillkarbamat (slika 8b)
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Slika 8. Hemijske strukture: a) #istoca A i b) ne&istoca E

1.1.4. Pregled literaturnih podataka

Na osnovu detaljnog izavanja postojee literature o analitici torasemida,demo je
da se najvé broj radova odnosi na analizu uzoraka iz biolb3kiaterijala (plazme i urina),
tehnikama téne hromatografije (HPLC) i #@o-masene spektroskopije (HPLC/MS).
Osetljiva i brza HPLC metoda za odmanje torasemida iz plazme sprovedena je
koris¢enjem monolitne silika kolone koja je omdga kratko trajanje analize (oko
3 minuta) i dobro razdvajanje torasemida od intgrstandarda furosemida. Analiziranju
prethodi téno-tena ekstrakcija iz uzoraka plazme, sa etil acetaterd.1 M HCI. Mobilna
faza je smeSa acetonitrila i amonijum acetatnognau25:75, v/v), pH 4.0. Detekcija se vrSi
na 290 nm, pri protoku od 2 ml/minuti. Validacijeetade je dokazala da je maguprimena
metode u farmakokin&kim studijama torasemida [10].

Torasemid i metaboliti M1, M3 i M5 iz uzoraka plagnodreivani su HPLC
metodom nakortvrsto-t&ne ekstrakcije (SPE). Ri6favanje uzorka postignuto je sa C
kertridzima uz eluent smeSe metanola i vode (75\%). Separacija komponenti je
postignuta na cijano koloni (125 x 4 mm, 5 um) s#bitmom fazom sastavljenom od smese
0.02 M perhlorne kiseline (pH vrednosti 2.5) i acetrila (90:10 v/v) pri protoku od 1.5
ml/minuti, a detekcija je izvrSena na 290 nm. HPAr@liza ispitivanih komponenti traje 16

minuta [11]. Razdvajanje torasemida od metabol#tkon cvrsto-te&ne ekstrakcije modie
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je i na Ggkoloni, gradijentnog eluiranja i protoka od 1.5 mikhuti sa mobilnom fazom koja
se sastoji iz smeSe acetonitrila i fosfatnog pufpkavrednosti 4.5) [12].

HPLC metoda sa elektro-hemijskom detekcijom Kem& je za analiziranje
torasemida iz uzoraka urina, na kolongBondapack posto je prethodno primenjénsto-
tecna ekstrakcija. Mobilna faza je bila smeSa vodeetanola (80:20, v/v, pH 3.0) [13],
odnosno vode i acetonitrila (65:35 v/v, pH 5.3)][1dpotreba elektro-hemijskog detektora
doprinela je véoj osetljivosti metode, sa limitom kvantifikacijel & ng/ml.

Veliki broj metoda opisuje upotrebu cte-masene spektroskopije u analitici
torasemidagesto i u prisustvu drugih lekova iz bioloSkog migada. Kvalitativha detekcija
torasemida iz urina, u smesi diuretika i drugihstapci koje se smatraju doping agensima
(ukupno 42), izvrSena je sa HPLC/MS sistemom sétafk@m kolonom Gg (50 x 2.1 mm,
3.5 um). Mobilna faza se sastojala od vode i mdtansa gradijentnim eluiranjem i
protokom od 0.3 ml/minuti ka masenom spektrometpremljenom sa ESI izvorom.
Primena masene spektroskopije omiigu je istovremeno analiziranje velikog broja
komponenti u smeSi, va osetljivost metode i njenu praktu primenu u rutinskoj anti-
doping kontroli [15].

HPLC/MS/MS je korisena za analizu torasemida u smeSi 18 diuretika i
probenecida, u uzorcima urina. Priprema uzorkayeSena t&no-te&&nom ekstrakcijom sa
etil acetatom. Hromatografski uslovi obuhvatajulitiriku kolonu Gg (100 x 3 mm, 5 pum),
sa mobilnom fazom 1% sgetna kiselina (A) i acetonitril (B) u gradijentnomodu: 85%A
2 minuta, linearni gradijent 45%A za 10 minuta, 3%%a 8 minuta, sa protokom od
0.3 mli/minuti. Ukupno vreme trajanja analize jerBihuta. Jonizacija analita je postignuta
sa ESI, sa m osetljivogu u odnosu na hemijsku jonizaciju pod atmosfersritiskom
(APCI). Metoda je primenjiva za detektovanje amalit periodu do 4 dana nakon oralnog
unosa [16]. Ova metoda je proSirena i na didianje torasemida u prisustvu beta-blokatora
dajuei limit detekcije torasemida od 25 ng/ml [17]. Opizovanjem metode i pronalazenjem
najboljih parametara za jonizaciju analita mégye postti najveéu moguu osetljivost
tehnikom elektrosprej jonizacije, koja za torasenudosi 3 ng/ml [18]. Kvantitativho
odrefivanje torasemida u smesSi diuretika u urinu niegie posti i sa HPLC/MS/MS,
tehnikom APCI [19].

10
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Za potrebe anti-doping kontrole razvijena je SPEEEIRIS/MS metoda za analizu
diuretika u smesi od 36 supstanciduekojima je i torasemid. Ekstrakcija analita iznari
uraiena je SPE metodom, koja je zamenilénteteenu ekstrakciju sa etil acetatom zbog
mogute oksidacije diuretika koji poseduju sulfidne gru@@ptimizacija metode za svaki
analit pojedinano je pokazala da se nafeeefikasnost jonizacije dobija sa APCI, a najbolji
oblik hromatografskih pikova ako mobilnu faZzui smeSa mravlje kiseline i acetonitrila, na
koloni (50 x 2.1 mm, 3 pm). Sve supstance su detektovamgkim koncentracijama, sa
prinosom véim od 80% [20].

Optimizacija SPE metode za analizu 34 diuretikazarka urina je uena na bazi
poznavanja fiziko-hemijskih osobina svakog od diuretika i njihoymdeli na klase, te
odabirom reprezentativhog analita iz svake klas&ame se primenjivao SPE protokol do
pronalazenja optimalnih uslova. Diuretici podeljenklase dalje su podvrgavani ekstrakciji
na razltitim SPE kolonama, sa raglim eluentima, a nakon toga analizirani HPLC/MS
tehnikom. Ovaj pristup ziajno skr&uje vreme potrebno za razvoj metode [21].

Torasemid u urinu je moga kvantifikovati i gasnom hromatografijom spregmato
sa masenom detekcijom, u komd&ju je nakon t&no-te&Ene ekstrakcije sa etil acetatom
potrebno izvrSiti i derivatizaciju uzorka sa 3-nhtilinijum hidroksidom (0.2 M u
metanolu). Hromatografska kolona je kapilarna, DB (30 m x 0.25mm x 0.25 pm).
Temperaturni gradijent je u intervalu od 40 do 3@0(porast 20 °C/minuti). Metoda je
selektivha, sa dobrom d&o&u i ponovljivoZu, i limitom kvantifikacije za torasemid od
25 ng/ml [22].

Pregledom literature prodane su i dve metode kapilarne elektroforeze (CE) za
separaciju torasemida i njegovih metabolita M1, M@5 [23], odnosho za odredjivanje
torasemida u smesSi diuretika [24]. Kapilarna elekireza ima svoju primenu u separaciji
komponenti kao i konvencionalne hromatografske atdNjene prednosti u bioanalizi su
visoka rezolucija i kratko vreme analize, minimahasSkovi, jednostavna priprema uzorka i
moguenost injektovanja biolosSkih uzoraka (urin i serudmektno u instrument. Optimalna
separacija torasemida i metabolita je postignuté.Zaminuta sa 60 mM boratnim puferom,
pH vrednosti 8.0. Primenjena je voltaza od 30 k&,temperaturi od 20 °C, sa kapilarom

dimenzija 50 cm x 50 pm [23].

11
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Manji broj radova je prorien u literaturi koji se odnosi na odreanje torasemida u
aktivnoj supstanci i farmaceutskim doziranim olhe. Spektrofotometrijsko odtiranje
torasemida u tabletama se zasniva na principu ijeaga Folin-Ciocalteu reagensom, u
prisustvu natrijum hidroksida i stvaranjem plavoo@nog hromogenaija se apsorbancija
meri na 760 nm. Obojenje se razvija 5 minuta poagtadju reaktanata i stabilno je narednih
30 minuta. Validacija metode je pokazala dobrudmest (koeficijent korelacije veod
0.9999), u opsegu od 30-150 pg/ml [25]. Kolorimehio odrelivanje torasemida u aktivnoj
supstanci i tabletama sprovedeno je metodom kopagmovana na oksidaciji torasemida
gvozie (lll)-hloridom u prisustvu o-fenantrolina, 2,2sbidila ili kalijum fericijanida, a
formirani obojeni kompleksi su mereni na 510, 5230 nm. Metoda je pokazala linearnost
u opsegu od 1.5-25 pg/ml [26].

HPLC metoda za oddesanje torasemida u aktivnoj supstanci i tabletajga
razvijena na analitkoj koloni Cg(250 x 4.6 mm, 5 um). Mobilna faza je smeSa ac#titani
I fosfatnog pufera (40:60, v/v, pH 3.0), sa protoked 1.5 mil/minuti i detekcijom na
288 nm. Metanol je koré&n kao rastvata za pripremu standardnih rastvora i uzoraka
radnih koncentracija 0.1 mg/ml. Validacija metodeppkazala da je koeficijent korelacije
veci od 0.9998, da je linearnost postignuta u opse@udb pg/ml sa dobrom daogu i
preciznosu, bez interferencija sa ekscipijensima iz matrikpatencijalnim degradacionim
proizvodima (torasemid je podvrgnut stres studiiseloj hidrolizi tokom koje je stvoren
jedan degradacioni proizvod). Prednost metode g¢k&rvreme analize torasemida (oko 4
minuta), a moZe biti primenjena u rutinskoj kontrédvaliteta aktivne supstance i
farmaceutskih doziranih oblika [27].

Odretivanje torasemida prikazano je i na kolonigCsa izokratskim eluiranjem i
mobilnom fazom koja se sastojala iz metanola i vete25, v/v, pH 2.5) sa protokom od
1 mi/minuti. Detekcija je izvrSena na 214 nm, alkalciona kriva je pokazala linearnost u
opsegu od 0.1-50 pg/ml [28].

U literaturi je prondena samo jedna UPLC metoda ¢(t2 hromatografija
ultravisokih performansi) za istovremeno ativanje torasemida i @estoca u tabletama.
Hromatografsko razdvajanje je postignuto na kol@g (50 x 4.6 mm, 1.8 um) u

gradijentnom sistemu, sa detekcijom analita na 888 Pogodnost metode za analizu

12
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torasemida i tri n@stoe (R2, R3 i R6) je dokazana validacijom. Spénifist metode je
testirana stres studijama (hidroliza, oksidacif@pliza i termalna degradacija) kojima je
podvrgnuta aktivha supstanca. Koeficijent koretagilibracione krive za sve analite je bio
bolji od 0.999. Opseg ispitivanja zacdmstoce torasemida je bio od 0.025-1.0%. Primena
UPLC metode u odnosu na konvencionalni HPLC sistemogwtila je dobro razdvajanje
svih komponenti u kratkom vremenu trajanja analfpgo 5 minuta), sa minimalnim

utroSkom organskih rastva@potrebnih za pripremu mobilne faze [29].

1.2. METODE FARMACEUTSKE ANALIZE

Metode farmaceutske analize koje treba da or®gdentifikaciju i odrdivanje
aktivnih farmaceutskih supstanci i/ili &stoca mogu se podeliti u dve grupe:
spektroskopske metode i separacione metode. Spk&pske metode su: spektrofotometrija
u ultraljubiastom i vidljivom delu spektra (UV/VIS), spektrogija u infracrvenoj oblasti
spektra (IR), masena spektroskopija (MS) i nuklaarmmagnetna rezonantna spektroskopija
(NMR). Separacione metode swna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC), gas
hromatografija (GC), tankoslojna hromatografija Q). kapilarna elektroforeza (CE) i
micelarna elektrokinatka hromatografija (MEKC).

Hromatografske metode kao separacione imaju prédmi®g moganosti
razdvajanja visekomponentnih uzoraka, zbog vis@kaosti i osetljivosti, a dominantna
primena im je u kvantitativnoj analizi. Masena dpegkopija, sa druge strane, snimanjem
masenih spektara svakog analita ont@ya nedvosmislenu identifikacijiak i u smeSama
gde nije postignuto potpuno razdvajanje. KombimatiPLC sa masenom detekcijom je
danas Siroko koré&na metoda farmaceutske analize u kontroli kvalitetrmaceutskih
proizvoda [30].

Kako je svrha svake analike metode da se njenom primenom dobiju dosledni,
pouzdani i t&ni rezultati, to ona mora mora biti i validiranaedulativa i standardi kvaliteta
koji se primenjuju u analitkim laboratorijama sadrze delove u kojima se bhidiniSe
oblast validacije analitkih metoda [31, 32]. Kojice se parametri razmatrati tokom

validacije metoda zavisi od vrste metode i namenosno od vrste uzorka koji se

13
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analizira, od koliine ispitivane supstance u uzorku i od vrste igaitja koje se sprovodi
(identifikacija, odrdivanje sadrzaja, limit test itd...).

1.2.1. Teéna hromatografija pod visokim pritiskom

Tecna hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) jepsraciona metoda kod
koje je mobilna faza tmost, a stacionarna faza (kojom je napunjena kolgmafino
usitnjenacvrsta materija ili ténost naneta n&vrst nosa koji je hemijski modifikovan
uvodenjem organskih grupa. d@a hromatografija se zasniva ha mehanizmima ragpode
izmedu dve fazedvrsto-t&ne i t&no-tene), izmene jona ili raspodele po veli mase.

U tecnoj hromatografiji normalnih faza (NP-HPLC) stacaona faza je polarna, a
mobilna faza nepolarna i koristi se za razdvajgojarnih supstanci. Razdvajanje se zashiva
na stvaranju vodoainih veza ili polarnim interakcijama supstance c&inarne faze.

U hromatografiji reverznih faza (RP-HPLC), stacioraafaza je nepolarna a mobilna
faza polarna i koristi se za razdvajanje nepolaiiniglabo polarnih supstanci. Razdvajanje
se zasniva na hidrofobnim interakcijama supstana rgepolarnom, n&gke
ugljovodontnom stacionarnom fazom. Nepolarne komponente agtvgece veze sa
stacionarnom fazom, pa se sa kolone eluiraju kasmljpolarnih [33-36]. Osim hidrofobnih
interakcija supstance sa nepolarnom stacionarnaonfaprisutne su i speaifie interakcije
sa molekulima rastvata. Voda kao izrazito polarni rastvara kombinaciji sa drugim
manje polarnim organskim rastvéirma (metanol, acetonitril, tetrahidrofuran) predfta
nagege kori¥ene mobilne faze. Kao modifikatori mobilne faze aodse kiseline
(fosforna), baze (trietilamin), puferi (fosfatni)i jon-par reagensi (tetrabutilamonijum-
sulfat). Uloga modifikatora je suzbijanje joniza&cijspitivanih supstanci jer molekulska
forma ostvaruje bolju interakciju sa kolonom, padebijaju pikovi sa boljom simetrijom.
Dodavanje pufera u mobilnu fazu ddina stepen jonizacije i odrzava pH vrednost mebiln
faze konstantnom. Analiti koji predstavljaju slakiseline najboljece se razdvajati pri pH
vrednostima mobilne faze manje od 3. Slabe banelisduju pri pH vrednosti 5 do 7, a jake
baze na pH vrednosti &g od 8. Izbor pufera i molaritet zauwisi od njegovog kapaciteta,

UV apsorpcije, rastvorljivosti i stabilnosti [37].
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Parametri koji karakteriSu jedan hromatografskiesissu: retenciono vreme mobilne
faze, retenciono vreme analita i relativno retencigreme, broj teorijskih platoa, simetrija
pika.

Faktor kapaciteta (ili retencioni faktor, k’) jenaaneter duzine zadrZzavanja analita na
koloni. Ako faktor kapaciteta analita sa najkna vremenom zadrzavanja iznosi najmanje 1,
tada je on dobro razdvojen od pika rastéaravrednosti za faktor kapacitetaceeod 10
govore o véem afinitetu vezivanja za stacionarnu fazu i presagremenu trajanja analize.
lzuzetno, za viSekomponentne smesSe prihvatljiverednosti 0.5 k' < 20. Za razdvajanje
komponenti sa bliskim faktorima kapaciteta mozern®bphodna i promena sastava mobilne
faze u toku hromatografske analize, odnosno gnaitiigeeluiranje.

Parametri hromatografskog sistema koji karaktemSikasnost razdvajanja dve
komponente su faktor selektivnosti i faktor rengki Kada je faktor selektivnosti &ieod 1
smatra se da je postignuto zadovoljavajuazdvajanje ispitivanih komponenti. Faktor
rezolucije izmdu dva pika priblizno iste veiine treba da je najmanje 1.5, Sto se smatra

razdvajanjem na baznoj liniji [37].

1.2.2. Masena spektroskopija

Masena spektroskopija je anadlka tehnika sa primenom u kvalitativnoj i
kvantitativnoj analizi, za oddévanje strukture, molekulske mase i izotopskog asast
sloZzenih organskih molekula. Molekule se analimiraprazovanjem naelektrisanih jona, te
njihovim razdvajanjem na osnovu mase i naelektfgsadonizacija molekula moZze biti
praena i njihovom daljom fragmentacijom tako da senidikacija moze vrSiti i na osnovu
karakteristénin fragmenata. Masenom spektroskopijom mogu sdizama#i molekuli u
smeSama, a da prethodno nisu potpuno hromatogredgkivojeni. Pored selektivnosti,
tehnika poseduje i veliku osetljivost (oko 1 pg).

Maseni spektrometafunkcioniSe pod visokim vakuumom, a ispitivani ugorse
jonizuje. Osnovni delovi instrumenta su: sistemur@Senje uzorka, jonski izvor, maseni
analizator, detektor (koji pretvara jonski signaglektricni) i sistem za registraciju signala
(slika 9).
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Jonizacija Analiza jona Detekcija jona |
; Jonski Maseni - |
i izvor / analizator / Detektor ]

____________________________________________________________________

Unos
uzoraka

Maseni spektar

Slika 9. Sema masenog spektrometra

Jonski izvor sluzi da se ispitivani uzorak prevedene. Jonizacione tehnike koje se
koriste su: jonizacija elektronima (El), hemijskanizacija (Cl), bombardovanjerzim
atomima (FAB), desorpcija laserom iz matriksa (MA)Ckao i hemijska jonizacija pod
atmosferskim pritiskom (APCI) i elektrosprej joncga (ESI) [38].

U jonizaciji elektronima (EI), analit od intereskofi je u gasovitom stanju) se
bombarduje elektronima velike energije @t oko 70 eV). Molekuli analita apsorbuju deo
ove energije prtemu se deSava jonizacija molekula kroz odvajaygegg elektrona. Tako
nastaje katjonski radikal koji se ozaaa kao molekulski jonM * ), pri ¢emu odnos m/z
odgovara molekulskoj masi analita:

M+e —» M+ 2¢

Novonastali jon ima viSak energije koja se mozeiisiti za njegovu fragmentaciju i
koja moze obezbediti dosta informacija vezanih wakturu. Nedostatak ove tehnike
jonizacije je Sto energije koje su prenete molekalianalita prilikom bombardovanja
elektronima mogu dovesti do intenzivne fragmenéatako da se molekulski jon uopsSte ne

moze primetiti u masenom spektru.
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Za razliku od elektronske jonizacije, hemijska gatija (Cl) spada u meke tehnike
jonizacije koje favorizuju nastanak molekulskog goea malim viskom energije i bez
zn&ajne fragmentacije. Hemijska jonizacija se spro\sadjonima reagufieg gasa (metan),
pri ¢emu su proizvodi adukti reagdjeg gasa i molekul analita, pa se odnos m/z ne moze
direktno povezati sa molekulskom masom.

Od jonizacionih tehnika najefikasnije za analizwrbolekula velike molekulske
mase su tehnika bombardovanja brzim atomima (FABgsorpcija laserom iz matriksa
(MALDI) [39, 40].

Hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom (AlP€e koristi za analizu slabo
polarnih i jedinjenja male molekulske mase, do 1580 Rastvor analita koji se moze
direktno injicirati ili dolazi iz t€énog hromatografa, sa protokom od 0.2-2 ml/mingius
rasprSivéu pretvara u fini aerosol, a rastvanaklanja uparavanjem u zagrejanoj kvarcnoj
tubi. Na izlazu iz tube je igla, pod visokim naponcsto uzrokuje elekitho praznjenje i
stvaranje jona. Joni se zatim prevode do masenalizatora. Jonizacioni proces u APCI je
slican po koléini prenete energije onom u hemijskoj jonizaci@ ®m razlikom Sto se
deSava pod atmosferskim pritiskom. Rezultat jonjeag stvaranje molekulskih jona i
adukt jona sa vrlo malo fragmentacije.

Kod elektosprej jonizacije (ESI) eluent sa kolomep®tiskuje kroz usku kapilaru,
koja je pod naponom, ptemu se ténost rasprsuje u fine naelektrisane kapljice. Eiiica
rasprSivanje i jonizacija je moga u prisustvu jakog elektnog polja koje se uspostavlja
izmedu vrha kapilare i cilindtine elektrode. Ceo proces je potpomognut inertnigomgaza
rasprSivanje (azot). Odbijanje naelektrisatddstica dovodi do Sirenjadeosti i stvaranja
Taylor-ove kupe. Stvorene naelektrisane kapljice daljsi noertni gas. Uparavanjem
rastvarga naelektrisanim kapljicama se smanjuje dnedi, a joni koji su relativho
neisparljivi ostaju zajedno. To vodi porastu elektatskih sila odbijanja unutar kapljice i
konano njenom raspadu na marjestice. Ova pojava se naziZalonova eksplozija i do
nje dolazi kada se dostignRayleighjev limit, odnosno kada odbijanje istoimenih
naelektrisanja postane dovoljno veliko da se saviaolvrsSinski napon i die do cepanja

kapi. Krajnji rezultat ovog procesa (slika 10) jastanak naelektrisanitestica ispitivane
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supstance iz uzorka koje kroz konus napustaju karmaftaze u maseni analizator [34, 38—
41].

Wih sprej Taylor-ova Vigestruko elektroda

kapilare y kupa naelektrisana

& += _ kapliica +
oy WAV Calormova :.+ .

N - g sS@wt eksplozip.  * *T¢
. h : ]

'-?. -:"_'_.- * Ad UparauanTé g’ i+ *\
B e rastvarata Dostignut e w
. / Bavleiaf ani

M WVigastruko lit
' imi analita
RMaolekul analita lirmit naclekirisana
kapljica

+ug ic

I =i
Mapajanje |

Slika 10. Mehanizam ESI jonizacije

Za razliku od APCI, ESI tehnika je primenljiva nalgrne analite srednjih ili velikih
molekulskih masa i generalno imacueosetljivost, Sto je zrkajno za kvantitativnu analizu.
Sa druge strane, APCI bolje podnosteré&concentracije pufera i ¥ieprotok mobilne faze.
Razdvajanje jona prema odnosu m/z vrSi se u masanaifizatoru. Najuv@ primenu imaju
magnetski sektor, kvadrupol, jonski trap i anabzatemena preleta (TOF).

Maseni analizatori mogu u sebi sadrzavati viSeizaiaira, u kom skaju govorimo
o tandemskoj spektroskopiji masa (MS/MS ili WS Osnovna prednost tandemske
spektroskopije masa je visoka selektivnost, a itikatija ispitivanog jedinjenja se ne vrsi
samo na osnovu molekulske mase; vea osnovu karakteristiih fragmenata. Nag&e se
sre&u kombinacije kvadrupola sa magnetskim sektoronf@F analizatorom, jonski trap i
trostruki kvadrupol. Prvi od tri kvadrupola u sesglektivno propusta jon karakterign za
ispitivani analit (najeXe molekulski jon), a nakon koliziono aktivirane atigacije (CID)
koja se deSava u drugom kvadrupolnom filteru, itkeadrupolni filter se propusStaju
karakteristéni joni potomci (fragmenti) [30, 38, 41].
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Tandemska spektroskopija masa ima svoju primenuaéepju stabilnosti lekova,
odrefivanju sekvenci aminokiselina u proteinima ili masickim studijama. Povezan sa
tecnim hromatografom, u analizama komponenti u smeSeoe prethodno nisu potpuno
hromatografski razdvojene, maseni analizator mpdevati Zeljenu komponentu iz smesSe i

dobiti strukturne informacije bez interference sagima.

1.2.3. Sprega t&ne hromatografije i masene spektroskopije

Identifikacija neistoca prisutnin u maloj kotini, analiza kompleksnih smeSa ili
analiza nepoznatih uzoraka zahteva multidiscipinapristup u farmaceutskoj analizi.
Sprega jedne separacione i jedne spektroskopskedmeini tecnu hromatografiju sa
masenom spektroskopijom (HPLC/MS). Wnej hromatografiji identifikacija nepoznate
supstance se zasniva na @emgu retencionih karakteristika sa referentnim mjaiem. U
kompleksnim smeSama mogu biti supstance koje pgkazlicno hromatografsko
ponaSanje, Stée otezati i kvalitativnu i kvantitativnu analizua $iruge strane, nianasene
spektroskopije lezi Wwinjenici da je maseni spektar jedinjenja dovoljneedfican da
omogui sigurnu identifikaciju sa visokom osetljivas[30].

Odreiena ograrsienja sprege HPLC/MS proisti iz ¢injenice da je mobilna faza u
HPLC te&nost sa velikim udelom vode koja se pumpa krozitdlah kolonu sa velikim
protokom. Sve to predstavlja prepreku za odrzaal@iyma potrebnog za rad spektrometra.
Dalje, ni sve supstance koje se analiziraju HPLsEesiom nemaju dovoljnu isparljivost za
MS sistem. Uloga interfejsa (enigterface izmaiu ova dva sistema je da om@égulazak
eluata sa kolone koji se isparava i u gasnoj faeduu maseni spektrometar. Osim toga, u
HPLC analizi se&esto koriste i puferi u mobilnoj fazi (fosfatni, dadni...) koji se za rad sa
MS moraju zameniti isparljivim (amonijum acetatyrfojat...), a pH vrednost podesiti sa
mravljom ili sicetnom kiselinom.

ESI i APCI jonizacija se n&<e sréu u sprezi HPLC/MS. Nepolarne mobilne faze
koje se koriste u NP-HPLC su isparljive i bolje izl sa APCI. ESI tehnika ima e
primenu u RP-HPLC. Separacione karakteristike HRi@pomognute selektivnés i
osetljivo¥u masenog spektrometra daju kvalitativne i kvativitee informacije od visokog

poverenja, za Sirok spektar supstanci od farmakegtsteresa.
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1.3. HEMOMETRIJSKI PRISTUP U RAZVOJU ANALITI CKIH METODA
1.3.1. Teorijske osnove hemometrije

Klasi¢an pristup razvoju jedne hromatografske metodegmuinevao je sprodenje
velikog broja eksperimenata, @@mu se ispitivanje jednog parametra i njegovogajdina
ceo sistem vrSilo tako Sto su se svi ostali paraneglrzavali na konstantnom nivou. Sa
druge strane, savremen i napredan stéispristup planiranja eksperimenata, njihovog
broja i redosleda omogdava efikasnije istrazivanje u koné® manji broj eksperimenata
doneti veliki broj relevantnih podataka.

Hemometrija je natna disciplina koja koristi matemalkie, statistike, graftke ili
simbolicke metode za obradu, modelovanje i multikriterijumprocenu podataka. U osnovi
hemometrije je sistem, a on se posmatra kao caapoljnim ulazima (engnputs,

izlazima (engoutputg i transformacijama koje se deSavaju unutar cdébiika 11) [42].

Ulaz—>] — > lzla
Transformacija

Slika 11. Sematski prikaz teorije sistema

Ulazi su kvalitativne i/ili kvantitativne vetine koje mogu, ali i ne moraju, imati
uticaja na sistem. Intenzitet ulaza naziva se nW@azi mogu predstavljati varijable ili
faktore. Varijable se definiSu kao kvalitativne kivantitativne nezavisno promenljive koje
mogu preuzeti jednu od besk@nag broja pondenih vrednosti, a faktori kao varijable koje
uticu na odrdeni rezultat ili proces. U getnoj fazi istrazivanja vrsi se ispitivanje velikog
broja ulaznih varijabli kako bi se procenilo kojé jih predstavljaju faktore.

Izlazi su kvalitativne i/ili kvantitativne vadine na koje moze, a ne mora, da@ti
sistem. Izlazi na koje sistem ima uticaja nazivsguodgovori sistema, a intenzitet izlaza je
nivo.

Transformacija je deo sistema koji povezuje nifadora i nivoe odgovora sistema.

Opis ponaSanja jednog sistema predstavljen je logeodnosno matemakom

vezom izmdu varijabli (nezavisno promenljivitx, ¥, X3 ...) i odgovora sistema (zavisno
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promenljive,y). Najjednostavniji matema&ki model je linearni model, ili polinom prvog

reda, koji sadrzi odsek i linearneilanove.
y =bo + byxg + boxo + baxa +--+ bxa + € (1)
pri ¢emu jeby srednja vrednost odgovora sisterbg, by, ...k, su koeficijenti modela (ili

parametri modela), dokpredstavlja gresku.

Polinom drugog reda (interakcioni model) je slajesistem koji sadrzi odsek,

linearnec¢lanove i¢lanove interakcija.
y = Do+ DX+ DoXo+ Daxg +-- -+ biXn + D1oXaXo + D13XaXa + D2XoXs +:+++ D-)nXn-Xn+ € (2)

pri cemu sud1XiXo, D1aXiXs, BpaXoXs, ...Qn-1)nXn—1X%n Elanovi interakcija.

Dva gore opisana matem#a modela se n&Xe koriste u péetnim fazama
istrazivanja, skrining studijama (erggreening. Tredi tip modela je kvadratni model sa dve
varijable koji sadrzi i kvadratn#anove, te moze da opiSe i nelinearne veze dznvarijabli

I odgovora sistema [43].
y =g + bixs + boxp + b11X12 + bzzxz2 + bioxaxo + € 3)

Koeficijenti linearnihé¢lanova modela sluze za uspostavljanje direktne vaneiu
ispitivanih faktora i odgovora sistema, dok su kopnti kvadratnih ¢lanova modela
odgovorni za zakrivljenost povrSine odgovora i pgjaminimuma i maksimuma kod
optimizacionih vrsta dizajna, Sto omdgwa odrdivanje optimalnih nivoa ispitivanih
faktora. Koeficijenti¢lanova interakcija govore o mogm interakcijama izméu faktora,
pri cemu se ne sme zanemariti ni faktor koji ne pokaztieaj na sistem, ukoliko je u
interakciji sa drugim faktorom.

Koeficijenti modela nose pozitivan ili negativaregznak, u zavisnosti od toga da li
su faktor i odgovor sistema u direktnoj ili obrnusvazmeri. Da bi se njihova z¥gnost
mogla porediti, oni moraju biti na uporednoj skabog toga su nivoi faktora kodirani
matematiki, tako da se nizi, viSi i srednji nivo kodirajzrtakama -1, +1 i 0 [42, 44].
Statisttke metode kojima se odhgje zna&ajnost faktora, odnosno da li on ima statlgti
zn&ajan uticaj na odgovor sistema $itudeniov t-test, F—testi grafik verovatnde

normalne raspodele.
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Koeficijenti modela ) kod Studertovog t—testaimaju statisitki znatajan uticaj
ukoliko je vrednost efektdE] veca od kritcne vrednosti efekteEiti¢no):
Exriticno = triticnoX (SE)} (4)
Vrednost txiicno S€ Uzima iz tablice tBdentovog t—testa za nivo zna&ajnosti 0.05 i
odgovarajdi broj stepeni slobode. Uzima se vrednost za daostest jer se posmatraju svi
koeficijenti modela, i pozitivni i negativni. Integil pouzdanosti je definisan jedi@om:
[E - titicnoX (SER; E + titienoX (SE} (5)
Vrednost(SE} predstavlja standardnu gresku efekata faktora gavaat sistema i moze se
izracunati iz ukupnog broja izvedenih eksperimensita
(SE)} = (4 5%/ N)2 (6)
pri ¢emu s” predstavlja varijansu ukupnog broja izvedenih elispenata. Broj stepeni
slobode zdyiizno zavisi od broja eksperimenata na svakom faktorskimou,df = n — 1
Varijansa, & se moZe izrunati na osnovu ponovljenih eksperimenta u jedrokizt

nagese centralnoj:
f=3(i-p)?/(R-1),1<i<R 7)

pri ¢emu jeyi vrednost odgovora sistema pri svakom ponavljafijje srednja vrednost
odgovora sistemd je ukupan broj ponavljanja, a broj stepeni sloboa®drdivanije tyiticno
jedf=R-1

Za procenu znajnosti faktora koristi se F-test VrednostF se r&una prema
jedn&ini:
F =St / Spe = (St / dficf) / (SSe / dfse) (8)
odnosno, prema tome koliko je Za@a varijansa neslaganja materiaig modela i
eksperimentalno dobijenih podataksf,f) u odnosu na varijanstiste eksperimentalne
neizvesnosti s(zpe). U tabelamaF-raspodele mogu se davrednosti za raziite nivoe
verovatn@e i broj stepeni slobode. Ukoliko je iZumataF>F qpiicno radi se o statistki
znaajnom uticaju faktora ili interakcije na odgovosteima [42, 44].

Grafik verovatnée normalne raspodelkoristi se za procenu z¢gnosti faktora u
eksperimentu kod koga nema ponovljenih merenjarijbéeica kojoj se zasniva ovaj metod je
da serija sltajno izabranih brojeva prati Gausovu krivu normahaspodele. Kada se
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vrednosti ispitivanih parametara podjednako pojgwljna krivi normalne raspodele,
zakljuwtuje se da oni nisu statigki znatajni. Parametri sa veoma velikom ili malom
vrednogu govore o statistki znatajnom uticaju na odgovor sistema.

Procena adekvatnosti uklapanja matethaty modela u eksperimentalne podatke
vrSi se primenom analize varijanse (ANOVA). Parameid zn&aja za validaciju
matemattkog modela su regresija i ostatak, neslaganje naigtog modela i

eksperimentalno dobijenih podatakasta eksperimentalna neizvesnost [42, 45].

1.3.2. Eksperimentalni dizajn

Eksperimentalni dizajn podrazumeva planiranje viodenje bloka eksperimenata
organizovanih tako da se vrSi promena viSe parametisperimenta istovremeno, sa
matematikom interpretacijom dobijenih rezultata, Sto om@aua definisanje uticaja svakog
parametra pojediao i u interakciji sa ostalim parametrima. Ekspemtalni dizajn daje
informacije o kljinim parametrima procesa, smanjuje njegovu variaisi, a istovremeno
poboljSava kvalitet istrazivanja. Svoju pr&kiii primenu u razvoju i validaciji metoda
farmaceutske analize ima tokom procesa optimizangtode i testiranja robustnosti [45—
49].

Da bi se iz malog broja eksperimenata dobilo &e gn&ajnih informacija potrebno
je definisati eksperimentalne faktore za koje sa da imaju uticaja na zeljeni rezultat. U
okviru eksperimentalnog dizajnagreeningdizajn sluzi za oddvanje faktora koji su za
dalje, detaljnije ispitivanje. U ovoj fazi testtese véi broj faktora. Cilj je da iskljtimo iz
eksperimenta one koji nemaju Zagn uticaj na odgovor sistema, a njihove vrednesse
u daljim istrazivanjima drzati konstantnim.ddreeningdizajn spadaju pun faktorski dizajn
na dva nivoa i frakcioni faktorski dizajn, kojiné@mo kona&no definisati faktore koji imaju
uticaja na rezultat, veilinu tog uticaja i faktorske interakcije [44, 50-52]

Detaljnija analiza sistema i pronalazenje optinfaloslova postize se primenom
optimizacionih vrsta dizajna, kod kojih se faktod zn&ajnog uticaja na odgovor sistema
ispituju na viSe nivoa. U optimizacione vrste dejspadaju pun faktorski dizajn na tri
nivoa, centralni kompozicioniBox—Behnkewv i Doehlertov, a sréu se u okviru

metodologije povrSine odgovora (RSM) [44, 50-52].
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1.3.2.1.Pun faktorski dizajn
Pun faktorski dizajn se koristi za procenu uticigltora na posmatrani odgovor
sistema 1 procenu zdaja interakcija mdéu ispitivanim faktorima. Faktorski nivoi
predstavljaju vrednosti faktora koje variramo, osimw pri kojima ispitujemo uticaje datog
faktora ili interakcije. Radi péenja velEine uticaja ovi nivoi, gornji i donji, se kodiraju
obelezavaju kao +1 i -1. Svakoj kodiranoj vrednasigovara stvarna, realna vrednost
faktora koja se oddeije pre izvdenja eksperimenta.
Pun faktorski dizajn na dva nivoa se sastoji bdk&perimenata, gde febroj faktora
koji ispoljavaju uticaj na neki sistem. Ukupan beksperimenata u ovom dizajnu je 4
(tabela 1), a model dizajna ima formulu:
y = bg + bixg + boxz + bioXixe 9)
Sa povéanjem broja ispitivanih faktora z&gno se pové&va i broj eksperimenata
koje je potrebno izvesti. Pun faktorski dizajn sdaktora ima 8 eksperimenata (tabela 2), a
model dizajna je:
y = bo + DXy + 02Xz + baxa + bioXiXe + DisXaXs + D23XoX3 + D12aXaXoXa (10)
Ispitivanje uticaja dva i tri faktora na odgovostsima, eksperimentalni domeni i
kombinacije faktora kojeine dizajn se mogu prikazati i gréifi, kao ugao kvadrata za dva
faktora (slika 12a) i uglovi kocke za tri faktoidika 12b) [43, 44, 51].

Tabela 1. Pun faktorski dizajn sa dva faktora

A . Faktori
Redni broj eksperimenta
X1 X2
1. -1 -1
2. +1 -1
3. -1 +1
4. +1 +1
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Tabela 2. Pun faktorski dizajn sa tri faktora

Redni broj eksperimenta Faktori
X1 X, X
1. 1 1 1
2. +1 1 1
3. 1 ") 1
4. +1 " 1
5. 1 1 "
6. +1 1 )
7. 1 ") a1
S 1 +1 +1
-+ ++
X, 4 @

o
>
a) Xq

Slika 12. Pun faktorski dizajn: a) dva faktora wa aivoa i b) tri faktora na dva nivoa,

c) centralni kompozicioni dizajn

S obzirom da se faktorski dizajn izvodi na grameadomena faktora, dodatni
eksperimenti se mogu izvesti i u centralnojkta(srednji nivo), radi smanjenja rizika
nelinearnog odnosa u centru ispitivanog intervalarecizne procene eksperimentalne
greSke. U ovom sliaju govorimo o punom faktorskom dizajnu na tri @vkoji se koristi

kao optimizacioni dizajn (tabela 3) [44, 52].
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Tabela 3. Pun faktorski dizajn sa dva faktora naitoa

Redni broj eksperimenta Faktori

X1 X2
1. -1 -1
2. -1 +1
3. -1 0
4. +1 -1
5. +1 +1
6. +1 0
7. 0 -1
8. 0 +1
9.* 0 0

* ponavljanja u centralnoj ki omogwtavaju izr&unavanje standardne greske

Vrsta optimizacionog dizajna je i centralni kommoani dizajn koji nastaje kada se
na pun faktorski dizajn doda zvezdasti dizajn éslikc). Ukupan broj eksperimenataksa
varijabli je Z + 2 + C. Prvi deo jedn&ine se odnosi na pun faktorski dizajn, drugi deo na
zvezdasti dizajn, a téeje broj ponavljanja u centralnojdd. Duzina grana u zvezdastom
dizajnu @) odreiuje izgled centralnog kompozicionog dizajna, a wada zavisi od broja
varijabli i moZe se izrunati kaox = 2V, gde jeN broj varijabli [51].

Izbor faktorskih nivoa je izuzetno vazan momenagksperimentu. SuviSe uzan
opseg moze dati rezultat da je efekat faktora zangmna odgovor sistema. Sa druge
strane, suviSe Sirok opseg faktorskih nivoa mozeestkd do toga da se optimalni nivo
faktora potpuno promasi ili da se ispituje oblasvise udaljena od oblasti optimalnih

uslova.

1.3.2.2.Frakcioni faktorski dizajn

Frakcioni faktorski dizajn se koristiscreeningfazi eksperimenta kada treba ispitati
vedi broj faktora koji mogu imati statiski znatajan uticaj na posmatrani sistem. Kako puni
faktorski dizajn zahteva izdenje véeg broja eksperimenata (3testo ne zna i veéi broj

zna&ajnih informacija), frakcioni dizajn se nafee kao dobar kompromis izre broja
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eksperimenata i dobijenih informacija, uz uStedenwena i resursa [44]. Ova vrsta
eksperimentalnog dizajna se zasniva na pretpostivaiu uticaji interakcija iznde tri ili
viSe faktora zanemarljivi u odnosu na uticaje safaktora i interakcija dva faktora. Na
osnovu toga se iz eksperimentalnog plana puno@risikg dizajna izostavljaju odtene
kombinacije faktora¢ime se smanjuje ukupan broj eksperimenata kojeispno izvesti.
Broj eksperimenata koji se izvodi je dat jeéinam 27, gde jek broj faktora koji se
ispituju, ap ceo broj koji ukazuje na koji tdm ¢e eksperimentalni dizajn biti frakcionisan
[46, 53]. Kako se ceo eksperimentalni domen ne misk@ziti ogranienim brojem
eksperimenata, eksperimenti se biraju na téjnada se pokrije Sto va ispitivana povrsina.
Plan eksperimenata frakcionog faktorskog dizajfij 2a ispitivanje uticajaetiri faktora
predstavljen je u tabeli 4.

Tabela 4. Frakcioni faktorski dizaji{2

Redni broj eksperimenta Faktori
X1 Xz Xs X,
1. 1 1 1 1
> 1 -1 -1 +1
3. -1 +1 1 1
4. +1 +1 1 1
> 1 -1 +1 +1
° +1 -1 +1 1
& 1 +1 +1 1
8. +1 +1 +1 +1

Ponavljanje eksperimenata u centralndkiaizvodenje randomiziranim redosledom
omoguwava preciznu procenu eksperimentalne greSke. ik#is zn&ajnost svakog
ispitivanog faktora odije se primenontStudeniovog t-testa(za verovatnéu od 95%,
p = 0.05). Izr&unatat-vrednost za svaki od faktora upduvge se sa kritinom t-vrednogu
izratunatom na osnovu zadatog nivoa @jaosti i broja stepeni slobode. Faktoija je
izracunatat-vrednost véa od kritcne t-vrednosti se smatraju statidti znatajnim. Graftki

rezultati se mogu prikazati i u viRaretodijagrama [52, 53].
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1.3.2.3.Metodologija povrSine odgovora

Pun faktorski dizajn na tri nivoa, centralni koramioni, Box—Behnkev i
Doehlertov dizajn spadaju u dizajne povrSine odgovora iogmavaju uspostavljanje
kvadratne funkcionalne zavisnosti izéiefaktora i odgovora. Ovi dizajni ispituju faktone
tri nivoa (ne r&unajti centralnu téku), jer je to minimalan broj taka potreban za procenu
kvadratnog modela. Kada se ispituje uticaj promena faktora na odgovor sistema
uspostavljanjem kvadratne zavisnosti dobija se $inarodgovora (engesponsesurface.

Po definiciji, metodologija povrSine odgovora jeup statistikin i matemaitkih
tehnika koje se koriste za optimizaciju procesd [2kljucuje sledée faze: izbor faktora od
zn&aja koji ¢e se ispitivati, izbor odgovardjeg eksperimentalnog dizajna i sprdeaje
eksperimenta, matemélto-statisttka obrada dobijenih podataka, gé&fiprikaz i dobijanje
optimalnih vrednosti za svaki ispitivani faktor [35].

PovrSina odgovora predstavlja geometrijsku preogntadgovora sistema, u okviru
eksperimentalnog regiona, u funkciji jednog ilievzilaktora. Efekat dva faktora moze biti
prikazan kao povrSina u trodimenzionalnom prostaahvaljuj¢i cemu je mogte ispitati

uticaj na odgovor sistema, a u cilju pronalazem@naalnih uslova.

1.4. STUDIJE FORSIRANE DEGRADACIJE

Svrha ispitivanja stabilnosti je pribavljanje dokaz promeni kvaliteta farmaceutski
aktivne supstance ili farmaceutskog doziranog @blikkom vremena, a usled uticaja
temperature, vlaznosti vazduha i svetlosti. Na wsnovih dokaza odreéé se period
retestiranja farmaceutski aktivne supstance ilitrakanja farmaceutskog doziranog oblika i
dati preporuke za uslowaivanja [57]. Studije stabilnosti mogu biti: dugéma (englong-
term), srednja (engintermediatg i ubrzana (engacceleratedl ispitivanja stabilnosti i stres
studije (forsirana degradacija) [57-59].

Studije forsirane degradacije se izvode sa ciljegfintbanja sustinske stabilnosti
aktivne supstancecitne se olakSava razvoj formulacije leka, proizvedinjpakovanije),
identifikacije potencijalnih degradacionih proizeodmoguih puteva degradacije leka, kao
i razvoja i validacije metode za Bemje stabilnosti farmaceutski aktivne supstance ili

farmaceutskog doziranog oblika [60].

28



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

Osim ICH regulative [57, 58], dodatne preporuke za spdewge studija forsirane
degradacije u pogledu eksperimentalnih uslova slate uputstvima i prictnicima [60,61].
Uzorci se tokom ispitivanja izlazu ekstremnim usho& koji ukljucuju rastvore jakih
neorganskih kiselina i baza (u cilju procene evaintei hidrolittke razgradnje), oksidaciona
sredstva, poviSenu vlagu i temperaturu i &avanje uzoraka UV svetleéd. Ono Sto
prethodi eksperimentu je analiza hemijske struktispitivane supstance, odnosno
funkcionalnih grupa unutar nje. Tako se za estmada ili laktone moze &kivati da lako
podlezu hidrolizi. Funkcionalne grupe koje sadratelpatom (azot, sumpor), aldehidi i
ketoni su osetljivi na oksidaciju. Alkeni, arondati i heterocikléni derivati su fotosenzitivni
[62]. Neki od preporéenih eksperimentalnih uslova za ifemje studija forsirane

degradacije na farmaceutski aktivnoj supstancisiati tabeli 5 [61].

Tabela 5. Eksperimentalni uslovi za iZemje studija forsirane degradacije

Tip stres studije Eksperimentalni uslovi Vreme trajanja
Kisela hidroliza 0.1-1.0 M HCl,0d 25°Cdo 70 °C —71dana
Bazna hidroliza 0.1-1.0 M NaOH, od 25 °C do 70 °C —7 dlana

Termalna hidroliza vodeni rastvor, 70 °C 1-7 dana
Oksidacija od 0.3% do 3%,8,, 25 °C 1-7 dana
Foto-degradacija >1,2 milion lux sati, UV>200 WR/m >2x ICH?!
Temperatura 70°C do 14 dana
Temperatura/Vlaznost 70 °CI75% rel. vlage do 14dan

'ICH Q1B[58]

Uobic¢ajeno se eksperimenti izvode pri koncentraciji faceutski aktivne supstance
od 1 mg/ml, a paralelno sa uzorkom stres uslovirebat podvrgnuti i slepu probu (sadrzi

rastvard i stres agens).
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Studije forsirane degradacije potrebno je sproviesa farmaceutskom doziranom
obliku, zbog mogée interakcije sa nekim od ekscipijenasa. Stresvudtoji se u tom
slweaju preporduju su delovanje temperature, vlaznosti i foto-degcije, u vremenu
trajanja koje moze biti i duplo duze od onog zafaceutski aktivhu supstancu. Na tafina
¢e se utvrditi i poreklo eventualnog degradacionamzvoda, odnosno da li je on posledica
nestabilnosti farmaceutski aktivne supstance ilitermkcije sa ekscipijensima.
Eksperimentalni uslovi moraju biti takvi da se @stvdegradacija farmaceutski aktivne
supstance od 5-20%, Sto se smatra&anam i reperezentativnom degradacijom [60, 63].
Zavisno od koltine u kojoj nastaju, pojeditiai degradacioni proizvodi koji se dobiju
tokom studija dele se na ziagne (kljwne) i one koji to nisu, a prema kriterijjumima datim
tabeli 6 [60].

Tabela 6. Kriterijumi za odabir kljuih degradacionih proizvoda

Pretklini ¢ka ispitivanja Registracija
faza 2 faza 2

FAS! FDO FAS! FDO

% degradacionog proizvoda u odnosu

e L 25% 10% 10% 10%
na najveéi degradacioni proizvod

% degradacionog proizvoda u odnosu

. 10% 10% 10% 10%
na ukupnu degradaciju

Yfarmaceutski aktivna supstanémrmaceutski dozirani oblik

Jedan od ciljeva studija forsirane degradacije rj@zvoj metode koja se koristi za
pratenje stabilnosti farmaceutskog proizvoda (estability-indicating method To je
analitcka metoda koja precizno kvantifikuje aktivnu kompotu u prisustvu potencijalnih
degradacionih proizvoda, &istoca iz procesa sinteze ili ekscipijenasa. Ovom metode
mogu precizno kvantifikovati i sami degradacioroigvodi [60].

Stability-indicatingmetode su nag&e zasnovane na primenicte hromatografije
sa PDAdetektorom (engphotodiode-array, pomau koga se moze detektovati koeluiranje
viSe degradacionih proizvoda ispitivanjetistoce pika (eng.peak purity i razlikovati

degradacioni proizvodi istog retencionog vremenananjem njihovih spektara [64—66].
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Danas je primena d¢re hromatografije proSirena i na njenu spregu saentam
spektroskopijom (HPLC/MS ili HPLC/MS/MSgjme se omogéava brza, sigurna i potpuna
karakterizacija degradacionih proizvoda sa ciljearsd predvide moguputevi degradacije
leka [67—70].
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2. CILJ RADA
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Razvoj i optimizacija HPLC/UV i HPLC/MS metoda zalredivanje torasemida i
njegovih neistoca primenom screening i optimizacionih vrsta eksperimentalnog

dizajna.

Validacija predlozenih HPLC/UV i HPLC/MS metoda atprda njihove primenljivosti

za odréivanje sadrzaja torasemida i njegoviltiseoca u torasemid tabletama.
Sprovaienje studije forsirane degradacije i ispitivanjeabdhosti torasemida pri
razlicitim ekstremnim uslovima pH, temperatura, svetlost, oksidacija) prema

preporukamaCH regulative.

Identifikacija nastalih degradacionih proizvodaasemida primenom HPLC metode sa

UV i masenom detekcijom.

Definisanje puteva degradacije torasemida.

Razvoj i optimizacijastability-indicating metode za razdvajanje torasemida i svih
njegovih potencijalnih degradacionih proizvoda.

Validacija predlozenstability-indicatingmetode u cilju potvrde njene primenljivosti.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. APARATI I PRIBOR
3.1.1. Teéni hromatograf sa masenim detektorom:Agilent1100 LC/MSD
AgilentTechnologiesNemaka)
Binarna pumpa: G1312A
Degaser: Agilent 1100
Autosampler: G1330B
Termostat za kolonu: G1316A
Detektor: PDA G1315B, maseni analizator 1946D
Integracija:.Chemstatiorsoftver
Kolona: Zorbax SB &, 250 x 4.6 mm, 5 um

3.1.2. Maseni spektrometar: LCQ Advantagepregnut sa t&im hromatografom
Surveyor(Thermo Fischer ScientifiSAD)
Kvaternarna pumpa: Thermo
Autosampler: Thermo
Termostat za kolonu: Thermo
Detektori: PDA,LCQ Advantaggonski trap
IntegracijaXcalibur® 1.3 softver
Kolona: Zorbax SB ¢, 250 x 4.6 mm, 5 um

3.1.3. Statistéki programi
Statistica8.0 StatSoft SAD)
Design-Exper.0 softver EtatEaseSAD)
Excel2003 Microsoft SAD)

3.1.4. Ostala oprema i pribor
Elektronska analitka vaga: Mettler, tip XP-205 DR WKettler-Toledo AG,
Svajcarska)
pH-metar sa kombinovanom staklenom elektroddtetrohm tip 780 (Metrohm,

Svajcarskh
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Komora za ispitivanje fotostabilnost8anyoPSC022.AHA.C $anyo Gallenkamp
PLC, Engleska)

Inkubator:StabiliThermEB1-53 Thermo Electron Industriegrancuska)

Sistem za pr@S¢avanje vodeEasyPureRF Barnstead SAD)

Ultrazvieno kupatilo:USK12 (EI NiS, Srbija)

Sistem za filtriranje mobilne fazdlillipore Nylon Membrane0.45 um (Millipore,
Irska)

Sistem za filtriranje uzorakavillex Syringe Driven Filter Unit, Nylon Membrane
0.45um (Millipore, SAD)

3.1.5. Rastvardi i reagensi
Acetonitril, gradient gradgMerck Nemaka)
Metanol,gradient gradgMerck Nemaka)
Amonijum formijat, HPLCgrade(Fluka, Nemaka)
Mravlja kiselina, HPLGgrade(Merck, Nemaka)
Amonijum acetat, HPL@rade(Merck, Nemaka)
Sir¢etna kiselina, HPL@rade(Merck, Nemaka)
Hlorovodongna kiselina 1 M, p.aMerck, Nemaka)
Natrijum hidroksid 1 M, p.a.Merck, Nemaka)
Vodonik peroksidl(ach Net CeSka Republika)
Voda, HPLCgrade

3.1.6. Standardne supstance i farmaceutski dozirani oblik
Torasemid, radni standarBl{va, Hrvatska)
Necistoca R2, radni standardPliva, Hrvatska)
Necistoca R3, radni standardPljva, Hrvatska)
Necistoca R4, radni standardPljva, Hrvatska)
Necistoca R6, radni standardPliva, Hrvatska)

Diuver® tablete Rliva, Hrvatska), jedna tableta sadrzi 10 mg torasemida
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3.1.7. Komponente placeba

U sastav Diuver®tableta ulaze slede ekscipijensi (u zagradi su navedeni
proizvadaci ekscipijenasa koré&&nih u ovom istrazivanju):

Laktoza monihidrat{orka, Srbija)

Kukuruzni skrob Roquette Francuska)

Natrijum skrob glikolat erck Nemaka)

Silicijum dioksid, koloidni DegussaNemaka)

Magnezijum stearaterck Nemaka)

3.2. PRIPREMA RASTVORA ZA RAZVQOJ | OPTIMIZACIJU HPLC MET ODA

ZA ODREPDIVANJE TORASEMIDA | NE CISTOCA
3.2.1. Priprema mobilnih faza

Mobilne faze kori&ene u razvoju i optimizaciji metoda pripremane senga planu
eksperimenata, za frakcioni faktorski dizajn i ptaktorski dizajn na tri nivoa.

Amonijum formijat, 10mM pripreman je rastvaranjem 630 mg supstance url(ljta
vode. Vrednosti pH pufera (2.0, 2.5 i 3.0) podegavsu mravljom kiselinom.

Acetonitril 1 pufer (ili voda) su meSani prema mlaeksperimenata u sled®
zapreminskim odnosima: 20:80 i 60:40.

Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe praofitre kroz membranski filter
(0.45 pm).

3.2.2. Priprema osnovnih rastvora standardnih supstanci

Osnovni rastvori torasemida i istoca R2, R3, R4 i R6 pripremani su pojedina
tatnim odmeravanjem svake od supstanci.

Za pripremu osnovnog rastvora torasemida odmefi0seng standardne supstance
torasemida u odmernom sudu od 10 ml, rastvori uSsreetonitrila i vode (50:50, v/r)
odmerni sud dopuni do propisane zapremine. Radnaekracija torasemida je 1 mg/ml.
Za pripremu osnovnih rastvoradsoca R2, R3, R4 i R6 tmo se odmeri po 10 mg svake

od njih u odmernim sudovima od po 100 ml, rastuosimesi acetonitrila i vode (50:50, v/v)
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i odmerni sud dopuni do propisane zapremine. R&dmaentracija svake od &stoca je

0.1 mg/ml.

3.2.3. Priprema radnog rastvora standardnih supstanci za azvoj i optimizaciju
metoda
Radni rastvor za razvojaptimizaciju metoda pripremljen je pipetiranjem po 1 ml
osnovnog rastvora torasemida i po 0.1 ml osnovragivora svake od tistoca u
odmernom sudu od 10 ml, a odmerni sud je zatim di@oudo propisane zapremine
smeSom acetonitlO mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v). Radna koniceanija
torasemida je 0.1 mg/ml, agstoa R2, R3, R4 i R6 0.001 mg/ml.

3.3. PRIPREMA RASTVORA ZA VALIDACIJU HPLC/UV i HPLC/MS

METODA

Osnovni rastvori standardnih supstanci kiish za validaciju metoda pripremani
Su na isti néin kao osnovni standardni rastvori za razvoj i maciju metoda. Dodatno, od
pojedin&nih osnovnih rastvora gistoca (koncentracija 0.1 mg/ml) pripremljen jemix
rastvor neéistoca: po 1 ml svake od tistoca iz osnovnih rastvora odpipetira se u odmerni
sud od 100 ml i dopuni smeSom acetonitrila i vasl& g0, v/v), dajai radne koncentracije
0.001 mg/ml. Radni standardni rastvori za validacoijetoda pripremani su neposredno pre
upotrebe, razblazivanjem osnovnih standardnih oaatimix rastvora n&stota sa smesSom

acetonitri+10 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v).

3.3.1. Priprema mobilne faze

Amonijum formijat, koncentracije 10 mMpripreman je rastvaranjem 630 mg
supstance u 1 litar vode. Vrednost pH 2.5 podefgesa mravljom kiselinom (mobilna faza
A). Organski deo mobilne fazgnio je acetonitril (mobilna faza B). Pripremljengobilne

faze su pre upotrebe profiltrirane kroz membrafikr (0.45 pum).
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3.3.2. Priprema rastvora za ispitivanje selektivnas metoda

Za procenu selektivnosti predlozenih metoda pnifjena je smeSa koja je sadrzala
komponente placeba (ekscipijense) u odnosu u kamzastupljeni u tabletama. Rastvor
placeba je pripremljen ¢gaim odmeravanjem 150 mg placeba u odmernom sucdeOad|.
U odmerni sud je dodato oko 35 ml smeSe acetanitsibde (50:50, v/v), rastvor je tretiran
15 minuta na ultrasofmom kupatilu, nakortega je dopunjen do propisane zapremine i
profiltriran kroz membranski filter (0.45 um). ZaPHC/UV metodu, 5 ml ovog rastvora je
dalje razblazeno u odmernom sudu od 10 ml sa sme@tonitri-10 mM amonijum
formijat pH 2.5 (50:50, v/v). Dobijeni rastvor ja sstom smeSom razblazen jos 10 puta, za
ispitivanje selektivnosti HPLC/MS metodom.

Radni rastvor standardnih supstanci za ispitivasjektivnosti HPLC/UV metodom
sadrzavao je torasemid u koncentraciji 0.1 mg/mmigdstoce u koncentraciji 0.001 mg/ml.
Za HPLC/MS metodu radni rastvor je razblazen jo$dfa, sa smeSom aceton#fiD mM

amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v).

3.3.3. Priprema rastvora za ispitivanje linearnosti metoda
Radni rastvori za ispitivanje linearnosti su pripfni u sedam odmernih sudova od
po 10 ml. U prva tri odmerna suda odpipetiranoqeOp/, 0.8 i 0.9 ml osnovnog rastvora
torasemida i 1.0, 2.0 i 5.0 nmhix rastvora né&stoca. U preostalaetiri odmerna suda
odpipetirano je po 1.0, 1.1, 1.2 i 1.3 ml osnovnagfvora torasemida i 0.1, 0.2, 0.5 1.0 m|
osnovnog rastvora tistoca. Svi odmerni sudovi su dopunjeni do propisanererame
smesom acetonitdllO mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v). Tako pripngeni
rastvori za ispitivanje linearnosti HPLC/UV metodammali su koncentracije:
70, 80, 90, 100, 110, 120, 130 pg/ml za torasemid
0.1,0.2,0.5,1.0, 2.0, 5.0, 10.0 pg/ml zsistece R2, R3, R4 i R6
Za ispitivanje linearnosti HPLC/MS metodom dobijeastvori su dalje razblazivani
smesom acetonitrllO mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v) do koncentjac
0.7,0.8,0.9,1.0,1.1, 1.2, 1.3 pg/ml za toragdemi
0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5, 1.0 pg/ml zé&stece R2, R3, R4 i R6
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3.3.4. Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti i tafnosti metoda
Radni rastvori za ispitivanje preciznosti énasti su pripremljeni u tri odmerna suda
od po 10 ml. U prvi je odpipetirano 0.7 ml osnovn@gtvora torasemida i 1.0 miix
rastvora né&stoca. U drugi i tréi je odpipetirano po 1.0 ml osnovnog rastvora tenaisla i
0.1 ml osnovnog rastvora &stoca, odnosno po 1.3 ml osnovnog rastvora torasemida i
1.0 ml osnovnog rastvora &istoca. U svaki odmerni sud je dodato po 15 mg placéba (
odgovara odnosu komponenti u tabletama), sud featena ultrasofnom kupatilu tokom
15 minuta i nakon toga dopunjen do oznake smeS@tomitri-10 mM amonijum formijat
pH 2.5 (50:50, v/v) i filtriran kroz membranskitél (0.45 pm). Tako dobijeni rastvori za
Ispitivanje preciznosti i tmosti HPLC/UV metodom su imali koncentracije:
70, 100, 130 pg/ml za torasemid
0.1, 1.0, 10.0 pg/ml za @istoce R2, R3, R4 i R6
Za ispitivanje preciznosti i taosti HPLC/MS metodom dobijeni rastvori su dalje
razblazivani smeSom acetoni#il0 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v) do
koncentracija:
0.7,1.0, 1.3 pg/ml za torasemid
0.01, 0.1, 1.0 pg/ml za sistoce R2, R3, R4 i R6

Za svaki koncentracioni nivo napravljena su podsitvora.

3.3.5. Priprema rastvora za ispitivanje limita detekcije i kvantifikacije
Radni rastvori za ispitivanje limita detekcije imita kvantifikacije HPLC/UV

metodom pripremani razblazivanjem sa smeSom adetehd mM amonijum formijat pH
2.5 (50:50, v/v) imali su koncentracije:

0.03, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4 pg/ml za torasemid

0.02, 0.03, 0.06, 0.1, 0.2 pug/ml zaiseée R2, R3, R4 i1 R6
odnosno, za HPLC/MS metodu:

0.0002, 0.0006, 0.001, 0.002, 0.005 pg/ml za tonase

0.0002, 0.0004, 0.0006, 0.0012, 0.0025 pg/ml Zestee R2, R3, R4 i R6
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3.3.6. Priprema mobilnih faza za ispitivanje robustnosti

9 mM rastvor amonijum formijata pripremljen je rastugesm 570 mg supstance u 1
litar vode. Vrednost pH 2.5 podeSena je sa mravijpiselinom (mobilna faza A).
Acetonitril je ¢inio mobilnu fazu B.

11 mM rastvor amonijum formijata pripremljen je rastugeam 700 mg supstance u
1 litar vode. Vrednost pH 2.5 podeSena je sa noavlkiselinom (mobilna faza A).
Acetonitril je ¢inio mobilnu fazu B.

10 mM rastvor amonijum formijata, pH vrednosti 2.3 dehijje podeSavanjem pH
rastvora sa mravljom kiselinom (mobilna faza A).g@mski deo mobilne faze&inio je
acetonitril (mobilna faza B).

10 mM rastvor amonijum formijata, pH vrednosti 2.7 dehijje podeSavanjem pH
rastvora sa mravljom kiselinom (mobilna faza A).gémski deo mobilne faze&inio je
acetonitril (mobilna faza B).

Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe prafidtre kroz membranski filter
(0.45 pm).

3.3.7. Priprema rastvora uzorka

Rastvori tableta za ispitivanje pripremani su plikkatu neposredno pre upotrebe.

Na analitékoj vagi je odmereno 10 tableta i iztenata je prossa masa tablete (oko
150 mg). Tablete su sprasSene u tarioniku, a tabletasa je homogenizovana meSanjem. Na
analitickoj vagi je t&no odmerena kalina tabletne mase koja odgovara jednoj pfosg
masi tablete i kvantitativno preneta u odmerni sdd50 ml. U sud je dodato oko 35 ml
smesSe acetonitrila i vode (50:50, v/v), rastvortijetiran 15 minuta na ultras@mom
kupatilu, nakon¢ega je dopunjen do propisane zapremine i profltrikroz membranski
filter (0.45 pum).

Za HPLC/UV metodu, 5 ml ovog rastvora je dalje ftazbno u odmernom sudu od
10 ml sa smeSom aceton#ll0 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v) dd&ju
ocekivanu koncentraciju torasemida 0.1 mg/ml.

Za ispitivanje uzorka HPLC/MS metodom dobijeni vastje dalje razblazivan

smesom acetonitrl0 mmol/l amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v):
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10 puta za ispitivanje stepetiatoce (atekivana koncentracija torasemida 0.01 mg/ml)
100 puta za oddavanije torasemida (@kivana koncentracija torasemida 1 pg/ml)

3.4. PRIPREMA RASTVORA ZA STUDIJU FORSIRANE DEGRADA CIJE
3.4.1. Priprema rastvora stres agenasa

Stres agensi koji su koténi u studiji forsirane degradacije su hlorovodoai
kiselina, natrijum hidroksid i vodonik peroksid.

Od komercijalno dostupnih i pripremljenih rastvdraM hlorovodonéne kiseline i
1 M natrijum hidroksida razblazivanjem sa ggéenom vodom napravljeni su rastvori 0.1,
0.511.0M.

Rastvori vodonik peroksida 3% i 10% dobijeni subtazivanjem 30% rastvora

vodonik peroksida ptgScenom vodom.

3.4.2. Priprema uzoraka za studiju forsirane degradacije
Osnovni rastvor torasemida pripremlijen je rastv@man 10 mg supstance u
odmernom sudu od 10 ml sa smeSom acetonitrila € \(60:50, v/v) dajéi koncentraciju
torasemida od 1 mg/ml.
Rastvori za ispitivanje stabilnosti torasemidaslovima kisele, bazne i neutralne
hidrolize dobijeni su meSanjem 1 ml osnovnog rastvorasemida sa 1 ml:
0.1, 0.5 1.GM hlorovodonéne kiseline
0.1, 0.5i 1.GM natrijum hidroksida
destilovane vode
Rastvori podvrgnuti kiseloj i baznoj hidrolizi suepizvaienja hromatografske
analize neutralisani, a zatim kao i uzorak podvtgreutralnoj hidrolizi razblazeni smeSom
acetonitri-=10 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v) do finalnikoncentracija
torasemida: 0.1 mg/ml za HPLC/UV analizu i 0.01 migza HPLC/MS analizu.
Rastvori podvrgnuti oksidativnoj stres studiji debi su meSanjem 1 ml osnovnog
rastvora torasemida sa 1 ml:
3% i 10% vodonik peroksida
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Nakon vremena predi€¢nog za oksidativnhu stres studiju, dalja pripremah o
rastvora (razblazenja i finalne koncentracije tenasla) je ista kao i za uzorke podvrgnute
hidrolizi.

Ispitivanja fotodegradacije (>1.2 milion lux sati/t200 Wh/nf) i termodegradacije
(70 °Q vrSena su na farmaceutskoj aktivnoj supstanamdaeutskoj aktivnoj supstanci u
rastvoru (osnovni rastvor torasemida, koncentratijmg/ml) i farmaceutskom doziranom
obliku (torasemid tablete). Nakon izlaganja uslowieksperimenta, farmaceutski aktivha
supstanca i tablete torasemida su dalje pripreraarfeomatografsku analizu naévepisan
natin za pripremu rastvora standardnih supstanci, sgmazorka, do finalnih koncentracija
torasemida: 0.1 mg/ml za HPLC/UV analizu i 0.01 migza HPLC/MS analizu.

Uporedo, sa uzorcima podvrgnutim stres studiji,adi poréenja sa stresiranim
uzorcima, postavljeno je i nekoliko kontrolnih uaka:

blank rastvor

blank rastvor podvrgnut stres studiji na isttin&ao i uzorci

radni standardni rastvor torasemida, koncentra@ijamg/ml za HPLC/UV analizu i
0.01 mg/ml za HPLC/MS analizu (pripremljen neposegdre upotrebe)

tamna kontrola (rastvor uzorkaivan u frizideru i zasten od svetlosti), za studiju
fotodegradacije

placebo rastvor (blank rastvor za farmaceutskirdozioblik)

3.5. PRIPREMA RASTVORA ZA RAZVOJ | OPTIMIZACIJU  STABILITY-
INDICATING METODE
3.5.1. Priprema mobilnih faza
Mobilne faze koriene u razvoju i optimizacijistability-indicating metode
pripremane su prema planu eksperimenata, za frakdaktorski dizajn i centralni
kompozicioni dizajn.
Amonijum formijat, koncentracija 5 i 1M pripreman je rastvaranjem 315,
odnosno 630 mg supstance u 1 litar vode. Vredmudtpufera (2.0, 2.4, 3.0, 3.6 i 4.0)

podeSavane su mravljom kiselinom.
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Acetonitril i pufer (ili voda) su meSani prema mlaeksperimenata u sled®
zapreminskim odnosima: 30:70, 36.1:63.9, 45:55):88.1 i 60:40.

Pripremljene mobilne faze su pre upotrebe profitre kroz membranski filter
(0.45 pum).

3.5.2. Priprema radnog rastvora za razvoj i optimiaciju stability-indicating metode

Radni rastvor za razvoj i optimizacigtiability-indicatingmetode je sadrzavao smeSu
torasemida i degradacionih proizvoda, a dobijeméSanjem jednakih zapremina stresiranih
uzoraka koji su nastali oksidativnom degradacijokiselom hidrolizom (opisano u sekciji
3.4.2).

3.6. PRIPREMA RASTVORA ZA VALIDACIJU STABILITY-INDICATING

METODE

Osnovni rastvori standardnih supstanci torasemideistote R2, korigenih za
validaciju stability-indicatingmetode, pripremani su odmeravanjemliomg torasemida,
odnosno n&stoce R2 u odmernim sudovima od 10 ml, rastvoreni uSsaeetonitrila i vode
(50:50, v/v), iodmerni sudovi dopunjeni do propisane zapreminadnRakoncentracija
osnovnih rastvora je 1 mg/nibodatno, od pojediraih osnovnih rastvora pripremljen je i
mix rastvor torasemida i tistoce R2: po 1 ml svake od supstanci iz osnovnih rastvo
odpipetira se u odmerni sud od 100 ml i dopuni sme&cetonitrila i vode (50:50, v/v)
dajuti radne koncentracije 0.01 mg/ml. Radni standandsitvori za validaciju metode
pripremani su neposredno pre upotrebe, razblaswanpsnovnog standardnog rastvora
torasemida imix rastvora torasemida i &etoce R2 sa smeSom acetonifiD mM

amonijum formijat pH3.2 (37.4:62.6, v/v).

3.6.1. Priprema mobilne faze

Amonijum formijat, 10 mM pripreman je rastvaranj&80 mg supstance u 1 litar
vode. VrednospH 3.2podeSena je sa mravljom kiselinom (mobilna faza@panski deo
mobilne fazecinio je acetonitril (mobilna faza A). Pripremljenaobilne faze su pre

upotrebe profiltrirane kroz membranski filter (0. 46).
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3.6.2. Priprema rastvora za ispitivanje selektivnds stability-indicatingmetode

Za procenu selektivnosti pripremljena je smesa |@gadrzala komponente placeba
(ekscipijense) u odnosu u kome su zastupljeni letaima. Rastvor placeba je pripremljen
tatnim odmeravanjem 150 mg placeba u odmernom sud®Oochl. U odmerni sud je
dodato oko 35 ml smeSe acetonitrila i vode (50480), rastvor je tretiran 15 minuta na
ultrasonénom kupatilu i nakon toga je dopunjen do propisasgremine i profiltriran kroz
membranski filter (0.45 pum). Dalje, 5 ml ovog rastv je razblazeno u odmernom sudu od
10 ml sa smeSom acetoni#ll0 mM amonijum formijat pk8.2 (37.4:62.6, v/v).

Radni rastvor standardnih supstanci za ispitivas@ektivnosti sadrzavao je
torasemid i n&stocu R2 u koncentraciji 0.001 mg/ml, a pripremljenge mix rastvora
torasemida i na@stote R2 razblazenjem sa smeSom acetositfilmM amonijum formijat
pH 3.2 (37.4:62.6, V/v).

3.6.3. Priprema rastvora za ispitivanje linearnosti stability-indicatingmetode

Radni rastvori za ispitivanje linearnosti su priptni u pet odmernih sudova od po
10 ml. Za odréivanje sadrzaja torasemida, od osnovnog rastvoesdémida koncentracije
1 mg/ml odpipetirano je po 0.8, 0.9, 1.0, 1.1 i 2 Odmerni sudovi od 10 ml su dopunjeni
do propisane zapremine smesSom acetorli®ilmM amonijum formijat pH 3.2 (37.4:62.6,
v/v). Tako pripremljeni rastvori su imali koncentija:
. 80, 90, 100, 110, 120 pg/ml torasemida

Za ispitivanje stepenaiistoce, od mix rastvora torasemida i &istoce R2
koncentracija 0.01 mg/ml, odpipetirano je po 0.2500.5, 0.75 i 1.0 ml u odmerne sudove
od 10 ml i dopunjeno do propisane zapremine smeaogtonitri-=10 mM amonijum
formijat pH 3.2 (37.4:62.6, v/v). Tako pripremljenaistvori su imali koncentracije:

0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 pg/ml torasemidadistece R2

3.6.4. Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti i tanosti stability-indicating
metode
Radni rastvori za ispitivanje preciznosti énasti su pripremljeni u tri odmerna suda

od po 10 ml. Od osnovnog rastvora torasemida otipgo® je po 0.8, 1.0 i 1.2 ml u
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odmerne sudove. U svaki je dodato po 15 mg pla¢&oaodgovara odnosu komponenti u
tabletama), sudovi su tretirani na ultrasooim kupatilu tokom 15 minuta i nakon toga
dopunjeni do oznake smeSom acetorit@ mM amonijum formijat pH 3.2 (37.4:62.6, v/v)
i filtrirani kroz membranski filter (0.45 pum). Taldobijeni rastvori za ispitivanje preciznosti
I ta¢nosti su imali koncentracije:

80, 100, 120 pg/ml torasemida

Od mix rastvora torasemida i &istoce R2, odpipetirano je po 0.1, 0.5 1.0 ml u

odmerne sudove od 10 ml. U svaki je dodato po 15phageba (Sto odgovara odnosu
komponenti u tabletama), sudovi su tretirani naastinénom kupatilu tokom 15 minuta i
nakon toga dopunjeni do oznake smeSom acetediilmM amonijum formijat pH 3.2
(37.4:62.6, v/v) i filtrirani kroz membranski filte(0.45 um). Tako dobijeni rastvori za
ispitivanje preciznosti i tamosti su imali koncentracije:

0.1, 0.5, 1.0 pg/ml torasemida icistoce R2

Za svaki koncentracioni nivo napravljena su podsitvora.

3.6.5. Priprema rastvora za ispitivanje limita detekcije i kvantifikacije stability-
indicating metode
Radni rastvori za ispitivanje limita detekcije imita kvantifikacije stability-
indicating metode pripremani razblazivanjem sa smeSom ad¢eteh® mM amonijum
formijat pH 3.2 (37.4:62.6, v/v) imali su koncertija:
0.02, 0.03, 0.06, 0.1, 0.2 pg/ml torasemidacistiece R2

3.6.6. Priprema rastvora uzorka

Rastvori tableta za ispitivanje pripremani su plikatu, neposredno pre upotrebe.

Na analitékoj vagi je odmereno 10 tableta i iztenata je prossa masa tablete (oko
150 mg). Tablete su sprasSene u tarioniku, a tabletasa je homogenizovana meSanjem. Na
analitickoj vagi je t&no odmerena kalina tabletne mase koja odgovara jednoj pfosg
masi tablete i kvantitativno preneta u odmerni sdd50 ml. U sud je dodato oko 35 ml
smeSe acetonitrila i vode (50:50, v/v), rastvortijetiran 15 minuta na ultras@mom

kupatilu i nakon toga je dopunjen do propisane eagme i profiltriran kroz membranski
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filter (0.45 um). Dalje, 5 ml ovog rastvora je r&zteno u odmernom sudu od 10 ml sa
smesom acetonitdllO mM amonijum formijat pH 3.2 (37.4:62.6, v/v) d&j ocekivanu

koncentraciju torasemida 0.1 mg/ml.

3.7. HROMATOGRAFSKA ANALIZA
3.7.1. Postupak rada

Hromatografski sistem, koji je podeSen u skladoganalnim uslovima (navedenim
u sekcijama 3.7.2. do 3.7.5.), ispiran je mobilnflazom do postizanja stabilne bazne linije.
PodeSenost sistema proverena je ponovljenim injakjem radnih standardnih rastvora
torasemida i njegovih kiestoca do postizanja ujedd@nosti povrSina hromatografskih
pikova, za tri uzastopna injektovanja.

U svrhu identifikacije, vrSilo se pojedifrzo injektovanje monokomponentnih
rastvora torasemida i sistoca R2, R3, R4 i R6, kao i radnog standardnog raatgaresSe
torasemida i na@stoca R2, R3, R4 i RAdentifikacija pikova je izvrSena prema retencionom
vremenu i UV spektru na PDA detektoru, odnosno @iekrakteristinih molekulskih jona i
fragmenata ispitivanih supstanci dobijenih MS amat.

Injektovanjem svih rastvora u triplikatu i iZzanatim srednjim vrednostima povrSina
pikova metodom eksternog standarda (za HPLC/UV LEIRIS metode) odideni su:
parametri koji karakteriSu kalibracione krive, pepost i t&nost metoda, limiti detekcije i
kvantifikacije, odrden je sadrzaj torasemida i ispitan stegistoce iz torasemidableta.

Za identifikaciju moguih degradacionih proizvoda nastalih tokom studiesifane

degradacije primenjena je i HPLC/MS/MS analiza.

3.7.2. HPLC/UV analiza
kolona: Zorbax SB ¢, 250 x 4.6 mm, 5 um
mobilna faza (A): 10 mM vodeni rastvor amonijum fgata, pH 2.5 podeSen sa
mravljom kiselinom
mobilna faza (B): acetonitril
gradijentni program: 0 minuta B30%, 11.2 minuta #6011.3 minuta B30%,
21.0 minut B30%

47



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

temperatura kolone: 25 °C
protok: 1 ml/minuti
talasna duzina detekcije: 290 nm

rastvard: acetonitri-10 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v)
volumen injiciranja: 3Qul

3.7.3. HPLC/MS analiza
hromatografski uslovi opisani su u sekciji 3.7sa yolumenom injiciranja od 10)
jonski izvor: ESI, analiza pozitivnih jona
maseni analizator: kvadrupol
protok gasa za susenje (azot): 12.0 I/minuti
pritisak gasa za rasprSivanje: 60 psig
temperatura: 350 °C
napon kapilare: 3000 V
kvantifikacija torasemida i @estoca izvrSena je tehnikom pranja odabranog jona

(SIM), za protonovane molekulske jone [M+Hm/z: 349 (torasemid), 264 (istoca
R2), 276 (n&istoca R4), 335 (néistoca R3), 363 (né&stoca R6)

3.7.4. HPLC/MS/MS analiza
jonski izvor:ESI, analiza pozitivnih jona
maseni analizator: jonski trap
temperatura kapilare: 200 °C
napon kapilare: 4500 V
protok gasa za susenje (azot): 20.0 I/minuti
protok gasa za rasprSivanje: 60.0 I/minuti

volumen injiciranja: sul
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3.7.5. HPLC/UV analiza (stability-indicating metoda)
kolona: Zorbax SB ¢, 250 x 4.6 mm, 5 um
mobilna faza (A): acetonitril, mobilna faza (B): X@M vodeni rastvor amonijum
formijata, pH 3.2po0deSen sa mravljom kiselinom (37.4:62.6, v/v)
temperatura kolone: 40 °C
protok: 1 ml/minuti
talasna duzina detekcije: 290 nm
rastvard: acetonitri-10 mM amonijum formijat pH 3.2 (37.4:62.6, v/v)

volumen injiciranja: 3Qul
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. HEMOMETRIJSKI PRISUP OPTIMIZACIJI METODA ZA ODRE DIVANJE

TORASEMIDA | NE CISTOCA
4.1.1. Preliminarna ispitivanja hromatografskih usbva

Te¢na hromatografija se primarno zasniva na separagionehanizmima analita
izmedu stacionarne i mobilne faze, koji su uslovljeniihayim fizicko—hemijskim
osobinama, sastavom i pH vredéw3snobilne faze i prirodom stacionarne faze [71]z\Rg
I optimizacija hromatografske metode zahteva d@enje optimalnih eksperimentalnih
uslova koji¢e omoguiti dobro razdvajanje ispitivanih supstanci i nyeoodrelivanje, u
prihvatljivom vremenu trajanja analize [52]. Preim@rna ispitivanja su prvi korak u zadatku
razdvajanja smeSe aktivne farmaceutske supstamegistoca koje mogu biti prisutne u
farmaceutskom doziranom obliku. Ovaj zadatak moite Wwlo zahtevan zbog sinih
osobina i skinog hromatografskog ponaSanja analita, kao i vellike razlike u kokini u
smeSama.

Torasemid i n&@stoce R2, R3, R4 i R6 imaju Iéyvrednosti 1.97, 1.31, 1.55, 1.70 i
2.52. Shodno lipofilnoj prirodi ispitivanih supstanza preliminarna ispitivanja izabrane su
nepolarne g kolone, razkitih tipova stacionarnih faza: klasia silika, hibridna stacionarna
faza, monolitne kolone (Zorbax Extend, Xterra, @hotith i Zorbax SB). Zorbax Extend
kolone sadrze endkapovanu (eegdcappejsiliku kao stacionarnu fazu i pogodnije su za
rad na viSim pH vrednostima. Sa druge strane, Xteostone sadrze neorganski deo (silika) i
organsku komponentu siloksane. Hibridna tehnologj@oguiava visoku efikasnost
razdvajanja analita i poboljSanu pH stabilnost,ougjenju sa klasinim silika kolonama.
Hromolitna kolona je proizvod novije tehnologije sonolithom strukturom koja doprinosi
brzoj i efikasnoj separaciji, u oblasti pH 2—7. &ah omogdava rad sa visokim protocima i
malim pritiskom (produzava radni vek trajanja). Eax SB je klasina silika kolona
izgradena od sfetinih mikra¢estica visoke m® razdvajanja. Kolona je kompatibilna za rad
sa masenim detektorom i isparljivim mobilnim fazakoge se koriste u HPLC/MS analizi.

Izabrana talasna duzina za sve analite je 290 swm,ispitivane supstance dobro
apsorbuju na toj talasnoj duzini. Upotrebljeni PDétektor omogéio je i snimanje spektara
analita u svrhu identifikacije i procergstoce pika na hromatogramu, posto varijacije u

izgledu spektra mogu ukazivati na koeluiranje kongata smese.
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U izboru organskog rastvaia koji ¢e Wi u sastav mobilne faze razmatrani su
metanol i acetonitril. Pokazalo se da mobilne fsa@cetonitrilom daju bolju simetriju pika i
krace vreme trajanja analize. Dodatak modifikatora Keji suzbiti jonizaciju ispitivanih
supstanci i omogtiti molekulskoj formi da ostvari bolju interakcijsa kolonom je bio
neophodan (slika 13). Kako je tokom dalje analizia Iplanirana i upotreba masenog
detektora, to je ispitivanje obuhvatilo modifike#opodesne za masenu analizu (amonijum
formijat, amonijum acetat i trifluorsietna kiselina, u koncentracijama 5 i 10 mM). ViSe
koncentracije modifikatora nisu istraZivane jer i@ preportuju za rad sa masenim
detektorom. Amonijum acetat se pokazao zadovoljgiaj za HPLC/UV analizu, ali je u
HPLC/MS analizi ostvarena slaba preciznost met@gtimalni odnos efikasnosti jonizacije

i oblika hromatografskih pikova ostvaren je sa 1@ amonijum formijata.

mAU

* Torasemid

40

30

20

10

— — T T
0 25 5 7.5 10 12,5 15 17.5 20 m

Slika 13. Radni standardni rastvor torasemida diste&a na koloni Chromolith (100 x
4.6 mm), mobilna faza bez modifikatora (metanol-ajo@H 3.0), gradijentni program:
0 minuta A0%, 20 minuta A100%

Sve ispitivane supstance su amfoliti sa pk@ vrednosti. Prva je ista za sve i geti
od baznih osobina supstanci (4.20), a drpég@ vrednost potie od kiselih osobina i
razlikuje se méu supstancama: za torasemid €istée R3 i R6 iznosi 5.92, za &stocu

R2 9.62 i R4 9.46. Zbog svega toga je bibelavano date pH mobilne faze imati ztajan
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uticaj na retenciono ponaSanje ispitivanih amfol@aa pretpostavka je i potiena tokom
preliminarnog ispitivanja, tokom kojeg su sve mobilfaze sa pH vrednas vecom od 3
iskljucene iz daljeg istraZivanja zbog loSe rezolucijeedmtorasemida i ngstoca R3 i R4
(preklapanje pikova).

Pove&anje temperature kolone smanjuje viskoznost molidme i povéava energiju
molekula analita Sto za posledicu ima smanjenjenaje, ali i mogdu ugrozenost faktora
separacije analita. Ualdijene temperature u hromatografskoj analizi su@tC4 a u okviru
preliminarnih ispitivanja temperatura kolone jeivama u opsegu 15-35 °C.

Izokratsko eluiranje se smatra pozeljnim u HPLG@lian ali u smeSama aktivne
farmaceutske supstance i¢istoéa cesto nije mogée, jer ne daje dobru separaciju izine
analita ili zn&ajno produzava vreme trajanja analize. Na slici j@4prikazan radni
standardni rastvor torasemida Kisoca u izokratskom sistemu eluiranja (pikéistoce R3
se spojio sa pikom torasemida). 1z ovoga je zé&klw da se dobra rezolucija izdweanalita

I kratko vreme analize mogu ostvariti upotrebondgemtnog eluiranja.

mAU| g
] ~ R3 + Torasemid
8
6
] R2R4
4
] 5 <
, < N~
2 o 2
GJ
'é | | | | | ! | ! | !
0 2 4 6 8 10 12 14 m

Slika 14. Kolona Zorbax SB g (250 x 4.6 mm, 5um), mobilna faza acetonitril-1Mm
amonijum acetat, pH 2.5 (40:60, v/v)

Mobilne faze koje suinili acetonitril i 10 mM amonijum formijat, pH 2.Bpitivane

su na kolonama Chromolith, Zorbax Extend i Xtemagradijenthom programu. Kolona

Chromolith (slika 15) ne omogava razdvajanje destoce R3 od pika aktivne farmaceutske
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supstance. Takie, rezolucija izméu torasemida i ngstoce R6 nije dovoljna imajti u vidu
planirana ispitivanja stabilnosti i mogupojavu novih, degradacionihdistoca.

mAUj

R3 + Torasemid

Slika 15. Hromatogram smeSe torasemidacisteta R2, R3, R4 i R6, kolona Chromolith
(100 x 4.6 mm), mobilna faza (A): 10 mM amonijumrfgjat, pH 2.5, mobilna faza (B):
acetonitril, gradijentni program: 0 minuta B30%, héuta B70%

Isti hromatografski uslovi na koloni Xterra ne wajovoljno dobro razdvajanje
necistota R2 i R4, koje imaju siho hromatografsko ponasSanje i blisko retencionamere
(slika 16).

Bolje razdvajanje ovih pikova, na baznoj linijitegreno je na koloni Zorbax Extend

sa retencionim faktorom za prvi pik 0.8 (slika 17).
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mAU]|

6.110

Torasemid

Slika 16. Hromatogram smesSe torasemidatisteéa R2, R3, R4 i R6, kolona Xter(a50 x
4.6 mm, 5um), mobilna faza (A): 10 mM amonijum fgat)y pH 2.5, mobilna faza (B):
acetonitril, gradijentni program: 0 minuta B30%, héuta B70%

mAU o
Yo
Te]

Torasemid

Slika 17. Hromatogram smeSe torasemida disteéa R2, R3, R4 i R6, kolona Zorbax
Extend(250 x 4.6 mm, 5um), mobilna faza (A): 20 mM amomijformijat, pH 2.5, mobilna

faza (B): acetonitril, gradijentni program: 0 miau@30%, 15 minuta B70%

Brzina protoka mobilne faze je tak® zn&ajan faktor od uticaja na razdvajanje
ispitivanih supstanci i duzinu trajanja analize.dKsvih hromatografskih uslova koji su
ispitivani tokom preliminarne faze, protok od 0.3/mnnuti se nije pokazao adekvatnim

zbog predugog trajanja analize (poslednja kompenéziazi u 17-om minutu), uprkos
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gradijentnom eluiranju. Protok od 1.0 ml/minutirsemetnuo kao optimalan, jerdrg@rotoci
od toga osim Sto smanjuju rezoluciju iztaengistoca R2 i R4, nisu ni pogodni za rad sa

masenim detektorom.

4.1.2. Preliminarna ispitivanja uslova masene anae

Dve jonizacione tehnike, ESIAPCI, za HPLC/MS analizu torasemida icrstoca
R2, R3, R4 i R6 su bile predmet preliminarnih isaibja.

Pregledom literature za odireanje torasemida masenom analizom deéwio je da se
I ESI'i APCI mogu primeniti za analizu pozitivnimegativnih jona torasemida [16, 17, 19,
20]. S obzirom da se stvaranje pozitivnih jona feage pri kiselim pH vrednostima (koje
su razmatrane tokom preliminarnih ispitivanja hrtogaafskih uslova), u daljem radu su
analizirani pozitivni joni. Sa mobilnom fazom koga sastoji od amonijum formijata (pH
podesen mravljom kiselinom) i acetonitrila dolaaistvaranja [M+H] jona i mogudih adukt
jona kao to su: [M+NH*, [M+H+ACN]*, [M+NH4+ACN]" [18]. Adukt joni slabog
inteziteta udeni su tokom preliminarnih ispitivanja.

Za pronalazenje optimalnih uslova masene anghzmenjena je FIA (sa rastvorima
torasemida i n@stota koncentracija 10 pg/ml). Optimizovani su parame&mperatura
isparavanja, struja igle, napon kapilare, pritigaisa za rasprSivanje, temperatura i protok
gasa za susenje.

Temperatura isparavanja za APCI je varirana u gpsed 250 do 450 °C.
Maksimalni intenzitet protonovanih molekulskih jopa torasemid i rigstoce R2, R3, R4 i
R6 postignut je na 450 °C.

Struja igle je varirana u opsegu od 2 do 10 pAgpémalna vrednost za sve
supstance iznosila je 8 HA. Napon kapilare je igit u oblasti od 2000 do 4000 V, a nesto
veca osetljivost je postignuta pri 3000 V.

Protok gasa za suSenje je optimizovan u oblas® do 9 I/minuti, sa optimalnom
vrednosu 6.0 I/minuti. Pritisak gasa za rasprSivanje uastlod 30 do 60 psig nije imao
vedi uticaj na odgovor, pa je podeSen na 60 psig. @aprtome, pov&anje temperature
gasa imalo je pozitivan uticaj na odgovor svih sapsi, a vrednost od 350 °C jedema kao

idealna (varirana u opsegu od 200 do 350 °C).
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Za ESI, uslovi napona kapilare, pritisak gasaaspnSivanje i temperatura gasa za
susenje varirani su u istom opsegu kao i za APSpitivanja su pokazala da su optimalne
vrednosti ovih parametara: 3000 V za napon kapil®@ psig za pritisak gasa za
rasprSivanje i 350 °C za temperaturu gasa za uSgbpg brzine protoka mobilne faze
(1 ml/minuti), protok gasa za suSenje podeSen [E2n@ |/minuti.

Tokom preliminarnih ispitivanja, a u svrhu dobjmmmaksimalnih kvalitativnih
informacija, FIA analizom optimizovan je i napon rzénja jona kojic¢e indukovati
fragmentaciju prisutnih jona (tabela 7).

I APCI i ESI analiza pozitivnih jona su omdgu stvaranje protonovanih
molekulskih jona [M+H], na m/z: 349 (torasemid), 264 ¢istoca R2), 276 (néistoca R4),
335 (neistoca R3), 363 (n&@stoca R6), kao i karakteriginih fragment jona.

Fragmentacija torasemida id&tota R3, R4 i R6 dala je izrda ostalih i fragment
jon na m/z 264, Sto odgovara protonovanom molekumskonu neéistoce R2. Dalje,
torasemid i n&stoce R3 i R6 imaju isti fragment jon na m/z 290 zajwati slicnoj
hemijskoj strukturi. Generalno gledano, viSe fraghjena ispitivanih supstanci dobijeno je
sa APCI, Sto je vazno sa stanoviSta identifika¢s@ ESI néistoca R4 pokazala je slabu
fragmentaciju, samo jedan fragment jon je pdemana m/z 183). Sa druge strane, efikasnost
jonizacije sa ESI je bila ¥a i pogodnija za kvantitativnu primenu.

Razmatrajai prednosti i nedostatke, i jedne i druge jonimaei tehnike, za dalju
masenu analizu torasemida i¢istoca izabrana je ESI analiza pozitivnih jona (BSI
Tehnika préaenja odabranog jona (SIM) kofégna je za kvantifikaciju, a maseni spektri za
identifikaciju pikova.

U tabeli 7 predstavljeni su protonovani molekulgkii i fragment joni torasemida i
necistoca dobijeni ESI analizom pozitivnih jona. Masenildpiesu prikazani na slikama 18,
19, 20, 21 22.
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Tabela 7. Protonovani molekulski joni i fragmemijtorasemida i ngstoca, EST sa

optimalnim naponom ubrzanja jona

Supstanca | Molekulska Protonovani Fragment joni, Naport Naporf
masa molekulski jon, m/z V) V)
m/z
R2 263 264 183/168 120 240
R4 275 276 183 160 200
R3 334 335 290/264 70 160
Torasemid 348 349 290/264 70 170
R6 362 363 290/264 100 180

"napon ubrzanja jona za protonovani molekulski fopon ubrzanja jona za fragment jone

*MSD1 SPC, time=2.876 of ZARKOMS\10021909.D API-ES, Pos, Scan, Frag: Var, "scan"
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Slika 18. Maseni spektar torasemida, E8&lolekulski jon m/z 349 i fragment joni 290 i 264

*MSD1 SPC, time=3.687 of ZARKOMS\10021901.D API-ES, Pos, Scan, Frag: Var, "scan"
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Slika 19. Maseni spektar R2, ESinolekulski jon m/z 264 i fragment joni 183 i 168
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Slika 20. Maseni spektar R4, ESinolekulski jon m/z 276 i fragment jon 183

Max: 1.67834e+00
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Slika 21. Maseni spektar R3, ESinolekulski jon m/z 335 i fragment joni 290 i 264
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Slika 22. Maseni spektar R6, ESinolekulski jon m/z 363 i fragment joni 290 i 264

59



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

4.1.3. Primena screening eksperimentalnog dizajna u optimizaciji hromatogrdskih
uslova

Preliminarnim eksperimentima definisani su hromedtgki parametri i njihov opseg
ispitivanja. Kroz eksperimentalni dizajn, svaki matografski parametar se dalje moze
ispitivati izvodenjem serije eksperimenata u kojima se prati njagmaj pojedinano i u
interakciji sa drugim parametrima metode. U ovdi faptimizacije, koristi sescreening
dizajn ¢iji je cilj da kroz ogranien broj eksperimenata grubo procenicapaost odréenih
varijabli na hromatografsko ponasanje sistema.

Kao screeningdizajn izabran je frakcioni faktorski dizajn (FF2Y?, za ispitivanje
uticaja cetiri varijable: procenta acetonitrila u mobilngzf, pH vrednosti mobilne faze,
temperature kolone i ¢mne pufera amonijum formijata (mM). ViSi i nizi rov svake od
varijabli su definisani tokom preliminarnih ispi#imja i kodirani oznakama +1 i -1. Sve
ostale varijable, kao Sto su protok mobilne fazem({Iminuti), talasna duzina detekcije
(290 nm) i volumen injiciranja (3Ql) su odrzavane konstantnim. Frakcioni faktorski
dizajn 2" rezultovao je sa osam eksperimenata izvedenitoraizitanim redosledom bez
ponavljanja, a posmatrani odgovori su bili retencifaktori (k') ispitivanih supstanci. U
tabelama 8 i 9 date su ispitivane varijable i njin@voi, odnosno dobijeni retencioni faktori

za torasemid | ndstoce.

Tabela 8. FFD %!, ispitivane varijable i nivoi

Redni broj Ispitivane varijable
eksperimenta | Acetonitril (%) pH Temperatura ("C) Pufer (mM)
1. 20 2 15 0
2. 60 2 15 10
3. 20 3 15 10
4. 60 3 15 0
5. 20 2 35 10
6. 60 2 35 0
7. 20 3 35 0
8. 60 3 35 10
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Tabela 9. Retencioni faktori torasemida éiseo¢a (posmatrani odgovori sistema FFH'p

Redni broj Retencioni faktori
eksperimenta R2 R4 R3 Torasemid R6
1. 2.70 3.18 9.43 18.11 36.64
2. 0.18 0.25 0.25 0.37 0.66
3. 3.56 4.71 7.21 14.46 34.89
4. 0.21 0.21 0.21 0.21 0.44
5. 2.34 2.66 8.57 16.68 30.19
6. 0.09 0.13 0.17 0.23 0.44
7. 1.91 2.70 5.00 9.43 25.89
8. 0.19 0.39 0.10 0.19 0.35

Izvodenje ponovljenih eksperimenata u centralngjkita(srednji nivo svake od

varijabli) je omoguilo izracunavanje standardne greske. Koeficijenti modelayosdo

procenjeni efekti varijabli podeljeni sa standantingreSkom dali su standardizovane efekte.

Na osnovu eksperimentalne greSke i apsolutnih w&tiinstandardizovanih efekata

procenjena je statiska zn&ajnost koeficijenata modela putedtudentovog t—testa

Rezultati

eksperimenata

izvedenih u okviru frakog@ faktorskog dizajna

predstavljeni suPareto dijagramima (slika 23) i pokazuju uticaj ispitivnvarijabli na

retencione faktore ispitivanih supstanci.
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R2 R3
scetoritril ] acetonitril
pH [ rH |
T t kriti no = 3.182 1 t kriti no = 3.182
temperatira temperaura ||
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R4 Torasemid
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Slika 23. Pareto dijagrami standardizovanih efekata (apsolutne most), dobijenih
frakcionim faktorskim dizajnom, za torasemid Eis¢oce R2, R3, R4 i R6, pokazuju uticaj

ispitivanih varijabli na retencione faktore
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Duzina pravougaonika ®areto dijagramu je proporcionalna apsolutnoj vrednosti
standardizovanih efekata, a linijja oza@a graninu vrednost za test koja odgovara
p vrednosti od 0.05 i iznoSikiticno = 3.182, za tri stepena slobode. Svi fakigje su
apsolutne vrednosti standardizovanih efekata izkaticne t vrednosti su statistki
zn&ajni, a Sto su vrednosti & odgovarajéi faktor ima veéi uticaj na odgovor sistema.
Pozitivan ili negativan predznak ispred vrednotstndardizovanog efekta govori o tome da
su vrednosti ispitivanog faktora i odgovora sistemdirektnoj ili obrnutoj srazmeri. Na
osnovu Pareto dijagrama, procenat acetonitrila u mobilnoj faziainmajveéi uticaj na
retenciju svih ispitivanih supstanci. Statikti znatajan uticaj ispoljavaju i temperatura
kolone i pH mobilne faze (izuzev zadmtocu R2), dok koncentracija pufera nema statksti
zn&ajan uticaj na retencione faktore. Prva tri fakt@a dalje ispitivana primenom

optimizacionog dizajna.

4.1.4. Primena optimizacionog eksperimentalnog dizajna

Pun faktorski dizajn na tri nivoa je kof&nh u toku postupka optimizacije da se
detaljnije ispita uticaj izabranih faktora na hrdogafski sistem. Sine strukture i
hromatografsko ponaSanje svih pet ispitivanih sapstnametnulo je problem odieanja
udela acetonitrila u sastavu mobilne faze kojidmeb zadovoljavajie razdvajanje analita i
prihvatljivo vreme trajanja analize. Zbog toga jdobneophodno ustanoviti sistem
gradijentnog eluiranja. Dva preostala faktora o&amog uticaja na hromatografski sistem
(pH mobilne faze i temperatura kolone) su daljetigmi do nivoa optimalnih vrednosti
upotrebom 3 punog faktorskog dizajna. Koncentracija puferadaijum formijat, 10 mM)
je pri tome drzana konstantnom, a svi eksperimsnizvedeni randomiziranim redosledom.

Odgovori sistema koji su pfani su retencioni faktori torasemida icistoca, kao i
rezolucija izmédu kriticnog para. Kritni par swinile netistoce R2 i R4, koje prve eluiraju i
Cija se separacija jos tokom preliminarnih ispitiapokazala kritinom. Dobijeni odgovori
sistema za svaki eksperiment prikazani su u tdlgeli
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Tabela 10. Plan eksperimenata’yp8nom faktorskom dizajnu i dobijeni odgovori siage
(retencioni faktori i rezolucija krighog para) za torasemid idigtoce

Redni broj Faktori Retencioni faktori Rezolucija
eksperimenta | pH | T(C) | R2 R4 R3 | Torasemid| R6 R2/R4
1. 2.0 15 0.93 1.06 1.69 2.24 3.20 1.87
2. 2.0 35 0.76 0.86 1.48 2.00 2.88 1.71
3. 2.0 25 0.84 0.95 1.58 2.12 3.04 1.79
4. 3.0 15 1.39 1.54 1.91 2.10 2.95 2.22
5. 3.0 35 1.21 1.41 1.74 1.98 2.78 3.36
6. 3.0 25 1.29 1.48 1.82 2.04 2.86 2.88
7. 2.5 15 1.03 1.25 1.61 2.18 3.09 3.28
8. 2.5 35 0.86 1.07 1.44 1.98 2.82 3.49
9.* 2.5 25 0.94 1.16 1.53 2.09 2.96 3.49

* ¢etiri ponavljanja u centralnoj &ki

Na osnovu rezultata eksperimenata dareati su matematki modeli povrSina

odgovora sistema:

y =0.94 + 0.23x - 0.087% — 0.0025x% X, + 0.13%° + 0.0067%° (11)
gdey predstavlja retencioni faktor &istoce R2,

y =1.16 + 0.26x — 0.085% + 0.017% X + 0.057%° + 0.0017%° (12)
gdey predstavlja retencioni faktor &istoce R4,

y =1.53 + 0.12x - 0.092% + 0.01% X + 0.18%* + 0.0017x%" (13)
gdey predstavlja retencioni faktor &istoce R3,

y = 2.09 - 0.04x - 0.093x% + 0.03% % — 0.003%° — 0.003x%° (14)
gdey predstavlja retencioni faktor torasemida,

y =2.96 — 0.08x — 0.13% + 0.037% X, — 0.005%> (15)
gdey predstavlja retencioni faktor &istoce R6,

y =3.41 + 0.52x + 0.2% + 0.32% % — 1.08%> — 0.035%> (16)

gdey predstavlja rezoluciju iznde kriticnog para (néistoce R2 i R4),

X1 predstavlja pH mobilne faze xatemperaturu kolone.
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Dobijeni rezultati se mogu predstaviti geddi (slika 24).

Slika 24. 3-D grafici povrSina odgovora za reteneidaktore (k') torasemida i ¢istoca i
rezolucioni faktor (Rs) ngstoca R2 i R4, u funkciji pH mobilne faze i temperatidone
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Trodimenzionalne povrSine odgovora predstavljajuzueine prezentacije
hromatografskog ponaSanja supstanci radi lakSeg riegb odabira optimalnih
eksperimentalnih uslova, a pokazuju uticaj dvadekina izabrani odgovor sistema [55]. Iz
dobijenih polinoma i 3-D grafika se &@va da pové&anje pH vrednosti mobilne faze dovodi
do povéanja svih ispitivanih odgovora sistema, osim retamb faktora torasemida i
necistoce R6, kod kojih powanje pH ima suprotan efekat. Sa druge strane, t&tyra ima
negativan efekat na ispitivane odgovore sisteman og rezoluciju kriinog para gde
poveanje temperature povava rezoluciju.Veci uticaj na ovaj odgovor sistema ima pH
vrednost mobilne faze. Na osnovu svegeze se zaklgiti da se optimalna separacija
analita i prihvatljivo vreme trajanja analize pastipri temperaturi od 25 °C i pH vrednosti
2.5.

Analiza varijanse (ANOVA) je primenjena u cilju gwere koliko izabrani
matematiki model odgovara eksperimentalno dobijenim podacirRonaSanje sistema
najbolje opisuju kvadratni modeli za sve ispitivatigovore sistema, Sto pokazuju vrednosti

koeficijenata korelacij& i adj. R, koji su prikazani u tabeli 11.

Tabela 11. Vrednosti koeficijenata koreladei adj. R

Odgovor sistema R? adj. R
k' R2 0.9999 0.9999
k' R4 0.9997 0.9991
k' R3 0.9991 0.9976
k' Torasemid 0.9973 0.9928
k' R6 0.9984 0.9957
Rs R2/R4 0.9937 0.9832

Imajuéi u vidu da su za sve odgovore sistema odgovéedfa i adj. R vrednosti
vrlo bliske vrednosti 1 dokazano je da izabrani emattki modeli adekvatno opisuju

eksperimentalne podatke.
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Na ovaj ndin su optimizovani hromatografski parametri HPLC/UMHPLC/MS
metoda ¢iji su optimalni uslovi za analizu dati u sekcija®&.2. i 3.7.3.). Metode su dalje
validirane da bi se potvrdila mo@wst njihove primene u ispitivanju kvaliteta

farmaceutskog doziranog oblika torasemida.

4.2. VALIDACIJA METODA ZA ODRE DIVANJE TORASEMIDA | NE CISTOCA
ValidacijaHPLC/UV i HPLC/MS metoda za odtiwanje torasemida i kestoca R2,

R3, R4 i R6 izvrSena je u skladu sa zahtevi@id regulative [31], a ispitivani su parametri

metoda: selektivnost, linearnost i opseg, precizriasost, limiti detekcije i kvantifikacije i

robustnost.

4.2.1. Validacija HPLC/UV metode
4.2.1.1. Ispitivanje selektivnosti

Selektivnost metode je ispitana injiciranjem rasavglaceba, rastvora uzorka i
radnog rastvora standardnih supstanci koji sadrasemid i n&istoce R2, R3, R4 i R6 u
koncentracijama: 0.1 mg/ml i 0.001 mg/ml, redomleBivnost se potwuje ukoliko nema
interferencija od strane komponenata placeba, euwnakoliko na hromatogramu rastvora
placeba nema pikovd&ija retenciona vremena odgovaraju retencionim vrema za
torasemid i né&stoce. Hromatogrami rastvora placeba i radnog rastvstendardnih

supstanci za ispitivanje selektivnosti su prikazanslikama 25 i 26.

mAU
.
o
o

20

0 2 4 6 8 10 12 14 mi

Slika 25. Hromatogram rastvora placeba
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Slika 26. Hromatogram rastvora standardnih supstanispitivanje selektivnosti

Cistoca svih eluiranih pikova je péana upotrebom PDA detektora i dokazano je da
je cistoca svih pikova bila vea od 99%. Selektivnost metode je pdema jer na
hromatogramu rastvora placeba nema pikaym retenciona vremena odgovaraju

retencionim vremenima za torasemid éistoce.

4.2.1.2. Ispitivanje linearnosti i opsega metode
Ispitivanje linearnosti izvrSeno je na sedam stesiia rastvora razlitih

koncentracija za torasemid i digtoce R2, R3, R4 i R6. Ispitivani opseg koncentracija
odreien je u skladu s&CH regulativom [31, 72]: od 70-130% za torasemid1-20% za
netistoée, u odnosu na radnu koncentraciju torasemida twaras uzorka. Analizirana je
zavisnost povrSine pikova (apsorbancije) ispitilasupstanci u funkciji koncentracije.
Kalibracione krive su konstruisane metodom najniekyiadrata, a svakadea kalibracione
krive dobijena je kao srednja vrednost tri injektnj)a odgovarajtih rastvora.

Regresiona analiza dobijenih podataka pokazala gejed metoda linearna u
ispitivanom opsegu koncentracija, jer su koefidijinearnosti za sve kalibracione krive bili
vedi od 0.9978 (postavljeni zahtevi su bili da kogéaot linearnosti bude veod 0.995).

Kalibracione krive torasemida i ¢&istoca prikazane su na slikama 27, 28, 29, 30 31.

68



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

Torasemidy = 66.785x - 145.6
- R2 = 0.9978
‘% 10000
% ) /‘Xw
2 < 5000
o £
0
o
< 0 I I
0 50 100 150
koncentracija pg/mi

Slika 27. Kalibraciona kriva torasemida
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Slika 28. Kalibraciona kriva restote R2

R3 y=65.636x +4.5825
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Slika 29. Kalibraciona kriva restote R3
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R4 y =84.479x +2.1172
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Slika 30. Kalibraciona kriva iestoce R4
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Slika 31. Kalibraciona kriva restoce R6

Uz poma@ Studerdovog t-testaje izvrSena analiza zéanosti odséka nay — osi.
Zaklju¢eno je da odsei nay — osi nisu statistki znatajno razlgiti od nule, jer su za sve
kalibracione krive izréunatet-vrednosti {,) manje od tabelarnevrednosti {.p = 4.032,
p=0.01).

Parametri regresione analize prikazani su u tdt2eli
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Tabela 12. Parametri regresione analize

Opseg Kalibraciona
Supstanca | koncentracija kriva R? S S th
(Hg/ml) y=ax+b
Torasemid 70 -130 y = 66.785x-145.6 | 0.9978 1.41 142.94 1.02
R2 0.1-10 y =90.281x+4.577 | 0.9994 0.97 4.18 1.09
R3 0.1-10 y = 65.636x+4.582 | 0.9996 0.57 2.54 1.80
R4 0.1-10 y = 84.479x+2.117 | 0.9999 0.34 1.50 1.41
R6 0.1-10 y =59.995x+5.552 | 0.9997 0.46 2.04 2.71

anagib kalibracione krivey odseak, R koeficijent linearnostiS, standardna devijacija nagit@,
standardna devijacija odd@, t,izracunatat-vrednost za odsek, tabelarnévrednost t,,= 4.032,
p=0.01)

4.2.1.3. Ispitivanje preciznosti metode

Preciznost analitke metode predstavlja stepen rasipanja (ildmsebnog slaganja)
individualnih rezultata dobijenih iz paralelnih edivanja, iz viSe nezavisno pripremljenih
uzoraka pod istim uslovima. Ponovljivost je preoghprocenjena pod istim uslovima u
kratkom vremenskom periodu, izrazenacedje kao relativna standardna devijacija (RSD)
[31].

Preciznost, odnosno ponovljivost metode je ispitanalizom laboratorijske smeSe
radnih standardnih rastvora za ispitivanje preatno tacnosti. Rastvori su sadrzavali
torasemid u koncentracijama 70, 100 i 130 pg/mlefistoce R2, R3, R4 i R6 u
koncentracijama 0.1, 1.0 i 10.0 pg/ml, kao i komgrte placeba u odnosu koji odgovara
sastavu pominih komponenti u uzorku. Za svaki koncentraciomonnapravljena su po tri
rastvora koji su injicirani u hromatografski sist@m tri puta.

Izratunate standardne devijacije (SD) i relativne steahtia devijacije (RSD), za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije, potvrsiiledobru preciznost metode u ispitivanom
opsegu (kao zahtev za ponovljena ddranja torasemida postavljeno je da RSD vrednost
bude manja od 2%, a za dmoce manja od 5%). Statigki parametri koji opisuju

preciznost metode prikazani su u tabeli 13.
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4.2.1.4. Ispitivanje ta&nosti metode

Slaganje referentne vrednosti i rezultata dobgeodrelivanjem pod propisanim

uslovima naziva se &¢aost metode, a izrazava se kao procenat prinoga recovery od

poznate, dodate kdlnhe analita u uzorak. Ispitivanje ¢teosti metode izvrSeno je sa

standardnim rastvorima torasemida &istoca korig€enih za ispitivanje preciznosti metode.

Izratunavanjem procenta prinosa, odnosecoveryvrednosti (kao zahtev je postavljeno da

recoveryvrednost za torasemid bude iztne97.5-102.5%, a za &istoce izmeiu 95-105%)

potvidena je dobra tamost metode u ispitivanom opsegu. Statikstim analizom izréunati

su parametri koji prikazuju ¢aost metode i dati su u tabeli 13.

Tabela 13. Rezultati ispitivanja preciznostidrtasti metode

Nadena

Pripremljena 1 Recovery RSD
Supstanca koncentracija koncentracijatSD"

(ng/mi) (ng/mi) (%) (%)
69.650 70.570+0.160 101.32 0.23
Torasemid 99.500 101.663+0.161 102.17 0.16
129.350 129.915+0.727 100.44 0.56
0.100 0.10520.002 104.10 1.92
R2 1.004 0.990+0.005 98.56 0.55
10.040 9.999+0.050 99.60 0.50
0.104 0.109+0.001 104.92 0.96
R3 1.036 1.04620.001 100.96 0.13
10.360 10.457+0.056 100.93 0.54
0.102 0.104+0.001 101.49 0.71
R4 1.020 1.034+0.002 101.32 0.21
10.200 10.128+0.057 99.29 0.56
0.103 0.106+0.002 102.33 1.92
R6 1.034 0.999+0.001 96.57 0.12
10.340 10.310+0.055 99.71 0.53

! standardna devijacija € 9)
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4.2.1.5. Ispitivanje limita detekcije i kvantifikadje

Limiti detekcije i kvantifikacije odréeni su eksperimentalno i procenom odnosa
signal/Sum. Rastvori koncentracija 0.03, 0.05, 0.2, 0.4 pug/ml za torasemid i 0.02, 0.03,
0.06, 0.1 i 0.2 pg/ml za nistoce injicirani su u hromatografski sistem i izu;mate su
vrednosti odnosa signal/Sum. Limiti detekcijeOD) i kvantifikacije LOQ) ispitivanih
supstanci su koncentracije koje su dale odnos ksgma najmanje 3:1, odnosno 10:1.

VrednostiLOD i LOQ za torasemid i rigstoce prikazane su u tabeli 14.

Tabela 14. Limiti detekcijelOD) i kvantifikacije (OQ) za ispitivane supstance

Supstanca LOD (pg/ml) LOQ (pg/ml)

Torasemid 0.035 0.100
R2 0.020 0.060
R3 0.030 0.090
R4 0.025 0.075
R6 0.030 0.090

4.2.1.6. Ispitivanje robustnosti metode

Robustnost analitke metode definiSe se kao sposobnost metode dalgareo
malim, namernim promenama parametara metode: pioptenmobilne faze, promeni
sastava mobilne faze, promeni protoka, promeni &atpre kolone i tipa kolone. Jedan od
natina procene robustnosti je pemje rezolucije kritinog para [31].

Imajwéi u vidu da je za oddivanje torasemida i rmestoca tokom preliminarnih
Ispitivanja ustanovljen gradijentni sistem eluie@npromene udela organskog rastvara
mobilnoj fazi i promene protoka svakakée imati veliki uticaj na ponaSanje
hromatografskog sistema i nisu razmatrane sa sitaoprocene robustnosti metode.
Preliminarnim ispitivanjima je pokazano da na ragédwmje ispitivanih supstanci presudan
uticaj ostvaruje i izbor odgovard@@ stacionarne faze, pa ova ispitivanja nisu mogia b
radena sa razitim analitickim kolonama. Robustnost metode je ispitana vageran
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vrednosti parametara: temperature ari&iikolone, koncentracije soli u mobilnoj fazi i pH
vrednosti mobilne faze.

Uticaj temperature kolone je ispitan na 20 °C fGQ#5 °C od optimalne vrednosti).
Uticaj koncentracije soli amonijum formijata u mioloj fazi na stabilnost sistema ispitan je
variranjem procenta soli £10% u odnosu na optimahednost (10 mM), dok je pH
vrednost mobilne faze menjana +0.2 pH jedinice ptinmalne vrednosti (2.5). Procena
robustnosti metode je izvrSena {@ajem rezolucije kritinog para néstoca R2 i R4, a

rezultati su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15. Rezultati ispitivanja robustnosti

Faktor Varijacije Rezolucija R2/R4
Koncentracija amonijum 9mM 3.50
formijata u mobilnoj fazi 11 mM 4.45

_ pH 2.3 2.88
pH vrednost mobilne faze
pH 2.7 3.41
20°C 3.31
Temperatura kolone §
30°C 3.45

Pra&enjem rezolucije kritihog para n#@stoca R2 i R4, sa promenama
hromatografskih faktora u propisanim opsezima, paka je dobra robustnost metode
(postavljeni zahtev je bio da rezolucija ne budejaad 1.5) [37].

4.2.2. Validacija HPLC/MS metode
Optimalni uslovi pod kojima je izvrSena validachPLC/MS metode opisani su u
sekciji 3.7.3.

4.2.2.1. Ispitivanje selektivnosti
Selektivhost metode je ispitana injiciranjemtvas placeba, rastvora uzorka i
radnog rastvora standardnih supstanci torasemmdé&stoca koji su korigeni za ispitivanje

selektivnosti HPLC/UV metode, a dodatno su za HRLE/analizu razblazeni jos 10 puta

74



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

sa smeSom acetonitsl0 mM amonijum formijat pH 2.5 (50:50, v/v). Hrorogtami
rastvora placeba i radnog rastvora standardnih t@ogs za ispitivanje selektivnosti
HPLC/MS metode snimljeni tehnikom gemja odabranog jona (SIM) prikazani su na
slikama 32 i 33.
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Slika 32. Hromatogram rastvora placeba, SIM, naakara na kojima se prate joni: a) m/z
2641335 za R21R3, b) m/z 276 za R4, c) m/z 34%rasemid, d) m/z 363 za R6
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Slika 33. Hromatogram rastvora standardnih supstnispitivanje selektivnosti HPLC/MS
metode, SIM, na kanalima na kojima se prate jonm& 264 i 335 za R2 i R3, b) m/z 276
za R4, ¢) m/z 349 za torasemid, d) m/z 363 za R6

MS spektri torasemida i tistoca, snimljeni SIM tehnikom prikazani su na slici 34:
a) m/z 363 né&stoca R6, b) m/z 349 torasemid, ¢) m/z 27&is@ta R4, d) m/z 335

netistoca R3, ) m/z 264 kestoca R2.
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Slika 34. MS spektri torasemida ids&toca:
a) R6, b) torasemid, c) R4, d) R3, e) R2

Selektivnost metode je potiena jer na hromatogramu rastvora placeba nemaaikov

Cija retenciona vremena odgovaraju retencionim vrema za torasemid i distoce.

4.2.2.2. Ispitivanje linearnosti i opsega metode

Ispitivanje linearnosti izvrSeno je na sedam stesuia rastvora, raalitih
koncentracija za torasemid i digtoce R2, R3, R4 i R6. Ispitivani opseg koncentracija
odreien je u skladu s&CH regulativom [31, 72]: od 70-130% za torasemid1-Q20% za

necistote, u odnosu na radnu koncentraciju torasemida twaras uzorka. Analizirana je
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zavisnost povrSine pikova (apsorbancije) ispitihaisupstanci u funkciji koncentracije.
Kalibracione krive su konstruisane metodom najniekyiadrata, a svakadea kalibracione
krive dobijena je kao srednja vrednost tri injektnoja odgovaraijtih rastvora.

Regresiona analiza dobijenih podataka pokazala gejed metoda linearna u
ispitivanom opsegu koncentracija, jer su koefidijéinearnosti za sve kalibracione krive bili
vedi od 0.9965 (postavljeni zahtevi su bili da kogéat linearnosti bude veod 0.995).

Kalibracione krive torasemida i &istoca za validaciju HPLC/MS metode prikazane

su na slikama 35, 36, 37, 38 39.

., Y =9E+06x+547684
o Torasemid R = 09981
§ 15000000
S %1000000(} M
3 5000000~
g 0 \ |
0 0.5 o1 1.5
koncentracija pg/ml

Slika 35. Kalibraciona kriva torasemida

y = 4E+07x + 432007
R2 R2=0.9994

5 60000000

& 2 4000000

S £ 2000000

g 0 ‘ ‘

0 0.5 1 1.5
koncentracija pg/mi

Slika 36. Kalibraciona kriva restote R2
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Slika 37. Kalibraciona kriva restote R3
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Slika 38. Kalibraciona kriva iestoce R4
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Slika 39. Kalibraciona kriva restoce R6
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Uz poma Studenovog t-testaje izvrSena analiza zéajnosti odséka nay — osi.
Zaklju¢eno je da odsei nay — osi nisu statistki znatajno razlgiti od nule, jer su za sve
kalibracione krive izréunatet-vrednosti {) manje od tabelarnevrednosti {ap = 4.032,
p=0.01).

Parametri regresione analize prikazani su u tdlteli

Tabela 16. Parametri regresione analize

Opseg Kalibraciona
Supstanca | koncentracija kriva R? S S th
(ng/ml) y=ax+b
Torasemid 0.7-1.3 | y=9E+06x+547684| 0.9981 1.79x10 | 1.82x106 | 3.02
R2 0.01-1.0 | y=4E+07x+432007| 0.9994 | 4.41x10| 1.91x16 | 2.26
R3 0.01-1.0 y = 3E+07x+733744| 0.9965 7.25x10 | 3.24x10 | 2.26
R4 0.01-1.0 | y=4E+07x+138278| 0.9999 | 1.29x10| 5.64x1G | 2.45
R6 0.01-1.0 | y=3E+07x+789633| 0.9967 6.54x10 | 2.92x10 | 2.71

anagib kalibracione kriveh odseak, R koeficijent linearnostiS, standardna devijacija nagilfa,
standardna devijacija odde, ty izratunatat-vrednost za odsek, tabelarna vrednost t{,,= 4.032,
p=0.01)

4.2.2.3. Ispitivanje preciznosti metode

Preciznost, odnosno ponovljivost HPLC/MS metode igpitana analizom
laboratorijske smeSe radnih standardnih rastvoraisp#ivanje preciznosti i tanosti.
Rastvori su sadrzavali torasemid u koncentracij@rmal.0 i 1.3 pg/ml i néstoce R2, R3,
R4 i R6 u koncentracijama 0.01, 0.1 i 1.0 pg/mb k&komponente placeba u odnosu koji
odgovara sastavu pordrah komponenti u uzorku. Za svaki koncentraciomomapravljena
Su po tri rastvora koji su injicirani u hromatogafsistem po tri puta.

Izratunate standardne devijacije (SD) i relativne steshia devijacije (RSD), za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije, potvrsiiledobru preciznost metode u ispitivanom

opsegu (kao zahtev za ponovljena ddranja torasemida postavljeno je da RSD vrednost
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bude manja od 5%, a za dmsoce manja od 10%). Statigki parametri koji opisuju
preciznost HPLC/MS metode prikazani su u tabeli 17.

4.2.2.4. Ispitivanje tanosti metode

Ispitivanje t&nosti HPLC/MS metode izvrSeno je sa standardnintvoasna
torasemida i n®8stoca kori€enih za ispitivanje preciznosti metode. E&mavanjem
procenta prinosa, odnosmecovery vrednosti (kao zahtev je postavljeno decovery
vrednost za torasemid i &istoce bude u opsegu 95-105%) pdema je dobra tamost

metode u ispitivanom opsegu. Statisim analizom izréunati su parametri koji prikazuju

tatnost HPLC/MS metode i dati su u tabeli 17.

Tabela 17. Rezultati ispitivanja preciznostidrtasti metode

Pripremljena

Nadena

Supstanca koncentracija koncentracijatSD" Recovery RSD
(ng/mi) (ng/mi) (%) (%)
0.6965 0.6781+0.0263 97.36 3.88
Torasemid 0.9950 0.9589+0.0202 96.37 2.11
1.2935 1.2684+0.0548 98.06 4.32
0.0100 0.0101+0.0002 100.53 1.76
R2 0.1004 0.1006+0.0049 100.21 4.90
1.0040 0.9616+0.0355 95.78 3.69
0.0104 0.0101+0.0004 97.33 3.87
R3 0.1036 0.1057+0.0042 102.07 3.95
1.0360 1.0071+0.0224 97.21 2.22
0.0102 0.0103+0.0005 101.40 4.85
R4 0.1020 0.1058+0.0035 103.75 3.34
1.0200 0.9969+0.0533 97.74 5.35
0.0103 0.0106+0.0003 102.48 3.05
R6 0.1034 0.1057+0.0035 102.25 3.28
1.0340 1.015520.0564 98.21 5.56

! standardna devijacija & 9)
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4.2.2.5. Ispitivanje limita detekcije i kvantifikadje

Limiti detekcije i kvantifikacije za HPLC/MS metodwdreieni su eksperimentalno i
procenom odnosa signal/Sum. Rastvori koncentra6ij2002, 0.0006, 0.001, 0.002,
0.005 pug/ml za torasemid i 0.0002, 0.0004, 0.0@6012 i 0.0025 pg/ml za &stoce
injicirani su u hromatografski sistem i iZtmate su vrednosti odnosa signal/Sum. Limiti
detekcije(LOD) i kvantifikacije LOQ) ispitivanih supstanci su koncentracije koje sleda
odnos signal/Sum najmanje 3:1, odnosno 10:1. Vr&dnddD i LOQ za torasemid i

necistoce dobijene HPLC/MS metodom prikazane su u tabeli 18

Tabela 18. Limiti detekcijelOD) i kvantifikacije (LOQ) za ispitivane supstance

Supstanca LOD (ug/ml) LOQ (ug/ml)

Torasemid 0.0002 0.0006
R2 0.0003 0.0009
R3 0.0004 0.0012
R4 0.0002 0.0006
R6 0.0002 0.0006

4.3. KVALITATIVNA | KVANTITATIVNA ANALIZA TORASEMID TABL ETA

Dobijene vrednosti validacionih parametara: selekisti, linearnosti, preciznosti i
tacnosti, limita detekcije i kvantifikacije, kao i rabtnosti su u skladu sa unapred
definisanim kriterijumima za validaciju HPLC/UV iFLC/MS metodaime je potvidena
njihova primenljivost za istovremeno odieanje torasemida i estoca R2, R3, R4 1 R6 iz
farmaceutskog doziranog oblika. Validirane metddBLC/UV i HPLC/MS primenjene su
za kvalitativnu i kvantitativhu analizu torasemadbleta.

Pod navedenim uslovima, na hromatogramu pikovastanida i néstota mogu se
izratunati hromatografski parametri koji obezbg@i dobro razdvajanje i tao odreivanje
ispitivanih supstanci: retencioni faktor, simetigjka i rezolucija. Prvi pik ha hromatogramu

(nedistota R2) ima retencioni faktor 0.94, Sto garantujerdatazdvajanje od pika mobilne
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faze. Simetrija pika torasemida je 0.74, a pikoe&éstoca 0.98,¢ime je omogdena dobra
integracija pikova i téno odreivanje. Rezolucije izm#u ispitivanih supstanci su mnogo
vece od 1.5, Sto je uslov za razdvajanje na baznii. likvalitativna i kvantitativna analiza
torasemida i n8stoca ostvaruje se za relativno kratko veme (svi pilauiraju sa kolone za
manje od 10 minuta). Vrednosti hromatografskih peatara za torasemid i &istoce su
prikazane u tabeli 19.

Tabela 19. Hromatografski parametri

Supstanca Re\‘;;e;r%igno Ref;irggironi Simetrija pika Rezolucija
R2 4.93 0.94 0.98 /
R4 5.44 1.16 0.98 3.49
R3 6.14 1.53 0.98 4.84
Torasemid 7.37 2.09 0.74 6.28
R6 9.41 2.96 0.98 10.04

'rezolucija R2/R4; rezolucija R4/R3’rezolucija R3/Torasemidrezolucija Torasemid/R6

Identifikacija torasemida i w@estoca je izvrSena preko retencionih vremena na
hromatogramima, kao i snimanjem UV i masenih spaktdvantitativnha analiza je utana
preko povrSina pikova ispitivanih supstanci na Piedektoru, odnosno masenom detektoru.

Generalno, véa preciznost i #&nost metode se postize HPLC/UV analizom, Sto je
zn&ajno sa aspekta njene kvantitativne primene. PstdrtPLC/MS analize je va
osetljivost metode. Osim toga, dobijene su rlizgD i LOQ vrednosti za sve ispitivane
supstance, a u rastvoru uzorkdema je i neistoca R4 (ispod_OQ vrednosti).

Hromatogrami HPLC/UV i HPLC/MS analiza rastvora tka su prikazani na
slikama 401 41.
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Slika 40. HPLC/UV hromatogram rastvora uzorka
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Slika 41. HPLC/MS hromatogram rastvora uzorka, Sid, kanalima na kojima se prate
joni: @) m/z 264 i 335 za R2 i R3, b) m/z 276 za B4m/z 349 za torasemid, d) m/z 363 za
R6
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Rezultati odrédivanja torasemida i @estoca iz torasemid tableta HPLC/UV i

HPLC/MS metodom prikazani su u tabeli 20.

Tabela 20. Rezultati odtavanja torasemida i restoca iz torasemid tableta

HPLC/UV HPLC/MS
supsanea | Nbei | | RSD I TGERT e | RSD
(mg)’ %) (mg)’ %)
R2 0.015 0.15 0.80 0.016 0.16 1.76
R4 IspodLOD / / IspodLOQ / /
R3 IspodLOD / / IspodLOD / /
Torasemid 9.63 96.3 0.44 9.68 96.8 1.90
R6 IspodLOD / / IspodLOD / /

'(n=3),” u odnosu na deklarisanu kitiu torasemida u tabletama

Niske RSD vrednosti (ispod 2% za sva ddr@nja) potvduju pogodnost obe
metode za odrvanje torasemida i restoca iz farmaceutskog doziranog oblika. ddai
sadrzaji torasemida i tistoce R2 zadovoljavaju definisane zahteve iz speciijgagntovog
proizvoda.

4.4. STUDIJA FORSIRANE DEGRADACIJE

Torasemid i farmaceutski dozirani oblik (torasgnablete) podvrgnuti su studijama
forsirane degradacije u skladu KaH smernicama [57, 58]. Studije su obuhvatale stres
uslove: hidrolizu (kisela, bazna i neutralna), dksiju, fotodegradaciju i termodegradaciju.
Detaljna priprema uzoraka za studije forsirane aeaggije opisana je u sekciji 3.4.

Ispitivanja na farmaceutskoj aktivnoj supstam@ena su u sleden vremenskim
tatkama: neposredno nakon pripreme (vreme nula), nakdn8, 24, 48 sati i nakon 7 dana.
Ispitivanja na torasemid tabletama sprovedenaistima vremenskim t&kama, sa dodatnom
vremenskom i&kom nakon 21 dan. Ispitivanja su prekidana kadadsstigne nivo
degradacije 5-20% [60]. Svi uzorci su analiziranPU€L/UV 1 HPLC/MS metodom,

opisanim u sekcijama 3.7.2. i 3.7.3. Dodatna idiatija degradacionih proizvoda
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stvorenih tokom studija forsirane degradacije iemng je HPLC/MS/MS metodom (sekcija
3.7.4.). Tokom svih ispitivanja ptano je @uvanje ravnoteze mase (engass balance
Dobijena vrednost za ravnoteZzu mase treba da bigka lvyrednosti od 100%, Sto osigurava
pogodnost upotrebljene metode za detektovanje matlzvoda degradacije. Za sve uzorke
dobijene su vrednosti ravnoteze maséeved 99%, odnosno nije bilo gubitka mase tokom
Ispitivanja stresiranih uzoraka.

Sumarni rezultati studije forsirane degradadgemaceutski aktivne supstance
torasemida su prikazani u tabeli 21. U tabeli siiidaolekulski joni i fragmenti za rd@ne

necistoce dobijeni HPLC/MS metodom.

Tabela 21. Sumarni rezultati studije forsirane ddgcije torasemida

| Neutralna : Kisela | Bazna | Oksidacija : Fotoliza
. hidroliza ; hidroliza ; hidroliza :
o
) : Termoliza : Termoliza : Termoliza : :
Streswuslovi | _
; i 1MHCI | 1MNaOH | 10% H,0, . ICH
. 70°C | 70°C | 70°C | | uslovi
i 24h i 24h i 7dana i 7 dana i
Torasemid 93.5 81.3 92.8 89.8 100.0
(%)
Degradacionl R2 R2 R2 Neistoca 1 | Netistoca2|
proizvod
Degradacija
%) 6.5 18.7 7.2 3.4 6.0 /
RRt! 0.66 0.66 0.66 0.53 1.18 /
Mo'ji‘::i"Sk' 264[M+H]" | 264[M+H]" | 264[M+H]' | 302[M+Na] | 365[M+H]" |  /
Fra?o”r"f”m' 183/168 183/168 183/168 286 306/280 /

relativno retenciono vreme
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4.4.1. Hidroliza i termodegradacija

Torasemid je u kiselim, baznim i neutralnim rasim@ na sobnoj temperaturi
pokazao stabilnost, ni posle sedam dana nije dubipng&ajna degradacija. Kisela i bazna
hidroliza ispitivana je sa 0.1, 0.5 i 1.0 M hloromine kiseline, odnosno natrijum
hidroksida. U svakoj vremenskojcta analizirani su stres uzorak, blank rastvor, klan
rastvor podvrgnut stres studiji na isticmakao i uzorci, radni standardni rastvor torasemid
(pripremljen neposredno pre upotrebe).

Izlaganje stresiranih uzoraka temperaturi od@0u neutralnim rastvorima, dovelo
je do degradacije torasemida od 6.5% nakon 24 Blatastoj temperaturi, uzorci stresirani
sa 1.0 M NaOH smanjivali su stepen hidrolize (datgy 1.1%) nakon 24 sata, odnosno
degradacija posle 7 dana je iznosila 7.2%. Torasg¢epokazao & osetljivost na kisele
uslove, te je degradacija sa 1.0 M HCI posle 24 sa& 70 °C iznosila 18.7%. U svim
slucajevima, dobijen je jedan degradacioni proizvod {BR6).

Pik na RRt 0.66 je dao idetdin spektar na PDA detektoru i retenciono vremeikao
netisto¢éa R2. Dodatna identifikacija izvrSena je HPLC/MStod®m, pikovi u standardnom
rastvoru neistoce R2 i uzorka dali su molekulske jone na m/z 264y i fragmentne
jone m/z 183 i 168. Na slikama 42 i 43 prikazaniaLC/UV hromatogram i maseni
spektri uzorka izlozenog uslovima kisele hidroliwe70 °C.

mAY

12é Torasemid

10

0 R2

0 .

1 | I | | | | | | | !
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 m

Slika 42. Hromatogram stresiranog uzorka toraseifiidd HCI, 70 °C, 24 sata)
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264.3
183.3

b)

Max: 1.82835 Max: 1.55699

349.4
168.3
264.3

265.3
290.3

Slika 43. ESI maseni spektri dobijeni na kvadrupolnom masenoatizatoru: a) torasemid
I b) neistota R2

Termodegradacija je ispitivana na farmaceutskivakii supstanci torasemidu u
¢vrstom obliku i na farmaceutskom doziranom oblikargsemid tablete). Grejanjem na
povisenoj temperaturi od 70 °C ni posle 21 dan aizasu pokazali znakove degradacije.
Kao kontrolni uzorak za farmaceutski dozirani ohlgoredo je analiziran i placebo rastvor.

4.4.2. Fotodegradacija

PodICH uslovima, torasemid u rastvoru nije pokazao nike#tegradaciju ni posle 7
dana. Uporedo sa stresiranim uzorcima analiziranii slank rastvor, blank rastvor
podvrgnut stres studiji na isti &ima kao i uzorci, radni standardni rastvor torasemite
tamna kontrola (rastvor uzorkavan u frizideru i zasten od svetlosti).

Stabilnost torasemida prema stres uslovima if@gbotvidena je i na farmaceutski
aktivnoj supstanci wvrstom obliku i na farmaceutskom doziranom oblikardsemid
tablete). Studije su trajale 21 dan, bez znakogaatiacije.
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4.4.3. Oksidacija

Ispitivanja studija oksidativne degradacije &ma su sa rastvorima vodonik
peroksida koncentracije 3%, kao Sto je i predloZzendteraturi [60, 61]. Degradacija
torasemida pri tim uslovima nije postignuta. Sageéristrane, povanjem koncentracije
vodonik peroksida povava se i osetljivost torasemida na oksidaciju. @#@sllana izlaganja
uzoraka rastvoru vodonik peroksida 10%, na sobaopjperaturi, postignuta je ukupna
degradacija od 9.4%. Na HPLC/UV hromatogramtawaju se dva pika, sa RRt 0.53 i 1.18
(slika 44). Pored stresiranih uzoraka, analizisani blank rastvor, blank rastvor podvrgnut

stres studiji na isti r@n kao i uzorci i radni standardni rastvor torasgamni

mAUY
178 )
] Torasemid
154
12é
lOé Ve y
] Necistota 2
75 e
] Necistota 1
50|
ol 1N
: I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I ‘ I I I
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 m

Slika 44. Hromatogram stresiranog uzorka toraserfii@é HO,, 7 dana)

Sa ciliem potpune identifikacije dobijenih pilkovprimenjena je i analiza sa
masenom detekcijom. Komponenta na RRt 0.53i¢t@a 1) je bila teSka za analizu sa
stanoviSta potrebne energije za njenu jonizacijdragmentaciju. Zbog toga je bilo
neophodno primeniti veliku jonizacionu energijuk&aza kvadrupolni maseni analizator,
tako i za jonski trap. Dva jona u malim katiama detektovana su na masenom spektru: joni
na m/z 302 i 286 (slika 45). 1z hemijske struktmeZistote R2 zakljdeno je da postoji
moguenost grdenja N-oksida (n@stoca R2-N-oksid). Sa druge strane, néireenergijama
fragmentacije pous&ava se mogtnost formiranja adukt jona (npr. sa natrijumomg, §itbilo

objadnjenje za jon na m/z 302 [M+NaJFragmentni jon na m/z 286 moze nastati kao
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posledica gubitka atoma kiseonika iz N-oksid fuokeilne grupe. Dalja karakterizacija nije
radena, s obzirom da Bistoca 1 nastaje oksidativnhom degradacijom degradacionog

proizvoda R2, a ne degradacijom torasemida.

286.2
287.2

Max: 2455

302.2

Slika 45. ESI maseni spektar gistoce 1 (RRt 0.53), dobijen na kvadrupolnom masenom

analizatoru

PDA spektar pika komponente na RRt 1.18Cigteca 2) je vrlo skan spektru
torasemida, ukazufii na osnovnu strukturu torasemida. Kako je komptmesivorena
procesom oksidativhe degradacije, pretpostavkalgeda dobijeni degradacioni proizvod
ima kiseonik vezan na molekulu torasemida (toradehioksid). Potvrda je dobijena
snimanjem masenog spektra: pik je pokazao molekimk na m/z 365 [M+H] i
fragmentne jone na m/z 306 i 280 (slika 46). Owdika od 16 u odnosu na odgovarsgu
jone torasemida (molekulski jon na m/z 349 [M*Hfragmentni joni na m/z 290 i 264),
dokaz je vezivanja kiseonika i &hog puta fragmentacije. Dodatna potvrdacrsig
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fragmentacionog puta je dobijena i HPLC/MS/MS aaah (jonski trap), a rezultati su

prikazani u tabeli 22.

Slika 46. ES| maseni spektar sistoce 2 (RRt 1.18), dobijen na kvadrupolnom masenom

analizatoru

280.3

306.3

365.4

Max: 48464

Tabela 22. HPLC/MS/MS fragmentacijacistoce 2 i torasemida

Supstanca

Molekulski
jon

Koliziona
energija

MS?

(intenzitet jona)

Koliziona
energija

MS3

(intenzitet jona)

Negistota 2

365

30

280 (100)

35

263 (100)

246 (25)

306 (40)

40

289 (100)

246 (30)

Torasemid

349

30

264 (100)

40

247 (85)

230 (55)

219 (100)

183 (30)

201 (25)

290 (40)

37

247 (85)

230 (60)

219 (100)

183 (30)

201 (30)
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4.4.4. Fragmentacija torasemida i degradacionog proizvod&?2

Prisustvo skinih fragmentnih jona u masenim spektrima (tabele 22) ukazuje na
slicnu strukturu i put fragmentacije torasemida i ddgc@onih proizvoda. Fragmentacija
torasemida péinje cepanjem bine NH-CO grupe u strukturi uree (m/z 290), a ndjstav
eliminacijom b&ne karbonilne grupe (m/z 264). Nakon toga postoja thogéa puta
stvaranja dodatnih fragmenata: jedan je ciklizaizijaedu pozicije 5 u piridinu i pozicije 6 u
benzolovom prstenu (m/z 183), a drugi je ciklizadgmetu baine sulfonamidne grupe i
pozicije 2 u benzolovom prstenu (m/z 247). Kémg fragment m/z 168 nastaje od
fragmenta m/z 183 eliminacijom preostale metil grdp3]. Sléan fragmentacioni put je

predlozen i za degradacioni proizvod R2, kakoggkazano na slici 47.

N
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Slika 47. Sema fragmentacije torasemida i degradag proizvoda R2
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4.4.5. Predlozeni put degradacije za torasemid

Degradacijom torasemida dobijaju su tri degradaxi@noizvoda: né@stota R2,
netistoca 1 (neistoca R2-N-oksid) i néistoca 2 (torasemid N-oksid).

U hemijskoj strukturi torasemida postoji jedna slaleza gde se moze&ekivati
hidroliza. Funkcionalna grupa sulfonilurea podl@tecesu hidrolize u kiselim uslovima. U
prisustvu vode dolazi do cepanjache NH-CO grupe u strukturi uree, gemu nastaje
odgovarajdi amin i derivat karbonske kiseline. U kiselim ustoa gubitkom ugljen
dioksida iz ovog derivata stvara se odgovatiagulfonamid [62]. Hidroliza se deSava i u
neutralnim i baznim uslovima, ali samo sa p@argem temperature (70 °C). Proizvod
hidrolize je néistoca R2 (slika 48).

(T)
N
=z /N
| H  H | H H
N NN H O N NN _CH,
s B S
NH O CH, NH o] CH;,
Torasemid Torasemid N-oksid
(Nectistoca 2)
ChHy CHs
H OH
H O
(T)
N
7 | N |
NH NH
7N o Yo
NH
H O = /NH
\
N ¢Cistoca R2 R2-N-oksid
CHs CH, (Necistoca 1)

Slika 48. Predlozeni put degradacije torasemida
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Sa druge strane, u prisustvu vodonik perokspadin moze podlé procesu
oksidacije pricemu nastaju N-oksidi (slika 48). Mehanizam u&ljje nukleofilni napad
slobodnih elektrona azota na peroksidnu kiselinksidacija je takde moguda i na
funkcionalnoj grupi sekundarnog amina rezuléujstvaranjem hidroksilamina, ali ovo nije

uobicajeni degradacioni put. Hidroksilamini se teSkdupoi detektuju [62].

45. RAzZVOJ | OPTIMIZACIJA  STABILITY-INDICATING METODE ZA
TORASEMID

Dobijeni degradacioni profil torasemida u stutbysirane degradacije posluzio je za
razvijanje nove metode za pemje stabilnosti gtability-indicating metoda) farmaceutski
aktivne supstance torasemida i odgovamgufarmaceutskog doziranog oblika (torasemid
tablete). Razvoj i optimizacijatability-indicating metode, kojace omoguiti uspesSno
razdvajanje torasemida od potencijalnih degrad#dcigmoizvoda i njihovo odidvanije,
izvrSena je primenom eksperimentalnog dizajna i oo@bgije multikriterijjumskog

odlwivanja.

4.5.1. Screeningfaza eksperimenta

Preliminarna ispitivanja su pokazala da na hromafisgo ponasSanje torasemida i
njegovih kljuenih degradacionih proizvoda najviSe uticaja imagstapljenost acetonitrila i
pufera (amonijum formijata) u mobilnoj fazi, pH miole faze i temperatura kolone.
Ispitivanje uticaja ovih faktora na sistem izvrSejgouz pomé frakcionog faktorskog
dizajna (FFD) 2. Nivoi za svaki od ispitivanih faktora su izabrankom preliminarnih
ispitivanja. Ukupno je izvedeno 8 eksperimenataadatna 4 ponavljanja u centralnajka
da bi se izraunala standardna greSka, a posmatrani odgovoenssstsu bili retencioni
faktori (k') ispitivanih supstanci. U tabelama 234i su dati ispitivani faktori i njihovi nivoi,

odnosno dobijeni retencioni faktori za torasenu@gradacione proizvode.
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Tabela 23. FFD2!, ispitivani faktori i nivoi
Redni broj Ispitivani faktori

eksperimenta | Acetonitril (%) pH Temperatura (°C) Pufer (mM)
1. 30 2 40 10
2. 30 4 40 0
3. 30 4 20 10
4, 30 2 20 0
5. 60 4 40 10
6. 60 4 20 0
7. 60 2 20 10
8. 60 2 40 0
9.* 45 3 30 5

* ¢etiri ponavljanja u centralnoj &ki

Tabela 24. Retencioni faktori torasemida i degrauale proizvoda

Retencioni faktori

Redni broj
eksperimenta Necistoéa 1 R2 Torasemid Necistoéa 2
1. 0.94 1.27 4.61 7.27
2. 0.96 1.59 3.22 6.03
3. 1.04 2.54 3.34 4.75
4. 1.04 1.50 511 8.69
5. 0.22 0.70 0.43 0.29
6. 0.26 0.79 0.54 0.68
7. 0.22 0.52 0.73 0.86
8. 0.21 0.38 0.55 0.71
9. 0.35 0.80 0.97 1.37
10. 0.35 0.80 0.98 1.38
11. 0.34 0.79 0.96 1.36
12. 0.33 0.79 0.95 1.35
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Znaajnost dobijenih koeficijenata matentkih modela za sve dobijene retencione
faktore ispitivanih supstanci, a samim tim i odgeyatih faktora, procenjena j8tudent
ovim t-testom Izratunatet-vrednosti su upotkne sa kritihom tabelarnont-vrednosgu.
Koeficijenti, odnosno faktortija je izraunatat-vrednost véa od tabelarne smatraju se
statisttki znaajnim. Rezultati eksperimenata se mogu predstagtaficki, u vidu Pareto
dijagrama (slika 49).

Necistoc¢a 1 R2
acetortrd ‘ acetontri
oH [] pH |
t kriti éno = 2.262 I t kriti ¢no = 2.365
temperatura : tetnp eratira ‘
puter ] pufer :I

] 10 20 20 ] o 8 10 14 a

Torasemid Neistoéa 2
acetonitril ‘ acetontril ‘
pH | pH |
1] t kriti no = 2.447 t kriti¢no = 2.571
tetnperatita _] temperatira | |
pufer ] pufer :
u] 20 4] [alu] a0 100 0 1Ic| 2;3 3:3 4;] 1]

Slika 49. Pareto dijagrami izr&unatih t-vrednosti za koeficijente matem#ih modela

retencionih faktora za torasemid i degradacion&poae
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Na osnovuParetodijagrama, udava se da procenat acetonitrila u mobilnoj fazi ima
najvei uticaj na hromatografsko ponasSanje svih ispitikasupstanci. Statistki znatajan
uticaj ispoljava i pH mobilne faze, dok temperatkiotone utée na torasemid i R2. Promena
koncentracije pufera nema statikti znatajan uticaj na retencione faktore, pa je u daljim
eksperimentima koncentracija amonijum formijatal®@dmM odrzavana konstantnom. Prva

tri faktora su dalje ispitivana primenom optimizawog dizajna.
4.5.2. Primena centralnog kompozicionog dizajna upiimizacionoj fazi eksperimenta
Centralni kompozicioni dizajn i metodologija pow& odgovora primenjeni su u

optimizacionoj fazi eksperimenta. Ispitivani faktonjihovi nivoi su prikazani u tabeli 25.

Tabela 25. Centralni kompozicioni dizajn, ispitivéaktori i nivoi

Redni broj Ispitivani faktori
eksperimenta Acetonitril (%) pH Temperatura (°C)
1. 60.0 3.0 275
2. 30.0 3.0 275
3. 45.0 3.0 15.0
4. 53.9 3.6 0.0
5. 45.0 3.0 40.0
6. 36.1 2.4 20.0
7. 45.0 4.0 27.5
8. 36.1 2.4 34.9
9. 53.9 2.4 34.9
10. 53.9 3.6 34.9
11. 53.9 2.4 20.0
12. 45.0 2.0 27.5
13. 36.1 3.6 20.0
14. 36.1 36 34.9
15.* 45.0 3.0 275

* §est ponavljanja u centralnogta
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Izabrani faktori (procenat acetonitrila u mobilf@gi, pH mobilne faze i temperatura

kolone) su u screening fazi eksperimenta pokazali stastikii znatajan uticaj

hromatografsko ponasSanje ispitivanih supstancijepajinova dalja optimizacija izvrSena
upotrebom centralnog kompozicionog dizajna. Svpekisnenti su izvedeni randomiziranim
redosledom, sa 6 ponavljanja u centralnokitatako da je ukupan broj eksperimenata bio
20. Radi dobijanja &g broja informacija pke&no je viSe odgovora sistema: retencioni

na

faktori neistota 1 i 2, odnosno rezolucija iz kriticnin pikova (torasemid/R2 i

torasemid/né&stoca 2). Odgovori sistema su prikazani u tabeli 26.

Tabela 26. Centralni kompozicioni dizajn, odgowdstema

Redni broj Retencioni faktori . Rezolucija .
eksperimenta|  Nexistoéa 1 Nefistoéa 2 Tor‘;"égm'd /L%ré?;i?;dz
1. 0.17 0.54 1.20 1.20
2. 1.07 7.86 15.26 12.55
3. 0.35 1.63 2.07 4.77
4. 0.22 0.50 4.98 0.00
5. 0.38 1.38 3.95 4.26
6. 0.62 4.34 10.53 7.33
7. 0.29 0.78 3.63 0.00
8. 0.58 3.69 11.25 7.61
9. 0.20 0.86 2.87 2.45
10. 0.20 0.44 4.23 1.21
11. 0.21 0.97 2.72 2.19
12. 0.31 1.67 6.70 4.21
13. 0.60 2.40 1.72 4.90
14. 0.58 2.03 2.71 2.91
15. 0.33 1.41 2.83 4.54
16. 0.31 1.34 2.56 4.31
17. 0.34 1.43 2.89 4.57
18. 0.32 1.36 2.70 4.41
19. 0.32 1.38 2.72 4.44
20. 0.33 1.41 2.85 4.56

98




Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

ViSestrukom regresionom analizom definisana je vienasiu kodiranih faktora i
ispitivanin odgovora sistema, koja se najbolje mayasati sleddm matematikim

modelima:
In(k'N1) = —=1.14 — 0.54x — 0.0072% — 0.0078% + 0.0099xx, — 0.0054x%x3 — 0.0017%X3
+ 0.09%% — 0.028%* + 0.042x%° (17)

gdeln(k'N1) predstavlja prirodni logaritam retencionog faktogistoce 1,

In(k'N2) = 0.33 — 0.77x— 0.30% — 0.063% — 0.018%x; + 0.010%x3 — 0.002%x3 + 0.13¢>
— 0.12%° + 0.014%° (18)
gdeln(k'N2) predstavlja prirodni logaritam retencionog faktogistoce 2,

Rs = 2.99 — 1.80x— 1.26% + 0.32% + 2.83xX— 0.27%x3 — 0.094%x3+ 0.90¢* + 0.83%°
+0.072%° (19)
gdeRspredstavlja rezoluciju iznde torasemida i R2,

sgrtRs = 2.11 — 0.73x— 0.62% + 0.028% + 0.14xx; + 0.27%%3 + 0.25%x3 + 0.07%*
— 0.39%% - 0.040%° (20)
gdesqrtRspredstavlja kvadratni koren rezolucije iztogorasemida i ngstoce 2,

X1 predstavlja procenat acetonitrila u mobilnoj fagipH mobilne faze, &; temperaturu
kolone.

Odgovori sistema su opisani kvadratnim matetkiai modelima, odnosno
polinomima drugog reda. ¥a vrednost koeficijenta u polinomu zina ve¢i uticaj faktora
na odgovor sistema. Konkretno, péarje procenta acetonitrila u mobilnoj fazi i péaeje
pH mobilne faze dovode do smanjenja svih odgov@tma. Sa druge strane, péamje
temperature kolone dovodi do smanjenja retencidakiora za né&stoce 1 i 2, ali i
poveava rezoluciju izmdéu ispitivanih supstanci.

Dobijeni rezultati se radi bolje vizuelizacijeogu predstaviti i gratki, kao povrSine
odgovora za sve ispitivane odgovore sistema u masis od dva faktora koji najvisSe i

na posmatrani odgovor (slika 50).
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Sa 3-D grafika se moze zaldji da faktorske interakcije statigki znaajno ne
uticu na retencione faktore &istoca 1 i 2, dok imaju veliki uticaj na rezoluciju izthe
torasemida i R2 i neSto manje na rezoluciju idmwrasemida i rgstoce 2.

Za ispitivane odgovore sisteme proverena je \atebst izabranog modela, odnosno
koliko dobro izabrani model opisuje ponaSanje hrogi@afskog sistema i eksperimentalno
dobijene rezultate. Softverski su iznmate vrednost i adj. R? za sve odgovore sistema, a

dobijene vrednosti su prikazane u tabeli 27.

Tabela 27. Vrednosti koeficijenata koreladei adj. R

Odgovor sistema R? adj. R
In (k' Negistoca 1) 0.9922 0.9852
In (k' Negistoca 2) 0.9975 0.9953
Rs Torasemid/R2 0.9770 0.9562
sgrt (Rs Torasemid/Nestoca 2) 0.9997 0.9994

Imajuéi u vidu da su za sve odgovore sistema odgovéedRi i adj. R vrednosti
vrlo bliske vrednosti 1 dokazano je da izabrani emadttki modeli adekvatno opisuju
eksperimentalne podatke.

4.5.3. Primena metodologije multikriterijumskog oduéivanja

Optimizacija jednog hromatografskog sistema zahtitaro razdvajanje ispitivanih
supstanci u najkée@m mogdem vremenu trajanja analize. Da bi se to ostvahitg je
potrebno optimizovati viSe faktora istovremeno, @&hro ispuniti visSe ciljeva u isto vreme.
U svrhu viSestruke optimizacije sistema primenjgmanetodologija multikriterijumskog
odlwivanja (eng.multicriteria methodology) odnosnoDerringer-ova funkcija poZzeljnih
odgovora kao napZe kori¥ena u optimizaciji analikih metoda [74, 75].
Multikriterijumska evaluacija podrazumeva igzamavanje funkcija pozeljnih odgovora za

svaki posmatrani odgovor sistema, za Sta je potr@ostaviti zahteve, odnosno ciljeve koje
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svaki odgovor sistema treba da ispuni. Posmatraggowori i ciljevi u svrhu
multikriterijumskog pristupa optimizaciji metodeilazani su u tabeli 28.

Tabela 28. Multikriterijumski pristup u optimizaicipetode, posmatrani odgovori sistema i

postavljeni ciljevi

Odgovor sistema Cilj Donja granica Gornja granica
In (k' Negistoca 1) u opsegu -0.52 -0.4
In (k' Netistota 2) minimalan odgovor -0.82 2.06
Rs Torasemid/R2 maksimalan odgovor 15 5
sqrt (Rs Torasemid/Nestoca 2) u opsegu 1 3

Prvi postavljeni cilj je bio da se dobije maksinahrednost za retencioni faktor pika
koji se prvi eluira sa kolone (Nistoca 1), da bi se spt#o njegovo preklapanje sa pikom
mobilne faze. Drugi cilj je bio posii najkrate mogue trajanje hromatografske analize
trazenjem minimalne vrednosti za retencioni falkbda koji poslednji eluira sa kolone
(Necistoca 2). Tréi i cetvrti cilj je bio postti dobro razdvajanje iznde pikova torasemida,
R2 i Neistoce 2. Kako su svi ciljevi bili podjednako ztegni, to im je i dodeljena relativha
zn&ajnost od 1.

Za svaki od postavljenih ciljeva iznanate su pojedidae funkcije poZzeljnih
odgovora, kao i ukupna funkcija poZeljnih odgov(d. Sto je vrednosb bliza vrednosti 1
to je svaki posmatrani odgovor sistema blizi ispajy postavljenih kriterijuma. Vrednosti
pojedin&nih i ukupne funkcije poZeljnih odgovora su radij@wizuelizacije prikazane kao

Paretodijagram na slici 51.
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Acetonitril

pH

Temperatura

In (k' Negistoca 1)

In (k' N&tistoca 2)
Rs Torasemid/F

sgrt (Rs Torasemi
INeistoca 2)

D .641535

000 0.250 0500 0.750 1.000

Slika 51.Paretodijagram vrednosti pojeditiaih i ukupne funkcije pozeljnih odgovorB)

za posmatrane odgovore sistema

Pri vrednostima ispitivanin faktora od 37.4% acédtda, pH 3.2 i temperature
kolone od 40 °C svi pojeditiai ciljevi osim retencionog faktora Nisto¢e 2 su maksimalno
ispunjeni. Vrednosti pojedigae funkcije poZeljnih odgovora za retencioni faktmistoce
2, kao i vrednost ukupne funkcije pozZeljnih odg@a@e premaHarrington-ovoj tabeli
smatraju prihvatljivim [76]. Pri datim hromatogrkii;n uslovima ostvaruje se najke
mogute vreme trajanja analize (oko 7 minuta) uz dobradvajanje svih ispitivanih
supstanci.

Graficki prikaz zadovoljenja hromatografskih ciljeva iD8-dijagram zavisnosti
ukupne funcije pozeljnih odgovord) od procenta acetonitrila u mobilnoj fazi i pH
mobilne faze dati su na slici 52a, odnosno 52b.
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Slika 52. a) gratiki prikaz zadovoljenja hromatografskih ciljeva,3pP dijagram zavisnosti

ukupne funcije poZzeljnih odgovorB®) od procenta acetonitrila i pH mobilne faze
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Eksperimentalni dizajn i multikriterijumski pristup odlwivanju pomogli su
pronalazenje optimalnih hromatografskih uslova zvm stability-indicating metode za
pracenje stabilnosti farmaceutski aktivne supstancasemida i farmaceutskog doziranog
oblika (torasemid tablete). Za razvoj i optimizactability-indicating metode korien je
radni rastvor koji je sadrzavao smesSu torasemitizgradacionih proizvoda, a dobijen je iz
stresiranih uzoraka nastalih oksidativnom degrgoiaci kiselom hidrolizom. Na slici 53
prikazan je hromatogram radnog rastvora torasemiddegradacionih proizvoda pri

optimalnim hromatografskim uslovima (sekcija 3.)..5.

mAUY

529

173 Torasemid

156

125
Negistoca 1
109

75)

3.054

R2 Nedistoca 2

50;

25;

4.008
Persr

0 2 4 6 8 10 12 14 m

Slika 53. Hromatogram radnog rastvora torasemakgradacionih proizvoda

4.6. VALIDACIJA STABILITY-INDICATING METODE ZA TORASEMID

Nakon Sto su ustanovljeni optimalni hromatografgklovi, validacija HPLC/UV
stability-indicating metode za torasemid izvrSena je u skladuCia regulativom [31], a
ispitivani su parametri metode: selektivnost, limmest i opseg, preciznost,cteost, limiti
detekcije i kvantifikacije.

4.6.1. Ispitivanje selektivnosti
Selektivhost metode je ispitana injiciranjemtvag placeba, rastvora uzorka
radnog rastvora standardnih supstanci koji je sa@d torasemid i @estocu R2 u

koncentracijama 0.001 mg/ml. Selektivhost se mit@ ukoliko nema interferencija od
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strane komponenata placeba, odnosno ukoliko na dtogramu rastvora placeba nema
pikovacija retenciona vremena odgovaraju retencionim vrema za torasemid i destocu
R2. Hromatogrami rastvora placeba i radnog rastgteiadardnih supstanci za ispitivanje

selektivnosti su prikazani na slikama 54 i 55.

mAUY
178

154

12§

108

75]

50

25

Slika 54. Hromatogram rastvora placeba
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| | | | | !
6 8 10 12 14 m

~— 30967
_ [==5310

Slika 55. Hromatogram rastvora standardnih supstanispitivanje selektivnosti

Cisto¢a svih eluiranih pikova je péana upotrebom PDA detektora i dokazano je da

je cistoca svih pikova bila vea od 99%. Selektivnost metode je pdema jer na
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hromatogramu rastvora placeba nema pikatia retenciona vremena odgovaraju

retencionim vremenima za torasemid &istoéu R2.

4.6.2. lIspitivanje linearnosti i opsega metode

Ispitivanje linearnosti izvrSeno je na pet standdrdastvora razéitih koncentracija
za torasemid i r@stocu R2. Ispitivani opseg koncentracija odita je u skladu s&CH
regulativom [31, 72]: od 80-120% za torasemid (dehanje sadrzaja) i 0.1-1.0% za
torasemid i n&istoéu R2 (ispitivanje stepenaistoce), u odnosu na radnu koncentraciju
torasemida u rastvoru uzorka. Analizirana je zassnpovrSine pikova (apsorbancije)
ispitivanih supstanci u funkciji koncentracije. Kahcione krive su konstruisane metodom
najmanjih kvadrata, a svakacka kalibracione krive dobijena je kao srednja vaedrtri
injektovanja odgovarafih rastvora.

Regresiona analiza dobijenih podataka pokazalada je metoda linearna u
ispitivanom opsegu koncentracija, jer su koefidijéinearnosti za sve kalibracione krive bili
vedi od 0.9995 (postavljeni zahtevi su bili da kogéaot linearnosti bude veod 0.995).

Uz poma@ Studerdovog t-testaje izvrSena analiza zéanosti odséka nay — osi.
Zaklju¢eno je da odsei nay — osi nisu statistki znatajno razlgiti od nule, jer su za sve
kalibracione krive izréunatet-vrednosti {;) manje od tabelarnevrednosti {.p = 3.182,

p = 0.05). Parametri regresione analize prikazami tabeli 29.

Tabela 29. Parametri regresione analize

Opseg Kalibraciona
Supstanca | koncentracija kriva R? S S th
(1g/ml) y=ax+b
80 -120 y = 65.500x-10.6 0.9999 0.15 14.89 0.71
Torasemid
0.1-1.0 y = 102.044x+0.543 | 0.9995 1.37 0.84 0.88
R2 0.1-1.0 y = 128.349x-0.342| 0.9997 1.33 0.82 0.53

a nagib kalibracione kriveh odseak, R koeficijent linearnostiS, standardna devijacija nagib®,
standardna devijacija odde, t, izracunatat-vrednost za odsek, tabelarnd vrednost f{,,= 3.182,

p=0.05)
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4.6.3. lIspitivanje preciznosti metode

Preciznost, odnosno ponovljivost metode je ispitanalizom laboratorijske smeSe
radnih standardnih rastvora za ispitivanje preatino tatnosti. Rastvori su sadrzavali
torasemid u koncentracijama 80, 100 i 120 pg/mhosdo torasemid i @estocu R2 u
koncentracijama 0.1, 0.5 i 1.0 pg/ml, kao i kompuaeeplaceba u odnosu koji odgovara
sastavu pominih komponenti u uzorku. Za svaki koncentraciomonnapravljena su po tri
rastvora koji su injicirani u hromatografski sist@m tri puta.

Izra&unate standardne devijacije (SD) i relativne steahtla devijacije (RSD), za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije, potvrsilelobru preciznost metode u ispitivanom
opsegu (kao zahtev za ponovljena ddranja torasemida postavljeno je da RSD vrednost
bude manja od 2% (odtivanje sadrZzaja), odnosno manja od 5% za torasemaiistocu
R2 (ispitivanje stependistoce)). Statisttki parametri koji opisuju preciznost metode

prikazani su u tabeli 30.

Tabela 30. Rezultati ispitivanja preciznostidrtasti metode

Pripremljena Nadena Recovery RSD
Supstanca koncentracija koncentracijatSD" . .
(ug/ml) (Hg/ml) (%) (%)
80.100 79.970+0.001 99.83 0.10
101.100 99.960+0.001 98.87 0.10
120.300 119.333+0.001 99.20 0.97
Torasemid
0.100 0.101+0.002 101.10 2.05
0.510 0.495+0.014 97.06 1.44
1.020 0.997+0.001 97.74 0.50
0.099 0.096+0.004 96.97 2.23
R2 0.500 0.496+0.010 99.20 1.07
1.010 0.985+0.022 97.52 1.10

! standardna devijacijaE 9)
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4.6.4. lIspitivanje tatnosti metode
Ispitivanje t&nosti metode izvrSeno je sa standardnim rastvoriorasemida i

necistoce R2 korigenih za ispitivanje preciznosti metode. Eraavanjem procenta prinosa,
odnosnorecoveryvrednosti (kao zahtev je postavljeno &overyvrednost za torasemid
bude izmdu 98-102% (odr#ivanje sadrzaja), odnosno izdwe 95-105% za torasemid i
necistotu R2 (ispitivanje stepenastoce)) potvidena je dobra tamost metode u ispitivanom
opsegu. Statistkom analizom izréunati su parametri koji prikazujudtaost metode i dati su
u tabeli 30.

4.6.5. Ispitivanje limita detekcije i kvantifikacije

Limiti detekcije i kvantifikacije odréeni su eksperimentalno i procenom odnosa
signal/Sum. Rastvori koncentracija 0.02, 0.03, 006 i 0.2 pg/ml za torasemid i figtocu
R2 injicirani su u hromatografski sistem i izudate su vrednosti odnosa signal/Sum. Limiti
detekcije LOD) i kvantifikacije LOQ) ispitivanih supstanci su koncentracije koje sleda
odnos signal/Sum najmanje 3:1, odnosno 10:1. Vr&dnddD i LOQ za torasemid i

necistoéu R2 prikazane su u tabeli 31.

Tabela 31. Limiti detekcijelOD) i kvantifikacije (OQ) za ispitivane supstance

Supstanca LOD (pg/ml) LOQ (pg/ml)
Torasemid 0.035 0.100
R2 0.020 0.060

4.7. KVALITATIVNA | KVANTITATIVNA ANALIZA TORASEMID TABL ETA
STABILITY-INDICATING METODOM
Dobijene vrednosti validacionih parametara: selekisti, linearnosti, preciznosti i
tacnosti, limita detekcije i kvantifikacije su u skiaga unapred definisanim kriterijjumima
za validaciju metode i pokazuju da validirana HPUX/ stability-indicating metoda
odgovara planiranoj nameni za ¢eaje stabilnosti farmaceutski aktivhe supstance

torasemida i farmaceutskog doziranog oblika (taraddablete). Za potvrdu primenljivosti

109



Doktorska disertacija Zarko M. Jovi

razvijene metode za prenje stabilnosti izvrSena je kvalitativha i kvahitaa analiza
torasemid tableta.

Pod navedenim hromatografskim uslovima (sekcifa53), na hromatogramu pikova
torasemida i na@stoce R2 mogu se iztanati hromatografski parametri koji obezhbgu
dobro razdvajanje i tao odreivanje ispitivanih supstanci: retencioni faktomsirija pika i
rezolucija. Prvi pik na hromatogramu ¢m#oca R2) ima retencioni faktor 0.90, Sto
obezbéduje dobro razdvajanje od pika mobilne faze. Sijepika je 0.80, a simetrija pika
torasemida 0.83¢ime je omogdena dobra integracija pikova i ¢t odrdivanje.
Rezolucija izméu dva pika je 7.88, mnogo viSe od vrednosti kojagl®v za razdvajanje na
baznoj liniji (1.5).

Za relativno kratko vreme (manje od 10 minutajzokratskom sistemu eluiranja
odrelen je sadrzaj torasemida i potencijalnih degradulcioproizvoda u torasemid
tabletama. Kvalitativha analiza je izvrSena pre&t@mcionih vremena na hromatogramima,
kao i snimanjem UV spektara. Kvantitativha analjgauraiena preko povrSina pikova
ispitivanih supstanci na PDA detektoru. Hromatograstvora uzorka prikazan je na slici
56, a dobijeni rezultati oddevanja torasemida i potencijalnih degradacionihizroda iz

torasemid tableta dati su u tabeli 32.
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Slika 56. Hromatogram rastvora uzorka
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Tabela 32. Rezultati odtevanja torasemida i degradacionih proizvoda izgenaid tableta

Supstanca Nadeno po tableti (mg] %? RSD (%)
Torasemid 9.70 97.0 0.30
Degradacioni proizvodi 0.017 0.17 1.21

(n = 3),% u odnosu na deklarisanu kofiu torasemida u tabletantmesistoca R2

Dobijene vrednosti za sadrzaj torasemida i d&gpi@nog proizvoda (destoca R2)

zadovoljavaju definisane zahteve iz specifikacigkal Prisustvo drugih degradacionih

proizvoda nije detektovano.
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5. ZAKLJU CAK
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Razvijene su i optimizovane HPLC/UV i HPLC/MS metazh odrdivanje torasemida
I njegovih neistoca: R2, R3, R4 i R6 u torasemid tabletama. Metodeaguijene uz
upotrebuscreeningi optimizacionih vrsta eksperimentalnog dizajnasddeeningfazi
eksperimenta, za identifikaciju faktora koji imajstatisttki znatajan uticaj na
hromatografsko pona$anje ispitivanih supstanci&keri je 2 frakcioni faktorski
dizajn, a préeni odgovori sistema su bili retencioni faktoritsvwspitivanih supstanci.
Dobijeni rezultati iParetodijagrami su pokazali da na hromatografski siste@tajno
uticu procenat acetonitrila u mobilnoj fazi, pH mobilfeze i temperatura kolone.
Slicne hemijske strukture i hromatografsko ponaSanje pet ispitivanih supstanci
nametnulo je potrebu da se ustanovi sistem gradipgneluiranja. Faktori koji su dalje
optimizovani upotrebom®¥unog faktorskog dizajna i metodologije povrsinigavora
bili su pH mobilne faze i temperatura kolone. Odmydwsistema koji su péeni su
retencioni faktori torasemida i &stota, odnosno rezulucija izrie kriticnog para
(nedistoce R2 i R4). ViSestrukom regresionom analizom i aoah varijanse (ANOVA)
statisttki su obraeni dobijeni rezultati i konstruisani su 3-D grafik, odnosno
povrSine odgovora na kojima se vizuelno moguituoeptimalne vrednosti ispitivanih
faktora koji daju optimalnu separaciju izduwe ispitivanih supstanci u prihvatljivom
vremenu trajanja analize. Optimalni hromatografs&iovi su podrazumevali kolonu
Zorbax SB Gg (250 x 4.6 mm, 5 um) i mobilnu fazu koja se sastdjacetonitrila (A) i
10 mM vodenog rastvora amonijum formijata, pH 2dslgsen sa mravljom kiselinom
(B) u gradijentnom sistemu eluiranja: 0 minuta B3a%.2 minuta B60%, 11.3 minuta
B30%, 21.0 minut B30%. Protok mobilne faze je 1mmhuti, temperatura kolone
25 °C, a talasna duzina detekcije 290 nm. Volunmgigiianja je podeSen na 30 za
HPLC/UV, odnosno 1@l za HPLC/MS analizu.

HPLC/UV i HPLC/MS metode su dalje validirane u sklasalCH smernicama radi
potvrde njihove primenljivosti za odtiwanje sadrzaja torasemida i njegoviltiseca u
torasemid tabletama. Ispitivani su parametri meta#dektivnost, linearnost i opseg,
preciznost, ténost, limiti detekcije i kvantifikacije i robustnbslispitivani opseg

koncentracija je bio od 70-130% za torasemid | D0% za néistoce, u odnosu na
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radnu koncentraciju torasemida u rastvoru uzorkaefi€ijent linearnosti za HPLC/UV
metodu je bio v&@ od 0.9978, odnosno za HPLC/MS metodéived 0.9965, za sve
ispitivane supstance. Obe metode su pokazale duiaiznost u datom opsegu, jer se
relativna standardna devijacija ponovljenih diilvanja za sve ispitivane supstance
kretala od 0.12-1.92% za HPLC/UV metodu, odnosnadl d#-5.56% za HPLC/MS
metodu.Recoverywrednosti za sve ispitivane supstance i konceiraa bile u opsegu
od 96.57-104.92% za HPLC/UV metodu, odnosno od883.03.75% za HPLC/MS
metodu, potuiuju¢i dobru t&nost metoda. Dobijeni limiti detekcije HPLC/UV
metodom su u rasponu od 0.020-0.035 pug/ml, a likvantifikacije od 0.060-
0.100 pg/ml. HPLC/MS metodom su dobijeni limiti eletije u rasponu od 0.0002—
0.0004 pg/ml i limiti kvantifikacije od 0.0006—0.02 pug/ml. Dobijeni rezultati
validacije su pokazali da obe metode odgovarajuif@aoj nameni za odde/anje

sadrzaja torasemida i njegovihcrstoca u torasemid tabletama.

Studije forsirane degradacije farmaceutski aktisupstance torasemida i farmaceutskog
doziranog oblika (torasemidlablete) sprovedene su u skladu $&H smernicama.
Ispitivana je stabilnost supstance i farmaceutskagjranog oblika &vrstom stanju i u
rastvoru, u uslovima hidrolize (kisela, bazna i tn&na), termalne degradacije,
oksidacije i fotodegradacije. Farmaceutski dozilik je pokazao apsolutnu stabilnost
u svim stres uslovima. Farmaceutski aktivha supstaje pokazala degradaciju u
uslovima kisele, bazne i neutralne hidrolize pwipenoj temperaturi, kao i pri uslovima

oksidativne degradacije.

Identifikacija nastalih degradacionih proizvodaasemida izvrSena je primenom HPLC
metode sa UV i masenom detekcijom, na osnovu riteihc vremena ispitivanih
supstanci i odgovarajih spektara na oba detektora.ciééoca R2 je identifikovana kao
proizvod hidrolittke degradacije torasemida sa molekulskim jonom na 264 i
fragmentnim jonima na m/z 183 i 168. Oksidativhoegmhdacijom identifikovana su

dva degradaciona proizvoda: ¢itoca 1 sa molekulskim jonom na m/z 302 i
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fragmentnim jonom na m/z 286 (stoca R2-N-oksid) i n&stoca 2 sa molekulskim

jonom na m/z 365 i fragmentnim jonima na m/z 3@80 (torasemid N-oksid).

Definisani su putevi degradacije torasemida. Hitkdom degradacijom nastaje
necistota R2. Hidrolizi podleze funkcionalna grupa sulforda. U prisustvu vode
dolazi do cepanja doe NH-CO grupe u strukturi uree, ggmu nastaje odgovargju
amin i derivat karbonske kiseline. U kiselim ustoa gubitkom ugljen dioksida iz ovog
derivata stvara se odgovaréjsulfonamid. Hidroliza se deSava i u neutralnibaznim
uslovima, ali samo sa posanjem temperature (70 °C). Sa druge strane, u gtvisu
vodonik peroksida, piridin podleze procesu oksigagri cemu nastaju N-oksidi
(torasemid N-oksid i n#stota R2-N-oksid). Mehanizam ukfuje nukleofilni napad

slobodnih elektrona azota na peroksidnu kiselinu.

Razvijena je i optimizovana HPLC/U\&tability-indicating metoda za pfenje
stabilnosti farmaceutski aktivne supstance toragamfarmaceutskog doziranog oblika
(torasemid tablete) kojom je magidentifikovati torasemid i degradacione proizvode
odrediti njihov td&an sadrzaj. Razvoj i optimizacija je izvrSen& upotrebu
eksperimentalnog dizajna i metodologije multikijtenskog odlg¢ivanja. U screening
fazi eksperimenta, za identifikaciju faktora komnaju statistiki znatajan uticaj na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanci ken je 2 frakcioni faktorski
dizajn. Kao odgovori sistema geni su retencioni faktori svih ispitivanih supstanc
Pareto dijagrami su pokazali da na hromatografski sistemaajno uttu procenat
acetonitrila u mobilnoj fazi, pH mobilne faze i tparatura kolone, pa su ovi faktori
dalje optimizovani upotrebom centralnog kompoziogulizajna. Odgovori sistema koji
su pr&eni bili su retencioni faktori ispitivanih supstanaezolucije izmeu Kriticnih
pikova.Visestrukom regresionom analizom i analizom vag@(ANOVA) statisitki su
obraieni dobijeni rezultati i konstruisani su 3-D grafik, odnosno povrSine odgovora
na kojima se vizuelno mogu &t optimalne vrednosti ispitivanih faktora koje jda
optimalnu separaciju iznde ispitivanih supstanci u prihvatljivom vremenu jarga

analize. U svrhu viSestruke optimizacije sistema primenjejea i metodologija
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multikriterjumskog odldivanja, odnosnoDerringer-ova funkcija pozeljnih odgovora
kojom su definisani finalni optimalni uslovi: kolarZzorbax SB Gg (250 x 4.6 mm,
5 um) i mobilna faza koja se sastoji od acetoaiiril0 mM vodenog rastvora amonijum
formijata, pH 3.2podeSen sa mravljom kiselinom (37.4:62.6, vRfpotok mobilne faze
je 1 ml/minuti, temperatura kolone 40 °C, a taladnaina detekcije 290 nm. Volumen

injiciranja je 30ul.

HPLC/UV stability-indicatingmetoda je dalje validirana u skladul§€H smernicama.
Ispitivani su parametri metode: selektivnost, Iimest i opseg, preciznost, ¢teost,
limiti detekcije i kvantifikacije. Ispitivani opsekoncentracija je bio odd 80-120% za
torasemid (odidivanje sadrzaja) i 0.1-1.0% za torasemid ¢&istecu R2 (ispitivanje
stepenacistoce), u odnosu na radnu koncentraciju torasemida stvaru uzorka.
Koeficijent linearnosti za ispitivane supstanc®ie veti od 0.9995. Metoda je pokazala
dobru preciznost u datom opsegu, jer se relatitaadardna devijacija ponovljenih
odreiivanja za ispitivane supstance kretala od 0.10-93.Fecoverywrednosti su bile u
opsegu od 96.97-101.10%, palvjuci dobru t&nost metode. Limiti detekcije su u
rasponu od 0.020-0.035 pg/ml, a limiti kvantifijacod 0.060-0.100 pg/ml. Dobijeni
rezultati validacije su pokazali da HPLC/UStability-indicating metoda odgovara
planiranoj nameni za ptanje stabilnostfarmaceutski aktivne supstance torasemida i

farmaceutskog doziranog oblika (torasenablete).
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Mpunor 1.

U3jaBa 0 ayTOpCTBY

MNotnucaHu-a XXapko M. JoBuh

6poj nHaekca 87/06

U3jaBrbyjem
[la je AOKTOpCKa gucepTauuja noj HacnoBom

XemomeTpujckm npuctyn y passojy HPLC/UV n HPLC/MS meTtoaa 3a oapefusate u
NcNUTUBake cTabunHoOCTK Topacemuaa n Hedmctoha

e pe3ynTaT ConcTBeHOr NCTpaXxXmnBa4vkor paaa,

e [a npearioxeHa aucepraumja y LenuHu HA 'y genosmma Huje buna npeanoxeHa
3a gobujawe Ouno koje gunnome npema CTyAuCKUM rnporpamuma apyrux
BWUCOKOLLIKOJICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3yntatn KOpeKTHO HaBeeHUn U

e [a HMWCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa W KOPWUCTUO WHTENEeKTyarnHy CBOJUHY
apyrux nuua.

MoTnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, <=5 . o'\- 201 -
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Mpunor 2.

N3jaBa 0 UCTOBETHOCTU LUTaMMaHe U efIeKTPOHCKe
Bep3uje OOKTOPCKOr paaa

Nwve n npe3ume aytopa >Kapko M. JoBuh

Bpoj nugekca 87/06

Crtyanjckn nporpam dapmatieyTcka Xxemu|ja

Hacrnos paga Xemometpuicku npuctyn y passojy HPLC/UV n HPLC/MS meToza 3a
oapehvBame N ncnuTuBake cTabunHocTn Topacemuaa u Heuyncroha

MenTop [lpod. ap JburbaHa XXusaHosuh

MoTtnucanwu/a XXapko M. JoBuh

M3jaBrbyjem ga je wramnaHa Bepsunja Mor JOKTOPCKOr pafda MCTOBETHA E€NeKTPOHCKO)
BEP3WjU KOjy cam npegao/na 3a objaBrbMBawe Ha noptany AururanHor
peno3uTopujyma YHuBep3uteta y beorpaay.

[losBorbaBamM Aa ce objaBe Moju NUYHM nogaum BesaHu 3a fobujawe akagemckor
3Batba [OKTOpA Hayka, Kao LUTO Cy MMe 1 npesume, roguHa u mecTto poherwa u aatym
oabpaHe paga.

OBu nuyHM nopgaunm mory ce objaButm Ha MPEXHUM CTpaHuuama gurutanHe
BubnuoTeke, y enekTPoHCKOM KaTtanory u y nybnukauvjama YHusepauteTta y beorpagay.

MoTnuc pgoKkTopaHaa

Y Beorpagy, 09  ol. 2013
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Mpunor 3.

N3jaBa 0 Kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepautetcky oubnuoteky ,Cseto3zap Mapkosuh® ga y OururtanHu
peno3uTopujym YHusepsuteTta y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY Auceptauujy noa
HaCrnoBOM:

XemomeTpujcku npuctyn y passojy HPLC/UV n HPLC/MS meTofa 3a ogpehusare
ncnuTueawe cTabunHoCcTn TopacemMuaa n Hedmcrtoha

KOja je Moje ayTOpCKO Aeno.

HucepTtauunjy ca cBum npunosuma npegao/na cam y eneKkTpoHckoM hopmaTy norogHom
3a TpajHO apxuBupame.

Mojy AOKTOPCKY AucepTauuvjy noxpaweHy y urntanHu penosutopujym YHUBepauTeTa
y beorpagy mory aa kopucte cBu Koju nowTyjy ogpenbe cagpxxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4duno/na.

1. AyTOpCTBO ‘
2. AYTOPCTBO - HEKOMEpLUMjarHo
@Aympcmo — HekomepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpPCTBO — HEKOMEpLUMjanHo — AeNUTU Nog UCTUM yCrioBuMa
5. AyTopcTBo — De3 npepage

6. AyTOpCTBO — AEnnTU No4 UCTUM yCrnoBuMma

(Monumo pa 3aokpyxuTe camo jedHy O4 LWecT NoHYReHUX nuueHUM, KpaTak onuc
nuueHun aar je Ha nonefuHu nucra).

[MloTnuc pokropaHaa

Y Beorpagy, ©S. O1. 201X
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1. AyTopcTBO - [lo3BOSbaBaTe yMHOXaBame, AUCTPUbyLIM)yY U jaBHO caoniTaBawe
nena, n npepage, ako ce Haepene MMe aytopa Ha HaduH oapeheH o crpaHe ayrtopa
Wnu gasaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHuja of cBuX
nuLeHuu.

2. AYyTOpCTBO — HEKomMmepuujanHo. [Jo3sorbaBaTte YMHOXaBarwe, AUCcTpubyunjy n jaBHo
caonuwitaBake aena, v npepage, ako ce Hasene ume ayrtopa Ha HauuH oapeheH o
CTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHLa He O03BOS/baBa KoMepuujanHy
yrnoTpedy nena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuumjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBarte YMHOXaBake,
ANCTPUOYLN)Yy U jaBHO caonwiTaBawe pena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa WM
ynoTpebe gena y cCBOM fAeny, ako ce HaBege MMe ayTtopa Ha HauuH oapeheH of
CTpaHe ayTtopa wunu gasaoua nuueHue. OBa nuueHUa He [03BOfbaBa KoMepuujanHy
ynotpeby fgena. Y ofHoCy Ha cBe ocTarne NuueHLe, OBOM NULEHLIOM Ce orpaHvudaBsa
Hajsehn obum npaBa kopuwiherwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuujanHo — AenuTu nog UCTUM ycrosuma. [lossorbaBaTe
yMHOXaBare, OUCTpudyLnjy 1 jaBHO caonuwitaBake fAena, v npepane, ako ce Hasede
MMe ayTopa Ha HauyuH ogdpeheH o cTpaHe ayTopa Wi gaBaola NUUEHLE U ako ce
npepaga puctpubyupa nop UCTOM uMnu CnMyHoMm nuueHuom. OBa nuueHua He
A03BOSbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena u npepaaa.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [lo3Borbasarte ymMHOXaBake, AUCTPUBYLUjY M jaBHO
caonwrasare gena, 6es npomenHa, npeobrnmkosama unu ynotpebe gena y ceom aeny,

aKo ce HaBede uMe ayTopa Ha HauuH ogpefeH of cTpaHe ayTtopa wunu pasaoua
nuueHue. OBa nuueHua [o3BorbaBa kKomepuujaniy ynotpeby gena.

6. AyTtopctBO - OenuTu nog WUCTUM ycrioBuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXABaH-€,
anctpubyumjy n jaBHO caoriiTasame fena, U npepazge, ako ce Hasee UMe ayTopa Ha
Ha4YuH ogpefleH oA cTpaHe aytopa WM faBaola JNULUEHLE UM ako ce rnpepaga
auctpubympa noa WUCTOM unM cnvyHoM nuueHuom. OBa nuueHua [O03BOrbaBa
komepuujanHy ynotpedy gena wu npepaga. CnvyHa je codTBEpCcKMM nuueHuama,
OAHOCHO NuLieHLaMma OTBOPEHOr Koaa.




