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Rezime

Zolpidem tartarat je nebenzodijazepinski sedathipinotik, koji se koristi za
kratkotrajnu terapiju nesanice. Njegovi efekti seanifestuju vezivanjem za
benzodiazepinsko vezuje mesto na GABA receptoru u CNS-u. Zolpidem baza, koji
farmaceutski aktivan deo molekula, podleze lagamdyolizi u kiselim i baznim
rastvorima usled nestabilnosti tercijarne amidmk&ipnalne grupe prisutne u njegovoj
strukturi. Proizvodi ove hidrolize su zolpacid ndtilamin. Oksozolpidem, zolpiridin i
zolpaldehid su takie potencijalni degradacioni proizvodi zolpidem-dsata.

Kako prisustvo degradacionih proizvoda mozZze daceutina hemijske,
farmaceutske i toksikoloSke osobine doziranog ablfrema ICH smernicama moraju
da se ispituju sve kestoce prisutne u doziranom obliku u kahi vecoj od 0.1%. Zbog
toga je razvijena nova, brza RP-HPLC metoda zadodheje zolpidem-tartarata i
klju¢nih degradacionih proizvoda. Kako na hromatografgkmaSanje analiziranih
supstanci mogu da ati razlciti eksperimentalni faktori oditeno je da se razvoj i
optimizacija metode sprovedu uz pafreksperimentalnog dizajna. Frakcioni faktorski
dizajn je koriéen da se detektuju sve promenljive koje ¢aj@o uttu na
hromatografsku metodu, centralni kompozicioni cizgg kori€en za optimizaciju tih
promenljivih, a multikriterijumski princip odltivanja u formi Deringerove funkcije je
primenjen za postizanje odgovarggg kompromisa izna razlgitih hromatografskih
cilieva, kao Sto su zadovoljavép rezolucija izméu svih ispitivanih supstanci uz
najkrace mogude trajanje hromatografske analize. Nakon toga, dzete uspesSno
validirana u skladu sa ICH smernicama i primenjes@a ispitivanje komercijalno
dostupnih zolpidem-tartarat film-tableta.

Kako je pregled literature pokazao nedostatak mémija o degradacionom
mehanizmu zolpidem-tartarata, slédeilj ovog rada je bio da se ispita stabilnost
zolpidem-tartarata i mogunost nastajanja novih degradacionih proizvoda,

sprovaienjem studije forsirane degradacije sa aktivnom swugom zolpidem-



tartaratom i farmaceutskim doziranim oblikom zolgiattartarat film-tabletama, Sto bi
omoguilo identifikovanje potencijalnin degradacionih @awoda | posledino
utvrdivanje degradacionog puta i sveobuhvatne stabilnleéta. Studije forsirane
degradacije su sprovedene u skladu sa ICH smernicbirorci su izlagani svetlosti,
toploti, hidrolizi i oksidaciji. Prethodno razvijanmetoda je kor&&na za analiziranje
uzoraka, a metoda je proSirena i na LC2MS§ bi se uradila karakterizacija nastalih
degradacionih proizvoda. Uz potévadrupola i jonskog trapa ustanovljen jeina
fragmentacije degradacionih proizvoda. Khu degradacioni proizvodi su
identifikovani kao zolpacid, oksozolpidem, zolpdidei zolpiridin. Drugi degradacioni
proizvodi nisu detektovani. Na kraju je predlozeoguti put degradacije zolpidem
tartarata pri razitim uslovima.

Stres studije su omogile razvoj nove analitke metode za razdvajanje
farmaceutski aktivne supstance zolpidem-tartaratavih kljuinih degradacionih
proizvoda, odnosnatability-indicating metode. Metoda je razvijena i optimizovana
primenom eksperimentalnog dizajna i multikriterijgkng pristupa i validirana u skladu

sa ICH smernicama.

Klju éne reci

Zolpidem-tartarat, T@&na hromatografija, Frakcioni faktorski dizajn, Qwiri
kompozicioni dizajn, Deringerova funkcija poZeljnilligovora, Forsirana degradacija,
Degradacioni proizvodi, LC-MS
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MULTICRITERIA APPROACH TO DEVELOPMENT OF HPLC METHO D
FOR DETERMINATION OF ZOLPIDEM TARTRATE AND DEGRADAT ION
PRODUCTS

Abstract

Zolpidem tartrate is a non-benzodiazepine seddyprotic agent, used in the
short-term management of insomnia. Its effects expressed by binding to the
benzodiazepine-binding site of the GABFfeceptor in the CNS. Zolpidem base, which
is pharmacological active part of the molecule, argdes slow degradation in acidic
solutions, due to instability of the tercial amideoiety present in the zolpidem
structure. Products of that acid hydrolysis arepaold and dimethylamine.
Oxozolpidem, zolpyridine and zolpaldehyde are gistential degradation products of
zolpidem.

The presence of degradation products could afteetnical, pharmaceutical and
toxicological properties of the pharmaceutical dgstorm. Therefore, determination of
degradation products present in pharmaceutical ggogarms above 0.1 % level is
necessary, according to ICH guidelines. A new, dapP-HPLC method for
determination of zolpidem tartrate and degradatimducts was developed. Since the
chromatographic behaviour of analysed substanceg Imeainfluenced by various
experimental parameters, it was decided that tlveldpment and optimization of the
method would be carried out by employing experirakiesign methodology. The
fractional factorial design was used to detectatlables which significantly influenced
the chromatographic procedure, central composisggdenvas used for optimisation of
these variables and multicriteria decision apprdacmeans of Derringer’'s desirability
function was applied for reaching a suitable compse among different
chromatographic goal such as satisfactory resaiutietween all analysed compounds
with the shortest possible analysis time. Aftengarthe method was successfully
validated in accordance with ICH guideline and sgjoently applied to the analysis of
commercially available zolpidem tartrate film-tatisle

As the literature search revealed lack of infororatbn degradation mechanism

of zolpidem tartrate, another objective of this kvavas to analyse the stability of



zolpidem tartrate and possibility of formation ofw degradation products by
conduction of forced degradation study with acfiarmaceutical ingredient zolpidem
tartrate and drug product zolpidem tartrate filrnleéts, which would help identify the
potential degradation products and consequentlgbéish the possible degradation
pathways and intrinsic stability of the drug. Tleeced degradation study was carried
out in accordance with ICH guidelines. The samplese exposed to light, heat,
hydrolysis and oxidation. Previously developed rodthwas used to analyse samples
and the method was extended to LC"NtSorder to characterise the arisen degradation
products. A mass fragmentation pattern of degradgtroducts was established using
single quadrupole and ion trap mass analyzers.Kéyedegradants were identified as
zolpacid, oxozolpidem, zolpaldehyde and zolpyridiAay other degradation products
were not detected. Finally, the most possible d#sgian mechanism of zolpidem
tartrate in different environments was proposed.

The stress studies enabled a development of neuytiaah method for
separation of active pharmaceutical ingredientidelp tartrate and all key degradation
products i.estability-indicatingmethod. The method was developed and optimized by
employing experimental design methodology and robijiéictive optimization approach

and finally validated in accordance with ICH guidel

Keywords

Zolpidem tartrate, Liquid chromatography, Fractiornfactorial design, Central
composite design, Derringer's desirability functidforced degradation, Degradation
products, LC-MS
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1.1. METODE FARMACEUTSKE ANALIZE

Primena natnih dostignda farmaceutske analize u razvoju i proizvodniji keko
je Siroko rasprostranjena. Farmaceutska analizeapatheva upotrebu ragiiih metoda
od paetnih faza razvoja leka (analize malih kKoila supstanci dobijenih nakon sinteze
odreienog leka) finalno do kontrole kvaliteta farmac&ats doziranog oblika [1]. Ove
metode se mogu podeliti u dve grupe: separacioaseparacione metode.

Separacione metode oma@gwaju analizu komplikovanih smeSa, jer obeizipe
istovremeno razdvajanje komponenti smeSe, kaontifileaciju i kvantifikaciju svake
komponente. Najzastupljenije separacione metodesa hromatografija pod visokim
pritiskom (HPLC ili LC), gasna hromatografija (GCjankoslojna hromatografija
(TLC), visoko-efikasna tankoslojna hromatografildPTLC), kapilarna elektroforeza
(CE), micelarna elektrokingkka hromatografija (MEKC) i mikroemulziona
elektrokinettka hromatografija (MEEKC).

U neseparacione metode ubrajaju se spektroskopsteike, kao Sto su:
ultraljubi¢asta i vidljiva spektrofotometrija (UV/VIS), infracena spektroskopija (IR),
atomska apsorpciona spektrometrija (AAS), masemktgpmetrija (MS) i nuklearna
magnetna rezonantna spektrometrija (NMR) [2].

Da bi se obezbedio odgovaréjkvalitet, efikasnost i bezbednost lekova, pored
odreiivanja sadrzaja farmaceutske aktivne supstance,j@rvazno i préenje sadrzaja
necistoca u leku. Metode za farmaceutsku analizu, kojeeskg ispitivanje nastoca,
moraju biti dovoljno osetljive da bi kvantifikovaletistoce i u kolcinama 0,05% u
odnosu na sadrzaj aktivne supstance, a ponekadei Imite [3], a moraju biti i
validirane u skladu sa ICH smernicama [4].

Za ispitivanje néistoca mogu se koristiti neseparacione metode, kao @to s
UV/VIS ili AAS, ali je njihova primena ogradéna. UV/VIS se Koristi za ispitivanje
necistoca ukoliko ispitivana n@stoca apsorbuje svetlost odiene talasne duzine ili se
nekom hemijskom reakcijom moze prevesti u takvanjedje, a farmaceutska aktivna
supstanca ne apsorbuje na datoj talasnoj duzing A& Kkoristi za ispitivanje prisustva
teSkih metala ili n&istoca koje sadrze oddene jone. U nekim stajevima, kada se
rade limit testovi pomé&u kojih se neistoce ne kvantifikuju, vé se samo oddeije

njihovo prisustvo ispod oddenog limita, mogu se koristiti i hemijske bojenakeije.
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Medutim, u ispitivanju néistota najSire su primenjene separacione tehnike, kao
Sto su TLC, GC ili HPLC, jer omogavaju meéusobno razdvajanje distoca i
farmaceutske aktivne supstance, kao i razdvajamje komponenti matriksa u
farmaceutskom doziranom obliku. U novije vreme prakspanziju su dozZivele tzv.
kombinovane tehnike gde se gore pomenute hromdsigraehnike kombinuju sa
moénim detektorima, kao Sto su maseni detektor ilileakha magnetna rezonanca, koji
mogu da kvantifikuju n@stote prisutne u tragovima i da identifikuju eventualno

prisutne nepoznate &istoce.

1.1.1. Te&na hromatografija pod visokim pritiskom

Te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (HPLC) jeparaciona tehnika,
koja se najviSe primenjuje u analitici lekova ujwilrazdvajanja, kvalitativne i
kvantitativne analize smeSa farmaceutskih supstamjei ulaze u sastav farmaceutskih
doziranih oblika. Kao i ostale hromatografske t&knzasniva se na rastoj raspodeli
supstanci izméu dve faze: nepokretne odnosno stacionarne fazkreme, mobilne
faze. Kod téne hromatografije, mobilna faza je uvekna, dok stacionarna faza moze
biti ¢vrsta ili tetna [5].

Mehanizam razdvajanja supstanci dnig hromatografiji se odvija procesom
adsorpcije, raspodele izihe dva rastvara, jonske izmene ili raspodele prema giali
molekula, pa tako razlikujemo adsorpcionu, podegonpizmenjivéku hromatografiju
i hromatografiju raspodele prema wati molekula [6].

U =zavisnosti od polarnosti stacionarne odnosno mebifaze téna
hromatografija se moZe podeliti na normalno-fazatmu hromatografiju (NP-HPLC) i
reverzno-faznu t&u hromatografiju (RP-HPLC). Kod NP-HPLC staciorarfaza je
polarna (napr. sadrzi vezane amino, cijano ili #kdilne grupe), dok je mobilna faza
nepolarna, pa se koristi za ispitivanje polarnilpstsanci. Razdvajanje se zasniva na
stvaranju vodorgnih veza ili na polarnim interakcijama iztheispitivanih supstanci i
stacionarne faze, p& polarnije supstance eluirati kasnije sa koloreedfige strane,
kod RP-HPLC stacionarna faza je nepolarna (nagrzsaezane ugljovododine lance),
dok je mobilna faza polarna, pa se Kkoristi za igpitie nepolarnih supstanci.
Razdvajanje se zasniva na hidrofobnim interakcijammaeiu ispitivanih supstanci i

stacionarne faze, @& nepolarnije supstance eluirati kasnije sa ko[br4.




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

1.1.1.1. Hromatografski parametri
Osnovni parametri koji karakteriSu jedan hromattgkiasistem prikazani su u
tabeli 1 [8,9].

Tabela 1.Hromatografski parametri i tim njihovog izr&unavanja

Naziv i oznaka parametra Formula za izr&unavanje Optimalna vrednost
Retenciono vreme mobilne fazg, / /

Retenciono vremd, / /
Redukovane retenciono vrentg, t —tg /

Relativno retenciono viemBRt te/ta Razliito od 1
Retenciona zapremin¥, ttxF /

Retencioni faktork’ (t —to)/to 0,5<k'<20
Faktor selektivnostiy ks'/kp’ Razlicito od 1
Broj teoretskih platody 5,54 (t,/Wy,)? ili 16 (t/W)?  /
RezolucijaR 1,18 ia— te)/(Wa —Wpg) >1,5

Faktor simetrije pikaAs Wap — Whe 0,8<A;<1,2

F - protok, W - Sirina pika,W;, - Sirina pika na polovini visine

Optimalna vrednost hromatografskih parametara dobge menjanjem
parametara metode, kao Sto su sastav i pH molalne kolona i temperatura kolone,
protok mobilne faze itd.

Osnovni delovi HPLC sistema su rezervoar mobilnee fadegaser, pumpa,
injektor, kolona, termostat za kolonu, detektoristeam za prikupljanje i obradu
podataka. Svi delovi su tako konstruisani da izdigeke pritiske, pri kojima se odvija

Citav proces [5,7].

1.1.1.2. Stacionarna faza
Kolone su najvazniji deo HPLC sistema, jer se ninajvrSi razdvajanje
komponenti iz uzorka. Napravijene su dedfe od nedtajuceg celika, duzine 290
300 mm, unutrasnjeg pieika 2-5 mm i napunjene su stacionarnom fazom.
Stacionarna faza predstavlja punjenje kolone i @ se vrSi razdvajanje
komponenata uzorka. Materijali od kojih se pravacisnarne faze su: silikagel,

polimeri ili porozni grafit za koje mogu biti herski vezane oddene funkcionalne
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grupe, aluminijum-oksid, polimerne smole sa kisellimbaznim grupama, derivati
celuloze, amiloze, proteini, peptidi i ciklodekstrj8].

Najce&e se koriste stacionarne faze na bazi hemijski fikodanog silikagela.
Silanolne grupe (Si-OH) na povrSini silikagela daju polaran i slabo kiseo karakter,
tako da se nemodifikovani silikagel moze koristiéi analizu baznih jedinjenja [10].
Modifikacija se vrSi tako $to se na polarne silaeofrupe silicijum-dioksida hemijski
vezuju grupe koje modifikuju polarnost silikagela.

U normalno-faznoj hromatografiji kao stacionarnaafekoristi se silikagel sa
vezanim polarnim grupama kao Sto su: cijanoprdpibir[CH5]3-CN (cijano kolona),
aminopropil ili Si-[CH]s-NH2 (amino kolona), diol ili Si-[CH]|3-O-CH(OH)-CH-OH
(diol kolona) i nemodifikovani silicijum-dioksid. &8druge strane, u reverzno-faznoj
hromatografiji koristi se silikagel sa vezanim nkgpoim grupama, kao Sto su: oktadecil
ili Si-[CH2]17~CHs (Cysili ODS kolone), oktil ili Si-[CH],-CHs (Cgkolone) i fenil ili Si-
[CH2]n-CsHs (fenil kolona) [8,11].

Najce&e se koristi silikagel koji ima sfé&an oblik ¢estica, veliine 3-10 um u
precniku. Silikagel je stabilan na pH vrednostima82Na nizim vrednostima moze @o
do raskidanja hemijskih veza sa n&sa, a na viSim do rastvaranja silikagela. Zbog
toga se wvrSi zaStita slobodnih silanolnih grupa gomgm radikalima ili njihovim
ukrStenim vezivanjem (endkapovanjéne se povéava stabilnost kolone naédien pH
vrednostima i bolja simetrija pikova na hromatoguarposebno za bazne supstance
[8,10].

Noviji tip kolona su kolone punjene hibridnitesticama koje sadrze neorgansku
(silicijum-dioksid) i organsku (organosiloksani) rkponentu i imaju pov@nu
efikasnost razdvajanja i hemijsku i temperatur@binost u odnosu na klgsie kolone.
NeSto drugédiji tip su monolitne kolone, koje nisu punjene &aim cesticama
silikagela, vé predstavljaju kontinuiranu homogenu fazu od pooazisilikagela sa
makro i mezoporama kroz koje prolaze mobilna fazastvorene komponente uzorka.
Porozna struktura obezhge veliku aktivhu povrSinu stacionarne faze i paxe

efikasnost razdvajanja [10].
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1.1.1.3. Mobilna faza

Kada se razvija nova metodaine hromatografije velika paznja se poklanja
izboru stacionarne faze, jer se smatra da ona lkdjt&Snu ulogu u razdvajanju
komponenata. M#utim, mnogo parametara, kao Sto su vreme eluiraipik pika,
pritisak na koloni itd., zavise od pravilnog izbon@bilne faze [11].

U RP-HPLC mobilna faza je polarna i sastoji se m@& organskih rastvaea
kao Sto su metanol, acetonitril ili tetrahidrofuranodene faze, kojoj séesto dodaju
modifikatori. Uloga modifikatora je da suzbiju jaaciju ispitivanih komponenti, pri
¢emu one sa kolone izlaze u vidu bolje definisarsimetrenijin pikova. Modifikatori
se dodaju u malim kalinama (2% ili manje), a obuhvataju kiseline (najpisforna,
sircetna, trifluorosiéetna), baze (napr. trietilamin, dietilamin), pufdrgr. fosfatni,
acetatni) ili jon-par reagense (napr. natrijumilgutfat, tetrabutilamonijum-fosfat).
Najce&e se koriste puferi¢ija je uloga da odrZzavaju pH mobilne faze konstamtn
Izbor pufera zavisi od pH na kojerde se odvijati hromatografsko ispitivanje.
Najefikasnije je koristiti pufereija je pKa vrednost bliska pH vrednosti na koja se
vrSiti ispitivanje. Fosfatni puferi su n@&e kori&eni, jer imaju tri pH regiona gde su
efikasni (pH 2, 7 ili 12). Acetatni pufer je efikas oko pH 4, a amonifai oko pH 9
[11].

U NP-HPLC mobilna faza je nepolarna i sastoji se smdeSe organskih

rastvaréa kao Sto su heksan, dihlorometan, izopropanetilicetat.

1.1.1.4. Tipovi detektora

Za identifikaciju i kvantifikaciju komponenata kogu se razdvojile na koloni
koriste se raziiti tipovi detektora, kao Sto su: UV/VIS detektfiyorescentni detektor,
refraktometrijski detektor, elektrohemijski detakiomaseni detektor. Izbor detektora
zavisi od osobine supstanci koje se ispituju.

UV/VIS detektor se ndg&e koristi u t€noj hromatografiji. Sluzi za ispitivanje
supstanci koje apsorbuju u ultraljaastoj i vidljivoj oblasti. Detekcija se zasniva na
merenju apsorbancije ispitivane supstance nadedg talasnoj duzini, a prema
Lambert-Beer-ovom zakonu apsorbancija je direktmopg@rcionalna koncentraciji
ispitivane supstance u rastvoru. Koriste se jedwostUV/VIS detektori koji mere

apsorbanciju samo na jednoj talasnoj duzini, viailija UV/VIS detektori koji mogu da
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se podeSavaju na radte talasne duzine i PDA detektori koji mogu da tera
apsorbanciju na viSe talasnih duzina uporedo irdaau UV/VIS spektar ispitivane
supstance u celom opsegu. | dok jednostavni UVAE&Ktori imaju véu osetljivost,
prednosti PDA detektora su magwst identifikacije supstanci prema UV-spektru,
moguenost préenjacistoce pika i mogdnost oduzimanja refrentne talasne duzine, Sto
dovodi do smanjenja fluktuacije bazne linije tokgradijentnog eluiranja [7,8].

Fluorescentni detektor radi na principu ekscitaogerka UV zraenjem, nakon
¢ega uzorak emituje ztanje veée talasne duzine, odnosno fluorescira. Identifikase
vrSi preko retencionog vremena i talasnih duzinsci#cije i emisije,ime je
postignuta véa selektivnost [7,8].

Refraktometrijski detektor meri razliku iz indeksa refrakcije same mobilne
faze i mobilne faze sa rastvorenim uzorkom. Uniakz je detektor, ali je time i
najmanje osetljiv. Koristi se za detektovanje sapsi koje ne apsorbuju u UV oblasti
[7,12].

Elektrohemijski detektor meri intenzitet struje &opastaje kao posledica
elektroliticke oksidacije ili redukcije ispitivane supstance p@vrsini elektrode. Ovi
detektori su jako osetljivi i selektivni [7,8].

Maseni detektor se zasniva na jonizaciji molekulaorka i njihovoj
fragmentaciji, nakortega se detektuju molekulski joni i njihovi fragmien& osnovu
odnosa masa/naelektrisanjg/g). Ovaj tip detektora pokazuje veliku osetljivost i
selektivnost i naSao je Siroku primenu u analiiegkova, posebno u ispitivanju

nepoznatih uzoraka i uzoraka sa teskim i komplikavamatriksom [10].

1.1.2. Masena spektrometrija

1.1.2.1. Osnovni principi

Prvi korak u masenoj spektrometriji je préenmje molekula uzorka u gasovito
stanje, a zatim sledi njegova jonizacija. Prilikfonizacije nastaje nekoliko vrsta jona.
Nastaju pre svega molekulski joni. U zavisnostir@&lina jonizacije molekulski jon
moZe da nastane izbijanjem jednog ili vise eleldranmolekula uzorka (jon K M**
itd), vezivanjem protona (jon M, a ako se jonizacija vr$i tako da nastaju negativ

joni molekul moZze da primi elektron (jon\ili da izgubi proton (jon [M—H]).
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Pove&avanjem energije jonizacije jonima sa predajéavenergija,éime oni
postaju nestabilni, cepaju se i daju fragmentne.jdedan molekulski jon se pod istim
uslovima uvek fragmentiSe na isti amm Molekulski jon i njegovi odgovaradil
fragmentic¢ine maseni spektar ispitivane supstance koji shazinjenu identifikaciju.
Pratenjem nastalih fragmenata i njihove zastupljenastnasenom spektru moze se
pretpostaviti struktura ispitivane supstance, @sr@ovum/zodnosa molekulskog jona i
njena molekulska masa.

U masenoj spektrometriji mogu nastati i drugi josim fragmenata, kao Sto su
viSestruko naelektrisani joni (M M3'itd.) i aductjoni npr. sa natrijumom (MN%,
amonijumom (MNH") ili acetatima (MCHCOQO). U spektru mogu biti prisutni i
izotopski joni (npr. kod supstanci koje sadrze hlorom, sumpor, kiseonik, azot,
ugljenik), kao i preur@eni joni (nastaju unutrasnjim pregrupisavanjem aalingrupa
atoma u trenutku raspadanja molekulskog jona) fl3,1

| dok je za identifikaciju ispitivanog uzorka bitrratiti sve jone u masenom
spektru, za kvantifikaciju je bolje izabrati jedpm ili nekoliko jona koji¢e se pratiti
(eng.selected ion monitoringSIM), jer se time postiZze va osetljivost i selektivnost.
Tom prilikom se meri intenzitet signala koji pmiod jednog ili viSe jona u uzorku i
uporeiuje se sa intenzitetom signala istog jona u stamen rastvoru [13].

Svaki maseni spektrometar sadrzi sistem za uno$eojdka, jonski izvor, jedan
ili viSe masenih analizatora, detektor i sistenpbeadu podataka. Uzorci se u maseni
spekrometar unose direktnim injiciranjem ili iz hratografa koji je vezan za maseni
detektor. Maseni analizatori se nalaze u poljukagovakuuma koji omogiava da joni
dodu do detektora bez sudara sa molekulima vazduhabijeu protivnom bili

neutralisani i ne bi se mogli detektovati [5,14].

1.1.2.2. Jonski izvor
Uloga jonskog izvora je da jonizuje molekule uzorRastoji nekoliko tipova
jonskog izvora, a najzastupljeniji su:
» Elektronska jonizacija (ElI) — jonizacija se postibembardovanjem
elektronima velike energije, koji pri sudaru izlpjaelektrone iz molekula analita.

Koristi se u kombinaciji sa GC.
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* Hemijska jonizacija (Cl) — jonizacija se postize nilmardovanjem
elektronima u struji reagujeg gasa (metan, amonijak, izobutan). Elektronispdaru
jonizuju molekule reagujieg gasa, koji daljim sudarima jonizuju molekule laaa
Koristi se u kombinaciji sa GC.

 Bombardovanje brzim atomima (FAB) — jonizacija dtaalkoji je
rastvoren u neisparljivom matriksu (glicerol, timglrol itd.) postiZze se izlaganjem struiji
neutralnih atoma (argon ili ksenon) ili jonskomuok

* Jonizacija laserom iz matriksa (MALDI) — jonizacijae postize
bombardovanjem laserskim zrakom.

* Hemijska jonizacija pod atmosferskim pritiskom (APE jonizacija se
postize kao kod CI, ali pri atmosferskom pritisRastvor analita se uz pogasa za
rasprSivanje pretvara u fini aerosol iz kojeg setva& otklanja uparavanjem u
zagrejanoj komori,cime se neutralni molekuli analita prevode u gaso\stanje.
Molekuli analita zatim stizu do elektrode (koron@g kojoj se deSava jonizacija, u
prisustvu okolnog gasa koji je potpomaze.

» Elektrosprej jonizacija (ESI) — uzorak rastvorepalarnom isparljivom
rastvargu upumpava se u jonski izvor na atmosferskom gtitigreko uske kapilare od
nerdajuceg celika. Na kraj kapilare se primenjuje velika potgina razlika u odnosu
na protivelektrodu, Sto stvara jako elektv polje. Ovo elektéino polje dovodi do
nakupljanja naelektrisanja na povrSini kapljice vrau kapilare, kojace se nakon
odvajanja od kapilare pretvoriti u visokonaelektria ¢esticu aerosola. U toploj struji
gasa za suSenje (azot) rastéaisparava, naelektrisar@stice se smanjuju, a gustina
naelektrisanja na njihovoj povrSini se péarea. Proces te do trenutka kada sile
odbijanja istoimenog naelektrisanja ne postanteved kohezionih sila povrSinskog
napona, sto dovodi do eksplozije naelektriséestice i oslobdanja jona analita. ESI
predstavlja tkz. najmeksSu tehniku jonizacije, jerj@ni stvaraju direktno iz rastvora, pa
je pri manjim energijama jonizacije, na masenomkgpenajdominantniji molekulski
jon [13-18].

Vecina jonskih izvora, pre svega ESI i APCI mogu dderasa pozitivnim ili
negativnim jonima. Pozitivni joni nastaju protonaj@m molekula analita ili izbijanjem
elektrona iz njegove strukture. Na ovaj¢mase analiziraju supstance sa baznim

osobinama, jer se one lako protonuju joS u rastsarniskim vrednostima pH. Sa druge
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strane negativno naelektrisani joni nastaju primanglektrona ili gubitkom protona iz
molekula analita. Na ovaj tim se analiziraju supstance sa kiselim osobinaeragne
lako gube proton u rastvoru sa visokim vrednostiida

Koji ¢e se jonski izvor koristiti zavisi od polarnostnblekulske mase ispitivane

supstance kao Sto je prikazano na slici 1 [14].

Jonske

ESl

Polarne

Polarnost

Elili CI 2
GCMS
Nepolarne ; T - I

10 100 1000 10000 100000

Molekulska masa (Da)

Slika 1. Kriterijumi za izbor jonskog izvora u zavisnostd anolekulske mase i

polarnosti ispitivane supstance [14]

1.1.2.3. Maseni analizator

Razdvajanje nastalih jona wvrSi se u masenom amaliza Tri glavne
karakteristike po kojima se razlikuju maseni arahzi su opseg masa, transmisija i
rezolucija. Opseg masa se pre svega odnosi nacnajrednost odnose/z koja se
moZe detektovati na masenom analizatoru. Transnjesipdnos izm#u broja jona koji
dodu do detektora i broja jona nastalih u jonskom rmavdRezolucija je moginost
dobijanja signala od jona salo malom razlikom u masi. N&g&e kori&eni maseni
analizatori su: kvadrupolni maseni analizator, fongrap, time-of-flight maseni
analizator (ToF) i elektromagnetni analizator.

Kvadrupolni maseni analizatori se sastoje ¢ediri paralelne cevi postavljene
jedna naspram druge koje predstavljaju elektrodespkamni par elektroda je istoimeno
naelektrisan, dok drugi par elektroda nosi suprataelektrisanje. Joni koji se Kre

izmedu paralelnih cevi bivaju privieni suprotno naelektrisanim elektrodama ickree

1C
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ka njima. Pre nego Sto udare u njih dolazi do pmena naelektrisanju elektrode,
odnosno elekroda postaje suprotno naelektrisandd sdbija iste jone. Na ovaj dma
izmedu elektroda stabilnom putanjom prolaze samo jomed&hog odnosan/zi stizu

do detektora, dok ostali udaraju u elektrode i ldtaSu se. Koji joni¢ce dai do
detektora zavisi od velne napona na elektrodama. Prednost ovog anal&zgeor
jednostavnost, brzina, osetljivost i otpornost ismke pritiske, a nedostatak mu je niska
rezolucija i moganost analize samo jona sa stabilnom putanjom, dalstali joni gube
(niska transmisiona efikasnost).

Jonski trap je maseni analizator koji se ponaSati@bmenzionalni kvadrupol.
Sastoji se od jedne prstenaste elektrode i dvé&rdatg koje zatvaraju prsten sa donje i
gornje strane, stvarajutako komoru u kojoj su ,zarobljeni“ joni razltih masa. Joni se
unutar komore ki@ stabilnim trodimenzionalnim putanjama koje trelaasu Sto manje
do trenutka kada jon treba da napusti komoru. @vpastiZze prisustvom gasa helijuma
u komori pod visokim vakumom koji stabiliSe jongofenom napona na prstenastoj
elektrodi putanja jona odtene mase se destabiliSe i oni bivaju &#ra ka detektoru.
Prednost ovog analizatora je jednostavnost, brzatpornost na visoke pritiske i
moguenost detekcije svih jona iz uzorka (visoka transoma efikasnost), a nedostatak
mu je relativno niska rezolucija.

Princip radaTime-of-flightmasenog analizatora (ToF) se zasniv&ingenici da
ukoliko se svim jonima koji su nastali u jonskonvdmu da ista kinetka energija
njihova brzinac¢e biti obrnuto proporcionalna kvadratnom korenthaye mase. To
zn&i da c¢e se tezi joni sporije kretati. Drugim¢ima, vreme koje je potrebno da jon
prede putanju izmeéu jonskog izvora i detektora (region preletadilift tuba)ce zavisiti
od njegovogm/zodnosa. Na ovaj & joni razlcitih masace se razdvoijiti, iak@ée do
detektora na kraju siisvi joni nastali u jonskom izvoru, Sto je i presh ovog masenog
analizatora (visoka transmisiona efikasnost). @spkdnosti ToF-a su Sirok opseg i
visoka rezolucija, koja se postize produzavanjerta (koji joni prelaze udrift tubi
ugradnjom reflektrona. Reflektron je elektrostiatreflektor koji reflektuje jone i viéa
ih da joS jednom pri celu duzinudrift tube.

Elektromagnetni analizator koristi magnetno i eligkio polje da bi uticao na
putanju i brzinu jona. Kada se joni kteu magnetnom polju koje deluje pod pravim

uglom u odnosu na pravac njihovog kretanjéide do zakrivljivanja njihove putanje,
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odnosno joni odi@enog odnosan/zée se kretati po kruZznoj putanji odenog prénika.
Menjanjem j&ine magnetnog polja merig@ se i prénik putanje,éime se samo joni
odreiene mase fokusiraju ka detektoru. Elekta polje sluzi da smaniji disperziju jona,

odnosno da se joni iste kingte energije zajedno fokusiraju ka detektoru [13--18]

1.1.2.4. Tandemska masena spektrometrija

Tandemska masena spektrometrija (MS/MS) predstawjiodu koja obuhvata
barem dva stupnja analize masa, odnosno barem dsanma analizatora. Pri tome prvi
analizator sluzi da izoluje jon prekursor, kojizim fragmentiSe dagukao proizvode
fragmentacije jedan produkt jon i neutralni fragmddrugi maseni analizator sluzi za
analizu nastalih fragmenata. Maguje, takde poveéati broj koraka, odnosno vezati
novi maseni analizator koje fragmentisati nastali produkt jon, analiziratvamastale
fragmente, pa od njih izabrati novi jon kég se dalje fragmentisati, $to vodi stvaranju
viSestruko vezanih analiza masa $to se obelezaM55§13,14].

Tandemska masena spektrometrija se mozecpastidva néina: u prostoru i u
vremenu. MS/MS u prostoru nastaje &kim spajanjem dva ili viSe masenih
analizatora, dok MS/MS u vremenu nastaje pravijangekvence dodaja u delu
aparata zéuvanje jona.

MS/MS u prostoru postize se na trostrukom kvadmgpm masenom
spektrometru (endriple quadrupolé koji se sastoji od tri seta kvadrupolnih analizat
povezanih serijski. Prvi kvadrupol izoluje jon puegor, u drugom (kolizionéelija) se
vrSi fragmentacija i fokusiranje odienih jona ka tréem analizatoru, dok se u ¢sm
vrSi analiza produkt jona i fragmenata. Mégye takde kombinovati elektromagnetni
analizator sa dva kvadrupola ili dva kvadrupold s&-om.

MS/MS u vremenu postize se kde$jem jonskog trapa, gde se sukcesivno u
samom trapu prvo vrSi odabir jona prekursora, zatjggova fragmentacija, analiza
produkt jona, njihova fragmentacija itd [14].

Tandemska masena spektrometrija ontaga cetiri vrste eksperimenata:
skeniranje produkt jona (engproduct ion sca)j skeniranje jona prekursora (eng.
precursor ion scay skeniranje konstantnog neutralnog gubitka (eegitral loss scan

i pracenje odabrane reakcije (ersglected reaction monitoring
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Kod skeniranja produkt jona prvo se izoluje jonimigresa, nge&e molekulski
jon, zatim se on fragmentiSe i na kraju se snimsemiaspektri produkt jona. Kod
jonskog trapa svi joni koji nisu od interesa prex¥e@ u nestabilnu putanju i izbacuju se
iz trapa, dok se sa jonima od interesa postupaethgano opisan . Na ovaj nain
se moze postupati sa svim produkt jonima koji sstalau trapu. Ovi eksperimenti su
dobri za odréivanje strukture molekula, jer se dobijaju spekiji sluze kao otisak
prsta ispitivane supstance (ista supstanca sesgioduslovima uvek fregmentiSe na isti
nacin).

Kod skeniranja jona prekursora prvi maseni analizg podeSen da propusta
sve jone iz odrdenog opsega koji se zatim fragmentiSu u koliziotedjji. Poslednji
maseni analizator je podeSen da ka detektoru pr@ps&mo produkt jon jednog
izabranog odnosm/z Na ovaj ndin ¢e do detektora sii signal tek kada prvi maseni
analizator propusti jon prekursor koji fragmentawij daje izabrani produkt jon. Ovaj
tip eksperimenata je koristan pri ispitivanju sm@ginjenja koji daju iste proizvode
fragmentacije. Zbog svoje strukture jonski trapirbinacija kvadrupola sa ToF-om ne
mogu da sprovode ovaj tip eksperimenata.

Skeniranje konstantnog neutralnog gubitka se odawdj taj n&n Sto su oba
masena analizatora podeSena da skeniraju u celsegomdnosan/z ali drugi maseni
analizator propuSta samo one jone koji se od janprvog analizatora razlikuju za
odreieni broj masenih jedinica, koje odgovaraju gubitieutralnog fragmenta. Ovi
eksperimenti se koriste za izolovanje i analizu &nkarboksilnih kiselina sa drugim
supstancama, jer se karboksilne kiseline fragmentis gubitak neutralnog fragmenta
COQO; (razlika u masi jona je 44 Da). Neutralni fragmesot nagefe NH;, HCN, HO ili
H,S. Jonski trap i kombinacija kvadrupola sa ToF-cennmogu da izvode ni ovaj tip
eksperimenata.

Pratenje odabrane reakcije je analogno SIM tehnici andardnoj masenoj
spektrometriji. Koristi se za poznata jedinjenjdirpotvidivanja njihovog prisustva u
uzorku. Oba masena analizatora su podeSena da jpd#e ili viSe poznatih jona
prekursora i poznatih fragmentnih jokane je povéana osetljivost i selektivnost [13—
18].
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1.1.3. Sprega té&ne hromatografije i masene spektrometrije (LC-MS)

Glavno ogranienje hromatografije, kada je u pitanju analiza smjgsnjena
nesposobnost da obezbedi nedvosmislenu identifikiomponenata smesé&k i ako
su one méusobno potpuno razdvojene. Identifikacija se zasnha pordenju
retencionih karakteristika (u najjednostavnijemcaju retencionih vremena) nepoznate
supstance sa referentnim materijalom koji se ainalipo istim eksperimentalnim
uslovima. Drugi problem je Sto postoji mnogo jedmp koja pokazuju siho
ponasanje u hromatografskom sistemu, pa se i ptrgd Sto je opseg variranja
hromatografskih uslova veoma Sirok, nikako ne mogedvojiti, pa samim tim ni
identifikovati i kvantifikovati korigenjem samo hromatografske metode.

Sa druge strane, raanasene spektrometrije gea nacinjenici da je maseni
spektar jedinjenja dovoljno spec¢#in da omogéi njegovu identifikaciju. Takée, ova
metoda zahteva malu kéilnu uzorka i vrlo je osetljiva. Posebno je koridkual analize
jedinjenja koja nemaju spedcifie hromofore. Méutim, ako se ispitivano jedinjenje
nalazi u slozenoj smeSi, u masenom spek&use né joni koji poticu od svih
komponenata smeSe, pa je identifikacija mnogo teka,ne i nemodia. 1z svih ovih
razloga zn&jan napredak je postignut kombinovanjem sposobn@stdvajanja
komponenti smeSa hromatografskom metodom sa siguridentifikacijom koju
omoguuje maseni spektrometar. Ovom spregom je ort@ga identifikacija i
kvantifikacija jedinjenja koja imaju iste retencerkarakteristike, a razite masene
spektre, iako nisu potpuno razdvojene u hromatsgoah sistemu.

Prva kombinacija hromatografije i masene spektrojeese pojavila krajem
1950-ih godina i to kao kombinacija gasne hromatfigr i masene spektrometrije
(GC-MS). Relativno lako kombinovanje ove dve teknigleda se u tome Sto obe
tehnike zahtevaju da uzorci koji se analiziraju bbud gasovitom stanju, odnosno
isparljivi i termicki stabilni, jer se analize rade na poviSenim terajpgama. Ovo je
uslovilo da se uzorak koji izlazi iz GC sistema malrektno povezati na MS detektor,
bez ikakvog interfejsa.

Ovo nije sl¢aj kod kombinacije e hromatografije i masene spektrometrije,
jer uzorci iz HPLC sistema izlaze wt®m stanju i ne mogu se direktno preneti u MS
detektor, vé je potrebno umetanje odienog interfejsacija je uloga otklanjanje

mobilne faze i prewtenje uzorka u gasovito stanje. ke kori€eni interfejsi su ESI
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i APCI, koji su ujedno i jonski izvori. | pored kééenja interfejsa prilikom
kombinovanja HPLC i MS tehnike moZe se javiti nékmiproblema.

Prvi problem je Sto se termolabilne supstance ksge analiziraju HPLC
metodom mogu degradirati prel@njem u gasovito stanje i jonizacijom koja se raali
poviSenoj temperaturi. Drugi problem je Sto HPLCtode koriste protok mobilne faze
od obino 1 mL mint, a kod ESI tehnike jonizacije neophodan je matitgk zbog
rasprSivanja tnosti u elekt@dnom polju. Korigenjem ESI kao interfejsa oba problema
su reSena. Do degradacije termolabilnih supstaacdalazi, jer se jonizacija deSava
direktno iz rastvora. Za smanjenje protokacobi se koriste posebnecw@ koje
omoguavaju da u ESI interfejs, koji se postavlja iimeHPLC i MS sistema, ulazi
mobilna faza brzinom od 100-200 min™. Kada je APCI u pitanju, on moZe da radi i
pri protocima do 2mL mih a struktura i n&n rada instrumenta spr@vaju
degradaciju analita.

Isto tako, rastvaga koji se koriste za MS moraju imati nisku temparat
isparavanja i mali povrSinski napon zbog méampsti stabilnog rasprSivanja. Zato se
dosta koriste acetonitril i metanol, a mobilne fapge sadrze samo vodenu komponentu
treba izbegavati. Takie, u HPLC analizama sesto koriste puferi, kao Sto su fosfatni,
sulfatni ili boratni, koji nisu isparljivi i nagor@vaju se na samom interfejsu. Zbog toga
formijat. Koncentracija pufera ne treba biti ni yeéka ni pre mala, jer prisustvo pufera
olakSava rasprSivanje kapljica, ali pri velikim kemtracijama pufera smanjuje se
osetljivost detektora, usled kompeticije molekulzaléa i pufera pri jonizaciji. Za
postizanje odrdéenih pH vrednosti mobilne faze, kaje omoguiti jonizaciju molekula
analita joS u mobilnoj fazi, prepafuju se trifluorosiéetna, mravlja ili siéetna kiselina
(za formiranje pozitivnih jona) i amonijum-hidroks{za formiranje negativnih jona)
[13-18].

1.2. PRIMENA HEMOMETRIJE U RAZVOJU ANALITI CKIH METODA

Hemometrija predstavlja hemijsku disciplinu kojaorikti matematike,
statisttke i druge logike metode za dizajniranje i odabir optimalnih ekspenata i
procesa merenja da bi se dobio maksimum relevantfitrmacija analiziranjem
dostupnih hemijskih podataka [19,20].
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Hemometrija je, zbog svog sistendatbg pristupa, nasla primenu u razvoju
analitckih metoda i to u optimizaciji i ispitivanju robussti metode. Klagan pristup
optimizaciji metode podrazumevao je optimizovamdne po jedne promenljive (eng.
one-variable-at-a-time, OVATdok se ostale promenljive odrZzavaju na konstantn
nivou. Nedostaci ovog pristupa su Sto se ne uzimbzir uticaj médusobnih interakcija
promenljivih na posmatrani sistem, analizira se kuzgpseg mogtih vrednosti

promenljivih i detektovana optimalna vrednost pratjiee ¢esto nije i prava optimalna
vrednost (Slika 2a).

A

=\

Pravi optimum
f e
Detektovani
optimum
| / /
K_/o / /

Varijabla 2

(b)

Varijabla 1
Varijabla 1

Pravi optimum
Detektovani
optimum

-
:

Varijabla 2

OVAT metod

Eksperimentalni dizajn
optimizovanje jedne po jedne varijable

Centralni kompozicioni dizajn

Slika 2. Porelenje dobijene i stvarne optimalne vrednosti profenlkod klastnog
pristupa optimizaciji metode (a) i primenom ekspntalnog dizajna (b) [21].

S druge strane primenom hemometrije, odnosno ekspetalnog dizajna jedna
promenljiva se moze optimizovati u predefinisanqueegu izvdenjem relativno malog
broja eksperimentata u kojima se vrednosti viSengrdjivih menjaju u isto vreme.
Ovim se postize istovremena optimizacija viSe pnolingh koji imaju uticaj na
ponaSanje sistema i otkrivanje njihove prave ogtimarednosti, jer se uzima u obzir

uticaj parametarskih interakcija na posmatranesis{Slika 2b) [21].
1.2.1. Teorijske osnove eksperimentalnog dizajna

Eksperimentalni dizajn predstavlja metodologijuarptanja i izvdenja

eksperimenata u cilju dobijanja maksimalne &ak informacija iz $to manjeg broja
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eksperimenata [22]. Za dobro sprdeaje eksperimentalnog dizajna bitno je poznavati
njegove teorijske osnove.

Sprovaienje eksperimentanlog dizajna zashiva se na opgojji sistema, po
kojoj je sistem ografiena celina koja se sastoji od ulaza (eingut9, izlaza (eng.
outputg i transformacija koje se nig njima deSavaju unutar te ogréeme celine.
Intenzitet ulaza i izlaza naziva se nivo.

Ulazi su veltine koje mogu, ali i ne moraju, imati uticaja natem i mogu biti
ozna&eni kao promenljive ili faktori. Promenljive su MKitativne ili kvantitativne
nezavisno promenljive koje mogu preuzeti jednu @skbn&nog broja pondenih
vrednosti, dok se faktori definiSu kao promenljige utcu na odrdeni rezultat ili
proces, odnosno imaju uticaja na sistem. Izarzveltine na koje moze, ali i ne mora,
da utte sistem. lzlazi na koje sistem ima uticaja namivag odgovori sistema.
Transformacija predstavlja vezu izmenu faktora padbra sistema. Mateméitia
funkcija koja opisuje ponaSanje sistema i poveaijme faktora i nivoe odgovora
sistema naziva se funkcija odgovora ili matetkatinodel [23,24].

Najjednostavniji matematki model koji povezuje faktore (nezavisno
promenljive ozné&ne s&) i odgovore sistema (zavisno promenljive aare sg), je

linearni model ili polinom prvog reda:
y=by +byX +0,%, +boXs +...+b X, +é& 1)
gde je jek ukupan broj promenljiving greSka,by ods&ak, abix;, boXo, bsXs...bxk su
linearniclanovi.

Sledéi, sloZeniji model predstavija se polinomom drugegla i naziva se

interakcioni model. Interakcioni model sadrzi ogEe linearnedélanove i ¢lanove

interakcija.

y= bo + blxl + bzxz ot bk X+ b12X1X2 + b13X1X3 + b23X2X3 ot b(k—l)kx(k—l) X té (2)

gde suyX1Xo, D13XaXa, DogXoXs ... BueryX k-1 clanovi interakcija.
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Treci tip modela je kvadratni model i, za razliku odeirakcionog modela, sadrZi
jos i kvadratneilanove, zbogiega moZe da opiSe i nelinearne veze izmenu faktora

odgovora sistema.

y=hy X +0,%, o B X+ 0% X, DX X + DX X L By Xy X, F

@)

2 2 2
+bllxl +b22x2 +"'+bkkxk te

gde stbyxi%, booxo? ... b kvadratniclanovi [23,25].

Eksperimentalno dobijene vrednosti odgovora siatetnje se ozri@vaju say,
retko kada odgovaraju u potpunosti odgovorima msiatedobijenim raéunski iz
polinoma koji opisuje model, a koji se ozasaju sa [23].

Koeficijenti u polinomina i§;, by...b,, b1z, bia... bgc1y D11, b2o...) Mogu biti
pozitivni ili negativni Sto ukazuje da li su fakterodgovor sistema u direktnoj ili
obrnutoj srazmeri. Ukoliko je koeficijent pozitivasa povéanjem vrednosti ispitivanog
faktora, povéava se i vrednost odgovora sistema i obrnuto w@aglunegativne
vrednosti koeficijenta modela.

Koeficijenti linearnih¢lanova govore o direktnoj vezi izre ispitivanih faktora
i odgovora sistema. Koeficijenti kvadratnifanova su odgovorni za zakrivljenost
povrSine odgovora i pojavu minimuma i maksimumahw&djujuti tome mogu se
odrediti optimalni nivoi ispitivanih faktora. Koefjenti ¢lanova interakcija se odnose
na eventualno prisutne interakcije iztnefaktora. Znaajnost ovih koeficijenata se
moZe proceniti preko povrSine odgovora sistema.likkge ona planarna, moze se
zakljwiti da nema statistki znatajnih interakcija. Ukoliko postoje interakcije izthe
dva faktora, to zna da intenzitet uticaja jednog faktora na odgovistesna zavisi od
intenziteta drugog faktora [23,26].

Koeficijenti modela se iztanavaju uz pomostatistékih programa koji koriste
viSestruku linearnu regresionu analizu (engultiple linear regression, MLR
regresionu analizu glavnih komponenata (gnmcipal komponents regression, PCR
metodu parcijalno najmanjih kvadrata (epautial least squares, P)SPosto faktori,
kao i eksperimentalni opsezi u kojima se oni igpitmogu biti veoma raaliti, da bi

koeficijenti modela mogli bili predstavljeni na wednoj skali i da bi se mogli lakSe
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tumaiti, nivoi faktora su okino kodirani. Naje&i n&tin kodiranja je matematki, pri
¢emu se nizi, visi i srednji nivo kodiraju oznakasig +1 i 0.

Znaajnost faktora se procenjuje na osnovudned njihovih koeficijenata. \i@
koeficijent znai i veci uticaj tog faktora na sistem, a Zagost se statisiki procenjuje
nagee uz pomoé Studentovogt-testa, F-testa ili grafika verovatri@ normalne
raspodele (engmormal probability plots[23].

U slwtaju Studentovog-testa izraunatat-vrednost se upodeje sa tabelarnom
t-vrednogu za odgovaraja broj stepeni slobode i odabranu verova@tnoFaktorecija
je izr&unatat-vrednost véa od tabelarne smatramo Zamim. Zn&ajnost faktora
moze se gradki prikazati upotrebonfParetodijagrama [27].

Osim procene zr@ajnosti faktora neophodno je proceniti i da li st
neslaganje izabranog mateniktig modela i eksperimentalnih podataka (edagk of

fit). To se vrSi primenom analize varijanse (eamalysis of variance, ANOVYA23].

1.2.2. Vrste eksperimentalnog dizajna

Ukoliko bi se tokom ispitivanja jednog sistema op#ovao veliki broj
promenljivih koje teoretski mogu uticati na sisteénbi zahtevalo izvéenje velikog
broja eksperimenata. Zbog toga¢ptma faza svakog istrazivanja &d podrazumeva
screeningfazu, ¢iji je cilj smanjenje broja eksperimenata na tajinato se procenjuje
koje promenljive imaju zr@jan uticaj na ponaSanje sistema i samo se ontljispi
detaljnije u sledam fazama. Kao modeli n&g&e se koriste linearni i interakcioni
model, pa se kascreeningdizajn najvisSe koriste pun faktorski i frakcioniktarski
dizajn [22,25].

Pun i frakcioni faktorski dizajn mogu da obuhvatggpitivanja promenljivih na
dva, tri ili viSe nivoa. S obzirom da je cicreeningdizajna smanjenje broja
eksperimenata, ng&e se promenljive ispituju na dva nivoa (viSi i nikvo), a nivoi
se odrduju na osnovu rezultata preliminarnih ispitivanjBun faktorski dizajn
podrazumeva da se sve promenljive ispituju na swviivoima, a ukupan broj
eksperimenata ako se koriste dva nivoa promenlpéhrguna kao 5 gde jek broj
ispitivanih promenljivih. Ukoliko se ispituju trirpmenljive na dva nivoa ukupan broj
eksperimanata je®28 i eksperimenti se mogu prikazati kao uglovi kedklika 3a).

Kako raste broj promenljivih, naglo raste i brogp&rimenata koje je potrebno izvrSiti,
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pa se vrSi frakcionisanje faktorskog dizajna, odhoosrsi se izbacivanje odtenih
eksperimenata iz samog dizajna. Frakcionisanje amiva na pretpostavci da su
interakcije izméu tri i viSe promenljivih zanemarljive u parenju sa glavnim efektom
promenljive i interakcijom izm#u dve promenljive [21]. Broj eksperimenata u takvom
frakcionom faktorskom dizajnu j&2 + C, gde jek broj ispitivanih promenljivihC je
broj replikacija u centralnoj &&i i p je ceo broj koji pokazuje kako je frakcionisan
faktorski dizajn [28]. Na slici 3b je predstavljpnostorni raspored eksperimenafa’2
frakcionog faktorskog dizajna, pdemu se udava da eksperimenti imaju formu
geometrijske figure tetrahedrona. To je nawemoguéa zapremina koju mogu
ograntavati cetiri tacke u trodimenzionalnom prostoru. Dakle, kod frakcig
faktorskog dizajna  eksperimenti  pokrivaju nawe mog¥u zapreminu

eksperimentalnog domena, iako se izvodi ogemibroj eksperimenata [25].

(b)

Slika 3. Plan eksperimenata pri ispitivanju tri promerdjiva dva nivoa u staju
punog faktorskog dizajna (a),>?2 frakcionog faktorskog dizajna (b) i centralnog

kompozicionog dizajna [25]

Detaljnija analiza sistema postiZze se upotrebormipacione vrste dizajna kod
kojih se izabrani faktori ispituju na viSe nivoaajmanje tri). Cilj ove faze je da se
optimizuju promenljive koje imaju z&ajan uticaj na ponaSanje sistema i u tu svrhu se
nage&e koriste pun faktorski, centralni kompozicioni Box—Behnkewv dizajn
[23,29].

Centralni kompozicioni dizajn nastaje kada se na faktorski dizajn doda
zvezdasti dizajn (slika 3c). Ukupan broj eksperiatarsa promenljivih je 2 + 2 + C.

Prvi deo jedn&ine se odnosi na pun faktorski dizajn, drugi deaewazdasti dizajn, a
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tre¢i je broj ponavljanja u centralnojda. Ponavljanje ispitivanja u centralnojcka
omoguiava odrdivanje eksperimentalne greSke. DuZina grana u astach dizajnu
(o) igra glavnu ulogu u izgledu centralnog kompozicig dizajna. Ukoliko jen#l,
svaka promenljiva&e se ispitivati na pet nivoad;--1, 0, +1, &) [26,29,30]. Vrednost
o zavisi od broja promenljivih i moZe se izmati kaoa =2¥* , gde jeN broj
promenljivih [31].

Ova vrsta dizajna za odtwanje optimuma izabranih faktora koristi kvadratni
model, kao i metodologiju povrSine odgovora (emgsponse surface methodology,
RSM koja predstavlja geometrijsku prezentaciju odgavosistema u okviru
eksperimentalnog regiona u funkciji jednog ili visé&tora. Dobijeni odgovor moze biti
prikazan kao linija u dvodimenzionalnom prostospiiuje se jedan faktor), povrSina u
trodimenzionalnom prostoru (dva faktora se ispitujui hiperpovrSina u
viSedimenzionalnom prostoru (ispituje setiveroj faktora) [22,23]. Na ovaj @ je
jednostavno utvrditi optimalnu vrednost za aidme faktor, jer ona predstavlja

minimum ili maksimum na dobijenoj povrSini odgovora

1.2.3. Metodologija multikriterijumskog odlu ¢ivanja

| dok je relativnho jednostavno utvrditi optimalnuednost za jedan faktor
kori&¢enjem metodologije povrSine odgovora, problem pjastkoliko je potrebno
optimizovati viSe faktora istovremeno, odnosno zadjdi viSe ciljeva u isto vreme. U
hromatografiji je najeXe potrebno posti dobro razdvajanje svih ispitivanih
komponenti uz najkie mogue trajanje hromatografske analize. Ukoliko se oplima
vrednosti ispitivanih faktora nalaze u r&#im delovima eksperimentalnog regiona i ne
preklapaju se, veliki je problem pranauslove koji simultano zadovoljavaju viSe
hromatografskih ciljeva, odnosno odgovora sistethavakvim sl¢ajevima se koristi
metodologija multikriterijumskog odtivanja (eng. multicriteria methodologyili
multiple response methodolggga bi se napravio odgovarajukompromis izméu
zadatih hromatografskih ciljeva [27].

Deringerova funkcija pozeljnih odgovora (em@erringer desirability functioh
je najznéajnija i nage&e kori&ena metodologija multikriterijumskog odivanja kada
je u pitanju optimizacija analikih metoda [30,32—-37], jer je primenljiva na linear

nelinearne matem&ke modele i ne zahteva odabir prioritetnog odgowistema. Ova
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metodologija se bazira na konstruisanju funkcijezglmih odgovora za svaki
pojedingan odgovor sistemalj u koju se unose zahtevi, odnosno ciljevi kojeksva
odgovor sistema treba da zadovolji, kao i relatemaaj tog odgovora. Skala za svaku
pojedin&nu funkciju poZeljnih odgovora se keeodd = 0 za potpuno nepoZeljan nivo
odgovora dad = 1 za savrSeno pozeljan odgovor.

Ukoliko je cilj dobijanje maksimalnog odgovora sista, pojedinéna funkcija
pozeljnog odgovora sedana prema jedrini:

. wh
d {ﬂ} Min. <Y, < Max 4)
Max, —Min,

gde jeY, odgovor sistema predién od strane odabranog materiaig modela,Max
i Min, su najviSa i najniza dobijena vrednost za ispitivadgovor sistema, avt, je
relativni zn&aj koji je dodeljen odgovoru.

Cilj moZe da bude i dobijanje minimalnog odgovaosiesna, gde se pojeditrza

funkcija pozeljnog odgovora ¢ana prema jedréani:

g {M} | ©
Max —Min,

Ukoliko je cilj dobijanje t&no odreiene vrednosti za odgovor sistema,

pojedin&na funkcija poZeljnog odgovoradana prema jedrini:

d =0, za Y, <Min, ili Y, > Max
. W
d, = Y oMin_ ) Min, <Y, <T™
T™ —Min,
oy (6)
d = Lm‘ax , za T™ <Y, < Max
Max =T
d, =1 za T <Y, <T™

gde suT™; i T™ izabrana donja i gornja granica za traZeni odgsigiema.

Ukoliko je cilj da se odgovor sistemadeau odrédenom opsegu, pojeditiaa
funkcija pozeljnog odgovora¢ana prema jed@mama:
d, =0,for Y, =Min, (7)

d, =1, for Min, <Y, < Max (8)
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Uz pomd pojedin&ni funkcija poZeljnih odgovora ¢ana se ukupna funkcija

poZeljnih odgovorald) preko formule:

D= (dlth xdy®e x..xd" )UZW[‘ 9)

gde jei broj posmatranih odgovora sistema. Ukupna funkpiggeljnin odgovora
predstavlja tezinsku geometrijsku sredinu pojeghita funkcija pozeljnih odgovora
[34,37,38]. Kao i pojedinane, tako i ukupna funkcija pozeljnih odgovora mdaeima
vrednosti odD = 0 kada svi odgovori sistema imaju nepozeljnuroest doD = 1 za
kada svi odgovori sistema imaju poZeljnu vrednssi. jeD vrednost bliza jedinici to je
sistem blizi globalnom optimumu, odnosno svi odgowsstema su blizi ciljanoj
vrednosti. Ukupna funkcija pozeljnih odgovora se zmoprikazati u vidu

trodimenzionalnog prostora radi lakSegawanja globalnog optimuma [36,39].

1.3. STUDIJE FORSIRANE DEGRADACIJE

Studije forsirane degradacije ili stres studijevadan deo procesa razvoja leka.
Ove studije se sprovode u cilju razvoja i validaciietoda za péanje stabilnosti leka
(eng. stability-indicating method otkrivanja mogtih mehanizama, odnosno puteva
degradacije leka i definisanja njegove sustinskabiktosti, kao i identifikacije
potencijalnih degradacionih proizvoda. Podaci dmiiijiz ove studije predstavljaju
korisne informacije prilikom definisanja uslo¢avanja leka, primarnog i sekundarnog
pakovanja leka, r@na proizvodnje i kompatibilnosti sa odenim ekscipijensima
[40,41].

1.3.1. Eksperimentalni uslovi za sprovaenje forsirane degradacije

Studije forsirane degradacije se sprovode na faeotakim aktivnim
supstancama i farmaceutskim doziranim oblicimanstom obliku, kao i u rastvorima
ili suspenzijama. lako regulativa, a pre svega ISHerinice [42] zahtevaju studije
forsirane degradacije u odienim fazama razvoja leka, ne postoje jasna upuizva
njihovo izvaienje.

Eksperimentalni uslovi za sprodenje studije forsirane degradacije moraju da
obuhvate ispitivanje osetljivosti leka na hidrolizoksidaciju, termalnu degradaciju,

vlagu i svetlost. U literaturi se mogu prénarotokoli iz prakse koji prepotwju n&in
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sprovaienja forsirane degradacije farmaceutske aktivnestanpe i farmaceutskog

doziranog oblika, kao Sto je prikazano u tabed2]|

Tabela 2. Protokol za sprowtenje forsirane degradacije farmaceutske aktivhe

supstance i farmaceutskog doziranog oblika [41]

Uslovi Farmaceutska aktivna supstanca Farmaceutskdozirani oblik

¢vrsta faza rastvor/suspenzija ¢vrst dozirani oblik téan dozirani oblik

kisela/neutralna

- + - 0

/bazna hidroliza
oksidacija 0] + + +
fotostabilnost + 0 + +

termalna
+ - + +
degradacija

termalna+tviaga + - + -

- nije potrebno raditi+ potrebno je raditip opciono

Propisano je da se studija izvodi na jednoj s@rfizvoda i eksperimentalni
uslovi treba da budu mnogo ekstremniji nego u ubisstudijama stabilnosti, alidae
uslove za sprouienje studije treba da definiSe proida®d na osnovu fiziko-hemijskih
karakteristika leka [40-42].

Ispitivanje osetljivosti na hidrolizu vrSi se nasteorima ili, ukoliko je supstanca
nerastvorna, na suspenzijama farmaceutski aktivapstance u odgovarajem
rastvaréu. Ispitivanja treba da obuhvate Siroki opseg peldwosti da bi se proverila
mogunost hidrolize u kiseloj, neutralnoj i baznoj srEdiZa ispitivanja u kiseloj
sredini naje&e se koriste rastvori HCI ili $50; u koncentraciji 0,1-1 molt, dok se
za baznu sredinu mogu koristiti NaOH, KOH ili LiQHistoj koncentraciji. Uzorci se
mogu grejati izvesno vreme na odie@oj temperaturi, jer poviSena temperatura ubrzava
reakcije hidrolize. Prilikom ovih eksperimenatabimevoditi r&una o izboru rastvata,
jer pojedini rastvarg, kao Sto je metanol mogu da interferiraju i sjupa reakcije sa
nastalim proizvodima degradacije, posebno u kisakgini [41].

Osetljivost na oksidaciju se moze ispitati u atreaskiseonika ili u prisustvu

peroksida. Prisustvo slobodnih radikala, metaloitaji poviSena temperatura ubrzavaju
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oksidaciju. Ukoliko se koristi vodonik peroksid zedegradaciju, prepotena
koncentracija je 0,3-3% [41].

Ispitivanja termalne degradacije i uticaja vlag8evse primenom temperature
iznad 50 °C i relativne vlaznosti iznad 75% [41,42]

Studije fotostabilnosti je neophodno izvoditi uaskl sa ICH Q1B smernicom
[43] prema kojoj je za formalne studije stabilnogtiorak potrebno izlagati svetlosti
ukupnog zréenja ne manjeg od 1,2 miliona lukssova i integrisanoj bliskoj
ultraljubicastoj energiji ne manjoj od 200 WHanZa forsiranu degradaciju zenje
treba da bude barem dva putdéeved zrégenja predlozenog ICH smernicom [41].

Cilj svakog eksperimenta je da se postigne odggwéranivo degradacije
farmaceutske aktivne supstance (5-20%) za relatigratak vremenski period,
izlaganjem uzorka ekstremnijim uslovima. Smatradse ovaj procenat degradacije
predstavlja reprezentativne sliku koja odgovarg degradaciji koja bi se dogodila i pri
realnim uslovimatuvanja. Degradacija manja od 5% otezava identifikgarimarnih
necistoca, jer su one prisutne u maloj ktii, dok veliki procenat degradacije péava
moguenost stvaranja sekundarnih i tercijalnih degradabigroizvoda, Sto nepotrebno
komplikuje interpretaciju rezultata [41,44]. Vrens&h period izlaganjastressagensu
zavisice od osetljivosti supstance. Izlaganje treba di tlak se ne postigne Zeljena
degradacija, a maksimum izlaganja se moZ& ndliteraturi [41,44] i prikazan je u
Tabeli 3. Ukoliko se supstanca ne razgradi nakayqerioda smatra se da je stabilna

prema navedenostressagensu.

Tabela 3. Uslovi i vreme izlaganja uzorka stres uslovima tudgama forsirane

degradacije
Uslovi Vreme izlaganja
0,2-1 M HCl do 70 °C 114 dana
0,7-1 M NaOH do 70 °C 414 dana
Vodeni rastvor do 70 °C —14 dana
0,3-3% H,O, do 30 °C 37 dana
Temperatura do 70 °C —2 nedelje
Temperatura do 70 °C i 75% RH —3 nedelje
Svetlost 23 puta viSe od ICH uslova
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Prepordljivo je istraZzivanja sprovoditi pri koncentracifjarmaceutske aktivhe
supstance od 0,1-1 mg MLjer se pri ovoj koncentraciji mogu detektovatidjmanje
kolicine nastalih proizvoda degradacije. Zajedno st@ss uzorkom treba izvrSiti
ispitivanje jos tri uzorka i to slepe probe, slgpebe koja se podvrgava stress uslovima
i standardnog rastvora za péeeje. Pri tome, slepa proba sadrZzi samo odgowvaraju
rastvard, slepa proba koja se podvrgasteessuslovima sadrzi rastvara stressagens,

i standardni rastvor za paenje sadrzi farmaceutski aktivhu supstancu u reatudez

izlaganjastressagensu. Za farmaceutski dozirani oblik slepa prsédrzi i placebo,
¢ime se omogéava identifikacija proizvoda degradacije koji gatiod placeba i uvid u
kompatibilnost ekscipijenasa [41,45].

Prilikom ispitivanjastressuzoraka treba voditi tana o ravnotezi mase (eng.
mass balandeo ¢emu govori ICH smernica koja kaZze da je potretmmacunati zbir
sadrzaja farmaceutske aktivne supstance i nastaldizvoda degradacije da bi se
videlo koliko je ta vrednost blizu 100% od’ptne vrednosti sadrzaja aktivhe supstance
u uzorku pre izlaganja stress uslovima, da bi ssenila greSka metodd2], odnosno
da bi se dokazalo da je metoda u stanju da detekig nastale degradacione proizvode
(npr. da nije doSlo do koeluiranja supstanEipteSkée u postizanju ravnoteze mase
mogu nastati usled ragiiih ekstinkcionih  koeficijenata nastalih degraidadh
proizvoda, nastanka isparljivih degradacionih proda ili proizvoda bez UV

hromofore, ne eluiranja supstance sa kolone, skgieorljivosti u rastvakai itd [45].

1.3.2. Metode za préenje stabilnosti

Metoda za préenje stabilnosti farmaceutskog proizvoda (ersgability-
indicating methollje validirana, kvantitativna analitka metoda koja moze detektovati
promene u hemijskim, fékim i mikrobioloskim karakteristikama farmaceutsheivne
supstance ili farmaceutskog doziranog oblika, kopgu nastati tokom vremena, i koja
je specifina te moZe tano odrediti sadrZzaj aktivhe supstance, degradatigmbizvoda
i drugih komponenata od intere$46].

Razvoju metode za pranje stabilnosti leka prethodi analiza hemijskakdtire
ispitivane supstance i predainje mogdih puteva degradacije. Na osnovu ovih

informacija postavljaju se uslovi pri kojint® se izvoditi studije forsirane degradacije,
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koje ¢e posluZziti da se dokaZe selektivhost metode zé&epja stabilnostiStressuzorci
se zatim analiziraju metodom za ¢eaje stabilnosti. U ove svrhe se degfe koriste
HPLC metode sa PDA ili MS detektorom, koji oméguaju praenje Cistoce svakog
eluiranog pika. Hromatografski uslovi se korigupu loi se uklonilo koeluiranje pikova i
dobili hromatografsk€isti pikovi. Ovom prilikom treba voditi kuna da metoda treba
da omogdi razdvajanje i kvantifikovanje samo degradaciomitoizvoda koji su
zn&ajni, odnosno kljani (eng.key degradanjsjer su to degradacioni proizvodi kég
verovatno nastati i pri realnim uslovimauvanja [41,45]. Kriterijumi za procenu
zn&ajnosti degradacionih proizvoda u ré#lm fazama razvoja leka dati su u Tabeli 4.
Samo degradacioni proizvodi koji zadovolje oba wuslalata u Tabeli 4 smatraju se

klju¢nim degradacionim proizvodima [41].

Tabela 4. Kriterijumi za odabir kljgnih degradacionih proizvoda u rafim fazama

razvoja leka [41]

Faza Predklirika ispitivanja-Faza 2 Faza 2 - Registracija

API DP API DP

5 - -
% degradacionog proizvoda u odnosu n§10% >10% >10% >10%

ukupnu degradaciju

% degradacionog proizvoda u odnosu na

. I S >25% >10% >10% >10%
najzastupljeniji degradacioni proizvod

API — farmaceutska aktivna supstanca, DP — farmakediozirani oblik

U sledéoj fazi je potrebno identifikovati zdajne degradacione proizvode.
NajceXe metode za identifikaciju proizvoda degradacijeL&+MS, LC-MS/MS ili
LC-NMR. Ovde treba imati na umu da regulativa zehtaentifikaciju samo onih
degradacionih proizvoda za koje je dokazano daajpast toku dugorénih i ubrzanih
studija stabilnosti u katini vecoj od identifikacionog praga [42].

Nakon Sto se izvrSi odabir kijnih degradacionih proizvoda za koje je potrebno
prikazati da je metoda za pemje stabilnosti odgovardja za njihovo razdvajanje od
aktivne supstance i kvantifikaciju, pristupa seiroptaciji i validaciji metode. Metoda
se u novije vreme optimizuje primenom eksperimewigl dizajna, koji omodiava
sistematian pristup optimizaciji. Nakon optimizacije metoda validira da bi se

pokazalo da odgovara planiranoj namentcenga stabilnosti. Tom prilikom odteju se
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selektivnost, linearnost, opseggcnast, preciznost, limiti detekcije, kvantifikacije
robusnost u skladu sa ICH smernicama [4].

Kod validirane HPLC metode za ispitivanje degradaiti proizvoda integralni
deo metode je provera pogodnosti sistema koja pg&ata li hromatografski sistem u
datom trenutku u potpunosti odgovara planiranoj e@mParametri koji se ispituju su
nage&e rezolucija, relativno retenciono vreme, faktoapkciteta i simetrije, odnos
signal/Sum, broj teoretskih platoa i relativna sdtna devijacija ponovljenih
injektovanja. Ovi faktori moraju da zadovolje krifame definisane pri razvoju i

validaciji metode [8].

1.4. ANALITIKA ZOLPIDEM-TARTARATA

Zolpidemtartarat je nebenzodiazepinski sedativ i hipnoki&ji se koristi za
kratkotrajno I€enje nesanice. Mehanizam dejstva ostvaruje veawanjna
benzodiazepinsko vezuje mesto na GABAreceptoru u CNS-u [47,48].

1.4.1. Struktura i osobine zolpidem-tartarata

Zolpidemtartarat (latzolpidemi tartra¥ hemijski predstavlja bis[N,N-dimetil-2-
[6-metil-2-(4-metilfenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-jacetamid] (2R,3R)-2,3-
dihidroksibutandioat, dok mu je molekulska form@aHsNsOg [8]. Molekulska masa
zolpidemtartarata je 765, a zolpidem baze 307 [10]. Heraijskruktura zolpidem

tartarata je prikazana na slici 4.

Z /N
CH
3
N N /
HL OH
¢ COOH
O— HOOC a
/
HeE
L 12

Slika 4. Strukturna formula zolpidem-tartarata [8].
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Zolpidem-tartarat je beo ili skoro beo higroskop#ristalni praSak. TeSkge
rastvoran u vodi (23 mg mina temperaturi od 20 °C), umereno rastvaranetanolu,
gotovo nerastvoran u metilen hloridu. ¢ka topljenja zolpidem-tartarata je 193 °C—
197 °C, a pH zaéenog rastvora na 20 °C je 4,4-4,6. Konstanta dao@ (pKa)
zolpidem-tartarata j&,42, a zolpidema 6,2. Particioni koeficijent (UBpza zolpidem-
tartarat je 2,4, a za zolpidem 3,85 (oktanol/vod&)10,49]. Zolpidem-tartarat ne
pokazuje polimorfne osobine. Sto se stereohemijskiiobina te, zolpidem ne
poseduje asimetmi centar i javlja se u jednoj, opki neaktivnoj formi. Ne pokazuje ni

cis-trans izomeriju, a po strukturi zolpidem-taatgpredstavlja so L-(+)-vinske kiseline.

1.4.2. Neistoée zolpidem-tartarata

Necistoce koje se mogu javiti u sirovini zolpidem-tartaraegu se podeliti u
cetiri grupe: sintetske westote, degradacioni proizvodi, rezidualni rastwara
neorganske rigstoce.

U sintetske n&stoce spadaju polazne sirovine i intermedijeri iz pgasinteze,
necistoce koje nastaju kao produkti hidrolize i paralelrsélakcija tokom procesa sinteze
i necistoce koje nastaju usled prisustva izomerije kod pataairovina [3,50,51], Sto
dovodi do stvaranja izomernih distota zolpidem-tartarata. Jedna od izomernih
necistoca  je i N,N-dimetil-2-[7-metil-2-(4-metilfenil)imidzo[1,2-a]piridin-3-
illacetamid, odnosno izozolpidem ili &istoca A, koja je definisana kao specificirana
necistoca zolpidem-tartarata u Evropskoj farmakopeji [8kugturno se ova rigstoca
razlikuje od zolpidem-tartarata samo po tome St@ imetil grupu u polozaju 7

heterocikla, a ne u poloZaju 6 (slika 5). PoStona sintetska réstoca ne ispituje se u

H
§ “ /N
CH
\N/ 3

O0—

gotovom proizvodu.

HE

Slika 5. Strukturna formula ngstoce A
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Degradacija zolpidem-tartarata se moZe deSavatdvaa n&ina: hidrolizom
tercijarne amidne grupe i fotooksidacijom. Hidroliz tercijarne amidne grupe nastaje
2-[6-metil-2-(4-metilfenil)imidazo[1, 2] piridin-3-il]sir ¢etna kiselina, odnosno zolpacid
(slika 6a). Ova n#stoca je i sintetska rgstoca, jer predstavlja intermedijer iz procesa
sinteze.

Neutralni rastvori zolpidem-tartarata stajanjemswvatlosti dobijaju Zutu boju
usled fotooksidacije [52], ptiemu nastaju oksozolpidem (N,N-dimetil-2-[6-meti(4-
metilfenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-il]-2-oksoacetad), zolpiridin (5-metil-2-(4-
metilbenzamid)piridin) i zolpaldehid (6-metil-2-@etilfenil)imidazo[1,2-a]piridin-3-
karboksaldehid). Hemijske strukture degradaciondizpoda prikazane su na slici 6.

7 =N =z

/ CH3

e N He X

@) o= (b)
OH
i

H-L NN © HL N

©) (d)

Slika 6. Hemijske strukture degradacionih proizvoda zolpide zolpacida (a),
oksozolpidema (b), zolpiridina (c) i zolpaldehid. (

1.4.3. Pregled literaturnih podataka

Zolpidem je cesto predmet zloupotreba, zbog svogirglg delovanja sa
benzodiazepinima. Izaziva visok nivo tolerancigavisnosti. S obzirom da séastalo
koristi u kriminalnim radnjama kao Sto su silovarpgacke ili kockarske prevaré€gsto
se ispituje prisustvo zolpidema u bioloSkom maaduij Najzastupljenije su

hromatografske metode sa raitlm detektorima u kojima se uporedo vrSi razdvggan
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zolpidema od drugih komponenti prisutnih u uzorkap i njegova identifikacija i
kvantifikacija.

Razvijena je i validirana RP-HPLC metoda sa fluceesnom detekcijom za
odrefivanje sadrzaja zolpidema u humanoj plazmi nakersto-t&ne ekstrakcije.
Razdvajanje je izvrSeno na Shiseido CapcellPak U8 (@50 x 4,6 mm, im) koloni,
uz izokratsko eluiranje mobilnom fazom u sastavat@utril: 50 mM kalijum-fosfat
(4:6, v/v),ciji je pH podesen na 6,0. Talasna duzina ekscégeipila 254 nm, a emisije
400 nm. Kvantifikacija je dena metodom internog standarda, a interni starnjdaoeb
trazodon. Pri ovim uslovima retenciono vreme zapid je 4,7 minuta [53].

Slicna RP-HPLC metoda sa fluorescentnom detekcijonciigksia na 320 nm,
a emisija na 388 nm) za odieanje sadrZaja zolpidema u humanoj plazmi, aliomak
tecno-teine ekstrakcije, je validirana uz interni standardrk Razdvajanje je izdeno
na YMC-Pack C18 koloni (gm, 150 x 4,6 mm) na temperaturi od 40 °C uz izakat
eluiranje mobilnom fazom acetonitril:20 mM fosfamifer pH 3,0 (27:73, v/v) [54].

JoS jedna RP-HPLC metoda sa fluorescentnom dedekcijekscitacija na
244 nm, a emisija na 388 nm) za ativanje zolpidema u humanoj plazmi je razvijena i
validirana, gde se nakon taloZenja proteina samo&im, izokratsko eluiranje na koloni
Nucleosil C18 (3um, 150 x 4,6 mm) vrSi mobilnom fazom sastava mdta@onM
kalijum fosfat:trietilamin (30:69:1, v/v/vkiji je pH vodene faze podeSen na 6,8 orto-
fosfornom kiselinom. Pri ovim uslovima zolpidem igduna 4,7 min. pri protoku od
0,7 mL min* [55].

Ispitivanje zolpidema nakon deo-tene ekstrakcije iz plijuxgke izvrSeno je
LC-MS/MS metodom na Novapak C18 koloniy@, 150 mm x 2,1 mm). Kao interni
standard je kor&&n diazepam-d5, separacija je izvrSena tokom ulkyaganja analize
od 6 min pod izokratskim uslovima mobilnom fazonetaaitril : 2 mM amonijum
formijat pH 3,6 (90:10 v/v). Detekcija je izvrSepeeko protonovanih molekulskih jona
m/z 308 i 290 za zolpidem odnosno interni standard,iKemgmenatan/z 235 i 263 za
zolpidem im/z 154 i 198 za interni standard [56].

Jednostavna i robusna EMS/MS metoda za oddesanje zolpidema u humanoj
plazmi je razvijena na koloni Beta basic C8u(B, 4,6 x 50 mm). Nakotvrsto-te&ne
ekstrakcije na Oasis HLB kertridzima, zolpidem jeiran pom@u mobilne faze
acetonitril-10 mM amonijum-acetat pH 4,6 (80:20y)wpri protoku 0,7 mL mitt. Za
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kvantifikaciju je kori€en interni standard escitalopram, a nakon elektepgpnizacije
praceni su jonim/z308,1 im/z235,1 za zolpidem, e/z325,1 im/z262,1 za interni
standard [57].

Zolpidem i zaleplon su analizirani u krvi u foretk® svrhe LEMS metodom
nakon hemijske jonizacije pod atmosferskim pritiskdNakon téno-tene ekstrakcije u
jednom koraku ispitivane supstance su razdvojea€ijgntnim eluiranjem na koloni
Inertsil ODS, poméu mobilnih faza wijem su sastavu amonijum-formijatni pufer i
acetonitril. Kao interni standard je kar&h metakvalon, a kvantifikacija zolpidema je
radena u SIM tehnikom preko molekulskog jam& 308 [58].

Razvijena je LC-MS/MS metoda za odiranje zolpidema u urinu i kosi
koristeli kolonu Xterra MS C18 i gradijentno eluiranje sabilnom fazom koja sadrzi
acetonitril i formijatni pufer. Detekcija je postigta na trostrukom kvadrupolu uz
elektrosprej jonizaciju, a detektovani su protomovanolekulski jon m/z 308,2 i
fragmentim/z235,3 i 263,2 [59].

Karakterizacija smeSe zolpidema, zopiklona i flaaepama i njihovih
metabolita vr$ena je u plju¥ei, nakon deproteinizacije, snimanjem M&oridena su
dva tipa masenih analizatora: jonski trap i ToF. M8 spektru zolpidema moZe se
videti jedan glavni jon, protonovani molekulski joriz 308. MS spektar pokazuje dva
glavna jonam/z 263,1 i 235,2, M& spektar pokazuje jonevz 248,2 i 235,3, a MS
spektar pokazuje jedan janw/z 220,6. Razdvajanje i odivanje sadrZzaja navedenih
lekova je izvrSeno LEMS metodom na C18 koloni (150 x 4,6 mm) uz gradijen
eluiranje mobilnom fazom u sastavu metanol/vodavija&iselina u trajanju od 20 min
[60].

LC-MS/MS metoda za istovremenu analizu smeSe 33 bearsmna i
hipnotika, kao i njihovih metabolita nakortt®-teine ekstrakcije iz krvi je razvijena i
validirana. Kao interni standard je ka®h metil-bromazepam, maseni analizator je bio
jonski trap, a jonski izvor APCI. Metoda je optimmiana na koloni Xterra MS C-18
(150mm x 2,1 mm, 3,bm) uz gradijentno eluiranje mobilnom fazom kojassstojala
od metanola i 0.006 M mravlje kiseline pH&ji je odnos varirao od 30—-60% (v/v)
metanola. Kod zolpidema su pemi protonovani molekulski jomyz 308 i fragmenti
m/z 263 i 235 [61].
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Skrining viSe od 70 lekova koji deluju na CNS wbloj plazmi upotrebom L€
MS metode sa jonskim trapom izvrSen je nakon ta@Zeproteina plazme
acetonitrilom. Razdvajanje je izvrSeno na Inte@DS-3 (50 mm x 2,0 mm, @mn) uz
gradijentno eluiranje mobilnom fazom A u sastavu &%tonitrila u 10 mM amonijum
acetatu pH 5,0 i mobilnom fazom B u sastavu 90%oaiteila u 10 mM amonijum
acetatu pH 5,0. Retenciono vreme zolpidema je 1) mna masenom detektoru prate
se njegov protonovani molekulski jowz308 i fragmenim/z263 [62].

LC-MS/MS metoda za skrining 238 lekova u krvi poskntete&ne ekstrakcije
je razvijena. Razdvajanje je izvrSeno na koloni & Gg (100 mm x 2,1 mm, 4m)
uz gradijentno eluiranje mobilnom fazom koja setgat od acetonitrila i amonijum
acetatnog pufera (10 mM, 0,1% mravlja kiselina,38). Ukupno trajanje analize je 18
min uz protok mobilne faze od 0,2 mL rtirRetenciono vreme zolpidema je 4,7 min, a
na trostrukom kvadrupolu se prati njegov protonovarolekulski jon m/z 308 i
fragmentm/z235 [63].

Skrining 16 benzodiazepina i hipnotika u ljudskajsk vrSen je LC-MS/MS
metodom posle tmo-teéne ekstrakcije. Mobilna faza se sastoji od acetitait 0,1%
mravlje kiseline. Gradijentnim eluiranjem na koloXTerra MS C18 (3,m,
100 mm x 2,1 mm) pri protoku 0,2 mL rfirkomponente se razdvajaju, a retenciono
vreme zolpidema je 8,4 min. Na masenom detektorprage njegov protonovani
molekulski jonm/z308 i dva fragmenten/z235 i 263 [64].

Validirana je analitika LC-MS/MS metoda za odtiwanje 27 benzodiazepina,
njihovih metabolita i zolpidema iz ljudske dlakelake pacova. Razdvajanje je vrSeno
gradijentnim eluiranjem na koloni Zorbax Eclipse B{Z18 (4,6 mmx150 mm, pm)
na tempreraturi od 40 °C. Mobilna faza se sastag@a2 mM amonijum formijata i
0,2% mravlje kiseline u vodi (A) i 2 mM amonijumrfoijata i 0,2% mravlje kiseline u
acetonitrilu (B). Nakon elektrosprej jonizacije telecija je vrSena u jonskom trapu, a za
zolpidem su pré&ni jonim/z308, 235 i 236 [65].

Brza, kvantitativna metoda za skrining 43 benzoehéza, njihovih metabolita,
zolpidema i zopiklona u humanoj plazmi upotrebomLOPMS sistema je razvijena i
validirana uz gradijentno eluiranje na koloni Adgui UPLC BEH C18
(100 mm x 2,1 mm, 1,dm). Pre&iScavanje uzorka je vrSenocvrsto-t&nom

ekstrakcijom. Mobilna faza A se sastojala od 0,08%avlje kiseline u vodi, a mobilna
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faza B od 0,05% mravlje kiseline u acetonitrilutéeiono vreme za zolpidem je bilo
1,56 min, a préen je njegov protonovani molekulski jon/z308. U opsegu od 0;5
250 ng mL* pros&an prinos zolpidema je 90,8% [66].

Zolpidem i njegova dva metabolita su atlv@ni, tokom farmakokinetke
studije, u serumu pacova izokratskom RP-HPLC metoda OD-5-100 C18 koloni
(100 mm x 2,1 mm, Bm). Nakon teéno-te&ne ekstrakcije supstance su eluirane
mobilnom fazom u sastavu metanol:acetonitril:(26 mdlrijum-acetat pH 2,0 kome je
dodat 0,26 mMetrabutilamonijum fosfat) (13:10:77, v/v/v) [67].

Za skrining velikog broja lekova u ljudskoj kosi forenztke svrhe su
primenjene dve metode RP-HPLC metoda na PDA detekt&C-MS metoda. Prah
ljudske kose je inkubiran 12 sati na 56 °C u dagihoj vodi (za kisele supstance) ili
0,1 M hlorovodoninoj kiselini (za neutralne i bazne supstance). Nakgsto-t&€ne
ekstrakcije na & kertridzZima supstance su analizirane. RP-HPLC nzetel
podrazumevala gradijentno eluiranje tokom 28 min Bgmmetri G koloni
(250 x 4,6 mm, m) na temperaturi 30 °C, mobilnom fazom koja setofaa od
acetonitrila i fosfatnog pufera pH 3,8. &@S metoda je koristila CP SIL 8 CB kolonu
(25 m x 0,25 mm, 0,26m debljina filma) uz protok od 1,3 mL mtrhelijuma kao gasa
nos@&a. Temperatura detektora je bila 300 °C, a ukupagarje analize 24 min.
Zolpidem je u ovom primeru ispitivan G®IS metodom [68].

GC-MS metoda sa elektronskom jonizacijom za diok@nje 14 benzodiazepina,
njihovih metabolita, kao i zoleplona i zolpidemakizi nakon njihove derivatizacije je
razvijena i validirana na kapilarnoj koloni DB-35sm(30 m x 0,32 mm, 0,25
debljina filma). Inicijalna temperatura kolone jéab120 °C tokom 1 min, a posle je
rasla 15°C min do 330°C. Helium je kor&n kao gas nosapri protoku od
1,5 mL mir*. Retenciono vreme zolpidema je bilo 15,12 min, raégn je njegov
molekulski jonm/z307 i fragmentm/z235 i 236 [69].

Za odrelivanje zolpidema u bioloSkim ¢aostima razvijena je GC-MS metoda
na kapilarnoj koloni HP-5 MS (30 m x 0,25 mm, Or@B debljina filma), sa
helijumom kao gasom noen pri protoku od 1 mL mih Kao interni standard je
kori&¢en klozapin, a na detektoru su za zolpiden¢gmajonim/z 307, 219 i 235 [70].

Validirana je metoda za semikvantitativnu i kvaatfithu analizu 51 leka, nda

kojima je i zolpidem, u krvi nakon d¢ao-teine ekstrakcije uz pondidGC—-MS metode.
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KoriS¢ena je kapilarna kolona DB-35 ms (30 m x 0,32 m@50(m debljina filma) i
elektronska jonizacija. Supstance su kvantifikov&tel tehnikom, a za zolpidem su
praceni jonim/z307, 2351 236 [71].

Zolpidem i zopiklon u humanoj plazmi su odireani gasnom hromatografijom
posle téno-tene ekstrakcije. Razdvajanje je izvrSeno na kapojatkoloni OV-1
(25 m x 0,32 mm, 0,2m debljina filma). Temperatura injektora i detektge bila
270 °C, a kolone 235 °C. Gas nosa bio helijum. Retenciono vreme zolpidema je bilo
10,02 min [72].

Odredivanje zolpidema iz krvi i zeludaog sadrzaja je vriSen GC metodom uz
meperidin kao interni standard. Kai&ha je staklena kolona punjena sa 3% OV-17 na
Chromasorb WHP nog&a [73].

Za ispitivanje zolpidema i njegovéetiri metabolita u urinu razvijena je i
validirana metoda kapilarne elektroforeze sa lasdukujwim fluoresentnim
detektorom. Razdvajanje je izvrSeno na kapilarim@ma 50um i duZine 67 cm uz
poma: 50 mM fosfatnog pufera pH 5,6 [74].

Brza metoda za istovremeno odikanje 49 lekova i Sest metabolita, ukiguci
i zolpidem, u otpadnoj vodi primenom ulta-efikagagne hromatografije kombinovane
sa tandem masenom spektroskopijom (URUS/MS) je razvijena i validirana. Ovom
metodom se svih 55 supstanci razdvaja za manjeroth@ta (6,3 min prate pozitivne i
2,7 min negativne jone) na koloni Acquity BEH CI®Q mm x 2,2 mm, 1,4m), uz
gradijentno eluiranje. Zolpidem je detektovan intigkovan preko molekulskog jona
m/z 308 i fragmenatavz 235 i 236 [75].

Osim u bioloSkim ténostima, u literaturi se mogu pramapodaci i o
odreiivanju sadrzaja zoplidem-tartarata icis¢oca u farmaceutskim proizvodima. Za
odrelivanje sadrzaja zolpidem-tartarata u tabletama, risugtvu degradacionih
proizvoda koji nastaju hidrolizom tercijarne amidgeipe (zolpacid i dimetilamin)
primenjene su dve metode: HPTLC i HPLC sa UV-dajekt HPTLC metoda Koristi
mobilnu fazu metanol:voda (20:80 v/v) i nakon ednja pléa se skenira na
denzitometru na 315 nm. Rf vrednost za zolpidenatat je 0,3, a za zoplacid 0,6.
HPLC metoda je validirana na Bondapack C18 kolehb & 250 mm, 1@m), uz
protok mobilne faze od 1,2mLmin Mobilna faza je bila smesa

acetonitril:0.01 M KHPQ, (40:60 v/v) ciji je pH podeSen na 3,5. Detekcija je vrSena na
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245 nm, a kvantifikacija je d@na metodom internog standarda (cisaprid). Pri ovim
uslovima retenciono vreme za zolpidem-tartarat ,jéndin., a za zolpacid 4,1 min.
Rezultati su pokazali da obe metode imaju dobrcipnest i t&nost i da prisustvo
necistoca ne interferira prilikom odevanja zolpidem-tartarata [76].

Za inprocesnu kontrolu sinteze zolpidema razvijgeRP-HPLC metoda za
razdvajanje i odidivanje zolpidema i njegovih osam sintetskih intedijeza, meu
kojima je i zolpacid. Razdvajanje je izvrSeno nadasil C18 (150 x 4,6 mm, (bn)
koloni uz gradientno eluiranje sa mobilnom fazoratanitril:0.02 M amonijum-acetat
(pH 8,0) pri protoku od 1 mL mih Talasna duZina detekcije je bila 241 nm [77].

Zolpidem u tabletama se moze ativati i elektrohemijski, diferencijalnom
pulsnom voltametrijom na elektrodi od staklastodjargka. Oksidativho ponaSanje
zolpidema na elektrodi u puferu pH 8 oméauwa njegovo @no odrelivanje, bez
interferencija sa komponentama ekscipijensa u kuneeijama 5,0 x I0M do
1,0 x 10° M [78].

Odretivanje zolpidem-tartarata u tabletama i bioloSki&inbstima vrSeno je
potenciometrijski pom&u polimernin membranskih elektroda. Tokom validacjg
dokazano da se zolpidem-tartarat moZénda odrediti u prisustvu komponenti
ekscipijensa, ali i njegovih degradacionih proizapga se metoda moze smatrati
stability-indicatingmetodom [79].

Jednostavna spektrofotometrijska metoda za dbdaeje zolpidem-tartarata u
tabletama je razvijena i validirana. Ispitivanjénasti je r@eno metodom standardnog
dodatkaRecoverwrednosti koje su blizu 100% ukazuju na dobtintst metode [80].

Pregledom literature je ustanovljeno da, osim u WB5P[12], nema drugih
podataka o metodi za istovremeno ddranje sadrzaja zolpidem-tartarata i
degradacionih proizvoda zolpacida, oksozolpidemalpatdehida i =zolpiridina u
tabletama. Metoda iz USP 35 kao mobilnu fazu kiofestfatni pufer, koji nije podesan
prilikom rada sa masenim detektorom, jer je neigpartalozi se u jonskom izvoru.
Primena masenog detektora je veoma vazna prilikewodénja studije forsirane
degradacije na zolpidem-tartaratu, radi¢prga nastajanja degradacionih proizvoda,
puteva degradacije i razvojstability-indicating metode, ocemu nema podataka u
literaturi.
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2. CILJ RADA
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Ciljevi ovog istrazivanja su bili:

1. Razvoj i optimizacija RP-HPLC metode sa UV ise@om detekcijom za
odreilivanje zolpidem-tartarata i kimih degradacionih proizvoda: zolpacida,
oksozolpidema, zolpiridina i zolpaldehida uz primesgreeningi optimizacionih vrsta

eksperimentalnog dizajna i metodologije multikijtenskog odlgivanja.

2. Validacija predloZzene RP-HPLC metode i potvnjiene primenljivosti
za odréivanje sadrzaja zolpidem-tartarata i degradacigndizvoda u farmaceutskom

doziranom obliku film-tabletama zolpidem-tartarata.

3. Ispitivanje stabilnosti zolpidem-tartarata prazlicitim ekstremnim
uslovima (pH, temperatura, svetlost, oksidacijakpitivanje mogudnosti nastajanja
novih degradacionih proizvoda, spraemjem studije forsirane degradacije prema
preporukama ICH regulative.

4, Identifikacija novonastalih degradacionih pvaida zolpidem-tartarata
primenom RP-HPLC metode sa UV i masenom detekcijoaefinisanje puteva

degradacije zolpidem-tartarata.
5. Razvoj i optimizacija metode za ispitivanjebgtzosti zolpidem-tartarata
(eng. stability-indicating method odnosno za razdvajanje i odreanje zolpidem-

tartarata i njegovih klignih potencijalnih degradacionih proizvoda.

6. Validacija predloZenstability-indicating metode u cilju potvrde njene

primenljivosti u rutinskoj analizi.
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3. EKSPERIMENTALNI DEO
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3.1. APARATII PRIBOR
Za sprovdenije istraZivanja su kofiéni sledéi aparati i pribor:

3.1.1. Hromatografski sistem sa kvadrupolnim masem detektorom

Tecni hromatograf: Agilent 1100 Series LC—-MSD sistefgilent Technologies
Deutschland GmbHNemaka) kojeg séinjavaju:

» Binarna pumpa: Agilent 1100 Series

» Degaser: Agilent 1100 Series

» Termostatirani autosampler: Agilent 1100 Series

» Termostat za kolonu: Agilent 1100 Series

» UV detektor-PDA: Agilent 1100 Series

* MS detektor: Agilent kvadrupolni maseni analiza@d.946D)

* Integracija: Agilent ChemStation Software Rev.AQI0.

» Kolona: Luna C18(2) 100A, 250 x 4,6 mmu&m (Phenomenex INncSAD)

Po potrebi kvadrupolni maseni analizator moze daildeni iz konfiguracije

aparata i da se ispitivanje vrSi samo uz upotre\dudetektora.

3.1.2. Hromatografski sistem sa jonskim trapom

Tec¢ni hromatograf: Surveyor HPLC systemmhermo Fisher ScientificSAD)
kojeg s&injavaju:

» Kvatenerna pumpa: Thermo

* Autosampler: Thermo

» Termostat za kolonu: Thermo

* UV detektor-PDA: Thermo

» MS detektor: Thermo LCQ Advantage jonski trap

* Integracija: Thermo Xcalibur® software packagesuamn 1.3

» Kolona: Luna C18(2) 100A, 250 x 4,6 mmu&m (Phenomenex INncSAD)

3.1.3. Statistéki programi
» Design-Expert 7.0.05tatEaseSAD
» Statistica 8.0 Software 2008 editiddtatSoft SAD
» Excel 2003 u okviru paketa Microsoft Office 200&icrosoft SAD
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3.1.4. Ostala oprema i pribor

Elektronska analitka vaga: Mettler, tip XP-205 TDR KL (I)Mettler-
ToledoAG, Svajcarska)

pH-metar sa kombinovanom staklenom elektrodom: ofheir tip 780
(Metrohm Svajcarskp

Sistem za pr@scavanje vode: EasyPure RBarnstead SAD)

Ultrazvueno kupatilo: tip USK EI Ni§, Srbijg

Inkubator StabiliTherm EB1-53 Thermo Electron Industries S.A.S
Francuska)

Komora za ispitivanje fotostabilnosti Sanyo PSCBRA.C (Sanyo
Gallenkamp PLCVelika Britanija)

Sistem za filtriranje mobilne faze: Millipore NyloMembrane,0,45um
(Millipore, Irska)

Sistem za filtriranje uzoraka: Millitex Suringe Ben Filter Unit, Nylon
Membrane0,45um (Millipore, SAD)

3.1.5. Rastvar#i i reagensi

Za pripremu mobilne faze u svim fazama istrazivakgai&eni su sled&

rastvardi i reagensi:

Metanol - gradient gradéAerck Nemaka)

Voda - HPLC grade, dobijena dodatnim qi$éavanjem demineralizovane
vode u aparatu EasyPure RF

Amonijum-acetat (p.a.)Merck Nemaka)

Koncentrovani amonijum hidroksid (p.aMi¢rck Nemaka)

Glacijalna siéetna kiselina (p.a.Merck Nemaka)

Za sprovdenje studije forsirane degradacije su kieis sledéi rastvardi i

reagensi:

Acetonitril - gradient gradeMerck Nemaka)

0,1 Mi 1 M hlorovodonina kiselina (p.a.)Merck Nemaka)
0,1 M i1 M natrijum hidroksid (p.a.Merck Nemaka)
Vodonik peroksid 30% (p.a.Merck Nemaka)
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3.1.6. Standardne supstance

U eksperimentalnom delu rada za pripremu standandistvora koji su sluZili
za poréenje sa rastvorom uzorka kahe su slede standardne supstance:

» Zolpidem-tartarat, radni standar@lif/a, Hrvatska)

» Zolpacid, radni standar@&énofi Winthrop Industrig=rancuska)

* Oksozolpidem, radni standar8gnofi Winthrop IndustrigFrancuskp

» Zolpaldehid, radni standaf®anofi Winthrop IndustrigFrancuska)

» Zolpiridin, radni standardSanofi Winthrop Industrig=rancuska)

3.1.7. Farmaceutski dozirani oblik
Odredivanje sadrzaja zolpidem-tartarata i njegovih ddgcionih proizvoda, kao
i studija forsirane degradacije izvrSena je naeslexh komercijalnom proizvodu:
» StilnoxX® film-tablete, proizvdaca Sanofi Winthrop IndustrieFrancuska;
deklarisana kodiina zolpidem-tartarata je 10 mg po film-tabletikpaanje:
20 film-tableta
U specifikaciji proizva@ata (u toku roka upotrebe proizvoda/shelf-life)
navedeni su sledezahteuvi:
» zolpidem-tartarat: 9,5 — 10,5 mg/tableta
» zolpacid: najvise 0,2%
» nespecificirane ngstoce, pojedinéno: najvise 0,2%

* nedistote, ukupno: najvise 0,5%

3.1.8. Komponente placeba

Prema registracionoj dokumentaciji u sassanox® film-tableta ulaze slede
ekscipijensi (u zagradi su navedeni proiao ekscipijenasa, koji su kotigni u ovom
istrazivanju):

» Laktoza monohidratZorka, Srbija)

» Mikrokristalna celulozaNlerck Nemaka)

* Hipromeloza ilerck Nemaka)

* Magnezijum-stearaterck Nemaka)

» Titan-dioksid Merck Nemaka)

* Natrijum skrob glikolat ferck Nemaka)

42




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

» Makrogol 400 Merck Nemaka)
3.2. PRIPREMA RASTVORA ZA OPTIMIZACIJU RP-HPLC METO DE

3.2.1. Priprema mobilnih faza

Mobilne faze kori&ene pri optimizaciji metode pripremane su premayla
eksperimenata u frakcionom faktorskom i centralndompozicionom dizajnu.
0,01 mM, 2,55 mM, 6,28 mM, 10 mM i 12,54 mM vodeastvori amonijum-acetata
su pripremljeni rastvaranjem 0,77 mg, 196,35 m@,38 mg, 770,0 mg i 965,58 mg
amonijum-acetata u 1 litru vode. Metanol i vodeastvori amonijum-acetata su
meSani prema planu eksperimenata u giedeapreminskim odnosima: 53,18 : 46,82;
60:40; 70:30; 80:20 i 86,82:13,18. Uz pémglacijalne siéetne kiseline i
koncentrovanog amonijum hidroksida pH mobilnih fgggodeSen na 2,64; 4,0; 6,0;
8,0 i 9,36. Pripremljene mobilne faze su pre ugmrerofiltrirane kroz membranski
filter (0,45 pm).

3.2.2. Priprema standardnih rastvora za optimizaciju metode

Osnovni standardni rastvor svakog od ispitivanitgrddacionih proizvoda
pripremljen je pojedingo, ta&nim odmeravanjem i prenoSenjem 10 mg standardnih
supstanci zolpacida, oksozolpidema, zolpaldehidalpiridina u odmerne sudove od
25 mL. U sud je zatim dodato 15 mL mobilne fazstvar je tretiran na ultrasafriom
kupatilu tokom 5 minuta i dopunjen do oznake maininfazom. Tako dobijeni
rastvori su imali koncentraciju od 0,4 mg thi obeleZeni su kao osnovni rastvor-1.
Od svakog osnovnog rastvora-1 je otpipetirano o, i preneto u jedan odmerni
sud od 25 mL, koji je zatim dopunjen do oznake rnmmloh fazom. Ovako pripremljen
rastvor je imao koncentraciju od 0,04 mg™ta svaku néstocu i obeleZen je kao
osnovni rastvor-2.

Osnovni rastvor zolpidem-tartarata je pripremljentim odmeravanjem i
prenoSenjem 50 mg standardne supstance zolpidéanatar u odmerni sud od 25 mL.
U sud je zatim dodato 15 mL mobilne faze, rastwrtretiran na ultrasotmom
kupatilu tokom 5 minuta i dopunjen do oznake mafitnfazom. Tako dobijeni rastvor

je imao koncentraciju od 2,0 mg ML
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Radni standardni rastvor za optimizaciju metod@rpmljen je piperiranjem
1,0 mL osnhovnog rastvora-2 distoca i 2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata u
odmerni sud od 10 mL i sud je dopunjen do oznakéilmam fazom. Tako dobijeni
standardni rastvor je imao koncentraciju 4,0 pg'nzia neistoce i 400 pg mrt za
zolpidem-tartarat.

Rastvor uzorka je pripremljen odmeravanjem na titladij vagi 10 tableta i
izratunavanjem pros@e mase tablete (deklarisana ptose masa je oko 126 mg).
Tablete su spraSene u tarioniku i tabletna madaojeogenizovana meSanjem. Na
analitckoj vagi je t&#no odmerena kalina tablethne mase koja odgovara jednoj
pros€noj masi tablete i kvantitativno preneta u odmesad od 25 mL. U sud je
dodato oko 15 mL mobilne faze, sud je tretiran ttasontnom kupatilu tokom 15
minuta i nakon toga dopunjen do oznake mobilnororfaz filtriran kroz membranski

filter (0,45 um). @ekivana koncentracija zolpidem-tartarata je 400nLg-
3.3. PRIPREMA RASTVORA ZA VALIDACIJU RP-HPLC METODE

3.3.1. Priprema mobilne faze

10 mM vodeni rastvor amonijum-acetata je pripremljastvaranjem 770,0 mg
amonijum-acetata u 1 litru vode. Metanol i 10 mMligai rastvor amonijum-acetata su
pomesSani u zapreminskom odnosu 68,4 : 31,6. Uz patazijalne siéetne kiseline
pH mobilne faze je podeSen na 5,4. Pripremljena ilmobfaza je pre upotrebe

profiltrirana kroz membranski filter (0,45 pum).

3.3.2. Priprema standardnih rastvora za validacijumetode

Osnovni standardni rastvori za validaciju metodgrpmani su na isti
kao osnovni standardni rastvori za optimizaciju odet {. poglavlje 3.2.3. Svi
osnovni rastvori su razblazivani mobilnom fazom aspdno pre upotrebe do
koncentracionih nivoa zahtevanih u postupku valjdametode. Tokom postupka
validacije osnovni standardni rastvori &wani u frizideru na temperaturi 2 — 8 °C, u

odmernim sudovima od zatamljenog stakla radi zaétit svetlosti.
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Svi radni standardni rastvori su pripremani nepdisoe pre upotrebe, u
odmernim sudovima od zatamljenog stakla, jer jévakltsupstanca zolpidem-tartarat

podloZna degradaciji pod uticajem svetlosti.

3.3.2.1.Priprema rastvora za ispitivanje linearnosti metode

Radni rastvori za ispitivanje linearnosti su pripigni pipetiranjem po 0,10;
0,25; 0,50; 1,0; 2,5; i 5,0 mL osnovnog rastvomaedstoéa i po 1,4; 1,6; 1,8; 2,0; 2,2 i
2,4 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata u $esbernih sudova od 10 mL i
dopunjavanjem do oznake mobilnom fazom. Posleda@dmi rastvor za ispitivanje
linearnosti je dobijen pipetiranjem po 1,0 mL osmibvrastvora-1 svake tistoce i
2,6 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata u odmesud od 10 mL i
dopunjavanjem do oznake mobilnom fazom. Tako dabifastvori za ispitivanje
linearnosti su imali koncentracije 0,40; 1,0; 2400; 10.0; 20,0 i 40,0 pg nMLza
nesistoce i 280; 320; 360; 400; 440; 480 i 520 pgheta zolpidem-tartarat.

3.3.2.2. Priprema rastvora za ispitivanje selekivgti metode

Za procenu selektivnosti predloZzene RP-HPLC metpdpremljena je smeSa
koja je sadrzavala komponente placeba (ekscipijemseodnosu koji odgovara
njihovom sadrZaju u tabletama. Smesa je tretirangsth n&in kao i tabletha masa za
izradu rastvora uzorka.(poglavlje 3.2.3.

Rastvor placeba je pripremljenc¢tém odmeravanjem 116 mg placeba u
odmerni sud od 25 mL. U odmerni sud je dodato okenl mobilne faze, rastvor je
tretiran na ultasotinom kupatilu tokom 15 minuta i nakon toga dopurgenoznake
mobilnom fazom i filtriran kroz membranski filted,@5 pum).

Radni rastvor standarda za ispitivanje selektivirjegpripremljen piperiranjem
1,0 mL osnhovnog rastvora-2distoca i 2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata u
odmerni sud od 10 mL i sud je dopunjen do oznakéilimam fazom. Tako dobijeni
rastvor za ispitivanje selektivnosti je imao kortcacije 4,0 pg mr* za neistoce i

400 pg mL* za zolpidem-tartarat.
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3.3.2.3. Priprema rastvora za ispitivanje preciznosti icteosti metode

Radni rastvori za ispitivanje preciznosti Et@sti su pripremljeni pipetiranjem
po 0,10 i 1,0 mL osnovnog rastvora-Ziséoéa i po 1,4 i 2,0 mL osnovnog rastvora
zolpidem-tartarata u dva odmerna suda od 10 mlUeBos, treti rastvor za ispitivanje
preciznosti i t&nosti je dobijen pipetiranjem po 1,0 mL osnovnilstvara-1 svake
nedistoce i 2,6 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartaratadmerni sud od 10 ml. U
svaki odmerni sud je dodato po 46 mg placeba (dgowara odnosu komponenti u
tabletama), sud je tretiran na ultasmmm kupatilu tokom 15 minuta i nakon toga
dopunjen do oznake mobilnom fazom i filtriran kroembranski filter (0,45 pm).
Tako dobijeni rastvori za ispitivanje preciznostainosti su imali koncentracije 0,40;
4,0 i 40,0 ugmi* za neistoce i 280; 400 i 520 pg mt za zolpidem-tartarat.

Napravljena su po tri rastvora svake koncentracije.

3.3.2.4.Radni rastvori za ispitivanje limita detekcije ntita kvantifikacije

Radni rastvori za ispitivanje limita detekcije mita kvantifikacije za n&stoce
su pripremljeni pipetiranjem po 0,25 mL osnovnogtvara-2 neistoca i 0,50 mL
osnovnog rastvora zolpidem-tartarata u odmerni aiid5 mL i dopunjavanjem do
oznake mobilnom fazom. Od ovog rastvora je pipetrao 0,50; 1,0; 2,0; 4.0; 6.0; i
8,0 mL u Sest odmernih sudova od 10 mL i sudovilgounjeni mobilnom fazom do
oznake. Tako dobijeni rastvori za ispitivanje liandetekcije i limita kvantifikacije za
netistoce su imali koncentracije 0,02; 0,04; 0,08; 0,16240j 0,32 ug mt* za
necistoce i 2,0; 4,0; 8,0; 16,0; 24,01 32,0 pg thkza zolpidem-tartarat.

Radni rastvori za ispitivanje limita detekcijemita kvantifikacije za zolpidem-
tartarat su pripremljeni pipetiranjem po 0,10 mlalgyg radnog rastvora za ispitivanje
limita detekcije i limita kvantifikacije za @estoce u Sest odmernih sudova od 10 mL i
sudovi su dopunjeni mobilnom fazom do oznake. Tadijeni rastvori za ispitivanje
limita detekcije i limita kvantifikacije za zolpide-tartarat su imali koncentracije 0,02;
0,04; 0,08; 0,16; 0,24 i 0,32 ug fMiza zolpidem-tartarat.
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3.3.3. Priprema mobilnih faza za ispitivanje robusosti

Mobilna faza sa 58% metanola je pripremliena mefanjnetanola i 10 mM
vodenog rastvora amonijum-acetata u zapreminskomosad 58 : 42. Uz pondo
glacijalne siéetne kiseline pH mobilne faze je podeSen na 5,4.

Mobilna faza sa 78% metanola je pripremljena mefannetanola i 10 mM
vodenog rastvora amonijum-acetata u zapreminskomosad 78 : 22. Uz pondo
glacijalne siéetne kiseline pH mobilne faze je podeSen na 5,4.

Mobilna faza sa pH vredné&$ od 5,2 je pripremljena meSanjem metanola i
10 mM vodenog rastvora amonijum-acetata u zaprétaimsodnosu 68,4 : 31,6. Uz
poma glacijalne siéetne kiseline pH mobilne faze je podeSen na 5,2.

Mobilna faza sa pH vredné3d od 5,6 je pripremljena meSanjem metanola i
10 mM vodenog rastvora amonijum-acetata u zaprétaimsodnosu 68,4 : 31,6. Uz
poma: glacijalne siéetne kiseline pH mobilne faze je podeSen na 5,6.

9 mM vodeni rastvor amonijum-acetata je pripremlfastvaranjem 690 mg
amonijum-acetata u 1 litru vode. Da bi se dobilabitma faza koja sadrzi 9 mM
amonijum-acetat, prethodno opisani rastvor je ianesa metanolom u zapreminskom
odnosu 31,6 : 68,4 i pH mobilne faze je podeSeh,Aauz pomé glacijalne siéetne
kiseline.

11 mM vodeni rastvor amonijum-acetata je pripremljastvaranjem 850 mg
amonijum-acetata u 1 litru vode. Da bi se dobilabitma faza koja sadrzi 11 mM
amonijum-acetat, prethodno opisani rastvor je ianesa metanolom u zapreminskom
odnosu 31,6 : 68,4 i pH mobilne faze je podeSeb,Aauz pom6 glacijalne siéetne
kiseline.

Sve mobilne faze su pre upotrebe profiltrirane knoembranski filter
(0,45 pum).

3.3.4. Priprema rastvora uzorka
Rastvor uzorka je pripremljen nadma opisan u poglavlju 3.2.2. @kivana
koncentracija zolpidem-tartarata je bila 400 ug'miZa ispitivanja na masenom

detektoru rastvor je razblazen 10 puta mobilnororfaz
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3.4. PRIPREMA RASTVORA ZA STUDIJU FORSIRANE DEGRADACIJE

3.4.1. Priprema rastvora stres agenasa

Kao stres agensi za studiju forsirane degradacijek@i¥eni komercijalno
dostupni, pripremljeni rastvori 0,1 M i 1M hloradonicne kiseline i natrijum
hidroksida. Rastvori vodonik peroksida su dobijeagzblazivanjem 30% rastvora
vodonik peroksida demineralizovanom vodom u odgawéem odnosu da bi se dobili

0,3%, 3% i 10% rastvor vodonik peroksida.

3.4.2. Priprema standardnih rastvora za studiju fosirane degradacije

Za odrdivanje procenta degradacije i identifikaciju degreidnih proizvoda
pripreman je standardni rastvor za mieneje koji je sadrzavao 400 pg thizolpidem-
tartarata i po 4,0 pg mL zolpacida, oksozolpidema, zolpiridina i zolpaldizhi
Rastvor je pre svakog ispitivanja sveZze pripremamain opisan u poglavlji8.2.2.
Priprema standardnih rastvora za optimizaciju meto@vaj rastvor je korig&n za
ispitivanja na PDA detektoru, dok je za masenu ldste rastvor razblazen 10 puta
mobilnom fazom (koncentracija zolpidem-tartaratabj@ 40 pg mL}, a néistoca
0,4 pg mY).

3.4.3. Priprema uzoraka za studiju forsirane degradcije

Osnovni rastvor zolpidem-tartarata koji je kodd za studiju forsirane
degradacije je pripremljen daim odmeravanjem i prenoSenjem 50 mg standardne
supstance zolpidem-tartarata u odmerni sud od 25ungud je zatim dodato 15 mL
rastvarga (smeSa metanola i vode u zapreminskom odnosB0)) rastvor je tretiran
na ultrasorinom kupatilu tokom 5 minuta i dopunjen rasté@m@ do oznake. Tako
dobijeni rastvor je imao koncentraciju od 2,0 mgmL

Posto se tokom istrazivanja pokazalo da metanelferira sa degradacionim
proizvodima nastalim hidrolizom u kiseloj sredingnovni rastvor zolpidem-tartarata
za studiju forsirane degradacije u kiseloj sreggnpripreman na isti @& kao Sto je
prethodno opisano, osim Sto se kao rastvdearistiia smeSa acetonitrila i vode u

zapreminskom odnosu 70 : 30.
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Svi uzorci su nakon izlaganja stres agensu razhia@ebilnom fazom kako bi
finalna koncentracija zolpidem-tartarata,cuaato u odnosu na nepromenjenu
supstancu bila 400 pg nilza ispitivanja na PDA detektoru, odnosno 40 ug-nb

ispitivanja na masenom detektoru.

3.4.3.1. Priprema uzoraka za ispitivanje hidrolize neutralnoj sredini i termalne
degradacije

2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata je @@ odmerni sud od 5 mL i
pomesano sa 2 mL demineralizovane vode. Rastvpagten od svetlosti Euvan na
sobnoj temperaturi. Nakon propisanog vremenskogoger 0.4 mL rastvora je
pomeSano sa 0.6 mL mobilne faze i injektovano u EP&istem. Procedura je
ponovljena sa rastvorom koji §&van u inkubatoru, na poviSenoj temperaturi odG0 °

Termalna degradacija je gena i na farmaceutskoj aktivnoj supstanévistom
stanju i na farmaceutskom doziranom obliku filmkeddma. PraSak zolpidem-tartarata
je u tankom sloju od 1 mm raspdes u Pertijevoj Solji i izlagan poviSenoj temperatu
od 70 °C propisano vreme. Nakon toga je praSakvoest u mobilnoj fazi u
koncentraciji od 400 pg mti injiciran u HPLC sistem.

Na sliéan n&in su i film-tablete izlagane poviSenoj temperatdi70 °C, nakon
¢ega su pravljeni radni rastvori stresiranog uzarkan&in opisan u poglavlj8.3.4.

Priprema rastvora uzorka

3.4.3.2. Priprema uzoraka za ispitivanje hidrolimeiseloj sredini

2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata je @i@n odmerni sud od 5 mL i
pomeSano sa 2mL 0,1 mol'odnosno 1,0 molT* HCI. Rastvor je zasten od
svetlosti icuvan na sobnoj temperaturi. Nakon propisanog vrekmmperioda 0.4 mL
rastvora je neutralisano sa 0.2 mL 0,1 mdbdnosno 1,0 mol ' NaOH, razblaZzeno
sa 0.4 mL mobilne faze i injektovano u HPLC sistdPnocedura je ponovljena sa

rastvorom koji jetuvan u inkubatoru, na povisenoj temperaturi odG@0 °
3.4.3.3. Priprema uzoraka za ispitivanje hidrolinebaznoj sredini

Uzorci za ispitivanje hidrolize u baznoj sredini mtipremani na isti nan kao

uzorci za ispitivanje hidrolize u kiseloj sredimisim Sto je kao stres agens kéeis
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0,1 mol '* odnosno 1,0 mol* NaOH, a neutralizacija je dana sa 0,1 molT
odnosno 1,0 mol T* HCI.

3.4.3.4. Priprema uzoraka za ispitivanje oksidacije

2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata je @@ odmerni sud od 5 mL i
pomeSano sa 2 mL 0,3%, 3% odnosno 10%@.HRastvor je zadten od svetlosti i
¢uvan na sobnoj temperaturi. Nakon propisanog vrekemnperioda 0.4 mL rastvora je
pomeSano sa 0.6 mL mobilne faze i injektovano u EPdistem. Procedura je

ponovljena sa rastvorom koji §@van u inkubatoru, na poviSenoj temperaturi od@o °

3.4.3.5. Priprema uzoraka za ispitivanje fotodegaage

2,0 mL osnovnog rastvora zolpidem-tartarata je @@ plastini odmerni sud
od 5mL i pomeSano sa 2 mL demineralizovane vodestRr je zatim stavljen u
komoru za ispitivanje fotostabilnosti i izloZzen ykwoj kolicini zratenja od 1.2 miliona
luks ¢asova i integrisanoj energiji bliske UV oblasti 800 watt sati po kvadratnom
metru kako propisuje ICH smernica [43]. Nakon t@g& mL rastvora je pomeSano sa
0.6 mL mobilne faze i injektovano u HPLC sistem.

Fotodegradacija je pfana i na farmaceutskoj aktivnoj supstanctwstom
stanju i film-tabletama. PrasSak zolpidem-tartajata tankom sloju od 1 mm raspden
u Pertijevoj 3olji i izlagan z&genju prema ICH smernici. Nakon toga je praSak mastv
u mobilnoj fazi u koncentraciji od 400 pg MLinjiciran u HPLC sistem.

Na sléan n&in su i film-tablete izlagane ztanju prema ICH smernici, nakon
¢ega su pravljeni radni rastvori stresiranog uzonka n&in opisan u delu3.3.4.

Priprema rastvora uzorka

3.4.3.6. Priprema kontrolnih uzoraka za studiju feirane degradacije

Tokom studije forsirane degradacije uporedo sa sis&l@im uzorcima
analizirano je i nekoliko vrsta kontrolnih uzorakantrolni uzorci u vremenu nula,
tamna kontrola, slepa proba i stresirani uzorakeia.

Kontrolni uzorci u vremenu nula su pripremani na m&in kao i stresirani

uzorci, ali su injicirani svezi, odmah nakon pripanja.
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Tamna kontrola je sluzila za pdenje sa uzorcima koji su bili izloZeni
fotodegradaciji. Ovi uzorci su pripremani na istim i analizirani u istim vremenskim
tackama kao i stresirani uzorci, ali su udaeremenuuvani zasteni od svetlosti u
frizideru, da bi se spiéda degradacija.

Slepa proba je sadrzavala sve komponente kaosirstné uzorak, osim same
supstance zolpidem-tartarata. Slepa proba je pn@na na isti nan i analizirana u
istim vremenskim t&kama kao i stresirani uzorci.

Stresirani uzorak placeba je sluzio kao slepa pmbdspitivanju forsirane
degradacije farmaceutskog doziranog oblika. Ovajraiz sadrzi sve komponente
tabletne mase, osim zolpidem-tartarata. Priprengamg isti n&n kao stresirani

uzorak, osim Sto se umesto tabletne mase korsstieSsa komponenti placeba.

3.5 PRIPREMA RASTVORA ZA  OPTIMIZACIJU STABILITY-
INDICATING METODE

3.5.1. Priprema mobilnih faza

Mobilne faze korigene pri optimizacijistability-indicatingmetode pripremane
su prema planu eksperimenata u frakcionom faktonskpunom faktorskom dizajnu.
5mM i 10 mM vodeni rastvori amonijum-acetata supm@mljeni rastvaranjem
385,0mg i 770,0 mg amonijum-acetata u 1 litru ecoMetanol i voda, odnosno
vodeni rastvori amonijum-acetata su meSani preraauypkeksperimenata u sléda
zapreminskim odnosima: 60:40; 70:30 i 80: R pomd& glacijalne siéetne
kiseline i koncentrovanog amonijum hidroksida pHhbihth faza je podeSen na 4,0;
6,0 i 8,0. Pripremljene mobilne faze su pre uparebofiltrirane kroz membranski
filter (0,45 pm).

3.5.2. Priprema standardnih rastvora za optimizaciju stability-indicating metode
Standardni rastvori koig&ni za optimizacijustability-indicating metode su
pripremani na n&n opisan u delu 3.2.2. Priprema standardnih raatza optimizaciju

metode.
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3.6. PRIPREMA RASTVORA ZA VALIDACIJU STABILITY-INDICATING
METODE

3.6.1. Priprema mobilne faze

10 mM vodeni rastvor amonijum-acetata je pripremljastvaranjem 770,0 mg
amonijum-acetata u 1 litru vode. Metanol i 10 mMligai rastvor amonijum-acetata su
pomeSani u zapreminskom odnosu 75,8 : 24,2. Uz poanmonijum hidroksida pH
mobilne faze je podeSen na 7,87. Pripremljena mabilaza je pre upotrebe

profiltrirana kroz membranski filter (0,45 pum).

3.6.2. Priprema standardnih rastvora za validacijustability-indicating metode

Standardni rastvori kor&ni za validaciju stability-indicating metode su
pripremani na nan opisan u delu 3.3.2.  Priprema  standardnih  ocaatv za
validaciju metode.

3.7. HROMATOGRAFSKI POSTUPAK

3.7.1. Hromatografski uslovi
Hromatografski uslovi koreni za razdvajanje i odivanje zolpidem-
tartarata i njegovih degradacionih proizvoda zaige.coksozolpidema, zolpiridina i

zolpaldehida, kao i ispitivanje stresiranih uzorakaupotrebu PDA detektora su:

Kolona: Luna C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mm, 5 um

Mobilna faza: metanol—10 mM NHCH;COO (68,4 : 31,6v/V)
pH 5,4 podeSen sa glacijalnom ¢sinom
kiselinom

Temperatura kolone: 35°C

Protok: 1 mL min*

Talasna duzina: 254 nm

Volumen injiciranja: 10uL
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U studijama forsirane degradacije zaderge degradacionih proizvoda kaeh

je kvadrupolni maseni detektor pri sléde optimalnim uslovima:

Jonski izvor:

Protok gasa za suSenje:
Temperatura gasa za susenje:
Pritisak gasa za rasprSivanje:
Napon na kapilari:

Napon ubrzanja:

Maseni analizatar

Volumen injiciranja:

ESI, analiziranje pozitivih jona
12,0 L min*

350 °C

35 psig

3000 V

170Viz240V

Kvadrupolni maseni analizator
40 pb

Identifikacija nepoznatih degradacionih proizvoda koje nisu bile dostupne

standardne supstance vr$ena je LC-M%todom na jonskom trapu pri sléhe

uslovima:

Jonski izvor:

Protok gasa za susenje:
Temperatura kapilare:
Protok gasa za rasprSivanje:
Napon na kapilari:

Volumen injiciranja:

ESI, analiziranje pozitivih jona
20 L miri*

200 °C

60 L min*

4.5 kV

5uL

Optimalni hromatografski uslovi stability-indicatingmetodi su:

Kolona:

Mobilna faza:

Temperatura kolone:
Protok:
Talasna duzina:

Volumen injiciranja:

Luna C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mm, 5 um
metanol—10 mM NHCH;COO (75,8 : 24,2y/V)
pH 7.87 podeSen sa amonijum hidroksidom
35°C

1 mL mint

254 nm

10pL

53




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

3.7.2. Postupak rada

HPLC sistem, koji je podeSen prema navedenim hrognatskim uslovima,
ispiran je mobilnom fazom do postizanja stabilnerigalinije. PodeSenost sistema
proverena je ponovljenim injektovanjem rastvora ndeada do postizanja
ujedn&enosti povrSina hromatografskih pikova ispitivasilpstanci, za tri uzastopna
injektovanja.

Identifikacija supstanci na PDA detektoru je vrSepeema retencionim
vremenima i UV-spektrima, patenjem rastvora uzorka sa standardnim rastvorima
ispitivanih  supstanci. Kvantifikacija je vrSena wdtm eksternog standarda
poreienjem povrSine pika ispitivane supstance iz rastwmorka sa odgovarajm
pikom iz standardnog rastvora.

Praenje degradacionih proizvoda nastalih studijom ifar® degradacije
vr§eno je upotrebom kvadrupolnog masenog deteldar@lektrosprej jonizatorom,
analiziranjem pozitivnih jona. Identifikacija doéijih degradacionih proizvoda je
vrSena preko molekulskih i fragmentnih jona i njiborelativne zastupljenosti,
poraienjem sa odgovarajim standardnim rastvorima.

Pratenje i identifikacija nepoznatih degradacionih pvoida za koje nisu bile
dostupne standardne supstance vrSena je LC™&odom, upotrebom jonskog
trapa. ldentifikacija je izvrSena snimanjem viSekitn masenih spektara, odnosno
preko molekulskih i fragmentnih jona i njihove m@ae zastupljenosti, kao i

pracenjem dalje fragmentacije nastalih fragmenata.
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4. REZULTATI | DISKUSIJA
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4.1. RAzZVOJ | OPTIMIZACIJA RP-HPLC METODE ZA ODRE DIVANJE
ZOLPIDEM-TARTARATA | NJEGOVIH DEGRADACIONIH PROIZVO DA

Slicne hemijske strukture zolpidem-tartarata, zolpacidesozolpidema,
zolpiridina i zolpaldehida veoma otezavaju pronafgé hromatografskih uslova za
njihovo simultano razdvajanje i odiiganje. Relativno polarne osobine zolpacida, zbog
prisutne karboksilne grupe udwm lancu, dovode do brzog eluiranja ove komponente
na Gg kolonama preklapanja sa pikom mobilne faze. Sa druge straalpaldehid kao
najmanje polarna supstanca, zbog prisutne aldehgtope u b®énom lancu, ima
tendenciju jakog vezivanja za stacionarnu fafme se produzava ukupno trajanje
hromatografske analize. Iz navedenih razloga b#o neophodno da se ispita
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstancinoed na razéite promenljive koje
mogu uticati na to ponaSanje, u cilju pronalazdm@matografskih uslova za dobru
separaciju ispitivanih supstanci uz Stoderd&rajanje hromatografske analize.

Sistemattan pristup razvoju takve metode podrazumeva upethelmmometrije,
odnosno eksperimentalnog dizajna. Razvoj metodeupatrebu eksperimentalnog
dizajna je podrazumevao dve fazereeningfazu i optimizacionu fazu. dcreening
fazi cilj je bio da se ispitaju i identifikuju praenljive, koje imaju zn&jan uticaj na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanciptinizacionoj fazi cilj je bio da se
pronaiu optimalne vrednosti za promenljive za koje sscreeningfazi utvrdilo da su
zna&ajne. Da bi se odredili nivoi svake od ispitivapitomenljivinh u eksperimentalnom
dizajnu, odnosno da bi se odredio opseg u kajerse pratiti kako te promenljive &
na hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstasilo, je potrebno izvrsiti oddena

preliminarna ispitivanja i pregledati dostupnuriteiru.

4.1.1. Preliminarna ispitivanja

Prvi faktor koji je trebalo izabrati je talasna th& detekcije. Snimljen je UV-
spektar metanolnih rastvora svih ispitivanih supsitau opsegu 200-400 nm.
Uporeiivanjem UV-spektara doSlo se do zakka da bi optimalna talasna duzina za
detekciju bila 254 nm, jer svih pet ispitivanih stgnci imaju dobru apsorbanciju na toj
talasnoj duzini (slika 7). PDA detektor je izabdmbi se tokom ispitivanja proveravala

i obezbedilatistoca svih eluiranih pikova.
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Slika 7. UV-spektri zolpacida (a), oksozolpidema (b), zothha (c),

zolpaldehida (d) i zolpidem-tartarata (e)

Sledéi korak je bio izbor odgovarage stacionarne faze. Pregledom literature
ustanovljeno je da je zolpidem, kao slabo polaradinjenje ispitivan kori&enjem
kolona punjenih nepolarnim stacionarnim fazama, &mosu Gg i Cg kolone. Posto i
ostala ispitivana jedinjenja spadaju u slabo p@ail nepolarne supstance, za
preliminarne studije su izabrane nepolarne RP-HRbIGne. Izbor je bio takav da je
obuhvatao razlite tipove stacionarnih faza (napr. kiasi silikagel, endkapovani
silikagel, hibridna stacionarna faza, monolitneckd, razkita duzZina kolone, vealina
cestica itd.). SmeSa ispitivanih jedinjenja je aziedna na sledem kolonama:

. Zorbax SB-C8, 150x4,6 mmun (klastni silikagel)
. Zorbax SB-C8, 250x4,6 mmun (klastni silikagel)
. Zorbax SB-C18, 150x4,6 mmusn (klastni silikagel)
. Zorbax SB-C18, 250x4,6 mmun (klastni silikagel)
. Xterra RP-18, 150x4,6 mmufn (hibridna kolona)
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. Xterra RP-18, 250x4,6 mmufn (hibridna kolona)

. Chromolith RP-18, 100x4,6 mmut (monolitna kolona)

. Discovery HS C18, 250x4,6 mmu® (endkapovani silikagel)

. Luna C18(2) 100A, 150 x 4.6 mmugn (endkapovani silikagel)
. Luna C18(2) 100A, 250 x 4.6 mmyusn (endkapovani silikagel)

Na Zorbax kolonama zolpacid je, kao najpolarnijankonenta, sa mobilnom
fazom metanol:voda (65 : 38v) izlazio veoma rano i preklapao se sa pikom mebiln
faze, dok se zolpaldehid, kao najnepolarnija konepte, dugo zadrzavao na koloni i
bio je potreban veliki procenat organskog rastt@ra mobilnoj fazi da bi se on eluirao.
Pove&anjem procenta metanola u mobilnoj fazi na 70% ziad@ smanjenja retencije
svih komponenti, ali i do preklapanja pikova. Naeda kolonama i Chromolith koloni
sve komponente su se kratko zadrzavale na kolanje zolpidem koeluirao sa pikom
mobilne faze, a i simetrija pika nije bila zadoeofjwa. Na Discovery HS C18 koloni
sa mobilnom fazom metanol:voda (70 :\8Q dobilo se odgovarafe razdvajanje
ispitivanih supstanci, ali je simetrija pikova bilalo loSa. Na Luna C18 koloni
dimenzija 150 x 4.6 mm i velne ¢estica 3um sa mobilnom fazom metanol:voda
(65 : 35v/v) dobilo se zadovoljavafe razdvajanje i simetrija pikova, ali je pritisal n
koloni bio veliki (preko 320 bar), pa se otilo da se upotrebi kolona sa istom vrstom
stacionarne faze Luna C18(2), ali koja ima sfezicestice silikagela valine 5um i
dimenzije 250 x 4.6 mm. Ova kolona je stabilnarok¥im opsegu pH 1;8.0. Na ovoj
koloni eluiranjem sa mobilnom fazom metanol : 1@ modeni rastvor amonijum-
acetata (70 : 30/v) dobilo se dobro razdvajanje i simetrija pikova,jp odli¢eno da se
dalja ispitivanja vrSe na ovoj koloni.

Daljim pregledom literature ustanovljeno je da g#pmlem ispitivan uz pomo
mobilnih faza sa raalitim procentom organskog rastvéaa(25-90 %). Zbog toga je
pracen uticaj sadrzaja organskog rast¢arana retencije ispitivanih supstanci. Kao
organski rastvata metanol je dobio prednost nad acetonitrilom jgejeftiniji i samim
tim ¢ini metodu ekonongnijom. Pri udelu metanola od 50% u mobilnoj fazpstance
su se dugo zadrzavale na koloni i za njihovo ehjgrge bilo potrebno viSe od 60
minuta. Povéavanjem procenta metanola u mobilnoj fazi retermiowremena
ispitivanih supstanci su se smanjivala i doslo eezdkljutka da bi udeo metanola

izmedu 60-80% u mobilnoj fazi bio idealan, jer se reteno vreme poslednje
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supstance smanijilo na oko 15 minuta. Veliki udedtam@a u mobilnoj fazi, neophodan
da bi se eluirale ispitivane supstance sa neptlatyy kolona, je bio ¢ekivan, zbog
relativno nepolarnih osobina ispitivanih supstanci.

Osim razltitog procenta organskog rastvéaaliteraturni podaci su ukazali i na
razlicite pH vrednosti mobilnih faza, koje su k@ée#ie za ispitivanje zolpidem-tartarata.
Opseg pH vrednosti se kretao od 2-8, ali su isgifi@ naje&e vrSena u slabo kiseloj
sredini. Zbog toga je odteno da se ispita hromatografsko ponaSanje ispitivan
supstanci u Sirem opsegu pH mobilne faze, é®jobuhvatiti raspon od slabo bazne do
slabo kisele sredine, jer je tada zolpidem prisutamastvoru u nejonizovanom obliku,
zbog prisutne tercijarne amidne funkcionalne grikpgg| mu daje slabo bazna svojstva.

Prvo je korigena mobilna faza sa pH, koji je slabo bazan. Sailmah fazom
metanol:voda (65 : 3%/v) pH 7,8 (podeSen sa NBH) doslo je do preklapanja pika

zolpacida i zolpidema (slika 8).
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Slika 8. Hromatogram smesSe zolpidem-tartarata, zolpacikisozmlpidema, zolpiridina
i zolpaldehida (c=8 ug mt), na koloni Luna C18(2) 100A, 150 x 4.6 mmu@ sa
mobilnom fazom metanol:voda (65 : 8&) pH 7,8 (NHOH)

Kada je pH iste mobilne faze dodatno smanjen ré&asudpstance su bile dobro
razdvojene, retencije su bile zadovoljavajua redosled eluiranja supstanci se promenio
u odnosu na eluiranje sa mobilnom fazom pH 7,84s%). Ovo smanjenje pH mobilne
faze najviSe je uticalo na retenciju zolpacida, j8tbilo i acekivano, jer zbog prisutne
karboksilne grupe u strukturi, zolpacid predstamlgpolarniju od ispitivanih supstanci i

na njega promena pH mobilne faze najviSe deluje.
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Slika 9. Hromatogram smeSe zolpidem-tartarata, zolpaciksgzamlpidema, zolpiridina
i zolpaldehida (c=8 ug mt), na koloni Luna C18(2) 100A, 150 x 4.6 mmu@ sa

mobilnom fazom metanol:voda (65 : &) pH 7,0

Dalje smanjenje pH na 5,5 (slabo kisela sredinapgeed uticaja na retenciju
zolpacida, delovalo i na retenciju zolpidema, zbpgsutne tercijarne amidne
funkcionalne grupe u strukturi. Omagano je dobro razdvajanje supstanci, ali prvi pik
od zolpacida rano izlazi sa kolone, pa mu je fakegaciteta ispod 0,5. U odnosu na

mobilnu fazwiji je pH bio 7,0 redosled eluiranja supstanci ie @rugaiji (slika 10).
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Slika 10. Hromatogram smeSe zolpidem-tartarata, zolpacid&sozamlpidema,
zolpiridina i zolpaldehida (c=8 pg i), na koloni Luna C18(2) 100A, 150 x 4.6 mm,
3 um sa mobilnom fazom metanol:voda (65 v89 pH 5,5 (CHCOOH)
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Dodatnim smanjenjem pH mobilne faze na 4,0 dofaiovo do promene u
redosledu eluiranja supstanci, ptemu zolpidem-tartarat pokazuje neretenciono
ponaSanje, odnosno eluira se zajedno sa pikom nmdidze (slika 11). Ovo
neretenciono ponaSanje zolpidem-tartarta se olgjegnprisustvom bazne tercijarne
amidne funkcionalne grupe u njegovoj strukturi,&kaj kiseloj sredini vezuje proton i

prevodi zolpidem u jonizovani oblik.
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Slika 11. Hromatogram sme3e zolpidem-tartarata (c=40 pg)mLzolpacida,
oksozolpidema, zolpiridina i zolpaldehida (c=0.4mg"), na koloni Luna C18(2)
100A, 250 x 4.6 mm, pm sa mobilnom fazom metanol:voda (70 3@ pH 4,0
(CH3;COOH)

Preliminarna ispitivanja, t'&ena promenom pH mobilne faze, su pokazala da ova
promena ima najviSe uticaja na retenciju zolpacidaolpidem-tartarata, dok na
oksozolpidem, zolpiridin i zolpaldehid slabijedgti Ovo se objaSnjava time Sto zolpacid
i zolpidem-tartarat zbog prisutne karboksilne, i tercijarne amidne funkcionalne
grupe imaju izraZenije polarne osobine u odnosuoRkaozolpidem, zolpiridin i
zolpaldehid, pa prisustvo kiseline ili baze u mobjlfazi utée na njihovo pojavljivanje
u jonizovanom, odnosno nejonizovanom obliku. ProonerpH vrednosti menja se i
redosled eluiranja komponenti, pa je bilo neophodetaljno ispitati uticaj pH na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanciu tppsegu 4-8 pH jedinica, u kojem

je verovatno dée komponente biti u nejonizovanom obliku.
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Dalji razvoj metode iSao je ka tome da se provarlige neophodno dodavanje
modifikatora u mobilnu fazu. Sa mobilnom fazom melarzoda (70 : 3W/V) nije se
dobio odgovarajéi hromatogram, jer je zolpacid rano eluirao, prpkjaci se sa pikom
mobilne faze i pik je imao loSu simetriju, Sto j&adivalo na potrebu dodavanja
modifikatora u mobilnu fazu. Posto je plan istrafija bio da se razvije metoda kom
biti pogodna za rad na masenom detektoru, kao katbfi nisu mogli da se koriste
neisparljivi puferi, kao Sto je fosfatni pufer. dge izabran amonigmo-acetatni pufer,
odnosno umesto vode koristio se vodeni rastvor @omracetata,cime se dobio
zadovoljavajudi izgled hromatograma. Odieno je dace se optimalna koncentracija
amonijum-acetata u mobilnoj fazi odrediti upotrebaksperimentalnog dizajna u
rasponu 0-10 mM, jer je to opseg koji je primenljivadu sa masenim detektorom.

Sledéi faktor koji je razmatran bila je temperatura kwdo Ispitivanje je
pokazalo da pov&nje temperature kolone dovodi do smanjenja ukulrkine trajanja
analize, jer se smanjuju retenciona vremena svihpgkmenti. S obzirom da promena
temperature razlito utice na ispitivane supstance, njen uticaj je bilo gdmio dodatno
ispitati i to u opsegu 25-45°C, jer je u tom opsegimetrija pikova bila
zadovoljavajda.

Tokom svih preliminarnih ispitivanja volumen injianja (10uL) i protok
mobilne faze (1 mL mif) su odrzavani na konstantnim vrednostima. S obzida
promena protoka generalno veomaeitna retenciono ponasanje supstanci,daia je
da se ova promenljiva detaljnije ukdjuu ispitivanje tokom razvoja i optimizacije
metode upotrebom eksperimentalnog dizajna i to segp 0,5-1 mL mih, jer su to

protoci koji su primenljivi za rad sa masenim dédeém.

4.1.2. Razvoj metode primenom eksperimentalnog digaa

Preliminarna ispitivanja su ukazala na to koji hatografski faktori mogu imati
uticaj na hromatografsko ponasanje ispitivanih &ps, kao i na to u kom opsegu je
potrebno dodatno ispitati njihov uticaj da bi sdimeali optimalni hromatografski
uslovi za razdvajanje i odianje ispitivanih supstanci. S obzirom da je, toko
preliminarnih ispitivanja, menjan jedan po jedaktda, dok su drugi faktori odrZzavani
na konstantnom nivouOVAT metoda), ovaj nan nije omogudio da se ispita uticaj

faktorskih interakcija na hromatografsko ponaSaspitivanih supstanci, odnosno Sta
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se deSava kada se menja viSe faktora u isto viébwgy toga je u razvoj i optimizaciju
metode ukljgen eksperimentalni dizajn, koji omaava da se svaki faktor ispita i
optimizuje u unapred definisanom opsegu, spdewgem serije eksperimenata u kojima

se vrednosti viSe faktora menjaju u isto vreme.[21]

4.1.2.1. Primena frakcionog faktorskog dizajna ursening fazi

Preliminarna ispitivanja su ukazala da temperatotane, protok mobilne faze,
kao i njen sastav u smislu pH, udela metanola c&atracije amonijum-acetata mogu
imati uticaja na hromatografsko ponasanje ispitivaupstanci. Zato je odteno da se
u screeningfazi detaljnije ispita uticaj ovih faktora. S obmin da je bilo potrebno
ispitati pet faktora na dva nivoa izabran j&22frakcioni faktorski dizajn, jer je
omoguio izvodenje minimalnog broja eksperimenata. Ukupno je deve 8
eksperimenata uz dodatna 3 ponavljanja u nultdji tda bi se izréunala standardna
greSka. Ispitivani faktori i njihovi nivoi, odnosnmpsezi u kojima su analizirani su

prikazani u tabeli 5.

Tabela 5. Ispitivani faktori i njihovi nivoi analizirani u 2 frakcionom faktorskom

dizajnu
Ispitivani nivoi
Faktori — — —
Nizi nivo Srednji nivo Visi nivo

-1 0 +1
(A) Metanol u mobilnoj fazi (%) 60 70 80
(B) pH vrednost mobilne faze 4 6 8
(C) Temperatura kolone (°C) 25 35 45
(D) Koncentracija amonijum-acetata (mM) 0 5 10
(E) Protok mobilne faze (mL mif) 0,5 0,75 1

NiZi, sredniji i viSi nivo ispitivanih faktora su Koani i obelezeni sa -1, 01 +1,
da bi se omogtilo uporetivanje odgovarajtih koeficijenata matemakog modela.

Plan eksperimenata za 2frakcioni faktorski dizajn je prikazan u tabeli 6.
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Tabela 6.Plan eksperimenata za 2frakcioni faktorski dizajn

Faktor

Ne

A B C D E
1 +1 -1 +1 -1 +1
2 +1 -1 -1 -1 -1
3 -1 -1 +1 +1 -1
4 +1 +1 +1 +1 +1
5 -1 +1 -1 -1 +1
6 -1 +1 +1 -1 -1
7 -1 -1 -1 +1 +1
8 +1 +1 -1 +1 -1

A — Metanol u mobilnoj fazi (%)8 — pH vrednost mobilne faz€— Temperatura kolone (°C);
D — Koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazMnE — Protok mobilne faze (mL mif)

Eksperimenti su izuteni nasumino, odnosno randomizirano i bez ponavljanja.
Odgovor sistema koji se pratio 8 2frakcionom faktorskom dizajnu je bio retencioni

faktor ispitivanih komponenti. Dobijene vrednostifmikazane u tabeli 7.

Tabela 7. Retencioni faktori ispitivanih supstanci dobijerii 2frakcionim faktorskim

dizajnom
Retencioni faktori (k)
Ne
. Zolpidem . - .
Zolpacid tartarat Oksozolpidem  Zolpiridin ~ Zolpaldehid

1 0.25 0.00 0.90 1.37 2.31
2 0.28 0.00 0.96 1.50 2.67
3 0.51 0.31 2.20 4.21 8.83
4 0.26 0.68 0.57 1.03 1.72
5 1.15 4.33 2.90 6.33 13.60
6 0.94 3.62 2.56 5.25 10.46
7 0.57 0.32 2.58 5.00 11.68
8 0.30 0.74 0.60 1.13 1.97

Svi podaci su analizirani upotrebom statistig softvera Design-Expert 7.0.0.
Tom prilikom su, uz pomb viSestruke linearne regresione analize, ¢anati
koeficijenti matematikih modela za sve dobijene retencione faktore iispiih
supstanci. Zn&jnost dobijenih koeficijenata, a samim tim i odg@jwih faktora
procenjena je Studentovitdestom. Za svaki od koeficijenata modela ¢mrzata jet-

vrednost i uporgena sa kritinom tabelatnomt-vrednogu. Koeficijenti, odnosno
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faktori ¢ija je izraunatat-vrednost véa od tabelarnévrednosti smatraju se statidti
znaajnim. Radi vizuelizacije i bolje prezentacije,amnatet-vrednosti su prikazane
grafi¢ki u vidu Pareto dijagrama (slika 12.).
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é i I.L.: 10

e g g

2 6 __ - &

= : - o

o 4 _ a

§ 2 - - - Bt = 2.44 -E : tiimie = 2.306

. _ [] - o5, N B M
A B c D E A B c D E

Ispitivani faktori Ispitivani faktori

g 12 5 12

S 10| Zolpaldehid ‘é il e Zolpiridin

) )

% ° 5 °

2 ] >~ 6

® @

o 4 | o 4

.E — Yt = 2.306 | % timit = 2.306

o 2 ] 1 o = e

LF - B B ¢, H
A B c D E A B c D E

Ispitivani faktori Ispitivani faktori

%1“

c 14 1 Zolpidem

Sl

S 10 i ==

Sa

W 6

o

c 4

g 2 — timie = 2.44

0 =] =

= A B c D E

Ispitivani faktori

Slika 12. Pareto dijagrami izknatiht-vrednosti za koeficijente matemsih modela
retencionih faktora ispitivanih supstanci, gdeAje metanol u mobilnoj fazi (%)B —
pH vrednost mobilne faz&; — temperatura kolone (°Clp — koncentracija amonijum-

acetata u mobilnoj fazi (MMJE — protok mobilne faze (mL min)

Faktori¢ije izratunatet-vrednosti prelaze odgovargjuimit, odnosno kriténu
tabelatnut-vrednost, koja je na slici 12 predstavljena kg, smatraju se statigki
znaajnim, Sto zn& da imaju zn&ajan uticaj na hromatografsko ponaSanje ispitivanih

supstanci. Sa Pareto dijagrama se vidi da progee&inola u mobilnoj fazi zdajno
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uti¢e na retencije svih ispitivanih supstanci, dok pldbime faze i koncentracija
amonijum-acetata @il na zolpacid i zolpidem. Zbog toga su ova tri da#t dalje
detaljno ispitivana i optimizovana u optimizaciondimajnu.

Sa druge strane, temperatura kolone i protok melfdze ne utu zna&ajno na
retencije ispitivanih supstanci, osim donekle nipigdem, pa je odlgeno da se u daljim
eksperimentima ovi faktori odrzavaju na konstantniednostima. Odkeno je da se
koristi temperatura kolone od 35 °C, jer je sin@tpikova bolja nego na temperaturi
od 25 °C, dok dalje povavanje temperature skige trajanje kolone. Sto se protoka
tice, odlkeno je da se koristi maksimalni mégyprotok zbog skréenja ukupnog
trajanja analize, pa je izabran protok od 1 mLThirkao najvéi protok koji je

preporuljivo koristiti sa masenim detektorom.

4.1.2.2. Primena centralnog kompozicionog dizajn@ptimizacionoj fazi

Za optimizaciju faktora koji su pokazali stati&ii znaajan uticaj na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstanop sut procenat metanola u mobilnoj
fazi, pH mobilne faze i koncentracija amonijum-atat primenjen je centralni
kompozicioni dizajn i metodologija povrSine odgoaao€entralni kompozicioni dizajn
je izabran zbog njegove visoke efikasnosti u odnuesibroj izvrSenih eksperimenata
[33]. S obzirom da se vrSila optimizacija tri fakddokalizacija 41 nivoa je izréunata
preko jednaine o = 2¥* | gde jeN broj promenljivih [31], pa su u ovom shiju o
nivoi bili lokalizovani na £(1,68).

Svi eksperimenti su izvi®ni nasumino, odnosno randomizirano i bez
ponavljanja da bi se smanijio efekat nekontrolisgmdmenljivih koji moZe da pove
eksperimentalnu greSku odreanja [37]. Ponavljanja su vrSena iskijuo u centralnoj
tacki i to 6 puta, tako da je ukupan broj izvedenismdrimenata bio 20.

Ispitivani faktori i njihovi nivoi, odnosno opsex kojima su analizirani su
prikazani u tabeli 8, a plan eksperimenata za abmtkompozicioni dizajn je prikazan
u tabeli 9.
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Tabela 8. Ispitivani faktori i njihovi nivoi analizirani u ggralnom kompozicionom

dizajnu
Ispitivani nivoi
Faktori
-a (—1,68) -1 0 +1 @ (+1,68)
(A) Metanol u mobilnoj fazi (%) 53,18 60 70 80 86,82
(B) pH vrednost mobilne faze 2,64 4 6 8 9,36
(D) Koncentracija 0,01 2,55 6,28 10 12,54

amonijum-acetata (mM)

Tabela 9.Plan eksperimenata za centralni kompozicioni dizajn

Faktor

Ne
A B D
1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1
3 -1 +1 -1
4 +1 +1 -1
5 -1 -1 +1
6 +1 -1 +1
7 -1 +1 +1
8 +1 +1 +1
9 -a 0 0
10 +a 0 0
11 0 —-a 0
12 0 +a 0
13 0 0 —-a
14 0 0 +a
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 0 0 0
19 0 0 0
20 0 0 0

A — Metanol u mobilnoj fazi (%)B — pH vrednost mobilne faz& — Koncentracija amonijum-acetata u
mobilnoj fazi (mM)

U cilju prikupljanja Sto véeg broja informacija pteno je nekoliko odgovora
sistema: rezolucija iznde kriticnih pikova i retencioni faktori ispitivanih supstan

Dobijeni rezultati su prikazani u tabeli 10.
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Tabela 10.0dgovori hromatografskog sistema dobijeni u centrad kompozicionom

dizajnu
Retencioni faktori (k) Rezolucija
Ne
Zolpacid Ztglr%c:g:n Oksozolpidem Zolpiridin ~ Zolpaldehid Riy,  Rys
1 0.36 0.00 2.36 4.44 10.68 2.96 /
2 0.24 0.00 0.93 1.59 3.07 2.74 /
3 1.33 3.93 2.93 6.42 13.60 11.66 4.27
4 0.34 0.65 0.61 1.21 2.14 297 0.83
5 0.27 0.00 1.98 3.94 9.32 2.28 /
6 0.14 0.00 0.65 1.18 2.18 1.36 /
7 0.95 4.21 2.83 6.04 12.86 15.67 6.06
8 0.25 0.76 0.59 1.24 2.29 5.23 1.72
9 1.64 5.63 6.50 14.15 33.82 16.28 2.67
10 0.42 0.50 0.53 0.86 1.35 0.91 0.00
11 0.00 0.00 0.85 0.61 2.68 0.00 7.68
12 0.38 2.09 1.48 3.08 6.10 12.09 3.99
13 0.60 1.26 1.33 2.79 5.44 6.33 0.71
14 0.47 0.82 1.37 2.88 5.64 3.17 4.45
15 0.47 1.08 1.13 2.34 4.48 5.25 0.44
16 0.46 1.09 1.12 2.33 4.46 5.38 0.34
17 0.46 1.09 1.12 2.33 4.47 5.45 0.37
18 0.45 1.09 1.11 2.32 4.46 5.47 0.40
19 0.46 1.09 1.12 2.33 4.46 5.38 0.34
20 0.45 1.09 1.11 2.32 4.46 5.47 0.40

Ry» — rezolucija izméu zolpacida i zolpidem-tartarat®,; — rezolucija izméu zolpidem-tartarata i
oksozolpidema

Uz pom@ viSestruke regresione analize definisana je vemssiu kodiranih
faktora i ispitivanih odgovora sistema, koja sebofe moze opisati sledan

matemaitikim modelima, odnosno polinomima:

Kyopaca = 0460~ 0,290x, + 0,180, — 0,064x, — 0,180x,X, + 0,035%,%, — 10
0,035x, X, + 0,180x> — 0,120x2 + 0,004x

Kyopidem = L110—1120x, +0,960x, —0,026x, — 0,840%,X, + 0,021x,x, + an
0,049%,%, +0,580% — 0,130x2 — 0,140x?

Koksozolpiem = 1130—1,270x, +0,150x, — 0,052, — 0,220%,x, + 0,023, X, + (12)

0,068, + 0,750x> — 0,079 —0,014x’
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Ko = 2360~ 2,780, + 0,580, — 0,081, = 0,550%, X, + 0,063%,X, + 3
0,070%,X, +1,640x> — 0,360x2 — 0,013

Kopaigens = 4540~ 6,690, +0,830x, —0,180x, —0,910x,X, +0,170x,X, + 14)
0,210x,x, +4,120x” — 0,540x% — 0,130’

R,, = 5800~ 3,380x, +3410x, — 0,081, — 2,250x,X, — 0,310x,X, +1,040,X, (15)

R,/s = 0,440—0,900x, +0,490x, + 0,660, — 0,970x,x, — 0,110x X, +

2 2 2 (16)
0,340x,X, — 0,046x? +1,550x2 + 0,390

gde suk k k k i k W retencioni faktori ispitivanih

zolpacid? ™ zolpidem? oksozolpiem? " zolpiridin 1 zolpalde
supstanci,Ry; je rezolucija izméu zolpacida i zolpidem-tartaratd,;; rezolucija
izmedu zolpidem-tartarata i oksozolpidenxa, X, i X3 Su vrednosti za procenat metanola
u mobilnoj fazi, pH i koncentraciju amonijum-aceta@ia kodiranim nivoima.

Iz navedenih polinoma se vidi da odgovore siste@aolje opisuju kvadratni
matematiki modeli, odnosno polinomi drugog reda, osim razgl izmeiu zolpacida i
zolpidem-tartarata koju bolje opisuje interakcioraodel.

Vedi koeficijent u polinomu zn& i vedi uticaj faktora na odgovor sistema. 1z
polinoma se vidi i da li faktor ima pozitivan iliegativan uticaj na odgovor sistema.
Ukoliko koeficijent ima negativan predznak to Znda poveéanje vrednosti faktora
dovodi do smanjenja vrednosti odgovora sistema, Ko# pozitivnog predznaka
poveanjem vrednosti faktora pot@va se i odgovor sistema. 1z izuaatih polinoma se
vidi da procenat metanola ima negativan uticaj nanmatrane retencione faktore i
rezolucije. Sa druge strane, pH vrednost mobilree fpokazuje pozitivan efekat na
ispitivane odgovore sistema. Koncentracija amonipoatata pokazuje negativan efekat
na sve posmatrane odgovore sistema, osim na rgeolamedu zolpidem-tartarata i
oksozolpidema, gde pot@nje koncentracije dovodi do paamja rezolucije.

Radi bolje vizuelizacije optimalnih vrednosti iBpanih faktora za sve odgovore

sistema su konstruisani 3-D grafikoni, odnosno $io odgovora (slika 13).
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Slika 13. 3-D grafici za retencione faktore zolpacida (@prdema (b), oksozolpidema
(c), zolpiridina (d), zolpaldehida (e), rezolucijpmedu zolpacida i zolpidema (f) i

zolpidema i oksozolpidema (g) u funkciji pH i prot@ metanola, pri koncentraciji

amonijum-acetata od 6.28 mM.
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Iz dobijenih povrSina odgovora se vidi da i fakk@rsnterakcije imaju uticaja na
odgovore sistema. Na retencione faktore ispitivanipstanci veoma 8 istovremena
promena procenta metanola u mobilnoj fazi i pH wcedi, odnosno Sto je ¥a pH
vrednost mobilne faze V¥ije i uticaj promene procenta metanola na reterei@ktore.
Pored ove interakcije na rezolucije veliki uticakpzuje i istovremena promena pH i
koncentracije amonijum-acetata.

Za cetiri bitna odgovora sistema koji su dodatno ommmani, a to su kritne
rezolucije Ru2 i Ry3) i retencioni faktori za komponentu sa nafma (Kzopacid |
najduzim retencionim vremenomk {padenid, Proverena je adekvatnost izabranog
modela, odnosno koliko dobro izabrani model opispgaSanje hromatografskog
sistema. Uz pomoanalize varijanse za svaki od odgovora sistenaunata je suma
kvadrata neslaganja dobijenog matetiay modela sa eksperimentalnim podacima
(eng. lack-of-fit sum of squares, §Pi Ciste eksperimentalne neizvesnosti (epgre
error sum of squares, §p a zatim su te dve vrednosti updeee poméu F-testa. Za

svaki odgovor sistema je iznanataF-vrednost prema sledej formuli:

_ S(znf _ SS; /(m=p)
e g2, SS./(n—m)

pe

F

(17)

gde jem broj faktorskih kombinacija koré&n u centralnom kompozicionom dizajmu,

broj koeficijenta u matematom modelu,n ukupan broj eksperimenta;, varijansa

neslaganja dobijenog matentkbg modela sa eksperimentalnim podacimasf,g

varijansatiste eksperimentalne neizvesnosti.

IzracunateF-vrednosti su bile 0.9935 2@opacida 0.8931 z&;oipaidenia 0.7356 za
Ro310.9011 zaR, .. Odgovarajde tabelarné--vrednosti sa kojima je vrSeno pdemje
za nivo poverenja od 95% su bHge=4.010 zaKoipacid,Kzolpaldenidl Rers 1 F7,6=2.827 za
Ri2. S obzirom da su izéanateF-vrednosti bile manje od tabelarnih zakimo je da
izabrani matematki modeli dobro opisuju ponaSanje hromatografskastema,
odnosno da eksperimentalno dobijene vrednosti retupdju statistki znatajno od

vrednosti predvenih modelom.
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4.1.3. Primena multikriterijumskog odlu¢ivanja u formi Deringerove funkcije

Metodologija povrSine odgovora je pokazala da %gitivani faktori, ali i
njihove interakcije imaju statigki znafajan uticaj na svaetiri kriticna odgovora
sistema, pa bi pojeditiaa optimizacija faktora prema svakom od posmatradiovora
sistema bila veoma komplikovan zadatak. Zbog togaodlweno da se za dalju
optimizaciju metode iskoristi metodologija multilaiijumskog odldivanja, i to
Deringerova funkcija pozeljnih odgovora, koja sgvis@ koristi u analitici lekova.

Tom prilikom su postavljen&etiri cilja koja treba da zadovolji sistem i ciljesu

prikazani u tabeli 11.

Tabela 11.Ciljevi postavljeni u svrhu multikriterijumskogiptupa optimizaciji metode

Posmatrani odgovor Cilj Donja granica Gornja granica
Kolpacid Maksimalan odgovor 0 0,4
Kzolpaldenid U opsegu 0 5
Ry/» U opsegu 2 8
Rys U opsegu 1,5 6

Kzoipacia retencioni faktor zolpacidalGoipaidenia retencioni faktor zolpaldehidaRy, rezolucija izméu
zolpacida i zolpidem-tartaratBy 3 rezolucija izméu zolpidem-tartarata i oksozolpidema

Prvi cilj je bio da se dobije maksimalna vrednastretencioni faktor prvog pika
(zolpacida), da bi se spiito njegovo preklapanje sa pikom mobilne faze. Dmilj je
bio da se postigne najlki®m moguée trajanje hromatografske analize odrzavanjem u
Zeljenom opsegu retencionog faktora poslednjeg (@kfpaldehida). Tr@ i cetvrti cilj
su bili da se postigne dobra separacija zolpaczEpidema i oksozolpidema
odrzavanjem njihove rezolucije u Zeljenom opsegost® nije bilo potrebe za
favorizovanjem ni jednog od ciljeva, odnosno sVjeei su bili podjednako zriajni,
svim ciljevima je dodeljena relativha zt@gnost od 1.

Ispunjenje zadatih ciljeva se ispitivalo u istimsepima faktora koji su kokiéni
u centralnom kompozicionom dizajnu (tabela 8) oSimje za pH opseg suzen na 4-5,5
zbog bolje simetrije pikova i podesnosti za radnsgsenim detektorom. Za svaki od
zadatih ciljeva izraunate su pojedigae funkcije pozeljnih odgovoradj preko
jedn&ina (4), (7) i (8), kao i ukupna funkcija pozeljntigovora D) preko jednéine
(9) (v. poglavlje 1.2.3. Vrednosti pojedinanih i ukupne funkcije pozeljnih odgovora

su radi bolje vizuelizacije prikazane kao Paretagtam na slici 14.
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Metano
1
pH 1
koncentr. 1
pufera
kzo|pacid .963418
kzolpald ehid
1
R1/2 1
R 1
D .963418
\ \ \ \ \
1.000 0.250 0.500 0.750 1.000

Slika 14. Pareto dijagram vrednosti pojedénéh (di) i ukupne funkcije pozeljnih

odgovora D), gde suk,, ..q retencioni faktor zolpacida,k W retencioni faktor

zolpaci zolpalde

zolpaldehidaRy/; je rezolucija izméu zolpacida i zolpidema, B3 rezolucija izmédu

zolpidema i oksozolpidema.

Najvisu vrednost [1=0,96) ukupna funkcija poZzeljnih odgovora je imga
sled€im vrednostima ispitivanih faktora: 68,4% metanolenobilnoj fazi, pH mobilne
faze 5,4 i koncentracija amonijum-acetata od 10 mp&su ovi uslovi na dalje smatrani
kao globalni optimum. Pri ovim uslovima dobijeno m@jkraée mogue trajanje
hromatografske analize (manje od 15 minuta) uz @labzdvajanje svih ispitivanih
supstanci.

Graficki prikaz zadovoljenja hromatografskih ciljeva mampatenom globalnom
optimumu je predstavljen na slici 15.
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Slika 15. Graficki prikaz zadovoljenja hromatografskih ciljeva naomaienom

globalnom hromatografskom optimumu

Dijagram 3-D zavisnosti ukupne funkcije pozeljnidgovora D) od procenta
metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze, pri kentraciji amonijum-acetata od
10 mM je prikazan na slici 16. Pri nizim koncentjf@ma amonijum-acetata vrednadst
pada ispod 0,47, pa ove koncentracije viSe nisuammatrane u istrazivanju. Sa
dijagrama se moZze videti da uzak deo eksperimegakgiona obezhiaje vrednostD
vece od nule. Takde, mala promena u procentu metanola i pH vredmoskilne faze

dovodi do velikin promena u vrednodd. Drugim r&ima, na globalnom optimumu
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robusnost metode bi mogla biti ugroZena, pa jedaia da se robusnost metode ispita

pri validaciji prema zahtevima Evropske farmakog8je

Design-Expert® Software

Desirability
Il
0

X1 = A: Metanol

X2 = B: pH 0.95

Actual Factor //'

C: buffer concentration = 10.00 0.7125 ;9"%

%,
A
o
> 5
= 0.475 )
= ° W
@ mn
= |
B oo2srs ‘
[a) |
fl
60.00
65.00
Methanolum
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5.00

80.00 4.00

pH

Slika 16. Dijagram 3-D zavisnosti ukupne funkcije pozeljoitigovora D) od procenta
metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze pri kentraciji amonijum-acetata od
10 mM

Razvojem metode uz pomceksperimentalnog dizajna i multikriterijumskog
pristupa u odlgivanju identifikovani su optimalni uslovi za odieanje sadrzaja
zolpidem-tartarata i njegovih &etoca zolpacida, oksozolpidema, zolpiridina i

zolpaldehida u film-tabletama i to:

Kolona: Luna C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mm, 5 um

Mobilna faza: metanol—10 mM NECH;COO (68,4:31,6y/v) pH 5,4
podeSen sa glacijalnom &tnom kiselinom

Temperatura 35°C

Protok: 1 mL min?

Talasna duzina: 254 nm

Volumen injiciranja: 10 uL
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4.2. VALIDACIJA RP-HPLC METODE ZA ODRE DPIVANJE ZOLPIDEM-
TARTARATA | NJEGOVIH DEGRADACIONIH PROIZVODA

Nakon Sto su ustanovljeni optimalni hromatogratsitovi, RP-HPLC metoda za
odreiivanje zolpidem-tartarata i njegovih degradaciompivizvoda je validirana u
skladu sa zahtevima ICH regulative [4]. Tom prilikeu ispitivani sleda parametri:
robusnost, selektivnost, linearnost i opseg, presy t&nost, limit detekcije i limit

kvantifikacije.

4.2.1. lIspitivanje robusnosti

Posto je 3-D dijagram zavisnosti ukupne funkcijggdmih odgovora pokazao
da bi metoda na globalnom optimumu mogla da budsblpmattna po pitanju
robusnosti, ovaj parametar je prvi ispitan prilikoralidacije. Ispitivanje je udeno
prema zahtevima monografije Evropske farmakopej@.48. Chromatographic
Separation Techniqueza izokratski sistem [8], a zahtev je bio da @imernim malim
promenama hromatografskin parametara rezolucijeedankriticnih pikova ne bude
manja od 1,5.

Prema Ph. Eur. sastav mobilne faze moze da vaB@®ctrelativno ili +2%
apsolutno (Sta je ¥e), r&unato na rastvaéaprisutan u manjoj katini. Zbog toga je
robusnost ispitivana sa mobilnom fazom koja sa88% metanola i 78% metanola.
Uticaj koncentracije soli amonijum-acetata u modjlfazi na stabilnost sistema je
ispitivana variranjem +10%, pa je zbog toga hromettisanje vrSeno sa 9 mM i
11 mM vodenim rastvorom amonijum-acetata u mobilfagi, dok je pH vrednost
mobilne faze menjana +0,2 pH jedinice od optimalrezinosti (5,2 i 5,6).

Sledé&i parametar koji je ispitivan je protok mobilne éaZ°h. Eur. dozvoljava
promenu protoka za +#50%. Zato je robusnost ispiiv@ri protoku 0,5 mL mih i
1,5 mL mir*, kao i pri temperaturama 25°C i 45°C (+10°C odnagiine vrednosti).

Posto je preliminarnim ispitivanjima pokazano dazg razdvajanje zolpidem-
tartarata i njegovih degradacionih proizvoda presudioga u izboru stacionarne faze i
da su se idealna rezolucija i simetrija pikova tici@mo na Luna C18 kolonama, dalja
ispitivanja na drugim stacionarnim fazama nisiere.

Ukupni rezultati ispitivanja robusnosti metode pekni su u tabeli 12.
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Tabela 12.Resultati ispitivanja robusnosti

Faktor Varijacije R Rars

Metanol u mobilnoj fazi (+ 10 % od optimalnih 58 % metanol 11.6 5.65

uslova) 78 % metanol 1.73 2.35
pH vrednost mobilne faze (+ 0.2 pH jedinice od pH 5.2 2.68 9.56
optimalnih uslova) pH 5.6 7.46 4.37
Koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazi 9 mM 5.54 4.36
(= 10 % od optimalnih uslova) 11 mM 5.82 3.01

o 25°C 5.34 7.23
Temperatura kolone (x 10 °C) 45 °C 577 514
Protok mobilne faze (= 50 % od optimalnih 0.5 mL min* 6.99 6.98
uslova) 1.5mLmin® 468 5.70

Ry» — rezolucija izmédu zolpacida i zolpidem-tartarat®;; — rezolucija izméu zolpidem-tartarata i

oksozolpidema

Iz tabele 12 se vidi da promenom hromatografskktol@ u opsezima koje
propisuje Ph. Eur. rezolucija izahe kriticnih pikova ne pada ispod 1,&€ime je

dokazana dobra robusnost metode.

4.2.2. lIspitivanje selektivnosti

U RP-HPLC sistem koji je prethodno pripremljen idg8en, pri navedenim
hromatografskim uslovima injiciran je rastvor plaag rastvor uzorka i radni rastvor
standarda za ispitivanje selektivnosti, koji saddpidem-tartarat u kalini od 100% i
njegove degradacione proizvode u &wmli od 1% u odnosu na radnu koncentraciju
zolpidem-tartarata u rastvoru uzorka.

Uporedivana su retenciona vremena hromatografskih pikeevdhromatograma
rastvora placeba sa retencionim vremenima pikovarematograma radnog rastvora
standarda za ispitivanje selektivnosti i rastvararka.

Selektivnost se potduje ukoliko nema interferencija od strane kompote&na
placeba pri ispitivanju, odnosno ukoliko na hrongaémonu rastvora placeba nema
pikovacija retenciona vremena odgovaraju retencionim vréma za zolpidem-tartarat
i njegove degradacione proizvode: zolpacid, okgwdeim, zolpiridin i zolpaldehid.

Hromatogrami rastvora placeba i radnog rastvorandstala za ispitivanje

selektivnosti, prikazani su na slikama 17. i 18.
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DADL A, Sig=254,4 Ref=off (MARAJA2\10100210.D)
mAU]
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Slika 17. Hromatogram placebo rastvora

DADL A, Sig=254,4 Ref=off (MARAJA2\10100226.D)
mAU]
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Slika 18. Hromatogram radnog rastvora standarda za ispjéveeiektivnosti

Cisto¢a svih eluiranih pikova je péana upotrebom PDA detektora i dokazano je
da jecistoca svih pikova bila véa od 99%. PosSto na hromatogramu rastvora placeba
nema pikovaiija retenciona vremena odgovaraju retencionim vréma za zolpidem-
tartarat i njegove degradacione proizvode: zolpa@#sozolpidem, zolpiridin i
zolpaldehid,cime se isklj@uje uticaj pomoénih supstanci iz uzorka na razdvajanje i

odredivanje ispitivanih supstanci, selektivnhost metogl@gtvdena.

4.2.3. Ispitivanje linearnosti
Za ispitivanje linearnosti pripremljeno je sedaranstardnih rastvora, raziiih
koncentracija za zolpidem-tartarat i njegove degcamhe proizvode: zolpacid,

oksozolpidem, zolpiridin i zolpaldehid i rastvou #jicirani u hromatografski sistem.
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Koncentracije rastvora su obuhvatale opseg od 3Wlza zolpidem-tartarat i 0,1—
10% za njegove degradacione proizvode u odnosuadiaurkoncentraciju zolpidem-
tartarata u rastvoru uzorka.

Analizirana je zavisnost povrSine pikova (apsorljahdspitivanih supstanci u
funkciji koncentracije. Kalibracione krive su kongsane metodom najmanjih kvadrata,
a svaka t&ka dobijena je kao srednja vrednost tri injektoganjigovarajéih rastvora.

Kalibracione krive ispitivanih jedinjenja prikazase na slikama 19,20,21,22 i 23.

14000

12000 1 Y= 24,497x+ 592,83
2

10000 - R“ =0,9988

8000

6000
4000
2000

ApsorbancijamAU

0 100 200 300 400 500 600

koncentracijamcg/mL

Slika 19. Kalibraciona kriva zolpidem-tartarata

1200 | y= 29,936x- 2,8366
R? = 0,9998

ApsorbancijamAU
(o]
(@]
o

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

koncentracija mcg/mL

Slika 20. Kalibraciona kriva zolpacida
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Slika 21. Kalibraciona kriva oksozolpidema
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Slika 22. Kalibraciona kriva zolpiridina
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Slika 23. Kalibraciona kriva zolpaldehida
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Linearna zavisnost iznde povrSine pika i koncentracije je dokazana za sve
ispitivane supstance u izabranom opsegu, jer jédi@at linearnosti za sve ispitivane
supstance bio v& od 0,998 (postavljeni zahtevi za linearnost sli d& koeficijent
linearnosti bude @ od 0,995 za sve supstance). Uz pon8iudentovogt-testa je
takole pokazano da odsk nay osi nije statistiki znatajno vei od nule, jer su
izratunatet-vrednosti za sve kalibracione krivg)(bile manje od tabelarrntevrednosti
(ta=4.032,p=0.01). Odgovarajte jedngine pravih i parametri regresione analize za

ispitivane supstance prikazani su u tabeli 13.

Tabela 13.Rezultati ispitivanja linearnosti metode

» Opseg T :
Ispitivana koncentracija Kalibraciona kriva 2 s, 5 N
supstanca 4 y=ax+b
(ng mL™)
Zolpacid 0,4-40 y=29.936-2.8366 0,9998 0.19 3.37 0.84
Zolpidem- 280-520  y=24.49%+592.83 0.9988 0.37 15224 3.89
tartarat
Oksozolpidem 0,4-40 y=40.004-5.4830 0,9997 0.31 538 1.02
Zolpiridin 0,4-40 y=41.225-4.2987 0,9997 029 508 0.85
Zolpaldehid 0,4-40 y=51.80%-8.1316 0,9995 0.49 861 0.94

a nagib kalibracione krivep odseéak, r* koeficijent linearnosti;S, standardna devijacija nagib&,
standardna devijacija odde, t, izratunatat-vrednost za odsak, t, tabelarnat-vrednost {,= 4.032,
p=0.01)

4.2.4. Ispitivanje preciznosti

Preciznost predstavlja ntesobno slaganje serije rezultata dobijenih
odreilivanjem iz istog homogenog uzorka pod propisanifovima i nafese se
izrazava relativnom standardnom devijacijom. Pojnvndt predstavija preciznost
procenjenu pod istim uslovima u kratkom vremenskpeniodu [4]. Kao zahtev je
postavljeno da RSD vrednost za ponovljenja digemnja zolpidem-tartarata bude manja
od 2%, a za degradacione proizvode manja od 5%.

Preciznost odnosno ponovljivost metode je ispitavamalizom laboratorijske
smesSe standarda za ispitivanje preciznostindati koji sadrze koncentracije 0,40; 4,0 i
40,0png mL* za degradacione proizvode i 280; 400 i HB0ML™ za zolpidem-tartarat,
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kao i komponente placeba u odnosu koji odgovartawagpomaénih komponenti u
uzorku. Pravljena su po tri rastvora svake koneeij& i svaki je rastvor injiciran po tri
puta. Obradom podataka i¢tmati su statistki parametri koji ukazuju na preciznost

metode koji su prikazani u tabeli 14.

Tabela 14.Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Ispitivana Injektovano Nadeno +SD RSD
supstanca (ng mL™) (ng mL™) (%)
0.4 0.39+£0.00 0.65

Zolpacid 4 4.02 +0.02 0.48

40 40.45 £ 0.25 0.61

280 284.58 +1.22 0.43

Zolpidem-tartarat 400 406.82 +2.13 0.52

520 525.95 + 2.66 0.51

0.4 0.41+£0.01 3.33

Oksozolpidem 4 4.03+0.02 0.44

40 40.21 £0.21 0.52

0.4 0.42+£0.01 3.50

Zolpiridin 4 4.04 £0.02 0.56

40 40.08 £ 0.23 0.58

04 0.38 £0.00 0.26

Zolpaldehid 4 4.05+0.01 0.29

40 40.18 £0.23 0.58

SDstandardna devijacija£9), RSDrelativha standardna devijacija

Statisttkom obradom eksperimentalno dobijenih rezultatazrecunavanjem
standardne devijacijeSD) i relativne standardne devijacijiR$D, koja se za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije kretalainapred definisanim granicama,

potvrdena je dobra preciznost metode u ispitivanom opsegu

4.2.5. Ispitivanje tatnosti

Tacnost predstavlja n@eisobno slaganje prave ili referentne vrednostziltata
dobijenog odréivanjem pod propisanim uslovima, a izrazava se fracenat prinosa,
odnosnoRecoverwrednost od poznate, dodate Kole analita u uzorak. Kao zahtev je
postavljeno daRecoveryvrednost za zolpidem-tartarat bude i2me98-102%, a za

degradacione proizvode izide 95-106%.
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Taénost je ispitivana analizom istih laboratorijskimesSa standarda, koje su
koris&¢ene za ispitivanje preciznosti metode, a koje sadiZgradacione proizvode u
koncentracijama 0,40; 4,0 i 4049 mL™, zolpidem-tartarat u koncentracijama 280; 400
i 520ug mL?, kao i komponente placeba u odnosu koji odgovasiasu poménih
komponenti u uzorku. Pravljena su po tri rastvarake koncentracije i svaki je rastvor
injiciran po tri puta. Statistkom analizom izré&unati su parametri koji ukazuju na

tacnost metode i koji su prikazani u tabeli 15.

Tabela 15.Rezultati ispitivanja @&nosti metode

Ispitivana Injektovano Nadeno +SD Recovery
supstanca (ng mL™) (ng mL™) (%)

0.4 0.39 £0.00 98.30
Zolpacid 4 4.02 £0.02 100.54
40 40.45 £ 0.25 101.12
280 284.58 +1.22 101.64
Zolpidem-tartarat 400 406.82 + 2.13 101.71
520 525.95 + 2.66 101.14
04 0.41+£0.01 102.01
Oksozolpidem 4 4.03 £0.02 100.66
40 40.21 £0.21 100.52
0.4 0.42 £0.01 105.31
Zolpiridin 4 4.04 +£0.02 101.01
40 40.08 £ 0.23 100.21
0.4 0.38 £ 0.00 95.13
Zolpaldehid 4 4.05+0.01 101.1
40 40.18 £ 0.23 100.45

SDstandardna devijacija€9)

Izracunavanjem procenta prinosa, odno$Recoveryrednosti, koja se za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije kretalainapred definisanim granicama,

potvidena je dobra tanost metode u ispitivanom opsegu.

4.2.6. lIspitivanje limita detekcije i kvantifikacije

Odradivanje limita detekcije i kvantifikacije udeno je kombinacijom
eksperimentalnog rada i procene odnosa signal/Blamme, u hromatografski sistem su
injicirani rastvori koji sadrze po 0,02; 0,04; 0,@B16; 0,24 i 0,32,g mL™* zolpidem-
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tartarata i njegovih degradacionih proizvoda, dnzgé raiunat odnos signal/Sum za
svaku ispitivanu supstancu u svim koncentracijamimitom detekcije (LOD) je
oznaena ona koncentracija koja ima odnos signal/Sumamaje 3:1, dok je limitom
kvantifikacije oznaena ona koncentracija koja ima odnos signal/Surmawaje 10:1
(tabela 16).

Tabela 16.LOD i LOQ vrednosti za ispitivane supstance

Ispitivana supstanca LOD_l LOQ_l
(rg mL™) (rg mL™)
Zolpacid 0.05 0.15
Zolpidem-tartarat 0.07 0.24
Oksozolpidem 0.05 0.15
Zolpiridin 0.06 0.20
Zolpaldehid 0.08 0.26

LOD limit detekcije,LOQ limit kvantifikacije

Vrednosti validacionih parametara robusnosti, dele&sti, linearnosti,
preciznosti, téanosti, limita detekcije i limita kvantifikacije, k® su bile u skladu sa
unapred definisanim kriterijumima za validaciju g, ukazali su da validirana RP-
HPLC metoda odgovara njenoj planiranoj hameni zaeddhnje zolpidem-tartarata i
njegovih degradacionih proizvoda zolpacida, okspzema, zolpiridina i zolpaldehida

u film-tabletama.

4.3.  KVALITATIVNA | KVANTITATIVNA ANALIZA FILM-TABL ETA

Za odretivanje sadrzaja zolpidem-tartarata i njegovih ddgcéonih proizvoda:
zolpacida, oksozolpidema, zolpiridina i zolpaldehmredlozenom RP-HPLC metodom
u film-tabletama, u hromatografski sistem su injelaoivradni standardni rastvor koji
sadrzi zolpidem-tartarat u koncentraciji od 4@PmL" i degradacione proizvode u
koncentraciji 4ug mL™, kao i rastvor uzorka. Napravljena su tri rastvazarka i svaki

je injiciran tri puta.
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Pod navedenim uslovima dobijeni su dobro definisanirazdvojeni
hromatografski pikovi zolpidem-tartarata i degradaih proizvoda. Hromatografski

parametri RP-HPLC analize prikazani su u tabeli 17.

Tabela 17 Hromatografski parametri za RP-HPLC analizu zadmetartarata i

degradacionih proizvoda

Hromatografski g Zolpidem- o cozolpidem  Zolpiridin Zolpaldehid
parametﬂ tartarat

f 3,54 4,31 5,31 8,30 13.41
% 2.56
v, 3,54 4,31 5,31 8,30 13.41
W 0,08 0.10 0,11 0,16 0,25
As 0.78 1,03 0,79 0,74 0,80
K 0.38 0.68 1,07 2.24 4.24
N 10015 10766 12184 15553 16093
R / 4,98 5,59 12,99 14,82

t, retenciono vremdg retenciono vreme mobilne fa2é, retenciona zapremingy Sirina pika na polovini

njegove visine (min)Assimetrija pikaN broj teoretskih platod retencioni faktorR rezolucija

Iz tabele 17. se vidi da se svi hromatografski eatai nalaze u dozvoljenim
granicama koji garantuju dobru separaciju i ddrenje ispitivanih supstanci. Sve
rezolucije su daleko ¥e od 1,5 Sto se smatra razdvajanjem na baznaj Byji pik od
zolpacida ima retencioni faktor od 0,38, Sto gargntdobro razdvajanje od pika
mobilne faze. Simetrije pikova &istoca, koje su blizu vrednosti od 0,8 i zolpidem-
tartarata bliska vrednosti od 1, omdéguaju dobru integraciju pikova i kvantifikaciju
svih komponenti.

Odrelivanje sadrzaja ispitivanin supstancideao je metodom eksternog
standarda, preko povrsSine pikova. Identifikacijaitisanih supstanci je izvrSena preko
retencionih vremena i UV-spektra snimljenog na Ritektoru. Rezultati kvantitativhe
analize film-tableta su predstavljeni u tabeli &8jromatogram rastvora uzorka na slici
24.
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Tabela 18 Rezultati odrdivanja sadrzaja zolpidem-tartarata i njegovih ddgcaonih

proizvoda u film-tabletama

Ispitivana Ocekivano Nadeno Nadeno Recovery RSD
supstanca (ngmL?)  (ngmL?) (mg/tbl.) (%) (%)
Zolpacid 4 Ispod LOD Ispod LOD / /
Zolpidem-
tartarat 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /
Oksozolpidem 400 384,8+1,2 9.62+0,03 96,2 0,33
Zolpiridin 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /
Zolpaldehid 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /

*SD standardna devijacijam£9), RSDrelativna standardna devijacija

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=off (MARAJA2\10100225.D)
mAU]
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Slika 24. Hromatogram rastvora uzorka

Uporaiivanjem dobijenih vrednosti

za sadrzaj

ispitivangupstanci sa

specifikacijskim zahtevima proizdaca, ustanovljeno je da proizvod zadovoljava

definisane zahteve iz specifikacije u roku upotrplm®zvoda.

4.4. STUDIJA FORSIRANE DEGRADACIJE

Studija forsirane degradacije farmaceutski aktisnpstance zolpidem-tartarata i

farmaceutskog doziranog oblika film-tableta je sfeaena u skladu sa ICH smernicama

[42,43] i obuhvatala je ispitivanja u rastvoru ¢wrstom stanju. Uzorci su pripremani na

n&tin opisan u delB.4. Priprema rastvora za studiju forsirane degragacSvi uzorci

su ispitivani u sled@m vremenskim tékama: neposredno nakon pripreme (vreme

86




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

nula), nakon 1, 4, 8, 24, 48 sati i nakon 8, 14 id2n, a dalje ispitivanje je prekidano
kada se dostigne nivo degradacije 5-20%. Uzorcrglizirani primenom validirane
HPLC metode, pod uslovima opisanim u d&ld.1 Hromatografski usloyvuz upotrebu
PDA detektora koji je omodip praenje ¢istoce hromatografskih pikova, kao i
upotrebu MS detektora koji je omaga dodatnu identifikaciju nastalih degradacionih
proizvoda.

Sumarni rezultati studije forsirane degradacijeniaceutski aktivne supstance

zolpidem-tartarata su prikazani u tabeli 19.

Tabela 19. Sumarni rezultati studije forsirane degradacijemiaceutski aktivne

supstance zolpidem-tartarata

Uslovi
Pik Rastvor-1M  Rastvor- Rastvor- Rastvor- Rastvor- Evrst oblik-
ik (RR) HCl na 0.IMNaOH 70 °C 10%HO0, oot Svetlost

70 °C posle na70°C posle 8 na 40 °C

48h posle 24h dana posle 8 dana prema ICH prema ICH
1(0.80) / / / 0.15% / /
11 (0.85) / / / 0.30% / /
111 (0.90) 82% 13.8% / / / /
Zolpidem (1) 91.8% 86.2% 100% 98.7% 90.6% 99.4%
IV (1.23) / / / / 0.70% /
V (1.28) / / / / 0.56% /
V1 (1.32) / / / 0.03% 1.7% /
VIl (2.07) / / / 0.44% 1.6% 0.4%
VIII (3.38) / / / 0.13% 3.9% /

RRt — relativno retenciono vreme

Pikovi su obelezeni oznakama I-VIII prema redosleltiranja sa kolone.

Tokom ispitivanja za sve stresirane uzorke je&@na @duvanje ravnoteze mase
(eng. mass balanceda bi se osiguralo da su detektovani svi proizvaehradacije.
RavnoteZza mase izrazena u procentima &eneakao zbir procentualne zastupljenosti
nedegradirane supstance i procentualne zastupljevds degradacionih proizvoda u
stresiranom uzorku. Ovaj zbir treba, u idealnontaly da bude Sto blizi vrednosti od
100%, jer su tada detektovani svi proizvodi degcgdaodnosno nije doSlo do gubitka
mase tokom ispitivanja uzoraka. U &ju ovog istraZivanja vrednost ravnoteze masa za
sve uzorke je bila i@ od 99%, Sto ukazuje na pogodnost upotrebljenedeekoja je

omoguila detektovanje svih nastalih proizvoda degra@acij
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4.4.1. Optimizacija uslova na masenom detektoru

S obzirom da je odtieno date se u studiji forsirane degradacije koristiti nrase
detektor bilo je neophodno optimizovati uslove pagima ¢e se ispitivanje odvijati.
Prvo je bilo neophodno odrediti koji tip jonskogvdza pokazuje bolje rezultate
prilikom analiziranja ispitivanih uzoraka. VrSereoporegenje rezultata koré&njem ESI
i APCI jonskog izvora. Zakligeno je da se kor&njem oba jonska izvora dobijaju
identicni fragmenti, da je osetljivost neSto bolja primen@®PCI, ali da je izgled
hromatograma znatno bolji koéEnjem ESI (primenom APCI se dobijaju pikovi sa
loSom simetrijom)¢ime je omogdena bolja integracija i bolja preciznost metodejepa
u daljem istrazivanju koréen ESI.

Imajwéi u vidu da je primenjena HPLC metoda podrazumeupltatrebu mobilne
faze sa kiselim svojstvima (pH 5,4), a ispitivangsance su imale izrazene bazne
osobine, u samoj mobilnoj fazi je bilo favorizovanastajanje pozitivnih molekulskih
jona uzorka, pa je ispitivanje na masenom detekto$eno analiziranjem pozitivnih
jona.

Na kvadrupolnom masenom analizatoru optimizacijarfgena upotrebom FIA
metode (engflow injection analysis, FIA Optimizacija je sprowtena ponoviljenim
injiciranjem u maseni detektor po 20 pL pojedima rastvora zolpidem-tartarata i svih
degradacionih proizvoda (koncentracija 40 pgu struji mobilne faze, bez upotrebe
hromatografske kolone, p¢éemu su sukcesivno menjani parametri masenog detekto
Na ovaj n&in su optimizovani sled& parametri: protok gasa za suSenje, temperatura
gasa za suSenje, pritisak gasa za rasprSivanjenmap kapilari i napon ubrzanja. Kao
gas za rasprSivanje i suSenje je ki@t azot. Ispostavilo se da je za dobijanje
reprezentativnih masenih spektara i adekvatnih htograma potrebno primeniti visok
napon ubrzanja od 240 V za zolpidem-tartarat, zothaksozolpidem i zolpaldehid, ali
da se na tom naponu zolpiridin fragmentiSe u paiptin da nije mogée detektovati
njegov molekulski jon. Zbog toga je za njegovu iifédaaciju potrebno primeniti nizi
napon ubrzanja od 170 V. Drugintimma, da bi se omogila potpuna i nedvosmislena
identifikacija svih dobijenih degradacionih proizlskeniranje na masenom detektoru
je potrebno vrSiti na dva napona ubrzanja od 17T@40 V.

Za identifikaciju nepoznatih degradacionih proizaath koje nisu bile dostupne

standardne supstance koeg je maseni detektor sa jonskim trapom. Uslovowam
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detektoru su optimizovani rastvorom zolpidem-tatar koncentracije 10 pg mL
Rastvor je uz pomioSprica direktno injiciran u maseni detektor protpku mobilne
faze od 5u min™. Optimizovani su sledé parametri: protok gasa za susenje,
temperatura kapilare, protok gasa za rasprSivam@apion na kapilari. Kao gas za
rasprSivanje i susenje je kai&h azot, dok se kao kolizioni gas unutar jonskagadr
koristio helijum.

Optimalni uslovi na kvadrupolnom masenom analizaiomasenom detektoru

sa jonskim trapom su prikazani u d8l7.1. Hromatografski uslovi

4.4.2. Hidroliza u neutralnoj sredini i termalna degradacija

Ispitivanje hidrolize u neutralnoj sredini vrSer® $a farmaceutski aktivnom
supstancom zolpidem-tartaratom u vodenom rastuspitivanje je uporedo vrSeno na
sobnoj temperaturi i na poviSenoj temparaturi o®G@0U svakoj vremenskoj dki u
hromatografski sistem je injiciran standardni rastetresirani uzorak, kontrolni uzorak
u vremenu nula i slepa proba. Ni nakon 8 dana bzaige pokazao znakove
degradacije hidrolizom u neutralnoj sredini na sgliemperaturi, ali ni na temperaturi
od 70 °C.

Termalna degradacija je ispitivana na farmacetktivnoj supstanci zolpidem-
tartaratu ucvrstom obliku i na farmaceutskom doziranom obliklmftabletama.
Grejanjem na poviSenoj temperaturi od 70 °C ni @d&l dan uzorci nisu pokazali
znakove degradacije. U svakoj vremenskajkitasu analizirani standardni rastvor,

stresirani uzorak, kontrolni uzorak u vremenu nigkepa proba.

4.4.3. Hidroliza u kiseloj sredini

Ispitivanje hidrolize u kiseloj sredini vrSeno j& $armaceutski aktivnom
supstancom zolpidem-tartaratom u rastvoru. Prvoisjgtivanje vrSeno sa 0,1 M
hlorovodonénom kiselinom, ali poSto nije doSlo do 2a@ije razgradnje posle 8 dana,
koncentracija hlorovodotine kiseline je powsmana na 1 M. Ispitivanje je uporedo
vrSeno na sobnoj temperaturi i na povisenoj tentperad 70 °C. U svakoj vremenskoj
tacki su analizirani standardni rastvor, stresiranbrak, kontrolni uzorak u vremenu

nula i slepa proba.
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Na sobnoj temperaturi znaci degradacije se pojavliiek posle 8 dana, pri
¢emu se na hromatogramu pojavljuje jedan mali gilkelezen kao pik Il na relativnom
retencionom vremenu (RRt) od 0,9 u Koli 0,15%. Metutim, primenom poviSene
temperature od 70 °C degradacija se pojavljuie paesle 1 sata (pik ha RRt 0,9 u
koli¢ini 0,11%), a zatim tokom vremena degradacija ngjatala raste i dostize 8%
posle 48 sati¢ime je dokazano da poviSena temperatura stimuldelizu u kiseloj
sredini. Hromatogram uzorka koji je podvrgnut kigdlidrolizi je prikazan na slici 25.
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Slika 25. Hromatogram stresiranog uzorka rastvora zolpideratata tretiranog 1 M

rastvorom hlorovodogine kiseline na temperaturi od 70 °C tokom 48 sati

Nastali pik 1l na RRt 0,9 je imao isti UV-spektar RRt kao zolpacid.

Identifikacija ovog pika je potdena snimanjem masenog spektra koji je pokazao

prisustvo molekulskog jona (MM nam/z281 i fragmentnih jonan/z236 i 222 (slika
26), ¢ime je dokazano da je zolpacid glavni proizvod dlide zolpidem-tartarata u
kiseloj sredini.
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Slika 26. ESI maseni spektar zolpacida dobijen na kvadrupolmasenom analizatoru

pri naponu ubrzanja od 240V
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Tokom ispitivanja hidrolize u kiseloj sredini ué@no je da ukoliko se metanol
koristi kao rastvaradolazi do njegove interferencije sa zolpacidomgemu nastaje
novi proizvod metil estar zolpacida, koji se pojajd kao novi pik na hromatogramu
(slika 27).
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Slika 27. Hromatogram stresiranog uzorka rastvora zolpidaratata tretiranog 1 M
rastvorom hlorovodotine kiseline na temperaturi od 70 °C tokom 48 gatila se kao

rastvard koristi metanol.

Identitet nastalog proizvoda je paten snimanjem masenog spektra Kkoji
pokazuje protonovani molekulski jon (MHna m/z 295, §to odgovara molekulskoj
masi i strukturi metil estra zolpacida (slika 28)dentcne fragmentne jone kao
zolpidem-tartarat nen/z263, 236 i 221 (slika 29 i 30).

Z =N
CH;
N N /
HsC
O0—
OCHs

Slika 28. Hemijska struktura metil estra zolpacida koji a@st kao proizvod

interferencije metanola i zolpacida
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Slika 29.ESI maseni spektar zolpidem-tartarata dobijenvaaupolnom masenom
analizatoru pri naponu ubrzanja od 240V
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Slika 30.ESI maseni spektar metil estra zolpacida dobigkvadrupolnom masenom
analizatoru pri naponu ubrzanja od 240V

Da nastali metil estar zolpacida nije degradacmmnizvod zolpidem-tartarata,
ve¢ posledica interferencije metanola, kao rast¥asa zolpacidom je dokazano na taj
natin Sto se umesto metanola kao rast¥akaristio acetonitril i u tom skaju na

hromatogramu se nije pojavljivao pik od metil estodpacida, vé samo od zolpacida
(slika 25).
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4.4.4. Hidroliza u baznoj sredini

Ispitivanje hidrolize u baznoj sredini vrSeno je fmamaceutski aktivnom
supstancom zolpidem-tartaratom u rastvoru. IspijvavrSeno sa 0,1 M natrijum
hidroksidom na sobnoj temperaturi i na poviSenopgeraturi od 70 °C. U svakoj
vremenskoj t&ki su analizirani standardni rastvor, stresirarorak, kontrolni uzorak u
vremenu nula i slepa proba.

Na sobnoj temperaturi degradacija ide lagano igp8stlana degradira se svega
2,1% aktivne supstance. PoviSena temperatura ubrdagradaciju, pa na 70 °Céve
posle 4 sata nastaje degradacija od 2,7%, a pdstata od 13,8%. Na hromatogramu
se pojavljuje isti pik Ill na RRt 0,9, kao kod hadize u kiseloj sredini (slika 25), koji je

uz pom@ masenog detektora tak®identifikovan kao zolpacid (slika 26).

4.4.5. Fotodegradacija

Ispitivanja fotodegradacije farmaceutski aktivmpstance zolpidem-tartarata i
farmaceutskog doziranog oblika film-tableta&wrstom obliku nisu pokazala z¥gnu
degradaciju. Sa druge strane, farmaceutski aktismpstanca zolpidem-tartarat u
rastvoru je pokazao zéanu degradaciju pod uticajem svetlosti. Pod ICHbvima
supstanca se degradirala vise od 10% u komori @iivenje fotostabilnosti. Ova
degradacija je rezultirala formiranjem ¢egy broja manjih pikova na hromatogramu
(slika 31).
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Slika 31. Hromatogram stresiranog uzorka rastvora zolpidamnatata tretiranog prema

ICH smernicama za ispitivanje fotostabilnosti
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Uporedo sa stresiranim uzorcima analizirani su dgiesni rastvor, tamna
kontrola, kontrolni uzorak u vremenu nula i slepal@. Prema kriterijumima opisanim
u tabeli 4 pikovi na RRt 1.32, 2.07 i 3.38 (piko¥d, VII i VIII) su procenjeni kao
klju¢ni degradacioni proizvodi. RRt, UV i maseni spekivih pikova su se poklapali
sa pikovima oksozolpidema (pik V1), zolpiridina Kp¥l1l) i zolpaldehida (pik VIII) sa
hromatograma standardnog rastvora.

Maseni spektri oksozolpidema (protonovani molekiujsk MH" nam/z 322),
zolpiridina (protonovani molekulski jon MHham/z227) i zolpaldehida (protonovani
molekulski jon MH nam/z251) su prikazani na slikama 32, 33 i 34.
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Slika 32. ESI maseni spektar oksozolpidema dobijen na kyadnom masenom

analizatoru pri naponu ubrzanja od 240V
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Slika 33. ESI maseni spektar zolpiridina dobijen na kvadmpm masenom

analizatoru pri naponu ubrzanja od 170V
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Slika 34. ESI maseni spektar zolpaldehida dobijen na kvamdngm masenom

analizatoru pri naponu ubrzanja od 240V

LC-MS" analiza je sprovedena na masenom detektoru s&ijorisapom za
pikove IV i V. Pik IV je pokazao protonovani moldgki jon (MH") nam/z 298 sa
fragmentima nan/z 253 i 190, dok je pik V imao protonovani molekualgin (MH")
324 sa fragmentima nan/z 251 i 223. S obzirom da su ovi pikovi bili prisutm
stresiranim uzorcima u kalni koja je manja od 10% od ukupne degradacijemare
kriterjumima iz tabele 4. je procenjeno da oni unigna&ajni i njihova dalja
karakterizacija nije rdena.

4.4.6 Oksidativna degradacija

Preliminarna ispitivanja oksidativnhe degradacijeraiena sa koncentracijama
vodonik peroksida od 0,3% i 3% kako je predloZendenaturi [40,41,44], ali to nije
dovelo do degradacije. Paiajem koncentracije vodonik peroksida na 10% d¢slo
do blage degradacije od 1,2% na 40 °C posle 8 dana,je dokazano da je zolpidem-
tartarat otporan na oksidativnu degradaciju.

Nekoliko malih pikova se moglo primetiti na hromgtamu. lako dalja
identifikacija ovih pikova nije bila neophodna zbagale degradacije ispod 5%,
snimljeni su UV i maseni spektri ovih pikova. Idékbvani su zolpiridin (pik VII) i
zolpaldehid (pik VIII) i dva nepoznata pika na RIR80 i 0.85 (pikovi | i Il), kao Sto je
prikazano na slici 35.
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Slika 35. Hromatogram stresiranog uzorka rastvora zolpid@natata tretiranog 10%

vodonik peroksidom na 40 °C posle 8 dana

UV-spektri pikova | i Il su veoma s spektru zolpidem-tartarata, Sto ukazuje
na odrzanu osnovnu strukturu molekula zolpidermatata. S obzirom da su pikovi
nastali u oksidacionim uslovima, pretpostavka ja bia su ovi degradacioni proizvodi
nastali vezivanjem kiseonika za osnovnu struktwlpidem-tartarata. Pretpostavka je
potvrdena kada su snimljeni LC—MS spektri. Maseni speitih pikova su pokazali
protonovani molekulski jon (MB nam/z324 i fragmentne jone na/z279 i 252 sa
razlikom od 16 viSe u odnosu na odgovatejyone zolpidem-tartarata (protonovani
molekulski jon (MH) nam/z308 i fragmenti nan/z263 i 236), dokazujti slican n&in
fragmentacije i vezivanje kiseonika. LC—NMhaliza je pokazala da dalja fragmentacija
vodi formiranju fragmenata ma/z236 i 223, koji su identni fragmentima zolpidema.
Ovi fragmenti su rezultat odvajanja dmoh grupa u molekulu zolpidema&jme je
dokazana stabilnost imidazopiridinskog prstena.

Postoji nekoliko mesta na kojima se moze vezatedmsk. Piridin ima
mogutnost oksidacije u prisustvu vodonik peroksida,demu nastaje N-oksid. Boe
metil grupe se taki® mogu oksidovati do metoksi grupa. Intju vidu da ovi pikovi

nisu zngajni degradacioni proizvodi njihovadaa hemijska struktura nije odiigana.

4.4.7. Fragmentacija zolpidem-tartarata i kljuénih degradacionih proizvoda
Prisustvo slinih fragmentnih jona u masenim spektrima zolpidantatata i
klju¢nih degradacionih proizvoda, kao Sto je prikazartaheli 20, ukazuje na &hu

strukturu i nain fragmentacije (slika 36).
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Tabela 20. Protonovani molekulski joni (MB i glavni fragmentni joni zolpidem-

tartarata i kljgnih degradacionih proizvoda sa odgovaéajumolekulskim masama

Protonovani Glavni
Supstanca (RRt) Molekulska molekulski jon fragmentni joni Napon
masa ubrzanja
(m/2 (m/2
Zolpacid (0.90) 280 281 236 i 222 240V
Zolpidem (1) 307 308 263236 240V
Oksozolpidem (1.32) 321 322 249222 240V
Zolpiridin (2.07) 250 251 2231208 170V
Zolpaldehid (3.38) 226 227 209i 119 240V

RRt — relativno retenciono vreme
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Slika 36. Natin fragmentacije zolpidema i kifmih degradacionih proizvoda
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Vecina kljucnih degradacionih proizvoda ima istu osnovnu strukt kao
zolpidem-tartarat u formi imidazopiridinskog prséerOva struktura je veoma stabilna
prema fragmentaciji, pa nastali fragmentni joni unigroizvod fragmentacije
imidazopiridinskog prstena, ecepanja bénih grupa u molekulu. Fragmentacija
zolpidema poinje cepanjem hime tercijalne amidne grupen(z 263), nastavlja se
eliminacijom b@&ne karbonilne grupeni/z 236) i zavrSava odvajanjem preostale metil
grupe (n/z222). Sléan n&in fragmentacije je predlozen i za degradacionezpoale,

kako je prikazano na slici 36.

4.4.8. PredloZeni put degradacije za zolpidem tartat

Degradacija zolpidem-tartarata rezultira u formjwatetiri klju¢na degradaciona
proizvoda: zolpacida, oksozolpidema, zolpiridirzipaldehida.

Amidna grupa u himom poloZaju strukture zolpidema je podlozna hidral
kiseloj i baznoj sredini, pdemu nastaje karboksilna kiselina i amin. Amidi sabgniji
od odgovarajtih estara, jer je —NRgrupa stabilnija od —OR grupe estara. Zbog toga
sama voda nije dovoljna da amidi hidrolizuju u &Gjaom procentu. Produzeno
zagrevanje stimuliSe hidrolizu zolpidema u kisdldjaznoj sredini, précemu nastaje
zolpacid [40].

Svetlost inicira i ubrzava oksidativhu degradadgkova. |z tog razloga isti
degradacioni proizvodi nastaju tokom oksidacij@tofiegradacije zolpidema, alidze
koli¢ina degradacionih proizvoda nastaje pod dejstvosticsti [44].

Enamin u imidazopiridinskom prstenu moze da stuftareakciju sa atomom
kiseonika, koji nastaje fotoaktivacijom molekulas&dnika [40], Sto moZe da bude
objasSnjenje za nastanak zolpiridina posle izlagamajstvora zolpidema intenzivnoj
svetlosti.

Benzil grupe mogu da se autooksidiSu, jer tomkmiti nastaje stabilan benzil
radikal koji nastaje iz benzil hidrogena. Benziikal se rezonantno stabiliSe uz pamo
elektrona iz benzenovog prstena. Zbog toga svakinnie metilen grupa, koja je
podlozna sp3 hibridizaciji i koja je vezana za griipu ili grupu koja moze da stupi u
konjugaciju, predstavlja moga mesto na kojemde dai do autooksidacije [40]. Ovaj

mehanizam objaSnjava nastanak oksozolpidema okjsioa€H, grupe u polozZaju 2
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bo¢ne acetamidne strukture. Zolpaldehid nastaje cepangpze izméu dve CO grupe u
oksozolpidemu.
PredloZeni put degradacije zolpidem-tartarataij@apan na slici 37.
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Slika 37. PredlozZeni put degradacije zolpidem-tartarata

4.5. RAZVOJ | OPTIMIZACIJA  STABILITY-INDICATING METODE ZA
ZOLPIDEM-TARTARAT
Studija forsirane degradacije je imala za cilj @iaZenje novonastalih kifaih
degradacionih proizvoda zolpidem-tartarata i ramyg nove metode za genje
stabilnosti (engstability-indicating methodfarmaceutski aktivne supstance zolpidem-
tartarata i njegovog odgovarégg farmaceutskog doziranog oblika film-tableta. S

obzirom da forsiranom degradacijom nisu pxerda novi degradacioni proizvodi,
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stability-indicatingmetoda nije morala da se prilaigva radu sa masenim detektorom,
pa je selektivnost metode mogla da se ispitujgansbpsegu pH vrednosti u odnosu na
metodu koja je prethodno razvijena (v. poglavljg)4Takate, cilj je bio da se razvije
metoda kojae biti robusnija i brza u odnosu na prethodno jamau metodu, pa samim
tim i podesnija za upotrebu u rutinskoj analizielPninarna ispitivanja i prethodna
iskustva sa razvojem metode i hromatografskim awoha ispitivanih supstanci su
doprinela odluci da se razvoptability-indicating metode vrSi  kori&njem
eksperimentalnog dizajna i metodologije multikijtenskog odldivanja. Kao
screening dizajn je korigen frakcioni faktorski dizajn, a kao optimizaciopun

faktorski dizajn.

4.5.1. Primena frakcionog faktorskog dizajna u screning fazi

Preliminarna ispitivanja su pokazala da su tempegatolone i sastav mobilne
faze u smislu procentualnog udela metanola u mopifazi, pH mobilne faze i
koncentracije amonijum-acetata u mobilnoj fazi akkoji u najv&oj meri mogu da
utitu na hromatografsko ponaSanje zolpidem-tartaratanjegovih kljunih
degradacionih proizvoda, pa su ovi faktori ukgni u 2 frakcioni faktorski dizajn.
Ispitivani faktori i njihovi nivoi, odnosno opseaikojima su analizirani su prikazani u
tabeli 21.

Tabela 21.Faktori i njihovi nivoi ispitivani u Z* frakcionom faktorskom dizajnu

Ispitivani nivoi

Faktorl NiZi nivo Centralna tacka Visi nivo
-1 0 +1
(A) Metanol u mobilnoj fazi (%) 60 70 80
(B) pH vrednost mobilne faze 4 6 8
(C) Temperatura kolone (°C) 25 35 45
(D) Koncentracija amonijum acetata u 0 5 10

mobilnoj fazi (mM)

Nivoi za svaki od ispitivanih faktora su izabranbkém preliminarnih
ispitivanja. Ukupno je izvedeno 8 eksperimenatadodatna 4 ponavljanja u nultoj
tacki da bi se izraunala standardna greska. Plan eksperimenata®Zafrakcioni

faktorski dizajn je prikazan u tabeli 22.
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Tabela 22.Plan eksperimenata z& 2frakcioni faktorski dizajn

Faktor

Ne

A B C D
1 -1 -1 -1 -1
2 +1 -1 -1 +1
3 -1 +1 -1 +1
4 +1 +1 -1 -1
5 -1 -1 +1 +1
6 +1 -1 +1 -1
7 -1 +1 +1 -1
8 +1 +1 +1 +1
9 0 0 0 0
10 0 0 0 0
11 0 0 0 0
12 0 0 0 0

A — Metanol u mobilnoj fazi (%)8 — pH vrednost mobilne faz€— Temperatura kolone (°C);
D — Koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazMm

Eksperimenti su izuteni nasumino, odnosno randomizirano i bez ponavljanja.
Odgovor sistema koji se pratio G 2frakcionom faktorskom dizajnu je bio retencioni

faktor ispitivanih komponenti. Dobijene vrednostifmikazane u tabeli 23.

Tabela 23.Retencioni faktori dobijeni2* frakcionim faktorskim dizajnom

Retencioni faktori (k)

Ne

. Zolpidem . - .

Zolpacid tartarat Oksozolpidem  Zolpiridin ~ Zolpaldehid

1 0.76 0.54 2.99 5.62 12.98
2 0.28 0.25 0.89 1.49 2.64
3 2.16 5.81 4.13 8.93 19.72
4 0.50 1.17 0.97 171 2.97
5 0.70 0.46 3.05 5.50 12.19
6 0.24 0.23 0.83 1.35 2.37
7 1.58 4.45 3.31 6.73 13.68
8 0.53 1.03 0.88 1.47 2.42
9 0.71 1.29 1.54 2.95 5.47
10 0.70 1.28 1.57 2.94 5.45
11 0.72 1.30 1.59 2.90 5.44
12 0.73 1.30 1.54 2.94 5.40

Svi podaci su analizirani upotrebom statistig softvera Design-Expert 7.0.0.

Tom prilikom su, uz pomb viSestruke linearne regresione analize, dunati

koeficijenti matematikihn modela za sve dobijene retencione faktore iispith
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supstanci. Zngjnost dobijenih koeficijenata, a samim tim i odg@jih faktora
procenjena je Studentovittestom. Za svaki od koeficijenata modela ¢mrzata jet-
vrednost i uporéena sa kritinom tabelatnomt-vrednogu. Koeficijenti, odnosno
faktori ¢ija je izraunatat-vrednost véa od tabelarnévrednosti smatraju se statidti
zn&ajnim. Radi vizuelizacije i bolje prezentacije,anatet-vrednosti su prikazane

grafi¢ki u vidu Pareto dijagrama (slika 38.).
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Slika 38. Pareto dijagrami izkanatiht-vrednosti za koeficijente matems#ih modela
retencionih faktora zolpacida (a), zolpidema (Rsaxolpidema (c), zolpiridina (d) i
zolpaldehida (e), gde @ — metanol u mobilnoj fazi (%B — pH vrednost mobilne faze;

C — temperatura kolone (°a),— koncentracija amonijum-acetata u mobilnoj fazMm
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Faktori ¢ije izratunatet-vrednosti prelaze odgovargjuimit, odnosno kriténu
tabelatnut-vrednost, koja je na slici 38 predstavljena kg, smatraju se statigki
znaajnim, Sto zn& da imaju zn&ajan uticaj na hromatografsko ponasanje ispitivanih
supstanci. Sa Pareto dijagrama se vidi da proceegnola u mobilnoj fazi zdajno
utice na retencije svih ispitivanih supstanci, dok pHbiine faze utie na zolpacid i
zolpidem. Zbog toga su ova dva faktora dalje detalspitivana i optimizovana u
optimizacionom dizajnu.

Sa druge strane, temperatura kolone i koncentragijonijjum-acetata u
mobilnoj fazi ne utiu zna&ajno na retencije ispitivanih supstanci, pa je delho da se
u daljim eksperimentima ovi faktori odrzavaju nanktantnim vrednostima. Odieno
je da se koristi koncentracija amonijum-acetatal®dmM i temperatura kolone od
35°C, zbog bolje simetrije pikova. Dalje poaeanje temperature skige trajanje
kolone. Tokom eksperimenata protok mobilne fazedgavan na konstantnom nivou
od 1 mL min™.

4.5.2. Primena punog faktorskog dizajna u optimizaionoj fazi

Za optimizaciju faktora koji su pokazali stati&ii znatajan uticaj na
hromatografsko ponaSanje ispitivanih supstancg sut procenat metanola u mobilnoj
fazi i pH mobilne faze, primenjen j& Pun faktorski dizajn i metodologija povrsine
odgovora. Pun faktorski dizajn je izabran, jer aedea ispitivana faktora na tri nivoa
zahteva izvdenje manjeg broja eksperimenata u odnosu na centampozicioni
dizajn.

Svi eksperimenti su izv®ni nasumino, odnosno randomizirano i bez
ponavljanja da bi se smanjio efekat nekontrolisgandmenljivih koji moze da pova
eksperimentalnu greSku odreanja [37]. Ponavljanja su vrSena iskijuo u centralnoj
tacki i to 4 puta, tako da je ukupan broj izvedenismdrimenata bio 13.

Nivoi ispitivanih faktora (procenat metanola i ptbbiine faze), odnosno opsezi
u kojima su analizirani su ide#itii onima korigenim uscreeningdizajnu (tabela 21), a

plan eksperimenata z4 pun faktorski dizajn je prikazan u tabeli 24.
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Tabela 24.Plan eksperimenata z& Bun faktorski dizajn

Faktori

Ne
Metanol (%) pH
1 60 4
2 70 4
3 80 4
4 60 6
5 70 6
6 80 6
7 60 8
8 70 8
9 80 8
10 70 6
11 70 6
12 70 6
13 70 6

U cilju prikupljanja Sto véeg broja informacija pteno je nekoliko odgovora
sistema: rezolucija iznd@ kriticnih pikova i retencioni faktori ispitivanih supstarsa
najkratim i najduzim retencionim vremenom. Dobijeni reatiltsu prikazani u tabeli
25.

Tabela 25.0dgovori hromatografskog sistema dobijen?ypBnom faktorskom dizajnu

Retencioni faktori (k) Rezolucija
Ne
. Zolpidem .

Zolpacid tar?arat Zolpaldehid Rip Rys
1 0.45 0.23 11.71 3.96 26.61
2 0.14 0 3.63 2.72 15.60
3 0.03 0 1.87 1.86 10.61
4 0.84 2.53 12.17 17.12 0
5 0.43 1.05 4.39 9.24 0
6 0.25 0.45 171 3.71 0
7 1.71 4.63 14.37 19.91 9.16
8 0.51 142 4.61 12.22 3.47
9 0.30 0.59 2.10 7.80 2.64
10 0.64 1.32 4.95 9.01 0
11 0.44 1.15 4.68 9.15 0
12 0.43 1.05 4.39 9.26 0.2
13 0.40 121 4.54 9.54 0.1

Ry, — rezolucija izméu zolpacida i zolpidem-tartarat®,; — rezolucija izméu zolpidem-tartarata i
oksozolpidema
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Uz poma viSestruke regresione analize definisana je vemeiu kodiranih
faktora i ispitivanih odgovora sistema, koja se bofeg moze opisati sledan

matematikim modelima, odnosno polinomima:

SAM(K,gpaci) = 0.650— 0.310x, +0.320x, — 0.022%,X, + 0.150x2 — 0.200x2 (18)
SAM(Kpigen) = 1.050- 0.460, + 0.610x, — 0.230%,X, + 0.150x? - 0.380’ (19)
Kopaienge = 4-450— 5.430%, +0.650x, — 0.610x,X, + 2.850x? + 0.033¢ (20)
R, =8.600-3.980x, +5.230x, — 2.500,X, (21)
IN(R,5) = —2.020~ 0.360x, — 0.650x, — 0.046x,X, — 0.084x> + 4.230x2 (22)

gde su Sqri(K,paca) 1 SArt(k,qgen Kvadratni koren retencionog faktora zolpacida i

zolpidema, K,q,.40ra F€teNcioni faktor zolpaldehid&y, je rezolucija izméu zolpacida

i zolpidem-tartarata, Iii;/3) je prirodni logaritam rezolucije iznda zolpidem-tartarata i
oksozolpidemax; i X su vrednosti za procenat metanola u mobilnoj fagH na
kodiranim nivoima.

Iz navedenih polinoma se vidi da odgovore sister@®olje opisuju kvadratni
matemaitiki modeli, odnosno polinomi drugog reda, osim razgl izmeiu zolpacida i
zolpidem-tartarata koju bolje opisuje interakciomdel. Takde, radi boljeg uklapanja
eksperimentalnih rezultata u mateni® modele bila je potrebna transformacija
odgovora sistema. Kokén je kvadratni koren za retencione faktore zolpeaci
zolpidema, a prirodni logaritam za rezoluciju iztue zolpidem-tartarata i
oksozolpidema.

Vedi koeficijent u polinomu zn& i vedi uticaj faktora na odgovor sistema. 1z
polinoma se vidi i da li faktor ima pozitivan ilegativan uticaj na odgovor sistema. 1z
izracunatih polinoma se vidi da procenat metanola ingatiean uticaj na posmatrane

retencione faktore i rezolucije. Sa druge strarté,vpednost mobilne faze pokazuje
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izméu zolpidema i

iju

oksozolpidema, gde potanje pH smanjuje rezoluciju izrie ove dve komponente.

22

Inih vrednosti igpanih faktora za sve odgovore

koni, odnosno §io odgovora (slika 39).
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Iz dobijenih povrSina odgovora se vidi da i faktar interakcije imaju uticaja na
odgovore sistema. Na retencione faktore ispitivatipstanci veoma g istovremena
promena procenta metanola u mobilnoj fazi i pH i, odnosno Sto je va pH
vrednost mobilne faze ¥gje i uticaj promene procenta metanola na retareiaktore.

Za sve ispitivane odgovore sistema, proverendésaatnost izabranog modela,
odnosno koliko dobro izabrani model opisuje pongSdmwomatografskog sistema,
odnosno eksperimentalno dobijene rezultate. Scfkvesu izr&unate vrednostR-
squaredi Adjusted R-squareda sve odgovore sistema i vrednosti su prikazatadeli
26.

Tabela 26. lzraunate vrednostiR-squaredi Adjusted R-squaredza ispitivane

odgovore sistema

Odgovor sistema R-squared Adjusted R-sqared
SAMK orpacia) 0.9319 0.8833
Sart(k, gpien) 0.9907 0.9841

K zorpaiden 0.9944 0.9905
Ri/ 0.9731 0.9641
IN(Rer3) 0.9730 0.9538

kZmPacid retencioni faktor zolpacidakm.pidem retencioni faktor zolpidemakzc,.pamehid retencioni faktor
zolpaldehida,R;, rezolucija izméu zolpacida i zolpidem-tartarat&,; rezolucija izméu zolpidem-
tartarata i oksozolpidema

S obzirom da su vrednos-squaredi Adjusted R-squareda sve odgovore
sistema bile vrlo bliske vrednosti od 1, zakBno je da izabrani mateméti modeli
dobro opisuju ponaSanje hromatografskog sistemajositb da eksperimentalno

dobijene vrednosti ne odstupaju statigtznatajno od vrednosti pred¥enih modelom.

4.5.3. Primena multikriterijumskog odluéivanja u formi Deringerove funkcije
Metodologija povrSine odgovora je pokazala da %gitivani faktori, ali i
njihove interakcije imaju statiski znatajan uticaj na svih pet krénih odgovora
sistema, pa bi pojeditiaa optimizacija faktora prema svakom od posmatradipovora
sistema bila veoma komplikovan zadatak. Zbog togaogliiteno da se za dalju
optimizaciju metode iskoristi metodologija multidlaiijumskog odldivanja, i to

Deringerova funkcija pozeljnih odgovora koja sevitg koristi u analitici lekova.
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Tom prilikom je postavljeno pet ciljeva koje tret@ zadovolji sistem i ciljevi su

prikazani u tabeli 27.

Tabela 27.Ciljevi postavljeni u svrhu multikriterijumskog iptupa optimizaciji metode

Posmatrani odgovor Cilj Donja granica Gornja granica
Sart(k,ipacia) U opsegu 0.55 1.22
SAr(K oppider) U opsegu 0.55 1.41

K. oipatdeni Minimalan odgovor 5 14.37
Ry/» U opsegu 15 10
IN(Res3) U opsegu 0.18 1

kzmpacid retencioni faktor zolpacidakm.pidem retencioni faktor zolpidemakzc,.pamehid retencioni faktor
zolpaldehida,R;; rezolucija izméu zolpacida i zolpidem-tartarat&,;; rezolucija izméu zolpidem-
tartarata i oksozolpidema

Prvi cilj je bio da se dobije maksimalna vrednastetencioni faktor pika koji se
prvi eluira sa kolone, da bi se sgite njegovo preklapanje sa pikom mobilne faze. U
baznim uslovima prvi se eluira pik zolpacida, atissjenjem pH vrednosti mobilne faze
sekvenca pikova se menja, pa u kiseloj sredini pavikolone eluira pik zolpidema.
Posledéno su postavijena dva cilja: da se retencioni faktolpacida i zolpidema
odrzavaju u Zeljenom opsegu kao Sto je prikazatabali 27. Sledé cilj je bio da se
postigne najkrée mogude trajanje hromatografske analize dobijanjem mihi@a
vrednosti retencionog faktora poslednjeg pika (@iphida) Cetvrti i peti cilj su bili da
se postigne dobra separacija zolpacida, zolpidemzksiozolpidema odrZzavanjem
njihove rezolucije u Zeljenom opsegu. Posto nij® lpotrebe za favorizovanjem ni
jednog od ciljeva, odnosno svi ciljevi su bili pedpako zné&ajni, svim ciljevima je
dodeljena relativha zgajnost od 1.

Ispunjenje zadatih ciljeva se ispitivalo u istinsepima faktora koji su kokigni
u ¥ punom faktorskom dizajnu (tabela 21). Za svaki adatih ciljeva izréunate su
pojedin&ne funkcije pozeljnih odgovorakj preko jednéina (5), (7) i (8), kao i ukupna
funkcija poZzeljnih odgovoral)) preko jedn&ine (9) ¢. poglavije 1.2.3. Vrednosti
pojedin&nih i ukupne funkcije pozeljnih odgovora su radljbaizuelizacije prikazane

kao Pareto dijagram na slici 40.
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Metanol 1
I

pH 1
I

Sart(kolpacid 1

Sart(Koipiden 1

Kzolpaidenid 1
I

Rl/2 1

Ln(Rer) !

D 1

000 0.250 0.500 0.750 1.000

Slika 40. Pareto dijagram vrednosti pojedinéh (di) i ukupne funkcije poZeljnih

odgovora D), gde suk,,...q retencioni faktor zolpacidak retencioni faktor

zolpaci zolpidem

zolpidema,K, .40 r€tENCIONI faktor zolpaldehid&,, je rezolucija izméu zolpacida

i zolpidema, &3 rezolucija izmdu zolpidema i oksozolpidema.

Vrednosti pojedinénih funkcija pozeljnih odgovorady(), kao i vrednost ukupne
funkcije pozeljnih odgovoral)) su jednake vrednosti 1 pri sléd@ vrednostima
ispitivanih faktora: 75.8% metanola u mobilnoj fapH mobilne faze od 7.87. To atia
da su pri ovim vrednostima ispitivanih faktora geidati ciljevi maksimalno ispunjeni,
pa su ovi uslovi na dalje smatrani kao globalniraptn. Pri ovim uslovima dobijeno je
najkraée mogue trajanje hromatografske analize (manje od 10 ta)nuz dobro
razdvajanje svih ispitivanih supstanci.

Graficki prikaz zadovoljenja hromatografskih ciljeva nampaienom globalnom

optimumu je predstavljen na slici 41.
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Slika 41. Graficki prikaz zadovoljenja hromatografskih cilieva naomaienom

globalnom hromatografskom optimumusiability-indicatingmetodi

Dijagram 3-D zavisnosti ukupne funkcije pozeljnitigovora D) od procenta

metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze prikazamslici 42. Sa dijagrama se moze

videti da pri malim promenama procenta metanoleHi ywednosti mobilne faze u

odnosu na globalni optimum vrednost ukupne funkggéeljnih odgovora se ne menja

(plato na 3-D dijagramugime je potvidena robusnost metode.
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Slika 42. Dijagram 3-D zavisnosti ukupne funkcije pozeljoitigovora D) od procenta

metanola u mobilnoj fazi i pH mobilne faze

Razvojem stability-indicating metode uz pomio eksperimentalnog dizajna i
multikriterjumskog pristupa u odéivanju identifikovani su optimalni uslovi za
pratenje stabilnosti farmaceutski aktivhe supstanceidem-tartarata i odgovarajeg

farmaceutskog doziranog oblika film-tableta i to:

Kolona: Luna C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mm, 5 um

Mobilna faza: metanol—10 mM NHCH;COO (75,8:24,2y/v) pH 7,87
podeSen sa amonijum hidroksidom

Temperatura 35°C

Protok: 1 mL mir?

Talasna duzina: 254 nm

Volumen injiciranja: 10 uL

111




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

4.6. VALIDACIJA STABILITY-INDICATING METODE ZA ZOLPIDEM-
TARTARAT

Nakon Sto su ustanovljeni optimalni hromatografsiovi, stability-indicating
metoda za zolpidem-tartarat je validirana u skladuzahtevima ICH regulative [4].
Tom prilikom su ispitivani sledée parametri: selektivnost, linearnost i opseg,

preciznost, t&nost, limit detekcije i limit kvantifikacije.

4.6.1. lIspitivanje selektivnosti

U RP-HPLC sistem koji je prethodno pripremljen idg8en, pri navedenim
hromatografskim uslovima injiciran je rastvor plaae rastvor uzorka i radni rastvor
standarda za ispitivanje selektivnosti, koji sa@dpidem-tartarat u kalini od 100% i
njegove degradacione proizvode u Ewli od 1% u odnosu na radnu koncentraciju
zolpidem-tartarata u rastvoru uzorka. Uplivana su retenciona vremena
hromatografskih pikova sa hromatograma rastvoragla sa retencionim vremenima
pikova sa hromatograma radnog rastvora standartgpiti@anje selektivnosti i rastvora
uzorka. Selektivhost se pottuje ukoliko nema interferencija od strane kompotena
placeba pri ispitivanju, odnosno ukoliko na hrongaémmu rastvora placeba nema
pikovacija retenciona vremena odgovaraju retencionim vr@ma za zolpidem-tartarat
i njegove Kkljine degradacione proizvode: zolpacid, oksozolpideipiridin i
zolpaldehid.

Hromatogrami rastvora placeba i radnog rastvorandstala za ispitivanje

selektivnosti, prikazani su na slikama 43. i 44.
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Slika 43. Hromatogram placebo rastvora
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Slika 44. Hromatogram radnog rastvora standarda za ispjevealektivnosti

Cisto¢a svih eluiranih pikova je péana upotrebom PDA detektora i dokazano je
da jecistoca svih pikova bila véa od 99%. PoSto na hromatogramu rastvora placeba
nema pikovaija retenciona vremena odgovaraju retencionim vrema za zolpidem-
tartarat i njegove degradacione proizvode: zolpa®#sozolpidem, zolpiridin i
zolpaldehid,cime se iskljduje uticaj pomoénih supstanci iz uzorka na razdvajanje i

odredivanje ispitivanih supstanci, selektivnost metogl@gtvidena.

4.6.2. Ispitivanje linearnosti

Za ispitivanje linearnosti pripremljeno je sedaranstardnih rastvora, ragiiih
koncentracija za zolpidem-tartarat i njegove degcamhe proizvode: zolpacid,
oksozolpidem, zolpiridin i zolpaldehid i rastvon #jicirani u hromatografski sistem.
Koncentracije rastvora su obuhvatale opseg od 3@Wklza zolpidem-tartarat i 0,1—
10% za njegove degradacione proizvode u odnosuadiaur koncentraciju zolpidem-
tartarata u rastvoru uzorka.

Analizirana je zavisnost povrSine pikova (apsorlgahdéspitivanih supstanci u
funkciji koncentracije. Kalibracione krive su kongsane metodom najmanjih kvadrata,
a svaka téka dobijena je kao srednja vrednost tri injektogamgigovarajéih rastvora.

Linearna zavisnost iznde povrSine pika i koncentracije je dokazana za sve
ispitivane supstance u izabranom opsegu, jer jédgeat linearnosti za sve ispitivane
supstance bio e od 0,998 (postavljeni zahtevi za linearnost sli dé& koeficijent
linearnosti bude W@ od 0,995 za sve supstance). Odgovamjjedngine pravih i

parametri regresione analize za ispitivane supstpnkazani su u tabeli 28.
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Tabela 28.Rezultati ispitivanja linearnosti metode

" Opseg . . )
Ispitivana koncentracija Kalibraciona kriva 2 s, s,
SupStanca 1 y —ax + b

(ng mL™)
Zolpacid 0,4-40 y=62.32%-3.5991  0,9999 0.19  3.37
Oksozolpidem 0,4-40 y=40.82%-3.2502  0.9999 0.04  0.68
Zolpidem- 280-520 y=29.684+2533.4  0,9964 0.80 326.04
tartarat
Zolpiridin 0,4-40 y=4116%3.3716  0,9999 0.09  1.62
Zolpaldehid 0,4-40 y=51.964-4.7928  0,9999 0.10 1.71

a nagib kalibracione krivep odseéak, r* koeficijent linearnosti;S, standardna devijacija nagib&,
standardna devijacija odde

4.6.3. lIspitivanje preciznosti

Preciznost predstavlja rlesobno slaganje serije rezultata dobijenih
odreiivanjem iz istog homogenog uzorka pod propisaninowisia i nafeie se
izrazava relativnom standardnom devijacijom. Pojnndt predstavija preciznost
procenjenu pod istim uslovima u kratkom vremenskpeniodu [4]. Kao zahtev je
postavljeno da RSD vrednost za ponovljenja didenja zolpidem-tartarata bude manja
od 2%, a za degradacione proizvode manja od 5%.

Preciznost odnosno ponovljivost metode je ispitavaanalizom laboratorijske
smesSe standarda za ispitivanje preciznostiridati koji sadrze koncentracije 0,40; 4,0 i
40,0ug mL? za degradacione proizvode i 280; 400 i 5@011[1 za zolpidem-tartarat,
kao i komponente placeba u odnosu koji odgovartawaspomaénih komponenti u
uzorku. Pravljena su po tri rastvora svake koneeij& i svaki je rastvor injiciran po tri
puta.

Statisttkom obradom eksperimentalno dobijenih rezultatazracunavanjem
standardne devijacijeSD) i relativne standardne devijacijiR$D, koja se za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije kretalainapred definisanim granicama,
potvrdena je dobra preciznost metode u ispitivanom opsegu

Dobijeni statistki parametri koji ukazuju na preciznost metode skgzani u
tabeli 29.
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Tabela 29.Rezultati ispitivanja preciznosti metode

Ispitivana Injektovano Nadeno +SD RSD
supstanca (ng mL™ (ng mL™ (%)
0.4 0.41+0.01 1.48

Zolpacid 4 4.07 £0.01 0.23
40 40.47 £ 0.02 0.05

04 0.41+£0.01 1.99

Oksozolpidem 4 4.03£0.03 0.73
40 40.93 £ 0.03 0.06

280 278.26 +0.33 0.12

Zolpidem-tartarat 400 407.27 £2.35 0.58
520 516.06+ 1.11 0.21

0.4 0.40 £0.02 4.69

Zolpiridin 4 3.84£0.02 0.43
40 41.61 £0.02 0.04

0.4 0.40+0.01 2.44

Zolpaldehid 4 3.87£0.03 0.74
40 41.23 £0.02 0.04

SDstandardna devijacija€9), RSDrelativha standardna devijacija

4.6.4. Ispitivanje tatnosti

Tacnost predstavlja n@eisobno slaganje prave ili referentne vrednostriltata
dobijenog odrédivanjem pod propisanim uslovima, a izrazava se [xacenat prinosa,
odnosnoRecoverwrednost od poznate, dodate Eole analita u uzorak. Kao zahtev je
postavljeno daRecoveryvrednost za zolpidem-tartarat bude iZime98-102%, a za
degradacione proizvode izihe 95-105%.

Tacnost je ispitivana analizom istih laboratorijskimeSa standarda, koje su
koris&¢ene za ispitivanje preciznosti metode, a koje sadiggradacione proizvode u
koncentracijama 0,40; 4,0 i 40,0 mL™, zolpidem-tartarat u koncentracijama 280; 400
i 520 ug mL?, kao i komponente placeba u odnosu koji odgovastasu poménih
komponenti u uzorku. Pravljena su po tri rastvarake koncentracije i svaki je rastvor
injiciran po tri puta.

IzraCunavanjem procenta prinosa, odnosno Recovery vstidrikmja se za sve
ispitivane supstance i sve koncentracije kretalainapred definisanim granicama,
potvrdena je dobra tanost metode u ispitivanom opsegu.

StatistEki parametri koji ukazuju na &aost metode su prikazani u tabeli 30.
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Tabela 30.Rezultati ispitivanja t&nosti metode

Ispitivana Injektovano Nadeno £SD Recovery
supstanca (ng mL™) (ng mL™) (%)

0.4 0.41+0.01 103.19
Zolpacid 4 4.07 £0.01 101.74
40 40.47 £ 0.02 101.17
0.4 0.41+0.01 101.34
Oksozolpidem 4 4.03£0.03 100.84
40 40.93 £ 0.03 102.33
280 278.26 £ 0.33 99.38
Zolpidem-tartarat 400 407.27 £2.35 101.82
520 516.06+ 1.11 99.24
0.4 0.40 £ 0.02 100.85
Zolpiridin 4 3.84 £0.02 96.03
40 41.61 +0.02 104.03
04 0.40 +0.01 99.13
Zolpaldehid 4 3.87£0.03 96.73
40 41.23 £0.02 103.08

SDstandardna devijacija€9)

4.6.5. lIspitivanje limita detekcije i kvantifikacije

Odrefivanje limita detekcije i kvantifikacije udeno je kombinacijom
eksperimentalnog rada i procene odnosa signal/dunhromatografski sistem su
injicirani rastvori koji sadrze po 0,02; 0,04; 0,@816; 0,24 i 0,32,g mL™* zolpidem-
tartarata i degradacionih proizvoda, a zatim jéumat odnos signal/Sum za svaku
ispitivanu supstancu u svim koncentracijama. Limitdetekcije (LOD) je ozri@na ona
koncentracija koja ima odnos signal/Sum najmanje 8ok je limitom kvantifikacije

oznaena ona koncentracija koja ima odnos signal/Sumaaje 10:1 (tabela 31).

Tabela 31.LOD i LOQ vrednosti za ispitivane supstance

Ispitivana supstanca LOD (pg mL™) LOQ (ng mL™)
Zolpacid 0.03 0.08
Oksozolpidem 0.05 0.15
Zolpidem-tartarat 0.08 0.24
Zolpiridin 0.06 0.18
Zolpaldehid 0.07 0.21

LOD limit detekcije,LOQ limit kvantifikacije
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Vrednosti validacionih parametara, koje su bilkiadu sa unapred definisanim
kriterijumima za validaciju metode, ukazali su ddidiranastability-indicatingmetoda
odgovara njenoj planiranoj nameni za demasje stabilnosti zolpidem-tartarata
farmaceutski aktivne supstance i odgovaregufarmaceutskog doziranog oblika film-
tableta, kao i da je nova metoda robusnija i znatda u odnosu na prethodno razvijenu

metodu (v. poglavlje 4.2), pa samim tim i pogodmzigarutinsku analizu.

4.7. KVALITATIVNA | KVANTITATIVNA ANALIZA FILM-TABL ETA
STABILITY-INDICATING METODOM

Za potvdivanje primenljivosti razvijenstability-indicatingmetode za pkgnje
stabilnosti film-tableta zolpidem tartarata, izurége kvalitativna i kvanitativha analiza
navedenih film-tabletdiji je rok upotrebe istekao pre 6 meseci, u ciljust potvrdi da
razvilena metoda ima mo@uost razdvajanja i oddesanja zolpidem-tartarata i
njegovih degradacionih proizvoda, koji nastaju daj& roka upotrebe navedenog
proizvoda.

U hromatografski sistem su injektovani radni stadda rastvor koji sadrZi
zolpidem-tartarat u koncentraciji od 400 mL! i degradacione proizvode u
koncentraciji 4ug mL?, kao i rastvor uzorka. Napravljena su tri rastvazarka i svaki
je injiciran tri puta. Pod navedenim uslovima dehijsu dobro definisani i razdvojeni
hromatografski pikovi zolpidem-tartarata i degradat proizvoda. Hromatografski

parametri prikazani su u tabeli 32.

Tabela 32 Hromatografski parametri za RP-HPLC analizu zolpidartarata i

degradacionih proizvoda

Hromatografski ;.\ cid Oksozolpidem ~ 2OP1eM- oo 1niidin Zolpaldehid
parametrl tartarat

3 2.02 233 4.85 6.10 5.99
o 2.46
v, 2.02 233 4,85 6.10 8.99
W 0.07 0.09 0.12 0.11 0.16
As 0.86 0.85 0.83 0.87 0.91
K 0.19 0.76 0.97 148 265
N 10506 12895 9136 17165 16906
R / 9.32 2.97 6.56 12.59

t, retenciono vremed, retenciono vreme mobilne fa2é, retenciqna zapremingl Sirina pika na polovini
njegove visine (min)Assimetrija pikaN broj teoretskih plato& retencioni faktorR rezolucija




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

Iz tabele 32. se vidi da se svi hromatografski pextai nalaze u dozvoljenim
granicama koji garantuju dobru separaciju i ddr@nje ispitivanih supstanci. Sve
rezolucije su daleko ve od 1,5 Sto se smatra razdvajanjem na bazndj I8inetrije
svih pikova, koje se ktel u opsegu vrednosti od 0,83-0,91, om@ayaju dobru
integraciju pikova i kvantifikaciju svih komponenti

Kvantitativha analiza je tiena metodom eksternog standarda, preko povrSine
pikova. ldentifikacija ispitivanih supstanci je iBena preko retencionih vr.emena i UV-
spektra snimljenog na PDA detektoru. Rezultati kiativne analize film-tableta su

predstavljeni u tabeli 33, a hromatogram rastva@ka na slici 45.

Tabela 33 Rezultati odrdivanja sadrZzaja zolpidem-tartarata i njegovih ddgcionih
proizvoda u film-tabletama

Ispitivana Oc¢ekivano Nadeno Nadeno Recovery RSD
supstanca (ng mL™ (ng mL™ (mg/tbl.) (%) (%)
Zolpacid 4 Ispod LOD Ispod LOD / /
Zolpidem-
tartarat 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /
Oksozolpidem 400 380,6+1,3 9.51+0,03 95,1 0,34
Zolpiridin 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /
Zolpaldehid 4 Ispod LOD  Ispod LOD / /

*SD standardna devijacijam£9), RSDrelativna standardna devijacija
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Slika 45. Hromatogram rastvora uzorka
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Cistoca svih eluiranih pikova je péana upotrebom PDA detektora. Dokazano je
da jecistota svih pikova bila véa od 99%,.cime je pokazano da navedena metoda
omoguava razdvajanje i oddesanje svih degradacionih proizvoda zolpidem-taatay
koji nastaju u roku upotrebe ispitivanog proizvoda.

Uporeiivanjem dobijenih vrednosti za sadrzaj ispitivangupstanci sa
specifikacijskim zahtevima proizdaca, ustanovljeno je da proizvod zadovoljava
definisane zahteve iz specifikacije u roku upotrplbmzvoda, iako je rok upotrebe leka

istekao pre 6 meseci.
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5. ZAKLJU CAK

12C




Doktorska disertacija Marija P. BMeSevé

1. Razvijena je i optimizovana RP-HPLC metoda sa U\asanom detekcijom za
odredivanje zolpidem tartarata i njegovih degradaciopibizvoda: zolpacida,
oksozolpidema, zolpiridina i zolpaldehida u filnBletama. Metoda je razvijena
uz upotrebu eksperimentalnog dizajna i metodologneltikriterijumskog
odlwivanja. U screeningfazi, za identifikaciju faktora koji imaju statigki
zna&ajan uticaj na hromatografsko ponaSanje ispitivamipstanci kori&n je
252 frakcioni faktorski dizajn. Kao odgovori sistemaaeni su retencioni
faktori svih ispitivanih supstanci. Na osnovu dehij rezultata konstruisani su
Pareto dijagrami koji su pokazali da na hromata&kiasistem znéajno uttu
procenat metanola u mobilnoj fazi, pH mobilne fakencentracija amonijum-
acetata u mobilnoj fazi, pa su ova tri faktora eafptimizovana. Kao
optimizacioni dizajn se koristio centralni kompaeit dizajn i metodologija
povrSine odgovora. Péani odgovori sistema su bili retencioni faktori
ispitivanih supstanci i rezolucije izrde kriticnih pikova. Poméu viSestruke
regresione analize i analize varijanse (ANOVA)istaki su obraeni dobijeni
rezultati i konstruisani su 3-D grafikoni, odnogmavrSine odgovora na kojima
se vizuelno mogu udti optimalne vrednosti ispitivanih faktora. Finaln
optimalni uslovi su definisani primenom multikrij@mskog pristupa u
odlwivanju, u formi Deringerove funkcije poZeljnih odgwa, koja je
omoguila zadovoljavanje viSe hromatografski ciljeva toisreme, kao Sto su
dobra rezolucija izm#u kriticnin pikova uz Sto ke mogue trajanje
hromatografske analize. Optimalni uslovi su podmaguali kolonu Luna
C18 (2) 100A, 250 x 4,6 mm, 5 um, mobilnu fazu stgsau metanol-10 mM
NH4,CH;COO (68,4 : 31,6v/V) ciji je pH podeSen koncentrovanom ¢gthom
kiselinom na 5.4, protok mobilne faze od 1 mL ﬁ]imemperaturu kolone od
35 °C, talasnu duzinu detekcije od 254 nm i volumngniranja od 10uL.

2. RP-HPLC metoda je zatim validirana u skladu sa I€iernicama. Tom
prilikom su ispitivani robusnost, selektivhost, darnost i opseg metode,
preciznost, t&nost, limit detekcije i limit kvantifikacije za svéspitivane
supstance. Linearnost metode je dokazana u opse@eRtracija za zolpidem-
tartarat (280-52Qg mL™) i degradacione proizvode (0,4-46 mL™), jer je
koeficijent linearnosti za sve ispitivane supstahimeveii od 0,995. Razvijena
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metoda je pokazala dobru preciznost u datom ops¢gu,se relativna
standardna devijacija ponovljenih odireanja za sve ispitivane supstance
kretala od 0,26-3,50%. IZnanavanjem procenta prinosa, odnodrecovery
vrednosti, koja se za sve ispitivane supstanceeil®ncentracije kretala od
95,13-105,31%, potitena je dobra taost metode. Razvijena metoda je vrlo
osetljiva. Limiti detekcije za ispitivane supstarnzeose od 0,05-0,08y mL?,

a limiti kvantifikacije od 0,15-0,26g mL™. Dobijeni rezultati validacije su
pokazali da metoda u potpunosti odgovara planirar@oneni za odrivanje
sadrzaja zolpidem-tartarata i degradacionih praiave film-tabletama.

3. Studije forsirane degradacije farmaceutski aktigsnpstance zolpidem-tartarata
i odgovarajideg farmaceutskog doziranog oblika film-tableta spoene su u
skladu sa ICH smernicama. Ispitivana je stabilsugistance i farmaceutskog
doziranog oblika wvrstom stanju i u rastvoru u uslovima hidrolize iaekoj,
neutralnoj i baznoj sredini, termalne degradacigksidacije i fotolize.
Farmaceutski dozirani oblik je pokazao apsolut@bigiost u svim ispitivanim
uslovima. Farmaceutski aktivha supstanca je pokadagradaciju u uslovima
hidrolize u kiseloj i baznoj sredini, kao i pri aganju svetlosti u rastvoru.
PoviSena temperatura je ubrzavala proces hidikditdegradacije.

4. Identifikacija nastalih degradacionih proizvoda jé&vrSena ténom
hromatografijiom sa PDA i masenim detektorom, na oesn njihovih
retencionih vremena i odgovaréin spektara na oba detektora. Kao glavni
proizvod hidrolittke degradacije zolpidem-tartarata identifikovazgépacid sa
protonovanim molekulskim jonom (MM nam/z281 i fragmentnim joniman/z
236 i 222. Fotolitkom degradacijom zolpidem-tartarata nastaju okgodem
(protonovani molekulski jon (MB nam/z322 i fragmentni jonin/z249 i 222),
zolpiridin (protonovani molekulski jon (MB nam/z227 i fragmentni jonim/z
209 i 222) i zolpaldehid (protonovani molekulskinjfMH") na m/z 251 i
fragmentni jonim/z223 i 208). Na osnovu dobijenih rezultata studgesirane
degradacije definisani su kfini degradacioni proizvodi zolpidem-tartarata, kao
i putevi njegove degradacije. Ktjni degradacioni proizvodi zolpidem-tartarata
su zolpacid koji nastaje hidrolizom u kiselim i bam uslovima, kao i

oksozolpidem, zolpiridin i zolpaldehid, koji nastdptolitickom degradacijom.
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5. S obzirom da forsiranom degradacijom nisu pdmmh novi degradacioni
proizvodi i da stability-indicating metoda nije morala da se prilaigowa
masenoj detekciji,razvijena je i optimizovana nova metoda zadéprge
stabilnosti zolpidem-tartarata farmaceutski aktisugpstance i odgovardajeqg
farmaceutskog doziranog oblika film-tableta, kojgen moguée razdvojiti i
odrediti zolpidem-tartarat i njegove kijne degradacione proizvode: zolpacid,
oksozolpidem, zolpiridin i zolpaldehid. Metoda jazvijena uz upotrebu
eksperimentalnog dizajna i metodologije multikijienskog odlgivanja. U
odnosu na prethodno razvijenu metodu ispitivanrjeopseg pH od 4-8, jer je
masena detekcija u prethodnoj metodi iskiiala opseg od 5,5-8 (u ovom
opsegu pH ne dolazi do stvaranja jona analita uoganobilnoj fazi, Sto
smanjuje osetljivost masenog detektora).stfeeningfazi, za identifikaciju
faktora koji imaju statistki znaajan uticaj na hromatografsko ponasanje
ispitivanih supstanci kori&n je 2 frakcioni faktorski dizajn. Kao odgovori
sistema préeni su retencioni faktori svih ispitivanih supstansda osnovu
dobijenih rezultata konstruisani su Pareto dijagr&oji su pokazali da na
hromatografski sistem ztajno uttu procenat metanola u mobilnoj fazi i pH
mobilne faze, pa su ova dva faktora dalje optimez@m: Kao optimizacioni
dizajn se koristio 3 pun faktorski dizajn i metodologija povrsine odgoa.
Prateni odgovori sistema su bili retencioni faktori its@nih supstanci i
rezolucije izmdu kriticnih pikova. Poméu viSestruke regresione analize i
analize varijanse (ANOVA) statiski su obraeni dobijeni rezultati i
konstruisani su 3-D grafikoni, odnosno povrSine amdga na kojima se
vizuelno mogu uditi optimalne vrednosti ispitivanih faktora. Finalmptimalni
uslovi su definisani primenom multikriterjumskogigiupa u odlgivanju, u
formi Deringerove funkcije pozeljnih odgovora, kojge omoguila
zadovoljavanje viSe hromatografski cilieva u isteerme, kao Sto su dobra
rezolucija izmdu kriticnih pikova uz Sto krige mogue trajanje hromatografske
analize. Optimalni uslovi su podrazumevali kolonuwnk C18 (2) 100A,
250 x 4,6 mm, 5 um, mobilnu fazu u sastavu metdiioirrM NH,CH;COO
(75,8 : 24,2yN) ¢iji je pH podeSen amonijum hidroksidom na 7.87,tpko
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mobilne faze od 1 mL mih temperaturu kolone od 35 °C, talasnu duZinu
detekcije od 254 nm i volumen injiciranja od (0.

6. Stability-indicating metoda je zatim validirana u skladu sa ICH smamia.
Tom prilikom su ispitivani selektivnost, linearnasbpseg metode, preciznost,
tacnost, limit detekcije i limit kvantifikacije za svéspitivane supstance.
Linearnost metode je dokazana u Sirokom opsegu kdraz#ia za zolpidem-
tartarat (280-52Qg mL™) i degradacione proizvode (0,4-4@ mL™), jer je
koeficijent linearnosti za sve ispitivane supstahteveii od 0,995. Razvijena
metoda je pokazala dobru preciznost u datom opsggu,se relativna
standardna devijacija ponovljenih odineanja za sve ispitivane supstance
kretala od 0,04-4,69%. IZnanavanjem procenta prinosa, odnodrecovery
vrednosti, koja se za sve ispitivane supstanceei kbncentracije kretala od
96,03-104,03%, potdena je dobra tamost metode. Razvijena metoda je vrlo
osetljiva. Limiti detekcije za ispitivane supstarnzeose od 0,03-0,08y mL?,

a limiti kvantifikacije od 0,08-0,24g mL™. Dobijeni rezultati validacije su
pokazali da metoda u potpunosti odgovara planiramneni za pkgnje
stabilnosti zolpidem-tartarata farmaceutski aktisugpstance i odgovardajeqg
farmaceutskog doziranog oblika film-tableta. Nova&toda je, u odnosu na
prethodno razvijenu metodu, omdga bolje razdvajanje ispitivanih supstanci,
bolju robusnost, zrajno skréenje trajanja hromatografske analize i
racionalizaciju celog postupka ispitivanja, Stabba i prednost nove metode u

rutinskoj analizi.
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U3jaBa 0 ayTOpCTBY

[MoTnucaHun-a Mapwuja . Manewesuh

opoj nHaekca 90/06

N3jaBrbyjem
[la je QOKTopCcKa gucepTtauuja nog HacnoBoOM

MynTukputepujymcku npuctyn mogenosawa HPLC meToae 3a ogpehvsarse
3onnuaem-tTaprapara u gerpagauvoHnx npouseoaa

e pes3ynTaT COMCTBEHOr UCTPaXKUBaYKor paaa,

* [anpegnoxeHa guceptauuja y LUenuHu Hu y genoeuma Huje buna npeanoxeHa
3a pobuvjakbe Ouno Koje Aunnome npema CTYAUjCKUM nporpaMuma Aapyrux
BUCOKOLLKOJICKUX YCTaHOBA,

e [a Cy pesynraTi KOPEeKTHO HaBeaeH U

* [a HucCam Kpuiuo/na aytopcka npasBa WM KOPUCTUO WHTENeKTyarHy CBOjUHY
opyrux nuua.
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Mpwunor 2.

3jaBa O NICTOBETHOCTU LUITAMMaHEe U eNeKTPOHCKe
Bep3uje [OKTOpPCKOr paaa

ime n npesnme aytopa Mapwuja 1. Manewesuh

bpoj nHoekca 90/06

Cryanjcku nporpam Papmaveytcka xemuja

Hacnos paga MynTtukputepujymcku npuctyn mogenosawa HPLC meTone 3a
oapehnBake 3o/nuaemM-Taprapara U gerpagaumoHux nponssoaa

MeHTop [lpod. ap JTburbana XXuesaHosuh

[ToTnucanHwn/a Mapwuja . Manewesuh

M3jaBrbyjem Aa je wramnaHa Bepsunja Mor AOKTOPCKOr paja MCTOBETHA eNeKTPOHCKO]
BEpP3Wju Kojy cam npepao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany OurutanHor
penosuTopujyma YHusep3uterta y Beorpaay.

[lo3BorbaBam ga ce objaBe MoOjU NMUYHM nogaun Bes3aHu 3a nobuvjawe akagemckor

3Barba [OKTOpa HayKa, Kao LUTO Cy uMe 1 npesume, roguHa u mecto pofewa 1 aaTtym
oabpaHe papa.

OBM nuYHM nogaum Mory ce 06jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuuamMa auruTanHe
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U3jaBa 0 kopuwhemwy

Oenawhyjem YHusep3autetcky oubnuoteky ,Ceetos3ap MapkoBuh® ga y [durutantu
peno3uTopujym YHuBep3uteTa y beorpagy yHece MOjy OOKTOPCKY AucepTtauujy noa
HaCrnoOBOM:

MynTukputepujymcku npuctyn mogenosawa HPLC metofe 3a ogpefhusame
onnuaemM-tTaprapara v gerpagaunoHnx nponssoaa

KOja je Moje ayTOpCKO Aeno.

[HucepTtauujy ca cBuM npunosnma npegao/na cam y enekTpoHCKoM hopmaTty norogHoMm
3a TpajHO apxuBupame.
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y beorpagy mory aa KopucTte CBUW Koju NoLwwTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeatunsHe 3ajenHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce ognyyuo/na.

1. AyTOpCTBO
2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLMjanHO
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1. AyTopcTBO - [lo3BOSbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUOYLM)Y U jaBHO caornliTaBake
Aena, v npepage, ako ce HaBede MMe aytopa Ha HauyuH oapeheH of cTpaHe ayTtopa
unn pasaoua nuueHue, Yak n y komepuyujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja of cBux
nuueHun.

2. AyTopcTBO — HEKOMepuujanHo. [Jo3sorbaBate YMHOXaBawe, ANCTpubyLnjy 1 jaBHo
caonwitaBawe Aena, v npepane, ako ce HaBene ume aytopa Ha HauuH ogpeheH oa
CTpaHe ayTtopa wnu aasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BoSfbaBa KoMmepuujanHy
ynotpeby gena.

3. AyTOpCTBO - HekomepuujanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBahsE,
anctpubyumjy M jaBHO caonwitaBake pgena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa WU
ynotpebe gena y CBOM [eny, ako ce HaBege vMMe aytopa Ha HaduH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 403BOSbaBa KoMepuujandy
ynoTtpeby nena. ¥ ogHOCy Ha CBe ocTane fuueHLe, OBOM NMULIEHLOM Ce orpaHuyasa
Ha|sehn obum npaea kopuwherwa gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepLuujanHo — AenuTu noa UCTUM ycrosuma. [lossorbasaTte
yMHOXaBare, OUCTpubyLnjy 1 jaBHO caonwTaBake fena, v npepage, ako ce Hapeae
MMEe ayTopa Ha HauuH oAapeheH of CTpaHe ayTtopa wnu Aasaola NULEeHLUE U ako ce
npepaga aumctpubyupa nog WCTOM WM cnudHom nuueHuom. OBa nuueHua He
[03BOSbaBa KomepuujanHy ynotpedy gena v npepaga.

5. AytopctBo — Oe3 npepage. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPUBYUM)Y W jaBHO
caonwTasare fena, bes npomeHa, npeobrnukosara unu ynotpede gena y ceom geny,
ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauuH ofpefeH on cTpaHe ayTopa wunv [aBaoua
nuueHue. OBa nuueHua [o3BorbaBa Komepuujaniy ynotpeby gena.

6. AyTtopctBO - pAenuTtu nop ucTuM  ycnosuma. [lo3BorbaBaTe YMHOXaBah-E€,
AVCTPUOYyLUMjy 1 jaBHO caoriiTasBare Aena, v npepaje, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha
HauvH ogdpefeH of cTpaHe ayTtopa wWnu faBaola NULEHLE UM ako ce npepaja
anctpubympa nop WUCTOM UMM CRIMYHOM  NuueHuoMm. OBa nuueHua [A03BOSfbaBa
komepuujanHy ynotpeby paena u npepaga. CnuyHa je codTBEPCKUM nuuUEHLama,
OAHOCHO NuLieHLlaMa OTBOPEHOr KoAaa.



