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Abstrakt

Staré a starSie schvalené a registrované lieCiva a lieky sa analyzuji schvalenymi metodami
vtedy pouzivanymi pri ich registracii, z toho dovodu ich Specifikacie nemo6zu obsahovat’
moderné analytické metddy, ako su, napriklad, analyzy v pevnej faze. Preto naozaj kritické
parametre, ktoré skuto¢ne ovplyviuji kvalitu findlneho produktu nemusia byt’ v $pecifikacii
definované. To sa mdze stat’ velkym problémom, ked’ sa zmeni zdroj lieCiva, miesto vyroby
alebo vyrobné zariadenia. Ugelom tejto prace bolo vykonat® troubleshooting, respektive najst’
kritické kvalitativne atriblty surovin, ktoré ovplyviuju kvalitu lieku; boli sledované vplyvy
excipientov na degradaciu lieCiva a stabilitu findlnej lickovej formy, hodnotenie moznosti
krizovej kontaminacie z predchadzajucich procesov vo vyrobe, identifikacia neznamych
neCistot a stanovenie kritickych parametrov lie¢iva s cielom navrhnit’ dostatoéne robustnt
Specifikaciu ucinnej latky. Na analyzy boli pouzité metdody bezne pouzivané v laboratoriach
kontroly kvality ako su separatné metddy, stanovenie obsahu vody, disolucie,

tak aj sofistikovanejsie metody pevnej fazy.

KPucové slova
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Abstract

Active pharmaceutical ingredients (APIs) and pharmaceuticals approved and registered
relatively long ago are analysed by approved methods used for their registration; so their
specifications cannot contain advanced analytical methods, such as solid-state analytical
techniques. Therefore, really critical parameters that actually affect the quality of the final
product cannot be defined in the specification. This can become a major problem when
changing the API source, place of production or production facilities. The purpose of this
work was to perform troubleshooting or find critical qualitative attributes of raw materials
that influence the quality of the product. Therefore, this PhD thesis investigates the influence
of excipients on drug degradation and the stability of the final dosage form, the possibility of
cross contamination from previous processes in production, the identification of unknown
impurities and the determination of critical drug parameters in order to propose a sufficiently
robust specification of the active substance. For the analyses, methods commonly used in
quality control laboratories such as chromatography and separation techniques methods,
determination of water content, dissolution and more sophisticated solid-state methods

were used.
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ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

APCI

API
APPI
BCS
BES
BET

CCD
CE-MS

cGMP
Cl
CMAs
CPPs
CQAS
DSC
DTA
DTGA
El
EMSC

ESI

FAB, FIB
FDA

FFR

FIR
FT-ICP

GC
GC-MS

chemickd ionizicia za atmosferického tlaku (Atmospheric Pressure Chemical
lonization)

ucinna latka (aktivna farmaceuticka ingrediencia)

fotoionizacia za atmosferického tlaku (Atmospheric Pressure Photoionization)
biofarmaceuticky klasifika¢ny systém (Biopharmaceutical Classification System)
bioekvivalenéné stidie (Bioequivalence studies)

stanovenie Specifického povrchu pomocou metédy BET (Brunauer, Emmett
a Teller)

(Charge Coupled Device)

kapilarna elektroforéza—hmotnostna spektrometria (Capillary Electrophoresis—
Mass Spectrometry)

(Current Good Manufacturing Practice)

chemicka ionizécia (Chemical lonization)

kritické vlastnosti materialu (Critical Material Attributes)

kritické parametre procesu (Critical Process Parameters)

kritické vlastnosti kvality (Critical QualityAttributes)

diferen¢na skenovacia kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry)
diferen¢na termicka analyza (Differential Thermal Analysis)

diferen¢na termogravimetria (Differential Thermogravimetric Analysis)
elektronova ionizacia (Electron lonization)

rozsirena multiplikativna korekcia signalu (Extended Multiplicative Signal
Correction)

ionizacia elektrosprejom (Electrospray loniazation)

ionizacia urychlenymi atdbmami alebo i6nmi

Sprava potravin a lie¢iv (Food and Drug Administration)

rychle otacanie pol'a (Fast Field Reversal)

d’aleka infracervena (Far Infrared)

Ionova cyklotronova rezonancia s Fourierovou transfomaciou (Fourier
Transform — lon Cyclotron Resonance)

plynova chromatografia (Gas Chromatography)

plynova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom (Gas chromatography—

mass spectrometry)
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GLS
GMP
AH
HPLC

ICH

ICR

IC

IR
LC-HRMS

LC-MS

M3-PALS
MALDI
MIR
MS
MSC
n.d.
NIR
NMR
00Ss
PALS
PAT
PCA
PDA

Ph. Eur.
ppm

psi
PTFE

PXRD
RTG

vSeobecnd metdda najmensich Stvorcov (Generalize Least Squares)

spravna vyrobna prax (Good Manufacturing practise)

zmenaentalpie

vysokou¢inna kvapalinova chromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for
Registration of Pharmaceuticals for Human Use

idnova cyklotronova rezonancia (lon Cyclotron Resonance)

infraervena

infracervena (infrared)

kvapalinova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom s vysokym
rozliSenim (Liquid chromatography-high resolution mass spectrometry)
kvapalinova chromatografia s hmotnostnym spektrometrom (Liquid
chromatography-mass spectrometry)

fazova analyza rozptylu svetla (Phase Analysis Light Scattering)

ionizacia laserom za iCasti matrice (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization)
stredné oblast’ IC (mid-infrared)

hmotnostna spektrometria (Mass Spectroscopy)

viacnasobna bodova korekcia (Multiplicative Scatter Correction)

nedetekované (not detected)

blizka oblast’ IC (near-infrared)

nuklearna magneticka rezonancia (Nuclear Magnetic Resonance)

vysledok mimo $pecifikaciu (Out of Specification)

Fazova analyza rozptylu svetla (Phase Analysis Light Scattering)

procesna analyticka technologia (Process Analytical Technology)

analyza hlavnych komponentov (Principal Components Analysis)

diodovy detektor (Photodiode Array Detector)

Europsky liekopis, (European Pharmacopoeia)

parts per million (0,0001 %)

pound-force per sq. inch (1 bar = 14,504 psi)

polytetrafluoroetylénovy  membranovy  filter  (polytetrafluoroethylene
membrane filters)

praskova difrakcia (Powder X-Ray Diffraction)

Rontgenova difrakcia


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0731708514002994
https://en.wikipedia.org/wiki/Liquid_chromatography%E2%80%93mass_spectrometry
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QA
QbD
QC
QaQ
RP
rpm
RRT
RSD
RT
SEM
SFR
SD
S/N
SNV
SOP
SPKL
SSA
SVP
TGA
THz
TMA
TOF
TSI
UHPLC

USP-NF
uv
UV-VIS
WHO
A[m]
XRD

zabezpecovanie kvality (Quality Assurance)

navrh kvality (Quality by Design)

kontrola kvality (Quality Control)

Trojity kvadrupolovy analyzator (Triple quadrupole)
obratena faza (Reversed Phase)

otacky za minutu (rotation per minute)

relativny retenény Cas (Relative Retention Time)

relativna Standardna odchylka (Relative Standard Deviation)
reten¢ny Cas (Retention Time)

rastrovaci elektronovy mikroskop (Scanning Electron Microscope)
pomalé otacanie pol'a (Slow Field Reversal)

Standardnd odchylka (Standard Deviation)

pomer signal — Sum (signal/noise)

Standardna normalna variacia (Standard Normal Variate)
Standardny operacny postup (Standard Operating Procedure)
spravna prax v kontrolnom laboratdriu

Specificka povrchova plocha (Specific Surface Area)
spravna vyrobna prax

termogravimetrickd analyza

Terahertzova

termomechanickd analyza (Thermomechanical Analysis)
analyzator doby letu (Time of Flight)

ionizacia termosprejom (Thermospray lonization)

ultrati¢inna kvapalinova chromatografia (Ultra High Performance Liquid

Chromatography)

U.S. Pharmacopoeia National Formulary

ultrafialova (Ultraviolet)

ultrafialové a vidite'né (Ultraviolet, Visible)

Svetova zdravotnicka organizacia (World Health Organization)
vlnova dizka Ziarenia

difrakciia na monokrystale (X-Ray Diffraction)
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1 UVOD A CIEL

V minulosti bol vyvoj lieCiv primarne zalozeny na baze empirickych dat. V dnesnej
dobe je farmaceuticky vyvoj zalozeny na systematickom pristupe a to znamena, ze proces
by mal byt pochopeny a aj nepatrna zmena niektorych parametrov aktivnych farmaceutickych
latok (API) pouzitych vo formulacii liekovych foriem, hoci spinaju $pecifikaciou pozadované
parametre, moze mat’ dopad na vysledny produkt.

Liec¢ivé latky tak ako aj APl a pomocné latky podliehaji prisnym pravidlam $tatneho
dozoru. Aby nebol pacient ohrozeny, st zadefinované prisne kritéria, ktoré su kodifikované
aj na medzinarodnej urovni.

Samotny vystup analyzy je vyjadreny v meratelnom vyhodnoteni. Musi to byt
kvantifikovatel'na veli¢ina, ktora je hodnotena analytickymi metdédami. Pouzivané metody
musia byt validované, registrované, meranie sa prevadza na zariadeniach, ktoré
st kvalifikované v pravidelnych intervaloch skolenymi pracovnikmi priamo z farmaceutickej
firmy, alebo zmluvnym partnerom za pouzitia certifikovanych standardov a meradlami, ktoré
st naviazané na Statny etalon.

Laboratoria, ktoré vyvijaju lieky pre I'udi, zabezpecuju klinické Studie musia mat’ vSetky
postupy v zmysle spravnej vyrobnej praxe (SVP), ktorej castou je aj spravna prax
v kontrolnych laboratoriu (SPKL). Nakolko st vyvijané a do praxe zavadzané lieky stale
ucinnejsie, je aj ich vplyv na pacientov pri nespravnom posudeni toxickejsi. Z dovodu
ochrany pacienta sa v medzinarodnom meradle stale sprisiiuju kritéria na posudzovanie
vsetkych vstupov a vystupov z farmaceutickej firmy smerom k pacientovi. Takisto napreduje
vyvoj citlivejSich metod a pristrojovej techniky na ich aplikéciu.

Pomocou viacerych analytickych metéd sa hodnoti aj vtejto praci ¢i su vsetky
parametre v zhode so predpisanou S$pecifikdciou, ale st aj rozne pripady, ktoré
st neStandardné oproti kvalite findlnej Specifikacie, kde sa zistuje €o je problematické a aky
to ma potencialny dopad na vyslednu kvalitu lieku.

Dobra farmaceutickd kvalita predstavuje akceptovate'né nizke rizika pre pacienta
vzhl'adom na pozadovany klinicky efekt. Dovody pre€o monitorovat’ a kontrolovat’ kvalitu
je v prvom rade bezpecnost’ pacientov, dovera vo vyrobny proces a S tym suvisiaca dovera
v produkt.

V tejto praci som sa venovala hodnoteniu viacerych skupin a oblasti, ktoré vstupuju
do vyrobného procesu a maju dopad na kvalitu findlnej liekovej formy. Sledovala som

excipient pomocou spektralnej metody za pouzitia metdody popisanej v liekopise
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a jej porovnanie s jednoduchSou nelickopisnou metodou, vplyv excipientov na stabilitu
findlnej liekovej formy a navrh experimentu na sledovanie vplyvu jednotlivych excipientov
na stupenn degradicie API andrast neznamej necistoty metodami HPLC a DSC, vplyv
cudzorodych necistot na stabilitu finalnej liekovej formy, moznost krizovej kontaminacie
z predchadzajucich procesov vo vyrobe za pouzitia metod HPLC, LC-MS, vplyv API
na findlny produkt — stanovenie kritickych parametrov API ako je polymorfizmus,
zmacavost’ — kontaktny uhol vody, zeta potencial, vel'kost’ a tvar Castic, Specificky povrch
Castic, a vyuzila som aj NIR spektroskopiu a hl'adala korelacie medzi jednotlivymi vzorkami
a nameranymi hodnotami inymi analytickymi technikami.

V dizerta¢nej praci su rieSené pripady z redlnej praxe, a pretoze material diskutovany
vo vysledkovej casti je duSevnym vlastnictvom farmaceutickej firmy, st ndzvy

analyzovanych ucinnych latok uvadzané pod kodmi.
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2 TEORETICKA CAST

2.1 PREHLAD LEGISLATIVY

V uvode teoretickej Casti je dolezité zadefinovat’ zakladné pojmy ako je liek, liecivo,
pomocna latka. Su to kazdodenné vstupy do laboratorii, ktoré potom ovplyviiuji konecny
vystup z farmaceutickej firmy ku kone¢nému pacientovi.

Liecivo je chemicky jednotna alebo nejednotna latka 'udského, rastlinného, zivoc¢isneho
alebo chemického pdvodu, ktord je nositel'om biologického ucinku vyuziteIného na ochranu
pred chorobami, na diagnostiku chorob, lieCenie chorob alebo na ovplyviiovanie
fyziologickych funkcii."

Pomocna latka je chemicky jednotna alebo nejednotna latka, ktord v mnozstve pouzitom
na vyrobu lieku alebo na pripravu lieku sama nema terapeuticky ucinok, ale umoziuje alebo
ulahCuje vyrobu lieku alebo pripravu lieku, jeho podévanie, zlepSuje jeho kvalitu
alebo stabilitu a biologicki dostupnost’.”

Liek je lie¢ivo alebo zmes lieCiv a pomocnych latok, ktoré si upravené technologickym
procesom do liekovej formy a st urc¢ené na ochranu pred chorobami, na diagnostiku chor6b,
lieGenie chordb alebo na ovplyvitovanie fyziologickych funkecii.*

Originalny liek je novy liek, ktory obsahuje novt t¢innt latku. Originalny liek ziskava
patentovu ochranu a trhovu exkluzivitu na urcitd dobu. Od prvého patentovania molekuly
lieCiva je potrebné vykonat’ vela skuSok na preukdzanie U¢innosti, bezpecnosti aZ potom
modze byt liek uvedeny na trh. TaktieZ su pocas prvych rokov chranené aj urcité data
z klinickych sktsani.

Genericky liek je liek, ktory ma rovnaké kvalitativne (t.j. totoZzni U¢innu latku)
a kvantitativne (t.j. rovnaka davka lieCiva) zloZenie a rovnaku liekova formu ako referen¢ny
humanny liek (napr. original) a ktorého biologicka rovnocennost’ s referencnym liekom bola
dokdzand primeranymi skuskami biologickej dostupnosti. Genericky liek moze

byt registrovany a uvedeny na trh az po skonceni platnosti patentu originalneho lieku.

S Gcinnostou zdkona ¢. 362/2011 skoncila zdvdznost a vydavanie Slovenského
liekopisu. V platnosti zostdva Eurdpsky liekopis a Slovensky farmaceuticky kodex.?
V stcasnosti (0d 1. januara 2017) je v platnosti Eurdpsky liekopis Ph.Eur. Vydanie 9,
Doplnok 9.1.3 Je to subor technickych poziadaviek na pripravu, vyrobu, oznaovanie,
uchovavanie lie¢iv, pomocnych latok, lickovych foriem a na hodnotenie ich kvality. Europsky

liekopis je vysledkom prace desiatok expertov podsobiacich v Sirokom spektre

13



medzinarodnych odbornych skupin zaclenenych v Eurdpskej liekopisnej komisii. Pripravuje
sa pod ochranou Rady Europy v sulade s Dohovorom o vypracovani Eurdpskeho liekopisu
(European Treaty Series No. 134), podpisanym 38 signatdrmi. Zmluvné strany prijali
opatrenia potrebné na zabezpecenie toho, ze clanky Europskeho liekopisu sa stant platnymi
normami pouZivanymi na ich vlastnom tuzemi.” Ugelom lickopisu je podielat’ sa na ochrane
zdravia tym, ze obsahuje zavdzné normy na posudenie kvality lieciv a liekov, ktoré musia
dodrziavat’ vSetci pracovnici, ktori s lieCivami a lieckmi v akejkol'vek podobe zaobchadzaju.
Stanovena kvalita je jednou zo zakladnych zaruk bezpecnosti liekov pre pacientov a inych

oy 2
uzivatelov.

Vsetky klinické ako aj vyrobné Sarze, ktoré su urCené pre pacienta je nutné vyrabat’
a takisto aj analyzovat’ v zmysle subornych predpisov pod skratkou spravnej vyrobnej praxe
SVP — ,,Good Manufacturing Practise”“ (GMP). SVP — spravna vyrobna prax je subor
poziadaviek na zabezpecenie vyroby a kontroly kvality liekov v stlade s ucelom pouzitia
liekov a v stlade s prisluSnou dokumentaciou o vyrobnych a kontrolnych postupoch.l
ZjednoduSene povedané, SVP je subor takych pravidiel uplathovanych vo vyrobe a kontrole
liekov, ktoré umoziuji opakovane vyrobit' liek ucinny, bezpecny a kvalitny. KedZe
farmaceuticky priemysel vyraba S$pecialny druh produktov a to lieky, ktoré su urcené
naliecenie chorych ludi alebo miernenie priznakov chordb (v menSej miere
na diagnostikovanie roznych ochoreni) tak je kladeny doraz prave na dodrziavanie suboru
predpisov SVP. To zabezpeci aby pocas celej doby pouzitel'nosti bola zarucend ucinnost.
Pretoze sa na G¢inok lieku spolicha bezvyhradne ako pacient tak aj lekar. Nie je mozné pouzit
metoddy Uplnej kontroly kvality, hodnotia sa iba vlastnosti ,reprezentativnej” vzorky —
hodnoti sa len niekol'’ko malo desiatok tabliet hoci jednu Sarzu tabliet méZze napriklad tvorit’
aj viac ako 1000000 jedincov. Vyraba sa mnoho druhov produktov na tych istych
zariadeniach, vtych istych priestoroch GMP umoziiuje vykonavat analytické prace
Standardnym, reprodukovate'nym spdsobom a zabezpecuje dosiahnutie spol’ahlivych

vysledkov.

Zakon 362/2011 z 13.septembra 2011, VvV zneni neskorSich novelizacii a zédkonov,
0 liekoch a zdravotnickych pomdckach (Treti oddiel: Vyroba liekov, § 12) obsahuje
9 zakladnych &asti, ktoré pojednavaju priamo o liekoch:*
- Zakladné ustanovenia

- Zaobchadzanie s liekmi a zdravotnickymi pomockami
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- Humaénne lieky

- Veterindrne lieky

- Zdravotnicke pomocky

- Predpisovanie, vydaj a podavanie

- Vykon Statneho dozoru a Statna sprava na tiseku farmacie
- Sankcie

- Spolo¢né, prechodné a zavere¢né ustanovenia

Dalsi dokument, ktory upravuje nakladanie s farmaceutickymi pripravkami je Vyhlaska
Ministerstva zdravotnictva Slovenskej republiky Z. z. ¢. 128/2012 z 21. marca 2012
0 poziadavkach na spravnu vyrobnu prax a poziadavkach na spravnu velkodistribu¢nt prax.
Tato Vyhlaska popisuje v jednotlivych paragrafoch:’

* § 1 Poziadavky na spravnu vyrobnu prax kde pojednava o vyrobnych predpisoch, validacii
vyroby a metod, kvalifikovanych zamestnancoch, vybavenosti pracoviska, spravnom
skladovani, vykonavani kontrolnych skSok, vedeni pisomnej dokumentacie, plane

stiahnutia lieku z obehu, zistovani pri¢in reklamacii a prijimanie napravnych opatreni.

§ 2 Kontrolu kvality kde je zadefinovany pojem kontrolné laboratorium, osoba nezavisla
od vyroby, analyzy mozu vykondvat’ aj zmluvné laboratdrid podla Specifikacii, pravidla
pre uchovavanie protivzoriek, vydavanie atestu o kontrole a mikrobiologickej kontrole

kontamindcie priestorov vyroby.

§ 3 Personalne zabezpecenie definuje nezavislost' odborného zastupcu zabezpecCovania
kvality od odborného zéstupcu vyroby a od vediicich zamestnancov, spravne obsadenie

organizacnej Struktury, Skolenia pracovnikov.

§ 4 Priestorové vybavenie popisuje spravny dizajn priestorov — aby boli vhodné na dany
ucel pri zabezpeceni minimalizacie krizovej kontaminacie, oddelené uzavreté priestory

pre antibiotikd, hormony, radioaktivne, biotechnoldgie, vysokotoxické, infekéné latky.

§ 5 Zariadenia, stroje a pristroje musia byt vhodné na dany ucel, s vyli¢enim zameny,
kontaminécie, vynechania stupiiov, Cistitelné, pripadne sterilizovatelné, s prislusnou

dokumentaciou, kalibraciou, validaciou a oznaCovanim.

§ 6 Vyroba liekov musi prebiehat’ podl'a schvalenych postupov s vykonanim validacie,
pripadne revalidacie kritickych krokov, aktualizdcia dokumentécie najmenej kazdych
5rokov podla sucasnych vedeckych poznatkov. Pre vyrobu liekov pre klinické

testovanie musi byt’ zabezpecené zamedzenie zamen pri ,,zasifrovani,
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* § 7 Dokumentacia musi pozostavat z vyrobného predpisu, Specifikacie,
vyrobného/baliaceho prikazu pre samotni vyrobnu Sarzu, vSeobecne platné predpisy
su popisané v Standardnych operacnych postupoch, zdznamoch o Sarzi, dodrziavanie
principov SVP, ako sa postupuje s vyradenymi Sarzami, musi byt zrozumitel'na,
bezchybnd, aktudlna, za kazdych okolnosti musi byt moznost’ spdtnej rekonstrukcie
udalosti. Archivacia dokumentacie musi byt poc¢as doby expiracie plus jeden rok alebo
pat’ rokov od prepustenia, pre elektronické zaznamy musi byt zabezpefena ich
Citatel'nost’ pocas celej doby archivacie

* § 8 Zmluvna vyroba je oSetrena zmluvou o dodrzani SVP zo strany zhotovitela, ako
zodpovedna osoba dodrzi svoje povinnosti, d’al§ie zadanie tretej Strane len s pisomnym

suhlasom.

§ 9 Oznacovanie skusaného liec¢ivého pripravku.

§ 10 Reklamacie a stahovanie je nevyhnutné mat zavedeny systém zaznamenavania
a vyhodnocovania reklamacii a pri st'ahovani spolupracu s distribitormi a lekarnami

(preklinické Sarze postup rychleho odsifrovania).

§ 11 Kontrola dodrziavania SVP je zabezpecena kontrola dodrZiavania SVP systémom
vnatornych inSpekcii, zdznamy z internych insSpekcii su na vyziadanie predkladané

Statnemu ustavu pre kontrolu lie¢iv SUKL

Farmaceuticky systém kvality sa vyvijal po krokoch. V sucasnosti je obdobie
zjednocovacich procesov v ramci GMP réznych oblasti systémov kvality ako je kvalita,
bezpecnost’, ucinnost. Tieto aktivity sa sthrnne nazyvaji procesom harmonizacie. Bol
ustanoveny tim expertov s cielom medzindrodnej unifikdcie systému kvality ,,International
Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals for Human Use
(ICH)”, ktorého prvé stretnutie sa uskutocnilo Vv aprili 1990. Téato organizdcia okrem toho
vyddva smernice a odporucania vztahujuce sa k vyvoju a vyrobe substancii a liekovych
foriem a harmonizuje poZiadavky regulacnych autorit USA, Eurdpy a Japonska.

V rokoch 2011 — 2020 ma za ciel’ rozsirit’ prinos harmonizacie aj mimo ICH region
a to Skoleniami a aktivnou ucastou oblasti doteraz mimo ICH region, pri priprave a d’'alSom

vyvoji smernic. Suc¢asny stav ICH smernic struéne popisuje Tabul'ka 2.1,
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Tabulka 2.1 Zoznam ICH smernic®

Kod smernice | Zameranie

Q1A —QIF Stability

Q2 Analytické validacie

Q3A—Q3D Necistoty

Q4 — Q4B Liekopisy

Q5A — Q5E Kvalita biotechnologickych produktov
Q6A — Q6B Specifikacie APIs/lickovych foriem

Q7 Spravna vyrobna prax

Q8 Farmaceuticky vyvoj

Q9 Quality Risk management
Q10 Farmaceuticky systém kvality
Q11 Vyvoj a vyroba APIs

Technické a regulaéné pokyny pre riadenie ,,zivotného cyklu*
farmaceutického produktu

Q12

Aplikovanim tychto smernic do praxe a prepojenim pristupu Q8’, Q9® Q10°, Q11"
a Q12™ hovorime o navrhu kvality tzv. ,,Quality by Design® (QbD). Je to aktivny pristup
K vyvoju produktov, sledovanie najnovsich vedeckych tdajov, S moznostou rychlej
identifikacie hlavnych pri¢in a rieSenie akejkol'vek odchylky pocas zivotného procesu lieku.
Sluzi na lepSie pochopenie, znizenie a kontrolu moznych pri¢in variability farmaceutickych
procesov. Rovnaké postupy je mozné aplikovat’ aj pre analytické metody, ak je vystupom
reportovatel'ny V}'/sledok.lz’13

Pristup QbD pre analytické metddy je vedecky pristup, ktory na zaklade vyhodnotenia
rizik vyuziva Siroktl zakladiu poznatkov (v porovnani s tradicnym vyvojom metod,
overovania a transferom) ziskanych v priebehu zivotného cyklu metody. Najnovsie ¢lanky

1415 Doraz sa kladie

diskutovali o tom, ako aplikovat’ QbD koncepty na analytické metody.
na stanovenie kritérii pre reportovatelné vysledky, ktoré budu vystupom metod, nasleduje
vyber techniky stanovenia avyvoj metdédy na zaklade najnovSich vedeckych dat
so systematickym procesom identifikacie vhodnych podmienok metédy.le’”’18

QbD je modernym, vedeckym pristupom, formalizuje kvalitu produktu, automatizuje
manudlne testovanie a zefektiviiuje odstrafiovanie problémov. Pouziva systematicky pristup
k zabezpecovaniu kvality tym, ze sa venuje dokladnému pochopeniu prispevku jednotlivych
komponentov a procesov, ktoré ovplyviiuji konecnu kvalitu lieku. QbD poskytuje
zadefinovanie anasledne rychlu identifikaciu vsetkych kritickych atribatov, parametrov

procesu, uz pocas formuldcie aprocesu vyvoja samotného lieku. V doésledku toho
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sa problémy s kvalitou mézu Gcinne analyzovat' a hlavna pricina rychlo identifikovat. QbD
vyzaduje identifikaciu vSetkych kritickych atributov formulacie a parametre procesu, rovnako
ako urCenie rozsahu, v akom akakol'vek zmena moéze mat’ dopad na kvalitu finalneho
produktu. Cim viac informécii je identifikovanych s vyznamnym alebo menej vyznamnym
vplyvom jednotlivych zloziek, alebo procesov na kone¢nu kvalitu produktu, tym je zarucena
vyssia bezpetnost a u&innost’ pristupu QbD.™

Variabilita pomocnych latok sa stala problémom v poslednych rokoch, najma s prijatim
QbD principov pre navrh a vyvoj farmaceutickych hotovych vyrobkov. QbD vyzaduje
zvysené pochopenie kritickych vlastnosti materialov ,,Critical Material Attributes® (CMAS)
a kritickych parametrov procesu ,,Critical Process Parameters® (CPPs), ktoré¢ maji potencial
ovplyvnit dolezité vlastnosti kvality ,,Critical Quality Attributes (CQAs) hotového
V}'Irobku.20

Hodnotenie kvality, tak aby finalny produkt vyhovoval poZadovanym parametrom
(napr. po zmene dodavatel'a substancie) nastavenie kritickych parametrov, ktoré ovplyviiuju
kvalitu a ktoré nie st doteraz zadefinované v $pecifikaciach. QbD je moznym prinosom
pre vyrobcov pretoze rutinné testovanie kontroly kvality moéze detegovat vysledky mimo
Specifikacie ,,Out of Specification* (OOS). Pre vyrobcov, ktori nepracuju QbD pristupom
anemaju zadefinované¢ CQAS, vysledok mimo Specifikdcie prindsa vela otdzok
pre identifikovanie pri¢iny. Ak chybaju data, ktoré¢ by inak poskytlo QbD, je potrebné
vykonat’ vela testov, otdzky maju tazké odpovede a trvaju dlhsi ¢as. Bez znalosti procesu
je odhalovanie arieSenie nevyhovujiacich vysledkov postupnym skuSanim a testovanim
Gasovo afinanéne naroénym postupom.?’ Zvlast pre generickych vyrobcov liekov
je oneskorenie uvedenia lieku na trh, alebo schvéalenie registracie finan¢nou stratou. Finan¢ne
narocné su aj interné naklady na testovanie vhodnych vstupnych surovin, nepouzitie
nevyhovujucich S$arzi, ich vySetrovanie anakoniec likvidacia produktu. Podobne velké
naklady stoji st'ahovanie produktu z trhu a nasledne jeho navrat na trh, navyse pri rieSeni

straty dC)Very.22

Je dolezité podotknut, Zze pravne predpisy, ktoré upravuju nakladanie s liecivami
a lie¢ivymi pripravkami v ramci eurdpskej legislativy su spracované v zbierke pravidiel
a predpisov EudralLex, ktorého ,,Volume 4 popisuje ,,Good manufacturing practice (GMP)

Guidelines®, ktor¢ho ,,Part I“ uvadza ,,Basic Requirements for Medicinal Products*. %

18



2.2 REGULACIA

V prostredi GMP dokumentacia musi spiiat’ uréité poziadavky, aby sa zabezpetilo,
ze produkt je kvalitny a bezpec¢ny. Ak instrukcie na vyrobu alebo hodnotenie kontroly kvality
alebo zdznamy 0 vykondvanych cinnostiach su nedostatocne zdokumentované, potom
vyroba, kontrola kvality produktu alebo zabezpeenie akosti m6zu byt negativne ovplyvnené
a potencidlne sa znizuje bezpecnost pacienta. V dosledku toho Standardny systém
dokumentéacie v ramci farmaceutickej spolo¢nosti moze mat priamy vplyv na uroven
kvalitnej vyroby produktov, ktoré¢ su takto v kazdom kroku pod dohl'adom, rovnako ma vplyv
aj na uspech a doveru na procesy v priebehu auditu, ¢i uz zo strany S$tatnej autority, alebo
zékaznika.

Kapitolu 4 ,,.Dokumentacia“ zo zbierky pravidiel a predpisov EudralLex je mozno
rozdelit’ na zadkladné dva typy: predpisovi a zdznamovu, ktorych stru¢ny prehlad uvadza

Tabulka 2.2.

Tabul’ka 2.2 Struény prehlad typov dokumenticie

: Typ
Vyhod Popis -
yhody P dokumentacie
Uchovava historiu | Miesto pre uchovavanie roznych typov dokumentacie | predpisova
pre kazdého s opravnenym pristupom. Informacie (Specifikacie,
mozu byt pridavané kedykol'vek so zaznamenanim podklady
zmien. Zaznamenava tla¢ a stahovanie neplatnych K registracii...)
verzii dokumentu.
Evidencia Skoleni | Poskytuje informéacie 0 Skoleniach vSetkych zaznamova
a vzdelavania prislusnych zamestnancov, aby bola zaistena kvalita
a bezpecnost’ produktu.
Zmenoveé konania | Schval'ovanie, zdiel'anie informacii 0 zmenach zaznamova
a archivécia zmien. Kontinuita aj pri odchode
Zamestnanca.
Poskytuje platné Dokumentovanie udalosti, procesov, vykonanych z4znamova
dokazy ¢innosti a pod., ktoré mézu preukazat’, ze nie€o bolo

alebo nebolo vykonané

Prehlad o kvalite
a konzistencii
procesov, aktivit a

vyroby

Spravna dokumenticia je zdsadna v kazdom aspekte farmaceutického priemyslu.
Ciuzide o registraciu produktu, vyrobu, indpekcie & uZ interné alebo u dodavatela,
¢i zmluvného vyrobcu, a v neposlednej miere pri kontrole kvality produktu, jeho skladovani,

distribicii  k  pacientovi. Dokumenta¢ny  systém  farmaceutickej firmy musi

19




byt Standardizovanym nastrojom na tvorbu, pouZzivanie a v neposlednom rade archivaciu
dokumentécie predpisovej ako aj zdznamovej. Musi to byt samozrejme validovany systém.
Z pohl'adu riadenia dokumentacie je oddelenie zabezpecCovania akosti ,,Quality Assurance
(QA) zodpovedné pri Standardnych opera¢nych postupoch ,,Standard Operating Procedure*
(SOP) za schvalovanie SOP, archivéciu historickych dokumentov, originalov dokumentacie,
spravu celého dokumenta¢ného systému, a pri tvorbe SOP ich pripomienkuje.

Cast zprocesov je dolezitd pre registratné oddelenie, ktoré je zodpovedné
za spravovanie registratnej dokumentacie, tvorbu podnikovych noriem potrebnych
pre oddelenie kontroly kvality atym aj na kone¢né vydanie certifikatu k vyrobenej Sarzi

pred uvedenim na trh. Je tu spravovana Cast’ zmenovych konani k pripravkom.

Samostatnou c¢astou je analytickd dokumentdcia na oddeleni kontroly kvality.
Jednozna¢na identifikdcia vzorky od jej vzorkovania, cez distribiciu do jednotlivych
laboratérii, spracovanie vzorky, prevedenie analyzy metodami, ktoré su validované,
na zariadeniach, ktor¢ su kvalifikované v pravidelnych intervaloch so vSetkou
dokumentéciou, ktord k tomu vykonu prislucha. Dalej je to vyhodnocovanie priméarnych
udajov a ich schval'ovanie, sprava nameranych tdajov a ich archivéacia podl’a hore uvedenych
poZziadaviek.

Prvym z najdolezitej$ich krokov na kontrole kvality je vzorkovanie. Vzorka musi
byt’ reprezentativna, podla poctu dodanych obalov sa vyberd Statisticky vyznamny pocet
na hodnotenie. Skuto¢ne nahodné vzorky je Casto tazké alebo nemozné ziskat. cGMPs
nevyzaduju skutocne nahodné vzorky, ale vyzaduju reprezentativhu vzorku na zaklade
racionalnych kritérii. Musi existovat’ zdokumentovany postup pre spdsob, akym bola vzorka
odoberana. Ak sa vzorkovanie spravne vykona, oznac¢i a zdokumentuje, vzorky by potom
mali spifiat’ tito poziadavku. To znamena, e je doleZité mat dobre popisany postup
vzorkovania a distribucie vzoriek ako aj preskoleny personal.?!

Samotnému vzorkovaniu ako dolezitej Cinnosti sa venuju predpisy FDA, WHO
aj europske v EudralLex — zvidzku 4 Good manufacturing practice (GMP) Guidelines.

V laboratoriu, ktoré pracuje vrezime GMP, pouziva validované metddy, analyzy
prevadza Skoleny personal pracujuci na kvalifikovanych zariadeniach, je kladeny doéraz
na poziadavku dohladatelnosti Tato dohladatelnost v kazdom kroku sa odvija
od kontrolovanej a kontrolovatel'nej vyroby. Rozdelenie laboratorii v roznych fazach

vyskumu a vyvoja podl'a naro¢nosti na reguléciu ich chodu zobrazuje Obrazok 2.1.
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Obrazok 2.1 Schéma zaclenenia laboratérii kontroly kvality savisiacich s vyrobou vzhPadom
na dokumentsciu a riadenie ich &innosti®®

2.3 ANALYTICKE METODY

V sucasnej dobe je vo farmaceutickom priemysle k dispozicii pre analyzu latok okrem
klasickych metod takd velkd Skala separacnych metod, spektralnych metdd s moznost'ou
vyuzitia Sirokého rozsahu elektromagnetického ziarenia az po analyzu pevnej fazy.
Na analytick¢ hodnotenie je klIiCovy vyber inStrumentov. Velkd vécésina kvantitativnych
analyz vo farmaceutickom priemysle je rieSend vyberom separacnych metod s prevaznym
zastipenim vysokoucinnou kvapalinovou chromatografiou. Okrem rutinne zabehnutych
analytickych metdd sa pri rieSeni problémov rozSiruje paleta hodnotenia aj na menej bezne
pouzivané techniky. Z hl'adiska moznosti vyuzitia v kontrolnej — analytickej ¢innosti je vSak
nevyhnutné, aby vSetky pristroje a metddy boli validovane.

Analytické metody historicky vychadzali od najjednoduchsich metdod hodnotenia
kvality, ktoré nazyvame klasickymi metodami kam patria metddy titracné, gravimetrické,
stanovenie obsahu vody, cez modernejSie metddy separacné, spektrometrické, az po metody
najmodernejSie ako su metody pevnej fazy termicka analyza, rontgenova difrakcia, analyza
vel'kosti a tvaru Castic, analyza povrchu, zmacavosti atd’.

Metody, ktoré su aplikované na oddeleni kontroly kvality musia byt validované.
Cielom validacie analytickej metody je preukazat’ jej vhodnost pre dany ucel, t. j.,
Ze je presna a spravna. Vztah medzi presnost'ou a spravnost'ou ilustruje Obrazok 2.2. Mierou
presnosti je rozptyl jednotlivych hodnét, vyjadreny ako relativna smerodajna odchylka (RSD).

Doévodov preco validovat' analytické metddy je viacero, napr. je to povinna cast
registratnej dokumentdcie, chemické merania st naviazané na certifikované referencné
materidly, validdcie analytickych metdéd st zakladom wvalidacie procesnej, vyrobca
ma povinnost' poskytovat’ produkt bezpecny a ucinny pre pacienta, vysledky v roéznych
laboratoridch musia byt porovnatelné, valida¢né merania poméhaji optimalizovat nové

vyvijané met(')dy.26
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metoda nepresna, nespravna metoda presna, nespravna

metdda nepresnd, spravna metdda presnd, spravna

Obrazok 2.2 Vzt’ah medzi presnost’ou a sprz’wnost’ou26

Validécie su sucastou SVP a preto musia byt nalezite dokumentované a vykondvané

ibana kvalifikovanych a kalibrovanych zariadeniach apristrojoch.zs’27

Pri kazdej zmene,
ktora mdze ovplyvnit’ vysledky analytického hodnotenia, je potrebné znovu overit' vhodnost’
metddy pre dany ucel. Rozsah takejto revalidacie zavisi od povahy zmien. Revalidacia
sa vykonava pri zmenach v zloZeni pripravku, vyrobného postupu, analytickej metddy,
legislativnych poiiadaviek.za‘29

Po zvalidovani analytickej metddy, ktora sa Casto vykonava na pracovisku vyvojovych
laboratorii je na jej zavedenie do rutinnej kontroly kvality potrebné vykonat’ a zdokumentovat’
transfer analytickej metody. Tento sa vykonava aj pri prenose metédy medzi dvomi
laboratoriami. Na jednej strane je odovzdavajice laboratorium ana druhej laboratorium
prijimajuce. V sicasnosti je transfer analytickej metody jednym krokom zo zivotného cyklu
analytickej metody, predovSetkym vo farmaceutickom priemysle. Takisto aj tato cast
upravuju smernice, avSak st tu uvedené len vSeobecné Casti a nie si tu upravené presné
akceptaéné kritéria a podmienky.”’ Transfer analytickej metody je proces v niekolkych

krokoch, najskor na zdklade vysledkov z validécie a praktickych skusenosti odovzdéavajice

laboratorium pripravi protokol o transfere, v ktorom st presne zadefinované rozsah analyz,
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nastavené limity a akceptacné kritéria. Prehl'adnd postupnost’ krokov transferu je zobrazena

Vv nasledujucej schéme:

Validovana metoda

Transfer protokol

Tréning prij 1ma]uceh0
laboratona

Vykoname analyz v
odovzdavajucom
a prijimajucom

1 a]’\nra tArin

Vyhodnotenle
a porovnanie Vysledkov

Transfer report

Na zaciatku transferu analytickej metddy je potrebné zadefinovat’ sledované parametre,
akceptacné kritéria a ako vysledky Statisticky vyhodnotit’. Ako S$tatistické hodnotenie sa mozu
pouzit’ Statistické testy vyznamnosti, rovnocennosti, alebo rozdielnosti. NajcastejsSie sa voli
pristup jednoduchého porovndvania, kedy musi platit, Ze chyba prenosu musi
byt porovnatel'nd s chybou metédy — variabilitou analytického procesu Smax-> Akceptacné
kritéria sa volia pre opakovatelnost, reprodukovatelnost, rozdiely medzi laboratoriami,
rozdiel medzi jednotlivymi priemermi d’alej je to linearita metody, detekéné a kvantifikacné
limity. Zohladnuje sa typ procesu napriklad ak sa jedna o obsah API, kde je obsah

ovplyvneny iba obsahom necistdt, na rozdiel od porovnévania obsahu pre findlny produkt.30

Vzhl'adom na moZnost’ pouzitia Sirokej palety réznych metdd a metodik pouZzivanych
oddelenim kontroly kvality (QC) khodnoteniu vstupnych surovin, medziproduktov
a finalnych produktov sa v nasledujucich kapitolach budem venovat' iba metdédam, ktoré

som pouzila vo svojej praci, resp. patria medzi najzakladnejsie metody.
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2.3.1 Stanovenie obsahu vody

Jednym zo zakladnych parametrov hodnotenia kvality vstupnych surovin a ucinnych
latok s dopadom na celkova kvalitu astabilitu finalneho farmaceutického pripravku
ako aj jeho vyrobu je stanovanie obsahu vody.

Pre stanovenie vody bolo navrhnutych vela fyzikdlnych, fyzikélno-chemickych
a chemickych metdd. NajcastejSie pouzivané su nasledovné metddy: gravimetrické stanovenie
vody, titratné stanovenie vody podla K. Fischera, titracné stanovenie coulometrickou
metodou. Tieto metddy budu popisané nizsie. Stanovenie vody je mozné aj d’alSimi metédami
ako st destilacné stanovenie vody, refraktometrické stanovenie suSiny, plynova
chromatografia, spektrometria v blizkej infracervenej oblasti (NIR), NMR spektrometria,

dielektrimetria.!

2.3.1.1 Gravimetrické stanovenie vody

Jednou z najcastejSie pouzivanych metod je gravimetrické stanovenie suSiny (strata
susenim). Su$ina je hmota vzorky po odstraneni vody suSenim. Obsah vody sa stanovuje
Z hmotnostného tUbytku po vysuSeni vzorky. Pre stanovenie zvyc€ajne staci zékladné
vybavenie laboratdria. Je to metdda vhodna pre analyzu vzoriek s malym a strednym obsahom
vody, vo vicsine pripadov je naro¢na na Cas, ktory zavisi od obsahu vody a interakciach vody
so vzorkou (voda volnd, voda viazana v krystalickej Struktire).

Beznym spdsobom je suSenie pri 105 °C do konStantnej hmotnosti alebo
do konstantného ubytku hmotnosti (zvycajne 5 hodin). Obrazok 2.3 popisuje priebeh zmeny
hmotnosti v zavislosti na ¢ase. Daldimi spdsobmi susenia su suSenie pri znizenom tlaku
Vo véakuovej susiarni pri 98 — 100 °C (1 hodina), rychle susenie pri 155 °C, 15 minut, susenie
mikrovilnnym ohrevom (velmi rychla metdda) a suSenie v exikatore nad P,Os alebo
bezvodym Mg(Cl0y),.*

NajcastejSie chyby, ktoré moézu ovplyvnit' stanovenie st javy, ktoré vedu K strate
prchavych latok ako su zbytkové rozpustadla, silice a iné, ¢iastocnej dehydratacii niektorych
materialov za zvySenych teplot (karamelizacia cukrov), alebo oxidacia lipidov (zvySenie

hmotnosti).
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Obrazok 2.3 Priebeh zmeny hmotnosti v zavislosti na ¢ase®

2.3.1.2 Titracné stanovenie vody metodou podl'a K. Fischera

Metoda je pomenovana po nemeckom chemikovi Karlovi Fischerovi, ktory v roku
1935 zaviedol jodometrické stanovenie vody.

Voda sa extrahuje zo vzorky bezvodym metanolom (alebo etanolom). Extrakt sa titruje
Fischerovym ¢inidlom (SO, + I, + CH30H + pyridin). Zlozky ¢inidla za pritomnosti vody
reaguju navzajom a prebicha oxidac¢no-redukéna reakcia. Bod ekvivalencie sa indikuje
biampérometricky, pricom prechodom pradu elektrochemickou nadobkou sa na platinovej
elektrode vytvara z pritomného jodidu elementarny jod, ktory je titratnym ¢inidlom. Jeho
mnoZzstvo je priamo umerné prejdenému néboju.

Metdda ma vysokll presnost’ a spravnost’, radi sa medzi absolutne metddy. Stanovenie
je rychle, ale pouZzivaju sa toxické chemikalie. Metdda je vhodna pre vzorky s nizkym

obsahom vody.**

2.3.1.3 Titracné stanovenie vody coulometrickou metéodou

Aplikaciou mikroprocesorov a vyuzitie coulometrie vytvorilo moznost plne
automatizovaného pristroja. Prechodom pridu cez elektrochemickt nadobku sa na platinovej
anode vytvara z pritomného jodidu elementdrny jod, ktory je titracnym cinidlom. Jeho
mnozstvo je priamo umerné prejdenému naboju — integralu pradu v ¢ase. Jednotkou naboja
je coulomb, ktory sa vytvori pradom jedného ampéra za Cas jednej sekundy. Z Faradayovho
zékona elektrolyzy je potom mozné vyjadrit latkové mnozstvo analyzovanej zluceniny,
Vv tomto pripade vody. Pre stanovenie vody sa pouziva najcastejSie jednoucelovy titrator. Jod,
ktory vznikd vnadobke pri prechode prudu reaguje s ekvivalentnym mnoZstvom

vody, ak uz vSetka voda v nadobke zreagovala, je zaznamenana narastajica koncentracia.
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Koncentracia jodu je detegovana biapérometricky dvojicou platinovych elektréd. Po nastreku
vzorky sa ndhle meni signal indikacného obvodu a mikroprocesor vyhodnoti zmenu a zahdji
automaticky Start merania. Meranie je ukoncené pri dosiahnuti povodnej hodnoty indika¢ného
pradu pred nastrekom vzorky. Vysledkom merania je stanovené celkové mnoZzstvo vody
v mikrogramoch. Prepocet na koncentraciu vody v ppm (parts per million) je mozny
po zadani hmotnosti vzorky. Vysledok méze byt vyjadreny tiez v percentach (1 % zodpoveda

10 000 ppm).*?

2.3.2 Spektrilne metédy

Pojmom spektralne metddy oznacujeme subor inStrumentalnych metdd, ktoré maju
spolo¢ny princip interakcie hmoty so ziarenim. Tieto metddy vyuzivaju absorpciu alebo
emisiu ziarenia, napr. spektrofotometria v ultrafialovej a viditel'nej oblasti (UV-VIS),
infratervena spektrometria (IC), Ramanova spektrometria, fluorescenéna alebo atomova
emisna spektrometria. Zobrazenie rozlozenia jednotlivych metéd vzhladom k vinovym
dizkam dokumentuje Obrazok 2.4.

Absorpcnd spektrometria vyuziva absorpciu svetla roztokmi stanovovanych latok.
Analytické optické metody v zavislosti od oblasti absorpcie a vyuzitej inStrumentélnej
techniky delime na spektrometriu vo viditelnej a ultrafialovej oblasti (d’alej UV-VIS
spektrometria), infracervenej oblasti (d’alej IR spektrometria), ktorej samostatne vyuzivanou
Cast'ou je blizka oblast'(d’alej NIR spektrometria).

UV-VIS spektrofotometria je pre svoju nenaro¢nost a inStrumentalnu jednoduchost’
arychlost’ vykonania analyz vyuzivana v Sirokom rozsahu predovSetkym ku kvantitativnym,
ale aj kvalitativnym analyzam v kontrolnych a aj vyvojovych laboratoriach.

IC spektrometria nachadza stile vicSie uplatnenie vo farmaceutickom priemysle
v oblasti rutinnej kontroly kvality rovnako ako aj vo vyvojovych laboratériach. Prednost'ou
je predovsetkym rychlost’ merania, jednoducha priprava vzorky (niekedy aj priame meranie
vzorky bez upravy). Pri beznych meraniach zariadenie moéze obsluhovat' personal
bez hlbokych znalosti principov metédy, co umoziuje usporu z pohl'adu narokov na obsluhu.

Bez znalosti zadkladnych principov sa vSak nedd obist’ pri zloZitejSich aplikacidch
(napr. nastavenie merania v komplexnej matrici liekovej formy), vyhodnocovanie spektier

neznamych latok, alebo ur&ovanie §truktary.?
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Obrazok 2.4 Spektralny rozsah elektromagnetického Ziarenia a znazornenie vyznamnych oblasti®

Pre vSetky spektralne techniky st zdkladom vymeny energetického kvanta pri interakcii
skimanej latky a elektromagnetického Ziarenia. Sleduje sa mnozstvo pohltenej energie
pri excitacii zo zakladného energetického stavu atomu alebo molekuly (absorpéna
spektrometria) alebo mnozstvo vyziarenia energie pri navrate atomu alebo molekuly

Z excitovaného stavu (emisna alebo fluorescenéné spektrometria), vid’ Obrazok 2.5.

E;
absorpcia emisia
Ey
AV AV
Y St
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hvgp
Sg Sy
svrchni tén
- overton Y,
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prechod piechod
> >
“ q ° q q
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Obrazok 2.5 Schéma energetického prechodu molekuly/atomu zo zakladného stavu do excitovaného stavu
pri absorpcii a naopak pri emisii**
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Elektromagnetické ziarenie je charakterizované energiou ziarenia E, rychlostou c,

vlnovou dlzkou A, frekvenciou Ziarenia v a pre ich vzajomny vztah plati:

AE=h-v=h<
A

AE — energia (spotrebovana/uvol'nend) pri zmene energetického stavu Castice,

h — Planckova kon§tanta,
v— frekvencia ziarenia,
¢ — rychlost’ svetla,

A —vlnova dlzka Ziarenia.

Energeticky prechod je charakterizovany vlnovou dizkou (alebo frekvenciou, pripadne

vlnoétom) absorbovaného/emitovaného Ziarenia. Kratke vinové dizky zodpovedaju vysoko

energetickym elektronovym prechodom (stovky nm) naopak dlhé viny su Specifické

napr. u mikrovinného ziarenia pre rotaéné prechody (jednotky cm).Energia prechodov

sa z praktickych a historickych dovodov vyjadruje vo viacerych jednotkach napr. eV, J, nm,

Cm'l, GHz, atd’.

Ak definované mnozstvo Ziarenia prechadza homogénnym prostredim, zoslabuje

sa jeho pociato¢nd intenzita o mnozstvo, ktoré je tymto prostredim absorbované. Absorpciou

sa zniZuje intenzita Ziarenia, ale jeho vlnova dlZzka sa nemeni. Pri prechode svetelného luca

s intenzitou ly cez vrstvu prostredia, ktoré absorbuje, hriibky 1 Cast’ sa absorbuje a Cast’

s intenzitou | vychadza. Platia nasledujuce vztahy:
1

A=log= T=—
J T

T — transmitancia
100-T — priepustnost’ [%]

A — absorbancia

Lambert-Beerov zakon:
A=¢-c-|

€ — molarny absorpény koeficient [1/mol.cm]
¢ — molarna koncentracia [mol/I]

| — hrabka vrstvy [cm]
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Z Lambert-Beerova zakona vidiet’, Ze absorbancia je linearnou funkciou koncentracie.
Vynesenim zavislosti A = f(c) pri konstantnej vlnovej dizke A ziskame kalibraénu krivku.
Lambert-Beerov zakon plati iba pre monochromatické svetlo a do urcitej koncentracie analytu
Vv roztoku. Za pritomnosti viacerych zloziek je vysledna absorbancia dana sa¢tom absorbancii

jednotlivych zloziek.*

Vyraz A” je Specifickd absorbancia. Je to liekopisnd veli¢ina, ktord vyjadruje

absorbanciu roztoku latky o koncentréacii 10 g/l meranti v 1cm vrstve pri uréitej vinovej dizke.

A — absorbancia pri 20+1 °C
¢’ —koncentracia [10 g/l]

[”— hrabka vrstvy 1 cm

2.3.3 UV-VIS spektrofotometria

Energia prechodov v UV a VIS oblasti zodpoveda cca 200 — 800 nm. (V UV-VIS
spektrofotometrii sa preferuje jednotka nanometer [nm].*®) Absorpéné spektra latok v roztoku
maju charakter pasov (nevyraznych pikov). Absorpcia svetla roztokmi latok sa vyuziva

predovsetkym v kvantitativnej analyze. Schému spektrofotometra uvadza Obrazok 2.6.

3| OPTICKY SYSTEM |———3| Detektor

KYVETA

Obrazok 2.6 Schéma zariadenia

Zdroje ziarenia su lampy pre oblast’ 350 — 3000 nm wolfrdmova lampa, pre oblast’
60 — 375 nm deutériova lampa. Kyvety podla meranej oblasti sa pouzivaji sklenené
vo viditeI'nej oblasti nad 350 nm, v UV a VIS oblasti kremenné. Opticky systém pozostava
z farebnych filtrov (fotometria), monochromatorov (spektrofotometria). Detektorom byva
fotonasobi¢, diodové pole, CCD (Charge-Coupled Device, ¢ize zariadenie s viazanymi

nabojmi; jedna sa 0 obrazovy senzor, teda zariadenie citlivé na svetlo generujuce obraz).
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Vplyv na meranie ma takisto vyber rozpustadla, riedenie vzorky v optimalnom rozsahu
absorbancie 0,1 —1,5; zaznam spektra, tj. rychlost skenu, spektralny interval uzsi
(0,2 — 0,5 nm) dava vysoké rozliSenie, ale horSiu opakovatelnost’, naopak Sirsi (1,5 — 4 nm)

poskytuje malé rozliSenie ale lepSiu opakovatelnost’ merania.?®

2.3.4 IR spektrometria

Tato technika je metodou prvej volby pre rychle aspolahlivé analyzy
vo farmaceutickom priemysle, je uznavanou aj S$tatnymi autoritami aje uvedena
aj v Eurépskom liekopise alebo FDA smerniciach. IC spektrometria sa vyuziva v rutinnom
prostredi kontrolného laboratdria predovsetkym na kvalitativnu analyzu vzoriek v kvapalnom

(nevodnom) ale aj pevnom skupenstve.

Vyuziva sa infradervené Zziarenie s vinovymi dizkami A = 0,78 — 1000 pm. Ovela
Castejsie sa pouzivajii v IC spektrometrii ako jednotky vlnoéty a IC Ziarenie je vymedzené
oblastou v = 12800 — 5 cm™. Toto Ziarenie mé niZ$iu energiu ako UV-VIS Ziarenie a jeho
energia nesta¢i k zmene elektronového stavu molekuly, ale iba k zmene vibra¢nych
arotatnych stavov molekuly. Vzhl'adom na Siroké energetické rozmedzie je oblast
IC rozdelena na tri asti:

1. blizka oblast — Near-Infrared, NIR 12800 — 4000 cm™ je to oblast’ s najvysSou
energiou, kde molekuly mézu vibracne excitovat’ aj do vysSich vzbudenych stavov ako
je prvy, tj. do druhého, treticho a d’alSich — nazyvaju sa vrchné tony alebo overtony.
Vyznam vyuzitia tejto oblasti je predovSetkym pre kvalitativnu a kvantitativnu analyzu.

2. stredna oblast — Mid-Infrared, MIR 4000 — 200 c¢cm™ je to oblast’ fundamentalnych
vibracii, t.J. vibraénych prechodov zo zékladného do prvého vzbudeného vibra¢ného
stavu. Tato oblast’ je najdoleZitejSia z pohladu analytickych aplikacii pre Struktarnu

diagnostiku, charakterizaciu a identifikdciu organickych latok.

ateda zmeny nastavaju predovSetkym Vv rotacnych spektrach). Vyznam klasickej FIR

je predovsetkym pre teoreticki chémiu a molekulova fyziku.35

V stcasnosti sa ale zaCina Coraz viac aj vo farmaceutickej analyze vyuzivat
tzv. Terahertzova (THz) spektroskopia, leziaca v pasme hrani¢iacom so vzdialenou oblastou
IR na jednej strane a mikrovinnou (elektronickou) oblastou na druhej strane, teda je mozné

jej priblizné vymedzenie frekvenciami 100 GHz az 3 THz, ¢o zodpoveda vinovym
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dizkam 3 az 0,1 mm resp. vinotu 3 az 100 cm™. Vyuzitie terahertzov je mozné rozdelit
do troch hlavnych kategorii: spektroskopia, zobrazovacie metoédy a telekomunikacie.
Aplikacie THz spektroskopie sa uplatiuja vo farmaceutickom priemysle predovsetkym
Vv analyze/charakterizacii API, pomocnych latok a obalového materialu, resp. zmesnych
vzoriek API a excipientov. Vo vicsine pripadov sa vsak zatial’ jedna o pilotné studie, ktorych
cielom je preukazat” vhodnost’ ur¢itej metddy pre dany Specificky tcéel. Je mozné ocakavat
prudky rozvoj a nastup tejto metody vo farmécii v najblizsich rokoch.*®*’

Pre interpretaciu IR spektier st dodlezité predovsSetkym zmeny vibracnych stavov.
Rozlisujeme valenéné vibracie, kedy sa meni dizka vizby a deformacné vibracie, kedy
sameni uhol vizby. V IR spektre rozliSujeme oblast’ charakteristickych vibracii a oblast’
»odtlatku palca®, ktora je dana celkovou Strukturou molekuly. Pre vsetky aplikacie
kvalitativne ako aj kvantitativne je potrebné zmerat’ Standard alebo sériu Standardov, pretoze
meranim bez Standardov je mozné iba zhodnotit’ ¢i merané vzorky vykazuji odlisnosti.

Vyuzitie merania v strednej oblasti MIR je v praxi bezne rozsirené. V tejto praci sa vSak
prednostne venujem pouzitej NIR.

Nakol'ko absorpcia Ziarenia v NIR oblasti je vo vicSine pripadov vyvolana
energetickymi  prechodmi medzi vibraénymi hladinami molekal ato prechodmi
kombinacnymi (sucasnd excitacia niekolkych vibracnych moédov) a overtonov. Overtoén
zodpovedd excitacii vibraéného moédu do vySSej excitovanej hladiny. Fundamentalne
prechody su dominantné pre strednu oblast’ IR a z tohto dovodu st NIR spektra jednoduchsie
ako MIR spektra. Absorpcia Ziarenia v NIR oblasti je pri rovnakej hribke vzorky radovo
niz§ia ako v MIR oblasti, ¢o znazorfiuje Obrazok 2.6.% Ana identifikovanie vzorky
len na zaklade NIR spektra, je potrebny Standard na porovnanie. Je to metoda rychla
a nedestruktivna.

V NIR oblasti sa neprevadza rozbor a priradovanie absorpénych pasov k jednotlivym
kombinaénym prechodom a overtonom nakolko je to velmi zloZit¢ niekedy aZ nemoZné.
V NIR spektrach je vSak mozné vymedzit' oblasti, v ktorych su dominantné pasy
kombina&nych prechodov (4000 — 5300 cm™), prvé overtony (4600 — 7300 cm™), druhé
overtony (6000 — 10000 cm™) atretic overtény (8800 — 12800 cm™). RozloZenie
absorp¢nych pasov v NIR oblasti zobrazuje Obrazok 2.7.
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I Polystyren - spektrum v MIR oblasti
1 Polystyren — spektrum v NIR oblasti
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Obrazok 2.6 Porovnanie intenzity absorpénych pasov v NIR a MIR oblasti*®
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Obrazok 2.7 Ukazka NIR spektra — kombinaény prechod a overtony*®

Vsetky NIR spektrometre sa skladaju z troch zakladnych casti a to zo zdroja Ziarenia,
detektora, a interferometra. Zdrojom Zziarenia su halogénové ziarovky, na detekciu
sa pouzivaju r6zne InGaAs, PbSe, PbS, Si detektory. Deli¢ lu€ov (beamspliter) je vyrobeny
z kremena alebo CaFj, ¢o st ovela odolnejSie materidly atieZ menej nachylné na vplyv
vzdusnej vlhkosti ako KBr nebo Csl, ktoré su pouzivané v strednej oblasti. Usporiadanie
spektrometra zobrazuje Obrazok 2.8.% Blizke IR Ziarenie bez problémov prechadza
kremennym sklom a preto je optika z kremennych vlakien a aj kyvety mézu byt pouzité

z rovnakého kremenného skla ako pre UV-VIS spektrofotometriu. Najvacsou vyhodou
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vyuzitia NIR spektrometrie je moznost merania vzoriek cez transparentné obaly.
Je nedestruktivne a nevyzaduje ziadnu Specidlnu upravu vzorky a samotné meranie je rychle —
podl'a nastavenych parametrov merania od niekol’kych sekind po desiatky sekund.
V NIR spektrach molekuly vody absorbuju IR Ziarenie a pre elimindciu vplyvu okolia, hlavne

vzdusnej vlhkosti je potrebné pred analyzou vzorky zmerat’ spektrum pozadia (background).
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Obriazok 2.8 Usporiadanie spektrometra®

Vo farmaceutickom priemysle sa na analyzu najéastejSie pouziva princip difiznej
reflexie nazyvany DRIFT, kde sa dopadajuce ziarenie odrdaZa od povrchu malych castic
praskovitej Vzorky.38 Kvapalné¢ vzorky sa meraji v kyvetach z kremenného skla, ktoré
ma priepustnost’ V celej oblasti NIR. Hribka optickej vrstvy sa voli v zavislosti od koncentracie
analytu vovzorke aod optickych vlastnosti rozpuastadla. Tento typ merania sa nazyva
transmisné meranie aje vyuzivané pre meranie kvapalin, polymérnych folii a kaSovitych
vzoriek. Kombinaciou oboch spdsobov merania je technika nazyvana transflektancia, ktora ma
svoje vyuzitie pre meranie riedkych suspenzii, kvapalin alebo roztokov. Tato technika vyuziva
Specialne kyvety, ktorych dno je pokryté Uplne odrazavou vrstvou (zrkadlom), ktord ziarenie

prejdené vzorkou odraza spat’ tak, Ze znovu prechadza vzorkou a dopadé na detektor.®® Okrem
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uvedenych technik kedy je vzorka vkladand do vzorkovacieho priestoru pristroja sa NIR spektra

meraji pomocou vlaknovej optiky s roznymi typmi sond, ktoré dokumentuje Obrazok 2.9.

Obrazok 2.9 NIR zariadenie a sonda z optickych vlakien

V poslednych rokoch, vibracné spektroskopické instrumenty, ako je Raman alebo
NIR, v spojeni s kalibraénymi postupmi s viacerymi premennymi maju stale narastajici trend

e - - 40,41,42,43,44,45,46
vyuzitia vo farmaceutickom priemysle.

Tieto analyzéatory ponukaji niekol’ko
vyhod oproti klasickym ,,mokrym* chemickym technikdm. Jedna sa hlavne o neinvazivnu
techniku s malou alebo Zziadnou pripravou vzorky a rychle meranie. Naviac Raman
a NIR senzory poskytuji dolezité informacie o kvalite v priebehu réoznych faz vyroby API
a lieku, a su bezne pouzivané pri vazeni surovin, chemickych reakciach (véc¢Sinou Raman),
granulacii, suSeni (vdcSinou NIR) a homogenizovani. Mo6zu byt taktiez pouzité
ako nedestruktivne techniky overenia kvality (mo6zu tak byt s vyhodou pouZzivané v procesnej
analytickej technologii), najmd pre detekciu/kvantifikaciu polymorfov, u€innosti
homogenizacie obsahu tabliet/kapsiil, testu obsahovej rovnorodosti.*’

Schopnosti NIR a Raman spektroskopie ponukaja Siroka $kalu moznosti, ako ul'ah¢it
realny ¢as merania kritickych atribatov kvality a umoziuju priebezné overovanie kvality
v redlnom &ase.”” Namerané spektra mozu byt pouzité pre kvalitativnu ako aj kvantitativinu
analyzu. Spracovanie dat sa odvija od sposobu ich pouZitia. Spektra ziskané pre kvalitativne
hodnotenie je potrebné porovnavat’ so spektrami Standardu, tento pristup je vhodny pre malé
pocty vzoriek. Vel'ké subory spektier je vhodnejSie vyhodnocovat’ pouzitim chemometrickym
Statistickym spracovanim udajov.

Statistické hodnotenie kvalitativnych a kvantitativnych dat je mozné viacerymi
metddami vyhodnotenia. NajvSeobecnejsie delenie Statistickych metdd je delenie na Statisticka

analyzu jednorozmernych dat, Statistickil analyzu viacrozmernych dat a analyzu rozptylu.48
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Metoda analyzy hlavnych komponentov ,,Principal Components Analysis® (PCA).
Je to klasickd metéda pre vyhodnocovanie zhodnosti alebo odlisnosti chemickych spektier.
PCA metoda je zo skupiny viacrozmernej analyzy Statistickych udajov. Umoznuje
identifikovat’ vzorce v udajoch a vyjadrit’ data tak, aby boli zvyraznené ich zhody alebo
odlisnosti. A d’alSou vyhodou je schopnost’ tieto data komprimovat’ bez straty poctu rozmerov
a vyznamnej straty informacii.*® Je to vhodna metéda pre analyzu dat ako si NIR spektra.
Tato metoda pouziva pre vypocet vysledkov vysoku maticovu algebru, variacna a kovariacnu
matematiku a d’alSie Statistické nastroje. Tieto vSak pre zlozity matematicky aparat nebuda
Vv praci diskutované.

NajcastejSie  pouzivané vyhodnocovacie metody spektroskopie su derivacia,
de-trending a chemometrické $tatistické metody ako napr. Standard Normal Variate (SNV),”
Multiplicative Scatter Correction (MSC)>, Extended Multiplicative Signal Correction
(EMSC), Orthogonal Signal Correction (OSC) a Generalize Least Squares (GLS).>* =23 >4
Pri analyze spektralnych dat, je bezné vyskusat rézne vyhodnotenia a ich kombinacie,
a posudit, ktoré vyhodnotenie je lepSie vzhl'adom na pozadované parametre. Avsak techniky
vyhodnotenia by mali byt pouzivané s opatrnostou, pretoze mézu pomoct’ minimalizovat
neziaduce vplyvy, ale moézu tiez znizit odozvu signalu sledovaného analytu. Preto
predchadzajuce znalosti vyhodnotenia a interpretacie vysledkov vzoriek su ziaduce,
nez nahodné vybery vyhodnocovacich metod.”

Derivacia patri medzi najCastejSie vyhodnocovacie metody spektralnych dat. PouZiva sa
predovsetkym k zvySeniu rozliSenia a odstranenie konStantného vplyvu zékladnej linie medzi
vzorkami. Prva a druha derivacia su CastejSie pouzivané v praxi, ako tie vysSicho radu.
Spektralna derivacia pocita ziskané rozdiely medzi dvoma po sebe nasledujiicimi bodmi,
alebo vyhladzovanim/diferenciaciou specifikovanej vzdialenosti; alebo pouzitim Savitzky-
Golay polynomickej funkcie.”® Niektoré bezné nevyhody aplikovania derivécie st zvySenie
Sumu a t'az$ia interpretacia spektier.

Korekcia baseline (De-trending): Korekcia zakladnej linie je vykonavana prostrednictvom
odpocitania linedrnej alebo polynomialnej funkcie zékladnej Cciary, s cielom odstranit
od povodného spektra variacie posunu zakladnej linie zvyCajne sa vyskytujucich
V NIR reflektanénych spektrach praskovych vzoriek a Ramanovho spektra s fluorescenciou
pozadia.>®

Viacnasobna bodova korekcia (Multiplicative Scatter Correction, MSC): Korekcia MSC
je dosiahnuta regresiou nameraného spektra voci referen¢nému spektru a naslednou korekciou

nameraného spektra pomocou sklonu a priese¢nikov tohto linearneho uloZenia.”’
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Tato vyhodnocovacia metéda sa ukazala byt ucinnd pri minimalizacii odchyliek
pri vyrovnavani/korekcii zakladnej linie. Vysledok MSC, v mnohych pripadoch, je vel'mi
podobny SNV. AvSak mnohi spektroskopisti preferujt SNV pred MSC, pretoze SNV
opravuje kazdé spektrum individudlne a nepotrebuje celt sadu dat. Porovnanie tychto dvoch

metdd je podrobne opisana Martensom a Starkom.®

2.3.5 Fluorescen¢na spektrometria

Fluorescenéna spektrometria je metoda, ktora sa pouziva na meranie intenzity
fluorescen¢ného svetla, emitovaného skuSanou latkou v porovnani s emisiou roztokov
S0 zndmym obsahom referenc¢ne;j latky.

Skusana latka sa rozpusta v rozpustadle alebo v zmesi rozpustadiel. Roztok sa prenesie
do kyvety alebo fluorimetrickej trubice a osvetli sa monochromatickym excitaénym svetlom
predpisanej vInovej dizky. Meria sa intenzita fluorescenéného Ziarenia v 90° uhle
k vyzarovanému svetelnému zvizku po prechode cez filter, ktory zachyti excitacné svetlo
a prepusta len fluorescen¢né ziarenie. Koncentracia c, skisaného roztoku sa vypocita podl'a

vzorca:

¢, — koncentracia skuSaného roztoku,
c. — koncentracia referenéného roztoku,
I, — intenzita svetla emitovaného skusanym roztokom,

I, — intenzita svetla emitovaného referencnym roztokom.

Ak nie je intenzita fluorescencie priamo imerna koncentracii, na meranie je vhodnejsie
pouzit’ kalibra¢nt krivku. V niektorych pripadoch sa méze merat’ oproti inej referenéne;j latke
(napriklad fluorescenénému sklu alebo roztoku inej fluorescenénej latky). Koncentracia
skuSanej latky sa v takom pripade odc¢ita z kalibracnej krivky zostrojenej za rovnakych

podmienok.>

2.3.6 Chromatografia

Na oddelenie analyzovanych zloziek zo zmesi latok a K ich kvalitativnej a kvantitativnej
analyze sa pouzivaju separacné metody. Prvorady vyznam medzi nimi maji chromatografické
metddy. Ich principom je opakovane sa ustal’ujuca rovnovaha vsetkych zloziek analyzovanej
zmesi medzi dvomi vzajomne sa nemieSatelnymi fazami. Jedna z nich je nepohybliva —

stacionarna faza, ma v roznej miere schopnost zadrziavat' jednotlivé zlozky analyzovanej
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zmesi. Druhd pohybliva — mobilna faza vymyvaleluuje jednotlivé zlozky zo stacionarnej
fazy a vynasa ich v smere toku réznou rychlost'ou a tym dochadza k ich vzajomnému deleniu.
Stacionarna fdza moze byt pevna (sorbent) alebo kvapalna, mobilnd faza méze byt kvapalna
(elu¢né cinidlo) alebo plynna (nosny plyn). Hybnou silou je tok mobilnej fazy, ktora unasa
i6ny alebo molekuly. Vlastné delenie latok ale zavisi na brzdiacej sile (retencii), ktora posobi
selektivne (kazda latka je brzdena inak). Pri chromatografii sa ustal'uje dynamicka rovnovaha
medzi vratnou sorpciou na stacionarnej faze a desorpciou do mobilnej fazy. Rychlost’ postupu
latky zéavisi od sorpcnej rovnovahy — ¢im pevnejSie sa latka sorbuje na stacionarnu fazu,
tym pomalSie v chromatografickom systéme postupuje.

Rozdelenie chromatografickych metdéd je mozné z hladiska viacerych aspektov,
ako je pouzita technika (papierovd, na tenkej vrstve, gélova, kvapalinova, plynova,
ionovymenna), d’alej skupenstva mobilnej a stacionarnej fazy (chromatografia kvapalina—tuha
latka, kvapalina—kvapalina, plyn—kvapalina, plyn—tuha latka), taktiez priestorového
usporiadania (planarna/plo§nai—vrstva sorbentu na vhodnej podlozke, alebo stipcovd —
staciondrna faza je v kolone) pricom koldénova je ucinnejSia s vysSou kapacitou vzoriek,
vyuzivaného separa¢ného deja (adsorpcnd, rozdelovacia, gélova, i6nova) a Sposobu vyvijania
(elucna, vytesiiovacia, frontalna).

Delenie latok, v dosledku rdéznej adsorpcie zloziek analyzovanej vzorky, ktora
sa pohybuje, na povrch stacionarnej fazy — adsorbentu je principom adsorpénej
chromatografie. Najcastej$im adsorbentom byva silikagel véitane jeho mnohych modifikacii
C1-Cy)alebo dalsie latky (oxid hlinity, horec¢naty, praskovana celuléza atd’.). Pohybliva fazu
tvoria Cisté rozpustadla, alebo ich zmesi. Rozpustadla si zoradené na zaklade ich elu¢nej
schopnosti (alebo podla polarnosti) do eluotropného radu: voda > metanol > etanol >
izopropanol > propanol > acetonitril > etylacetat > aceton > metyletylketon > tetrahydrofuran
> dichlormetan > chloroform > dietyléter > benzén > toulén > tetrachlormetan > cyklopentan
> cyklohexan > hexan > pentan > perfluorované alkany.

Po nastreknuti vzorky do chromatografického systému dochadza premyvanim mobilnou
fazou k eltcii — vyvijaniu/vynaSaniu vzorky. Najskor vychadza latka najmenej adsorbovana,
postupne jednotlivé zlozky adsorbované silnejSie. Eluciu chromatograficého systému
je mozné realizovat’ viacerymi spOsobmi. Najjednoduchsi znich je izokraticky, kedy
sa chromatograficky systém premyva stale rovnakou mobilnou fazou az do oddelenia —
separacie jednotlivych zloziek. Daldim sposobom je gradientovy, pocas, ktorého sa plynule

meni pH, i6nova sila t.j. koncentracia polarnejsej zlozky v mobilnej faze. Pri viacstupiiovom
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spdsobe sa menej polarnym rozpustadlom eluuji niektoré zlozky, d’alSie, ktoré st sorbované
silnejSie sa vymyvaji polarnej$im rozpustadlom.

Delenie latok v doésledku ich réznych rozdelovacich koeficientov je zékladom
rozdelovacej chromatografie. Na internom nosici, ktorym mdéze byt napr. silikagel, celuloza,
je zakotvena stacionarna kvapalna faza napr. voda. Po naneseni vzorky zmesi dochadza
pri prechode mobilnej fazy, ktorou byva organické rozpustadlo nemiesatel'né so stacionarnou
fazou k opakovanému rozdel'ovaniu — extrakcii zloziek zmesi medzi obidve kvapalné fazy.
Elucia prebieha podobne ako pri adsorpénej chromatografii. Na delenie menej polarnych latok
sa vyuziva hlavne v kvapalinovej chromatografii upravena forma rozdelovacej
chromatografie. Obratena faza (reversed phase — RP), kde organické hydrofobne

rozpustadlo slizi ako ukotvena staciondrna faza a mobilna faza je hydrofilné rozpustadlo.

2.3.6.1 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Vysokouc¢innd kvapalinova chromatografia (HPLC) je jednym z najudinnejSich
nastrojov analytickej chémie na separaciu, identifikaciu a kvantifikaciu zloziek pritomnych
vo vzorkach aktoré st rozpustné v kvapalinach. Principom HPLC je rozdiel v distribucii
latok medzi dve nemieSatelné fazy, kde mobilnou fazou je kvapalina, ktora prechadza
staciondrnou fazou naplnenou v kolone. Delenie latok, v dosledku roznej adsorpcie zloziek
analyzovanej vzorky, ktora sa pohybuje, na povrch stacionarnej fazy — adsorbentu
je principom adsorpénej chromatografie. NajcastejSim adsorbentom byva silikagel
alebo d’alsie latky, vid’ vyssie. Pohybliva fazu tvoria Cisté rozpustadla, alebo ich zmesi.

Hlavnym vystupom je signal z detektora, ktory sa zapisuje do chromatogramu.
Je to graficky zdznam odozvy detektora, koncentracie latky alebo inej veliCiny pouzitej
ako miera tejto koncentracie v zavislosti na Case, objeme alebo vzdialenosti. V idealnom
pripade chromatogram predstavuje rad symetrickych pikov rozdelenych navzijom medzi
sebou nazékladni liniu. Tento chromatogram je mozné pouzit pre Kkvalitativne
aj kvantitativne hodnotenie.

Kazdd latka sa eluuje zo systému v Specifickom case meranom od momentu
nadavkovania do systému po maximum piku. Kvalitativne hodnotenie je mozné na zaklade
porovnania retenéného casu znamej referencnej latky eluovanej z chromatografického
systému za rovnakych podmienok (mobilnad a stacionarna faza). Priklad ilustruje Obrazok
2.10.%°° Kvantitativne zastipenie zlozky je stanovované ako plocha pod pikom, ktord

sa integruje prisluSnym softvérom kaZdého chromatografu. Obsah latky sa vzdy urcuje
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vzhladom na plochu Standardu (externého alebo interného), ktorého presni koncentraciu

pozname. Priklad uvadza Obrazok 2.11.%°
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Obrazok 2.10 Kvalitativne hodnotenie latky (identifikacia)®
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Obrazok 2.11 Kvalitativne a kvantitativne hodnotenie latky (identiﬁkz’tcia)60

Pouzité chromatografické podmienky musia zabezpecit' dostatocné oddelenie jednotlivych
pikov od ostatnych zloziek. Na hodnotenie kvality separacie su zadefinované parametre, ktoré
dany chromatograficky systém popisuju. Jedna sa napr. o rozliSenie, tvar piku — symetria.
Kvalitu kolony vyjadruje pocet teoretickych priehradiek ¢im je ich pocet vyssi, tym je lepSia

aj separacia. Chromatograficka metdda musi byt pre stanovenie dostatoc¢ne selektivna.
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Pristroj je zlozeny zpumpy, autosamplera, detektora, termostatu chromatografickej
kolony a softvéru na spracovanie nameranych dat. Mobilnd faza je do chromatografického
systému Cerpana konStantnou rychlostou zjedného alebo viacerych zasobnych flias
vysokotlakym alebo nizkotlakym cerpadlom, ktoré musi mat zabezpecCeny bezpulzny tok
mobilnej fazy o rychlosti od 0,1 — 10 ml/min za tlaku do 400 bar. Pri vysSich tlakoch
azdo 1000 bar hovorime o ultra vysokoucinnej kvapalinovej chromatografii (UHPLC).
NajcastejSie sa pouzivaju UV-VIS detektory, ktoré musia byt univerzalne, s citlivostou
pre koncentracie v rozsahu ng — pg/ml, s odozvou, ktora nezavisi na zmene zlozenia mobilnej
fazy adosahuju pozadovan(i reprodukovatelnost’ a linearitu odozvy. Vlnova dizka byva
volitelna od 190 — 800 nm. Detektory s diddovym pol'om snimajt celé absorpéné spektrum
niekolkokrat za sekundu a vysledkom je 3D chromatogram zavislosti absorbancie na vlnovej
dizke a na &ase. Podl'a vlastnosti latok, pripadne uéelu analyzy sa mozu pouzit’ fluorescenéné
spektrometre, detektory refraktometrické, elektrochemické, flourimetrické a hmotnostné.

Jednotlivé Gasti chromatografického systému schematicky zobrazuje Obrazok 2.12.%

HPLC Column
FRCA Lt Chromatogram
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‘n—:-
Injector
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: ! 1) ]
Computer Data Station
Solvent =
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Pump Detector

Solvent Manager
Solvent Delivery System

Waste

Obrazok 2.12 Schéma HPLC systému®

UHPLC technika (terminy UHPLC a UPLC st synonyma) je zavadzana postupne
do praxe od roku 2004, kedy rozvojom inStrumentacie a Speciadlnych typov kolon
st dosahované vyssie hodnoty parametrov ako rozliSenie, rychlost’ analyzy a citlivost.

. ., L, IRY NPTEVITS 1
Na dosahovanie novej Grovne stanovenia su potrebné kolony s mensimi casticami 1,7 um.6

Miera, do akej st dve zlt¢eniny oddelené, sa nazyva rozliSenie [R]. Dva hlavné faktory,
ktoré urcuju celkovu silu separacie alebo rozliSenie, ktoré moze byt dosiahnuté za pomoci

HPLC kolény su: sila mechanickej separéacie, ktora je tvorena dizkou kolony, velkostou
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Castic a sila chemickej separacie, vytvorena fyzikalno-chemickou ,,satazou jednotlivych
zloziek medzi stacionarnou a mobilnou fazou. U¢innost’ je miera mechanickej separaénej sily,
zatial’ Co selektivita je mierou sily chemickej separacie. Porovnanie uvadzaji Obrazok 2.13,
Obrazok 2.14.% Zlozky v zmesi prechodom cez kolonu integruju na povrchu néplne kolony
alebo difunduju do poérov naplne, kde dochadza k deleniu. Pre naplne s Casticami niz§imi
ako 2 um, je difuzna draha medzi vzorkou analytu a stacionarnej fazy kratSia a ucinnost
vysSia. Naplne kolon Casticami s pevnym jadrom, ktoré st teraz na vzostupe, je pevné jadro
obalené na povrchu tenkou vrstvou malych ciastoCiek, takze difizna cesta je stale menSia
a ucinnost’ je vyssia, ale stale zavisi na hribke vrstvy ¢astic okolo pevného jadra. Obrazok

2.15% zobrazuje vplyv velkosti Gastic na ich zaklade prepogitany prietok na dizku analyzy.

50mm 100mm

Obrazok 2.13 Mechanicka separaéna sila v zavislosti na dizke kolony pri rovnakej velkosti ¢astic®

50mm 50mm
5 micron 1.7 micron

Obrazok 2.14 Mechanicka separaéna sila v zavislosti na vel’kosti ¢astic pri rovnakej dizke kol(’)ny61

Okrem trendu zmenSovania velkosti ¢astic naplne koldn je aj d’al§i smer a to vyuzivanie
monolitickych koloén. Napli je tvorena z jednoliatej tyCinky z pordznej kremikovej naplne.
Tieto kolony maja hustl siet’ makropdrov a mezopdrov, vd’aka ¢omu vzorky a mobilna faza
pretekéd cez kolonu kratsi ¢as ako kolonami na béaze Castic. Skracuje sa Cas analyzy takmer
0 polovicu oproti bezne pouzivanym casticovym kolénam za nizkeho spdtného tlaku

VvV systéme, je mozné dosahovat vysoké prietoky cez kolonu vdaka vysokej porozite.
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Je zvysena reprodukovatelnost’ a aj zivotnost' kolény. Porovnanie naplne koldén zndzoriuje

Obrazok 2.16.%

[A] 1.7 pm, UPLC Column Measured Performance
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Obrazok 2.15 Separacia bola vykonana na dvoch kolonach s rovnakymi rozmermi [2,1 x 50 mm].
Identické chromatografické podmienky boli pouzité pri oboch separaciach s vynimkou prietoku, ktory bol
prepotitany na zaklade velkosti ¢astic®

Obrazok 2.16 Porovnanie naplne monolitickej (vPavo) a ¢asticovej (vpravo) kolony®

2.3.7 Hmotnostna spektrometria

Hmotnostna spektrometria (Mass Spectrometry, MS) je vysoko citliva analyticka
metdda S nizkou spotrebou vzorky. Je to metdda deStruktivna, ale je mozné ju pouZit
na identifikdciu neznamych zlucenin, kvantifikaciu znamych zlicenin, stanovenie fyzikalnych
a chemickych vlastnosti molekal ai6nov, k objasnovaniu Struktiry iénov v plynnej féze.

Hoci pri tejto metode nedochadza k interakcii elektromagnetického ziarenia s hmotou,
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ako je to u klasickych spektralnych metdd, je aj tato metoda zaradena medzi spektralne
techniky a to pre podobné vyuzitie na stanovenie Strukturnej analyzy, ako aj pre podobnost’
nameranych zaznamov — hmotnostnych spektier.

V priebehu analyzy hmotnostnej spektrometrie, sa analyt spravidla odparuje
a k separacii i6nov dochadza vo vakuu prechodom magnetickym a elektrickym polom.
Vystupom st hmotnostné spektra, kde je vyjadrena zavislost’ intenzity na pomere hmotnosti
a naboja (m/z).2%%

Touto metodou sa prevadzaju molekuly na id6ny avyuziva sa delenie nabitych
ionizovanych castic zo vzorky na zéklade ich hmotnosti vo vakuu pri prechode magnetickym
a elektrickym polom. Hmotnostny spektrometer meria hmotnost molekuly az potom
¢o prevedie ionizaciu molekul. Po dodani elektrického naboja molekule sa prevadza vysledny
tok elektricky nabitych i6nov na zodpovedajuci elektricky prud, ktory je systém schopny
zaznamenat. Datovy systém prevadza prid na digitdlne informdcie, pricom sa zobrazi
ako hmotnostné spektrum.

Hlavné procesy, ktoré prebiehajii v hmotnostnom spektrometri st ionizédcia analytu —
prevadzanie neutralnych molekGl na nabité Castice, delenie vzniknutych idnov
v hmotnostnom analyzatore podl'a pomeru ich m/z a ich nasledna detekcia, vid’ Obrazok 2.17.
Vystupom je hmotnostné spektrum vyjadrené ako zavislost’ intenzity na pomere hmotnosti
anaboja (m/z). Vo vécsine pripadov st hmotnostné spektra zobrazované v normalizovanom
tvare — najintenzivnejsi pik ma hodnotu 100% (relativna intenzita) a intenzity ostatnych pikov
sa nasledne dopocitavaji. Tento spdsob vyjadrenia je pouzivany pre grafickq,

ako aj pre tabul’kovu formu.®®

Hmotnostny

’ . oo
analyzator Pocitac

Obriazok 2.17 Schéma hmotnostného spektrometra

Meranie moZe byt priame pre kvapalné alebo tuhé vzorky s pouZitim vyhrievaného
zasobnika a sondy, alebo v spojeni cez S$pecialne rozhranie podla pouZitej inej separacnej
techniky ako je plynova chromatografia — GC, kvapalinova chromatografia — LC
(vid Obrazok 2.18), kapilarna elektroforéza— CE (GC-MS, LC-MS, CE-MS). Velmi
dolezitou castou je vakuovy systém. Vakuum brani kolizii iénov s neutralnymi atoémami

a tak zaistuje ionom dostatoéne dlhii volné drahu.?®
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HPLC ——— MS/MS —— ‘ l|| | | |

Obrazok 2.18 Priklad zapojenia LC-MS systému (Thermo Scientific LTQ Orbitrap Velos Mass
Spectrometer s HPLC)®®

2.3.7.1 Ioénové zdroje

[6novy zdroj hmotnostného spektrometra slizi na prevedenie neutrdlnych molekul
analytu na nabité Castice i6ny. loniza¢né techniky, vid’ Tabulka 2.3, zéavisia od vlastnosti
vzorky (prchavost, polarita, tepelna stabilita, molekulova hmotnost’, Cista latka, zmes). Podl'a
prebytku ich vnutornej energie, ktora vedie k fragmentacii ionizovanej molekuly je mozné
ich rozdelenie na tvrdé ioniza¢né techniky (EI) kedy ionizovana molekula ionizaciou ziskava
nadbytok vnutornej energie o ma za nasledok vznik menSich Casti tzv. fragmentové iony.
Maikké ionizacné techniky su SetrnejSie a molekula ziskava ovel'a menSie mnozstvo energie
oproti El apreto vznikaji hlavne (de)protonované molekuly alen minimalne mnozstvo
fragmentovanych i6nov. Ionizécia moze prebiehat’ pri zniZzenom tlaku (EI, CI, MALDI) alebo

pri atmosferickom tlaku (ESI, APCI, APPI).
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Tabul’ka 2.3 Rozdelenie ioniza¢nych technik

Typ Nazov Sposob ionizacie Pouzitie
ionizicie
Elektronova ionizacia Katoda emituje elektrony, ktoré su po prechode | dostatoéna prchavost -
(Electron lonization) EI ionovym zdrojom zachytené na andde. PribliZzenim | K ionizacii prichadza v
emitujuceho elektronu k valenénym elektronom | plynnej faze pri teplotach
molekuly dochadza k ovplyvneniu ich | 150 — 400 °C a zarovei aj
magnetickych poli ¢o moéze viest kuvolneniu | termostabilita latky
valen¢ného elektronu a vzniku radikalkationu.
Vzniknuté idny st vytestiovacou elektrodou
vypudzované  zionového  zdroja  adalej
usmeriiované a urychlované d’al$imi elektrodami
smerom do analyzatora.
Chemicka ionizacia Analyt sa prevadza rovnako do plynnej fazy ako CI bola vyvinuta ako
(Chemical lonization) CI pri El, ale je pritomny aj reakény plyn, ktory je alternativa k EI, ktora
tvrda v nadbytku priblizne 10000 : 1 a pri tlaku asi sposobovala vel'mi silnt
100 Pa aby sa zarucilo dostato¢né mnozstvo defragmentaciu nasledkom
zrazok. Najskor sa ionizuju molekuly reakéného ¢oho niektoré latky nebolo
plynu a potom molekuly analytu. Reakénym mozné identifikovat’.
plynom byva napriklad metan, izobutan, amoniak.
Ionizacia urychlenymi Pre FAB sa pouzivaju vysokoenergetické lonizacia urychlenymi
atdbmami alebo i6nmi (Fast neutralne molekuly vzacnych plynov (xenén, atdmami alebo 16nmi maji
Atom Bombardment) FAB, argon) vo viskoznej matrici, ktora predlzuje vel'mi podobny princip,
(Fast lon Bombardment) FIB | Zivotnost’ vzniknutych ionov. Najbeznejsie pouZitie, pripravu vzorky aj
pouZivanou matricou byva glycerol, tioglycerol, vysledky. Lisia sa iba
trietylamin. pritomnostou alebo
Pre FIB sa pouzivaju urychlené iony nepritomnostou naboja
predovsetkym Cs". bombardujucich Castic.
Ionizécia laserom za tcasti Vzorka sa najskor rozptsta, miesa s vhodnou Umoziuje analyzovat’
matrice MALDI matricou a nasledne sa zbavuje rozpustadla. pomocou hmotnostnej
(Matrix-Assisted Laser Povrch sa vo vakuu nasledne ostrel’uje kratkymi spektrometrie aj také
Desorption/lonization) laserovymi pulzami. Tato technika je najcastejsie molekuly ako su peptidy,
prepojena s analyzatorom doby letu (TOF). proteiny, nukleové kyseliny
¢o malo vel’ky prinos pre
oblast’ biochémie.
Tonizécia termosprejom prva ioniza¢na technika vyvinuta pre spojenie dnes uz je nahradzana ESI
(Thermospray lonization) TSI | s HPLC-MS
Ionizécia elektrosprejom Analyt sa rozpusta vo vhodnom rozpustadle Momentalne
(Electrospray loniazation) a privadza kovovou kapilarou, na ktora sa najrozsirenejSou a
ESI privadza vysoké napétie 3 — 5 kV, do iénového najsetrnejSou ionizacnou
zdroja. Na vystupe z kapilary dochadza technikou pre spojenie LC-
K rozpraseniu nabitych drobnych kvapocok MS aj pre analyzu
pouzitim dusika. Po odpareni rozptastadla termolabilnych latok.
dochadza ku Coulombickej explozii —
zmensovanim povrchu a objemu kvapocok
nasledkom odparovania rozpust'adla narasta
jemna povrchova hustota naboja a po dosiahnuti kritickej

hranice dochadza k rozpadu nabitej kvapocky na
mnozstvo eSte mensich nabitych kvapocok. Tento
proces sa opakuje tak dlho, az je kvapdcka
dostato¢ne mald a moze nastat’ desorpcia
proténovanej a deprotéonovanej molekuly

z povrchu.

Chemicka ionizécia za
atmosferického tlaku
(Atmospheric Pressure
Chemical lonization) APCI

Molekuly sa ionizujii koronarnym vybojom.

Standardna ioniza¢né Setrna
technika pre spojenie LC—
MS.

Je tolerantna k pritomnosti
pufrov v mobilne;j faze a k
zmenam podmienok
exprimentu ako je napr.
gradientova elucia.

Fotoionizacia za
atmosferického tlaku
(Atmospheric Pressure
Photoionization) APPI

Podobna APCI, ale ionizécia sa dosahuje
ultrafialovym ziarenim kryptonovej vybojky.
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2.3.7.2 Hmotnostné analyzatory

Hmotnostny analyzator, vid® Obrazok 2.19 sluzi na delenie i6nov v plynnej faze
za vakua podl'a pomeru ich hmotnosti a naboja (m/z). Delenie i6nov je mozné dosiahnut
na zaklade roznych fyzikalnych principov ako je zakrivenie drahy letu idnov v magnetickom
alebo elektrickom poli, roznej stability oscilacie i6nov v dvojrozmernej alebo trojrozmernej
kombinacii jednosmerného a vysokofrekvenéného striedavého napétia (kvadrupol alebo
10nova pasca), rozny Cas rychlosti letu idbnov (TOF), roznej frekvencie harmonickych oscilacii
v Orbitrape, roznej absorpcie energic pri cykloidanom pohybe idénov v kombinovanom

magnetickom poli (i6nova cyklotronova rezonancia — ICR).

Sample

lonized sample

....................................

~
J

Relative Abundance (%)

' 1070 10° torr
‘ | ‘ Software .
| 1

Analysis

miz

7
.

Obrazok 2.19 Schéma jednotlivych ¢asti hmotnostného spektrometra®

Typ analyzatora ovplyviiuyje kvalitu ziskanych hmotnostnych spektier ale aj cenu
hmotnostného spektrometra. Pre hodnotenie vlastnosti analyzatorov je dolezitd veliCina
rozliSovacia schopnost’ (R), ktord je vyjadrena ako pomer hmotnosti idnov m; arozdielu
hmotnosti ibnovm; a m; s jednotkovym nabojom pricom piky obidvoch i6nov su rovnako vysoké
a ich udolie je v10% ich vysky. Typy hmotnostnych analyzatorov uvadza Tabulka 2.4.

ml

" (ml_mz)
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Tabulka 2.4 Rozdelenie hmotnostnych analyzatorov

Sposoby Nazov detektora Princip

detekcie
Magneticky Zakrivenia drahy letu idnov pri prechode magnetickym polom. Drahy
sektorovy taz§ich idnov sa nezakrivia to'’ko pdsobenim odstredive;j sily.
analyzator

s Magneticky Navyse pridand elektrostaticka fokusacia (zaostrenie) ionov. Iony,

magneticka . p a0 s, e
sektorovy ktoré vznikaj v ionovom zdroji majt urcita distribuciu kinetickych
analyzator energii a pri vstupe do elektrického pola prichddza k zakriveniu drahy
s dvojitou v zavislosti na ich Ey bez vplyvu hodnoty m/z.
fokusaciou iénov
Kvadrupdélovy Tvoria ho $tyri kovové ty¢e kruhovitého prierezu o dizke 20 — 30 cm,
analyzator kde je na dve protil'ahlé vlozené kladné jednosmerné napitie a na

zvy$né dve zaporné jednosmerné napétie (U). Na vSetky Styri tyce je
superponované vysokofrekvenéné striedavé napétie (V). Ion, ktory je
privedeny do stredu osy kvadrupdlu za¢ne oscilovat’. Pre i6n s urcitou
hodnotou m/z st v danom asovom okamziku stabilné oscilacie pre
uréity pomer U/V. Prechadza kvadrupdlom a dostiva sa na detektor.
Vsetky ostatné i6ny su zachytené na ty¢iach kvadrupdlu. Plynulou
zmenou hodndt jednosmerného napétia U a striedavého napétia V, pri
ich rovnakom pomere, st na detektor postupne prepustané vsetky

kvadrupélova

iony.
Trojity Jedna sa o 3 kvadrupoly zoradené za sebou kde prostredny z nich sluzi
kvadrupélovy ako kolizna cela so zavedenym koliznym plynom a prichadza tak ku
analyzator (QqQ) koliznej excitacii vybranych ionov z kvadrupdlového analyzatora Q1

a ich naslednej fragmentacii. Vzniknuté fragmenty su potom
analyzované pomocou Q3.

I6nova pasca Je to typ analyzatora tvoreného prstencovou elektrodou a dvomi
koncovymi elektrodami. Na elektrody je vloZené napidtie. Vhodnymi
pomermi napétia vlozenymi na kruhovi a dve koncové elektrody su
i6ny zadrziavané vo vnutri pasce. Postupnou zmenou napitia st
vystupnym otvorom vypudzované na detektor na zaklade ich m/z.

Orbitrap I6ny po rozdeleni v hmotnostnom analyzatore dopadaju na detektor
i6nov, ktory z nich generuje signal bud’ tvorbou sekundarnych
elektronov, ktoré nasledne zosiliiuje, alebo indukciou priadu po dopade

ionov.
Analyzator  doby | Analyzator doby letu (Time of Flight) meria dobu letu idnov potrebné
letu TOF na prekonanie urcitej drahy. I6ny su urychl'ované napédtovym pulzom

do letovej trubice, ¢o je oblast’ bez pol'a, kde letia r6znou rychlostou
v zavislosti od ich m/z a tak dopadaju na detektor v roznom ¢ase (malé
io6ny letia vys$Sou rychlostou). Jeho vyhodou je vel'mi rychle
skenovanie a nie je obmedzeny hmotnostnym rozsahom.

Iénovacyklotronova | Po vstupe do cely FT-ICR, ktora je umiestnena v strede vel'mi silného

rezonancia magnetického pol'a, idny rotuju v rovine kolmej na vektor magnetickej
s Fourierovou indukcie s frekvenciou, ktora je funkciou ich m/z. Nasledne st iony
transfomaciou FT- | excitované v Sirokom pasme frekvencii a i6n zacne rezonovat’.

ICR Polomer jeho trajektorie sa zvacsi a jeho rotacia moze byt

zaznamenana vo forme indukovaného pradu na platni prijimaca. Ak
hodnota frekvencie vlozeného napétia linearne stiipa budu postupne
rezonovat’ vSetky pritomné iony.

Orbitrap (vid’ Obrazok 2.20) patri medzi najnovsie typy hmotnostnych analyzatorov s nizSou
rozliSovacou schopnostou a spravnostou ur¢enia hmoty ako ma FT-ICR, ale zase pre pouZitie
V praxi ma vyrazne nizSie obstaravacie naklady. Sklada sa z vonkajsej a stredovej vretenovej

elektrody, na ktoré je vlozené napitie. Uzky zvizok i6nov s uréitou hodnotou m/z vstupuje
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do elektrického pol'a, zvysujuce sa napitie stlada idny. Iény sa pohybuju okolo alebo pozdiz
stredovej elektrody. Stabilizuje sa napétie a nésledne sa stabilizuje aj draha i6nov. Uhlové
roz§irenie vytvara rotujiici prstenec ionov. Frekvencia axialnej oscilacie pozdiZ osi z - w; je

nepriamo imerna odmocnine m/z.

w; — frekvencia axialnej oscilacie [rad/s]
k — zakrivenie pol'a
Oscilujuce i6ny indukuju na vonkajsich elektrodach striedavy prad, ktory sa zosiliiuje

a je digitalizovany. Hmotnostné spektrum sa sklada po Fourierovej transformacii signalu.

lon packet

L 4

Orbitrap\

analyzer

Voltage ramp tas [ms]

o\__ ¥

Detected

/_' signal
1

Amplifier B ]

lm

Obriazok 2.20 Schéma Orbitrap analyzatora®

2.3.7.3 Detekcia iénov

I6ny po rozdeleni v hmotnostnom analyzatore dopadaji na detektor idnov, ktory z nich
generuje signal bud’ tvorbou sekunddrnych elektronov, ktoré nasledne zosiliiuje, alebo
indukciou prudu po dopade idénov. Detektory idnov pouzivaju vsetky analyzatory okrem
FT—ICR a Orbitrap, kde je v analyzatore vykonavana zaroven aj detekcia.

NajbeznejSim typom je typ elektréonového nasobica, kedy idony dopadaji na povrch
dynoédy vyrazia z nej e, ktor¢ su dalej zosiliované systtmom dyndd alebo opakovanymi

koliziami na priebezne zakrivenej dynode. Dosahuje sa zosilnenie 10°krat.
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Dal§im typom je fotonasobi¢, kde iony po dopade na konverzna dynddu uvolnia e,
dopadom na fosforovl platiu uvolnia fotony, ktoré sa eSte zosiliuji vo fotonasobici
az 10° — 10" krat. Ich Zivotnost’ je dlhsia.

Faradayova klietka je dalSim typom robustného ale menej citlivého detektora,
ktory je vhodny na vel'mi presné izotopické merania. Dopadajlice idny narazaju na povrch

dynody, ktora emituje ¢ a indukuje sa prad, ktory je nasledne zosilneny a zaznamenany.*

2.3.7.4 Struktiirna analyza pomocou hmotnostnej spektroskopie vo farmdcii

Pre farmaceutickii oblast’ je dolezita uloha identifikdcie hlavnych latok a necistot
od malych organickych molekul srelativnou molekulovou hmotnostou od 200 — 600
(ako su zbytkové rozpustadla, APl aich necistoty) az po makromolekulové latky.
Cize praktické vyuzitie MS metodiky vo farmaceutickom priemysle je od vyvoja API
cez vyvoj lieku, zadefinovanie Specifikacnych a dynamickych limitov. Citlivost MS metody
je dolezita pre rozliSenie relativne pribuznych metabolitov v zlozitych matriciach
a tak pre moznost’ identifikovat a kvantifikovat’ metabolity.”

Cisté a izolované latky je mozné davkovat' priamo do MS systému, zatial' o meranie
spektier necistot je lepSie az po chromatografickej separacii. KI'uc¢ova ulohu pre ziskanie
hmotnostného spektra ma volba vhodnej techniky. Na zédklade maximalne dostupnych
informacii pre rieSenie a ziskanych poznatkov z interpreticie sa navrhuje mozné Struktira,
ktora by mala byt potvrdena alebo spresnend eSte d’alSou Struktirno-analytickou metodou.
MS systémy pre farmaceutické Struktirne analyzy by mali umozZnit’ meranie spektier Sirokej
Skaly vzoriek a roznych typov, preto napr. GC-MS systémy je vhodné prepojit’ ako headspace
davkovanim plynnej fazy, tak split/splitless injektorom pre kvapalné vzorky. Vstup
do MS systému je vhodné volit’ tiez s pouzitim priamo vyhrievanej sondy. Pre HPLC systémy
pre MS identifikaciu zlucenin je ddlezita gradientovd pumpa s vel'kym rozsahom prietokov,
kvalitné nastrekové zariadenie a termostatovany priestor pre vzorky ako aj kolonu. Je vhodné
predradenie UV detektora pre monitorovanie elucie latok a necistot pred MS detektor.
Mobilna faza by mala byt 'ahko odparitel'na s obsahom vody v gradiente s metanolom alebo

acetonitrilom. Pre priame vstupy do MS systému je vhodné doplnenie linedrnej davkovacej

pumpy.

2.3.8 Termicka analyza
Termin termickd analyza vo vSeobecnosti zahffia experimentalne metody, pri ktorych

su analyzované zmeny zlozenia a vlastnosti systému pri tepelnom zat’azeni. Pocas tepelného
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zat'azenia vzorky nastava vyvolanie alebo zmena intenzity procesu ako st napriklad chemicka
reakcia, rozklad, dehydraticia, fazovd premena, ktoré mozu byt sprevadzané zmenou
hmotnosti, objemu, uvolfiovanim alebo spotrebou energie, zmenou vodivosti a pod. Podla
vlastnosti, ktorej zmena sa sleduje ako zavislost' od teploty, je pomenovana aj prislusna

analyza. Prehl'adné zobrazenie jednotlivych metod uvadza Tabulka 2.5.™

Tabulka 2.5 Prehlad met6d termickej analyzy'*

Metoda Oznacenie | Sledovana vlastnost’
Termogravimetricka TGA hmotnost’ — meria sa zmena hmotnosti
analyza Vv zavislosti od teploty
Diferencna hmotnost’ — prva derivacia zmeny
. . DTGA X
termogravimetria hmotnosti
Diferencna termické rozdiel teplot — meria sa rozdiel teplot
analVza DTA medzi vzorkou a Standardom pocas ohrevu
y alebo chladnutia
Diferentna entalplé} a te’pelny to!( — I’nerla sa tepelny
. tok dodavany referencnej latke, tak aby bol
skenovacia DSC , , . :
. i nulovy teplotny rozdiel medzi vzorkou a
kalorimetria .
Standardom
A rozmer a mechanické vlastnosti — sleduje
Termomechanicka . ooy o
, TMA sa deformécia vzorky pri zat'azeni
analyza .. .
Vv zavislosti od teploty
optické vlastnosti — meria sa napr. celkové
Termooptometria svetlo, alebo svetlo urcitej vinovej dlzky,
luminiscencia
Elektricka elektricky odpor — meria sa zmena
vodivostna analyza elektrického odporu

Termické analyza je Sir$i pojem pre metody, pri ktorych sa meraju fyzikalne a chemické
vlastnosti latky, zmesi latok, reakéné zmesi ako zavislost’ od teploty alebo ¢asu pri riadenom
teplotnom programe. Vzorka moze byt vystavend okrem toho aj inym vplyvom
ako je reaktivna atmosféra, statické alebo dynamické mechanické zatazenie. Zakladnym
javom dolezitym pre metddy termickej analyzy je zmena entalpie (4H). Kazda latka
sa da charakterizovat’ obsahom volnej entalpie (G), ktora je dana vzt'ahom:

G =H-TS
H — entalpia
T—teplota

S— entropia
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Kazdy systém sa snazi dosiahnut’ stav, ktorému zodpoveda nizsia hodnota Gibbsovej
vol'nej energie. Prikladom je modifikacné premena latky z jednej krystalickej formy na druhq,
ktora ma pri danej teplote nizSiu hodnotu volnej Gibbsovej energie — je stabilnejsia.
K vytvoreniu krystalickej Struktary alebo stavu s niZzSou hodnotou volnej entalpie mdze
pri ohreve prechadzat’ aj cez jednotlivé medzistupne.” Pri ohreve alebo ochladzovani latky
dochadza k reverzibilnym, ale aj ireverzibilnym zmenam, ktoré zavisia od pociato¢ného stavu
a teploty. Meranie moze byt ovplyvnené viacerymi faktormi a to in§trumentalneho charakteru
(tepelné zdroje, teplotny regula¢ny systém, systém merania teploty, systém zaznamu
termoanalytickej krivky, snimaci systém), metodickymi faktormi (zvoleny teplotny program,
vplyv atmosféry, usporiadaniec meracicho systému, spdsob umiestnenia a Gpravy vzorky)
a samozrejme aj vlastnostami meranej latky (velkost’ a tvar Castic, tepelnd vodivost’ vzorky,
vplyv vihkosti a zbytkovych rozpustadiel, fyzikalne a chemické vlastnosti vzorky).”

Termické analyzatory pre jednotlivé termické metddy sa skladaji z tychto spolo¢nych
Casti:

- zdroj tepla — pec z tepelne odolného materialu podla teploty pouzitia, kde elektricky
ohrev je zabezpeceny vinutim okolo pece

- meracie zariadenie — (termoc¢lanky, termovahy), ktoré registruje zmeny vo forme
elektrického signalu. Sucastou meracicho zariadenia je drziak anosi¢ — kelimok
pre umiestnenie vzorky

- vstup pre nosny plyn a vystup pre plynné produkty tepelného rozkladu’

Diferen¢na skenovacia kalorimetria
Princip tejto metody spociva v udrzani rovnakej teploty skimanej vzorky a referen¢nej
vzorky, ktoré su zahrievané sticasne vedla seba. UdrZanie nulového teplotného rozdielu
sa dosahuje bud’ dodanim energie do vzorky (pokial Vv nej prebieha endotermicky dej),
alebo do referencnej latky (vo vzorke prebieha exotermicky dej).
Pouzivaju sa dva zakladné typy DSC analyzatorov:

- DSC skompenziciou prikonu — zachovava nulovy teplotny rozdiel medzi meranou
a referencnou vzorkou. Su potrebné dve oddelené cely a dva teplotné zdroje. Obe vzorky
su zahrievané rovnakou rychlostou.

- DSC steplotnym tokom — obe vzorky, merana aaj referentna, su umiestnené
na samostatnych teplotnych snimacoch v spolo¢nej kalorimetrickej cele. Meranie
rozdielu prikonu je nahradené meranim rozdielu teplot analyzovanej a referencnej

vzorky, ktoré st spojené teplotnym mostom.
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Pouzitie kalorimetrie vo farmaceutickom priemysle je obzvlast uzitoéné v priebehu
vyvoja jednotlivych zloziek lieku, pretoze umoziuje V Casti vyvoja vykonat analyzy
krystalického obsahu a overit’ stabilitu. Zmena tepelnej kapacity vizieb v molekule, moéze byt
merana pomocou diferenc¢nej skenovacej kalorimetrie a umoziuje detekovat’ body entalpie,
charakterizovat’ a mapovat’ teplotné spravanie Specifické pre produkt. Vo farmaceutickom
vyuziti kalorimetre umoziuju overit' bod, v ktorom liek mdze prechadzat’ z krystalického

alebo nestabilného stavu, ¢o je uzito¢né najma v kone¢nom vyvoji amorfnych AP|."

2.3.8.1 Vyhodnocovanie DSC kriviek

Pri DSC je mozné vyuzit vysokt rychlost’ ohrevu (0,2 — 80 °C/min). Plocha piku
je priamo tmerna teplu uvolfiujucemu sa, alebo spotrebovanému pri reakcii a vyska pikov
je priamo tUmerna rychlosti reakcie. Charakteristické pojmy DSC krivky znazorfiuje

Obrazok 2.21.
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Obriazok 2.21 Krivka DSC: Nulova ¢iara je krivka namerana s prazdnym zariadenim, t. j. bez vzoriek
a bez misiek, alebo bez vzoriek a s prazdnymi miskami. T; je poc¢iato¢na teplota piku, T. je extrapolovany
zatiatok, Tp je maximalna teplota piku, T je extrapolovany koniec, T je teplota konca piku.”

2.3.9 Analyza vel’kosti a tvaru Castic
Tvar a vel'kost Castic st dolezitymi parametrami pri hodnoteni predovSetkym vstupnych

surovin vo farmacii pretoze tieto vlastnosti ovplyviiuji vyrobu liekov, transport, rozptstanie,
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absorpciu ucinnej latky v tele, rychlost chemickych reakcii. Idedlny praSkovy materidl
obsahuje iba Castice rovnakej velkosti. Skutocny material sa sklada z Castic v urcitom
vel'kostnom intervale. V praxi sa preto pri popise vel'kosti pouziva pojem distribtcia vel'kosti
Gastic.” Rozmery castic praskovych vstupnych surovin sa pohybuju od mikroskopickych
az po viditeIné volnym okom. Podla oblasti velkosti Castic sa potom aj aplikujii rdzne
analytické metddy, pretoze maju svoje obmedzenia. Na analyzu vzorky so Sirokym
intervalom castic je mozné kombinovat viaceré metody, ale vysledky sa musia prepocitat’
na pévodnu vzorku.”®

Vyber metddy, vid Tabul'ka 2.6, zavisi od predpokladané¢ho rozsahu velkosti Castic,
aleaj na ich fyzikdlno—chemickych vlastnostiach (tvar Ccastic, morfologia povrchu,
zméd&avost, rozpustnost’), rychlost merania, presnost’ merania a dostupnosti zariadenia.?® Tvar
Castic je takisto dolezitym parametrom ich hodnotenia. Velkost’ a tvar si neoddelitel'né

parametre, ktoré ovplyviiuji chovanie pevnych latok a ich spracovanie.”*"

Tabulka 2.6 Prehl’ad metéd na ur&ovanie velkosti &astic?®

Metoda Oblast’ pouzitia

1. Sitovacia analyza 20 ym aZ mm

2. Mikroskopické metddy

a) svetelna mikroskopia 0,5-250 um

b) elektronova mikroskopia 0,001 — 100 pm
3. Sedimentacné a elutriacné metddy

a) sedimentacia v kvapaline 1-1000 pm

b) sedimentacia v plyne 1-100 pm

¢) sedimentacia v odstredivom poli 0,001 — 5 um

d) elutriacia (rozplavovanie) 1-200 pm

4. Metdody zaloZené na ohybe a rozptyle svetla nm — 1000 um

Velkost’ a tvar Castic ovplyviluji nielen tokové vlastnosti praSkovych latok, ale takisto
procesy mletia, homogenizécie, granuldcie a tabletovania. Pri homogenizacii u¢innej latky
S pomocnymi latkami je vhodné, aby distriblicia ich velkosti nebola prili§ rozdielna.
S narastajucim rozdielom v distribucii Castic jednotlivych zloziek sa zvySuje riziko segregécie
praskove] zmesi pocas homogenizelcie.74 Kontrolou a upravou velkosti castic API
a pomocnych latok je mozné segregaény proces minimalizovat’.” Pri podavani tabliet per 0s
zavisi rychlost’ dezintegracie tablety a disolicia (rozpustanie) ucinnej latky v zazivacom

trakte od vel'kosti astic a ich porozite.” Zvysenie $pecifického povrchu spdsobuje zniZenie
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fyzikalnych prekdzok rozpustania aurychluje cely proces absorpcie. Toto je vyuZzivané
pre upravu chovania generického pripravku in vivo,’® pretoZe genericky liek musi
byt’ s originalnym pripravkom bioekvivalentny.

Pocas biockvivalenénej Studie (BES) sa preukazuje zhodny koncentra¢ny priebeh
ucinnej latky v krvi na ¢ase. Limity pre vyhodnotenie zhody st £20% na hladine vyznamnosti
P = 0,05.”" Z praktickych a ekonomickych dévodov sa BES vykonava na zdver vyvoja
generického pripravku. Priebezne sa vSak kontroluje zhoda vykonavanim disolu¢nych testov,
porovnavanim zhody disolu¢nych profilov origindlu a generického pripravku. Takéto
hodnotenie nie je prili§ ndkladné a je mozné ho prevadzat opakovane. Zmenou distribucie
velkosti Castic generického pripravku je mozné upravit disoluény profil tabliet
do pozadovaného priebehu.73

Vo farmaceutickom priemysle sa na meranie distriblicie velkosti Castic najcastejSie
pouzivaji obrazové analyzy zo svetelného alebo elektronového mikroskopu (SEM) a laserova

difrakcia.”® Prehl’ad rozsahu merania, aplikacie, mnoZstva vzorky zobrazuje Tabulka 2.7.

Tabulka 2.7 Vybrané met6dy merania vel’kosti Castic

Metoda mig?;;f(l;iia mil?rlgrlgglil;‘ééEM Laserova difrakcia
Mnozstvo vzorky [g] <0,1 <0,1 >0,5

Min [um] 1 0,02 0,02

Max [um] 1000 1000 2000
Urcenie tvaru ano ano nie

Urcenie disribucie ano ano ano
Urcenie povrchu ano ano nie

Castice sa mdzu vyskytovat' v najrdznejsich velkostiach a takisto sa moézu vyskytovat’
vo velkom mnozstve tvarov. Na popisanie tychto vlastnosti existuje vela koeficientov
a faktorov, ale ziadny nie je dokonaly, pretoze to nie st idealne geometricka telesa, zvycajne
sa jedna o tvary nepravidelné. Sposob, akym sa tvary a velkosti castic hodnotia, zavisia
od ucelu merania a od dostupnych analytickych metdd.

Vysledky jednotlivych metod i pri merani pravidelnych sférickych Castic sa mozu lisit
az 010 %.”" Ztohto dovodu je porovnavanie vysledkov ziskanych r6znymi metédami

merania nevhodné.”>%°
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Najjednoduchsie je popisanie velkosti v pripade gule — je to mozné popisat’ jednym
Cislom — priemerom. Zakladné tvary castic, ktoré¢ popisuje Eurdpsky liekopis su: ihlicky,
dosticky, stipiky, kvadre, kocky, gule a nepravidelné Gastice.! Pre popis inych tvarov
ako gul'a jednym ¢islom, bola do praxe zavedena aproximacia na ekvivalentnt gul'u, t. j. gul'u
0 rovnakom objeme, povrchu, rychlosti sedimentécie ako ma relna astica.” 882

Niz$ie su stru¢ne charakterizované tri najcastejSie metody hodnotenia vel'kosti a tvaru
Castic.

Svetelna mikroskopia je tradicna metoda pre charakterizaciu castic. Pomerne rychlo
a pri malych navazkach je mozné ziskat' informacie o tvare a velkosti Castic. Porovnatel'né
vysledky sa ziskavaju aj z elektrénovej mikroskopie. Tu je vSak k dispozicii niekol’konasobne
vidsie zvidsenie, velka hibka ostrosti S moznostou pozorovat’ Gastice az na 1 nm a povrch
Gastic v priestorovom zobrazeni.”*®

Elektronova mikroskopia vyuziva opticky pristroj rovnako ako svetelna mikroskopia,
kde ale elektrony nahradzujii fotony a elektromagnetické SoSovky nahradzaju sklenené
SoSovky. Téato metdda je vyuZzivana v pripade, Ze svetelnym mikroskopom nie je mozné
Castice pozorovat’ (si nepriehladné), alebo ako d’alSie dopliiujuce meranie k svetelnému
mikroskopu. Obrazky, ktoré poskytuje SEM su bezfarebné v sivej Skale. Snimky poskytuju
lepsiu hibku ostrosti a detailov ako je to pri svetelnom mikroskope. Hrani¢na rozlisovacia
schopnost’ je imerna vinovej dizke pouzitého Ziarenia a ked’ze elektrény ju maju podstatne
krat$iu ako viditelné svetlo, ma aj elektronovy mikroskop ovela vysSiu rozliSovaciu
schopnost’ a dosahuje ovela vyssSie efektivne zvicSenie. RozliSenie je dolezitejsi parameter
ako zvécSenie, pokial nie je dostato¢nd rozliSovacia schopnost’, tak vySSie zvécSenie
neposkytuje d’alSie informéacie.

Laserova difrakcia je rychla, robustna a reprodukovatelna metoda, ktora je stale viac
preferovana na meranie velkosti cCastic v oblasti farmaceutického priemyslu. Principom
metody je kontinualny prietok cCastic celej vzorky meracou celou, na ktoré dopada laserovy
zvizok.”® Difrakény obraz poskytuje informéacie o velkosti atvare &astic a pomocou

. . L . 1o 2673
Fourierovej transformacie st prevedené na distribu¢na krivku.

Pred zavedenim metody
do rutinného pouzivania je nutné metodu validovat’ pre dany typ vzorky. Meranie vzorky
prebieha v troch krokoch: interakcia s laserovym la¢om a ziskanie difrakéného obrazu, prevod
difrak¢ného obrazu do digitalneho formatu, prevod digitalneho formatu difrakéného obrazu

na distribuéna a kumulativnu krivku.”>®

Vysledky st bezne uvadzané ako percentilné
d-hodnoty.”*#%® Tato metoda neposkytuje priamy obraz &astic, ale difrakény obraz, a preto

je vhodné doplnit’ vysledok o snimky z mikroskopu.” Laserové difrakcia umoziuje pouZité
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aproximacie ovplyvnit uzivatelom len minimalne. Na zdklade znalosti o tvare Ccastic
V meranej vzorke je mozny vyber iba ztroch prednastavenych moznosti prepoctu
detegovaného signalu na distribu¢na krivku. Tym sa znizuje vplyv orientacie Castice pri lete
meracou celou, napr. bimodalne rozdelenie distribucie velkosti ihlickovych Castic z dovodu
ich orientacie na laserovy luc. Pre vol'bu najvhodnejsieho typu pre vyhodnotenie je potrebné
najskor zistit’ tvar Castic mikroskopom. Laserova difrakcia pre vypocet distriblcie Castic
pouziva iba objemy ekvivalentnych guli.26 V pripade obrazovej analyzy sa objemova
distribucia ziskava najcastejSie aproximéaciou na objem ekvivalentnej gule, vypoctom, ktory
odc¢itava skutoénu plochu castice, prevadza na kruh srovnakou plochou a zistuje jeho
priemer. Tento priemer je oznaCovany ako ekvivalentny priemer aje nasledné pouzity
na vypocet objemu ekvivalentnej gule. Relativna distribucia Castic prestavuje percentualne
rozdelenie Castic do histogramu na zéklade diiky.26 Kombinaciou niekolkych relativnych
distribucii ako je minimalny a maximalny priemet je mozné Gastice lepsie charakterizovat’.®’

Takisto je tu moznost editacie v tabul’kovom editore.

2.3.10 Specificky povrch &astic

Velkost' Castic je najcastejSie pouzivana metdda na hodnotenie vstupnych materidlov
(API aj excipientov) vo farmacii. Nastavuju sa Specifikacné limity pre vybratie vhodnych
surovin do formulécie liekov aj vzhl'adom na d’alSie skusky ako je disolucia. Pre komplexnost’
hodnotenia predovsetkym APl sa meria plocha $pecifického povrchu (SSA). Hoci dodavatelia
surovin maju pre ich vyrobu zadefinované postupy a Specifikacie, z roznych dévodov moze
jeden dodat’ réznu kvalitu, ¢o mdze mat" za nasledok neocakdvané procesy aodchylky
V spracovani a konecnej kvalite.®® Z tohto dovodu zaradenie merania SSA by malo byt
zaClenené do hodnotenia kontroly kvality vstupnych surovin ako nastroj na zabezpecenie
Standardnosti materialov, ktoré st potrebné pre vysledné parametre konecného produktu.
Znizenie velkosti Castic z dovodu pouzitia viacerych kvalit toho istého vstupného materialu,
alebo viacerych stupiiov jeho spracovania, mé dopad na zmenu povrchovej plochy materialu,
ktord narastd s poklesom velkosti Castic. Toto moéZze mat’ priamy dopad na problémy
s homogenitou. Tato nepriama umera medzi velkostou castic a plochou povrchu mé dopad
na zvysenie povrchovej energie, ¢o ma za nasledok destabilizaciu zmesi pocas tabletovania.
Toto vedie kneefektivnemu mieSaniu, tvorbe zhlukov (segregacii), alebo rozvrstvovaniu,
¢o st kl'aicové dovody nevyhovujicich vysledkov miesania a homogenity obsahu.

Je potrebné vyhodnotit’ prispevok vstupnych materidlov aj procesov a zadefinovat’ hlavné

pri¢iny problémov s dopadom na ¢as rozpadu tabliet, problémy mieSania surovin, homogenitu
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obsahu alebo neoc¢akavané zmeny disolu¢nych profilov. Analyza plochy povrchu je jednym
z kl'icovych nastrojov na ziskanie poznatkov od vyvoja produktu a vytvarat’ tak robustné
procesy a vyrabat’ lieky za splnenia pozadovanych zaregistrovanych parametrov.

Vyznam plochy povrchu je v kombinacii s d’al$imi vlastnost’ami, ako je vhodny vyber
soli API v suvislosti na rozpustnost’ findlneho produktu. Charakterizacia surovin ma vyznamny
vplyv uz pocas farmaceutického vyvoja. Pochopenie vplyvu kl'icovych vlastnosti substancii
a ich spravanie poc¢as vyrobného procesu ma rozhodujtci vplyv na ucinnost’ lieku.

Utinnost klznych latok sa meni s ich povrchovou plochou a mézZe spésobovat’ problémy
pocas disolucie. Ak sa tieto informacie zohl'adnia uz pocas procesu vyvoja, moze sa predist
potencidlnemu prepracovaniu procesu, zamietnutiu finalneho produktu, alebo problémom pocas
zivotného cyklu vyrobku. Povrchové plocha klI'icovych surovin moze byt hodnotend ako CQAS
v stilade s pokynmi ICH-Q8, ¢im sa stane jednou z ¢asti celkovej kontroly kvality.

Rychlost’ disolucie API je ovplyviiovana aj jeho povrchovou plochou. Zvysenie
povrchovej plochy umoznuje byt v kontakte s disolu¢nym médiom a z toho dévodu, material,
ktorého povrchova plocha je vyssia, je rychlejsia aj jeho disolucia a nasledne jeho dostupnost’
pre absorpciu je vtakom mnozstve, ktoré modze spdsobit’ nepriaznivé farmakodynamické

dopady. To moze mat’ za nasledok zamietnutie produktu z dovodu obavy o jeho bezpecnost’.

Jednym z najcastejSie vyuZzivanych modelov na urcenie plochy povrchu je meranie
Specifickej plochy vol'ného povrchu pevnej latky na molekularnej trovni (vratane rozdelenia
velkosti porov pomocou metody BET (Brunauer, Emmett a Teller), ktorému sa budem dalej
venovar'. Dal§im pristupom méze byt napr. Langmuirov model.®%°

Meranie plochy povrchu pevnych/praskovych vzoriek zahffia pripravu vzorky
s odstranenim necistét (voda, CO,), adsorbovanych zo vzduchu, pomocou vakua, zahriatim
a prudom plynu, obvykle N, alebo Kr. Nasledne je vzorka ochladena na -195 °C, pod vakuom
a kontrolovanym pridavkom adsorbentu pevnej latky. Po kazdom pridavku adsorbentu sa necha
dosiahnut' rovnovazny tlak a mnoZstvo adsorbentu sa nésledne vyhodnocuje. MnoZstvo
adsorbentu pri kazdej teplote atlaku poskytuje adsorpéné izotermy, ktoré sa pouzivaju
na stanovenie mnozstva plynu potrebného na vytvorenie monovrstvy na vonkajSom povrchu
latky. Je mozné stanovit' plochu z oblasti monovrstvy vytvorenu tymito adsorbovanymi
molekulami plynu vid® Obrazok 2.22. Tato technika vychadza z postupu opisaného v USP
<846> na meranie Specifickej povrchovej plochy.

Na zaver je dolezité¢ podotknut, ze plocha Specifického povrchu ur¢eného BET analyzou

sa vztahuje na celkova plochu povrchu (reaktivny povrch), pretoze vSetky porézne Struktary
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adsorbuji malé molekuly plynu. Povrchova plocha ur¢ena BET je teda obvykle vicsia

nez plocha ur€ena prestupnostou pre vzduch, ktora je v Ph.Eur. 2.9.26 Metoda Il uvedena
90,91

ako ,,Volumetricka metoda“. BET analyza je v stlade s touto metodou

Condensation:
pore size, volume
and distribution
Multila yer
filling.
Monolayer:
Surface

Area

Adsorption
at isolated
sites

.\‘ Increasing

Qas pressure

Obriazok 2.22 Meranie povrchovej plochy®%

2.3.11 Zmacavost’ a kontaktny uhol

Kontaktny uhol je hlavnou charakteristikou tvaru kvapky kvapaliny na povrchu
materialu a zéaroven jedna z mala priamo meratenych vlastnosti fazového rozhrania.
V pripade, Ze sa jednd o homogénny pevny povrch, kontaktny uhol kvapky vody je nezavisly
na jej objeme. %>

Povrchovo—aktivne latky st latky, ktoré sa buda adsorbovat’ na rozhrani vzduch—voda
alebo olej—voda a povrchu pevnej latky. Struktirne vlastnosti tychto molekul su zodpovedné
za ich povrchova aktivitu. Stadium adsorpénych procesov je dolezitym zakladom
pre pochopenie vlastnosti povrchovo aktivnych latok. Medzipovrchovd volna energia
a povrchové napitie jednotlivych zloziek v dosledku adsorpcie rozhoduje o ich schopnosti

, . 7
vytvarat emulzie alebo suspe:ndovat’.9

Tieto dva procesy maji vyznamny vplyv
na povrchovu aktivitu vodnych roztokov.
V Sirokom rozsahu aplikacii je zmacavost a znalost’ principov vzdjomnej interakcie

rozpustadiel s povrchmi rozhodujtca.
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Pohyb kvapky po horizontalnom povrchu, smerom z vychodiskove] do konecnej
kontaktnej plochy, moéze byt spdsobeny pohybom povrchu, vibraciami alebo pradenim

vzduchu o stopercentnej vlhkosti. Popisany jav zndzoriiuje Obrazok 2.23.%

o °
3
o S

0123456738 012345678

Obrazok 2.23 Znazornenie pohybu kvapky vody, cervené kruzky reprezentuji molekuly vody, ktoré
zostavajii pocas procesu v pokoji®

Cervené kruzky, ktoré uvddza Obrazok 2.23 medzi polohami 3 a 6 predstavuji
molekuly, ktoré sa nehybu spolu s kvapkou. Pri protisklzovych podmienkach, pohybujuce
sa medzifazové molekuly vody eliminuju zmacanie doposial’ zmac¢aného povrchu a zmacaju
novu Cast’ povrchu. Tvoria ich len molekuly nachadzajice sa v rozmedzi priblizne 0,5 nm
od trojfazového rozhrania. Hysteréziu teda ovplyviiuje Struktira a stabilita trojfazového
rozhrania a procesy odohravajice sa na fadzovom rozhrani medzi kvapalinou a povrchom.98
Samoorganizujiuce sa monomolekulové vrsty umoziuji zvySenu kontrolu nad povrchovymi
vlastnostami. AvSak vacSina $tadii venovana zmacavosti sa zaoberd menej relevantymi
rozpustadlami ako su voda, dijdédometan, hexadekan.”

Meranie uhla zméacavosti je castokrdt vyuzivané na charakterizdciu materialov,
stanovenie UCinkov kvapaliny na povrch. Kontaktny uhol kvapky kvapaliny nanesenej
na pevnom povrchu odraza schopnost’ kvapaliny sekundarne interagovat’ s povrchom.loo'101

Pre samotné meranie kontaktného uhla bolo vypracovanych niekol’ko metdd. NajbeznejSimi
st meranie uhla medzi naklonenou platnickou vyrobenou z vyhodnocovaného materidlu
avodorovnym povrchom, Wilhelmova technika vyvazovania dosky, meranie pomocou
naklonenej dosky, metdda zachytenej bubliny, metoda sediacej kvapky vid’ Obrazok 2.24 100102

Metoda sediacej kvapky je priamym meranim kontaktného uhla Obrazok 2.25. Kvapka
kvapaliny sa mikrostriekatkou alebo mikropipetou umiestni na rovinny povrch tuhej latky,
osvetlovany zvdazkom Iu¢ov. Uhol je potom merany bud priamo mikroskopom
s goniometrickou stupnicou, alebo je profil kvapky snimany kamerou a vyhodnocovany
pocitatom. Hysterézia kontaktného uhla je stanovovana, podobne, ako v pripade vzduchovej
bubliny, zvdc¢Sovanim a zmenSovanim objemu kvapky pohybom medzifdzového rozhrania.

Pocas procesu zmeny objemu je vel'mi dolezité vyhnut sa vibraciam a skresleniu kvapky. 100,102
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K hodnote kontaktného uhla v pripade vysoko poréznych materidlov v procese
zmacania prispievaju kapilarne javy. V kapilare je pri zakrivenom menisku tlakovy rozdiel,
na konvexnej strane je niz$i tlak ako na konkavnej. Kvapka kvapaliny, ktora je v rovnovahe
s okolitou atmosférou, ma vyssi tlak ako kvapalina uzatvorend v poéroch. Prave tento proces
je hnacou silou pre penetraciu kapilary a postup kvapaliny hlbsie do poérov. Tvar porov

ma takisto vplyv na dany efekt.'%?

(a
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(d

ss‘ 9,

(c)
il ¥

G&K
(

Obrazok 2.24 Techniky merania kontaktného uhla: (a) metéda naklaniania dosky (b) Wilhelmova metéda
(c) meranie hysterézie pomocou naklonenej dosky (d) metéda zachytenej bubliny (e) metéda sediacej
kvapky2:12

-+
k) 4- [ Ll -

l B |
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Obrazok 2.25 Schéma aparatiry pre meranie kontaktného uhla pomocou sediacej kvapky: A svetelny
zdroj, B,C SosSovky, D termostaticka komora, E vzorka, F kvapka, G kapilara, H striekacka, I SoSovka,
J kamera, K potita, L podstava odolna vo&i vibraciam '

Pri popise povrchov st pouzivané terminy hydrofilnost’ a hydrofobnost. Ak je povrch
hydrofilny, ma tendenciu vodu adsorbovat’ — je zmacany vodou. Naopak, hydroféobny povrch

, v e . 104
nema snahu vodu adsorbovat’ — vodou zmécany nie je.

Hydrofoébnost/hydrofilnost’ zavisi
na interakcidch vody a povrchu a na kohéznych silaich vody. Kvantitativnou metdédou
pre stanovenie relativneho stupiia tychto interakcii je meranie kontaktného uhla kvapky vody
na pevnom povrchu. Ak je kontaktny uhol mensi ako 30°, material je posudzovany
ako hydrofilny. Ak sa kvapka vody na povrchu rozostiera a uhol zmacania je mensi ako 10°,

dany material je povazovany za superhydrofilny. Na druhej strane, hydrofobne st latky
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s kontaktnym uhlom va¢sim ako 90°. Teoretické maximum uhla zmacania hladkych povrchov
je 120°. Niektoré drsné povrchy s mikrotexturou mézu prekrocit’ hranicu 150° a pripisuju sa

im superhydrofobne vlastnosti.*

2.3.12 Rontgenova difrakcia

Rontgenova difrakcia (RTG) je jednou zo zakladnych pevnofazovych analytickych
technik s moZnostou identifikacie charakterizacie latok aich rozliSenia.?®!®® RTG ma svoje
uplatnenie aj pri vyvoji generickych liekov, pri Struktrnej charakterizacii necistot,
medziproduktov, alebo aj pri patentovych sporoch, vo farmaceutickej dokumentacii.'®
Je zalozena na schopnosti pevnych latok rozptyl'ovat’ fotony rontgenového ziarenia a vytvarat
tak difrakény obraz, ktory charakterizuje vnutornti Struktaru latky. Teoria RTG difrakcie
vychadza zo znalosti kryétalograﬁe.26 Tato metdda ma svoje zastlipenie aj vo farmaceutickom
priemysle, nakol’ko je pozadovana Europskym liekopisom59 ako Standardna kontrola
polymorfnej modifikacie API. Je to nastroj na mapovanie polymorfizmu, pre uréenie chirality
APl apre splnenie poziadaviek autorit.'® Takisto aj smernice ICH Q6A asmernice FDA
uvadzaju RTG praskova difrakciu ako zakladnt analytickh metédu na rozliSenie réznych

krystalickych $truktar — polymorfov.2%%7

Polymorfizmus je vlastnost’ chemickych molekul
krystalizovat’ vo viacerych kryStdlovych modifikacidch — polymorfoch, ktoré sa vo svojich
vlastnostiach niekedy vyrazne liSia. Vo farmacii je to hlavne v rychlosti rozptstania. Je to vo
vSeobecnosti vel'mi rozsireny jav, a ak je to mozné origindlne firmy si vyberajii najstabilnejSiu
formu kvoli vyliceniu neziaducich polymorfnych prechodov. Naopak pre generické firmy je
vyber nestabilnych polymorfov cesta, ako sa vyhnut’ patentovej kolizii s originél‘[orom.lo6

Vseobecne je mozné predpokladat, Ze rozne fyzikdlne achemické vlastnosti
krystalickych latok su odrazom r6zneho vnutorného usporiadania molekul v krystali.

Pre monitorovanie polymorfného systému sa vo farmacii najcastejSie pouziva praskova
difrakcia ,,Powder X-Ray Diffraction” (PXRD). Rozdielny PXRD zéznam, dvoch a viac faz
rovnakej chemickej molekuly velmi  pravdepodobne indikuju  polymorfizmus.
Okrem polymorfizmu API je potrebné zohl'adnit’ aj mozny polymorfizmus pomocnych latok. 106

Rontgenovd difrakcia je analytickd metdoda nedeStruktivna, rychla aumozZiuje
identifikaciu krysStalickych materidlov, rozliSovat’ medzi réznymi solvatmi alebo sol'ami jednej
API, poskytuje informacie o kryStalovej Struktare a vzdialenostiach medzi jednotlivymi
atdmami.*®
RTG ziarenie ma schopnost’ prechadzat’” neprichladnymi materialmi a po ich prechode

k energetickému tubytku. Pri dopade RTG Ziarenia na krystalova Struktaru sa jednotlivé atomy,
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ktoré ju vytvaraju sami stivaju zdrojom RTG Ziarenia s rovnakou vlnovou dizkou. Luage, ktoré
takto vznikajl, navzajom interferuju a vysledkom su difraktované luce, ktorych smer je odlisny
od smeru luca dopadajuceho. Difrakcia je odraz RTG lucov na rovinach krystalovej mrieiky.105

RTG ziarenie vznikd tromi sposobmi: dopadom urychlen¢ho elektronu na pevnu
podlozku (RTG lampa — rontgenka), zmenou drahy relativistického elektronu —
synchrotronové ziarenie aako vybudené fluorescenéné ziarenie (priliS§ mald intenzita
pre praktické pouiitie).26 Laboratornym zdrojom Ziarenia je rontgenka, ziarenie vznika
prudkym zabrzdenim vel'mi rychlo letiacich elektronov o hmotu vysokej hmotnosti, zariadenia
na stabilizaciu elektrického pradu a elektrického napitia. Stabilita pradu, ktory Zeravi vldkno
vV RTG lampe ako aj napitie, ktoré uvolnené elektrony urychl'uje je jednou z najdolezitejSich
podmienok ziskania spravneho a reprodukovatelného zaznamu. Dalou vyznamnou &astou
zariadenia je goniometer, nazyvany tiez difraktometer. Vzorka sa vlozi do goniometra, v ktorom
sa otaca okolo osi goniometra. Tu na fiu dopadd RTG ziarenie vychddzajice z RTG lampy,
ktoré diverguje v horizontalnom aj vertikalnom smere. Je potrebné pouzit’ sadu clon, ktoré
toto Ziarenie ohranicujii, kontroluj a usmeriiuju. Skor ako difraktované Ziarenie prejde
do detektora prechadza monochromatorom. Difraktované ziarenie je detektorom registrované
V podobe pulzov, ktoré su elektricky upravené a nasledne zaznamenané.”*'® Po dopade RTG
ltca na kryStalov mriezku kazda rovina rozptyli len malé mnoZstvo Ziarenia, vysledny rozptyl
od velkého poétu rovin vSak poskytuje dostatoéntl intenzitu pre pozorovanie. Pretoze kazdy
krystalicky materidl méa charakteristicki atdémovu Struktiru, bude difrakcia RTG lacov
jedine¢na. Ak Ziarenie dopada na dve paralelné roviny vzdialené o d, zvdzok rovnobeznych
RTG lucov pod uhlom dopadu 6, detegujeme interferenéné maximum difraktovanych lac¢ov
v pripade, Ze ich dréhovy rozdiel sa rovna celému nasobku vlnovej dizky dopadajuceho
Ziarenia. vid’ Obrazok 2.26.°'%

Drahovy rozdiel 1a¢ov 11' a 22' sa rovna 2dsing, kde uhol & je uhol, ktory zviera
dopadajuci 14¢ s rovinou krys$talu. Podmienka pre vznik difrakénych maxim lucov 1' a 2' je
dana vzorcom:

2dsing= ni n=123..

Tento vztah je Braggova rovnica. Pri znalosti vlnovej dizky A a ak zmeriame uhol 6,
moézeme uréit’ vzdialenosti d kryStalovych rovin. Toto je principom celej vednej discipliny —
rontgenovej §trukturnej analyzy.?**° Podl'a typu meranej vzorky rozli§ujeme dve zakladné
meracie metody: difrakciia na monokrystale ,,X-Ray Diffraction* (XRD) a praskovu difrakciu
»(PXRD). Ich porovnanie uvadza Tabul'ka 2.8.
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Obrazok 2.26 Znazornenie difrakcie na krystalovej $truktare.™

Limitujucim faktorom je kvalita vstupného materialu, dostatocna velkost’ monokrystalu
a jeho stabilita. Vo farmaceutickej vyrobe je vstupny material vo forme prasku (ziskanie jeho
monokryStalu moze byt aj problematické), preto sa CastejSie pouziva PXRD.® pragkova
difrakcia je v stcasnej dobe povazovana za Standardni metodu. V pripade, ze st k dispozicii
dostato¢ne kvalitné data z laboratéornych RTG pristrojov, nie je problémom vacSinu
jednoduchych krystalovych Struktar vyriesit na zaklade znameho modelu molekuly.'®
Limitom sa vSak stdva zlozitost’ vypoctu a nie kvalita experimentalnych 1’1daj0v.112 Priame
metody sa v praxi daji pouzit’ iba na jednoduché systémy — zlozitejSie zadania je potrebné
rieSit’ vyhl'addvanim spravnych parametrov modelov. Pokial' vzorka poskytuje dostatoc¢ne
kvalitny zdznam PXRD, vyskytuji sa v lom mikromonokryStaly a st vhodné pre Uplné

rieSenie Struktary.

Meranie a spracovanie vzoriek

Kazdy krystalik predstavuje monokrystal, ktory je vo vzorke rozloZeny tplne nahodne.
Polykrystalickd vzorka moéze byt sypkd, moze to byt zlisovany prasok, alebo kompaktné
teleso — s navzajom spojenymi kryStalikmi. Metddy pouzivané na meranie difrakcie
RTG lucov su Debyeova-Scherrerova metoda, Braggovo-Brentanovo parafokusacné
usporiadanie. Presné urcenie uhlovej polohy difrakénej linie umoziiuju difraktogramy urcené
na skimanie polykrystalickych materidlov. Obrazok 2.27 zobrazuje schému najbeznejsieho

typu difraktometra.

63



Tabul’ka 2.8 Porovnanie meracich RTG met6d®®

Nazov RTG praskova difrakcia RTG difrakcia na monokrystale
oznacenie PXRD Single XRD
typ vzorky prasok monokrystal

jeden monokrystal o verkosti

mnoZstvo vzorky | 100 — 500 mg 01—1mm

naplnenie kavity drziaku, alebo

, . : , . fixacia na goniometricku hlavicku
uprava vzorky mletie, rozotretie v achatovej

vybraty vhodny monokrystal

miske
spotreba vzorky | nedestruktivna nedestruktivna
doba merania minuaty/hodiny hodiny/dni

monochromatické ziarenie dopada
na monokrystal, a pretoze difraktuje
len jedina mriezka, je nutné
krystalom otacat’, aby sme ziskali
pozadovanu sadu reflexii (princip
Stvorkruhového difraktometra)

pozicie reflexie 1 uhol (26) 3 pozi¢né uhly

na polykrystalicky material
dopada monochromatické
princip metédy | Ziarenie a difraktuju vsetky
mriezky spifiajiice podmienku
difrakcie stucasne

kompletné informacie o molekule,
konformacii, vizbovych
vzdialenostiach, chiralite,
priestorovom usporiadani molekul
v krystale, interakcidch medzi
molekulami, umiestneni a urcenie
solventu

analyza ,,odtlacok palca (Fingerprint)*
ziskanych dat krystalovej Struktary

hlavne v priemysle, screeningova
a kontrolna metoda pre
charakterizaciu krystalického
materidlu

krystalografické studie: uréenie
kompletnej struktury API, proteinu,
komplexu, apod.

vyuZitie v praxi

Pocas merania sa vzorka otaca uhlovou rychlostou @ a detektor uhlovou rychlost'ou 26.
Pozi¢ny uhol detektora je pofas merania zaznamenavany a pokial po€as merania nastane na
I'ubovolnej Struktirnej rovine vo vzorke k splneniu Braggovej rovnice, detektor zaznamena
zvysenie intenzity difraktovaného luc¢a. Vysledkom je difraktogram — graf, kde na os x je
zaznamenavana poloha detektora v stuptioch 26 ana ose y je intenzita difraktovaného Ziarenia
zaznamenana detektorom, vid® Obrazok 2.28. Vyhodnocuje sa v grafickej forme s relativnymi
intenzitami (vzhladom na maximalnu liniu), a jeho d’alSim doplnkom je tabulka pozicii pikov
(20 aich relativnych intenzit (l), pripadne hodnota d medzirovinnych vzdialenosti.
Ak sa zaznam porovnava so Standardom toto porovnavanie je iba vizudlne, nie je tu mozné

porovnanie algoritmom ako napr. pri porovnavani FT-IR dat 2%

64



MODIFIED FROM
CULLITY (1956)

DIFFRACTOMETER
CIRCLE

POWDER
SPECIMEN

SCHEMATIC OF X-RAY
DIFFRACTOMETER

Obr4zok 2.27 Schéma difraktometra*

¢
L

1] 10 20 30 40 R0 Al 70
2 theta

Obrizok 2.28 Difraktogram™®

2.3.13 Disoltcia

Disoltcia je skuska, ktorou sa stanovuje mnozstvo uvolnenej API z pevnej liekovej formy
ako su tablety, tobolky, capiky, v predpisanej kvapaline aza predpisany as.” Pre finalnu
kontrolu liekov je jednou z dolezitych metdd hodnotenia metdda disolucie. Je zakladnou metédou
popisanou aj v liekopisoch: Ph.Eur. kapitola 2.9.3,>° USP Dissolution <711>' takisto sa tejto
metdde venuje aj smernica ICH Q4B Annex 7(R2).**
Pre u¢inni molekulu — API vo farmacii znamena ,,byt" aktivna®, dostat’ sa na miesto

ucinku v tele. NajcCastejsie su vo forme tabliet pozostavajuce z praSkovych zloziek roznej vel'kosti
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Castic. Takato molekula v prasku ¢i uz vo forme krystalu alebo v amorfnej forme nie je priamo
biologicky dostupna a Castice sa v tele neabsorbujii. Aby takato Castica mohla byt absorbovana,
musi sa rozpustit, to znamend, absorpcia molektl prebehne iba v pripade, Zze st jednotlivé
molekuly uc¢innej latky obklopené vodou.

Rozptistanie lieku a nasledne uvoltiovanie pre oralne davkované formy prebieha obvykle
v zaludku zatial o absorpcia prebieha Vtenkom Greve. Zalidoéné pH je pomerne nizke,
pohybuje sa od 1,5 — 3, zavisi od individualneho jedinca, to znamena, Ze poc¢iato¢né rozpustanie
prebicha vo velmi kyslom prostredi. Vel'a farmaceutickych produktov sa vyskytuje vo forme
kyselin alebo baz ato znamena, Ze rozpustanie je vel'mi zavislé na pH a prave pH hra velka
tilohu aj pre biologicku dostupnost’.*®

Podl'a Biofarmaceutického klasifikaéného systému sa lieciva triedia do Styroch skupin
nazaklade ich rozpustnosti apermeabilite. Tento systém vytvoril teoreticky zaklad
pre vyjadrenie korelacie in vitro disolu¢nych profilov s in vivo biodostupnost'ou lieciv. Lie¢ivo
je vysoko rozpustné ak jeho najvyssia podavand davka sa rozpusti v 250 ml média v rozmedzi
fyziologického pH 1,0 — 7,5. Tento rozsah pH modeluje cely gastroinestinalny trakt. Liecivo
je vysoko permeabilné ak je absorbované mnozstvo z roztoku vécsie ako 90 %. 119

Vela liekov je vo formulacii okamzite sa uvolfiujucich ,,Immediate Realese, ktoré
sarozpustaju v zalidku aprvym krokom pre vyhodnotenie biologickej dostupnosti
je rozpustnost’ pri zalidotnom pH; ak je latka rozpustnd Vv kyslom prostredi, nasleduje
hodnotenie rizika vyzraZania v tenkom creve, ktoré je miestom absorpcie. Su latky vysoko
rozpustné nemajuce tendeciu k zrazaniu, ale su aj latky, ktoré mézu mat’ nizSiu rozpustnost’
V neutralnej oblasti pH ato indikuje, ze pri prechode do ¢reva mdze nastat vyzraZanie.
Vo vztahu rozpustnost’/disolucia G¢innej latky z hl'adiska jej biologickej dostupnosti sa hodnoti:
- stanovenie disoltcie/rozpustnosti pri réznych pH
- stanovenie vel'kosti Castic (vel'kost’ ¢astic ma velky vplyv na rychlost’ disolucie)
- stanovenie rizika vzniku zrazenin

Fyzikélne vlastnosti API — velkost’ Castic, tvar krystalov, polymorfia, Specificky povrch
a d’alSie maju vplyv na disolu¢nti rychlost’. No vplyvaju na fiu aj vonkajsie podmienky ako tlak
pri lisovani, teplota, pH prostredia, zlozenie disolu¢ného média, idnova sila, kapacita timivého
roztoku.

Skor ako je ucinna latka z liecku dostupna musi sa najskor uvolnit’ z liekovej formy
arozpustit. Podl'a typu liekovej formy sa jedna o deje nasledujuce po sebe: dezintegraciu
(rozpad liekovej formy na mensSie zhluky Castic — agregaty), dezagregacia (rozpad agregatov

na cCastice nerozpusten¢ho lieCiva), disoliicia (rozpuStanie pevnych castic UcCinnej latky
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V traviacej Stave). Disolucia prebieha v dvoch stupiioch. Najskor dochadza k uvolnovaniu API
z povrchu pevnej liekovej formy do bezprostredného prostredia disoluéného média. Vytvara
sanasytena vrstva — diflizna vrstva, ktoré obklopuje povrch lieku. Nasleduje druhy stupen,
kedy API difunduje do celého objemu roztoku na zaklade koncentracného gradientu. Rychlost’

rozpustania vyjadruje Noyesova—Whitneyova rovnica:

& _ A XD c. — (ﬁ)
dt ) N v

D,/d; — rychlost’ rozptst'ania,

A — plocha povrchu rozpustanej liekovej formy,

D — difuzny koeficient,

o — Sirka difuznej vrstvy, ktord obklopuje liekovl formu,

Cs — saturacna (rovnovazna) rozpustnost’ uc¢innej latky v mg/ml,

X4 — mnozstvo rozpustanej latky v ¢ase t a v objeme V disoluéného média.

Na zéklade vysSie uvedenej rovnice by akakol'vek zmena povahy disolu¢ného média,
ktora zvysi rozpustnost API mala teoreticky mat za nasledok vysSiu rychlost’ rozpustania.
Ak je rychlost’ rozptstania API <1, je potrebné zvolit’ disoluéné médium podobné podmienkam
v gastrointestinalnom trakte, aby sa dosiahla zodpovedajuca korelacia in vitro — in vivo.**#1%

Rychlost’ rozpustania okrem fyzikalno-chemickych vlastnosti skuSanej API ovplyviiuje
aj skuto¢né fyziologické podmienky v gastrointestinalnom trakte, ktoré st pre jednotlivych
pacientov odlisné (produkcia Zalidoc¢nej kyseliny, stav nalacno, po jedle...). Tabulka 2.9
uvadza fyzikdlno—chemické a fyziologické parametre, ktoré ovplyviiuju disoliciu lieciva

V gastrointestindlnom trakte. 21122

Tabul’ka 2.9 Fyzikalno-chemické a fyziologické parametre, ktoré ovplyviiuju disoliciu liefiva
Vv gastrointestindlnom trakte

Parameter Fyzikalno-chemicky Fyziologicky

Surfaktanty v zalidoc¢ne;j

Plocha povrchu lieku (A) Velkost’ castic, zmacavost’ | ., P
Stave a zI¢i

Viskozita luminalneho

Diftzny koeficient lieku (D) Molekulova velkost obsahu

Druh motility, rychlost’

Sirka difuznej vrstvy (5) prietoku

Hydrofilnost’, krystdlové | pH, kapacita pufrov, zZI¢

R nost’ uc¢innej latk . . .
ozpustnost” icinnej litky (C,) usporiadanie, solubilizacia | a zloZenie stravy

Mnozstvo rozpusteného lieku (Xg) Permeabilita

Objem rozpustadla (V) Sekrécia, podavané tekutiny
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Kazdy liek, pre ktory je pozadovana skuska disolucie, méa predpisany typ pristroja,
na ktorom bude analyza vykonavand. Pre rutinné hodnotenie sa pouzivaji dva typy pristrojov,
kosikovy — typ 1 apadlovy — typ 2 (pocas vyvoja lieku sa ¢asto pouzivaju aj d’alSie typy
pristrojov, napr. cylindricky alebo s prietokovou celou). Rovnako st predpisané podmienky
analyzy, ako zloZenie, objem a teplota disolu¢ného média, ¢as, spdsob a mnozstvo odobratého
roztoku na stanovenie obsahu API, pripadne podmienky pre automatické vyhodnocovanie,
hodnotenie disolticie pripravku v predpisanom case.

VSetky Casti pristroja, ktoré st v priamom kontakte s disolu¢nou kvapalinou alebo lickom
su chemicky inertné, aby sa vylucila interferencia pocas merania. VSetky kovové Casti pristroja
sl z nerezovej ocele alebo chranené vhodnym inertnym materialom. Ziadna ast’ pristroja alebo
jeho prisluSenstva nesmie vykazovat' vibracie, vykyvy rotdcie hnacieho hriadela.
Toto sa overuje Vv pravidelnych intervaloch kvalifikacie zariadenia. Vodny kupel pocas celej
doby trvania disoltucie zabezpeCuje teplotu disolu¢ného média 37 +0,05°C. Pre obidva
najéastejSie pouzivané typy na rutinné hodnotenie Su predpisané presné rozmery a tvar
disolu¢nej nadoby, ktord byva z borosilikdtového skla alebo iného inertného priehl'adného
materialu, nddoba ma veko na zabranenie odparovania, v ktorom je otvor pre stredovy hriadel’
otvor pre odber a pridavok disolu¢ného média, teplotni sondu. Disoluéné zariadenie typu 1 —
hriadel’ je na konci zakonceny valcovitym koSikom, do ktorého sa vklada analyzovana vzorka.
Upevnenie kosika K prirube hriadela musi byt natolko pevné aby nedochadzalo
k jeho vychyleniu od stredovej osi nadoby. Tubus kosika je tvoreny sietkou, predpisanych
rozmerov, valcovitého tvaru zasaden¢ho do uzkych kovovych prstencov. Dno koSika
je umiestnené 25 +£ 2 mm odo dna nadoby pocas celej skusky. Disolu¢né zariadenie typu 2 —
lopatky hriadela prechddzaju presne spodnym koncom hriadela, ktory je vystredeny
a s maximalnou povolenou vychylkou 2,0 mm od stredovej osi nddoby a jej spodny koniec
je umiestneny vo vzdialenosti 25 = 2mm odo dna nadoby pocas celej skusky. Schéma
odberového miesta pre disolu¢né zariadenia typu 1 a typu 2 vid’ Obrazok 2.29.

Pocas stanovenia pre mieSadlovy a koSikovy typ sa odobera v predpisanom case, alebo
Casovych intervaloch predpisané mnozstvo roztoku znadoby v strede medzi hladinou
disoluéného média a hornou hranou lopatky mieSadla alebo koSika ato minimalne 10 mm
od steny nadoby. Pri opakovanom odbere sa v pripade typu 1 a 2 nahradza rovnakym objemom
disolu¢ného média, alebo sa pocita s jej ubytkom. Pri automatickom vyhodnoteni a priamom
spojeni so spektrofotometrom sa disolu¢éné médium po merani v prietokovej kyvete vracia spét

do nadoby. Pred samotnym meranim sa vzorka filtruje cez vhodny inertny filter. Vyhodnocuje
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sa mnozstvo uvolnenej ucinnej latky v percentdich v predpisanom c¢ase vzhl'adom

, . 59,123
na deklarované mnozstvo.
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Obrazok 2.29 Schéma odberového miesta pre disoluéné zariadenie typu 1 a 2'24'%

Pocas vyvoja a formulacie zloZenia lieku sa vyuZiva skuSka disolucie substancie — prava
disolucia ,,Intrinsic Dissolution®, ktorej cielom je stanovit’ rychlost’ disoltcie Cistej API alebo
jej zmesi s pomocnymi latkami. Teoreticka prava disoltcia je disolucia chemicky Cistej tuhej
latky s nulovou porozitou. V redlnych podmienkach sa vykonava na vzorke Cistej API, alebo
zmesi API, ktoré maji nenulovli porozitu aj ked’ je minimalizovana kompaktovanim —
lisovanim tablety. Rychlost’ pravej disoliicie dm/dt je vyjadrena ako hmotnost’ API rozpust'anej

za jednotku ¢asu z jednotkového povrchu (mg/min-cmz):120

dm/dt = VdC/dt = -kA (S - C)
S —rozpustnost’ API
A —povrch, z ktorého sa API uvoltiuje
m — hmotnost’ testovanej vzorky
k — rychlost’ pravej disolucie

C- koncentracia v ¢ase t
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Zdanliva disolucia ,,Apparent Dissolution” je metéda na testovanie Substancii,
praskovych zmesi a granulovanych praskov. Na tento ucel sa pouziva prietokova disolu¢na
metoda a disolucné zariadenie typ 4. Systém s prietokovou celou je pouzivany takisto pre
pripravky s predizenou dobou uvolfiovania, alebo pre pripravky s tazko rozpustnou APL
Vyhody tejto metddy su jednoduchd zmena pH, odstranenie problémov praskovych vzoriek
v zariadeniach typu 1 a2 (plavanie v disolu¢nej nadobe, prilepenie k hriadel'n), okamzita
zmacavost’ testovanych praSkovych vzoriek, vylepSena alternativa pravej (intrinsic) disolucie,
moznost porovnavania réznych disolu¢nych rychlosti ako kinetickd rychlost’ Cistych

., 126
substancii.

2.3.14 Zeta potencial

Zeta potencidl { je potencidl na hranici povrchu/roviny hydrodynamického Smyku.
Je to potencial castice sledovany na zaklade elektrokinetickych javov. Schematicky
to priblizuje Obrazok 2.30. Na povrchu castic vznikd sietovy naboj, ktory ovplyviiuje
distribiciu i6nov v okolitej oblasti, ¢o ma za nasledok zvySent koncentraciu idnov s opacnym
nabojom ako maé castica v najblizZSom okoli. Okolo kazdej Castice teda existuje elektricka
dvojvrstva. Kvapalina, ktora obklopuje Casticu ma dve Casti vnatorn vrstvu — Sternova
vrstva, so silne viazanymi i6nmi a vonkajSiu — difuznu oblast’, kde je viazanie 10nov menej
pevné. Vo vnutri difiznej vrstvy existuje teoreticka hranica, v ktorej 16ny a Castica tvoria
stabilnl jednotku. Pri pohybe castice, napr. z dovodu gravitacie, i6ny vo vnutri hranice
sa pohybuju snou, ale vSetky i6ny za hranicou sa s Casticou nepohybuju. Prave
toto je povrch/rovina hydrodynamického émyku.127

Velkost” zeta potencidlu naznacuje potencidlnu stabilitu koloidného systému. Koloidny
systém vznika vtedy, ked’ jedno z troch skupenstiev plynného, kvapalného a pevného, su jemne
dispergované v jednom zo skupenstiev. Tato technika tak sleduje dve skupenstva: pevna latka
dispergovana v kvapaline — suspenzia a kvapalna latka dispergovana v kvapaline — emulzia.

Ak vSetky Castice v suspenzii maju vel’ky zaporny alebo kladny zeta potencial, tak buda
nachylné k vzajomnému odpudzovaniu sa a nemaju sklon k tomu aby vlockovali (flokulovali).
Ak vSak Castice v Suspenzii maji nizke hodnoty zeta potencidlu, potom neexistuje Ziadna sila
k tomu, aby zabranila Casticiam sa zhlukovat’ a flokulovat’. VSeobecne rozdiel medzi stabilnou
anestabilnou suspenziou sa povazuje bud’ +30 mV alebo -30 mV. Castice s potencialom

kladnejsim nez +30 mV, alebo zapornej$im nez -30 mV sa normalne povazuji za stabilné.
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Castice se zaparnym
povrchowym nabojem

Difdzni wrstva

o

Sternowa wrstva

-100

Povrchovy potencidl
Sterny potencial

m\/

Fotencial zeta

0 o w 7 7
Yzdalenost od povrchu Castice

Obrizok 2.30 Popis zeta potencialu a elektrickej dvojvrstvy'®

Najdolezitejsi faktor, ktory ovplyviuje zeta potencial je pH. Ak sa vSak k tejto suspenzii
pridd viac zésady, tak cCastice budu inklinovat k tomu, aby ziskavali zdpornej$i néaboj.
Ak sa tejto suspenzii pridava kyselina, dosiahne sa bod, kde sa zaporny naboj neutralizuje.
Akékol'vek d’alSie pridavanie kyseliny mdze sposobit’ vytvaranie kladného néboja. Preto krivka
zeta potencialu vzhI'adom k pH bude kladna pri nizkom pH, a nizsia alebo zaporna pri vysokom
pH. Bod, kde zavislost' prechadza nulovym zeta potencidlom, sa nazyva izoelektricky bod
a z praktickych dovodov je velmi dolezity. Normdlne je to bod, kde je koloidny systém
najmenej stabilny. Typické vynesenie zeta potencialu vzhl'adom k pH uvadza Obrazok 2.31.

Tradi¢né elektroforetické merania sa vykonavaji meranim Castic v stacionarnej vrstve,
v presnej polohe blizko stien cely. Stzv. technikou M3 sa mdze vykondvat meranie
Vv ktoromkol'vek bode v cele, hoci pristroje rady Zetasizer Nano merania vykonavaju uprostred
cely. M3 sa sklada z merania pomalého otacania pola ,,Slow Field Reversal“ (SFR) a rychleho
otacnania pol'a ,,Fast Field Reversal“ (FFR), z toho dovodu je nazov meranie v zmieSanom

rezime ,,Mixed Mode Measurement*, 12712812

71



40
>
£ 20+
5
o
] .E.
G
z |
[y 1
£-20 i
=] 1
[ 1
40 [zoelektricky |
bod |
1
1
-60 =1 T 1 T T T
2 4 G 8 10 12

pH

Obriazok 2.31 Zavislost’ zeta potencialu od pH*?®

Postupnost’ merania metodou M3 je v nasledujucich krokoch: meranie rychleho otacania
pol'a sa prevadza v strede cely (takto je mozné presné stanovenie priemeru), vykona sa rychle
otaCanie pola (toto ddva lepSie rozliSenie, ale hodnoty pohyblivosti sii posunuté vplyvom
elektroosmodzy), priemerné zeta potencidly vypocitané zmerani FFR a SFR sa odcitaja
pre stanovenie osmotického tlaku, hodnota pre elektroosmédzu sa pouziva pre vypocet zeta
potencidlu steny cely.m’m’129

Vyhodou pouzivania M3 sa celé meranie zeta potencialu zjednodusuje. Obsluha
uz nemusi volit’ akékol'vek parametre systému merania — vypocitaju sa ako postupnost’ M3.
Presnost’ a opakovatel'nost’ merania sa zlepSuje so zniZzenim premennych merania. M3 sa teraz
kombinuje s meranim PALS (vid’ nizsie).'?"1284%

Fazova analyza rozptylu svetla (Phase Analysis Light Scattering, PALS) — je d’al$im
zlepSenim tradi¢nej laserovej dopplerovej velocimetrie a zaclenenia M3 popisanej Vyssie.
Aplikacia PALS zlepsuje presnost’ merani nizkych pohyblivosti ¢astic. Dosahuje sa zvysenie
vykonu viac ako 100-krat, ako pri Standardnych meracich technikach. Metdéda umoziuje
meranie vzoriek s vysokou vodivostou, atakisto presne meria vzorky, ktoré maji nizku
pohyblivost&astic."?"'?%%° pre merania v ktoromkol'vek bode cely a ziskanie elektroforetickej
pohyblivosti spolo¢nost’” Malvern vyvinula techniku M3-PALS, ktora je patentovana.
Je to kombinacia zlepSenej metody laserovej dopplerovej velocimetrie firmy Malvern —
technika merania M3 a aplikacie PALS — fazovej analyzy rozptylu svetla ,,Phase Analysis

Light Scattering“.127’130’131’132
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3  EXPERIMENTALNA CAST

3.1 POPIS POUZITYCH PRiSTROJOV A METOD

3.1.1 Fluorimetricky spektrometer

Na stanovenie pomocnej latky bolo pouzité zariadenie Horiba Jobin Yvon model
FluoroMax-4 (Horiba, Kyoto, Japonsko) velkost’ $trbin bola nastavena na 5 nm. 2 g vzorky
sa zmeraju pri 365 nm. Fluorescencia nesmie byt intenzivnejSia ako fluorescencia roztoku
obsahujuceho 0,1 ppm quinine sulfate Rv 0,005 M kyseline sirovej meranej za tych istych
podmienok. Meranie bolo vykonané v 10 mm fluorescenénej kyvete.

Na zjednodusenie merania sa vykonalo porovnanie vizualnym hodnotenim naneseného
rovnakého objemu tych istych roztokov na sklenenu platiiu a hodnotenych pri 365 nm
UV lampou Camag s UV kabinetom Il a zaznamenanych cez videodokumentaény systém

Camag Reprostar 3 (Camag, Muttenz, Svajéiarsko).

3.1.2 Infracdervena spektroskopia v blizkej oblasti

Infracervené (IR) spektra v blizkej oblasti boli merané na spektrometeri Nicolet 6700
FT-IR s nadstavcom Smart Near—IR UpDrift pre analyzu vzoriek difuznym odrazom
(reflektanciou) a optickou sondou SabIR pre priame meranie v obaloch (Thermo Scientific,
USA). Spektra boli snimané 128 skenov s 4 cm™* rozligenim v oblasti 10000 — 4000 cm ™.
Zariadenie bolo ovladané riadiacim softvérom Omnic 8 (Thermo Fisher Scientific).
Spektroskopicky softvér TQ Analyst 8 poskytuje vyhodnocovaciu techniku test odl'ahlosti
(Distance match), ktord posudzuje zhodu analyzovaného materialu s niekolkymi

definovanymi triedami.

3.1.3 Disolicia s UV-VIS spektrofotometrom

Na experimenty disolticie bolo pouzité zariadenie Vankel VK 7000 mieSadlovy typ
Dissolution System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Meranie bolo vykonané
validovanou metodou. Praskova vzorka (180 mg) alebo jedna tableta bola vlozena do 900 ml
disolucného média (fosfatovy pufor pH = 7,2), teplotou 37+0.5 °C s rychlostou otacok
100 rpm. Vzorky boli odoberané vo vopred stanovenych Casoch a filtrované cez 0,45 um
PTFE filter Simple Pure (Membrane Solutions, Kent, WA, USA) s vel’kostou porov 0,45 um.
Mnozstvo odobratého média bolo nasledne doplnené zodpovedajicim mnozstvom cerstvého

disoluéného média. Vysledné mnozstvo bolo vyhodnotené a pocitané ako percentudlne
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vyjadrenie vztiahnuté na deklarované mnozstvo (Q [%]). Absorbancia (koncentracia ucinnej
latky) roztoku vzorky a porovnavacieho roztoku bola merand v 1cm kremennej kyvete
v maxime absorbancie vlnovej diZzky, oproti disoluénému médiu na zariadeni Varian Cary 50
UV-VIS Spectrophotometer (Agilent Technologies). Meranie bolo vykonané pre Sest
odberov. Vsetky vysledky st vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka tychto Siestich

nezavislych merani (mean + SD, n = 6).

3.1.4 Obsah vody
Stanovenie obsahu vody coulometricky bolo prevedené na zariadeni titrator 701 KF
Titrino (Methrom, Herisau, Switzerland) podl'a popisu Ph.Eur 9.1, kapitola 2.5.32 (Voda

Microdetermination)*3

za pouzitia 200 mg API v 1 ml bezvodého metanolu. Meranie bolo
opakované trikrat. VSetky vysledky su vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka, tychto

troch nezavislych merani (mean £+ SD, n = 3).

3.1.5 Vysokoucinna kvapalinova chromatografia

Na stanovenie obsahu necistdt vo vzorke bolo pouzité zariadenie vysokoucinny
kvapalinovy chromatograf Alliance Separation Modul 2695, Dual Absorbance Detector 2487
s kolonovym termostatom (Waters Corp., Milford, MA, USA). HPLC separacia bola
monitorovana a vyhodnocovana softvérom Empower 3 build 3471 Feature Release 2, Waters
2010 (Waters Corp.). Pouzité kolony a podmienky analyz su diskutované pri jednotlivych
pripadovych Stadiach.

3.1.6 Hmotnostna spektrometria

LC-MS analyza pre urcenie necistot vo vzorkach bola vykonana na zariadeni UHPLC-
HRMS separacnom systéme Dionex UltiMate 3000 (Thermo Scientific, USA) vybavenom
diode array detektorom a LTQ Orbitrap XL Hybrid Mass Spectrometrom (Thermo Scientific,
USA)v negativnom mode ESI, TIC MS Orbitrap XL (ThermoFisher Scientific, USA/Dionex
RSLC, Dionex, USA). Pouzitd bola koléona Hypersii GOLD™ C18 HPLC column,
150 mm x 2.1 mm, 3.0 pm (Thermo Scientific, USA).

3.1.7 RTG praskova difrakcia
PXRD struktira bola merana naPANalytical X’PERT PRO MPD diffractometri
(PANalytical B.V., Almelo, Holandsko) s Cu Ka ziarenim (45 kV, 40 mA). Praskové vzorky
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boli nanesené do Silica platni¢kového drziaka. Udaje boli zaznamenané v rozsahu 2 — 40° 26,

s vel'kost'ou kroku 0.01° 26 a skenovacou rychlostou 50s/krok.

3.1.8 Diferenéna skenovacia kalorimetria

Na meranie krivky pomocou diferencialnej skenovacej kalorimetrie (DSC) bol pouzity
pristroj DSC1 (Mettler-Toledo, Schwerzenbach, Svajéiarsko). Maximalna hmotnost’ vzorky
bola 3,5 mg a na vzorku sa pouzila Standardna Al miska. Zaznam DSC krivky bol v rozsahu

50-300 °C pri rychlosti 10.0 °C/min pod dusikovou atmosférou.

3.1.9 Meranie vel’kosti ¢astic

Meranie vel'kosti Castic/zhlukov vo vzorke bolo merané laserovou difrakénou analyzou
na zariadeni HELOS/KR (SympaTec, Clausthal-Zellerfeld, Nemecko)za pouzitia kombinacie
Mieehoa Fraunhoferovej teorie pre vypocet. Namerané idaje boli Statisticky vyhodnotené
z merani troch typov objektivov (v rozsahu od 100 nm do 30 mm). Merania boli opakované
patkrat. Vsetky vysledky st vyjadrené ako priemer + Standardnd odchylka, tychto piatich

nezavislych merani (mean + SD, n = 5).

3.1.10 Skenovacia elektronova mikroskopia

Morfolégia vzoriek bola pozorovana za pouZitia skenovacieho elektronoveho
mikroskopu (SEM). Vzorka bola pokryta vrstvou zlata, aby sa predislo neziaducim
vodivostnym interakciam. Vzorky boli analyzované na zariadeni EDX analyzer (Zeiss EVO
LS10, Zeiss, Nemecko) za pouzitia urychlovacicho napitia 10,0 KV, s pracovnou

vzdialenost'ou 8,0 mm a vodivostnou sondou 100 pA.

3.1.11 Specificky povrch

Plocha Specifického povrchu bola stanovend za pouzitia zariadenia Quantachrome
NOVA 2200 analyser (Quantachrome Instruments, Boynton Beach, FL, USA). VVzorky boli
odplynené pouzitim vakua pri teplote 90 °C pocas troch hodin. Odplynené vzorky boli
presunuté do meracej komory a znovu bolo pouzité vakuum pri tlaku okolo 1.33 x 10° MPa.
Komora bola nasledne naplnena cistym dusikom s tlakovym pomerom p/p, od 0,03 do 0,5.
Namerané udaje (z celkovej absorpcie a desorpcie) boli vyhodnotené Brunauer-Emmet-Teller

izotermou™* a boli urdené hodnoty Specifického povrchu. Merania boli opakované trikrat.
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Vsetky vysledky st vyjadrené ako priemer + Standardna odchylka, tychto troch nezavislych

merani (mean £ SD, n = 3).

3.1.12 Kontaktny uhol a zmacavost’

Pre kazdu vzorku, ktora bola vo forme prasku, boli pripravené tablety, na Standardne
pouzivanom lise pre meranie IR pri tlaku 80 kN za ¢as 20 s. Ako médium boli pouzité
kvapky (5 uL) fosfatového pufru (pH = 7,2). Kontaktny uhol bol merany pri 25 °C
na zariadeni OCA20 (DataPhysics, Applied Photophysics, Leatherhead, UK) za pouzitia
metody sediacej kvapky ,sessile drop method“. Meranie bolo prevedené v Sesnastich

opakovaniach a statisticky vyhodnotené (mean + SD, n = 16).

3.1.13 Zeta potencial

Zeta potencial bol merany za pouzitia zariadenia Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK) pomocou elektroforetického rozptylu svetla. Zeta potencial
vzoriek bola merany v sklenenych kyvetach s vlozenou ponornou kyvetou. Pristroj deteguje
Dopplerov posun medzi laserovym lacom (5 mW, 633 nm), ktory prechadza kyvetou
so vzorkou, a referenénym li¢om prechadzajucim mimo Kyvetu. Vzorka bola pripravena
rozpustenim praskovej; API vo fosfaitovom pufri (pH = 7,2) s dosiahnutim konecnej
koncentracie 0,2 mg/ml. Meranie bolo prevedené pri laboratérnej teplote (25.0 = 0.1 °C).
Merania boli opakované Styrikrat. VSetky vysledky su vyjadrené ako priemer + Standardna

odchylka, tychto Styroch nezavislych merani (mean + SD, n = 4).
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3.2 VYSLEDKY A DISKUSIA

Tato kapitola rozobera jednotlivé rieSené problémy. Preto bola rozdelena na Styri
pripadové stadie, v ramci ktorych su roznymi metodikami hodnotené pomocné latky, API

alebo necistoty, ktoré vznikli v réznych typoch finalnych liekovych pripravkov.

3.2.1 Pripadova studia 1 — Hodnotenie excipientu
V suvislosti s novym dodéavatelom minerdlneho oleja dimetikonu (Obrazok 3.1
znazoriuje jeho Struktiru), ako pomocnej latky, pre formulacie bolo prevedené meranie

na fluorescen¢nom spektrometri, zdznam vid’ Obrazok 3.2.

GHs|  CHs
HyC=Si—0-Si—CHja
CHsy|  CH,

n

Obrazok 3.1 Struktira dimetikonu

500000 ~ Fluorescence at 365 nm
—— Dimeticone No.1
400000 Dimeticone No.2
] —— 0.1 ppm quinine sulfate
in 0.005 mol/l sulfuric acid

300000 -
) i
2> 200000
Qe
&=, ]
‘»
§ 100000
£

0 1 L] 1

T T T
400 500 600

Wavelength (nm)

Obrazok 3.2 Namerané fluorescenéné spektra vzoriek a referenéného roztoku
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Na zaklade poZiadavky lickopisného ¢lanku Ph.Eur. 01/2017:0138,"%° kde fluorescencia
vzorky nesmie byt intenzivnejSia ako fluorescencia porovnavacieho roztoku, ktory obsahuje
siran chininu R merany za tych istych podmienok, bolo vyhodnotené, Ze vzorky vyhovuji
poziadavke liekopisu.

Doplnkovo boli vzorky porovnané aj vizualnym hodnotenim a to nanesenim rovnakého
objemu tych istych roztokov na sklenenu platitu a hodnotenych pri 365 nm UV lampou Camag
sUV kabinetom Il azaznamenanych cez videodokumentaény systém Camag Reprostar 3,
vid’ Obrazok 3.3 a Obrazok 3.4.

Z uvedenych obrazkov je vidiet, Ze vzorky vykazuji menS$iu intenzitu ako roztok

porovnavaci a teda vyhovuju poziadavke liekopisu.

porovnavaci roztok vzorka 1

Obriazok 3.3 Vizuilne hodnotenie porovnavacieho roztoku a vzorky 1

porovnavaci roztok vzorka 2

Obrazok 3.4 Vizualne hodnotenie porovnavacieho roztoku a vzorky 2
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3.2.2 Pripadova Studia 2 — Vplyv excipientov na stabilitu liekovej formy

Stabilitné hodnotenie tabliet s obsahom tucinnej latky ,,X* vykazalo postupny narast
neznamej necistoty S RRT 1,6. Tato necistota podl'a predpisanej Specifikacie bola hodnotena
ako neznama necistota. Porovnanim so Standardnom bola neznama necistota urcena ako
identifikovand znama necistota na zdklade zhody RT a spektralnej zhody pikov metdédou

HPLC, vid’ Obrazok 3.5.

Nakol’ko stabilitné hodnotenie Cistej API ,,X* nevykazalo nérast uvedenej necistoty, tak
bolo pristipené k sledovaniu vplyvu excipientov na narast necistoty RRT 1,6 vo finalnej
liekovej forme, vid® Obrazok 3.6. Na stanovenie bola pouzitd chromatografickd kolona
Symmetry® C8 5 pum, 4.6x250 mm, Part No. WAT054270 (Waters Corp.). Mobilna fiza bola
pripravena z 1,08 g oktansulfonanu sodného v 20 ml kyseliny octovej I'adovej a 250 ml
acetonitrilu a zriedi sa do 1000 ml vodou Milli-Q (Merck Group, Darmstadt, Nemecko).
Prietok bol nastaveny na 2,0 ml/min a objem nastreku bol 10 pul — pre stanovenie API
a prietok 1,8 ml/min a objem ndastreku 20 pl — pre stanovenie finalnej liekovej formy, teplota

kolony a vzorky bola nastavend na 25 °C. Detekcia bola nastavena na hodnotu 245 nm.
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Peak Mame RET Ares FPOAMatch1 |PDA Match1 |PDA Match? ~hoda Area
(rmin) Angle Threshald Flag (W sec)
1 [imp. B 10,536 B354 Mo B354
2 |imp. E 12,014 14023 Mo 14023
3 |imp. RT 12 | 15,051 a8229 Mo 18229
4| APIX 16,033 | 255956248 Mo 29556248
8 |imp. RT 17,7 |17 787 21114 Mo 21114
B | imp.RRT16 |20,200 afaEiTals] 2039 3469 (Mo pozitkna at=slatsl
T limp. RT 21,421,353 10283 Mo 10283
g |imp. A& 22772 g0041 Mo g0041
9 |imp. C 23,609 H4638 Mo 94648
10| imo.RT 27 27,798 21861 Mo 21961
11 [imp. BT 36,236,195 g9a7 Mo 8987

Obrazok 3.5 Stanovenie spektralnej totoZnosti vySetrovanej necistoty identifikovanej podl’a RT vzhPadom
k Standardu uvedenej necistot
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Na sledovanie vplyvu pomocnych latok na narast neznamej necistoty s RRT 1,6 boli
podl'a zlozenia tablety, vid’ Tabulka 3.1 pripravené binarne zmesi v zhodnom percentudlnom
zastipeni ako v tablete, pricom boli pouzité rovnaké Sarze jednotlivych surovin ako sa pouzili

vo vysetrovanej Sarzi lieckovej formy.

Tabul’ka 3.1 ZloZenie tablety

Zlozenie
API, X“

stearan horecnaty

monohydrat laktozy

zemiakovy Skrob

Zelatina

mastenec

Pripravené binarne zmesi boli hodnotené nasledujiicimi metédami:
1. metodou HPLC (vid vyssie) validovanou, Standardne pouzivanou na prepustanie

finalneho pripravku a to pri troch podmienkach:

- v Case 0 bez posobenia teploty a vlhkosti — tato vzorka bola pouzita ako porovnavacia
vzorka (blank)

- pri teplote 80°C/24 hod(zrychleny zatazovy test)

- pri teplote 80°C/24 hod/pridavok 10% hmotnostnych vody Milli-Q (zrychleny
zatazovy test)

2. metéodou DSC metdda vybrana na sledovanie zmien vo vzorkach

Vysledky hodnotenia metédou HPLC

Na nasledujucich obrazkoch (Obrazok 3.7 — Obrazok 3.13) su chromatogramy zmesi
APl X avsetkych excipientov ako v tablete a binarnej zmesi API ,,X* aexcipientu
monohydratu laktézy, ktory vykazoval vplyv na narast sledovanej necistoty RRT 1,6
pri zvolenych troch podmienkach. Tabulka 3.2 sumarizuje vysledky pri hore uvedenych
podmienkach.
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NN RT 8.5 - 8,509
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Mutes

Obrazok 3.11 Zvidcsena oblast’ chromatografickych zaznamov z Obrazok 3.10
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Obrazok 3.13 Zvicsena oblast’ chromatografickych zaznamov z Obrazok 3.12
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Tabulka 3.2 Sumarizacia vysledkov nameranych metédou HPLC

Porovnavacia vzorka (bez pdsobenia teploty

Vzorka pri posobeni iba teploty

Vzorka pri posobeni teploty 80 °C/24hod

a vlhkosti) 80 °C/24 hod +10%hm. voda
im im im im Imp. Imp. im im im im imp. | imp. im imp. | im im Imp. | imp. | imp.
excipient + API Bp' Ep' cp' Ap' RRT | RRT Bp' Ep' cp' Ap' RRT | RRT Bp' Ep' cp' Ap' RRT | RRT | RRT
056 | 16 056 | 1,6 056 | 16 | 6,6
2;’;3“““”' 0,012 | 0,013 | 0,089 | 0,270 | 0,015 | 0,066 |[0,012 | 0,014 | 0,092 | 0,271 | 0,017 | 0,063 [[0,014|0,013|0,091|0,272| 0,023 | 0,131
ffe:;aln;‘(‘ffecnaty 0,012 | 0,014 | 0,089 | 0,270 | 0,018 | 0,063 |[0,010 | 0,013 | 0,091 | 0,273 | 0,020 | 0,066 [[0,012 0,014 |0,0900,273| 0,024 | 0,109
monohydrat
) . 1001210014 0,091 |0,271| 0,017 | 0,077 | 0,012 | 0,014 | 0,090 | 0,273 | 0,019 | 0,066 [ 0,020 |0,010|0,092|0,262 | 0,042 | 0,456 | 0,054
laktozy API ,, X
iejfl‘j}ko;‘y‘smb 0,012 |0,014| 0,089 | 0,273 | 0,017 | 0,063 [[0,012 | 0,014 | 0,091 | 0,275 | 0,018 | 0,066 0,012 |0,014|0,092|0,275| 0,019 | 0,089
m;fte”e“AP' 0,012 | 0,014 | 0,089 | 0,269 | 0,018 | 0,067 [ 0,012 | 0,015 | 0,090 | 0,273 | 0,018 | 0,067 | 0,012 |0,014|0,090 | 0,276 | 0,018 | 0,067
placebo
API X 0,012 | 0,014 | 0,088 [ 0,270 | 0,016 | 0,065 [[0,011 | 0,014 | 0,091 | 0,274 | 0,018 | 0,067 [[0,012|0,015|0,091|0,276| 0,018 | 0,065
;/;gtllijzztlggll;}t]a 0,012 |0,013| 0,019 | 0,274 | 0,021 | 0,067 | 0,013 | 0,013 {0,092 | 0,278 | 0,023 | 0,071 [|0,034 0,034 | 0,106 | 0,268 | 0,062 | 0,229 | 0,121

Farebne oznacené: zistené narasty necistot a sledovand neznama necistota V binarnych zmesiach a zmena oproti porovnavacej vzorke




Vysledky hodnotenia metédou DSC

Na nasledujucich obrazkoch (Obrazok 3.14 — Obrazok 3.18) st jednotlivé zédznamy,
kde je mozné porovnat’ vzdy termogramy samotnej API, samotnej pomocnej latky a prislusne;j
bindrnej zmesi pripravenej zmieSanim v hmotnostnom pomere 1 : 1.

Samotna API vykazuje na termograme dve endotermy, zodpovedajuce strate vody
a fdzovej premene (topeniu).

Termogramy zmesi API ,,X*“ s pomocnymi latkami mastenec, zemiakovy Skrob, Zelatina
su superpoziciou individuadlnych zaznamov, apri tychto excipientoch nie je pozorovany
ziadny novy tepelny efekt.

V pripade zmesi s pomocnymi latkami stearan hore¢naty, monohydrat laktézy dochadza
K vyznamnému posunu a deformacii piku zodpovedajucemu topeniu API ,,X“. Mozno
predpokladat’, Ze tieto dve pomocné latky su schopné s API interagovat, alebo katalyzovat

chemické zmeny veduce k narastu rozkladného produktu.
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Obrazok 3.14 Termogramy zmesi API ,,X* s pomocnou latkou mastenec




16

4 Solani amylum
API ,X“
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Obrazok 3.15 Termogramy zmesi API ,,X*“ s pomocnou latkou zemiakovy $krob




6

Gelatina
API X

APl ,X“ + gelatina
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Obriazok 3.16 Termogramy zmesi API ,,X“ s pomocnou latkou Zelatina
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Obriazok 3.17 Termogramy zmesi API ,,X*“ s pomocnou latkou stearan hore¢naty
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Obrazok 3.18 Termogramy zmesi API ,,X“ s pomocnou latkou monohydrat laktézy




Zaver

Na zéklade zhodnotenia vysledkov dosiahnutych meranim binarnych zmesi metédou
HPLC pri rovnakom percentualnom zloZeni excipient — API ako v tabletach, za podmienok
bez podsobenia teploty acasu (blank), pri pdsobeni teploty 80°C po dobu 24 hod
a pri posobeni teploty 80 °C po dobu 24 hod s pridavkom 10 % hmotnostnych vody, je vidiet,
ze sledovana necistota s RRT 1,6 rastie mierne v zloZzeni s excipientom zelatina a stearan
hore¢naty a vyraznej$i narast je s excipientom monohydat laktézy za pdsobenia vplyvu
teploty a vihkosti.

Tento vplyv vlhkosti na narast sledovanej necistoty bol evidentny aj v porovnavace;j
zmesi s excipientami vSetkych zloziek (tableta).

Metodou DSC sa rovnako potvrdil vplyv interakcie binarnych zmesi excipientov
stearanu hore¢natého a monohydatu laktozy s APl ,,.X*.

Za ostatnych nastavenych podmienok binarnych zmesi, nie je evidentny vplyv teploty
na narast jednotlivych necistot. Rovnako nebol pozorovany narast d’alSich neznamych
necistot.

Vplyv vlhkosti by bolo mozné eliminovat’ zmenou obalu finalneho pripravku, pripadne

zmenou formulacie by bolo potrebné nahradit’ monohydat laktézy inym excipientom.
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3.2.3 Pripadova §tudia 3 — Vplyv cudzorodych necistot na stabilitu liekovej formy
Analyzou metédou HPLC podl'a predpisanej Specifikacie boli zistené nevyhovujice
vysledky neznamej necistoty RRT 0,41 v dvoch Sarziach pripravku obsahujuci ako lieciva
latku API ,,Y“. Bolo zahajené vySetrovanie nevyhovujuceho vysledku. Postupne boli
vySetrované rozne odbery tychto nevyhovujucich dvoch $arzi. Opakovanou analyzou boli

potvrdené nevyhovujuce vysledky.

Na stanovenie bola pouzitd reverznd chromatografickd kolona Spherisorb ODS2
Column, 80A, 5 pm, 125 mm x 4 mm, Part No. PSS845543 (Waters Corp.). Podmienky
analyzy metédou HPLC boli nastavené nasledovne: mobilnd faza, pozostavala
z metanolu : tetrahydrofuranu : vody (23 : 20 : 57) o prietoku 1,5 ml/min, detekcia 235 nm,
nastrek vzorky bol 100 pl a teplota kolony bola 25 °C.

Vzorky boli analyzované taktieZ S odstupom c¢asu jeden mesiac a vykazovali zvyseny
obsah vySetrovanej neznamej necistoty RRT 0,41; vid’ Tabulka 3.3. Analyzy boli vykonavané
S porovnavacou vyhovujicou Sarzou (oznacenu ako Sarza €. 3), ktora mala obsah nezndmych
necistot na rovnakej Grovni ako pri prepustani finalneho pripravku. Takisto bolo subezne
zahajené aj vySetrovanie vstupnej ucinnej latky — API ,)Y“ vid Tabulka 3.4. Boli
analyzované suroviny z protivzorky, zo zvySku v sklade surovin, avzorky poslanej
od zmluvného vyrobcu. Vsetky vysledky analyz mali zhodné hodnoty necistot
aj ako pri predchadzajicej analyze. Vzorové chromatogramy uvadzaji Obrazok 3.19 —

Obrazok 3.21.
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Tabulka 3.3: Obsah neznamej necistoty RRT 0,41 vo finalnej liekovej forme (limit — max. 0,2 %

pri prepistani) a po 1 mesiaci (limit — max. 0,5 % pocas doby pouZitel’nosti)

Finalna liekova forma necistota necistota necistota necdistota A
RRT 0,26 [%] | RRT 0,41 [%] | RRT 0,70 [%] | RRT 0,78 [%]
Sarza ¢. 1, vzorka ¢. 1 0,09 0,35 0,05 n.d.
Sarza ¢. 1, vzorka ¢.2 0,09 0,37 0,05 n.d.
Sarza ¢. 1, vzorka ¢. 3 0,09 0,36 0,06 n.d.
Sarza ¢. 1, vzorka — po 1 mesiaci 0,09 0,49 0,05 n.d.
Sarza ¢. 2, vzorka ¢. 1 0,05 0,23 0,05 n.d.
Sarza ¢. 2, vzorka ¢.2 0,05 0,24 0,06 n.d.
Sarza ¢. 2, vzorka ¢. 3 0,05 0,24 0,06 n.d.
Sarza . 2, vzorka — po 1 mesiaci 0,05 0,31 0,05 n.d.

Farebne oznacené: sledovana neznama necistota a vysledky nad limit Specifikdcie pre nezname necistoty

—max. 0,1 %

Tabul’ka 3.4 Analyza vstupnej API ,,Y“

API necistota nedistota nedistota A
RRT 0,41 [%] | RRT 0,70 [%0] RRT 0,78 [%0]
Sarza C. 1, vzorka ¢. 1 0,07 0,06 n.d.
Sarza ¢. 1, vzorka ¢.2 0,07 0,06 n.d.

Farebne oznacena sledovana neznama necistota v API
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Utinna latka je citliva na svetlo a podlicha degradacii, tak bol predpoklad, Ze finalna
lickova forma by mohla podliehat” pri nespravnom skladovani a manipulacii pocas vyroby
a balenia rozkladu. Na overenie tejto hypotézy sa vyhovujlca Sarza v origindlnom baleni
na Sest’ dni vystavila pdsobeniu svetla. Tu v8ak bol pozorovany iba narast znamej necistoty A,
neznama necistota s RRT 0,41 zostala na tej istej hodnote 0,07 %, ako pri prepustani Sarze
pred 3 mesiacmi. Vzorovy chromatograficky zaznam uvadza Obrazok 3.22.

Na overenie degradacie bola vybrata predchadzajica vyhovujica Sarza finalnej liekove;j
formy, a Sarza API pouzitd na vyrobu vySetrovanych dvoch Sarzi finalnej lickovej formy.
Vyhovujuce hodnoty API boli overené opakovanou analyzou z protivzorky aaj vzorky
zo skladu. Ako overovacie Sarze boli analyzované vyhovujice Sarze findlnej liekovej formy
a API, ktoré neboli vystavené posobeniu degradacnych ¢inidiel a zatazi.

Podrobny popis nastavenia experimentu a pridavkov pre findlnu liekovl formu a u¢innti

latku uvadzaju Tabul'ka 3.5 a Tabulka 3.6.

Tabul’ka 3.5 Popis nastavenia experimentu pre finilnu liekovi formu

Finalna liekova forma | Teplota | Doba posobenia Pridavok

Sarza €. 3, vzorka €. 1 -18 °C 24 hod —

Sarza ¢. 3, vzorka ¢. 2 60 °C 24 hod (10%) 1M HCI

Sarza €. 3, vzorka €. 3 60 °C 24 hod 1M NaOH

Sarza €. 3, vzorka ¢. 4 60 °C 24 hod 1M H,0,
Tabul’ka 3.6 Popis nastavenia experimentu pre API

API Teplota | Doba posobenia Pridavok

Sarza €. 1, vzorka €. 1 60 °C 24 hod (10%) 1M HCI

Sarza €. 1, vzorka €. 2 60 °C 24 hod 1M NaOH

Sarza €. 1, vzorka ¢. 3 60 °C 24 hod 1M H,0,

Subezne bolo zahdjené overovanie vplyvu teplot pod 0 °C a degradacie na finalnej
liekovej forme ako aj vstupnej API pri pdsobeni kyslého, zasaditého a oxida¢ného cinidla.
Z vysledkov, ktoré uvadzaji Tabulka 3.7 a Tabulka 3.8 vyplyva, Ze narast necistoty
RRT 0,41 bol zaznamenany ako pre analyzované vzorky finalnej liekovej formy (o 18 %,),
tak aj pre vzorku API (o 11 %) po pdsobeni peroxidu vodika. Chromatografické zaznamy,
vid’ Obrazok 3.23 az Obrazok 3.30.

Vo vzorke finalnej liekovej formy bol navySe zaznamenany vyznamny narast (o 39 %)

necistoty RRT 0,41 po posobeni 1 M roztoku kyseliny chlorovodikove;.
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Tabulka 3.7 Vysledky analyz simulacie degradacie pre finalnu liekovi formu

Finslna lickové forma necistota necistota necistota necistota necistota necistota A necistota necistota
RRT 0,20 [%] | RRT 0,30 [%] RRT 0,34 [%] RRT 0,41 [%0] RRT 0,70 [%0] RRT 0,78 [%0] RRT 0,86 [%] | RRT 2,05 [%0]
Sarza ¢. 3 n.d. n.d. n.d. 0,074 0,058 n.d. n.d. n.d.
Sarza €. 3, vzorka ¢. 1 n.d. n.d. n.d. 0,076 0,056 n.d. n.d. n.d.
Sarza €. 3, vzorka ¢.2 n.d. n.d. n.d. 0,103 0,064 0,084 n.d. n.d.
Sarza ¢. 3, vzorka ¢. 3 n.d. 0,296 1,483 n.d. 0,096 n.d. 0,393 0,600
Sarza €. 3, vzorka €. 4 0,044 0,028 n.d. 0,088 0,067 0,275 n.d. n.d.
Farebne oznacené: sledovana neznama necistota a vysledky nad limit Specifikacie pre nezname necistoty — max. 0,1 %
Tabul’ka 3.8 Vysledky analyz simulacie degradacie pre API ,,)Y*
AP necistota necistota necistota necistota necistota necistota A
RRT 0,20 [%] | RRT 0,30 [%] | RRT 0,34 [%] | RRT 0,41 [%] | RRT 0,70 [%] RRT 0,78 [%0]

Sarza €. 1 n.d. n.d. n.d. 0,079 0,062 n.d.

Sarza ¢. 1, vzorka ¢.1 n.d. n.d. n.d. 0,071 0,053 0,043

Sarza €. 1, vzorka €. 2 n.d. n.d. n.d. 0,034 0,025 n.d.

Sarza €. 1, vzorka €. 3 0,038 0,033 0,026 0,088 0,044 0,688

Farebne oznacené: sledovana neznama necistota a vysledky nad limit Specifikacie pre nezname necistoty — max. 0,1 %
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Vzhl'adom na vysSie uvedené zéavery, boli poCas vySetrovania preverované dalSie
vzorky finalnej liekovej formy, primarne obaly (zatky, flasky) a pouzivané dezinfekéné
prostriedky, ako aj excipienty a API pouzitej V predchadzajicom pripravku, aby bola

vyli¢ena kontaminacia z predchadzajtcej vyroby.

Excipienty a APl z predchadzajiceho pripravku — Overovanie kriZovej kontaminacie
Boli pripravené¢ 0,2 % roztoky pomocnych latok (edetan disodny, citronan sodny,
makrogol 400) vzhl'adom na koncentraciu APl ,,)Y* vo vySetrovanej finalnej liekovej forme.
Analyzované boli metédou HPLC predpisanou pre finalnu lickova formu. Boli hladané
mozné piky, ktoré by eluovali v podobnych RRT ako vySetrovand neznama necistota
RRT 0,41.Av8ak, 7Ziadna analyzovand vzorka pomocnych latok ani APl pouzita
v predchadzajicom pripravku nevykazovala v danom RRT pik. Vzorové chromatogramy

uvadza Obrazok 3.31 a Obrazok 3.32.
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Vplyv dezinfekénych prostriedkov
Vzorky dezinfekénych prostriedkov boli pouzité bez riedenia. Vysledky analyzy

metodou HPLC predpisanej pre stanovenie finalnej lieckovej formy uvadza Tabulka 3.9.

Tabul’ka 3.9 Vysledky analyzy metédou HPLC vzoriek dezinfekénych prostriedkov

Necistota
. RRT RRT RRT RRT RRT RRT RRT
Incidur 019 | 022 | 026 | 032 | 05 | 071 0,82
spray 005% | 0,05% | 0,06% 0,04% | 0,10% 0,04 % 0,10 %
RRT
isopropanol 0,12
0,48 %

RRT RRT RRT RRT RRT
Aerodisin 0,31 0,44 0,51 0,64 0,70

0,09% | 002% | 0,0/% | 0,11% | 0,29 %

RRT RRT RRT
Spitaderm 0,26 0,34 0,36

0,20% | 035% | 0,73%

RRT RRT RRT

1% 013 | 020 | 0,28
Spitaderm
005% | 0,01% | 0,01%
. RRT RRT
Meliseptol 0.26 031
rapid ’ ’
391% | 0,22%
RRT RRT

rapid ’ ’
0,02% | 0,01 %

RRT RRT RRT
0,2%Incidur 0,15 0,23 0,30

012% | 115% | 2,40%

_ RRT
Skinman 0.16
soft ’
0,45 %
RRT
oplach flia§ 0,30
0,002 %
Tuh RRT
vylun zo 0113 2
Zatok (plocha 100 cm® / 100 ml vody)
0,03 %

Farebne oznacené: sledovana neznama necistota
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Z vysledkov, ktoré uvadza Tabul'ka 3.9 je vidiet, Ze niektoré dezinfekéné prostriedky,
na rozdiel od vys$Sie uvadzanych excipientov a ucinnej latky z predchadzajiceho pripravku,
vykazuji piky s vyznamnou odozvou. PriloZzené¢ chromatogramy s nastrekom nasledujucich
latok uvadza Obrazok 3.33 az Obrazok 3.36:

- Meliseptol rapid,
- finalna liekova forma Sarza ¢.3 + pridavok Meliseptol rapid analyza po 24 hod,
- findlna liekova forma Sarza ¢.1,

- finélna liekova forma Sarza ¢.1 + pridavok Meliseptol rapid analyza po 24 hod
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Ako vidiet’ na zvacSeni prelozenych chromatografickych zaznamoch vid’ Obrazok 3.37
pik d’alSej neznamej necistoty RRT 0,26 (RT 4,031min) z findlnej liekovej formy Sarza 1,
eluuje tesne pred prvym pikom pochadzajiacim z Meliseptolu (RT 4,243 min). Tato necistota
RRT 0,26 bola stanovena iba vo vySetrovanych Sarziach 1 a2 finalnej liekovej formy,
vo vyhovujucich $arziach finalnej liekovej formy nebola dovtedy nikdy tato necistota
detegovana. Tato nova nezndma necistota RRT 0,26 vSak na rozdiel od nezndmej necistoty
RRT 0,41 v oboch pripravkoch s ¢asom nerastie.

V liekovej forme Sarza 3, ktora bola pouzita ako porovnavacia, rovnako s pridavkom
Meliseptolu rapid 24 hod pred analyzou je vidiet iba samotny pik Meliseptolu
apik sRRT 0,26 (RT 4,031 min), ktory sa nevyskytoval ani v povodnej Sarzi 3, nedava
ani tu ziadny pik.

Rovnako nie je viditelny narast ani vySetrovanej neCistoty s RRT 0,41 vplyvom
pridavku Meliseptolu.

Posobenie Meliseptolu rapid na vyhovujucu Sarzu 3finalnej liekovej formy nemal vplyv
na narast vySetrovanej nevyhovujicej neéistoty RRT 0,41. Tymto sa vylacil vplyv tohto
dezinfekéného prostriedku na narast necistoty RRT 0,41.

Vyhodnotenim pomocou PDA detektora(spektra vid® Obrazok 3.38 — Obrazok 3.41)
nedaval tento pik pozitivnu zhodu s pikom Meliseptolu rapid, ktory bol nastreknuty
samostatne.

Podla tychto vysledkov je zrejmé, Ze v dezinfek¢nom prostriedku Meliseptol rapid

je reten¢ny ¢as hlavného piku iba v zhodne blizkom retenc¢nom case.
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Obrazok 3.39 PDA spektrum finalnej liekovej formy Sarza €. 1
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Obriazok 3.40 PDA spektrum finalnej liekovej formy Sarza ¢. 1 + pridavok Meliseptol rapid
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Bol pozorovany narast neznamej necistoty s RRT 0,41 v sledovanych Sarziach

Cx

.1lac. 2, po jednom mesiaci od prvej analyzy a porovnany s vybranou porovnavacou $arzou
¢. 3 skladovanou za rovnakych podmienok (laboratérna teplota, bez pristupu svetla).
Vysetrované Sarze vykazovali narast sledovanej nec¢istoty RRT 0,41. Pri Sarzi ¢. 1 bol narast
z priemernej hodnoty 0,36 % na .0,56 % ausarze ¢. 2 zpriemernej hodnoty 0,24 %
na 0,34 %. Prehl'ad vysledkov jednotlivych vzoriek uvadza Tabul’ka 3.10.

Tabul’ka 3.10 Narast sledovanej neznamej necistoty po 1 mesiaci

Finalna liekova forma necistota necistota necistota neclistota A
analyza po 1 mesiaci RRT 0,26 [%] | RRT 0,41 [%] | RRT 0,70 [%] | RRT 0,78 [%0]
porovnavacia Sarza ¢. 3 n.d. 0,072 0,056 n.d.
Eozr;’tgémia sarza €. 3 n.d. 0,072 0,056 n.d.
Sarza ¢.1 zaciatok 0,089 0,562 0,054 n.d.
Sarza ¢. 1 -stred 0,089 0,561 0,054 n.d.
Sarza ¢. 1 -koniec 0,089 0,562 0,053 n.d.
priemer $arza ¢. 1 0,089 0,0562 0,054 n.d.
Sarza ¢. 2 zaéiatok 0,046 0,345 0,054 n.d.
Sarza ¢. 2 -stred 0,047 0,344 0,053 n.d.
Sarza ¢. 2 -koniec 0,046 0,344 0,054 n.d.
priemer Sarza ¢. 2 0,046 0,344 0,054 n.d.

Farebne oznacené: sledovand nezndma necistota a vysledky nad limit Specifikdcie pre nezname necistoty —

max. 0,1 %

Podl'a vSetkych vysSie uvedenych vysledkov a analyz vzoriek vySetrovanej findlnej
liekovej formy nevykazovali zataz svetlom (po expozicii svetlom bol evidentny narast
neCistoty A — degradacny produkt), ktord v tychto vySetrovanych Sarziach nebola

detegovana.

Pomocné latky ani dezinfekéné prostriedky nevykazuji vplyv na vySetrovani nezndmu

necistotu v uvadzanych RRT na findlnu liekova formu.

Takisto je evidentné, ze dana neznama necistota RRT 0,41 sa pred vyrobou v pouzitej

API nevyskytovala.

Vsetky dostupné vzorky z vySetrovanych obidvoch Sarzi vykazovali narast vySetrovane;j

necistoty s RRT 0,41 po Case 1 mesiac od prvej analyzy.
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Povodna vyhovujica vzorka finalnej lickovej formy Sarza 3 (porovnavacia) skladovana
za rovnakych podmienok (otvoreny pdvodny obal, laboratdrna teplota, bez pristupu svetla)

ziadny narast oproti analyze pri prepustani nevykazovala.

Vo finalnej lickovej forme Sarze 2 a3 je aj neznama necistota s RRT 0,26; ktora
sa doteraz v predchadzajucich vyrobnych Sarziach nevyskytovala, takyto narast v ase vSak

nevykazuje.

Bolo zistené, Ze na generovanie neznamej necistoty RRT 0,41 ma vplyv 24 hodinova
pritomnost’ 1M roztoku peroxidu vodika (v API ,,Y* i vo finalnej lickovej forme) ako aj 1M
roztok kyseliny chlorovodikovej (iba vo finalnej liekovej forme). Neznama necistota RRT
0,26 tymto sposobom vsak generovana nebola.

Na zaklade vsSetkych doteraz uskutocnenych merani nebolo mozné urit' pric¢inu
vzniknutého nevyhovujiceho vysledku. Preto bolo navrhnuté rieSenie analyzovat’ vzorky

metodou LC-HRMS.

Stanovenie neznamej necistoty vo finalnej liekovej forme metédou LC-HRMS

Paralelne s hodnotenim a kvantifikaciou neznamych necistét bola prevadzana
identifikéacia necistot. Na blizsie Specifikovanie nevyhovujicej neznamej necistoty RRT 0,41
metodou LC-HRMS sa pouzili vzorky findlnej liekovej formy Sarzi, ktoré mali pri analyze
metodou HPLC vyhovujuce vysledky — $arza ¢. 1 a nevyhovujice vysledky — Sarza €. 3.
Vzorky boli znovu analyzované v rovnakom ¢ase pre potvrdenie presnych vysledkov. A tieto
hodnoty uvadza Tabulka 3.11 a vzorové chromatografické zaznamy Obrazok 3.42 a Obrazok
3.43.

TabulPka 3.11 Stanovenie Cistoty metédou HPLC vyhovujicej a nevyhovujicej $arze pred analyzou

LC-HRMS
Finslna liekové forma necistota necistota necistota necistota A
RRT 0,26 [%] | RRT 0,41 [%] | RRT 0,70 [%] | RRT 0,78 [%]
porovnavacia Sarza ¢. 3 n.d. 0,072 0,052 n.d.
Sarza ¢. 1 0,063 1,653 0,048 0,065
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Podmienky analyzy metdédou HPLC boli popisané vyssie. Chromatografické podmienky

sa pre metddu LC-MS museli kvoli obsahu tertrahydrofuranu v mobilnej faze mierne

modifikovat’ a modifikacia bola nasledovna: reverzna kolona: C18, 5 um, 125 mm x 4 mm

ostala nezmenena, ale bol zmeneny izokraticky mod za gradientovy, kde ako mobilna

faza A bol zvoleny acetonitril, a ako mobilna faza B 0,1% kyselina octova. Priebeh gradientu

zobrazuje Tabul'ka 3.12. Prietok bol znizeny na 0,9 ml/min, detekcia bola 235 nm, ostal

zachovany nastrek vzorky 100 pl, teplota koloény bola upravena na 30 °C.

Tabul’ka 3.12 Priebeh gradientu mobilnej fazy pre stanovenie ¢istoty modifikovanou metodou

Cas (min) mf A mf B
0-5 10 90
5-20 10—90 90—10
20-25 90 10
25-30 90—10 10—90

Vzorové chromatografické zdznamy uvadza Obrazok 3.44 a Obrazok 3.45. Zaznamy

z LC-HRMS zobrazuju Obrazok 3.46 az Obrazok 3.48. Pri porovnani retenénych ¢asov pikov

na chromatografickych zaznamoch z HPLC a zaznamoch LC-HRMS je vidiet’ mierny posun,

ktory je sposobeny inou kolénou a aj inym chromatografickym systémom.
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Z vyssie uvedenych chromatografickych zaznamov Obrazok 3.47 a Obrazok 3.48
je mozné urCit’ Struktiru necistét. Neznama necistota so Stanovenou hodnotou hmoty
[M-H] 433,16141 m/z (podlra pévodnej HPLC metdédy s RT = 3,9 min (RRT =0,26), podla
novej metddy RT = 16,5 min, resp. 16,95 min) je oxidovana forma API ,,Y*.

Neznama necistota so stanovenou hodnotou hmoty [M-H] 403,15131 m/z (podla
povodnej metédy RT = 6,5 min (RRT =0,41), podl'a novej metédy RT = 17,3 min, resp.
17,8 min) je demetylovana forma API ,,Y*. Miesto demetylacie bolo potvrdené aj na zaklade
reSerSe metabolizmu API ,,Y* cytochromom Ps50 — latka mdze byt teda povazovana za

potencialny metabolit.*¥*

Napriek tomu, ze sa nepodarilo urCit’ pri¢inu generovanych necistdt, na zaklade
prevedenej identifikacie necistdt je mozné konstatovat, ze API ,,Y* bola pocas vyroby
findlnej liekovej formy vystavend posobeniu oxidacnych cinidiel s pravdepodobnym

radikdlovym mechanizmom ucinku.

* Necistoty boli izolované a ich Strukttra bola potvrdena aj nukledrnou magnetickou rezonanciou
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3.2.4 Pripadova Stadia 4 — Vplyv API na finalny produkt

Tato pripadova Stidia pojedndva o stanoveni kritickych parametrov API ,,.Z%
zakupeného od nového dodavatela, tak aby aj finalna liekova forma vyhovovala platnej
Specifikacii.

Aj ked’ novo dodavana API ,,Z* zodpovedala poziadavkam aktualnej $pecifikacie, po
zmene dodavatela API bolo zistené, Ze finalna lickova forma v niektorych skuskach spiiia
s problémami pozadovant Specifikaciu. Preto cielom tohto skiimania bolo zistit’ kritické
parametre/fyzikalno—chemické vlastnosti API, ktoré ovplyviuju kvalitu peroralnej davkovej
formy. Nasledne tieto nové kritické kvalitativne znaky moézu byt doporucené ako nové
parametre pre zmenu aktualnej Specifikacie API, aby nemuselo byt menené zlozenie tablety
a nasledne vykonavané zmeny v registracii.

Vsetky vzorky APl ,,Z¢ (AS-1 — AS-5), t. j. pat’ roznych $arzi, boli dodané od
externych dodavatelov; vzorky AS—1, AS-2, AS—4 a AS-5 od nového dodavatel’a a vzorka
AS-3 je od predchadzajiiceho dodavatel'a a bola zahrnutd do hodnotenia ako $tandardna
porovnavacia Sarza. Finalne liekové formy — vzorky tabliet TS-1 — TS-5 boli vyrobené
rovnakym validovanym a registrovanym vyrobnym postupom.

Popri rutinnej QC kontrole disolucie finalnych tabliet bolo zistene, ze Sarza TS-1
nesplia kritéria disoluénych testov podl'a metody predpisanej v platnej $pecifikécii liekového
produktu a Sarza TS-2 poskytuje hrani¢né vysledky. Bol prekontrolovany technologicky
postup vyroby, apretoze neboli nijdené ziadne odchylky, bola vyslovend hypotéza,
ze dovodom su parametre APl ,,Z“ zdvoch Sarzi dodavok AS-1 a AS-2 od nového
dodavatela, z ktorych boli vyrobené problematické Sarze tabliet TS-1 a TS-2. Vysledky
tychto analyz boli overené porovnanim s vysledkami disolucie tabliet vzorky TS—3, ktora bola
vyrobena rovnakym validovanym postupom ako vzorky TS-1 a TS-2 z APl AS-3 zakiipenej
od predchadzajiiceho dodavatela. Vzorka tabliet TS-3 splnila vSetky kritéria platnej
Specifikacie finalnej liekovej formy. Na =zaklade tychto pozorovani bolo vykonané
analytické/fyzikalno-chemické hodnotenie a boli analyzované findlne formulacie a takisto
substancie AS-1, AS-2 a AS-3, ktoré boli tiez testované ich disolu¢né profily/disoltcia a boli
zistené zna¢né rozdiely, pozri Obrazok 3.49.

Boli prevedené rozsiahle hodnotenia parametrov API, aby sa definovali tie parametre API,
ktoré su potrebné pre splnenie kritérii platnej Specifikacie findlneho pripravku. Vsetky
vysledky z disoltcii uvadza. Tabulka 3.14, sumarizuje vysledky stanovenia obsahu vody,
hodnoty zeta potecialu, Specifického povrchu a velkosti castic. Fotky z elektrénového

mikroskopu uvadza Obrazok 3.53.
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Vysetrovanie vzoriek AS-1 — AS-3 sa zacalo stanovenim polymorfizmu praskovou
rontgenovou difrakciou (PXRD). Mozno konstatovat, ze vSetky hodnotené vzorky API ,,.Z*
obsahovali rovnaky polymorf (otizka polymorfie tychto API je diskutovana dalej).
Aj ked vzorky od nového dodavatel'a AS—1 a AS-2 splnili kritéria Specifikacie pre API, bolo
zistené, ze zmena kvality novych vzoriek API ,,Z“ ma vplyv na vyrobu finalnej liekovej
formy; nové vzorky vykazali zna¢nu prilnavost’ a elektrostaticky naboj v porovnani s API
,Z° od predchadzajticeho dodavatel'a. S ohl'adom na nizSie diskutované vysledky mozno
predpokladat’, Ze tieto vlastnosti su spojené s distribiciou velkosti astic. Dalej boli testované
d’alsie parametre, ako je zeta potencial, velkost’ Castic, Specificka povrchova plocha, obsah
vody a kontaktny uhol vody zo vsetkych troch Sarzi API,,Z“ (AS-1, AS-2 a AS-3).

Na zaklade ziskanych predbeznych vysledkov boli vyrobcovi zaslané poziadavky
pre upravu parametrov API. Nasledne dodané dve nové Sarze API ,,Z“ (AS—4a AS-5), od
nového dodavatel'a, vyrobené podl'a tychto odportacani, poskytli sarze tabliet TS—4 a TS-5,
ktoré boli hodnotené na vsetky vysSie uvedené skusky a uvedené parametre boli overené. Na
zaklade vysledkov bol finalizovany navrh kritickych parametrov. Aj ked’ celkovy pocet
vzoriek bol obmedzeny, boli najdené niektoré vztahy medzi vlastnostami/parametrami

API ,,Z*“ a ich disoluciou.

Porovnanie disolu¢nych profilov (disolucia vyjadrena Qn [%]) jednotlivych vzoriek uvadza
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Tabulka 3.13 a znazornuje Obrazok 3.49. Disolucia Sarzi API ,,Z* (AS-1 — AS-5) a tabliet
(TS-1 — TS-5) bola vykonana podla platnej Specifikacie vo fosfatovom pufri
(pH = 7,2). Rovnaké disolu¢né médium a koncentracia boli pouzité pre stanovenie zeta
potencialu a zmacavost — kontaktny uhol vody, vid nizSie. VSetky experimenty boli
opakované, data bola vyjadrené¢ ako priemer £ SD a vysledky boli porovnané pomocou
Statistickej analyzy. Rozdiely boli hodnotené pomocou jednofaktorovej analyzy rozptylu
(ANOVA) doplnené o vysledky Bonferroniho viacnasobného porovnavacieho testu. Rozdiely

boli povazované za vyznamné pri P = 0,05.
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TabuPka 3.13 UvolPnené mnozstvo Q, [%6] samotnej API ,,Z* a API z tabliet. Hodnoty Q, su vyjadrené
ako priemer = SD (n = 6 stanoveni). Hodnoty ozna¢ené réznymi pismenami, sa vyrazne liSia v P = 0,05.

Vrork Uvol'nené mnoZstvo Q, [%0]
Z0rkKa
5 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min

AS—1 | 28,5+3,2% | 31,6+4,0° | 37,8+4,0° | 43,0+4,3% | 48,2+3,9% | 51,4+4,0°
AS-2 | 243+3,9% | 282+4.0° | 34,5+4,8% | 40,1+5,0° | 452+6,1% | 48,4+5,7
AS—3 | 41,7+0,3° | 48,5+0,4° | 558+05° | 60,7+0,5° | 65,7+0,3° | 70,1+0,4°
AS—4 | 54,8+0,4° | 57,9425° | 66,5+2,7° | 69,8+1,5° | 75,2+0,9% | 79,3+1,3°
AS-5 | 37,3+0,3° | 49,3+0,5° | 54,6+2,3° | 58,5+1,6° | 62,4+1,1° | 66,6+1,1°
TS-1 | 49,3+3,2% | 54,3+2,1° | 63,4+2,2° | 70,4+2,3° | 73,7+2,7¢ | 76,9+2,0
TS—2 | 57,5¢1,2" | 62,9+1,1% | 70,4+1,2% | 76,2+1,4% | 83,0+1,5° | 87,8+1,9°
TS-3 | 84,6x1,9" | 96,4+2,1° | 98,8+2.29 | 99,7+2.1" | 100,7+2,49 | 101,4+2,19
TS-4 | 86,2+1,2" | 91,840,9" | 954+0,8" | 97,2+0,8" | 98,8+0,9% | 100,0+0,8°
TS5 | 784+1,79 | 87,4+2,4° | 90,7+2,1° | 93,1+1,8° | 95,1+1,8" | 96,3+1,6'

Je zrejmé, ze hodnoty Q, samotnej API su podstatne nizSie (vid® Obrazok 3.49 A)

ako hodnoty Q, API z tabliet (vid’ Obrazok 3.49 B). Tato skuto¢nost’ moze byt spdsobena

tym, ze pomocna latka (stearan vapenaty) ulahcuje solubilizaciu API ,,Z“. Pocas disolucie

bolo pozorované odlisné spravanie API ,,Z“ AS-1 a AS-2 v porovnani s AS-3, AS—4 a AS-5.

Obe API ,,Z“ AS-1 a AS-2 zostali na povrchu ako nezmacané, zatial' ¢o ostatné klesli z

hladiny a rozpustili sa. Z tidajov, ktoré uvadza Obrazok 3.49 A a B mozno predpokladat’, ze

ked’ rozpustené mnozstvo API ,,.Z“ v 10. minate (Qi0) sa rovna priblizne 50 %, disolucia

tabliet bude v sulade s platnou $pecifikaciou (Q = 75% deklarovaného mnozstva v 45 min).

141



>
[EEN
[N
o

100 Fm========mmmmmmemmeemeeeeeeee oo

Uvolnené mnozstvo Q, [%)]

Cas [min]
—8-AS1 —6—AS2 —€—AS-3 —@—AS-4 —A—ASS

Cas [min]
—&8-T51 —6-T5-2 —€—T5-3 —@—TS-4 —A—TSS

Obrazok 3.49 Disolu¢né profily (uvo'nené mnozstvo Q, [%]) jednotlivych vzoriek API ,,Z* AS-1 — AS-5
(A) a individualnych tabliet TS-1 — TS-5 (B). Hodnoty Q,, st vyjadrené ako priemer + SD (n = 6 merani).
SD nie sti znazornené na zlepSenie vizualizacie.

Statistickou analyzou, vid’ Tabul’ka 3.13, boli potvrdené vyznamné rozdiely (P = 0,05)
medzi hodnotami Q, ur¢enych pre vzorky AS-1/TS-1, AS-2/TS-2 a vyhovujacich vzoriek
AS-3/TS-3 — AS-5/TS-5. Zo strmosti kriviek grafu Obrazok 3.49 Aa B, teda
Z rozpUstania, je zrejmé, ze najrychlejSie sa rozpusta APl ,,Z* samotnd alebo formulovana
ak sa jej najvicsie mnozstvo rozpusti do 5 min. Dalich 5 min sa rychlost rozpt§tania

spomali, ale v porovnani s dal$im casovym intervalom (od 10. do 60. mintty) modze
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byt konstatované, ze predovsetkym pri findlnej liekovej forme, je pre vyhovujici vysledok
disolucie najdolezitejSie mnozstvo rozpustenej latky prave do 10. minuty. Z tohto dévodu
vSetky dolu uvedené grafy, vid Obrazok 3.50 az Obrazok 3.52 a Obrazok 3.54 zobrazuju
mnozstvo rozpustenej API ,,Z“ v 10. minate (Qp).Je dblezité si uvedomit’, Ze zavislosti
zobrazené a popisované niz§ie su samozrejme platné aj pre rozpustené mnoZzZstvo
Qn V ostatnych meranych ¢asovych intervaloch.

Ako bolo uvedené vyssie, vzorky API ,,Z“ AS-1 — AS-5 boli vyhodnocované na
obsah vody, zmacavost, zeta potencial, velkosti Castic a Specificky povrch. Tiez tvary
jednotlivych vzoriek API ,,Z* boli skimané skenovacim elektronovy mikroskopom. Vsetky

tieto vysledky uvadza Tabul’ka 3.14 a znazornuje Obrazok 3.53.

TabulPka 3.14 DalSie parametre skimanych vzoriek API ,Z¢ AS-1 — AS-5: obsah vody [%],
zmacatelnost’ (styku s vodou pod uhlom t Vstup [°]), zeta potencial ({ [mV]), vel’kost’ ¢astic (X109, Xs0, Xo0
[pm]), a Specificky povrch (SSA [m?%g]). Hodnoty st vyjadrené ako priemer = SD. Hodnoty oznacené
réznymi pismenami, sa vyrazne li§ia v P = 0,05.

Velkost’ ¢astic [um
Vzorka \fc‘,’/d]a 0[] ¢ [mV] [wm] SSA [m/g]
0 X10 Xs50 X9
0.18+0,01 | 35.6+1.7 i . . . ]
AS-1 - - 181301 gg¢ | OST20.01° | 2,1240,01° | 857037 | 42,1120,03
0.16£0.01 | 34.943.1 i . b b .
AS_2 : - 17 0850.34° | 04920.01° | 2,1820,12° | 9,060.39° | 59,65:0,04
0.13£0,01 | 11.046.6 i ) ] ] )
AS-3 : 00 | 03600400 | 0740017 | 315:0,08° | 13,3620,19" | 31,9120,04
AS—g | B12E00L 135,260,715 10176 | 0,7320.06" | 2.36+0,04° | 10,330.14° | 23.2140,05
0.08+0.01 | 33.442.7 i . . . .
AS_5 - S| 109050 370 | L0003 | 50550,05° | 159740,24° | 19,69:0,06

Statistickou analyzou, vid Tabulka 3.14, boli znovu nijdené podstatné rozdiely
na hladine vyznamnosti P = 0,05 medzi obsahom vody, zeta potencialom, vel’kostou Castic
a Specifickym povrchom pre nevyhovujuce vzorky AS-1/TS-1, AS-2/TS-2, a vzorkami
AS-3/TS-3 — AS-5/TS-5, ktoré boli vyhovujice. Nebola zistena Statistickd vyznamnost
pre vzorky AS-1, AS-2, AS—4 a AS-5 vzhl'adom na vel'kost’ kontaktného uhla (zmacavost).

Bilinearne zavislosti hodn6t Q9 na obsah vody v APl uvadza Obrazok 3.50. Je zrejmé,
ze hodnoty Qio tychto API-1, AS-2, ktoré st vo formulaciach TS-1, TS-2, ktoré
st nevyhovujice/hrani¢né, st nizke a predstavuju vzdialené body. Klesajuca zavislost,

vid’ Obrazok 3.50 A, ma korelaény koeficient r = -0.9140 (n = 4), rastica zavislost,
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vid’ Obrazok 3.50 B, ma korela¢ny koeficient r = 0.9406 (n
vid’ Obrazok 3.50 B, ma korela¢ny koeficient r = -0,9772 (n

3), a klesajuca zavislost’,

3). Ako optimum sa javi
0,12 — 0,13% obsah vody. Mozno konstatovat’, ze vzorky s obsahom vody presahujucim
0,13% mozu nespiiat’ $pecifika¢né limity testu disolucie. Jednoznadne to potvrdzuje fakt,

ze AP ,,Z* s obsahom vody vyssim ako 0,16% limitu nevyhovuje.

A 100

90 +
80 o
70 o
60 1 N
50 -& .
40 AS-5 AS-3  TS~__

Qi [%]

30 = o -~
20 o
10 4

0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19
Obsah vody [%]

B 100 - JT53

90 1 JPSENSETLL IS4 .
80 1 TS-5 r=0,9406 -~
70 1

60 Qo "~
50 1
40 4
30 1
20
10 1

O L] L L
0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17 0,19
Obsah vody [%]

Q1o [%]

Obrazok 3.50 Zavislost’ uvolneného mnozstva Q [%)] jednotlivych vzoriek API AS-1 — AS-5 (A)
a individualnych tabliet TS-1 — TS-5 (B) v 10. mintte na obsahu vody [%]. Vzorky s hrani¢nymi
hodnotami AS-1, AS-2, TS—1, TS-2 sii oznagené prazdnymi symbolmi. Udaje predstavuju priemer + SD

z troch vzoriek.
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Zmacatelnost’ vyjadrena hodnotou kontaktného uhla (6 [°]) neposkytla pozadované
informdcie. Z vysledkov, ktoré uvadza Tabulka 3.14 je zrejmé, ze vSetky vzorky API ,,.Z*
st zmacatel'né (€ <90° sa vzt'ahuje na zliceniny s dobrou zmééatel’nost’ou).137 Vsetky uhly
boli do 35°, avSak je mozné konstatovat, Zze AS-3 je substancia s vynikajacou
zmacatel'nostou, ktora sposobuje, ze API ,,Z* absorbuje vodu prili$ rychlo.

Vseobecne plati, Ze zeta potencial sa pouziva na urcenie stability koloidnych systémov.
Vysoky zeta potencial (> = 30 mV) indikuje stabilitu systému (odolnost’” voé¢i vytvaraniu
zhlukov). Ak je potencial maly (v intervale od 0 do + 30 mV), pritazlivé sily mozu prekonat’
odpor, a systém m4 tendenciu zrazat' sa."*® Pri merani zeta potencialu bol zvoleny fosfatovy
pufor s pH = 7,2 a koncentracia API ,,Z* tak, aby sa odrazali skuto¢né podmienky disoltcie.
Hodnoty zeta potencialu hrani¢nych vzoriek AS-1, AS-2 ({ = -18 mV) sa vyrazne lisia
od hodndt vyhovujucich vzoriek AS-3, AS-4 a AS-5 (= -3 mV, { = - 11 mV), vid Tabul'ka
3.14, aje mozné konStatovat, ze vzorky sO zeta potencialom v blizkosti nuly vykazujh
podstatne vys$iu rozpustnost. Zavislosti hodnot Qo vzoriek na zeta potenciale uvadza
Obrazok 3.51. Zavislost’ disoltcie API na zeta potenciale je linearne stupajica (korelaény
koeficient r = 0,9654, n = 5), so zeta potencialom v blizkosti 0 mV (vid’ Obrazok 3.51 A),
zatial' ¢o pre disoluciu API z tabliet bol zisteny dvojfazovy priebeh (Obrazok 3.51 B).
Az do optimalnej hodnoty { =~ -11 mV, bol pozorovany linearny narast Qi (r = 0,9774, n = 4),
a d’alSie zvySenie zeta potencidlu vyznamne neovplyvnilo uvolnené mnozstvo. Odlisné
priebehy zavislosti, ktoré znazorfiuje Obrazok 3.51 Aa B mozno vysvetlit vplyvom
posobenia pomocnych latok na API ,,Z*. Na zaklade tychto udajov je mozné urobit’ zaver, Ze
¢im viac st hodnoty zeta potencialu vzdialené od nuly, tym menej st latky rozpustné. Aj
napriek obmedzenému poctu vzoriek pre hodnotenie, zeta potencial v rozmedzi od 0 do -11

mV mozno povazovat’ za vyhovujuci pre dobra rozpustnost’.
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Obrazok 3.51 Zavislost’ uvol’neného mnoZstva Q [%] jednotlivych vzoriek API ,,Z¢ AS-1 — AS-5 (A)

a jednotlivych tabliet TS-1 — TS-5 (b) v 10. mintite od hodnét zeta potencidlu ({ [mV]). Vzorky

s hraniénymi hodnotami AS—1, AS-2, TS—1, TS-2 sti oznaéené prazdnymi symbolmi. Udaje predstavuju
priemer = SD zo Styroch vzoriek.

Quo [%]
¢

Obrazok 3.52 znazoriuje zavislost’ hodnoty Qip v jednotlivych vzorkach API ,.Z*
(Obrazok 3.52 A a C) alebo uvol'nené mnozstvo APl ,,Z* z jednotlivych tabliet (Obrazok 3.52
B a D) od velkosti Castic. Okrajové velkosti Castic X1 @ Xgg boli vybrané pre zvyraznenie
tychto zavislosti. Bilinearne krivky mozno pozorovat’ pre zavislost' uvolnovania od velkosti
Castic s optimalnou vel'kostou Castic x19 = 0,74 um a Xgg = 10 — 13 pm. Najméa na Obrazok

3.52 B a D, ktoré zobrazuju uvoltiovanie APl ,,Z* z tabliet je mozné vidiet, ze distribu¢ny
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profil velkosti Castic latky sposobuje menej vyznamny vplyv na mnozstvo uvolnenej latky,
nez znizenie velkosti Castic (porovnaj vzorky 1, 2 a 5). Aj ked’ znizenie velkosti Castic

139y tomto pripade

pomaha formulacii finalnej liekovej formy vo vode mélo rozpustnych API,
vel'ky podiel malych Castic vedie k vyznamnému zniZeniu uvolfiovania a pravdepodobne tiez
vedie k tazkostiam, spracovatelnosti. Vyrazny pokles uvolneného mnozstva APl ,Z*
s velkym podielom malych ¢astic mdze tiez stvisiet’ s povrchovou plochou castic, vid’ niZsie.
Na zéklade vysledkov, ktoré uvadza Tabulka 3.14 aznazornuje Obrazok 3.52, je mozné
konstatovat’, Ze limity velkosti Castic by mali byt 0,8 — 1,0 um pre Xio, 2,4 — 5,1 um pre Xso

all— 16 um pre Xog.
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Obrazok 3.52 Zavislost’ uvol’neného mnozstva Q [%] jednotlivych vzoriek API AS-1 — AS-5 (A, C) a jednotlivych tabliet TS—1 — TS-5 (B, D) v 10. mintite
od velkosti ¢astic (X19 @ Xg9 [pm]). Vzorky s hraniénymi hodnotami AS-1, AS-2, TS-1, TSv2 sii ozna¢ené prazdnymi symbolmi. Udaje predstavuju priemer + SD

z piatich vzoriek.



Vysetrovanie distribucie velkosti Castic uzko suvisi s analyzou tvaru castic. SEM
analyza vSetkych vzoriek API ,,Z“ podporuje vysledky analyzy distribucie velkosti Castic.
Fotografie z mikroskopu vzoriek AS—1 az AS-5 pri 500x zvéc¢Seni uvadza Obrazok 3.53.
Tvar vSetkych meranych Castic pri zovSeobecneni je mozné povazovat' za dosticky alebo

ty¢inky: dosticky AS—1 a AS-2 st vel'mi jemné, AS—4 st stredné a, AS—3 a AS-5 su hrubé.

SEM EHT = 10.00 kV Signal A - SE1 I Probe = 100 pA
evolswo 0P WD = 8.0 mm Image Pixel Size = 561.6 nm Width = 595.6 pm ZEISSI
7 Feb 7014 — Mag = 500 X Chamber = 6.15.003 Pa

£

SEM 5 EHT = 10.00 kv Signal A = SE1 | Probe = 100 pA
EVO LS 10 pm WD = 8.0 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISX
7 Feh 2014 Mag =500 X Chamber = 5.85¢.003 Pa
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SEM EHT = 10.00 kv Signal A= SE1 | Probe = 100 pA

EVO LS 10 2pm WD = 8.0 mm Image Pixel Size = 581.6 nm Width = 595.6 pm ZEISS
7 Feb 2014 Mag=_ 500 X Chamber = 5.50e-003 Pa

. - i
SEM EHT = 10.00 k¥ Signal A = SE1 I Probe = 100 pA =
EVO LS 10 WD = 8.0 mm Image Pixel Size = 561.5 nm Widlth = 595.6 pm ZEISX
7 Feb 2014 . | Mag = 500 X Chamber = 5.85e003 Pa
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SEM EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 1Probe~ 100 pA
EVO LS 10 20 ym WD = 8.0 mm Image Pixel Size = 581.5 nm Widlth = 595, pm ZEISSI
7 Febh 2014 Mag=_ 500X Chamber = §5.20e.00] Pa

Obrazok 3.53 SEM mikrofotografia nevyhovujicej vzorky AS-1 (A)AS-2 (B) a vyhovujucich vzoriek
AS-4 (C) AS-3 (D) a AS-5 (E).

Specificka plocha povrchu (SSA) &asto koreluje s rychlost'ou disolucie. SSA sa zvysuje
so znizujucou sa velkostou Castic, ale tiez sa zvySuje poréznost Castic. Poréznost’ Castic,
atonajmi v pripade malych pérov, moze spdsobovat’ SSA daleko vicsiu, nez je znizenie
velkosti Castic. SSA ovplyviiuje spracovanie a spravanie praskov a poréznych latok, pretoze
povrchova plocha zodpoveda vonkajsej drsnosti Gastice a jej vnttornej porozity.****** Jednou
z moznosti, ako merat’ SSA je pomocou BET metodiky.™** Zavislosti hodnét Q1 jednotlivych
vzoriek API ,,Z« alebo API uvolnenej z tablety na SSA (porozite), vyjadrené ako hodnoty
SSA [m?/g] znazoriuje Obrazok 3.54. Obe hraniéné API 1 a 2 (vzorky AS-1/TS-1 a AS-
2/TS-2) predstavuju odl'ahl¢ body Obrazok 3.54 A a B, kde je mozné znovu vidiet’ bilinearny
priebeh; korela¢ny koeficient klesajtcej Casti zobrazuje Obrazok 3.54 A, je r =-0,9299 (n = 4)
a stipajucej Casti zobrazuje Obrazok 3.54 B je r = 0,9742 (n = 3). Podla vysledkov
SSA = 23 m%/g (AS-4), je vhodnejsi pre uvoliovanie ¢istej AP ,,.Z¢, zatial’ o SSA ~ 32 m%/g
(AS-3) je vhodnejsi pre uvolnovanie z liekovej formy. Ako bolo uvedené vyssie, mala zmena
v rychlosti uvolnovania/mnozstva ¢istej APl ,,Z v porovnani s formulovanou API je
sposobend pomocnou latkou. Zrejme v oboch pripadoch je mozné zhrnut, ze pre vyhovujice
vysledky disoltcie, by S$pecificky povrch mal byt v rozmedzi od 20 — 32 mz/g. ZvysSenie
plochy (poréznosti) vedie k rychlemu poklesu disolucie.
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Obrazok 3.54 Zavislost’ uvol’neného mnozstva Q [%] jednotlivych vzoriek API ,,Z¢ AS-1 — AS-5 (A)
a jednotlivych tabliet TS-1 — TS-5 (B) v 10. miniite na SSA [mZ/g]. Vzorky s hrani¢nymi hodnotami AS-1,
AS-2, TS-1, TS-2 st ozna¢ené prazdnymi symbolmi. Udaje predstavuji priemer = SD z troch vzoriek.

Podobné vysledky mozno najst’ aj pre niektoré lieky, kde zniZenie velkosti Castic vedie
k zhlukovaniu latky. To sposobuje nasledné znizenie ucinnej plochy lieku, ktory je vystaveny
posobeniu kvapaliny a teda znizenie rychlosti disoltiicie. K vytvaraniu zhlukov pri znizeni
velkosti Castic st nachylné napr., kyselina acetylsalicylova, fenacetin alebo fenobarbital.
Preto, aj ked’ sa vSeobecne odportica znizenie velkosti Castic a zvySenie povrchovej plochy
pre zvySenie rychlosti uvolnovania lieCiv, pri niektorych API zlepSenie rozpustnosti
pri znizeni velkosti Castic a zvySeni povrchovej plochy ustava, ak velkost Castic dosiahne

urcita hodnotu. Takze velkost Castic je kriticka a nad uréitu hodnotu sa uvolfiovanie pevnych
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latok znizuje. Mozno konStatovat, Ze tieto zmeny mozu vznikat z dovodu pritomnosti
elektrického naboja na Gastici, ktory prevlada pri malych &asticiach.***'421%1% Na zaklade
uvedenych skutoCnosti zeta potencial a velkost' Castic boli vyhodnotené ako kritické

pre vyhovujtce disolucie.

Zaver

Zmena dodavatel'a APl ,,Z*“ pre starSi liek viedla k vysledkom, ktoré neboli v zhode
so Specifika¢nym limitom pre test disoltcie (vzorky TS-1 a TS-2). Najprv sa vzorka API ,,Z*
od povodného dodavatel'a (AS-3) a dvoch réznych vzoriek API ,,Z* od nového dodavatel'a
(AS-1 a AS-2) detailne analyzovali. Vzorka API ,,Z* od povodného dodavatela a z nej
finalna peroralna liekova forma boli pouzité ako Standardy (AS—3, TS-3), a na zaklade
parametrov tejto APl ,,Z“ (vzorka AS-3), boli odporuc¢ené niektoré kritéria. Vysledky
analytického hodnotenia d’alSich dvoch vzoriek/Sarze API ,,Z* (AS-4 a AS-5) a z neho
vyrobenych tabliet (vzoriek TS—4 a TS-5) potvrdili predpoklady a viedli k nasledujucim
odportcaniam. Na zaklade vykonaného analytického testovania, zistenia a interpretacie
vztahov medzi mnozstvom uvolneného mnozstva cCistej API/API uvolnenej z tabliet a
stanovenia fyzikalno—chemickych parametrov, velkost c¢astic, povrchova plocha, zeta
potencial, a pravdepodobne obsah vody, mézu byt povazované za kritické parametre, ktoré
ovplyviiujii rychlost’ disolucie vysledného produktu. Mozno zhrnat, ze pre vyhovujice
vysledky disolu¢ného testu koneéného produktu, by mala byt upravena a doplnena
Specifikacia API ,,Z takto: zeta potencial by mal byt v rozmedzi od 0 do-11 mV, limit
velkosti Castic by mal byt x10 >0,80 pm a Xg9 <13 um, $pecifickd povrchova plocha (BET),
by mala byt v rozmedzi 19-32 m?/g a obsah vody v API by nemal byt’ vy3si ako 0,13%, za

predpokladu, pouZitia rovnakych zariadeni a experimentalnych podmienok merania.**

Hodnotenie kvality APl NIR spektrometriou

Vnadvéznosti na predchadzajiice hodnotenia problémov API ,,Z*, boli doddvané novym
dodavatelom Sarze API ,.Z“, ktoré boli Standardne hodnotené vstupnou kontrolou. Jedna
Z dodanych Sarzi bola pri rutinnej kontrole stanovena metdédou PXRD ako odlisna, nakol'ko
bola dodana vzorka, ktora nebola polymorfne ¢ista. Vybrané vzorky vyhovujacich API ,,Z*,

Standardu a nevyhovujucej vzorky uvadzaja Obrazok 3.55 a Obrazok 3.56.
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Obrazok 3.55 PXRD difraktogramy $tandardu, vzoriek API ,,Z“ z predchadzajiuceho hodnotenia (AS-1, AS-3, AS-5) a nevyhovujiica vzorka z novej dodavky AS—-6
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Obrazok 3.56 Vyrez z PXRD difraktogramov z Obrazok 3.55




Pre komplexnost’ rieSenia problému, t. j. pre splnenie uvedenych vstupnych Specifikacii
pre APl ,Z* apre hodnotenie findlnej lickovej formy bola pre zjednodusSenie vstupnych
analyz navrhnuta moznost hodnotenia metdédou NIR, nakol’ko by vSetky parametre mohli byt
zachytené v charaktere NIR spektier.

Na Obrazok 3.57 st uvedené priklady nameranych spektier vysSie diskutovanych
APl ,.Z* aaj API, ktord nebola polymorfne ¢ista AS—6. Obrazok 3.58 predstavuje vyrez
z Obrazku 3.57, kde je v rozmedzi vlno&tov 5000 — 5300 cm™ dobre viditena zmena spektra
u vzorky AS-6 v porovnani s d’al§imi spektrami vzoriek, ktoré mali vyhovujuaci polymorf.

Stubor meranych vzoriek bol rozsireny aj 0 d’alSie Sarze od nového dodavatela, a Sarze
od predchadzajuceho dodavatela ziskanych z protivzoriek, ktoré v minulosti poskytli
vyhovujici findlny produkt podla platnej Specifikdcie. VSetky namerané spektrd
boli vyhodnotené diskriminantou analyzou pomocou softvéru TQ Analyst. Bolo zistované,
¢ijemozné pomocou NIR spektrometrie rozlisit API ,,Z“ od oboch dodavatelov,
vid’ Obrazok 3.59, a d’alej rozlisit' vzorky s pozadovanou formou polymorfu od vzorky nie
polymorfne Cistej, vid’ Obrazok 3.60.

V naviznosti na pozitivne vysledky bolo dalej zistované, ¢i je mozné postrehnit
rozdiely medzi API ,,Z*, ktoré by po galenickom spracovani dali vyhovujicu a nevyhovujucu
formulaciu. Obrazok 3.61 a Obrazok 3.62 zobrazuje celkovu blizkost’ na zéklade fyzikalno-
chemickej charakteristiky jednotlivych API vzhladom k priebehu NIR spektier
s prihliadnutim  k vSetkym vysSie hodnotenym parametrom. Diskriminantnd analyza
uvedenych spektier bola vyjadrena ako 3D obrazok, kde je mozné jasne odliSit’ tri skupiny
vzoriek: API ,,Z (vzorka AS-6), ktora nebola polymorfne ¢ista, API ,,.Z* (vzorky AS-1 a AS-
2), ktoré poskytli nevyhovujice, resp. hrani¢né vysledky a APl ,,Z* (vzorka AS-3 az AS-5),
ktoré poskytli vyhovujuce vysledky. Pokial sa zobrazenie vyjadri ako PC1:PC1:PC1
(Obrazok 3.61) su projekcie spektier zoradené na uhlopriecke kocky,ak sa pouzije pre d’alsie
o0si PC2 a PC3 (Obrazok 3.62), zobrazenie sa zmeni na priestorové.

Na zaklade tohto zndzornenia je mozné predpokladat’, ze po vybudovani dostato¢ne
velkej kniznice spektier, by bolo mozné kvalitu API ,,Z*, teda skuto¢nost’, ¢i po formulacii
poskytne vyhovujicu, resp. nevyhovujucu liekova formu z hladiska platnej Specifikécie,

zistit’ poc¢as vstupnej kontroly pri prijme substancie pomocou NIR spektrometrie.
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projekcia spektier PC2:PC3
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4 ZAVER

V teoretickej Casti dizertacnej prace bol spracovany prehl’ad legislativy stvisiacej priamo
s kontrolou kvality z pohl'adu Eurdpskej legislativy, narodnych predpisov (zakonov, vyhlasky,
apod.), aplikacia predpisov spravnej vyrobnej praxe a aktivit zjednocovacich procesov v ramci
GMP roznych oblasti systémov kvality — ako je kvalita, bezpecnost’, ucinnost — procesu
harmonizacie. Dalej som sa venovala regulacii vramci farmaceutickej firmy zpohladu
poziadaviek dokumentacie kontroly kvality vstupnych surovin a produktu, ktora suvisi
s bezpecnostou pacienta.

Registrované lieciva a lieky, ktoré boli registrované pred niekol’kymi rokmi, sa analyzuju
metodami pouzivanymi v tom obdobi. Preto naozaj kritické parametre, ktoré ovplyviujua kvalitu
finalneho produktu nemusia byt v Specifikcii definované. Pri zmene zdroja lieciva alebo
pomocnych latok je vyhodné vediet’ o Kritickych parametroch lieciva a prepojeni na kone¢ny
dopad na finalny produkt.

Preto boli dalej v teoretickej Casti popisané jednotlivé metody, ktoré boli aplikované
Vv experimentalnej ¢asti, a to od najjednoduchsich, napr. stanovenie obsahu vody, cez modernejsie
metody separaéné alebo spektrometrické, az po metoédy najmodernejSie ako je napr. testovanie
zmacavosti pevnych substancii lebo metody pevnej fazy (termicka analyza, rontgenova difrakcia,
analyza velkosti a tvaru Castic, analyza povrchu a pod.).

Prakticka cast’ prace popisuje experimenty, ktoré boli navrhnuté s cielom sledovat
a spoznat’ vplyvy excipientov na degradéciu lieCiva a stabilitu finalnej liekovej formy, hodnotenie
moznosti krizovej kontamindcie z predchadzajucich procesov vo vyrobe, identifikaciu neznamych
neCistot a stanovenie kritickych parametrov lieCiva s cielom navrhnat dostatocne robustnt
Specifikdciu Gcinnej latky. Na analyzy boli pouzité metédy bezne pouzivané v laboratoriach
kontroly kvality, ako su separatné metddy, stanoveniec obsahu vody, disolucie,
tak aj sofistikovanejsie techniky.

Vysledky tejto dizertacnej prace su rozpracované podla typu hodnotenia kritickych
atributov do pripadovych §tadii a je ich mozné zhrnut’ do nasledujacich bodov:

- Pripadova stadia 1 — Hodnotenie excipientu — doplnkové rychle vizualne hodnotenie
Vv porovnani s hodnotenim na fluorescen¢nom spektrometri.

- Pripadova stadia 2 — Vplyv excipientov na stabilitu liekovej formy — identifikacia
neznamej necistoty, ktora rastla s Casom pocas stabilitného hodnotenia finalnej liekovej formy,
nasledne sledovanie vplyvu pomocnych latok, v pripravenych binarnych zmesiach, na jej narast

metédami HPLC, DSC, prispevku vlhkosti a navrh mozného riesenia.
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- Pripadova studia 3 — Vplyv cudzorodych necistot na stabilitu liekovej formy — pocas
analyzy podl'a predpisanej Specifikacie boli zistené nevyhovujice vysledky nezndmej necistoty,
ktora rastla s casom v horizonte niekol’kych mesiacov vel'mi rychlo. Bola nastavend simulacia
degradacie pre API a aj pre finalnu liekova formu, pocCas vySetrovania boli preverované d’alSie
vzorky finalnej liekovej formy, primdme obaly (zatky, flasky) apouzivané dezinfekéné
prostriedky, ako aj excipienty a API pouzitej v predchadzajucom pripravku, aby bola vylu¢ena
kontaminacia z predchadzajticej vyroby. Avsak, ziadna analyzovana vzorka pomocnych latok ani
API z predchadzajiceho pripravku nevykazovala v danom RRT pik. TaktiezZ pomocné latky ani
dezinfekéné prostriedky nevykazovali vplyv na vySetrovanu nezndmu necistotu v uvadzanych
RRT na finalnu liekova formu. Takisto bolo evidentné, Ze dana neznama neéistota RRT 0,41
sapred vyrobou v pouzitej API nevyskytovala. VSetky dostupné vzorky z vySetrovanych
obidvoch $arzi vykazovali narast vySetrovanej necistoty s RRT 0,41 po ¢ase 1 mesiac od prvej
analyzy. Pristupilo sa kK identifikacii neznamej neéistoty pomocou metédy LC-MS
na hmotnostnom spektrometri Orbitrap. Na zaklade prevedenej identifikacie necistot bolo mozné
konstatovat’, ze API bola pocas vyroby finalnej liekovej formy vystavend pdsobeniu oxidaénych
¢inidiel s pravdepodobnym radikalovym mechanizmom t¢inku.

- Pripadova stidia 4 — Vplyv API na finalny produkt — stanovenie kritickych parametrov
API, zaktpeného od nového dodavatela, tak aby aj finalna liekova forma vyhovovala platnej
Specifikacii. Boli prevedené rozsiahle hodnotenia parametrov API, aby sa definovali tie parametre
API, ktoré si potrebné pre splnenie kritérii platnej Specifikacie findlneho pripravku ako st
stanovenia obsahu vody, hodnoty zeta poteciadlu, Specifického povrchu a velkosti Castic,
hodnotenie elektronovym mikroskopom. Na zaklade vykonaného analytického testovania,
zistenia a interpretacie vzt'ahov medzi mnozstvom uvol'nen¢ho mnozstva Cistej API, resp. API
uvolnenej z tabliet a stanovenia fyzikalno—chemickych parametrov, velkost Castic, povrchova
plocha, zeta potencial a pravdepodobne obsah vody, mézu byt povazované za kritické parametre,
ktoré ovplyviuja rychlost’ disolucie vysledného produk‘[u.145 Pre komplexnost’ rieSenia problému,
tj. pre splnenie uvedenych vstupnych Specifikdcii pre API a pre hodnotenie findlnej liekovej
formy bola pre zjednoduSenie vstupnych analyz navrhnutd moznost’ hodnotenia metédou NIR
spektrometrie, nakol’ko by vsetky parametre mohli byt’ zachytené v charaktere NIR spektier.

Na zéver je mozné konstatovat’, ze vzhl'adom na prisne legislativne poziadavky, ktoré
st kladené na farmaceutickych vyrobcov je mozné rozSirenim analyz vstupnych surovin,
ako suucinné latky apomocné latky, spolu s aplikovanim modernych metéd a postupov
navrhovat' anachadzat’ rieSenia na zabezpeCovanie kvality lie¢iv a liekov atak prispiet

k bezpecnosti pacientov.
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